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RESUMO

O vegetal Heteropteris aphrodisiaca O. Mach., Malpighiaceae, € conhecido
popularmente como “nd-de-cachorro”, um arbusto de 1 a 1,5 m de altura que pode
ser encontrado nos cerrados dos estados de Mato Grosso e Goias. As raizes sdo
irregulares, com rugas e articulacbes e tem sido amplamente utilizada na medicina
popular como afrodisiaco, estimulante, revigorante, antioxidante, hipocolesterolémico
e nas debilidades nervosas. Com as raizes do vegetal, foi produzido extrato, que
apos a eliminacdo do solvente organico foi concentrado e liofilizado (BST-0298).
Esse extrato foi submetido a particdo em funil de separacdo com acetato de etila e
apos concentracao, liofilizado. A fracdo acetato de etila foi entdo cromatografada
sucessivamente em coluna (Sephadex® LH-20), fornecendo trés di-hidroflavondis:
astilbina  [3-O-a-L-ramnosil-trans-(2R,3R)-taxifolina] (I); neoastilbina [3-O-a-L-
ramnosil-trans-(2S,3S)-taxifolina] (Il); isoastilbina ou [3-O-a-L-ramnosil-cis-(2R,3S)-
taxifolina]-(lll). A partir das raizes preparou-se também, o extrato BST-0402, que
apos eliminagcédo do solvente organico, foi concentrado e liofilizado. Esse extrato foi
cromatografado em coluna (gel de silica), e por processo de recristalizacdo, foi
obtido o nitrocomposto: 2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoil)-B-D-glucopiranose (IV)
substancia inédita. As estruturas das substancias isoladas (I a I1V) foram elucidadas
com base na andlise dos dados espectrais de IV, EM, RMN 1D (*H e 13C) e 2D
(DEPT, COSY, HETLR e HETCOR). Os extratos brutos, bem como as substancias (|
a V) foram avaliadas frente a atividade antibacteriana, antifingica e antiviral. O
nitrocomposto IV isolado, apresentou CIM em Staphylococcus aureus e Bacillus
subtilis nas concentragdes de 250 e 125 ug/ml e a CBM resultou em 500 pg/ ml,
respectivamente. A atividade antifungica resultou CIM na concentracao de 125 pg/ml
frente a Candida albicans, C. parapslosis, C. krusei e C. tropicalis. A CFM contra 0s
mesmos organismos mostrou-se ativa na concentragdo de 250 pg/ml. O
nitrocomposto |V revelou atividade antiviral pelo método TCIDso contra Poliovirus
Hep2 na concentracdo de 50 ug/ml, apresentando 69% de inibicdo viral. Avaliou-se
essa substancia, ainda, quanto a atividade antiviral terapéutica pelo método TCIDso
nas concentracoes de 12,5 e 25 ug/ml, obtendo-se resultado significativo de 94 e 91

% de inibicdo viral, respectivamente. Na concentracdo de 50 upg/ml, o resultado



observado foi negativo. As amostras de extrato bruto e di-hidroflavondis néo

apresentaram resultados significativos nessas analises.

Palavras-Chave: Heteropteris aphrodisiaca; Malpighiaceae; nitrocomposto; di-
hidroflavonois; atividade antibacteriana; atividade antifingica;

atividade antiviral.



ABSTRACT

The vegetable Heteropteris aphrodisiaca O. Mach., belonging to the family
Malphighiaceae popularly is known as "né-de-cachorro”, a bush from 1 to 1,5 m of
height that can be found in the savannahs of the states of Mato Grosso and Goias
whose roots are irregular, with wrinkles and articulations and it has been used
thoroughly by the popular medicine as aphrodisiac, stimulant, reviver, antioxidant,
anticholesterolemic and in the nervous weaknesses. Of the extract BST-0298, it was
partitioned with ethyl acetate, and was cromatographed by column was obtained
after crystallization three compounds di-hidroflavonols: astilbin [3-O-a-L-ramnosil-
trans-(2R,3R)-taxifolin]; neoastilbin [3-O-a-L-ramnosil-trans-(2S,3S)-taxifolin];
isoastilbin [3-O-a-L-ramnosil-cis-(2R,3S)-taxifolin]. Of the extract BST-0402, after
column chromatographic and crystallization, it was isolated a nitrocompound:
2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoyl)-B-D-glucopiranosy!. The structures were
elucidated with help the data of IR, MS, 'H NMR, 3C NMR, DEPT, COSY, and
HETCOR. The isolation of hew nitrocompound is significant of the chemotaxonomic
point of view. The crude extracts as well as the isolated compounds of Heteropteris
aphrodisiaca were tested for antibacterial, for antifungic and antiviral activity. The
nitrocompound IV presented a MIC against Staphylococcus aureus and Bacillus
subtilis at the concentrations of 250 and 125 pg/ml and MBC resulted in 500 pg/ml,
respectively. The antifungic activity resulted MIC at the concentration of 125 pg/ml
against Candida albicans, C. parapslosis, C. krusei and C. tropicalis. MFC against
the same organisms was shown at the concentration of 250 pg/ml. The
nitrocompound IV revealed antiviral activity for the method TCIDso against Poliovirus
Hep2 at the concentration of 50 mg/mL, presenting 69% of inhibition viral. The
therapeutic antiviral activity by the method TCIDso at the concentrations of 12.5 and
25 mg/ml, being obtained significant result of 94 and 91% of viral, inhibition
respectively. At the concentration of 50 mg/ml, the observed result was negative.
The samples of crude extract and di-hidroflavondis didn't present significant results

in those analyses.

Key-words: Heteropteris aphrodisiaca; Malpighiaceae; nitrocoumpound; di-
hydroflavonols; antibacterian activity; antifungic activity; antiviral

activity.



1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais na terapéutica € muito antigo, e esta intimamente
relacionado com a prépria evolugcdo do homem. Dados revelam a sua utilizacédo ja
pelo homem de Neanderthal, que usava de suas propriedades magico-simbdlicas
quando se deparava com algum tipo de maleficio. Para utilizarem as plantas como
medicamentos, 0s homens antigos valiam-se de suas préprias experiéncias
empiricas de acerto e erro, e da observacdo do uso de plantas pelos animais, além
da intervencao divina para determinadas doencas. Em suma, percebe-se que mitos,
lendas e tradicbes apontam para o emprego amplo de plantas medicinais em todos
0s tempos, em todas as camadas sociais e quase em toda a humanidade (Marques,
1999).

Historicamente, ha registros de que no ano 3000 a.C., no oriente, mais
exatamente na China, muitas pessoas dedicavam-se ao cultivo e uso de plantas
medicinais. Sabe-se, também, que por volta de 2300 a.C. 0s povos assirios,
hebreus e egipcios realizavam o cultivo de diversas plantas medicinais, assim como
as traziam de suas diversas expedi¢des. O uso dessas plantas era direcionado para
a utilizacdo como purgantes, vermifugos, diuréticos, especiarias para culinaria, além
de liguidos cosméticos e gomas, utilizados na arte do embalsamamento de mumias
(Martins et al., 1998).

O conhecimento das plantas, e suas propriedades medicinais obtiveram um
incremento muito grande com o surgimento da escrita e com o0 aparecimento dos
letrados. Assim, no Egito encontrou-se no papiro de Ebers, datado de 1500 a.C., o
relato de 150 plantas curativas, havendo ali inclusive, referéncias a fontes ainda
mais antigas (Marques, 1999).

Na Grécia por volta de 460-377 a.C. Hipocrates de Coés (discipulo do
fundador da medicina grega, Esculapio) considerado o “Pai da Medicina” consagrou
0 uso das plantas através de sua famosa obra Corpus Hipocraticum, pois essa
resumia todos os conhecimentos médicos da época e contemplava centenas de
plantas medicinais. Mas, sem duvida, a obra mais marcante sobre a terapéutica com
plantas, foi escrita pelo botanico Pedanios Dioscérides em seu tratado De Materia
Medica elaborado no século primeiro da era cristd. Essa revelava o uso de cerca de
500 drogas de origem vegetal e foi a dltima palavra na terapéutica durante cerca de
15 séculos (Martins et al., 1998).



Na Idade Média, o estudo de plantas medicinais, como em outras areas do
conhecimento, teve uma grande estagnacao que entre varios fatores, pode ter como
pano de fundo, as inUmeras guerras ocorridas, entre as quais a queda do Império
Romano e o fortalecimento da Igreja Catdlica. Desse modo, muitas literaturas
perderam-se, e as ciéncias ficaram restritas a alguns mosteiros da Europa. No seu
processo de evolucao, a arte de curar teve como grande impulso, a contribuicdo dos
alquimistas e, como um dos seus principais representantes destacou-se Paracelso
(1493-1541) que também usava a medicina natural como base para cura de varias
enfermidades.

No Brasil, Martins et al., (1998) destacam que, o tratamento de doencas se
fundamentou através da contribuicdo dos indigenas num primeiro momento, e
depois com o0s imigrantes europeus e escravos vindos da Africa. Os indios
utilizavam a fitoterapia dentro de uma visdo mistica, onde o pajé ou feiticeiro apos
fazer uso de substancias entorpecentes, alucindgenas e toxicas dizia sonhar com
um espirito que informava qual a erva ou planta utilizada para se aplicar ao enfermo.
Os indios também aprenderam a cura pelas plantas através da observagcdo dos
animais que, quando doentes, procuravam por determinadas plantas. Um exemplo
dessa pratica é a utilizacao, ainda hoje, pelos indios das raizes de ipecacuanha
para disenteria amebiana. A influéncia africana é de pouco registro, mas ndo menos
importante, uma vez que o enfermo era visto como possuido por um espirito mau, e
recebia tratamento por meio de exorcismo e aplicacao de drogas vegetais.

A contribuicdo européia por sua vez, teve inicio com a vinda ao Brasil dos
religiosos da Companhia de Jesus, chefiados por N6ébrega em 1579, sendo que
esse se dedicou a descrever os indigenas, seus feitos e em converté-los. Anchieta
foi o religioso que, entre tantas contribuicfes, interessou-se pela fauna, flora e
terapéutica empregada pelos indios. Dentre tantos oficios, formulavam receitas, nas
chamadas Boticas dos Colégios, a base de plantas medicinais que eram utilizadas
para o tratamento de diversas doencas (Martins et al., 1998; Marques, 1999).

Assim, aos trancos e barrancos, foi sendo escrita a histéria no Brasil, das
plantas que curam, até fins do século XVIIl, a margem da Coroa portuguesa e a
custa dos saberes dos amerindios (Marques, 1999).

Na contemporaneidade, observa-se que 80% da populagdo mundial vive nos
chamados paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos e que apenas 20% da

populacdo mundial, que habita os paises desenvolvidos, €& responsavel pelo



consumo de 85% dos medicamentos industrializados disponiveis no mercado. No
Brasil, os dados s&o semelhantes, 20% de nossa populacdo consome 63% dos
medicamentos disponiveis, e 0 restante encontra nos produtos de origem natural,
especialmente nas plantas medicinais a unica fonte de recurso terapéutico. Essa
situacao pode ser melhorada, a partir do momento em que esforgos conjuntos forem
efetuados no sentido de solucionar os problemas basicos de saude e contando
também com a imensa colaboracdo das pesquisas com plantas medicinais (Di Stasi,
1996).

1.1 Cerrado brasileiro

A primeira impressdo que se tem da regido de cerrado ndo € promissora,
sendo bem diferente daquela existente na regido amazonica. A vegetacao rasteira,
com raros arbustos, ou arvores de pouca altura com troncos tortuosos e galhos
baixos e retorcidos, levam a pensar num deserto, principalmente se esse for

percorrido sob o0 sol ha estacdo seca e quente que se estende de maio a outubro.

O cerrado € o segundo maior bioma do Brasil, ocupando praticamente todo
planalto central brasileiro. Estende-se por mais de dois milhdes de quildmetros
quadrados distribuidos nos estados de Goias, Minas Gerais, Tocantins, Bahia,
Maranhdo, Piaui, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Par4, Ceard, Rondonia,
Amazobnia e Distrito Federal (fig. 1). O clima durante o ano varia em média entre 20
e 25 °C, e sua fauna é constituida por insetos, aves, roedores, répteis, caninos e
felinos (Vargas e Hungria, 1997).

Para a rigueza da flora do cerrado inicialmente quem chamou atencdo do mundo
cientifico, foram os naturalistas viajantes. Destaca-se entre eles Karl Friederich
Philipp von Martius (1794-1868) através de sua obra Flora Brasiliensis (1840-1906)
que continua, até os dias atuais, sendo considerado trabalho de referéncia
(Goodland, 1979).



Figura 1 - Indicacéo das areas de cerrado. Adaptado por Ferri

Cabe destacar o papel das plantas medicinais, que tem sido usada pelos
povos indigenas da regido e agora estdo sendo comercializadas no pais. Entre elas
destaca-se a sucupira-branca [Pterodon pubescens (Benth.) Benth.] que combate
infeccbes, a Gomphrena officinalis Mart. conhecida como “ginseng brasileiro”,
servindo para tudo e o Stryphnodendron barbatiman Mart., barbatimdo, como
cicatrizante. Atualmente existem, aproximadamente, 119 substancias quimicas
extraidas das plantas superiores do cerrado usadas na medicina em todo o mundo.
Entretanto, se maiores estudos fossem realizados nessa regido do Brasil, no sentido

de se buscar novas fontes de farmacos, a flora do cerrado, com mais de 8.000



espécies, certamente representaria um forte potencial para futuros medicamentos

fitoterapicos (Caruso,1997).

1.2 Familia Malpighiaceae

As Malpighiaceae constituem uma familia de plantas quase essencialmente
americana que merece atencdo. Hoehne (1939) afirmava, ainda, que o total das
espécies que representam as Malpighiaceae deveria ultrapassar a 800, e dessas,
pelo menos 2/3 seriam americanas e mais de 1/3 brasileiras. Na Flora Brasiliensis ja
eram descritas 250 espécies, e nada menos que 26 géneros distintos.

Na atualidade sabe-se que a familia Malpighiaceae Juss., compreende 63
géneros, e cerca de 800 espécies pantropicais. No Brasil ocorrem 32 géneros, com

cerca de 300 espécies distribuidas nas diversas regifes (Barroso, 1991).

A caracterizacdo morfolégica da familia conforme Agarez (1994) “arvores,
arbustos, ervas ou trepadeiras com folhas simples opostas, flores actino ou
zigomorfas, hermafroditas, diclamidias, pentameras, diplostémones, as vezes com
estaminddios. Apresentam sépalas com glandulas externamente, ovario supero,
semi-infero, tricarpelar e o fruto baga ou esquisocéarpico dividindo-se em trés
samaras”. Joly (1998) descreve que a familia Malpighiaceae é constituida por
plantas herbaceas, arbustivas, arbéreas, ou mais frequentemente trepadeiras com
folhas inteiras, de disposicdo alterna, sem estipulas. Com flores vistosas de
coloracdo geralmente amarela ou rosada, ciclicas, reunidas em inflorescéncias
paniculadas nas axilas superiores ou terminais. Calice com caracteristica de 10
glandulas grandes, localizadas na base externa das sépalas, dois em cada sépala.
Pétalas em geral fimbriladas, longipedunculadas. Androceu formado por 10 estames,
alguns estaminodiais. Ovario supero, tricarpelar, trilocular. Fruto baciforme ou
esquisocarpico, separando-se em fruticulos samaroideos com a semente localizada

na base da samara.

Uma caracteristica morfolégica importante para a familia e que ocorre em
varios géneros como Galphinia, Camarea, Benisteria € a presenca de xilopodos
mais ou menos profundos, 0s quais conseguem resistir aos periodos de incéndios e

secas prolongadas. Conforme Hoehne (1939), esses 6rgaos hipdgeos deveriam ser



analisados quanto a sua composi¢cdo quimica, porque € possivel que contenham
substéancias ativas para a toxicologia e a medicina.

Outra caracteristica marcante, anotada a época pelo autor, € que alguns
géneros e espécies de Malpighiaceae desenvolvem os célebres pélos estrelados ou
ramosos muito rijos, que delas retiram o seu nome, sendo por isso todos os pélos
semelhantes, pélos malpigiaceos. Esses pélos das Malpighiaceae seriam
responsaveis pela irritacdo da mucosa e algumas vezes da epiderme. Tais pélos ao
entrar em contato com os olhos poderiam causar danos irreparaveis, tanto para os
animais como para o homem (Hoehne, 1939).

A familia Malpighiaceae é pouco utilizada, visto que sua estrutura vegetal ndo
permite que seja aproveitada como produtora de madeira, e também na terapéutica.
Algumas espécies encontradas na familia Malpighiaceae apresentam importancia
na toxicologia, pois é irrefutavel que varios indios na regido amazonica as utilizam
em rituais com propésito alucinégeno. Basta examinar o Banisteriopsis caapi
(Spruce) Morton, uma trepadeira que os aborigenes, da regido amazoénica (brasileira
e peruana), conhecem h& muitos séculos sob o nome de Caapi que possui a
qualidade de produzir delirios temporéarios (Hoehne, 1939). Alguns vegetais
representantes dessa familia, cujos frutos sdo comestiveis, sdo utilizados para
elaboracdo de marmeladas (FAMILIA MALPIGHIACEAE..., 2001).

Ainda segundo Hoehne (1939) em excursao na regido do Mato Grosso, entre
1908 e 1914, encontrou-se mais de uma espécie de Tetrapteris e de Heteropteris,
apregoadas como tonificante e até afrodisiaca. Algumas sédo conhecidas por né-de-
cachorro. O autor observou que algumas Malpighiaceae poderiam substituir com
vantagem a ipecacuanha, como plantas eméticas.

