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RESUMO

Esta pesquisa se comprometeu a pesquisar os aspectos fitoquimicos e
farmacognodsticos da raiz de Cochlospermum regium (Mart. et Schr.) visando
adquirir informagdes auxiliares para sua padronizagdo como matéria-prima vegetal
para producdo de fitoterapicos. Para analise fitoquimica foi realizado o
fracionamento do extrato hidroalcodlico associado com a atividade antimicrobiana e,
para o estudo farmacognostico foram realizados ensaios para caracterizagao
morfoanatdmica e fisico-quimica seguindo método farmacopéico. O extrato
hidroalcodlico e suas fragbes, particularmente a fracdo acetato de etila,
apresentaram efeito antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa e auséncia de atividade sobre Escherichia coli, Enterococcus faecalis e
Klebsiella pneumoniae. O fracionamento quimico forneceu cinco derivados fendlicos
[acido  elagico, acido galico, diidrokaempferol-3-O-B-glicopiranosideo e
diidrokaempferol-3-O-3-(6""-galoil)-glicopiranosideo] e  dois triacilbenzenos
conhecidos como cochlosperminas A e B. Com excec¢ao do diidrokaempferol e seu
glicosideo, € a primeira vez que as substancias isoladas sédo reportadas nesta
espécie e o registro do diidrokaempferol-3-O-3-(6""-galoil)-glicopiranosideo é inédito
na literatura. A presenca dos acidos fendlicos ratifica a acido antimicrobiana
observada no extrato hidroalcodlico e fragdes mais polares de C. regium, além de
dar sustentacdo ao uso tradicional da raiz para o tratamento de infecgdes. O estudo
farmacogndstico caracterizou a raiz de C. regium em crescimento secundario com
regido cortical menos desenvolvida, presenga de graos de amido, drusas, polifendis
e bolsas oleosas. O p6 da droga forneceu média granulométrica de 0,285 mm,
densidade aparente de 0,40 g/mL, densidade por compactagao de 0,62 g/mL, teores
de umidade, cinzas totais e cinzas insoluveis em acido de 8,2, 3,1 e 0,08%,
respectivamente. O fingerprint foi determinado por CCD e CLAE-DAD empregando
0 acido elagico, o acido galico e o diidrokaempferol-3-O-3-glicopiranosideo como
marcadores. A quantificagdo destas duas ultimas substancias indicou teor médio de
1,8 e 27,9 mg/g, respectivamente, sem haver variagdo sazonal entre as amostras
coletadas bimestralmente durante o ano de 2008.

Palavras-chave: Cochlospermum regium; Cochlospermaceae; fitoquimica; analise
farmacogndstica; antimicrobiano.



ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the phytochemical and pharmacognostic
features of the roots of Cochlospermum regium (Mart. et Schr.) Pilger in order to
acquire ancillary information to support its standardization as a raw material for the
production of phytotherapic preparations. Phytochemical analysis was based on the
fractionation of its hydroalcoholic extract exhibiting antimicrobial activity. The
pharmacognostic investigation involved morphoanatomical and physicochemical
characterization using pharmacopea methods. The hydroalcoholic extract and its
fractions, particularly the ethyl acetate fraction, had antimicrobial effect on
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, but not on Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, or Klebsiella pneumoniae. Phytochemical investigation of the
hydroalcoholic extract supplied five phenolic derivatives [ellagic acid, gallic acid,
dihydrokaempferol, dihydrokaempferol-3-O-3-glucopyranoside and
dihydrokaempferol-3-O-3-(6""-galloyl)-glucopyranoside dihydrokaempferol] and two
triacyl benzenes known as cochlospermines A and B. Excluding dihydrokaempferol
and its glycoside, the compounds described are being isolated from this species for
the first time. Dihydrokaempferol-3-O-B-(6""-galloyl)-B-glucopyranoside was
unpublished. The presence of phenolic acids corroborates the antimicrobial activity
observed in the hydroalcoholic extract and the polar fractions extracted from roots. It
also corroborates traditional usage of the roots for the treatment of infections. The
pharmacognostic study revealed secondary growth roots to have a less developed
cortical region, with the presence of starch grains, druses, polyphenols, and oil
pockets. The powdered drug had average particle size of 0.285 mm, bulk density of
0.40 g/mL, compaction density of 0.62 g/mL, and humidity, total ash content, and
acid-insoluble ash contents of 8.2%, 3.1%, and 0.08%, respectively. Fingerprint was
determined by TLC and HPLC-DAD (gradient mode) using gallic acid, ellagic acid,
and diidrokaempferol-3-O-B-glucopyranoside as markers. Quantification of the last
two compounds revealed average contents of 27.9 and 1.8 mg/g, respectively. No
significant seasonal variability was observed for the species during 2008.

Keywords: Cochlospermum  regium;  Cochlopermaceae; phytochemistry;
pharmacognostic analysis; antimicrobials.
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1 INTRODUGAO

O retomado interesse mundial pelos fitoterapicos tem alavancado inumeros
estudos que visam consolidar a fitoterapia através de evidéncias cientificas para,
principalmente, garantir a eficiéncia dos efeitos terapéuticos e verificar o possivel
potencial téxico das matérias-primas vegetais e do fitoterapico (1, 2, 3, 4, 5).

Atualmente, a fitoterapia mostra-se bem estabelecida no sistema de saude
europeu, com destaque na Alemanha e Franga, onde ha aceitacdo tanto dos
pacientes como da classe médica (6). Ainda conforme esses autores, 80% dos
médicos da Alemanha indicam regularmente medicamentos a base de vegetais em
consequéncia do evoluido sistema normativo e cientifico que esse pais adota,
somente permitindo a comercializacdo dos fitoterapicos apdés a comprovagao
absoluta de sua seguranca e a certeza razoavel de sua eficacia.

Seguindo o mesmo direcionamento, desde 1994, vigora no Brasil um rigor
legal que normatiza a producao de fitoterapicos (7, 8, 9). Tal situacéo é reflexo do
uso incorreto e abusivo de plantas medicinais induzido, desde a década de 1970,
pela concepgdo equivocada de que “produto natural ndo faz mal” e pelas estratégias
de marketing de alguns laboratérios farmacéuticos (10, 11). Casos importantes como
a comprovacgao da hepatoxicidade do confrei (Symphytum officinale) apds o uso
empirico da populagéo brasileira, inclusive de medicamentos formulados com esta
droga, reforgou a posicdo do Ministério da Saude na adequagédo de normas mais
efetivas sobre esse assunto culminando na atual Resolugéo n° 48 (16/03/2004), que
dispbe sobre o registro de medicamentos fitoterapicos industrializados (5, 9, 11).

Em outro contexto, a disposicdo governamental para regulamentar a
fitoterapia no SUS é notada desde a década de 80 a partir da Resolugdo Ciplan
n°8/88 existindo, em 2006, programas estaduais e municipais que a adotam em 116
municipios sendo 22 unidades federadas (12). Nesta data, o governo brasileiro
aprovou a “Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema
Unico de Saude (SUS)” através da Portaria n° 971 (03/05/2006) incluindo a
fitoterapia, homeopatia, medicina tradicional chinesa e crenoterapia como praticas
que devem ser oferecidas pelo sistema publico determinando, ainda, diretrizes para
que estas praticas sejam estabelecidas (12). Entre as diretrizes apontadas pela

Portaria n® 971, o governo brasileiro objetiva elaborar a “Relacdo Nacional de
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Plantas Medicinais e Fitoterapicos” incluindo ou excluindo as espécies vegetais
através do conhecimento sobre a eficacia e seguranga, consolidando a acuidade
que o Ministério da Saude adota para os medicamentos naturais.