Com relacdo a posicdo taxondmica, Barroso (1991) destaca que a familia
Malpighiaceae na classificacdo de Cronquist (1968) pertence a ordem Polygalales e
compreende sete familias, com cerca de 1900 espécies. Nos sistemas anteriores,
Engler (apud Melchior et al., 1964) relacionou as familias da ordem Polygalales de
Cronquist na ordem Rutales e, Dahlgren (1975) as considera parte de uma ordem

com 0 mesmo nome, subordinada a superordem Rutanae.



1.3 Género Heteropteris

O género Heteropteris é representado por plantas lenhosas, geralmente
trepadeiras, raramente sufricosas e eretas, possuem folhas opostas e geralmente
com glandulas em sua base, compreende cerca de 100 espécies nativas da
América do Sul, com uma espécie no oeste africano. Dentre alguns exemplos
podemos destacar: Heteropteris laurifolia (L.) A. Juss., conhecida popularmente
como mariposa amarela e também a Heteropteris chrysophylla HBK (FAMILIA
MALPIGHIACEAE..., 2001). Segundo Corréa (1984) existe, ainda, um outro
exemplo a se destacar, Heteropteris anceps Ndz., encontrada no estado de Sao

Paulo.

1.3.1 Heteropteris aphrodisiaca O. Mach.

Somente no final da década de 40, através do trabalho realizado por
Machado (1949), é que se teve a confirmacdo de uma nova espécie no género
Heteropteris a espécie aphrodisiaca. A planta € conhecida popularmente como
jasmim-amarelo, quard, reseda amarelo, tintureiro, ocinanta-sa-caa (karaja), né-de-
porco (borord). Em outros idiomas pode-se encontrar né-de-cachorro com a
sinonimia de: no-de-cochera ou no-de-cochero, ou entdo dog’s Knot
(ENCICLOPEDIA..., 2002).

De acordo com Corréa (1984), o vegetal Heteropteris aphrodisiaca O. Mach.,
Malpighiaceae, é um arbusto, de 1 a 1,5 m de altura, subcandente; ramos
ferrugineo-avermelhados, com internédios de 11 a 14 cm de comprimento; folhas
com peciolo caniculado, grosso, pubérulo, as vezes granuloso, elitico-ovais, ou
quase ovais, com margem ciliada, apice agudo, base arredondada, levemente
contraida, providas de 2, raramente 4, glandulas; margem inteira, quando novas
tomentosas dos dois lados, depois glabras na pagina superior e na inferior
tomentosas-velutinas; até 12 cm de comprimento e 1 cm de largura; flores com
corola amarela e inodora; frutos samara (fig. 2 e 3).

Segundo Machado (1949) Frutex: 1-1,5 m altus, sub-scandens ut uidetur.
Radix: (xylopodium?) incrassata, rugoso. Ramuli atroferrufinei; internodiis 11-14 cm
longis. Folia elliptico-ovata vel fere ovalis, apice acuta, base rotundata leviter

contracta, glandulis dualius rarior quattuor ornata, margine integra et plana, novella



utrimque tomentosa, acetate supra glabrescentia, subter velutino-tomentosa. Ciliata,
usque ad 12 cm longa et 1 cm lata; petiolis crassis, supra canaliculatis, puberulis,
interdum glandulosis, circiter 1 cm longis. Flores fructusque generis. Corolla flava,

inodora.

Figura 2 - Inflorescéncia e folha de Heteropteris aphrodisiaca O. Mach.

Figura 3 - Aspecto aéreo de Heteropteris aphrodisiaca O. Mach.



1.3.2 Aspectos quimicos relacionados ao género Heteropteris

Stermitz et al. (1975) evidenciaram substancias nitro alifaticas, pelo método
de Griess-llosvay, através de uma triagem com 124 espécies de 98 géneros de
plantas argentinas. Nesse estudo, isolaram hiptagina (fig. 4) de Heteropteris

angustifolia Gris. como sendo 0 maior constituinte nitro.
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Figura 4 — Hiptagina isolada de Heteropteris angustifolia Gris.

De Pieri et al. (2000) realizaram andlises de controle de qualidade da droga
vegetal Heteropteris aphrodisiaca O. Mach. além de terem isolado e identificado trés

dihidroflavondis, astilbina, neoastilbina e isoastilbina (fig. 5).
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Figura 5 — Astilbina (1), neoastilbina (2) e isoastilbina (3) isoladas das raizes de

Heteropteris aphrodisiaca O. Mach.

1.3.3 Informacdes bioldgicas do género Heteropteris

Em se tratando da espécie Heteropteris aphrodisiaca O. Mach., Corréa

(1984) cita que a mesma é encontrada nos Cerrados do Mato Grosso e Goias (fig.



1, p. 4). As raizes sdo empregadas pela populacdo nativa como afrodisiaca e para
as debilidades nervosas.

O cha preparado com a raiz € empregado nos problemas de visdo, como
depurativo e ainda no tratamento de disenterias (Guarim Neto, 1987).

A planta preparada na forma de cachaga é, ainda, utilizada popularmente
como estimulante das atividades sexuais (afrodisiaca) e como revigorante fisico e
psicolégico,  antioxidante,  antiulcerogénico, estimulante  da  memoria,
hipocolesterolémico, tbnico e vasodilatador. A raiz da Heteropteris aphrodisiaca O.
Mach. (fig. 6, p. 10) possui semelhanca anatdmica com o pénis do cachorro, e dai
advém, possivelmente, seu nome popular “no-de-cachorro”. Em testes de
laboratério a planta ja agiu sobre a funcdo motora e a memoria de ratos idosos.
Testes em humanos possivelmente estdo sendo realizados, prova disso é que a
patente do noé-de-cachorro ja foi requisitada para a fabricacdo de medicamentos,
cujo principal objetivo € saber se a mesma atua contra a perda da memodria.
(ENCICLOPEDIA..., 2002).

Figura 6 - Raizes de Heteropteris aphrodisiaca O. Mach.

Palazzo et al. (2000) testaram uma pomada de extrato liofilizado de né-de-

cachorro a 1% em feridas abertas em ratos para avaliar o poder de cicatrizagdo da



mesma, comparando-a com pomada de Nebacetin® como controle positivo. Os
resultados demonstraram que a pomada teste a 1% apresentou, de forma
semelhante, a mesma atividade que as pomadas nas concentracdes de 2,5 e 5% e
0 controle positivo.

Em trabalho recente Mattei et al. (2001) investigaram o efeito de um extrato
padronizado das raizes de né-de-cachorro, frente ao estresse oxidativo e defesa
antioxidante em ratos jovens e idosos. O teste de lipoperoxidag&o, in vitro,
comparando-se o extrato de no-de-cachorro com butil-hidréxi-tolueno, mostrou uma
inibicdo eficiente da lipoperoxidagao. Tratamento crénico com o extrato em ratos
jovens e idosos resultou em um aumento significativo na atividade da superéxido
dismutase em cérebros de ratos idosos. No entanto, ndo foram observadas
variacfes significativas nas atividades de enzimas antioxidantes em cérebros de
ratos jovens, bem como significativos baixos niveis de lipoperoxidag¢do nos cérebros
desses animais. Sugere-se que 0 extrato de noé-de-cachorro reduz o estresse
oxidativo para lipideos de cérebro.

Recentemente, Galvao et al. (2002) testaram o extrato BST0298 em ratos
jovens e idosos no aprendizado e memoéria. Observaram que em ratos idosos
tratados com extrato, em determinadas doses por determinado periodo de tempo foi
restaurado o déficit de memoria, sem no entanto, aumentar a memoria quando foi
administrada dose Unica. Observou-se, ainda, um aumento na capacidade de
aprendizado (teste T direita/esquerda) em ratos idosos tratados por longo periodo
de tempo. Assim, concluiu-se que a administracdo do extrato BST0298 de
Heteropteris ahrodisiaca O. Mach. por 7 dias ou mais, diminui o déficit de memoria e
aumenta o aprendizado.

Segundo o Laboratério Klein®, que comercializa o n6-de-cachorro Klein®,
ndo sdo conhecidos os seus constituintes quimicos, e sua utilizacdo advém do
conhecimento e praticas indigenas nas debilidades nervosas e afrodisiacas (NO DE
CACHORRO, 2002).

1.4 Atividades antibacterianas, antifungicas e antivirais de extratos vegetais
A investigacdo sobre o conhecimento de determinadas espécies vegetais

com propriedades antimicrobianas tem sido amplamente divulgada no meio

cientifico. Em baixas concentracdes essas amostras vegetais, exercem inibicao



sobre o crescimento de bactérias tanto Gram positivas como Gram negativas, como
por exemplo: Mycobacterium, leveduras e fungos filamentosos. Assim, extratos
vegetais apresentam perspectivas na producdo de novos e eficientes produtos
farmacéuticos que possam ser usados na terapéutica de processos infecciosos
(Edeltrudes, 2001).

A tendéncia atual nas pesquisas de produtos naturais, oriundos de plantas,
consiste na obtencéo de principios ativos pelo fato de possuirem alto percentual de
diversidade molecular, essencial para a descoberta e producdo de novos farmacos
(Yunes et al., 2001). Nesse sentido, iniameros trabalhos séo publicados, avaliando a
sensibilidade antimicrobiana frente a extrativos vegetais, como 0s que podem ser

observados a seguir.

Substancias fendlicas presentes nos extratos cloroférmico, acetdnico e etéreo
do liquen Heterodermia leucomela (L.) Poelt apresentaram atividade contra bactérias
Gram positivas (Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis) (Falcédo et al., 2002).

Alguns extratos entre eles, metandlico e acetato de etila, das folhas de
Chukrasia tabularis Adr. Juss., 0s quais em analises fitoquimicas revelaram a
presenca de flavondides e cumarinas, inibiram o crescimento de Pseudomonas
aeruginosa e Aspergillus fumigatus. Ja o extrato éter de petréleo foi ativo contra A.
niger e A. fumigatus (Nagalakshmi et al., 2001).

As substancias luteolina e 3-metoxi-quercetina, isoladas do extrato metandlico
de Gnaphalium oxyphyllum Var., inibiram S.aureus e B. cereus (Villagomes-Ibarra et
al., 2001).

Em testes de avaliagdo antimicrobiana e antiviral, de 19 extratos
metandlicos de espécies na regido do Togo (oeste da Africa) 17 apresentaram
inibicdo antibacteriana e 10 revelaram atividade antiviral contra herpes simplex,

sindbis (vetor insetos) e poliovirus (Hudson et al., 2000).

O tratamento das infec¢cbes fangicas, especialmente em pacientes
imunocomprometidos, representa um grande desafio para a clinica. Os farmacos
disponiveis no mercado até o momento, possuem além da toxicidade marcante (nao
diferencia célula alvo de outras ndo infectadas), uma tendéncia a resisténcia. Essas
sdo razdes pelas quais permanentemente esta se procurando novos agentes
antifngicos mais potentes, mas sobretudo, menos téxicos que os utilizados

atualmente (Yunes et al., 2001). Seguindo essa linha de raciocinio, verifica-se,



também, em literaturas especializadas nos dois Ultimos anos, uma gama enorme de
pesquisas com extrativos vegetais, brutos e/ou semipurificados, para atividade
antifungica.

Barrero (2000) testou derivados de sesquiterpeno lactonas, cinicina e
salonitenolida, isoladas de espécies de Centaurea e concluiram que as fracfes de
baixa polaridade apresentaram maior atividade antifiingica.

Trés di-prenilisoflavonas (6,8-di-prenilgenisteina, 6,3-di-prenilgenisteina e
derris-isoflavona) isoladas de Derris scandens (Aubl.) Pittier demonstraram atividade
antifingica contra o patdogeno humano Trychophyton mentagrophytes (Harborne e
Willians, 2000).

Das raizes de Terminalia alata W. et A., Srivastava et al. (2000) isolaram uma
flavanona e uma saponina triterpénica, com atividade antifGngica comparado com
padrao griseofulvina.

ELSohli et al. (2000) isolaram das folhas de Maclura tinctoria (L.) Gaud uma
chalcona que demonstrou atividade antifingica frente a Candida albicans e
Cryptococcus neoformans, fungos oportunistas na sindrome da imunodeficiéncia
adquirida.

As pesquisas com antivirais tiveram inicio na década de 50 (Jones, 1998) mas
foi somente em 1960 que dois deles foram testados em humanos e liberados para
uso clinico, a idoxuridina para tratamento de ceratite herpética e metisazona para

profilaxia de variola e tratamento de complicacdes da vacinacao (Bauer, 1985).

Apo6s um inicio lento, o desenvolvimento de novos agentes antivirais entrou
recentemente em uma fase acelerada. Atualmente existem mais de trinta drogas
oficialmente aprovadas sendo que cerca de metade dessas séo utilizadas para o
tratamento de infeccdo pelos virus da imunodeficiéncia humana. As outras drogas
liberadas sdo usadas no tratamento de infec¢cdes pelos virus da hepatite B,
herpesvirus e virus influenza. Os principais mecanismos de acdo desses antivirais
sao a inibicdo dos processos iniciais da replicacéo viral, inibicdo de proteases virais,
inibicdo do &cido nucléico viral e inibicdo da enzima transcriptase reversa. Varios
dessas substancias, principalmente os de uso sistémicos estdo associados a efeitos

colaterais adversos além da emergéncia de cepas resistentes (De Clercq, 2001).



A pesquisa de inibidores virais extraidos de plantas vem aumentando
consideravelmente, com um grande nimero de extratos mostrando atividade antiviral

seletiva contra diversos virus RNA e DNA.

Barbieri et al. (1982) estudaram proteinas obtidas de sementes de Phytolacca
americana L., uma erva perene com raiz venenosa. Duas proteinas, previamente
identificadas como PAP e PAP Il, foram isoladas das folhas e demonstraram

atividade contra virus de plantas e animais.

Lagrota et al. (1983) estudaram o efeito do lapachol, substancia obtida do
género Tecoma (Bignoniaceae), sobre diversos virus constituidos de RNA e DNA,
em cultura de células de carcinoma de cérvix humano (HelLa), célula de rim de
macaco Rhesus, célula de rim de macaco verde Africano (Vero) e em ovos
embrionados com 9 a 11 dias de incubacdo. O lapachol mostrou eficacia somente

sobre os virus RNA.

Nagata et al. (1990) estudaram a atividade antiviral de fragcbes de Pinus
parviflora Sieb. et Zucc. sobre o gametdfito masculino, em pacientes com céancer
gastrico, contra o virus influenza (RNA de fita simples) e em células de epitélio de
rim de cachorro Madin-Darby (MDCK). Os autores mostraram que as fracdes de
Pinus parviflora Sieb. et Zucc. ndo impediram a adsorcdo dos virus as células mas
inibiram a replicacéo viral por atuarem sobre a sintese de proteinas virais e a RNA-

polimerase associadas ao virus monitorado pelo ensaio de formacéao de plaque.

Serkedjieva e Hay (1998) isolaram um complexo polifenélico de Geranium
sanguineum L., utilizado para desordens do trato gastrintestinal e diversos processos
infecciosos e inflamatérios. Esse complexo apresentou atividade seletiva contra
diversas cepas do virus influenza, in vitro, utilizando células MDCK e células
primarias de fibroblasto de embrido de galinha (CEF). A concentracao inibitéria para
50% das células (ICso) foi de 64 ug/ml para células MDCK e 72 ug/ml para células
CEF. O mesmo complexo quando combinado com rimantadina produziu um efeito

protetor sinérgico com um indice de 77,8% de protecéo.

A atividade antiviral de um Oleo essencial obtido das partes aéreas de
Santolina insularis L. contra HSV-1 e herpes simples virus tipo 2 (HSV-2) foi testada
em células Vero por Logu et al. (2000). A atividade virucida para o HSV-1, foi

determinada pelo ensaio de plaque e resultou em uma inibicéo viral de 50% e 80%



quando o o6leo foi utilizado nas concentracbes de 0,88 pg/ml e 1,87 pg/mi,
respectivamente. Para o HSV-2 a inibicdo viral correspondente a 50% e 80% foi

obtida nas concentragfes de 0,7 e 1,25 ug/ml, respectivamente.

Craig et al. (2001) testaram uma fracdo polissacaridica (APS) extraida de
folhnas de Cedrela tubiflora Bert. (Meliaceae) contra os virus HSV-2, da estomatite
vesicular (VSV) e poliovirus em células de rim de macaco. A fracdo APS inibiu em 56
e 68% a etapa de adsorcao dos virus VSV e HSV-2, respectivamente. No entanto, a

fracdo ndo afetou o ciclo replicativo do poliovirus.

Glatthaar-Salmiller et al. (2001) estudaram a atividade antiviral em virus RNA
(rinovirus, virus respiratério sincicial e influenza A) e DNA (HSV-1 e adenovirus 5), in
vitro, a partir de um extrato das sementes de Eleutherococcus senticosus (Rupr. e
Maxim.) Maxim. O extrato apresentou efeito antiviral contra os virus RNA através da
reducdo do numero de plaque.

Semple et al. (2001) verificaram a atividade do &cido crisofanico obtido das
sementes de Dianella longifolia R. Br. (Liliaceae) contra poliovirus em células Vero,
de rim de macaco verde Bufalo (BGM) e de pulmdo embrionario humano (HEL). A
substancia mostrou-se eficaz contra o poliovirus inibindo as primeiras etapas do
ciclo replicativo viral. Foi observada, ainda, uma inibicdo do efeito citopatico de 50%
na concentracdo de 0,25 g/ml, uma concentracdo bem abaixo da concentracdo
méaxima nédo toxica para as células testadas (12,5 g/ml).

Com o objetivo de avaliar o potencial antiviral de plantas da flora de
Madagascar, Hudson et al. (2000) realizaram uma triagem com 10 plantas. Dessas
nove apresentaram atividade contra Herpes simples (HSV), quatro foram ativas
contra Sindbis virus. Destacam-se as espécies Ravensara retusa e Terminalia

monoceros com atividade contra HSV na concentragao de 25 pg/ml.

1.5 Informagdes sobre nitrocompostos

1.5.1 Aspectos quimicos

S&o considerados nitrocompostos alifaticos as substancias derivadas de

hidrocarbonetos alifaticos por meio da substituicdo do &tomo de hidrogénio por um

grupo nitro e esse sendo ligado com o atomo de carbono (Amaral, 1980).



O grupo nitro pode ser representado como um hibrido de duas estruturas de
ressonancia, apresentando carga positiva sobre o &tomo de nitrogénio e a
correspondente carga negativa distribuida sobre os dois atomos de oxigénio. Essas
substancias sdo muito pouco soluveis em agua, e a partir do nitropropano tornam-se
praticamente insolUveis. Possuem, ainda, a caracteristica de apresentar um grande
efeito indutivo (-I) do grupo nitro, resultando também em alto momento dipolar, com
consequente ponto de ebulicdo elevado (Amaral, 1980)

Os nitrocompostos alifaticos sdo diferenciados por seus comportamentos
frente ao acido nitroso. Os nitrocompostos primarios reagem com acido nitroso
formando a-hidroxi-amino-nitroalcanos, conhecidos como acidos nitrélicos, os quais
se dissolvem em meio alcalino, originando solucdo com coloracdo vermelha. Ja os
nitrocompostos secundarios revelam cor azul em meio basico e os terciarios néo
apresentam coloracao (Amaral, 1980).

Nitrocompostos de origem natural, parecem possuir como possivel precursor
biogenético a homoserina, substancia intermediaria encontrada nas leguminosas
(Keeler et al., 1978).

Stermitz et al. (1969) relataram a intoxicacdo de bovinos em consequéncia da
ingestdo de espécies de Astragalus (Leguminosae). Nesse trabalho destaca-se o
isolamento de um nitrocomposto alifatico ligado a uma molécula de glicose, a

miserotoxina (3-nitro-1-propil-B-D-glicopiranosideo) (fig. 7).

CH,OH
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Figura 7 — Estrutura da miserotoxina

Em 1972 Stermitz e colaboradores isolaram outro nitrocomposto de origem
natural, a 1,6-di-O-(3-nitroprapanoil)-B-D-glicopiranosideo (cibariana), das partes
aéreas de Astragalus cibarius Sheld.

Majak e Bose (1974) estabeleceram, através de métodos cromatograficos

(cromatografia em papel e cromatografia em camada delgada), bem como



espectrometria de massas o isolamento e detec¢do de nitrocompostos alifaticos em
extratos de Astragalus miser Douglas ex Hook. var. serotonius (timber milkvetch).

Na busca por amostras vegetais positivas para nitrocompostos Stermitz et al.
(1975) realizaram trabalho na Argentina com 124 espécies de 98 géneros. Os
autores conseguiram isolar de Heteropteris augustifolia Gris. um novo
nitrocomposto, hiptagina [1,2,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoil)-B-D-glicopiranosideo]
(fig. 4, p. 9). A partir desse trabalho, surgiram varios outros que evidenciaram a
presenca de nitrocompostos em diversas espécies vegetais.

Na década de 80, dois trabalhos tiveram importancia no reconhecimento de
novas estruturas derivadas da miserotoxina.

Gnanasunderam e Sutherland (1986) isolaram das raizes de Lotus
pedunculatus Cav. além da hiptagina, a caraquina [1,4,6-tri-O-(3-nitropropanoil)--D-
glicopiranosideo], a coronariana [2,6-di-O-(3-nitropropanoil0- B-D-glicopiranosideo] e
a cibariana [2,6-di-O-(3-nitropropanoil)-p-D-glicopiranosideo].

Garcez et al. (1989) isolaram das raizes de Indigofera suffriticosa Miller a
substancia 2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoil)-a-D-glicopiranosideo.

Em 1992 Majak et al. conseguiram isolar trés ésteres (3 nitropropanoil) D-
glucose, a caraquina, a 2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoil)- a-D-glicopiranosideo, e
3,4,6-tri-O-(3-nitropropanoil)-o-D-glicopiranosideo do vegetal Indigofera linnaei Ali.

Majak e Benn (1994) isolaram dos frutos da arvore caraca (Corynocarpus
laevigatus J.R. e G.Forst.) varios nitrocompostos entre eles: caraquina, cibariana,
coronariana, corinocarpina e corolina entre outros. Dentre essas substancias
destaca-se o isolamento inédito de isOmeros (a e B andémeros) de 6-O-(3-
nitropropanoil)-D-glicopiranose.

Benn et al. (1995) investigaram vegetais contendo nitrocompostos. Os
autores isolaram de Astragalus canadensis L. varios derivados nitrocompostos além

do &cido 5-oxo-tetra-hidrofuran-3-acético.
1.5.2 Efeitos toxicos de nitrocompostos
Em 1969, Stermitz e colaboradores descreveram um quadro de toxicidade

em animais que ingeriram as partes aéreas de espécies de Astragalus. Esse efeito,

conhecido ha muito tempo, foi, entdo, dividido em trés grupos:



1) Toxicidade causada pelo acumulo do selénio.

2) Efeito toxico cronico observado em cavalos onde se relata distarbios

neuroldgicos.

3) Intoxicacdo aguda causada pela ingestdo de diversas espécies que

sintetizam nitrocompostos

Na Ameérica do Norte existem cerca de 263 espécies de Astragalus e todas
apresentam nitrocompostos (Williams e Lynn, 1978). Essas substancias sao toxicos
para ruminantes a ponto de leva-los a morte (Stermitz et al., 1969).

Os nitrocompostos sao metabolizados no trato digestivo dos ruminantes em
3-nitro-1-propanol (3-NPOH) e &cido 3-nitro-propidnico (3-NPA). Essas substancias
sdo absorvidas e, através do sistema circulatorio, chegam ao sistema nervoso
central, principalmente na area do controle da coordenacdo e as respostas
automéaticas. Destaca-se que o 3-NPOH € mais rapidamente absorvido no trato
digestivo que o 3-NPA. Devido a lenta absorcao do trato gastrintestinal (TGI) do 3-
NPA, o 3-NPOH torna-se mais toxico por mg de NO:2 ingerido (Williams e Lynn,
1978).

As substancias 3-nitro-1-propanol e acido nitro-propiénico em conjunto com
unidade b-D-glucopiranose (miserotoxina), sado produtos téxicos relatados por inibir o
transporte de elétrons na mitocéndria, resultando em debilidade de energia celular.
Essas nitro-toxinas induzem a uma degeneracdo neuroldégica em ruminantes e
humanos, sendo inclusive utilizada em cobaias para modelo da doenca de
Huntington (Patocka et al., 2000).

Animais que se intoxicam cronicamente pela ingestdo de Astragalus
desenvolvem um quadro de fragueza nas patas traseiras, tremor, colapso, e
finalmente morte por faléncia cardiaca e respiratéria. Em alguns casos de
intoxicacdo aguda os animais podem morrer em tempo de 4-20 horas apdés se
alimentarem desse vegetal. No caso de Obitos, a meta-hemoglobina pode
ultrapassar 20% do total de hemoglobina. Isso pode se justificar, pois o nitro grupo
em algumas substancias se complexa com o ferro da hemoglobina para formar
meta-hemoglobina (Williams e Lynn, 1978).

Em 1977, Williams et al. isolaram das folhas da Astragalus micchauxii (O.
Kze.) miserotoxina. Essa substancia esta relacionada com a intoxicacdo aguda de

pintos, quando a quantidade ingerida chegar a 1,7% do peso do animal. Os



sintomas observados foram: depressédo, incoordenacéo, reducdo da temperatura
corporal, alteracdes da taxa cardiaca e anorexia.

Ouazzani et al. (1999) descreveram uma espécie de legume toxico
(Astragalus lusitanicus Lam.) que causa intoxicagcdo em pequenos ruminantes,
apresentando quadro clinico caracterizado por ciclos de excitagcdo e depressdao.
Exames macroscopicos nos animais revelaram lesGes congestivas, edemas, lesdes
microscopicas, consistindo principalmente de degeneracdo vacuolar nos neurénios,
hepatocitos e nas células do baco e rins. A glicose e a uréia no sangue também
foram incrementadas como resultado da intoxicacdo. No entanto, essa espécie nao
forneceu resultado positivo para miserotoxina, e a concentracdo de selénio é

pequena.

1.6 Informacgdes sobre di-hidroflavondis

1.6.1 Aspectos quimicos e bioldgicos

Os di-hidroflavondides sédo biossintetizados a partir da via dos
fenilpropandides. Constituem uma importante classe de polifendis, e estdo presentes

em relativa abundancia entre os metabdlitos secundarios dos vegetais.

Como caracteristica comum, essas substancias possuem uma ligacao
simples entre os carbonos 2 e 3 da estrutura fundamental dos flavonoides, em
consequéncia disso, apresentam centros de assimetria em suas moléculas. Essas
substancias sdo obtidos sempre em pequenas quantidades e a estereoquimica é
freqientemente omitida (Zuanazzi, 2001).

Nos di-hidroflavondis sdo encontrados dois centros de assimetria (carbonos 2
e 3) e dessa forma, sdo possiveis quatro isbmeros para cada estrutura. Entre 30 di-
hidroflavonadis identificados, 25 possuiam a configuragdo (2R:3R), trés (2R:3S) e
dois (2S:3S) e nenhum apresentou a configuracdo (2S:3R) e muitos dos derivados
di-hidroflavonéis foram identificados na forma de heterosideos (Zuanazzi, 2001).

Essas substéncias heterosidicas, entre eles a astilbina e seus isdmeros,
possuem formula molecular C21H22011 peso molecular de 450,4 e sua forma fisica é
de um pé branco-amarelado (DIHYDROQUERCETIN..., 2002).



Kasai et al. (1991) isolaram das folhas de Engelhardtia crysolepis Hance. os
derivados [3-O-a-L-ramnosil-trans-(2S,3S)] neoastilbina, [3-O-a-L-ramnosil-trans-
(2R,3R)] astilbina e [3-O-a-L-ramnosil-cis-(2R,3R)] isoastilbina, e também um novo
di-hidroflavonol denominado huanquiosideo.

Em 1992, Delle Monache e Suares isolaram astilbina dentre outros
flavondides das folhas da espécie vegetal Petiveria alliaceae L. Da mesma maneira,
Inada et al. (1992) isolaram astilbina das sementes de Platycodon grandiflorum DC.

Somente em 1993, avaliou—se a atividade farmacoldgica de di-hidroflavonais.
Nesse estudo realizado por Carneiro et al. (1993) com as cascas do vegetal
Hymenaea martiana Hayne (jatob&), os autores avaliaram a astilbina dentre outros,
na dor e inflamacé&o, em cobaias.

Trabalho realizado por Kiehlmann e Edmond (1995), revelou o potencial de
isomerizacao das di-hidroguercetinas e seus arranjos nas formas cis e trans.

De Brito et al. (1995) contribuiram ao esclarecimento da quiralidade das
agliconas de di-hidroflavondis. De Sphaerostephanos arbuscula Willd. isolaram trés
di-hidroflavondis e explicaram o efeito de anisotropia do anel benzeno (B), que
altera o deslocamento de prétons de cada isbmero no espectro de *H RMN.

A configuragdo absoluta dos diasterisdbmeros foi tema do trabalho de Gaffield
(1996), reafirmando os resultados de De Britto e colaboradores (1995), com as
cascas de Quintinia serrata A. Cunn., incluindo andlises de dicroismo circular ao
estudo.

Cechinel Filho et al. (1998) isolaram, das cascas de Drimys winteri J.R. et
Forster, entre outras substancias, a astilbina. Essa foi avaliada quanto a atividade
antinociceptiva com resultados pouco expressivos.

Os flavondides sao protetores contra doencas causadas por microorganismos
em plantas, podem servir como repelentes de insetos e animais herbivoros, alguns
di-hidroflavondis podem interagir com determinadas enzimas e desse modo interferir
em inimeros processos bioldgicos (Zuanazzi, 2001).

Sabe-se que os flavondides [6-hidréxi-canferol 3,7,4’-trimetiléter obtido de
Tanacetum parthenium (L.) Schultz-Bip.] inibem a cicloxigenase e/lou a 5-
lipoxigenase, enzimas da via do acido araquidonico, responsavel pela cascata da
inflamacé&o, agindo assim como antiinflamatérios (Harborne e Williams, 2000).

Os flavondides podem impedir a aderéncia de placas de gordura nas veias e

consequentemente diminuir a aterosclerose. Como exemplo cita-se o0 caso da



2’4’ 4-tri-hidroxi-3-prenil-chalcona isolada de Psoralea corylifolia L. (Harborne e
Williams, 2000).

Trabalhos recentes relatam atividade de flavonoides contra bactérias. Prova
disso € a retrochalcona (4,4’-di-hidroxi-2’-metoxi-3-prenil) que possui atividade
contra Staphylococcus aureus com concentragao inibitéria minima de 6,25 ug/ml
(Harborne e Williams, 2000),

Véarios derivados flavonoidicos, como o canferol, sdo apontados como
substancias naturais que podem impedir o desenvolvimento de tumores no
organismo humano (Cutler e Cutler, 1999).

Devido aos fatores expostos, etnobotanicos e etnofarmacolégicos, prop6s-se
a realizar estudo quimico de forma biomonitorada, através da avaliacdo
antibacteriana, antifingica e antiviral de extratos, fracdes semipurificadas e
substancias isoladas das raizes de Heteropteris aphrodisiaca O. Mach. (no-de-

cachorro).

1.7 Objetivos

- Avaliar a presenga dos metabdlitos secundarios presentes nos extratos das
raizes da espécie Heteropteris aphrodisiaca O. Mach. (n6-de-cachorro).

- Isolar e purificar as substancias quimicas principais da espécie vegetal.

- Elucidacéao estrutural das substancias isoladas.

- Avaliacdo da atividade antibacteriana por meio da concentracdo inibitéria
minima e concentracdo bactericida minima, antifingica e antiviral de extratos

e substancias isoladas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima vegetal

A matéria prima vegetal Heteropteris aphrodisiaca O. Mach. foi coletada em

diferentes estacdes do ano, em Santo Antonio do Leverger, no estado de Mato
Grosso (30°28'31” S e 51°35'25” W).



As amostras do vegetal foram identificadas pela Prof. Dra. Miramy Macedo,
do Instituto de Botanica da Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT). Uma
exsicata encontra-se depositada sob o numero 22.181 no Herbarium Central da
UFMT, Cuiaba.

Foi utilizado como farmacogeno as raizes, que foram parcialmente picadas e
secas a temperatura ambiente (25 + 3 °C) por um periodo de 7 dias protegidas da
luz solar direta e umidade. Em seguida, as raizes foram moidas em moinho de

martelos (Tigre modelo ASN 5) com auxilio de peneira n° 1.

2.2 Solventes, solucdes e reagentes

Todo trabalho realizado em laboratério, foi efetuado empregando-se
reagentes com grau de pureza pré-analise (p.a.), das marcas Mallinckrodt®, Merck®
ou Sigma®, exceto quando especificado.

- Acetato de etila

- Acetona

- Acido acético

- Acido formico

- Acido picrico

- Agar Mueller-Hinton Difco

- Anfoteracina B

- Anidrido acético

- Caldo Mueller-Hinton Difco

- Carbonato de sédio 10%

- Cloroférmio

- DMSO

- DMSO deuterado

- Etanol Carlo Erba®

- Meio DMEM (Dulbecco’s Modifled Eagle Medium)
- Metanol

- Metanol deuterado Isotec

- Micostatim ®.

- Mistura etanol-agua (1:1; V/V)

- n-butanol



- Penicilina

- Reagente Griess-llosvay (0,5 g de sulfonilamida, 150 ml de ac. acético 2 N,
0,1 g de N-1-naftil-etil-enediamina, 20 ml de agua destilada) (solucéo B)

- Reagente natural Fluka® artigo n°® 42810

- Solucéo de cloreto férrico 2% em etanol

- Solugéao salina 0,85%

- Soro fetal bovino Difco

- Tetraciclina

- Tripsina verseno

- Vancomicina

- Sephadex® LH-20 (25-100 um) Fluka® artigo n° 84952

- Gel de silica 60 (0,063 — 0,200 mm) para cromatografia em coluna

- Cromatofolha de aluminio gel de silica 60 F2s4 (20x20 cm)

2.3 Equipamentos

- Moinho de martelos Tigre modelo ASN 5 com peneira n® 1

- Evaporador rotatorio Biichi Modelo B 480

- Liofilizador Christ Modelo Alpha 1-2

- Balanca analitica AND, Modelo HR 200

- Agitador magnético Fisaton modelo 502A

- Lampada de ultravioleta 366 e 254 Germetec Modelo Gm 24

- Coletor de fracdes Isco Modelo 328 e Pharmacia Biotech Frac 200

- Espectrofotometro de infravermelho JASCO, modelo IR — 700, em pastilha de
KBr, na regiao de 400 a 4000 cm™

- Espectrébmetro de massas ESI-MS Quattro LCZ (Micromass, Manchester,
UK) com alca de nanospray, Organisch Chemisches Institut da Universidade
de Munster, Alemanha

- Espectrébmetro de massas Shimadzu (Tec. Fragmentacdo) —CG/MS Modelo
QP 2000, Universidade Estadual de Maringa

- Espectrometro de RMN VARIAN modelo Gemini 300BB (*H= 300 MHz e 3C=
75 MHz), Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa

- Polarimetro PERKIN-ELMER Modelo 241, com cubeta de 1 ml,

Departamento de Quimica Orgéanica da Universidade Federal de Sao Carlos



- Ponto de fusdo - método The Thiele Tube com auxilio de microscopio e

instrumentos elétricos

2.3.1 Anédlise quimica preliminar

Essas analises objetivaram estabelecer o conhecimento de grupos quimicos
referenciados no trabalho Galvao (1997). Entre os diferentes ensaios, realizaram-se
0s seguintes (Harborne, 1984): 1) glicosideos flavonicos; 2) glicosideos de nucleo
cumarinico; 3) glicosideos cianogénicos; 4) antracénicos; 5) polifendis; 6) taninos; 7)
glicosideos cardiotdnicos; 8) pesquisa de anel esteroidal; 9) saponinas; 10)

mucilagens e 11) alcaldides.
2.3.2 Andlise cromatogréfica

Para obtencdo das diversas fracdes, semipurificadas, purificadas e para
auxiliar no isolamento de substancias quimicas, foram empregados diferentes
métodos cromatograficos.