Nesse caminho, o conhecimento a ser adquirido € amplo e vinculado a rigores
semelhantes aos exigidos para producdo dos medicamentos de sintese. No setor
farmacéutico € estabelecido que, independente da origem (sintética, semi-sintética,
vegetal ou animal), qualquer matéria-prima medicamentosa deve ser eficiente,
segura e possuir qualidade constante satisfazendo as exigéncias de autenticidade,
estabilidade, pureza e integridade, conforme definido pelas normas oficiais. Esta
situagdo garante lotes padronizados com concentragdo constante de substancias
ativas e capazes de promover o mesmo efeito terapéutico (1, 13-15).

A obtengao do produto vegetal padronizado depende de inumeras variaveis
que envolvem desde o cultivo, processamento da droga e do produto intermediario
até a incorporagao na forma farmacéutica final, tornando essa busca bastante ardua,
demorada e vinculada ao conhecimento de diferentes areas de atuacao (5, 17, 18).
Tal fato se traduz no precario numero de espécies medicinais que possuem todos os
parametros analiticos e produtivos ja definidos, com destaque para o ginco (Ginkgo
biloba), hipérico (Hypericum perforatum), kava-kava (Piper methysicum), valeriana
(Valeriana officinalis), pelo aprimoramento analitico e tecnolégico capaz de
enriquecer as classes quimicas ativas e diminuir as substancias indesejaveis (18). Ja
no Brasil, Marques (5) enfatiza a espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), guarana
(Paullinia cupana), guaco (Mikania glomerata), macela (Achyrocline satureoides) e
quebra-pedra (Phyllanthus tenellus) como espécies cientificamente conhecidas
estando, com excegdo do guaco, ja incluidas na Farmacopéia Brasileira IV.
Somando-se a elas, estdo disponiveis as monografias farmacopéicas do barbatiméao
(Stryphnodendron adstringens), goiabeira (Psidium guajava), carqueja (Baccharis
trimera), pitangueira (Eugenia uniflora), capim-lim&o (Cymbopogon citratus) e outros.

No ambito das drogas nacionais, a deficiéncia de informacbes sobre as
plantas regionais € ainda mais evidente. Esta afirmagdo é exemplificada pelo
conhecimento ainda insuficiente sobre a raiz de Cochlospermum regium que,
segundo Nunes et al. (19) e Morais et al. (20), esta incluida entre as drogas vegetais
de maior importancia no comércio de raizeiros das regides metropolitanas de Campo

Grande/ MS e Goiania/ GO, respectivamente.
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Com o objetivo de adquirir informagdes auxiliares para a padronizagéo da raiz
de C. regium como matéria-prima vegetal ativa para producéao de fitoterapicos, esta
pesquisa determinou as caracteristicas fitoquimicas e o0s parametros
farmacognodsticos uteis para a verificagdo de sua autenticidade, integridade e
pureza. Esta proposta atende o contexto normativo nacional que se alicerca na
fitoterapia baseada em evidéncias e fortalece o conhecimento cientifico sobre uma

espécie vegetal nativa do cerrado que possui amplo uso medicinal.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 POSICAO TAXONOMICA E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DE C. regium

C. regium é uma dicotiledbnea de pequeno porte que integra a familia
Cochlospermaceae Engler e o género Cochlospermum Kunth. Ha, entretanto, uma
indefinigao relacionada a filogenia deste género que, conforme Barroso (21) e Souza
e Lorenzi (22), é integrante da familia Bixaceae e ndo Cochlospermaceae. Os

ultimos autores informam que:

Alguns autores reconhecem Cochlospermaceae como uma
familia distinta e mesmo os recentes trabalhos em filogenia n&o
apresentam uma posigao definitiva quanto a unido ou distingéo
destas duas familias (22).

Segundo Melchior citado por Ritto (23), a posicdo taxondmica desta espécie
segue conforme:

172 Divisao Angiospermae Brongniart

128 Classe Dicotyledoneae De Candolle

12 Subclasse Archichlamydeae Engler

342 Ordem Violales Melchior

132 Familia Cochlospermaceae Engler
Género Cochlospermum Kunth

12 Secao Eucochlospermum Planch.
Espécie Cochlospermum regium (Mart. et. Schr.) Pilger
Bas6nimo Maximiliana regia Mart. et. Schr.

A familia Cochlospermaceae Engler é distribuida pelas regides tropicais do
mundo, principalmente, nas Américas e Africa (24, 25, 26). E constituida apenas
pelos géneros Amoreuxia e Cochlospermum que fornecem plantas lenhosas,
arbustivas ou arboéreas, com flores amarelas dourada, fruto seco capsular e

sementes ricamente pilosas, com longos pélos brancos (24, 25, 26). E comum as
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espécies nativas do cerrado apresentarem reservatorio de agua caracterizado como
um grosso xilopodio a fim de favorecer sua adaptagdo em solo arido (26, 27, 28).

O género Cochlospermum Kunth é constituido por 11 espécies, porém, no
territorio brasileiro encontra-se somente a C. regium e C. vitifolium (25, 29, 30, 31,
32).

No Brasil, C. regium é comum na vegetagcdo do cerrado e campos da
Amazbnia, onde é considerada como planta forrageira, ornamental e medicinal.
Mostra resisténcia as queimadas e ao pastejo sobrevivendo nas leiras em solo
arenoso, entretanto, é considerada em perigo de extingdo pelo governo do Estado
do Parana, enquadrando-se na lista de espécies medicinais ameacgadas, divulgada
pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) (22, 31, 33).

O interesse medicinal associado com o perigo da extingdo de C. regium tem
estimulado estudos agronémicos que objetivam, basicamente, determinar métodos
efetivos para superar a dorméncia da semente e potencializar o processo de
germinagao possibilitando estabelecer técnicas de cultivo e manejo para assegurar a
sobrevivéncia e disponibilidade deste material genético (34, 35, 36, 37, 38).

Como sinonimia cientifica de C. regium s&o reconhecidos os nomes: C.
insignis St. Hill., C. insigne A. St.-Hil., Azeredia pernambucana Arruda,
Cochlospermum insigne var. mattogrossense Pilg., Cochlospermum insigne var.
pohlianum Eichler, Cochlospermum tribolum Standl., Maximiliana regia Schrank,
Maximiliana regia var. glaberrima Chadat & Hassl., Maximiliana regia var.
mattogrossensis (Pilg.) S. F. Blake, Wittelsbachia insignis Mart. & Zucc., Amoreuxia

unipora Tiegh. e Amoureuxia unipora Tiegh. (39).

2.2 CARACTERISTICAS BOTANICAS DE C. regium

Esta espécie é decidua e heliofita, com porte arbustivo podendo atingir até 2
m de altura (Figura 1) (25, 34, 40). O periodo reprodutivo se inicia em abril com a
perda das folhas e o aparecimento de botdes florais ocorrendo, a partir do més de

julho, a abertura das flores e o inicio da frutificagdo (Figura 2) (25, 34).
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Os aspectos morfolégicos sobre o sistema subterraneo, bem como o
desenvolvimento anatdmico dos 6rgédos vegetativos e reprodutivos s&o detalhados
por Kirizawa (25). No que se refere aos aspectos histolégicos, Ritto (23) e Ritto e
Kato (41) fornecem descri¢do da raiz e do caule visando contribuir para estudos de
autenticidade da droga comercializada para uso medicinal. Adicionalmente, Ritto
(23) também indica os aspectos morfoldgicos de todas as partes da planta.