2.3.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para monitoramento

das fragBes oriundas das colunas cromatograficas.



2.3.3.1 Di-hidroflavonbis

Para essas substancias foram realizadas analises por CCD em gel de silica
60 F254 (Merck®), e utilizado como fase movel acetato de etila: acido formico: agua
(90:5:5 V/IV). Apos, as placas foram secas em estufa de exaustdo e observadas em
camara de UV nos comprimentos de onda de 254 nm e 366 nm e reveladas com
solucéo de cloreto férrico a 2% em etanol ou com reagente natural (2-amino-etil di-

fenil borinato) seguido de visualizacao sob luz UV 366 nm (Wagner et al., 1984).

2.3.3.2 Nitrocomposto

Empregaram-se folhas de aluminio cromatograficas de gel de silica 60 F2s4
(Merck ®), e foi utilizado como fase mdvel (n-butanol: cloroférmio: metanol 55: 40: 5;
V/IV), que apd6s o desenvolvimento do cromatograma, foram visualizadas em camara
de UV em 254 nm e borrifadas com NaOH 2 N (solugcdo A) e em seguida com
reagente de Griess-llosvay (0,5 g de sulfonilamida, 150 ml de ac. acético 2 N, 0,1 g

de N-1-naftil-etil-enediamina, 20 ml de agua destilada.) (solugéo B).

2.3.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foi usado, para monitoramento das subfracbfes e substancias puras,
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia, composto de um controlador automético de
gradiente Gilson®, com duas bombas modelo Gilson 321; injetor manual Rheodyne
com alca de 20 pl; detector UV/VIS Gilson 156; forno para coluna Gilson e
Degaisser 184. O armazenamento, a manipulacdo e a interpretacdo dos dados
foram realizados em software Unipoint® LCNT.

Utilizou-se também pré-coluna (c= 4 mm; &= 3 mm) e coluna (c= 250 mm; &
=4 mm) em fase reversa Lichrospher® C-18 com porosidade de 5 ym.

Para a analise de di-hidroflavondis foi utilizado o sistema de gradiente binario

com agua deionizada (5% acido acético) e metanol com fluxo de 1 ml/min (tab.1).



Tabela 1 — Sistema eluente utilizado nas analises por CLAE para di-hidroflavonois

Tempo (min) Agua : acido acético (5%) Metanol
0 90 10
15 50 50
20 0 100
35 0 100
40 90 10

As amostras para andlise foram previamente dissolvidas em metanol na
concentracdo de 1 mg/ml (substancias puras) e filtradas em filtro Millipore®
(FHLP01300). A temperatura do forno para coluna foi de 30 °C e os cromatogramas
foram monitorados nos comprimentos de onda de 278 e 300 nm.

Para a andlise do nitrocomposto utilizou-se sistema de gradiente binario
contendo: hexano: cloroférmio: acetonitrila (1:5:5; V/V) com fluxo de 1 ml/min (tab.
2).

Tabela 2 - Sistema eluente utilizado nas andlises por CLAE para o nitrocomposto

Tempo (min) Hexano:cloroformio (1:5) Acetonitrila
0 90 10
15 50 50
20 0 100
35 0 100
40 90 10

2.4 Preparacao dos extratos

2.4.1 Preparacao do extrato BST-0298 (extrato total)

ApoOs secagem em temperatura ambiente, as raizes do “né-de-cachorro”
foram submetidas a processo de moagem em moinho de martelos (Tigre ASN 5). O
extrato foi preparado de acordo com a Patente requerida sob sigilo pelos
Laboratorios Biosintética Ltda e UNIFESP. O extrato foi congelado em nitrogénio



liguido e submetido ao processo de liofilizacéo e, apos, estocado a temperatura de
-20°C.

2.4.2 Obtencdao da fracdo acetato de etila

Uma amostra (50 g) do extrato bruto liofilizado (BST — 0298) foi solubilizada
em agua destilada (500 ml). Apds, o extrato aquoso foi submetido a particio com
acetato de etila em funil de separacao (500 ml x 10). As fracGes acetato de etila
foram reunidas e concentradas sob pressdo reduzida em evaporador rotatorio até
completa eliminacdo do solvente orgénico, o0 mesmo acontecendo com a fragéo
aguosa. Ambos foram congelados e liofilizados. A fracdo acetato de etila, apds
liofilizacdo, rendeu 2,7 g. Esse processo foi repetido varias vezes, para que se
obtivesse uma quantidade adequada da fracao acetato de etila. Armazenaram-se as
fracOes obtidas a temperatura de —20 °C.

2.4.3 Cromatografia em coluna da frac&o acetato de etila

A fragéo acetato de etila foi cromatografada em coluna de vidro (h=75 x =6
cm) preenchida com Sephadex® LH-20 como fase estacionéaria (Cannell, 1998). A
mesma foi estabilizada com etanol:dgua (1:1; V/V). Pesaram-se, a seqguir, 15 g da
fracdo acetato de etila, e apds ter sido dissolvida, a mesma foi introduzida no topo
coluna. A coluna foi eluida com misturas de solventes e suas respectivas

guantidades encontram-se na tabela 3.

Tabela 3 - Eluentes usados na cromatografia em coluna da fracao acetato de etila

Solventes Quantidade (I)
EtOH : agua (1:1; VIV) 4,5
EtOH 3,0
Acetona : agua (7:3; VIV) 2,0

Foram recolhidos 10 ml em cada tubo de ensaio em coletor de fragdes com
fluxo de 1 ml/min. Realizou-se acompanhamento através de CCD (sec¢do 2.3.3.1, p.
25).



As subfragbes (total de 10; tab. 4) foram reunidas por semelhanga
cromatografica, concentradas em evaporador rotatoério, liofilizadas e armazenadas

em freezer a temperatura de -20 °C.

Tabela 4 — Subfracdes obtidas da CC da fracao acetato de etila

Caddigo Fracoes Quantidade (g) % do Total
FA-1 1-120 2,9399 19,60
FA-2 121 - 154 0,1842 1,23
FA-3 155 -244 0,2500 1,67
FA-4 245 - 274 0,0396 0,27
FA-5 275 —-344 0,1200 0,80
FA-6 345 - 424 0,2515 1,68
FA-7 425 - 514 2,3003 15,33
FA-8 515 - 604 1,0954 7,30
FA-9 605 - 710 0,5738 3,82

FA-10 711 - 800 2,0288 13.52
Total 9,7835 65,22

Uma visdo mais didatica do processo de obtencdo dos extratos e fracdes,
incluindo o isolamento inicial da fracdo acetato de etila, pode ser observada no
fluxograma 1.

Da subfracdo 6 originou a denominada substancia lll, enquanto a subfracéo

7, apos processo de recristalizagdo forneceu a substancia l.



RAIZES SECAS

EXTRATO BST-0298

- Concentracao

| IR -3 RSN -

AMOSTRA LIOFILIZADA

Particdo acetato de

FRACAO AQUOSA FRACAO ACETATO DE ETILA

Liofilizac&o

CROMATOGRAFIA EM COLUNA
SEPHADEX LH-20

Fracionamento

SUBFRACAO 6 SUBFRAGAO 7 SUBFRAGAO 8

Substancia lll Substéancia |

Fluxograma 1 - Procedimento na producdo de extratos e subfracdes das raizes de

Heteropteris aphrodisiaca

A fracdo FA-8 foi recromatografada em coluna (h= 50 x @= 3,5 cm), com
Sephadex® LH-20, sistema eluente etanol:agua (1:1; V/V), com volume total de
2000 ml. Os tubos de ensaio foram monitorados por CCD (secdo 2.3.3.1, p. 25)
fornecendo as subfracfes 8.1, 8.2 e 8.3. A subsfracéo 8.3 originou a Substéancia Il

(fluxograma 2).



SUBFRACAO 8

CROMATOGRAFIA EM COLUNA
SEPHADEX LH-20

SUBFRACAO 8.1 SUBFRACAO 8.2 SUBFRACAO 8.3

Substancia ll

Fluxograma 2 — Fracionamento através de cromatografia em coluna da subfracéo 8

2.4.4 Reacéo de hidrélise para flavondides glicosilados

A reacdo de hidrélise para estas substancias foi realizada sob refluxo (60
min) com adicdo de HCI 3%. Na sequUéncia, efetuou-se particio com acetato de
etila, realizando-se CCD (gel de silica Fzs4) com a parte aquosa com 0 sistema

eluente cloroférmio:metanol:agua (64:36:8; V/V), empregando-se como padrao L-
ramnose.

2.4.5 Preparacao do extrato BST-0402

Preparou-se o extrato BST-0402 (Patente requerida sob sigilo — Laboratorios
Biosintética Ltda e UEM) com a droga vegetal Heteropteris aphrodisiaca O. Mach.
que apos eliminacao do solvente organico foi concentrado sob pressao reduzida em

evaporador rotatorio, congelado e liofilizado.
2.4.6 Fracionamento do extrato BST-0402
Uma amostra de 10 g do extrato BST-0402 foi adicionada no topo da coluna

cromatografica (c= 300 x @= 70 mm) contendo 300 g de gel de silica (0,063—-0,200

mm). O fracionamento foi realizado empregando-se o método da cromatografia



liguida a vacuo (CLV); volume de 600 ml para cada fracdo eluida; sob presséo
negativa de 600 mmHg (Mello e Petrovick, 2000). Com o sistema eluente obteve-se

13 fracdes como pode ser observado na tabela 5.

Tabela 5 - Eluicao do extrato BST-0402 por CLV

Fracao n° Eluente (V/IV) Volume (ml) Quantidade (g) % do Total
1 Tolueno (100) 600 N/C 0,00
2 CHCls: MeOH (97: 3) 600 N/C 0,00
3 CHCIs: MeOH (19: 1) 600 0,3791 4,25
4 CHCIs: MeOH (9: 1) 600 5,5285 61,99
5 CHCIls: MeOH (17: 3) 600 1,0230 11,47
6 CHCIls: MeOH (1: 1) 600 0,9343 10,48
7 CHCIs: MeOH (3:17) 600 0,2057 2,31
8 CHCIs: MeOH (1: 9) 600 0,1082 1,21
9 CHCIls: MeOH (1: 19) 600 0,0573 0,64
10 CHCls: MeOH (3: 97) 600 N/C 0,00
11 MeOH (100) 600 0,1570 1,76
12 MeOH : H20 (50: 50) 600 0,3141 3,52
13 H20 (100) 600 0,2110 2,37

Total 8,9182 100,0

N/C= sem rendimento

Cada uma das fragcbes obtidas (13) foi monitorada com reagente de Griess-
llosvay, para compostos nitrosos, e por CCD, de acordo com a secéo 2.3.3.2 (p. 25).
Todas as fracdes obtidas foram concentradas até completa eliminacédo do solvente
organico, liofilizadas e armazenadas em freezer a -20 °C.

A subfragéo 4, positiva para Griess-llosvay, foi eluida exaustivamente com
600 ml [6000 ml de CHCIs:MeOH (9:1; V/V)] até reagdo negativa para Griess

llosvay, reunida, concentrada e liofilizada, fornecendo a subfragéo 4SP.

2.4.7 Purificacdo da subfracdo 4SP através de recristalizacao

Introduziu-se 1 g da subfracdo 4SP em erlenmeyer, adicionando-se MeOH

(200 ml') sob agitagdo por 30 min, com formacao de um precipitado branco. Esse foi



separado do sobrenadante, de coloracdo amarelada, por centrifugacdo. Apés, o
sobrenadante e o precipitado foram concentrados e liofilizados. Foi realizado
acompanhamento cromatografico por CCD (sec¢éo 2.3.3.2, p. 25). O precipitado foi
denominado de substéncia IV.

O sobrenadante foi recristalizado utilizando-se vérias aliquotas de uma
solugdo MeOH:H20 (1:1; V/V), e o precipitado obtido foi guardado para futuras

analises.

2.4.8 Reacdo de hidrélise para nitrocompostos

A reacdo de hidrélise para nitrocompostos foi realizada com NaOH 1 M. Os
hidrolizados foram neutralizados com CMC (carboximetil celulose), acidificados com
HCI 2 N e particionados com acetato de etila. A parte aquosa foi submetida a CCD
com fase movel acetato de etila:metanol:ac. acético:agua (3:3:2,5:1,5; V/V). Como

padrao utilizou-se amostra de glicose.

2.5 Ensaios biologicos das substancias | a IV

2.5.1 Avaliagéo de atividade antibacteriana

2.5.1.1 Concentracéo inibitéria minima (CIM)

A droga teste (10 mg), foi diluida em DMSO e &agua (1:1), filtrada e
novamente diluida em 1/5 em caldo Mueller-Hinton (CMH), resultando em uma
concentracdo final de 2 mg/ml (Solucdo-Mae-SM). Foi utilizado placa de
microdiluicdo com 96 pocgos, contendo em cada poco 100 ul de CMH.

Adicionaram-se 100 pl de SM ao primeiro pogo (1 mg/ml). Homogeneizou e
transferiram-se 100 pl do primeiro para o segundo pogo (500 ug/ml), e, assim,
sucessivamente até o sétimo pogo. As concentragfes finais, do primeiro até o
sétimo poco, respectivamente, ficaram determinadas como segue: 1000; 500; 250;
125; 62,5; 31,25 e 15,62 pg/ml. O ultimo pogo (oitavo) é destinado ao controle
positivo, onde se encontram CMH e o microrganismo a ser testado. A todos os
pocos foram adicionados 5 ul da suspensao de microrganismos teste padronizada
e, em seguida a placa foi incubada a 37 °C em estufa bacteriologica durante 24 h.



A inibicdo do crescimento microbiano (CIM) foi evidenciada pela auséncia de
crescimento no poco da placa de microdiluicdo, onde houve a menor concentragao
da droga teste.

Os microrganismos, da American Type and Culture Collection (ATCC),
utilizados no teste antibacteriano foram: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 25922), Bacillus subtilis ( ATCC 6623) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442) (Laboratorio de Microbiologia da Universidade Estadual
de Maringd).

Na padronizacdo dos microrganismos, foram acrescidas aliquotas de caldo
Mueller-Hinton a um tubo de ensaio contendo solugdo salina até obtencdo de
turvacao igual a solucao referéncia (escala Mcfarland: suspensédo de BaSO4 1,5 X
108 UFC/ml). O passo seguinte a preparacéo foi diluir 100 yl da solugdo salina em
900 pl de caldo Mueller-Hinton.

Os antibioticos de referéncia utilizados foram: 1) penicilina para S. aureus:
colocou-se 1 mg de penicilina em 200 pl de agua destilada (solugao A: 5 mg/ml). A
seguir a solucao A foi diluida 1:100 em agua destilada (solucdo B: 0,05 mg/ml). A
solucéo B foi novamente diluida 1:10 em caldo Mueller-Hinton, onde conseguiu-se
concentracao final de 5 pyg/ml e 2) tetraciclina e vancomicina para B. subtilis, E. coli
e P. aeruginosa: diluiram-se 5 mg em 200 pl de agua destilada (solugdo A). A
solucéo A foi diluida 1/100 em agua destilada (solucdo B). Diluiu-se 1/10 da solucao
B em CMH (solucédo C). Transferiram-se 100 ul da solugao C para o primeiro pogo

da microplaca de diluicao (25 pg/ml).

2.5.1.2 Concentracédo bactericida minima (CBM)

A concentracdo bactericida minima foi realizada apds a observacdo da
inibicdo do crescimento microbiano (MIC) ter sido evidenciada pela auséncia de
crescimento no pogo da microplaca de diluigdo, na menor concentragdo da droga. O
passo seguinte foi realizar plaqueamento da concentragdo da droga teste, com o
poco que apresentou a menor CIM. e de dois pocos posteriores sem crescimento
microbiano, em placa com meio agar Mueller-Hinton (AMH). Para tanto foi
transferido com auxilio de alga de semeadura cerca de 10 pyl de amostra do pogo
isento de crescimento para placa de petri com meio nutriente. Apés incubacéo da

placa em estufa bacteriologica por 24 h a 37 °C, foi realizada leitura da mesma



considerando a Concentracdo Bactericida Minima (CBM), observando-se quando
ocorre inibigao de 99,9% do microrganismo.

2.5.2 Avaliacédo da atividade antifungica

2.5.2.1 Concentracdo inibitéria minima (CIM)

A droga teste pesada (10 mg) foi diluida em solvente adequado (DMSO:
salina 1:1; V/V), e em seguida novamente diluida em caldo dextrose Sabourand
(CDS), originando uma concentracao final de 2 mg/ml (Solugao-Mae-SM). A todos
0os 96 pogos da placa de microdiluicdo foram adicionados 100 ul de CDS. Na
sequéncia foram adicionados 100 pl da SM para o primeiro pogo contendo 100 ul de
CDS. A partir dai foi realizada homogeneizagdo e transferidos 100 pl para o
segundo pogo (500 upg/ml) e, assim, sucessivamente até o sétimo pogo obtendo-se
as respectivas concentracfes: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62 pg/ml. O
altimo poco é destinado ao controle positivo, onde se encontram apenas o CDS e 0
microrganismo teste. Em todos os pogos foram adicionados 5 ul da suspenséo de
microrganismos padronizada, e em seguida a placa foi incubada a 37 °C em estufa
bacteriolégica por 24 h.

A inibicdo do crescimento microbiano (CIM) pode ser observada apés o
periodo de tempo, pela auséncia de crescimento no poco da microplaca de diluicdo
na menor concentracdo da droga.

Os microrganismos utilizados no teste antifungico foram: Candida albicans;
Candida parapsilosis; Candida krusei e Candida tropicalis, fornecidas pelo
Laboratério de Microbiologia da Universidade Estadual de Maringa.

Para a padronizacdo dos microrganismos as amostras foram cultivadas em
CDS por 24 h a 37 °C, a partir de colbnia isolada em placa de petri. Foi realizada
padronizacdo do tubo a 0,5 da escala Mcfarland 1,5 x 108 UFC/ml (para leveduras
equivale a 1,5 x 108 UFC/ml) e consequente diluicdo 1/10 (V/V) da suspensdo de
fungos em CDS.

Para a padronizacdo dos antibidticos utilizou-se Micostatin® (Nistatina).
Pesou-se 1 mg de Micostatin e diluiu-se em 50 pyl de DMSO acrescentando-se 950
Ml de agua destilada, denominada de solucdo A (concentracdo de 1 mg/ml). A
solugcdo A foi novamente diluida 1/20 (V/V) em CDS originando a solucdo B



(concentragao de 50 pg/ml). A solugcdo B foi diluida 1/2 (V/V) no pogo, com
concentragcdo de 25 pg/ml. Micostatin® (Nistatina) possui valor de referéncia para
MIC de 1,56.

2.5.2.2 Concentracgao fungicida minima (CFM)

A concentracao fungicida minima € determinada pela subcultura do po¢o sem
crescimento no teste de determinacdo do CIM, que foi transferida com auxilio de
uma alca de semeadura (cerca de 10 pl) para placa de petri contendo agar dextrose
Sabourand (ADS). As amostras foram incubadas a 37 °C em estufa bacteriol6gica
por 48 h. Considerou-se a concentracdo minima fungicida quando essa subcultura

com amostra mata 99,9% do microrganismo.

2.5.3 Avaliacéo de atividade antiviral

2.5.3.1 Método TCIDso

Iniciou-se a cultura com células Hep2 (células epitelidides de carcinoma de
laringe humano) que foram cultivadas em meio modificado de Dulbecco (DMEM).
Esse foi suplementado com 100 Ul/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina,
2,5 yg/ml de fungizona e 8% de soro fetal bovino (SFB), e estocados a 37 °C em
garrafas do tipo Milk para fins de estoque celular. As células Hep2 foram
subcultivadas quando as culturas-méae apresentavam confluéncia do tapete celular
em 100%, o meio foi descartado e o tapete de células (fixado no fundo das garrafas)
lavado com tampéo salina (pH 7,3) e SFB. Em seguida foi adicionado volume
suficiente de solucao de tripsina-verseno, previamente aquecida a 37 °C, e mantida
em contato por 1 min para disperséo celular. Ao final desse periodo, o excesso da
solugao dispersante foi removido e o tapete celular desfeito com movimentos
bruscos. A solugdo de células assim obtida, foi adicionado meio de cultura fresco
com densidade de aproximadamente 108 células/ml e semeada em outros frascos.
A suspensédo obtida foi mantida em sistema fechado com rolha de borracha e

mantida em estufa a 37 °C.



A amostra de poliovirus tipo-1, do Americam Type and Culture Collection
(ATCC), foi fornecida pelo Departamento de Virologia do Instituto de Microbiologia
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (DV-IMPPG-UFRJ).

Com finalidade de reativacdo viral, essas amostras foram inoculadas em
culturas de células Hep2 e apds o aparecimento de efeito citopatico caracteristico,
evidenciado pela completa degeneracdo da monocamada de células, onde se
observa regides claras entre as células, essas culturas puderam entdo ser
submetidas a ciclos de congelamento e descongelamento com a finalidade de se
manter 0s estoques virais.

O teste de citotoxicidade das substancias I, Il, 11l e IV foi realizado em cultura
de células Hep2 crescidas 48 h em placas de 96 pocos. Apos confluéncia de 70%
do tapete celular foi inoculado 0,1 ml de meio DMEM tratado com varias
concentracdes das substancias: 5; 6,25, 10, 12,5, 20, 25 e 50 ug/ml. Paralelamente
fez-se controle de células e virus sendo mantida em estufa a 37 °C com 5% de CO..
A leitura foi realizada diariamente com o objetivo de observar alteracfes
morfolégicas nas células até o sétimo dia, onde se encerrou o teste, conforme a
metodologia utilizada.

A titulac&o viral pelo método de dose infecciosa em cultura de células (TCID
50), foi realizada com titulacbes virais em microplacas de 24 pocos. Os virus
utilizados nos experimentos foram diluidos 1/10 em meio de cultura de células a
partir de 10 até 10-*t. O volume de 0,1 ml de cada diluicdo foi inoculado em uma
série de 6 repeticdes: para controle de células (n= 6 pocos), para controle de virus
da atividade terapéutica ou virucida (n= 6 pocos) e orificios destinados ao teste com
as substancias I, Il, lll e IV, ja padronizada pelo teste de citotoxicidade (n= 6 po¢os).
A seguir as amostras foram estocadas em estufa por um periodo de 7 dias e, ao
término da leitura, os dados foram computados pelo calculo do titulo viral (Nishimura
et al.,1977).

2.5.3.2 Método PLAQUE

O ensaio de PLAQUE foi realizado em cultura de células Hep2 confluentes
cultivadas em placas com 24 pocos. Seguiu-se a retirada do in6culo dos pogos da
placa com auxilio de uma micropipeta. Apés confluéncia do tapete e retirada do meio

de crescimento dos pocos, foi inoculado 0,5 ml do décimo de diluicdo viral



estabelecido para o virus e respectivos controles de células e substancias teste e
mantido a 37 °C com 5% de CO:2 por 30 min de adsor¢do para poliovirus. Apos a
incubacédo, o excesso de indculo foi descartado e aplicou-se em cada poco 1 ml de
uma mistura: meio nutriente (ClsMg 25 milimolar) e agarose 1,5% (previamente
fundida e mantida a 45 °C) na proporcao 1:1 deixando-se solidificar por 30 min em
estufa a 37 °C com 5% de CO2. Apos 48 h foi aplicado 1,5 ml de formol a 10% em
SFB em cada orificio e deixado a microplaca a temperatura ambiente protegido da
luz. Depois desse tempo foi retirado o formol, e com auxilio de uma espatula foi
retirada a camada nutriente solidificada de cada poco e aplicado corante cristal
violeta a 5% em solugcéo de etanol a 20%, adicionado de 5% de formalina. Assim,

verificaram-se 0s espacos de inibicdo viral na placa.

2.5.3.3 Método de imunofluorescéncia

O teste de imunofluorescéncia foi realizado em cultura de células Hep2 em
tubos de Leighton de vidro, adicionado de 1,5 ml de amostras das substancias teste,
e meio DMEM com amostras virais (na concentracdo de 10! e 10?) e, nos tubos
controle viral e controle de células. Esses tubos foram colocados em estufa a 37 °C
por 24 h. A seguir foram introduzidas ao tubo laminulas com acetona gelada (-20
°C) por 10 min. Apds, retirou-se a laminula do tubo e acrescentaram-se 25 pl do
soro de humanos previamente imunizados contra o poliovirus (1:20; V/V) diluido em
SFB estéril. Em seguida essas laminulas foram incubadas por 30 min a 37 °C em
camara Umida. Apés o tempo, as laminulas foram lavadas com SFB e adicionaram-
se 25 pl de soro de coelho (1:200 V/V) antiglobulina humana conjugado com
isotiocianato com fluoresceina (ITCF), seguida de incubacédo a 37 °C por 30 min em
camara Umida e escura. Na sequéncia as laminulas foram lavadas por 3 vezes com
soro SFB, secas ao ar, montadas em laminas de vidro com glicerina tamponada em
pH 7,3 e observadas em microscépio Nikon®-Labobhot-2 com filtro de fluorescéncia
para fluoresceina com foco de 40 vezes de aumento, realizando-se a contagem de

virus em area de 1 cm.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sabe-se que mais de 25% dos produtos farmacéuticos em uso hoje no mundo
sao derivados de produtos naturais. Devido a esse dado, o interesse por pesquisas
nessa area permanece muito grande. As indastrias farmacéuticas estdo investindo
macicamente em sistemas de triagem em alta escala na procura de novos farmacos,
seja através da sintese por quimica combinatéria, em inventarios automatizados de
compostos, entre outros. Acredita-se que essa busca fundamentada na quantidade e
ndo em estudos dirigidos por resultados, condicione as industrias a um trabalho
arduo e de custo muito elevado. Assim, encontrar uma molécula importante com
propriedades de um farmaco em potencial é uma tarefa das mais dificeis, ou como

relatam os autores: “... € quase como achar uma agulha no deserto”. Esse, entre
outros motivos, levou muitas industrias farmacéuticas e os cientistas a procurarem
moléculas protétipos nas plantas medicinais, que possuem uma informacéo histoérica
importante: aquela da medicina popular (Williams e Lenke, 2002).

Atualmente existe uma grande quantidade de pesquisas em busca de
moléculas ativas nas plantas, organismos marinhos, insetos e microrganismos. 1Sso
pode ser evidenciado tanto na area académica como industrial, demonstrando que
existe uma ligagcdo ou retroalimentacdo entre ambas. Nessa area cientifica, pode-se
simplesmente observar nas novas e velhas revistas o incremento das publicacfes
cientificas orientadas para essa area. Ja na area industrial, das 42 moléculas novas
com importantes atividades biol6gicas descobertas em 1992, um total de 18 eram
oriundas de produtos naturais ou derivados (Yunes et al., 2001).

A diversidade molecular é um fator importante para a procura em plantas de
novas moléculas. Isso significa, também, substancias com diferentes propriedades
fisico-quimicas, que representam um desafio para o quimico ou farmacéutico que
pretende isolar e determinar a estrutura de compostos ativos, uma vez que um
extrato de determinada planta pode conter centenas ou milhares de compostos
(Barreiro, 2000).

Assim, entre 0s métodos iniciais para se
conhecer melhor uma droga vegetal, além do
estabelecimento do controle de qualidade, a
realizacdo de analise quimica preliminar é uma
outra possibilidade para estabelecer o
direcionamento correto para os estudos



quimicos. Varios estudos tém sido realizados
nesse sentido (Souza, 1991).
As reacfes de identificacdo de grupos quimicos realizados com as raizes de

Heteropteris aphrodisiaca O. Mach. revelaram a presenca de diferentes grupos como

pode ser observado na tabela 6.

Tabela 6 - Identificacdo de grupos de substancias através de analise fitoquimica

preliminar
Grupo quimico Resultado
Flavondides (+)
Polifendis (+)
Taninos (+)
Saponinas (+)
Gomas e Mucilagens (+)
Esterdides (+)
Alcaloides (+)
Antracénicos (+)
Cianogénicos O]
Antocianinas )
Cumarinas )

(+) = positivo; (-) = negativo

Uma outra forma de avaliar uma droga vegetal ou seus extratos € através de
outras propriedades tais como: caracteristicas organolépticas, visualizacdo de
coloracdo e calculo do teor de extrativos dos extratos. Essas caracteristicas séo
comuns de serem observadas nas monografias farmacopéicas de drogas vegetais
(Farmacopéia, 1988). Essas caracteristicas do extrato BST-0298, preparado a partir

das raizes do né-de-cachorro, podem ser observadas na tabela 7.

Tabela 7 - Caracteristicas do extrato BST-0298

Andlise Caracteristica observada
Cor Roxo-avermelhado
Sabor Adstringente e amargo
Rendimento de extrativos n= 3 33%




Ressalta-se que poucos estudos quimicos foram realizados até 0 momento
com as raizes da droga vegetal Heteropteris aphrodisiaca O. Mach., exceto o
trabalho de De Pieri et al. (2000) que isolaram e identificaram trés compostos
flavonoidicos glicosilados isoméricos (astilbina, neoastilbina e isoastilbina). Assim, a
possibilidade de se isolar novas substancias é uma realidade, empregando-se
metodologia similar ou mesmo modificando-a.

O estudo quimico dos extratos BST-0298 e BST-0402 obtidos das raizes do
vegetal H. aphrodisiaca O. Mach., com base nos trabalhos realizados até o momento
juntamente com a literatura consultada, foram direcionados, para dois grupos
quimicos diferenciados, derivados de flavondides (De Pieri et al.,, 2000) e
nitrocompostos (Stermitz et al., 1975).

A tabela 6 apresenta positividade para compostos fendlicos, os quais foram
observados através de uma andlise cromatografica (se¢do 2.3.3.1, p. 25) com
aplicacao e revelagcédo no cromatograma do extrato BST-0298.

A fracdo acetato de etila foi fracionada por cromatografia em coluna e
detectou-se substancias fendlicas, por cromatografia em camada delgada (CCD,
secdo 2.3.3.1, p. 25). A figura 8 mostra, inicialmente, sob luz UV 254 nm extin¢ao de
fluorescéncia e coloracdo intensa e escura (azul a preto), quando revelados com
FeCls, caracteristica de compostos polifendis (Wagner et al., 1984). As zonas
apresentaram-se com valores de Rf na faixa de 0,65 (fig. 8). Ja a revelacdo do
cromatograma com o reagente natural seguido de visualizacdo sob luz UV 366 nm
forneceu manchas caracteristicas de flavonoides, de coloragdo amarela

intensamente fluorescente, com valor de Rf de 0,65 (fig. 9) (Wagner et al., 1984).



Substancia Il Substancia | Substancia Il

Figura 8 — CCD das subfracfes da fracdo acetato revelada com FeCls (2.3.3.1; 40
ul)
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Figura 9 — CCD das subfracbes da fragdo acetato revelada com reagente natural
(2.3.3.1; 40 pl)

A fracdo acetato de etila (fracionamento em coluna Sephadex® LH-20)
forneceu 10 subfracdes (tab 4; p. 28), de acordo com a similaridade cromatografica.
O cromatograma da subfracédo 7, com Rf=0,60 e coloracdo cinza escuro (revelacao
com FeCls), poderia referir-se a um composto do tipo fendlico.



A subfragdo 7, denominada de substéncia I, foi submetida a processo de
recristalizacdo com MeOH:H20 (1:1; V/V), filtrada, liofilizada e submetida as analises
espectroscopicas no infravermelho, de massas, 'H RMN, 3C RMN, COSY,
HETCOR, DEPT, dicroismo circular e atividade Optica.

Com essa substancia realizou-se, também, andlise por CLAE, cujo pico
(nimero 12) apresentou tempo de retencao de 17,46 min (fig. 10).

100 400 =
?
: 200—4©
o 2
R B |
8 . :i
” 0 =& mw on dn 2 = RPO=ROER Al 8
OJ ! T I T |
0 20 40

Figura 10 — Cromatograma obtido por CLAE da substancia |

No espectro no infravermelho da substancia | (fig. 11) observou-se banda em
3397 cm ! atribuida a vibracédo de grupo —OH caracteristica de hidroxilas. Uma banda
em 1647 cm referente ao estiramento C=0, supostamente no caso da substancia |
relacionada ao anel heterociclico de flavondides, ou ainda a carbonilas o,p
insaturadas. Observam-se, também, bandas de estiramento C=C entre 1450 cm™ a
1647 cm™ que nesse caso podem estar relacionadas a presenca de anel aromatico.
Esses dados conferem com aqueles obtidos por Tschesche et al. (1979).
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O espectro de massas foi medido no modo positivo em Quattro LCZ e
forneceu um ion pseudo molecular [M+Na]* 473, conforme se observa na figura 12,
bem como seus fragmentos. A primeira fragmentacédo revela perda de 146 unidades
de massa atdbmica, que evidencia uma unidade de deoxi-hexose, importante para

evidenciar estrutura fundamental di-hidroflavonol e unidade de aclcar na substancia.
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Figura 12 — Espectro de massas da substancia | [M+23]*

O espectro de 'H RMN da substancia | (fig. 13) revela sinais na regido de
hidrogénios aromaticos em 6 6,94, 6,83 e 6,79 (ppm) referentes a um sistema do
tipo AMX, caracteristicos de di-hidroxilacdo no anel B atribuidos aos hidrogénios H-
2’, H-6’, H-5' (tab. 8), respectivamente. Na regido aromatica observa-se a presenca
de dois dubletos com deslocamentos de 6 5,90 e 5,88 (ppm) estabelecidos para H-
6(A) e H-8(A) (tab. 7) do anel A de flavonoides.

No espectro COSY (*H/*H) (fig. 14) percebe-se uma correlacdo entre 0s
hidrogénios em & 5,06 e 4,56 (ppm) dubletos com constante de acoplamento de
10,8 Hz, correspondendo aos hidrogénios alifaticos H-2 e H-3 (anel C),
respectivamente. Com essas constantes de acoplamento deduz-se a inexisténcia de
dupla ligacdo entre os carbonos C-2 e C-3 e pode-se estabelecer o tipo de

configuracéo relativa, se cis ou trans (De Britto et al., 1995).
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Através das constantes de acoplamento de Ju2-v3= 10,8 Hz observadas no
espectro pode-se afirmar que o composto possui uma configuragao relativa do tipo
2,3-trans. A constante de acoplamento entre H-2 e H-3 igual ou inferior a 2 Hz,
caracteriza a configuragao relativa do tipo 2,3-cis (Mello et al., 1996). Com base
nesses dados, conclui-se que a substancia | pertence a classe dos flavondides tipo
di-hidroflavondis, derivados da quercetina (Zuanazzi, 2001).

Outros sinais sdo correlacionados no espectro COSY (*H/'H) (fig. 14) sendo
caracteristicos de por¢do acucar (Inada et al., 1992).