Conforme Kirisawa (25) e Ritto (23), a C. regium possui:

e Folha palminérvea, alterna, longo-peciolada com 3 - 5 lobos, subdigitada. Os
lobos sdo acuminados ou agudos, a margem foliar € coriacea e a superficie
pubescente;

e Flor amarela vistosa, com até 6 cm de diametro, disposta em paniculas e
localizada na extremidade de brotos grossos que contém de 5 - 6 flores (Figura
2). Possui calice irregular e formado por 5 sépalas sendo 2 exteriores e
lanceoladas e 3 interiores maiores e largas. Cada flor possui 5 pétalas, obovadas,
com linhas coccineas sobre fundo amarelo intenso. O androceu € polistémone e o
gineceu é formado por trés carpelos de forma globosa encimado com estilete
longo terminado com estigma captado;

e Fruto capsular ovoide loculicida, com 3 -5 valvas coriaceas inicialmente verde-
escuros tornando-se acastanhados apés maturagao (Figura 3).

e Semente numerosa com 6 - 7 mm de comprimento, recoberta por pélos longos,
dura e impermeavel a agua, exigindo tratamentos especificos para superar a
dorméncia (Figura 4);

¢ Raiz axial profunda e carnosa, atingindo cerca de 3 m de comprimento e 20 cm de
didmetro podendo ocorrer a presenga de xilopodio (Figura 5).

e Caule ferrugineo e nodoso.
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Figura 1 — Partes aéreas de C. regium em habitat natural (mata nativa do Campus
[ll, Universidade Anhanguera-Uniderp).

Figura 2 — Partes aéreas de C. regium em periodo de floragdo (mata nativa do
Campus lll, Universidade Anhanguera-Uniderp).
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A B

Figura 3— Ramos frutificados de C. regium. A) Fruto capsular fechado; B) Fruto
capsular aberto permitindo a visualizagao da semente pilosa.

A B

Figura 4 — Sementes de C. regium. A) Sementes com pélo, B) Sementes sem pélo.
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Figura 5 — Coleta da raiz de C. regium do seu
habitat natural (mata nativa do Campus |llI,
Universidade Anhanguera-Uniderp).

A analise histoldgica descrita por Ritto (23) e Ritto e Kato (41) indicou que a
raiz de aproximadamente 1,5 cm de didmetro possui cerca de 25 camadas celulares
e regido cortical pouco desenvolvida, contendo bolsas taniferas O floema possui
formato ogival com células de parede celular delgada e grdo de amido, enquanto o
xilema apresenta-se mais desenvolvido e rico em parénquima. A regido central

possui mais lignificacdo e parénquima menos abundante (Figura 6).
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Legenda

s. — suber

p.cort. —
parénquima cortical
b.tan — bolsa
tanifera

fl.- floema

X. — xilema primario
X2.- xilema
secundario

p-m. — parénquima
medular

Figura 6 — llustragdo da seccgao transversal da raiz de C. regium com estrutura
secundaria estabelecida. Fonte: Ritto (23) e Ritto e Kato (41).

O caule em estagio mais avangado de desenvolvimento possui semelhancga
estrutural com a raiz em crescimento secundario. Ha suber na periferia, floema com
grupos de células esclerosadas alternando-se com células de paredes celuldsicas e
xilema secundario mais desenvolvido (Figura 7) (23, 41).



Legenda

Ep. — epiderme

s. — suber

p.cort. — parénquima
cortical

b.tan — bolsa tanifera
fl.- floema

X.- Xilema

p-m. — parénquima
medular

Figura 7 — llustracéo da secgéao transversal do caule de C. regium. A — Estrutura
primaria; B — Estrutura secundaria. Fonte: Ritto (23) e Ritto e Kato (41).

34
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2.3 ESTUDOS ETNOFARMACOLOGICOS DE C. regium

Dados etnofarmacolégicos registram o uso medicinal do érgao subterrédneo de
C. regium nas regides do cerrado do Brasil, onde é popularmente conhecido como
algodao-do-campo, algodaozinho-do-cerrado, algodaozinho, algodaozinho-do-
campo, algodao-cravo, algodao-do-mato, algodoeiro-do-campo, butua-de-corvo,
pacoté e periquiteira-do-campo (Quadro 1) (19, 20, 22, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46,
47).

O emprego medicinal do 6rgado subterrdneo destina-se ao tratamento de
diferentes enfermidades relacionadas com a inflamacao e infecgdo, geralmente,
envolvendo alteracdes urogenitais (leucorréia, gonorréia). E indicado o uso tépico do
decocto em forma de banho de assento ou a ingestdo do endleo (garrafada com
vinho branco), decocto ou infuso aquoso (Quadro 1) (19, 20, 41, 44, 45, 46, 47).

A coleta do 6rgdo subterrdneo é extrativista e o processamento para
comercializagdo da droga € realizado de forma a serem obtidos fragmentos em
forma de fatias, cavacos regulares ou flabeliformes, embaladas em sacos plasticos
(Figuras 8 e 9) (23, 34, 35, 36, 37, 38, 41). O produto assim obtido &€ comercializado
informalmente por raizeiros em feiras-livres, mercados municipais e ruas (41,19, 20).

Segundo Ritto e Kato (41), o 6rgao subterraneo destinado a comercializagao
€ constituido em sua maior parte pela raiz com reduzida regido caulinar (hipocétilo) e

regido do coleto.
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Quadro 1 — Informacgdes etnofarmacolégicas sobre C. regium em comunidades dos
Estados de Mato Grosso (MT), Mato Grosso do Sul (MS) e Goias (GO)

Comunidade Nome Parte Forma Uso Referéncia
vulgar
Comunidade Algodéo
de Baus, do raiz Cha ou Inflamagdo de mulher, 45
Barra do campo banho inflamacgao do utero
Bugre, MT
Algodao Gonorreéia, inflamagao do
Raizeiros, do raiz - Utero e ovario, leucorréia, 43
Cuiaba, MT  campo afeccdes nao especifica
do trato urinario
Comunidade Algodao Cha ou
Garimperia, zinho raiz garrafad Dor de bexiga e urina, 44
Alto Coite- do a com depurativo, anti-acne
Poxoréo, MT campo vinho
Colesterol, depurativo do
Raizeiros, Algodao Orgao sangue, inflamacdo do
Campo zinho subterr  -- utero e ovario, inflamacao 19
Grande, MS aneo qualquer, antiinflamatério,
inflamagao da pele,
infecgbes uterinas,
infeccdbes da  prostata,
feridas internas e
externas, laxante
Mossédmede Algodao Casca, Decocto Afeccgdes urogenitais, 46
s, GO zinho raiz purgativo
Algodéo
Pantanal, -do- casca Cha Depurativo do sangue 47
MT campo

Figura 8 — Raiz de C. regium apds coleta e
retirada da casca conforme orientacdo para uso
medicinal.
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Figura 9 - Apresentagdo comercial de C. regium disponivel no Mercado Municipal
de Campo Grande/ MS. A) Produto embalado e rotulado; B) Conteudo interno.