Quanto aos sinais de hidrogénios atribuidos a parte aclcar no espectro de H
RMN pode-se destacar, em 4 4,03 (ppm) um dubleto com constante de acoplamento
J=1,2 Hz, relativo ao hidrogénio H-1” (anomérico), ressaltando conformagao espacial
a. Correlagbes entre o H-1” (anomérico; dubleto) com H-2” (duplo dubleto) pode ser
observada no COSY, e verifica-se o acoplamento 6 4,03 e 3,52 (ppm),
respectivamente. A presenca de um dubleto (J= 6,3 Hz) em & 1,17 (ppm) evidencia
presenca de grupo metila (—CH3s). Conforme correlacdo sugerida pelo COSY, o
mesmo refere-se ao hidrogénio H-6". Outros hidrogénios da substancia | foram
correlacionados e suas respectivas constantes de acoplamento, bem como
multiplicidade e deslocamentos podem ser observados na tabela 8.

Dados espectrais de DEPT (fig. 15) confirmam em deslocamento 6 17,78
(ppm) a presenca de grupamento —CHs, se comparado com espectro de 'H RMN
com relacdo ao mesmo grupo em 3 1,17 (ppm).

Dados de 3C RMN (fig. 16) constantes na tabela 9, estdo de acordo com

agueles encontrados na literatura (De Britto et al., 1995).
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Tabela 8 - Dados de 'H RMN da substancia | (v=300 MHz; CDsOD relativo para
TMS)

hidrogénio 3 (ppm) Multiplicidade J (H2)
2 5,06 d 10,8
3 4,56 d 10,8
8 5,88 d 2,1
6 5,90 d 2,1
2’ 6,94 d 1,8
5 6,79 d 8,1
6’ 6,83 dd 8,4;1,8
17 4,03 d 1,2
27 3,52 dd 3,3;1,8
3” 3,65 dd 9,6;3,3
4” 3,29 dd 9,9;9,9
5” 4,24 dquart 9,9:6,2
6” 1,17 d 6,3
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Tabela 9 - Dados de 3C RMN da substancia | em CDsOD.

Carbono 8 (ppm)
2 84,02
3 78,62
4 196,25
5 168,84
6 97,45
7 165,73
8 96,35
9 164,32
10 102,57
1 129,32
2 115,59
3 146,72
4 147,55
5 116,42
6 120,61
1” 102,28
2’ 71,82
3 72,20
4’ 73,84
5 70,55
6” 17,78

Pela anélise do espectro HETCOR da substancia | (fig. 17) estabeleceram-se
as devidas correlacdes diretas entre 'H/*3C. Desse modo, pode-se atribuir
inequivocadamente cada sinal de *H a seu respectivo *3C, facilitando a comprovacéo

do residuo de agucar da substancia.
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Estudos dos deslocamentos quimicos no espectro de 3C RMN da parte
agliconica de di-hidroflavondis (por exemplo, a taxifolina, fig. 18), quando
comparados com o heterosideo, serviram como base para identificacdo do acucar
majoritario e o sitio de ligacdo no C-3. Mendez et al. (1994) isolaram 5,7,2’,5'-tetra-
hidroxi-di-hidroflavonol-3-ramnosideo de Plinia pinnata L. Os autores destacam que
as principais mudangas acontecem nos deslocamentos C-4 (2,0 ppm) e C-2 (1,8
ppm) para campo mais alto e, para campo mais baixo observa-se deslocamento no
C-3 com diferenca de 4,0 ppm. Outro trabalho, que sustenta essa hipotese é de
Timbola et al. (2002). Os di-hidroflavondis glicosilados de Eugenia jambolana
Larmark demonstraram mudancas nos deslocamentos dos carbonos C-2, C-3 e C-4
observados no 3C RMN, justificando a posi¢do do aclcar em C-3.

Entretanto, a confirmacdo do aclUcar ramnose na posicdo C-3 pode ser
observada em Agrawal et al. (1981). Os deslocamentos quimicos em 3C RMN sé&o
semelhantes aos observados para a substancia |, através dos valores de C-2, C-3 e
C-4, como podem ser visualizados na tabela 10, com deslocamento superior a 5
ppm entre a taxifolina e a substancia | em relacdo ao C-3. De acordo com a
avaliacdo dos dados obtidos e, com a literatura consultada (Itokawa et al., 1981)
afirma-se que o aglcar encontra-se posicionado em C-3.

OH

Figura 18 — Estrutura quimica da taxifolina

Tabela 10 - Diferentes deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de *C RMN para

taxifolina e substancia | em CD30D

Carbono Taxifolina Substancia |
C-2 84,68 84,02
C-3 73,24 78,62
C-4 197,89 196,25




Com objetivo de comprovar a parte glicosidica da substancia | como
ramnose, foi realizada reacdo de hidrélise (secdo 2.4.4, p. 30) empregando-se
padrdo L-ramnose. Confirmou se tratar da ramnose pela semelhanca no valor de
Rf=0,64.

A quiralidade da aglicona da substancia | pode ser sustentada através de
dados fornecidos pelas andlises nos espectros de dicroismo circular (CD),
confirmando a configuracdo absoluta como sendo do tipo (2R,3R). Através desse
método de analise, a substancia | apresentou curva em 290 nm (efeito Cotton
negativo) e ainda curva em 330 nm (efeito Cotton positivo) (fig. 19). Esses dados
conferem com os fornecidos pela literatura, apresentando um efeito Cotton negativo
em 294 nm de 43000° em MeOH (De Britto et al., 1995), a0 mesmo tempo em que
Kasai et al. (1991) fornece o espectro dessa substancia com o mesmo efeito Cotton
negativo na regido de 290 nm e um efeito Cotton positivo na regido de 330 nm.

Sabe-se que substancias organicas possuem propriedades de desviar o plano
da luz polarizada. Essas substancias sdo chamadas, entdo, de opticamente ativas e
podem ser dextrégiras (+) ou levagiras (-). A atividade otica é funcdo da estrutura
quimica da substancia e de sua concentragéo, e a determinacdo do poder rotatorio
serve tanto para estabelecer a identidade quanto a pureza de uma substancia
(Farmacopéia Brasileira, 1988).

A densidade 6tica é dada pela seguinte equagéo: a = [a])’ . £. ¢
Onde: [af) = comprimento de onda da raia D de sodio (589,3 nm), & temperatura de
20 °C

£ = comprimento da cubeta(dm)

¢ = concentracéo (g/ml)

a = valor observado ao desvio no plano da luz polarizada
A substancia | apresentou valor médio (n= 10) de [«[)’= —20,2°, em metanol
na concentracdo de 10,4 mg, semelhante a referéncia consultada De Britto et al.

(1995), que obtiveram um valor de [« [)= —13,6° (c= 0,5, MeOH).
D

A substancia | fundiu entre 175 e 176 °C por analise do ponto de fuséo,

demonstrando um grau de pureza elevado. Esses dados conferem com os valores



da literatura que estabelece para essa substancia valores entre 179 e 180 °C (Cruz
et al., 1973).

Figura 19 — Espectro de dicroismo circular da substancia | em metanol



Dessa forma confirma-se que a configuracéo relativa € 2,3-trans e 3,1”-cis,
concluindo-se a substancia | como sendo ASTILBINA [3-O-a-L-ramnosil-trans-

(2R,3R)-taxifolina] (fig. 20).

Figura 20 — Estrutura da astilbina

A subfracdo 8 obtida através do fracionamento da fragdo acetato de etila
(fig. 8, p. 41) foi submetida novamente a processo de fracionamento
(Sephadex® LH-20) resultando em 3 subfracdes (fluxograma 2). Através da
observacdo cromatografica (CCD) (fig. 21) e visualizacdo sob UV 254 nm,
verificou-se que a subfracdo 8.3 apresentava caracteristicas de composto

polifendlico (coloracéo escura) com valores de Rf =0,70.
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Figura 21 - CCD da subfracdo 8 em acetato de etila:ac. formico:agua (90:5:5;

VIV)

Essa subfracdo 8.3, denominada de substancia Il, foi analisada com auxilio
de espectroscopia no infravermelho, de massas, 'H RMN, 13C RMN, COSY (*H/*H),
HETCOR, DEPT, dicroismo circular e atividade Optica.

A analise cromatografica por CLAE da substancia Il revela pico isolado

(nimero 13) com tempo de retencdo de 17,32 min (fig. 22).
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Figura 22 — Cromatograma obtido por CLAE da substancia Il

O espectro no infravermelho da substéncia Il (fig. 23) exibe banda larga em
3402 cm, atribuida ao estiramento —OH, caracteristico de hidroxilas. Banda em
1644 cm?, atribuida ao estiramento C=0, provavelmente refere-se ao anel
heterociclico de flavondides, ou ainda a carbonilas o, insaturadas. Observam-se

bandas entre 1450 cm™ a 1644 cm™ relativas ao estiramento C=C confirmando a



presenca de anel aromético. Essas informacdes conferem com a literatura
Tschesche et al. (1979).



[| BIOURISONS BP OY|aWiaAeljul ou o)9ads3 - £ einbi



O espectro de massas forneceu m/z de 450 {[M+Na]* 473}, exatamente
idéntico ao da figura 12 (p. 44), sugerindo semelhanca entre essa substancia e a

substancia l.

O espectro de *H RMN da substancia Il (fig. 24) apresenta sinais na regido
dos hidrogénios aromaticos, e esse conjunto sugere tratar-se de um composto tipo
flavonoide semelhante ao composto anterior (astilbina, substancia ).

Os deslocamentos de hidrogénios entre ¢ 6,96 e 6,79 (ppm) referem-se a um
sistema do tipo AMX, caracteristico de di-hidroxilacdo no anel B e séo atribuidos aos
hidrogénios H-2’, H-5 e H-6' (tab. 11). Na regido aromatica observa-se 0s
deslocamentos de & 5,90 e 5,87 (ppm) referentes aos hidrogénios H-8 e H-6,
respectivamente (tab. 11).

No espectro COSY 'H/*H (fig. 25) observa-se correlacdo entre os hidrogénios
54,98 e 4,63 (ppm), dubletos, com constante de acoplamento idéntica de 11,4 Hz
que correspondem aos hidrogénios alifaticos do anel heterociclico (C) de
flavonoides. Esses valores de acoplamento entre H-2 e H-3 tornam evidente a
inexisténcia de ligacdo dupla entre C-2 e C-3 e confere a substancia a possibilidade
de configuracéo relativa cis ou trans (Mello et al., 1996).

Pelos valores medidos no espectro de *H RMN (Ju2-v3 11,4 Hz), pode-se
afirmar que a substancia Il possui configuracdo relativa do tipo 2,3-trans. Nesse
contexto trata-se de flavondide do tipo di-hidroflavonol, derivados de di-
hidroguercetina (Zuanazzi, 2001).

O espectro COSY (*H/*H) (fig 25) revela, além dos sinais da parte agliconica,
alguns outros correlacionados caracteristicos de residuo de acucar (Inada et al.,
1992).

Observam-se sinais no 'H RMN de hidrogénios atribuidos a parte glicosidica
da substancia. Pode-se observar, por exemplo, no deslocamento &5,14 (ppm),
dubleto para H-1" (anomérico) com constante de acoplamento J= 1,5 Hz, o que
sugere conformacéao espacial em o (De Britto et al., 1995). A correlacéo entre o H-1"
e 0 H-2” pode ser observada no COSY, através do deslocamento 65,14 e 4,0
(ppm), respectivamente. Um dubleto com J= 6 Hz sugere presenca de um grupo
metila (CH3). Atraves do espectro de COSY sugere-se que 0 mesmo possa tratar do
hidrogénio H-6". Os deslocamentos, multiplicidade e constante de acoplamento para

os demais hidrogénios da substancia podem ser observados na tabela 11.



Tabela 11 - Dados de *H RMN da substancia Il (v=300 MHz; CDz0D relativo para
TMS)

Hidrogénio 3 (ppm) Multiplicidade J (Hz)
2 4,98 d 11,4
3 4,63 d 11,4
8 5,90 d 2,1
6 5,87 d 2,1
2 6,96 S -

6’ 6,79 S -

5 6,79 S -

1” 5,14 d 15
2" 4,00 dd 1,8;3,3
37 3,37 dd 3,3;9,6
4” 3,18 dd 9,6;9,6
5” 2,28 dquart 9,3;6,0
6” 0,89 d 6,0
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O espectro DEPT (fig. 26) demonstra em 617,82 (ppm) um grupo —CHs,

confirmando o espectro *H RMN, com relacdo ao mesmo grupamento em & 0,89.

Os dados de 3C RMN (fig. 27) constantes na tabela 12 estdo em pleno

acordo com a literatura (De Britto et al., 1995).

No espectro HETCOR (fig. 28) a substancia Il reafirma seguramente as

correlacdes diretas entre 'H/'3C, podendo-se observar com clareza além dos

hidrogénios da regido aromatica os hidrogénios da parte glucosidica (tab. 13).

Tabela 12 — Dados de 3C RMN da substancia Il em relagdo a De Britto et al.

(1995) em CDs0OD

Substancia ll De Britto et al.
Carbono 3 (ppm) Carbono 8 (ppm)
2 83,73 2 83,7
3 76,95 3 76,9
4 197,92 4 197,7
5 165,70 5 165,4
6 97,53 6 97,5
7 169,09 7 168,9
8 96,38 8 96,3
9 164,52 9 164,3
10 102,13 10 102,12
1 130,10 1 130,0
2’ 115,59 2 116,3
3 146,81 3 146,7
4’ 147,63 4 147.,4
5 116,39 5 115,5
6’ 121,10 6’ 121,0
17 102,95 17 102,8
2’ 71,96 2’ 71,9
3” 71,96 3’ 72,0
47 73,46 47 73,5
5 70,33 5” 70,4
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Tabela 13 — Dados de HETCOR da substancia Il em CD3OD

Hidrogénio (ppm) Carbono (ppm)
6,96 115,59
6,79 116,39
6,79 121,10
5,90 96,38
5,87 97,53
4,98 83,73
4,63 76,95
5,14 102,95
4,00 71,96
3,37 71,96
3,18 73,46
2,28 70,33
0,89 17,82

Também nesse caso, o trabalho de Agrawal et al. (1981) confirmou a
molécula de ramnose na posicdo C-3. Observam-se diferentes valores para
deslocamentos em 3C RMN para os carbonos C-2, C-3 e C-4 quando comparados
com a taxifolina (tab. 14). De forma semelhante a substancia |, o deslocamento
observado em C-3, entre a parte agliconica (taxifolina) e a substancia Il, & superior
a 6 ppm. Através dos dados analisados anteriormente, e através da literatura
consultada (De Britto et al., 1995), é possivel afirmar, dessa maneira, que o agucar
encontra-se posicionado em C-3. Assim sendo, estabelece-se que a configuracéo

relativa dos hidrogénios H-2 e H-3 é trans e H-3 e H-1” é cis.

Tabela 14 - Diferentes deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de 3C RMN para

taxifolina e substancia Il em CDsOD

Carbono Taxifolina Substancia Il
C-2 84,68 83,73
C-3 73,24 76,95
C-4 197,89 197,92




A comprovacado do agucar da substancia Il, a exemplo da substancia I, foi
realizada através de reacao de hidrdlise (secéo 2.4.4, p.30). Empregou-se padréo L-
ramnose, confirmado pela semelhanca do valor de Rf=0,64 em CCD. Esse resultado
foi idéntico ao mensurado na primeira analise.

Quanto a confirmacao da quiralidade da aglicona da substancia Il (2S,3S)
observou-se, através de dados fornecidos pelas analises nos espectros de dicroismo
circular (CD), que a substéancia Il apresentou curva em 290 nm (efeito Cotton
positivo) e ainda curva em 330 nm (efeito Cotton negativo) (fig. 29). Esses dados
conferem com os obtidos por De Britto et al. (1991) que encontraram um valor de

+39000° (MeOH) na regido de 290 nm. A densidade ética é dada pela seguinte
equagdo: a = [af) . L. c.

Para a substancia Il em questdo na concentragdo de 10,0 mg (n=10) em
metanol a densidade ética observada foi [af) = +1226, além de ter sido comparada

com a literatura (De Britto et al., 1995).

Foi determinado o ponto de fuséo dessa
substancia, que apresentou valores entre 175-
177 °C, demonstrando haver um elevado grau
de pureza.
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Define-se, portanto, a substancia Il como sendo NEOASTILBINA [3-O-a-L-
ramnosil-trans-(2S,3S)-taxifolina] (fig. 30), flavonoide pertencente a classe dos di-

hidroflavondis.

Figura 30 — Estrutura da neoastilbina

O fracionamento da fracdo acetato de etila por cromatografia em coluna
(Sephadex® LH-20), forneceu 10 subfracdes (tab. 4). O cromatograma da subfracao
6 apresentou uma mancha com valor de Rf 0,65 e coloracao intensa azul-preta apos
revelagdo com solucdo de cloreto férrico a 2%, sugerindo tratar-se de um composto
parcialmente purificado e do tipo fendlico. Para fins didaticos a subfracdo 6 foi
denominada de substéancia lll.

Amostra da substéancia Ill submetida a andlise por CLAE (secao 2.3.4, p. 25)
apresentou um pico, nimero 17, com tempo de retencdo de 18,27 min conforme

pode ser observado na figura 31.
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Figura 31 — Cromatograma obtido por CLAE da substéancia lll



A substancia Il foi analisada com auxilio de espectroscopia no
infravermelho, de massas, RMN 1D (*H e 13C) e 2D (*H/*H COSY, HETCOR e
DEPT).

O espectro no infravermelho (fig. 32) exibe uma banda larga de absor¢cdo em
3393 cm? atribuida a vibracdo de estiramento de grupo —OH, caracteristica de
hidroxilas. A banda em 1644 cm é caracteristica de estiramento C=0, no caso da
substancia Ill, poderia ser, provavelmente, relacionada ao anel heterociclico (anel
C) de flavondides ou, ainda, a carbonilas o, insaturadas. Essa informagédo é
comprovada por Dubeler et al. (1997). JA& as bandas na regido entre 1450 cm™ a

1650 cm* referem-se a estiramento C=C confirmando a presenca de anel aromatico.
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O espectro de massas forneceu m/z de 450 {{[M+Na]* 473}, idéntico ao da
figura 12 (p. 44), e encontra-se de acordo para um composto semelhante as
substancias l e Il.