Com relagdo aos medicamentos formulados com produtos extrativos de C.
regium, a literatura registra duas férmulas de complexos homeopaticos (Laboratoério
Farmacéutico Francés Plantes et Medicines) e uma de fitoterapico (Extrato composto
Magaraz, Laboratério Farmacéutico Brasileiro) (48, 49, 50).

Os medicamentos homeopaticos formulados com C. regium pelo laboratério
francés Plantes et Medicines sao conhecidos como “Poconéol n® 16” (Meibomia
triflora 5 CH, Cochlospermum insigne 5 CH, Leonorus glubusus 5 CH, Mikania guaco
5 CH) e “Poconéol n°® 54” (Anethum foeniculum 5 CH, Cochlospermum insigne 5 CH,
Ruta graveolens 5 CH) indicados, respectivamente, para o tratamento de afecgdes
bronco-pulmonares e ginecoldgicas. Considerando que a matéria-médica
homeopatica de C. regium inexiste, a incorporagdo deste vegetal nas férmulas
homeopaticas organicistas pode estar ocorrendo pelo uso homeopatico relacionado
a indicacéo medicinal da fitoterapia e n&do como cura pela similitude (51, 52).

O “Extrato Composto Magaraz” (Cinchona calisaya, Costus spicatus,
Cochlospermum insigne e Croton campestris), indicado para o tratamento de ulcera,
gastrite, ma digestao e infecgao urinaria e comercializado no Brasil em meados do
ano 2000, teve o seu registro indeferido como “Fitoterapico Novo” frente ao
Ministério da Saude por estar em desacordo com a legislagdo brasileira (48).

Posteriormente, a Resolugdo n° 1.175 (08/07/2002) determinou a apreensao em
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todo territério nacional, deste e outros fitoterapicos produzidos pela empresa
“Industria e Comércio de Produtos Naturais Magaraz Ltda.” (Araguari/ MG), por
estarem sendo comercializados antes da obtencdo dos registros na Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (49).

2.4 INFORMAGCOES CIENTIFICAS RELACIONADAS AO USO MEDICINAL DE

C. regium

ApoOs Siqueira et al. (19, 53) observarem que C. regium esta incluida entre as
plantas medicinais de maior comercializacéo pelos raizeiros de Campo Grande/ MS,
tanto no que se refere a indicacéo pelo raizeiro quanto a procura espontanea pelo
consumidor, houve impulso para diferentes estudos cientificos que objetivaram,
fundamentalmente, subsidiar o conhecimento popular sobre o uso medicinal da
droga. Até o momento, os dados cientificos disponiveis indicam o perfil quimico e

farmacognostico e respaldam, pelo menos em parte, a sua seguranca e eficacia.

2.4.1 Investigagoes bioldgicas e quimicas

O efeito antibacteriano da raiz de C. regium foi analisado sobrecepas
selvagens de S. aureus e E.coli obtidas de pacientes do Hospital Universitario-UFMS
(isoladas no Laboratério de Microbiologia-UFMS) no teste de difusdo em disco onde
os extratos hidroetandlico e acetato de etila promoveram inibigdes semelhantes aos
antibidticos padrao (vancomicina e cefoxitina). Com intuito de verificar este efeito em
preparagdes populares de uso empirico, os autores observaram que os decoctos
(12, 24 e 60 g/L) nao foram ativos (54).

Ao realizarem triagem de plantas do nordeste do Brasil com potencial
antitumoral, Moraes et al. (55) verificaram inibicdo do carcinosarcoma de Walker
(256) somente em 2% das células tumorais tratadas com extrato aquoso da raiz de

C. regium.
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Ritto et al. (56) realizaram a avaliagdo farmacologica do extrato fluido
liofilizado em camundongos adultos fémeas verificando efeito depressor do Sistema
Nervoso Central através do screening hipocratico, auséncia de efeito
antiedematogénico sobre o edema auricular induzido por 6leo de créton 5% e
atividade antiulcerogénica moderada observada em modelo induzido por
indometacina nas doses de 200 e 300 mg/kg (v.0.), inibindo as lesées em 37 e 43%.
O mesmo extrato foi testado em ensaio toxicoldgico agudo resultando em DLsy de
401+9,7 mg/kg e 5 g/kg quando administrado via intraperitonial (v. ip.) e via oral
(v.0.), respectivamente (23, 56). De acordo com a classificagdo de Oga (57) sobre o
grau de toxicidade aguda de substancias administradas por via oral, o resultado
registrado por Ritto et al. (56) de 5 g/kg indicam que C. regium possui mais do que o
dobro do valor da concentragdo maxima para categoria de substancias nocivas (0,2 -
2 g/kg) indicando, portanto, que a droga possui baixa capacidade toxica por via oral,
em dose aguda.

Os ensaios in vivo realizados por Toledo (58) e Toledo et al. (59) sao
semelhantes aos resultados de Ritto et al. (56) sobre a toxicidade aguda do extrato
hidroalcoodlico administrado v.o. e v.ip.. A DLso v.ip. foi obtida entre 147,91 e 175
mg/kg dependendo do tipo e do sexo do animal submetido ao tratamento (ratos,
camundongos, machos ou fémeas) e, a DLsg v.0. resultou em valores de 3,0 g/kg em
ratos e 3,37 g/kg em camundongos. Em experimento sub-agudo, Toledo et al. (59)
afirmaram haver tolerancia do extrato hidroalcodlico apds tratamento de ratos (v.0.) e
camundongos (v.0. e v.ip.), nas doses de 200, 400 e 800 mg/kg, visto ocorrer diarréia
e alteragdes motoras somente nos cinco primeiros dias de tratamento. Esses autores
concluiram que, o extrato hidroalcodlico da raiz de C. regium provoca baixa
toxicidade quando administrado oralmente em ratos, tanto em experimento agudo
como sub-agudo. Também atribuiram moderada toxicidade ao extrato em
administracdo intraperitonial em ratos e camundongos, cujos sintomas principais
foram hemorragia intestinal e peritonite.

Ensaios in vitro registram que o extrato aquoso liofilizado n&o ocasionou agao
mutagénica em células germinativas de Drosophila melanogaster quando testado
nas doses de 13, 19 e 25 mg/mL (60, 61), porém, provocaram mutagcdo e
recombinagdo em células somaticas (60). Ao ser avaliado sobre células ovarianas
(CHO-K1) de hamnster chinés, o extrato aquoso diminuiu significativamente a

proliferagcdo celular induzindo a apoptose em 50 % das células viaveis (ECsp) na
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concentragdo de 1,5 mg/mL, sugerindo efeito citotoxico em solugdes muito
concentradas (62).

A observagao de micronucleos formados em células de medula 6ssea e de
sangue periférico de camundongos indicou genotoxicidade importante para os
extratos polares administrados v.ip. em doses acima de 38 mg/kg (63, 64, 65).
Segundo Cabral et al. (64), os animais tratados com 60 e 120 mg/kg resultaram na
frequéncia de micronucleos maior do que o observado nos animais tratados com
ciclofosfamida, um agente quimioterapico indutor de genotoxicidade.

No que se refere aos estudos toxicoldgicos acima citados, tanto realizados in
vivo como in vitro, € importante comentar que o uso popular de C. regium como
droga medicinal deve ser cauteloso até haver maior subsidio cientifico que
estabeleca a relagdo do risco versus beneficio. Este aspecto também reforca a
necessidade de haver estudos tecnoldgicos associados aos biolégicos e quimicos
na busca de extratos secos com menor teor de substancias indesejaveis e

enriquecidos com substancias ativas.

Com relacdo a composicdo quimica, os ensaios fitoquimicos tradicionais
realizados por via umida descrevem que a raiz de C. regium possui taninos e outros
compostos fendlicos, mucilagens, saponinas, esteroides, triterpenos e flavondides
(23, 25). A presencga desta ultima classe € corroborada por Siqueira et al. (66), De
Lima et al. (67) e Ritto (23) ao registrarem o isolamento do kaempferol [2],
naringenina [3], aromadendrina [4] e diidrokaempferol-3-O-f-glicopiranosideo [1]
(Figura 10). Ritto (23) também mencionou o isolamento da 1-hidroxitetradecan-3-ona
[5] (Figura 10).
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CH3(CHz)10(C=0)CH2CH,0OH [5]

Figura 10 — Metabdlitos secundarios isolados da raiz de C. regium: diidrokaempferol-
3-0-B-glicopiranosideo [1], kaempferol [2], naringenina [3], aromadendrina [4] e 1-
hidroxitetradecan-3-ona [5]. Fonte: Ritto (23), Siqueira et al. (66) e De Lima et al.
(67).

Estudos farmacologicos realizados com o diidrokaempferol-3-O-3-
glicopiranosideo isolado da raiz de C. regium indicaram que esta substéncia n&o
possui atividade antiedematogénica sobre o edema induzido por carragenina e
atividade antimicrobiana sobre cepas selvagens de S. aureus e E. coli, sendo efetivo
como analgésico sobre a contor¢gdo abdominal provocada por acido acético (54, 68,
69). A pesquisa detalhada do mecanismo antinoceptivo deste flavondide, realizada
por Castro (69), descreveu que essa acédo deve ocorrer de forma diferente dos
caminhos fisiologicos tradicionais mostrando-se util para o desenvolvimento de
drogas analgésicas com um novo perfil de atuagao.

Apesar de Ritto (23) ter afirmado auséncia de oOleo essencial na raiz de C.
regium, sua presenca e quantificagdo foram determinadas por Brum et al. (70)
indicando haver 0,25% de esséncia capaz de inibir S. aureus (MIC 1,5 mg/mL) e S.
typhimurium (MIC 5,0 mg/mL). A analise deste oleo por cromatografia gasosa
acoplada com espectrometria de massa permitiu que estes autores identificassem os

terpenos [3-selineno (34,1%), elemeno (5,4%), trans-cariofileno (4,8%), a-pineno
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(3,4%), a humuleno (2,8%), aromadendrina [3] (2,1%), a-selineno (1,2%), d-cadineno
(0,8%) e outras substancias ndo determinadas (45,4%) (70). A presenga de dleo
essencial em C. regium também é registrada nas folhas por Rouquayrol et al. (42)
que, ao analisarem o hidrolato sobre ensaio moluscicida, observaram auséncia deste
efeito.

O potencial antioxidante de C. regium é citado por Fratin et al. (71) ao
desenvolverem o fracionamento biomonitorado da raiz sobre a capacidade de
descoloragdo do  radical difenil-pricril-hidrazila  (DPPH) por  método
espectrofotométrico. Revelaram que a particdo liquido-liquido do extrato
hidroalcodlico com gradiente de polaridade enriquece as substancias ativas na

fracao acetato de etila.

2.4.2 Investigagoes farmacognoésticas

Sobre os aspectos relacionados a analise farmacognostica, ja foram
propostos por Ritto (23) e Ritto e Kato (41) a descrigdo morfo-anatdbmica e alguns
parametros fisico-quimicos da droga (umidade: 15,15%, cinzas totais: 2,58%) e do
extrato-fluido preparado por percolacdo pelo Processo A, conforme descricdo da
Farmacopéia Brasileira Il (72) (teor alcodlico: 25,2%, pH: 5,3, residuo seco: 12,73%,
cinzas totais: 2,08%).

A analise morfo-anatdomica da raiz descreveu suber bem desenvolvido com
células suberosas de contorno retangular alongadas no sentido tangencial, presenca
de bolsas taniferas na regido cortical, drusas e graos de amido, alternancia de fibras
e de tecidos moles na regiédo floematica, xilema com vasos isolados ou em pequenos
grupos envolvidos por parénquima paratraqueal (23, 41). Para diagnose do pd, os
autores afirmaram ser necessario visualizar drusas e grdos e amido, bolsas
taniferas, vasos pontuados e suber com células de contorno poligonal quando visto
de face e retangular e alongados quando vistos em corte transversal ou longitudinal
radial, conforme consta na Figura 11 (23, 41). Indicaram também que a droga possui

sabor amargo e adstringente.
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Legenda

st. — suber (visdo
transversal)

sp. — suber (visdo
paradérmica
g.am. — gréos de
amido

b.tan — bolsa
tanifera

fl.- floema

V. — vaso

dr.-.- drusa

g.f. — grupo de fibras

Figura 11 — llustragdo dos elementos histolégicos da raiz de C. regium que
devem ser encontrados na diagnose da droga pulverizada. Fonte: Ritto (23) e
Ritto e Kato (41).

Os aspectos farmacognosticos de autenticidade e integridade (contaminagao
por fungos e elementos estranhos) de amostras fornecidas por raizeiros da regido
central do municipio de Campo Grande/ MS, nos anos de 1992 e 2002, foram
avaliados por Nunes et al. (19). Estes autores constataram teor de sujidades acima
do permitido e presenca de fungos em todas as amostras de C. regium obtidas no
ano de 2002, demonstrando que o produto fornecido pelo raizeiro nao possuia os
requisitos minimos de qualidade para comercializagdo de drogas medicinais
destinadas ao uso de chas.

Técnicas eletroanaliticas de voltametria ciclica e do pulso diferencial foram
utilizadas por Oliveira et al. (73) para estudo de quatro amostras da raiz de C.
regium. As amostras resultaram potenciais anddicos de 0,17, 0,25, 0,26 e 0,29 V e

perfis dos voltamogramas uteis para identificacdo da droga. Os autores propuseram
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estas técnicas como ferramenta analitica para o controle da qualidade e para
observagéo da ag&o antioxidante de drogas vegetais.

2.5 INTERESSE MEDICINAL E ESTUDOS CIENTIFICOS SOBRE OUTRAS
ESPECIES DO GENERO Cochlospermum

Dados etnofarmacoldgicos reportam o uso empirico de C. tinctorium (Africa),
C. vitifolium (Africa e Américas do Sul e Central), C. angolense (Africa) e C.
planchonii (Africa) para tratar problemas hepaticos e como antiparasitarios,
especificamente, indicadas para ictericia, malaria e esquistossomose.

O conhecimento quimico e biolégico da raiz de C. tinctorium mostra-se mais
amplo na literatura, onde ha registro sobre o isolamento de acido arjundlico [6], acido
alfitélico [7], acido 3-O-E-p-cumaroilalfitélico [8], miricetina [9], quercetina [10],
kaempferol [2], cianidina [11], 5,4 dimetilquercetina [12], 7,3 dimetildiidroquercetina
[13], cochloxantina [14], diidrocochloxantina [15], acido galico [16], acido elagico [17],
1-hidroxihexadecan-3-ona [18], elagiotaninos e diferentes agucares (74-80) (Figura
12). Analises quantitativas determinaram o teor de polissacarideos em 59,3% e de
polifenéis em 9,3% (79, 80).