O espectro de 'H RMN da substancia Il (fig. 33) mostra sinais na regido de
hidrogénios arométicos e o conjunto de sinais sugere tratar-se de um composto do
tipo flavonoide (Dubeler et al., 1997).

Os hidrogénios em 6 6,93, 6,83 e 6,80 (ppm) referem-se a um sistema do tipo
AMX, caracteristicos de di-hidroxilagdo no anel B, atribuidos aos hidrogénios H-2’, H-
5 e H-6' (tab. 15). Ainda na regido aromatica, observa-se a presenca de dois
dubletos com deslocamento de & 5,88 e 591 (ppm), estabelecendo-se os
hidrogénios H-6(A) e H-8(A) (tab. 15), respectivamente.

Observou-se no espectro COSY (*H/*H) (fig. 34) uma correlacdo entre os
sinais em & 5,41 e 4,18 (ppm), dubletos, e com constante de acoplamento de 2,4 e
2,1 Hz, respectivamente, correspondendo aos hidrogénios alifaticos (H-2 e H-3) do
anel heterociclico (anel C). O valor da constante de acoplamento em torno de 2,0
Hz, para hidrogénios alifaticos, assemelham-se aqueles de taninos condensados
monomericos, denominados flavan-3-ol. Para esses tipos de compostos, a auséncia
de dupla ligagcdo entre os carbonos C-2 e C-3, com conseqiiente existéncia de
hidrogénios, denota a possibilidade de uma configuracéo relativa do tipo cis ou trans
(Mello et al., 1996). Pelos dados medidos de Jnz2-H3 < 2,0, no espectro de 'H RMN,
pode-se afirmar que o composto em questdo possui uma configuracao relativa do
tipo 2,3-cis. Nessa situacdo trata-se de flavondides do tipo di-hidroflavonais,
derivados da di-hidro-quercetina (Zuanazzi, 2001).

Além dos sinais referentes a parte aglicdnica, discutida anteriormente,
observa-se ainda, outros sinais correlacionados entre si (*H/*H COSY, fig. 34),
caracteristicos de um residuo de acucar (Inada et al., 1992).

Nos sinais de hidrogénios, *H RMN, atribuidos ao aclcar, pode-se observar o
d 4,95 (ppm), dubleto, para H-1" (anomérico) com J= 1,2 Hz (dubleto), sugerindo
uma conformagédo espacial em a. A correlagdo entre o H-1” (dubleto) e o H-2” (duplo
dubleto) pode ser observada, no COSY, determinando-se a posi¢cdo em & 4,95 e
3,66 (ppm), respectivamente. O dubleto com J= 6 Hz sugere a presenca de um
grupamento metila (-CHs). De acordo com as correlacdes observadas no COSY, o

mesmo trata-se do hidrogénio H-6". Os outros hidrogénios foram diretamente



correlacionados e o0s seus deslocamentos,

acoplamento podem ser observados na tabela 14.

multiplicidade e constante de

O espectro DEPT (fig. 35) confirma em & 21,8 (ppm) a presenca de um

grupamento CHs, confirmando o espectro de *H RMN, com relacdo ao mesmo grupo

em 6 0,92 (ppm).

Os dados de 3C RMN (fig. 36) constantes da tabela 16 estdo de acordo com

agueles encontrados na literatura (De Britto et al., 1995).

Tabela 15 — Dados de *H RMN da substancia Il (v= 300 MHz; CDsOD)

Hidrogénio S (ppm) Multiplicidade J (Hz)
2 541 d 2,4
3 4,18 d 2,1
8 5,96 d 2,1
6 5,91 d 2,1
2 6,93 d 1,8
5 6,83 d 8,4
6’ 6,80 dd 8,4;1,8
1 4,95 d 1,8
2” 3,66 dd 3,3;1,8
3” 3,44 dd 9,3;3,3
4 3,20 t 9,5
5” 2,45 dquart 9,6;6,3
6" 0,92 d 6,0
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Tabela 16 - Dados de 3C RMN da substancia Ill

Carbono 3 (ppm)
2 82,13
3 75,58
4 194,60
5 168,90
6 97,44
7 166,37
8 96,33
9 164,32
10 102,20
1 128,81
2’ 115,32
3 146,72
4 146,81
5 116,42
6’ 119,48
17 100,20
2" 72,08
3" 71,96
4” 73,35
5" 70,42
6" 17,72

No espectro HETCOR da substancia lll (fig. 37), pode-se estabelecer com
seguranca a correlacdo entre !H/*C. Desse modo, pode-se atribuir
inequivocadamente cada sinal de *H a seu respectivo *3C, facilitando a comprovacéo

do residuo de agucar da substancia.



Tabela 17 - Correlacdes de 'H/'3C da substancia lll em CDz0D

Hidrogénio (ppm) Carbono (ppm)
6,93 115,32
6,83 116,42
6,80 119,48
5,91 96,33
5,88 97,44
5,41 82,13
4,95 100,25
4,18 75,58
3,66 72,08
3,44 71,96
3,20 73,35
2,45 70,42
0,92 17,72
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Comprovou-se a parte glicosidica da substancia Ill como ramnose, através
da realizacéo de reacdo de hidrolise (secao 2.4.4, p. 30), empregando-se padrao L-
ramnose. Confirmou-se tratar da ramnose como parte glicosidica da substancia pela
semelhanca do valor de Rf=0,64, por CCD, de forma semelhante as outras duas
substancias | e Il.

Foi determinado o ponto de fusdo, obtendo-se valores entre 175-177 °C, que
confere com dados da literatura (De Britto et al., 1995).

De acordo com todos os dados analisados anteriormente, e comparado com a
literatura De Britto et al. (1995) e Agrawal et al. (1981), foi possivel confirmar a
molécula de ramnose na posi¢cdo C-3, como também estabelecer a quiralidade da
aglicona. Observou-se desse modo diferentes valores para deslocamentos no
espectro de 13C RMN para os carbonos C-2, C-3 e C-4 em relacéo a taxifolina (tab.
18). Nesse caso, além dos dados de **C RMN da substancia lll, reuniu-se os dados
das substancias | e Il para uma perfeita observacdo de seus deslocamentos.
Confirma-se, assim, que o0 acucar encontra-se posicionado em C-3, e que a
configuracdo relativa dos hidrogénios H-2 e H-3 é cis (2R,3S). Dessa forma
estabelece-se que a configuracao relativa é 2,3-cis e 3,17-cis, apresentado pelo
efeito anisotropico do anel B causando deslocamentos para campos mais altos
(desprotegido) dos H-5” e H-6” (De Britto et al., 1995).

Tabela 18 - Diferentes deslocamentos quimicos (ppm) no espectro de *3C RMN para

taxifolina e substancias I, Il e Ill em CD30D

Carbono Taxifolina Substancia | | Substancia Il | Substancia lli
C-2 84,68 84,03 83,73 82,13
C-3 73,24 78,63 76,95 75,58
C-4 197,89 196,26 197,92 194,60

Com base em todas as analises citadas, conclui-se a substancia Ill como
sendo ISOASTILBINA [3-O-a-L-ramnosil-cis-(2R,3S)-taxifolina] (fig. 38).



Figura 38 — Estrutura da isoastilbina

A histéria do desenvolvimento e uso de substancias antimicrobianas na
pratica médica antecedeu a descoberta das espécies microbianas. Essa informacéo
pode ser confirmada, uma vez que HipdOcrates (450-337 a.C.) ja recomendava a
lavagem de ferimentos com vinho para impedir o processo infeccioso. Encontram-se,
também, dados de que ha cerca de 3000 anos, alguns povos como chineses e
indianos, utilizavam o mofo de pé&o, e papa de soja no tratamento de lesdes
infectadas e em processos inflamatérios. Durante a idade média ha relatos do uso
de cloreto de mercario na pratica médica como agente antibacteriano.
Posteriormente, com a descoberta da etiologia microbiana das infecgdes por Louis
Pasteur e Robert Koch, o estudo de substéncias com atividade antimicrobiana foi
conduzido de forma cientifica (Edeltrudes, 2001).

As bactérias sdo microrganismos classificados em Gram positivos ou Gram
negativos, com base em rea¢des de coloracdo caracteristica pelo método de Gram.

A parede celular dos microrganismos Gram
positivos é uma estrutura relativamente
simples, com espessura de 15-50 nm e
constituida por cerca de 50% de peptidoglicano
e cerca de 40-45% de polimero acido, o que
torna a superficie celular altamente polar, e faz
com que tenha uma carga negativa. Essa
camada de polimeros fortemente polar
influencia a entrada de moléculas ionizadas e
favorece a penetracdo na celula de compostos
de carga positiva. Ja a estrutura celular das
bactérias Gram negativas € muito mais
complexa e envolve a presenca além de uma
parede celular externa, de uma membrana
formada por uma dupla camada lipidica. Isso
explica a dificuldade em penetrar nessa



complexa camada externa e constitui,
provavelmente a razdo pela qual alguns
antibioticos sdo menos ativos contra Gram
negativos (Rang e Dale, 1991).

As substancias antibidticas ou antimicrobianas, representam talvez o maior

avanco da farmacoterapia nas ultimas cinco décadas, com progressos sem limites
na terapéutica medicamentosa (Robbers et al., 1997). Os antibibticos constituem um
grupo especial de agentes terapéuticos, geralmente produzidos e obtidos a partir de
organismos vivos. Sao substancias que em pequenas concentracées podem possuir
varias propriedades como: atividade letal ou inibitéria contra muitas espécies
microbianas, prevenir o desenvolvimento de organismos resistentes, auséncia de
efeitos indesejaveis ao hospedeiro, estabilidade quimica entre outras (Edeltrudes,
2001).

Embora a presenca de substancias antimicrobianas nos vegetais superiores
nao seja um fato recente, a busca das mesmas teve um impulso apdos a descoberta
da penicilina. As plantas sdo possuidoras de varias vias metabdlicas secundarias
que dao origem a varios compostos como: alcalbides, flavondides, isoflavondides,
taninos, cumarinas entre tantos outros, e por vezes especificos a familias e géneros
cujas funcdes até pouco tempo eram desconhecidas (Simdes et al., 2001).

O conhecimento sobre determinadas espécies vegetais com propriedades
antimicrobianas tem sido amplamente discutido. Em revisdo sobre plantas
medicinais, os especialistas listam inUmeras substancias isoladas de plantas que em
baixas concentracdes exerceram inibicdo sobre diversos microrganismos como
bactérias, fungos e virus. Confirmam, assim, a importancia dos metabdlitos de
plantas como matéria-prima para futuros medicamentos (Yunes et al., 2001).

Aos flavondides sdo relacionadas diversas atividades biolégicas como
atividades antioxidantes, inibidores da liberagdo de histamina, vasodilatadores,
tbnico venosos, inibidores da ECA, e até mesmo atividade antiviral contra HSV. Mas
poucos tém sido os estudos avaliando atividade antibacteriana e antifungica destes
compostos (Ng et al.,1996).

Como exemplo, pode-se citar o trabalho de Rao et al. (1999) que isolou um
novo flavonoide prenilado de Mundulea suberosa Benth., o qual revelou atividade
antibacteriana através do método de discos de papel contra Bacillus subtilis e

Pseudomonas aeruginosa.



Baez et al. (1998) trabalharam com extratos diclorometano e acetato de etila
ricos em flavondides rutina e isoquercetrina do vegetal Chromolaena moritziana King
e Robin. Observaram nesses, atividade antibacteriana frente a Staphylococcus.
aureus.

No trabalho de Ng et al. (1996) verificou-se atividade de trés flavondides
naringina, baicalina e rutina frente a Staphylococcus. Aureus, Pseudomonas
aeruginosa e o fungo Coriolus versicolor na concentragao de 128 ug/ml.

No estudo realizado por Xu e Lee (2001) 38 diferentes tipos de flavondides
foram testados contra bactérias resistentes causadoras de infec¢cdes em ambientes
hospitalares. Desses quatro flavondis, datiscetina, canferol, miricetina e quercetina,
mostraram atividade contra MRSA. Nenhum dos nove flavondides glicosilados
testados revelaram atividade antibacteriana. Somente o flavonoide miricetina exibiu
atividade frente as bactérias Gram negativas como Bacillus cepacia e Kleibsiela
pneumoniae.

Hernandez et al. (2000) testaram varios extratos brutos de plantas medicinais
ricos em flavonoides utilizados na medicina popular como cicatrizantes. Quatro
espécies vegetais demonstraram atividade contra os diversos microrganismos
testados. No entanto, os autores concluiram que a baixa atividade antibacteriana, ou
mesmo a inexisténcia da mesma, esta relacionada quando compostos 3-O- e 7-O-
glucosideos coexistem no extrato juntamente com outros tipos de flavonoides.

Nessa perspectiva, avaliou-se as
atividades antimicrobiana e antifingica das
substancias 1, Il e IIl. Nenhuma dessas
amostras apresentou resultados expressivos de
inibicdo contra 0os microrganismos testados ate
a concentragdo de 1000 pg/ml, conforme pode-
se observar nas tabelas 19, 20, 21, 22, 23 e 24.

Esses resultados, onde ndo se observou
atividade antibacteriana para as substancias I,
Il e 111, pode ser parcialmente respaldado pelo
trabalho de Basile et al. (1999). Compararam a
atividade antibacteriana da apigenina e
apigenina 7-O-glucosideo e verificaram que a
primeira substancia possui maior atividade.
Isso é possivel, garantem o0s autores, pois a
glucosilagdo da apigenina causa reducdo da
atividade antibacteriana devido a redugdo na
lipofilia e consequiente diminuicdo da
capacidade da molécula para penetrar na
membrana da bactéria.






Tabela 19 — Concentracéo inibitoria minima bacteriana da

substancia |

Concentragao S. aureus E. coli B. subitilis P. aeruginosa
ug/ml
1000 + + + +
500 + + + +
250 + + + +
125 + + + +
62.5 + + + +
31.2 + + + +
15.6 + + + +
Controle + + + +
+ = Crescimento de bactérias
Tabela 20 — Concentragéo inibitéria minima fungica da substancia |
Concentragdo | C.albicans |C. parapsilosis C. krusei C. tropicalis
pg/mi
1000 + + + +
500 + + + +
250 + + + +
125 + + + +
62.5 + + + +
31.2 + + + +
15.6 + + + +
Controle + + + +

+ = Crescimento de fungos



Tabela 21 — Concentracéo inibitéria minima bacteriana da

substancia ll

Concentragao S. aureus E. coli B. subitilis P. aeruginosa
pg/mi
1000 + + + +
500 + + + +
250 + + + +
125 + + + +
62.5 + + + +
31.2 + + + +
15.6 + + + +
Controle + + + +
+ = Crescimento de bactérias
Tabela 22 — Concentracao inibitéria minima fungica da substancia ll
Concentracdo | C.albicans |C. parapsilosis C. krusei C. tropicalis
pg/mi
1000 + + + +
500 + + + +
250 + + + +
125 + + + +
62.5 + + + +
31.2 + + + +
15.6 + + + +
Controle + + + +

+ = Crescimento de fungos



Tabela 23 — Concentracéo inibitoria minima bacteriana da

substancia lll

Concentragao S. aureus E. coli B. subitilis P. aeruginosa
pg/mi
1000 + + + +
500 + + + +
250 + + + +
125 + + + +
62.5 + + + +
31.2 + + + +
15.6 + + + +
Controle + + + +

+ = Crescimento de bactérias

Tabela 24 — Concentracao inibitéria minima fangica da substancia lll

Concentracdo | C.albicans |C. parapsilosis C. krusei C. tropicalis

pg/mi

1000 + + + +

500 + + + +

250 + + + +

125 + + + +

62.5 + + + +

31.2 + + + +

15.6 + + + +

Controle + + + +

+ = Crescimento de fungos

O organismo vivo pode ser considerado um
verdadeiro laboratorio biossintético. Nao sé no
que se refere aos constituintes quimicos
presentes (carbohidratos, proteinas, gorduras)
utilizados como alimento pelos seres humanos
e pelos animais, mas também no que se refere a



uma infinidade de outros compostos
(glicosideos, alcaldides, terpendides) extraidos
de vegetais que podem exercer diversos efeitos
biol6gicos. Sdo esses que podem conferir
propriedades terapéuticas e sdo chamados de
principios ativos extraidos de plantas e animais
(Robbers et al., 1997).

A composicao quimica das espécies vegetais,
especialmente de plantas encontradas nas
florestas tropicais, ainda esta longe de ser
descrita em sua totalidade. Um enorme arsenal
de constituintes naturais ainda néo foi isolado e
estudado do ponto vista quimico. Por outro
lado, uma grande quantidade de substancias ja
isolada e com estrutura quimica definida ainda
ndo foi estudada quanto as suas atividades
bioldgicas com respeito ao potencial,
especialmente de interesse terapéutico. Apenas
um grupo restrito de substancias possui suas
funcdes e atividades determinadas. Esta longe
de se elucidar o papel desses compostos e
muito mais distante de completar o quadro de
substancias quimicas disponiveis nas espécies
vegetais (Di Stasi, 1996).

No sentido de colaborar para o conhecimento
das substancias quimicas presentes nos
vegetais e testa-las quanto a atividade
bioldgica, preparou-se o extrato BST-0402
(secéo 2.4.5, p. 30) que foi submetido a
fracionamento em coluna cromatografica
preenchida com gel de silica.