O emprego medicinal desta droga esta relacionado, principalmente, como
hepatoprotetor existindo em preparagdes populares associada com outras espécies
medicinais (81). As atividades antimicrobiana, hepatoprotetora, antiplasmaddica,
antioxidante, antiulcera e imunomoduladora também foram reportadas (74-76, 78,
79, 81-87).
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[7] R= OH

[10] R1=R2=R3=R4= OH
[12] Ry e Rs= OH: R, e R;= OCH3
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Figura 12 — Estruturas moleculares de alguns metabdlitos secundarios isolados de C.
tinctorium. Fonte: Diallo et al. (74-77), Ballin et al. (78) e Nerdgard et al. (79, 80).
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Os decoctos do caule e folha de C. vitifolium foram descritos para o
tratamento de feridas, doencas hepaticas, malaria, diabetes, hipertensao, entre outras
doengas, em regides da Costa Rica, Cuba, Panama, Brasil, Guatemala, Bolivia,
México e Africa do Sul (88-93). Ensaios biolégicos mostraram ac&o positiva desta
droga como antiinflamatoéria e no processo de Sindrome Metabdlica sendo, portanto,
benéfica como vasorelaxante, hipoglicémica e hepatoprotetora (90, 91, 93). Extratos
do caule e folha foram atéxicos via intraperitonial, com DLsy superior a 2000 mg/kg
(88).

O estudo quimico de diferentes partes e extratos de C. vitifolium, realizado por
Almeida et al. (92), levou a identificacdo de acido galico [16], esterdides sitosterol e
estigmasterol livres e glicosilados (3-O-B-glicopiranosideos), cetonas alifaticas de
cadeia longa, acidos graxos, triacilbenzeno 1-dodecanoill 3,5-
di(tetradecanoil)benzeno conhecido como cochlospermina C [19], lignanas excelsina
[20] e pinoresinol [21], flavondides aromadendrina [4] e naringenina [3] (Figuras 12,
13). Esta ultima substancia também foi relatada por Sanches-Salgado et al. (93) ao

avaliarem o caule de C. vitifolium nativa do México.

) Ciskza

F27C:a Ciskzr [19]

OCHg
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Hs OCH3

Figura 13 — Alguns metabdlitos secundarios isolados de C. vitifolium: cochlospermina
C [19], excelsina [20], pinoresinol [21]. Fonte: Almeida et al. (92).
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Almeida et al. (92) também citaram os metabdlitos identificados nos 6leos
essenciais da folha e raiz (casca e lenha) de C. vitifolium por cromatografia gasosa
acoplada com espectrémetro de massa (CG/ MS), relacionando-os aos seus teores
em percentagem (Tabela 1). Mediante a comparagdo do estudo fitoquimico de C.
vitifolium com a composicdao de outras espécies deste género, esses autores
sugeriram que o perfil quimico deste taxon envolve a presenga de sesquiterpenos,

cetonas alifaticas de cadeia longa, flavondides e triacilbenzenos.

Tabela 1 — Constituintes quimicos volateis identificados nos d6leos essenciais da
folha e raiz (casca e lenho) de C. vitifolium, através de CG/ MS

Constituintes Folha* Casca da raiz* Lenho da raiz*
a-Pineno 4.8 - -
B-Pineno 10,6 - -
Mirceno 1,7 - -
B-Felandreno 1,7 - -
E-B- ocimeno 2,7 - -
a-Terpineno 1,6 - -
a-Copaeno - 0,9 -
B-Cariofileno 46,5 8,2 11,6
a-Humuleno 26,0 1,3 1,9
E-B-Farneseno - 3,7 2,7
y-Muuroleno - - 28,4
Germacreno 3,3 3.4 -
2-Dodecanona - 1,2 6,3
2-Tridecanona - 3,2 2,4
B-Bisaboleno - 29,3 11,5
Z-y-Bisaboleno - 1,2 -
Cadineno - 2,2 2,8
E-y-Bisaboleno - 2,1 0,8
Oxido de cariofileno 1,0 - -
Tetradecanona - 0,9 -
Epi-a-cadinol - 0,9 0,9
Epi-a-muurolol - 1,4 1,6
a-Muurolol - - 0,6
a-Cadinol - 2,3 2,6
Epi- a-Bisabolol - 3,2 -
1-hidroxi-3-tetradecanona - 3.1 -
1-hidroxi-3-hexadecanona - 19,5 16,2

*teor baseado na porcentagem normalizada. Fonte: Almeida et al. (92).

C. planchonii é conhecida como falso-algoddo ou N'Dribala no oeste
africano, onde a raiz é utilizada como agente antiparasitario e para tratar a ictericia
(94-96). Os efeitos antiplasmddico e tripanossomicida foram comprovados por
Benoit-Vical et al. (84, 95), Vonthron-Senecheau et al. (97) e Atawodi (98), sendo a

acao hepatoprotetora afirmada por Aliyu et al. (94). A analise quimica do extrato
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apolar da raiz de C. planchonii culminou no isolamento de triacilbenzenos
determinados, em estudo posterior, como cochlosperminas A [22], B [23], C [19] e D
[24] (Figura 14) (89).

[22]: R1=R;=R3= H3C(CH3)10
[23]: Ri= H3C(CHy)12 € Ry=R3= H3C(CH>)10
[25]: R1=R;=R3= H3C(CH3)12

Rs3 R,

o) 0]

Figura 14 — Substancias isoladas da raiz de C. planchonii: cochlospermina A [22], B
[23] e D [24]. Fonte: Achenbach et al. (89).

Sobre C. angolense é apenas registrado o emprego do extrato aquoso da
raiz na profilaxia da ictericia e malaria, e comprovada ac&o antiparasitaria e antiviral
(99-101).

A investigagao fitoquimica da casca de C. gillivraei, realizada por Cook e
Knox (102), registrou a presenga das geninas flavonicas naringenina [3], apigenina
[26] e afzelequina [27] e os glicosideos prunina [28], cosmosiina [29]. Estes autores
citam que as folhas de C. religiosum possuem quercetina [10], kaempferol [2] e
cianidina [11] (Figura 15).
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[26] R= OH
[29] R= O-B-glicopiranosideo

Ck C

Ck

[28] R= O-B-glicopiranosideo [27]

Figura 15 — Substancias isoladas da raiz de C. gillivraei: apigenina [26] e afzelequina
[27] e os glicosideos prunina [28], cosmosiina [29]. Fonte: Cook e Knox (102).

Segundo Janaki e Sashidhar (103, 104), a Food and Agriculture Organisation
(FAO) inclui as gomas extraidas do caule de Cochlospermum sp. como substitutas
ou adulterantes da goma Caraia (Sterculia sp.), priorizando os exsudatos obtidos de
C. gossypium (goma Kondagogu) e C. religiosum (goma katira) que, mesmo
possuindo diferengas quimicas e fisico-quimicas, substituem comumente a goma
Caraia. Pesquisas determinaram as propriedades fisico-quimicas, quimicas e a
toxicidade sub-crénica da goma Kondagogu garantindo seu potencial como aditivo
alimentar (103-106).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo fitoquimico e farmacognadstico da raiz de C. regium visando
adquirir informacgdes auxiliares para sua padronizagdo como matéria-prima vegetal

para producao de fitoterapicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a analise fitoquimica do extrato hidroalcodlico da raiz de C. regium através
de métodos cromatograficos classicos de isolamento e espectrométricos de
identificacdo monitorando, quando possivel, o fracionamento quimico com o ensaio

biolégico antimicrobiano;

- Definir os parametros farmacognésticos para: caracterizagcdo boténica e
organoléptica, distribuicdo granulométrica, densidade aparente, densidade por
compactagao, umidade da raiz fresca, umidade da droga, cinzas totais, cinzas

insoluveis em acido, fingerprint e quantificagdo dos marcadores quimicos isolados.