Inicialmente foi realizada cromatografia em
coluna (gel de silica) com auxilio de vacuo
com amostra do extrato BST-0402. As
subfragdes obtidas, num total de 13, foram
cromatografadas em CCD e observadas sob luz
UV a 254 nm, apresentando extingéo de
fluorescéncia. Essas subfracdes foram também
monitoradas pelo reagente de Griess-llosvay e
0 cromatograma foi revelado pelo mesmo
reagente, apresentando positividade para
nitrocompostos, através do desenvolvimento de
coloragdo vermelha. Essa informacéo foi
obtida, através da positividade dessa classe de
compostos em Heteropteris angustifolia Gris.,
levando ao teste com a espécie em analise,
Heteropteris aphrodisiaca O. Mach. (Majak e
Bose, 1974; Stermitz et al., 1975). Na figura 39
é possivel observar a CCD dessas subfraces.



Figura 39 — Cromatografia em camada delgada das subfrac6es do extrato BST-0402

A analise do cromatograma (fig. 39), referente ao fracionamento do extrato
BST-0402, mostrou a subfracdo 4, Rf=0,64, com coloracdo amarela-avermelhada,
sugerindo tratar-se de uma substancia parcialmente pura do tipo nitrocomposto.
Essa subfracdo 4, denominada de substancia IV, foi submetida a processo de
recristalizacdo com MeOH:H20 (1:1; V/V), em seguida concentrada, liofilizada e
analisada com auxilio de espectroscopia no infravermelho, de massas, *H RMN, 13C
RMN, COSY (*H/*H), HETCOR e DEPT, e atividade 6ptica.

O espectro no infravermelho da substancia IV (fig. 40) exibiu bandas largas
de absorcdo em 3399 cm, atribuidas a vibracdo do estiramento do grupo —OH,
caracteristica de hidroxilas. Banda em 1747 cm! caracteristica de estiramento C=0
e observou-se nos comprimentos de onda 1553 cm™* e 1385 cm* bandas muito
intensas caracteristicas de grupos nitro. Esses dados conferem com os dados

encontrados por Stermitz et al.,(1969).
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O espectro de massas foi realizado em Quattro LCZ (Firma Micromass,
Manchester, UK.) com al¢ca de nano-spray, com inonizagao por eletro-spray modo
positivo. O pseudo ion molecular foi de 584, em ES-MS como m/z 607 [M+Na*]* e
m/z 602 [M+NH4]*, conforme figura 41. A analise do espectro demonstra 0 que
segue: da MS-MS de m/z 607 reconhece-se em [M+Na-119]+ o pico em m/z 488
(100%) correspondendo a perda de uma unidade de acido nitropropiénico; em m/z
441 observa-se a perda de uma molécula de HNOz; interessante & o que pode ser
observado no MS-MS com aduto de amdnio, onde se observa a perda de 4 unidades
de acido nitropropidnico m/z 127, além de uma diferenca de 47 Da correspondente a
uma molécula de HNO2; outra diferenca, é a que corresponde a uma unidade de
acido nitropropioénico e uma molécula de NHs em m/z 466.

MELLO JCM 1-A 1 (0.690) Scan ES+
100- 607 1.25e9
i Electrospray-MS (M+Na)+

%_
i (M+NH4)+ 608
i 122 602
G IIIIIIIIlll]lllll‘l‘l“llllf‘i‘l“l‘llllIIIIIIIIIIII]llllllllllllllllllll‘il]IIIIIIIIIIIIII.IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIII
MELLO JCM 1-C 1 (0.887) Sb (5,1.00 ); Sm (Mn, 2x0.60) Daughters of 602 ES+
_ 228 1.64€6
100
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%_
- 109 127 419 466
- 181 N | 401
O IIIIAI-T]Illllllll]ll‘llllllll‘lllll llllllll]llllllllllll[I]l‘ll]lllllIIIIIIIIII“Illlll‘l‘llllllhlIIIIIIIIIIIIllIl]IIIIIIIIIIIIIIII
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1 457 607
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Figura 41 — Espectro de massas da substancia IV [M+Na*]*



A andlise do espectro de 'H RMN da substancia IV (fig. 42) indicou a
presenca de molécula de glicose nos deslocamentos & 3,92 — 4,08 (ppm). O carbono
anomerico é observado em 6 5,82 (ppm). A presenca de hidrogénio ligado ao grupo
nitro é evidenciada em 6 4,73 — 4,83 (ppm) (Benn et al., 1995). O restante dos sinais
de 'H RMN pode ser observado na tabela 25.

Observou-se no espectro COSY (*H/*H) (fig. 43) uma correlacdo entre o
hidrogénio anomérico (H-1") em & 5,82 (ppm) com H-2” em & 4,77 (ppm) com
constante de acoplamento J= 8,1 Hz. Esses dados indicam que o hidrogénio
anomérico encontra-se em configuracéo p (Garcez et al., 1989). E possivel verificar
também acoplamento entre CH2 da glicose em 5 4,08 (ppm) e o0 grupamento nitro em
6 4,73 (ppm) confirmando o grupamento nitro na posi¢ao 6 da substancia.

O espectro DEPT (fig. 44) destacou um sinal referente a grupo CHz, presente
na substancia, confirmando assim a molécula de glicose. Foi possivel também
confirmar a parte CH: alifatica no composto, responsavel pela ligagdo do grupo nitro

a molécula de glicose.

Tabela 25 — Dados de *H RMN da substancia IV em DMSO-ds relativo para TMS

Hidrogénio 5 (ppm) Multiplicidade J (Hz)
1” 5,82 d 8,1
27 4,78 m
3” 4,05 m
4” 4,83 dd 9,3;6,9
5” 3,92 ddd 9,3;9,5; 5,6
6” 4,08 d 4,5
1 4,80 m
2’ 2,85;3,05;3,08;2,97 m
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Os dados de *C RMN (fig. 45) constantes na tabela 26, confirmam estrutura a
glicosidica, seguida de tetra substituicdo por grupos nitro ésteres (Majak et al.,
1992).

Tabela 26 — Dados de '3C RMN da substancia IV DMSO-ds relativo para TMS

Carbono 8 (ppm)
c-1” 91,87
Co” 73,10
c-3" 71,89
C-4” 70,92
C-5” 70,48
C-6” 62,74
C-1'x4 70,10; 70,34; 70,40
C-2’ x4 30,85; 30,74; 30,65; 30,65
C-3'x4 169,20; 169,58; 169,83; 170,23

O espectro HETCOR (fig. 46) exibe um deslocamento 6 2,97 (ppm), referente
ao grupo metino ligado a carbonila em espectro de 'H RMN, com o respectivo
deslocamento em § 30,66 (ppm) no espectro de 3C RMN. Observa-se, também, em
8 4,08 (ppm) no 'H RMN e com o respectivo deslocamento de & 62,74 (ppm) em 3C
RMN, relagdo com o grupo CH2 da molécula de glicose. Outros dados dessa analise

podem ser observados na tabela 27.

Tabela 27 — Correlagdes de 'H/*3C da substancia IV em DMSO-ds relativo para
TMS

Hidrogénio (ppm) Carbono (ppm)
2,97 (m) 30,66; 30,75; 30,85
4,08 (m) 62,74
4,74 70,10; 70,34; 70,40
3,92 70,48
4,80 70,92; 73,10
5,82 91,88

Foi realizada reacao de hidrolise de acordo com a secéo 2.4.8 (p.32). Utilizou-
se como padrdo amostra de glicose. Observou-se ao final, valores de Rf proximos a
0,5 (Majak et al., 1992).
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Com a substéancia IV determinou-se o ponto de fusdo, estabelecido entre 111
— 113 °C, demonstrando um elevado grau de pureza, que pode ser confirmado pela
analise da subfracdo 4 por CLAE, com tempo de retencao de 4,2 min (se¢éo 2.3.4,
p. 25).

A densidade 6tica é dada pela seguinte equagéo: a = [a) . 1. c
Onde: [«])’ = comprimento de onda da raia D de sodio (589,3 nm), & temperatura de
20 °C

£ = comprimento da cubeta (0,1 dm)

¢ = concentracao (g/ml)

a = valor observado ao desvio no plano da luz polarizada

A substéancia IV foi analisada (n=10) em acetona, grau espectroscopico, na
concentragdo de 10,0 mg, e a densidade Otica observada foi [, = +24. Baseados
nos dados referidos e de acordo com a literatura (Garcez et al., 1989; Majak et al.,
1992) é possivel admitir que a substancia IV possui uma molécula de glicose com 4
substituicGes de grupos nitro ésteres. Os deslocamentos referentes aos carbonos,
2,3,4 e 6 séo definidos por Garcez et al. (1989), porém com o hidrogénio anomérico
em conformacgédo a, diferentemente dessa substancia, que encontra-se em . Desse
modo define-se essa substancia como sendo 2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoil)-p-
D-glucopiranose (fig. 47), sendo a primeira vez que a mesma é relatada, isolada de

produto natural.

@]
1l
R2: R3: R4: RGZ_CCH2CH2N02

Figura 47 — Estrutura quimica da substancia IV

Antes de 1932, nao existiam drogas efetivas para o tratamento das infec¢Oes
bacterianas sistémicas e freqlientemente tais infecgcbes eram fatais. Nesse ano
descobriu-se que um pigmento azo vermelho chamado prontosil curava pacientes de
certas infecgbes sistémicas. Essa descoberta foi um marco da quimioterapia
(Allinger et al., 1979).



Diversos fatos indicam que as plantas vasculares produzem substancias
especificas para certos microrganismos, com propriedades anélogas as dos

antibioéticos.

Ja foram observadas em diversas regifes das plantas mais de um constituinte
ativo e que revelaram, pelos métodos microbioldgicos, atuar de maneira desigual

sobre as varias bactérias e fungos utilizadas nos ensaios (Williams e Lenke, 2002).

As pesquisas com antivirais tiveram inicio nas décadas de 50 e 60 (Jones,
1998) e hoje é bem mais sintomatico o estudo pelo aumento excessivo no numero
de pessoas infectadas com os mais variados tipos de virus existentes. Assim como
com as substancias sintéticas, os produtos de origem natural, sejam eles, extrato
bruto, fragcdo semipurificada ou mesmo substancias puras, comecaram a ser

testadas mais recentemente (Simdes et al., 2001).

Roman Jr et al. (2001) avaliaram o nitrocomposto inédito, 2,3,4,6-tetra-O-(3-
nitropropanoil)-B-D-glucopiranose, isolado das raizes de Heteropteris aphrodisiaca

O. Mach., frente a atividade antiviral.

Essa substancia como pode ser observado na tabela 28, inibiu o crescimento
de Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis pelo método CIM nas concentracdes de

250 e 125 pg/ml, respectivamente.

Tabela 28— Concentracéao inibitéria minima bacteriana da substancia IV

Concentracdo |S. aureus E. coli B. subtilis P. aeruginosa
ug/mi
1000 - + - +
500 - + - +
250 - + - +
125 + + - +
62,5 + T T ;
31.2 + + + +
15,6 + + + +
Controle + + + +

- = nao crescimento; + = crescimento



Com a inibicdo do crescimento dos microrganismos Gram positivos, a

substéancia |V foi submetida a avaliacdo da atividade bactericida pelo método CBM.

Objetivou-se avaliar se essa substancia, além de inibir o crescimento, é capaz de

matar os microrganismos testados. Os resultados encontram-se expressos na tabela

29.

Tabela 29 — Concentracéo bactericida minima da substancia IV

Concentracéo S. aureus E. coli B. subtilis P. aeruginosa

ug/mi

1000 - + - +

500 - + - +

250 + + - +

125 + + + +

62,5 + + + +

31.2 + + + +

15,6 + + + +

Controle + + + +

- = ndo crescimento; + = crescimento

Verificou-se que a substéancia IV, além de inibir o crescimento bacteriano foi

capaz de matar B. subtilis na concentracdo de 250 ug/ml, ja para S. aureus foi

necessario uma concentragéo de 500 pg/ml.

As tabelas 30 e 31 representam a atividade da substancia IV frente a vérias

leveduras. Esse composto repete resultado significativo tanto de inibicdo do

crescimento desses fungos, como também na capacidade de mata-los, avaliado

pelos métodos CIM e Concentragéo fungicida minima (CFM).



Tabela 30 — Concentracgdo inibitoria minima fuangica da substancia IV

Concentragao C. albicans C. parapsilosis |C. krusei C. tropicalis
ug/mi
1000 - - - -
500 - - - -
250 - - - -
125 - - - -
62,5 + + + +
31.2 + + + +
15,6 + + + +
Controle + + + +

- = nAo crescimento; + = crescimento

Tabela 31 — Concentracao fungicida minima da substancia IV

Concentracdo |C. albicans C. C. krusei C. tropicalis
pg/mi parapsilosis
1000 - - - -
500 - - - -
250 - - - -
125 + + + +
62,5 + + + +
31.2 + + + +
15,6 + + + +
Controle + + + +

- = ndo crescimento; + = crescimento

Na atividade antiviral, € importante a realizacdo de teste preliminar nas
células que serdo utilizadas na infeccdo viral, para se ter certeza de que as mesmas
nao serdo alteradas morfologicamente, somente pelo uso da substancia teste.

Assim, foram avaliadas as substéncias | e IV. A substancia | avaliada frente
a atividade antiviral, pelo método de imunofluorescéncia, demonstrou nenhuma
atividade (0% de inibicdo viral). As outras substancias flavonoidicas isoladas

(substancias Il e lll) ndo foram avaliadas para essa metodologia.



A substancia IV foi avaliada quanto a citotoxicidade em células Hep2, nas
concentracdes de até 1000 ug/ml nao apresentando sinal de toxicidade.

Essa substancia foi testada quanto a atividade antiviral pelo método TCIDso
apresentando atividade virucida diretamente contra Poliovirus Hep2 na concentracdo
de 50 pug/ml, observando-se 69% de inibic&o viral.

Avaliou-se essa substancia, ainda, quanto a atividade antiviral terapéutica, em
células sadias Hep2, pelo método TCIDso nas concentra¢des de 12,5 pug/ml e 25
ug/ml, obtendo-se um resultado significativo de 94% e 91% de inibigcdo viral,
respectivamente. Na concentracéo de 50 ug/ml o resultado observado foi negativo,
sem inibicéo viral. Esses resultados encontram-se postulados na tabela 32.

Com esses resultados promissores, essa substancia foi testada pelo método
de PLAQUE (poliovirus Hep2), no qual foi impossivel, ao final do experimento,
realizar contagem da inibi¢cao, devido as limitacdes da prépria técnica.

A substéancia IV foi avaliada, ainda, pela técnica de imunofluorescéncia,
observando-se atividade antiviral (poliovirus Hep2) dessa molécula com 46,1% de
inibic&o viral.

Em testes com extratos etandlicos de varias espécies vegetais, Hudson et al.
(2000) conseguiram obter cinco desses extratos com atividade antiviral em
condicbes semelhantes a metodologia aplicada para substancia IV. Esses foram
ativos contra HSV nas concentracfes até 25 pg/mil.

Em trabalho semelhante Anani et al. (2000) testaram 20 extratos metandlicos
de diferentes plantas contra poliovirus, e conseguiram atividade antiviral para cinco
extratos. Desses, Mitracarpus villosus (SW.) DC. e Conyza aegyptiaca (L.) Aiton,
apresentaram atividade na concentracdo de 500 pg/ml. As espécies Ficus ovata
Vhal., Palisota hirsuta (Thunb.) K. Shum. e Adansonia digitata L. demonstraram
atividade antiviral na concentracdo de 250 pg/ml.

Com base nesses resultados comprova-se a eficiéncia da substancia IV

guanto a atividade antiviral (poliovirus).



Tabela 32 — Resultados da atividade antiviral da substancia IV

Substéncia IV (ug/ml)

Atividade
terapéutica
(% inibicao viral)

Atividade
viruscida

(% inibicao viral)

poliovirus poliovirus
12,5 94
55 91
50 Negativo 69




4. CONCLUSAO

Nesse trabalho foi realizado estudo com as raizes da Heteropteris
aphrodisiaca O. Mach. isolando-se e deteminando-se a estrutura quimica dos
principais constituintes dessa espécie vegetal, além de testa-los biologicamente.

Os ensaios fitoquimicos preliminares indicaram, ainda, a presenca de
saponinas, gomas e mucilagens, taninos, esteroéides, alcaloides e antraquinonas.

O estudo quimico resultou no isolamento de trés derivados di-hidroflavondis
(substancias I, Il e lll), além da substancia IV inédita. A partir da analise dos dados
espectroscopicos obtidos e com base na literatura, as substancias isoladas foram

identificadas como:

Substancia | : ASTILBINA ou 3-O-a-L-ramnosil-trans-(2R,3R)-taxifolina.
Substancia Il: NEOASTILBINA ou 3-O-a-L-ramnosil-trans-(2S,3S)-taxifolina.
Substancia lll: ISOASTILBINA ou 3-O-a-L-ramnosil-cis-(2R,3S)-taxifolina.
Substancia IV: 2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoil)-B-D-glucopiranose.

A presenca de derivados di-hidroflavonois e nitrocompostos em Heteropteris
aphrodisiaca O. Mach. é significativo, ndo somente do ponto de vista de suas
atividades  biolégicas, mas também porque vem acrescentar dados
quimiotaxondmicos importantes ao que vem sendo estudado com a familia
Malpighiaceae e ao género Heteropteris.

A substancia inédita 2,3,4,6-tetra-O-(3-nitropropanoil)-p-D-glucopiranose
apresentou efeito inibitério e bactericida frente a Staphylococcus aureus e Bacillus
subtilis, além de apresentar atividade antiviral (inibicdo viral), frente a Poliovirus.

Em face dessas informacbes, em trabalhos futuros, poder-se-4 dar
continuidade ao estudo quimico com as raizes de Heteropteris aphrodisiaca O.
Mach. visando o isolamento de outras classes de substancias ou mesmo de outros

derivados di-hidroflavondis e nitrocompostos.
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