50
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 FRACIONAMENTO QUIMICO E ENSAIO ANTIMICROBIANO

4.1.1 Material botanico

A raiz foi coletada no cerrado nativo do Campus Ill da Universidade
Anhanguera-Uniderp, Municipio de Campo Grande/MS (latitude 20°26°14"" longitude
54°32°14°"), em agosto de 2006. A exsicata foi identificada pela Prof? Ubirazilda
Maria Resende e depositada no Herbario CG/MS, Campo Grande (MS), sob registro
n°® 23466.

O processamento da droga envolveu limpeza em agua corrente, retirada da
casca, corte manual (< 1 cm, Figura 16), secagem em estufa com ventilacdo de ar
(40°C) e pulverizagdo em micromoinho elétrico (Tecnal 648). As amostras foram

armazenadas em recipiente fechado de vidro ambar, ao abrigo da luz e do calor.

Figura 16 — Raiz de C. regium apds coleta, limpeza, retirada da casca e corte
manual.
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4.1.2 Fracionamento quimico

4.1.2.1 Obtengao do extrato hidroalcodlico, fragdes e substancia 1

A raiz em p6 (300 g) foi extraida sucessivamente com solugao hidroalcodlica
70%, por maceragdo, até esgotamento. O filtrado foi concentrado em evaporador
rotativo até consisténcia de xarope e submetido a particdo com hexano (Hex),
cloroféormio (CHCIs3), acetato de etila (AcOEt) e butanol (BuOH). As fases organicas
foram evaporadas até eliminacdo completa do solvente extrator e a solucao
hidroetandlica restante foi mantida em baixa temperatura (8 °C), onde houve
cristalizacao esponténea de acido elagico (1; 500 mg).

A determinagdo do residuo sélido do extrato hidroetandlico e das fragdes
organicas foram realizadas por gravimetria apdés secagem em estufa (extrato
hidroetandlico: 105°C, fragbes: 40 °C) e os rendimentos das fracbes e substancias
isoladas foram determinados em percentagem a partir da raiz seca e do extrato

hidroalcodlico.

4.1.2.2 Fracionamento cromatografico da fragdo acetato de etila

Mediante o rendimento, resultado do ensaio antimicrobiano (4.1.4) e perfil
quimico obtido por cromatografia em camada delgada (CCD), foi realizado o
fracionamento cromatografico da fracdo acetato de etila visando o isolamento de
metabdlitos secundarios (Figuras 17 e 18).

Neste sentido, a fracdo AcOEt (2 g) foi cromatografada em coluna aberta (100
x 5 cm) empregando silica gel 60 eluida com gradiente de CHCI3:MeOH (95:05,
90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 50:50, 25:75). Neste fracionamento, a fracdo AcOEt
forneceu 132 fragdes de 30 mL, dentre as quais foram identificadas a aromadendrina
(2; fragao 40; 4 mg) e o acido galico (3; fragao 98; 17 mg).

Visando a obtencdo de maior rendimento das fragdes cromatografadas, nova
aliquota da fragdo AcOEt (10 g) foi fracionada nas mesmas condigdes experimentais
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resultando em 110 fragbes de 30 mL de onde foram isolados o galato de etila (4;
fracdo16-18, 15 mg) e o diidrokaempferol-3-O-B-glicopiranosideo (5; fracdo 29, 23
mg). A subfracdo 35-41 (1,0 g) foi refracionada em coluna de permeagédo em gel
(Sephadex LH-20, 40 x 3,5 cm) sob eluicdo com metanol (MeOH) fornecendo 95
fragdes de 10 mL. As subfragbes 25-30 (100 mg) obtidas deste ultimo fracionamento
foram reunidas e refracionadas em coluna de permeacdo em gel em condigdo
semelhante ao experimento anterior fornecendo 50 fragdes de 10 mL, de onde foi
identificada o diidrokaempferol-3-O-B-(6""galoil)-glicopiranosideo (6; fracdo 28-32; 5
mgQ).

4.1.2.3 Obtencéao das substancias 7 e 8

A raiz em po6 (10 g, coleta 2) foi extraida com 100 mL de EtOH:H,O (9:1), sob
maceracgao durante 3 dias. O filtrado foi armazenado em baixa temperatura (5-10 °C)
e, aproximadamente apos 15 dias, forneceu precipitado cristalino abundante (50 mg)
que se caracterizou por ser uma mistura dos triacilbenzenos cochlospermina A (7) e
B (8).

A preparacao deste macerado atendeu uma pesquisa paralela que objetivou
verificar a atividade antimicrobiana de tinturas preparadas com a raiz de C. regium
extraidas, sob maceragdo, com solugdes hidroalcodlicas de diferentes graduagdes
(30. 50, 70 e 90 °GL) (107). O aparecimento de cristal espontaneo na tintura extraida
com alcool 90 °GL (ap6s resfriamento) foi inesperado e sua elucidagdo molecular foi

incorporada nesta pesquisa.
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Droga (300 g)

1) Maceragéao exaustiva com etanol 70%
2) Filtragao
3) Evaporagéo a vacuo

Extrato bruto
hidroetandlico (470 mL)

Residuo seco (20 mL) Fracionamento (450 mL)
(5.4 9)

1) Particdo sequencial com hexano (2.5 L),
cloroférmio (1,5 L), acetato de etila (2,5L) e
butanol (1 L);

2) Evaporacgéo total dos solventes extratores
por rota-evaporacao (50°C).

Fr. hexéniq:a Fr. cloroférmica Fr. acetato de etila Fr. butandlica Fr.
(1,59) (2,19) (48,7 ) (5.4 9) hidroetandlica
(68,8 )
Precipitado
Recristali-
zagao com
metanol
1
(500 mg)

Figura 17 - Fracionamento do extrato bruto hidroetandlico da raiz de C. regium resultando
no isolamento da substancia 1.
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Fracao acetato de etila

Fracionamento 1

2 g de amostra; Coluna de silica (50
cm h x 35 cm d); Eluentes:
CHCI3:MeOH (95:05, 90:10, 85:15,
80:20, 75:25, 50:50, 25:75) e
metanol; Coletadas 132 fragdes de
10 mL

Fracionamento 2

fragcoes de 30 mL

10 g de amostra; Coluna de
silica (40 cm h x5 cm @);
Eluentes: CHCI3:MeOH (9:1,
8:2,7:3,6:4,1:1, 4:6, 3:7, 2:8,
1:9) e metanol; Coletadas 110

4 mg

17 mg 15 mg 23 mg

Fr. 35-41

1,79

Coluna de Sephadex
LH 20 (40 cm hx 3,5
cm J); Amostra: 1 g;
Eluente: MeOH,;
Coletadas 95 fragdes
de 10 mL

Fr 25-30

170 mg

Fr. 46-54
(1.19)

Coluna de SephadeX
20 (40 cm h x 3,5 cm
d); Amostra: 1,1 g;
Eluente: MeOH;
Coletadas 100
fracoes de 10 mL

Fr 32-87

Recristali-

Coluna de Sephadex
LH 20 (40 cm hx 3,5
cm J); Amostra: 100

A\ 4

zagao com
metanol

mg;

Eluente: MeOH,;
Coletadas fragbes
de 10 mL

\ 4

6
5mg

1
10 mg

Figura 18 — Separacdo cromatografica da fragdo acetato de etila da raiz de C. regium

resultando no isolamento das substancias 1 - 6.
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4.1.2.4 Material e métodos empregados para analise das fragdes e substancias
isoladas

Para analise por cromatografia em cada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatoplacas de celulose microcristalina em suporte de vidro (Merck), silica gel
GF254 sob suporte de vidro e aluminio (Merck) e silica gel 60 G preparadas
extemporaneamente. A revelacdo das substancias foi obtida sob luz ultra-violeta
(254 e 366 nm), pela exposicédo a vapores de iodo ou pela nebulizagdo do reagente
Natural Products (NP/PEG, aminoetiléster difenilborinico/ polietilenoglicol) ou cloreto
férrico 5%, considerando a classe quimica prevalente na fragdo analisada (108).

Para o fracionamento em coluna foram utilizados silica gel 60 (230-400 mesh,
40-60 um, Merck) e Sephadex LH-20 (25-100 um, Sigma) em colunas de vidro com
diametros de 3,5 e 5 cm e alturas variaveis. As fragdes obtidas foram analisadas por
CCD reunindo-se as fracbes semelhantes.

Nos processos cromatograficos em camada delgada e coluna aberta e na
purificacdo das fragdes isoladas por recristalizagdo, foram empregados solventes de
grau analitico (PA). Cloroférmio e acetato de etila foram previamente destilados para
uso como eluentes em colunas cromatograficas.

Apés purificacdo, os pontos de fusdo das substancias 1, 3 e 6 foram
determinados em equipamento Marconi, modelo MA381.

As técnicas espectrais utilizadas para identificagcdo molecular das substancias
isoladas foram: espectrofotometria de ultravioleta (UV) e infravermelho (1V),
ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas (EM). Quando
necessario, foi utilizado o programa ACDLABS para manipulagdo dos espectros.

Os espectros de RMN uni ('H, "*C e DEPT 135°) e bidimensionais (gHMBC e
gHSQC) foram registrados em aparelho Brucker, modelo DPX-300, em 300 MHz
para RMN 'H e 75 MHz para *C (Departamento de Quimica, UFMS). As amostras
foram solubilizadas em CDClz, DMSO-ds, CD30D e C3DsO. Como referéncia interna
foi utilizado o sinal do tetrametilsilano (TMS).

Os espectros de absorgdo na regido do IV foram obtidos em
espectrofotbmetro de Bomem-Hartmann e Braum, modelo Michelson MB series, FT-

IR, empregando pastilhas de KBr (Departamento de Quimica, UFMS).
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Para obtencdo dos espectros de massas das substancias 1, 3, 4, 5 e 6, foi
utilizado espectrémetro Brucker, modelo ultrOTOFq-ESI-TOF, com bomba de
infusao, fluxo de 3000 uL/h, em modo de detec¢ao negativo (Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, USP-Ribeirdo Preto). A calibragéo interna foi realizada com solugao
de acido trifluoracético sodiado (10,0 mg/mL) e a calibragéo externa, com solucdo de
formiato de sédio 10 mM.

A mistura 7 e 8 foi analisada por cromatdgrafo gasoso acoplado ao
espectrometro de massas (GC-EM) em equipamento Shimadzu modelo QP-2010
equipado com injetor split/splitless mantido a 280 °C e coluna DB-5MS (30m x
0,25mm x 0,25um) (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP-Ribeirdo Preto). Foi
utilizado Hélio como gas de arraste em fluxo de 1,3 mL/min. A razdo do split foi de
1:30 e o volume injetado de amostra de 1,0 uL. A temperatura da coluna foi mantida
constante a 300 °C, durante um tempo total de analise de 120 min. A temperatura de
interface foi de 280 °C e a fonte de ions foi de 250 °C. O modo de ionizag&do ocorreu
por impacto de elétrons a 70 eV.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi utilizada para analise
qualitativa da substancia 4 (galato de etila) no extrato bruto metandlico. O
experimento ocorreu em modo analitico e isocratico utilizando cromatografo Varian
Pré-Star/Dynamax 24 com bomba isocratica Pro-Star 210, detector de ultra-violeta
Pré-Star 320, injetor com loop de 50 pL (Rheodyne 7725) e coluna de fase reversa
Omnispher 5-C18 (250 x 4,6 mm x 5 ym) em sistema Chromsep, com pré-coluna de
igual fase fixa (Curso de Farmacia da Universidade Anhanguera-Uniderp). Os
cromatogramas foram analisados e integrados pelo software Varian-Star
Chromatography versdo 5.31. A eluicao foi realizada com acetonitrila:agua (1:1),
previamente desgaseificada por sonicagdo a vacuo, em fluxo de 1 mL/min e
deteccdo em 270 nm. A solugdo padrdao de 4 e a solugdo amostra (extrato
metanodlico seco) foram preparadas na concentracdo de 50 pg/mL utilizando
acetonitrila:agua (1:1) como diluente, filtradas em filtro de nylon de 0,45 um (Titan) e
injetadas em Jloop com capacidade para 50 pL. A acetonitrila utilizada foi grau

espectroscopico (JBaker, Merck) e a agua do tipo Milli-Q.
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4.1.3 Determinagao da capacidade antimicrobiana

As amostras foram avaliadas pela técnica de difusdo em agar utilizando meio
Muller-Hinton e cepas padrao de Staphylocccus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.

Discos de papel de filtro estéreis (6 mm de didmetro e 0,9 mm de espessura)
foram impregnados com 10 pL de cada solu¢do amostra. Foram avaliadas as
fragdes hexanica, cloroformica, acetato de etila, butandlica e hidroetandlica (antes e
apo6s particdo, Figura 14) e as substancias isoladas 1, 3 e 5. Os extratos foram
solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) nas concentragdes de 100,0 mg/mL, de
forma a serem obtidos discos impregnados com 1,0 mg de amostra. Mediante o
rendimento adquirido pelo fracionamento quimico, as substancias isoladas foram
avaliadas em solugdes mais diluidas (10 mg/mL, DMSO) resultando em discos
impregnados com 100,0 pg/mL.

As suspensbes das bactérias foram preparadas diluindo-se o inéculo em
solugdo salina até atingir turbidez comparavel a um padrédo de 0,5 da escala de
McFarland, com absorvancia de 0,08 a 0,10 nm em espectrofotdbmetro de ultra-
violeta (Femto), operado em 625 nm, visando obter solu¢gées na concentragdo de
1.108 UFC/ mL (109).

ApOs inoculagdo da bactéria no meio de cultura, trés discos de cada amostra
foram depositados e a leitura do halo de inibicdo foi realizada apdés 24 h de
incubacéo a 37 °C, conforme recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (109).

O controle positivo foi obtido com discos de gentamicina padrdo (10,0 ug,
Cecon) e o controle negativo com discos impregnados com 10,0 yL de DMSO. Cada
amostra foi observada em ftriplicada e, mediante resultado positivo, a analise foi
reproduzida fornecendo o valor do halo de inibicdo, em mm, expresso pela média e

desvio padrao de seis leituras.
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4.2 DETERMINACAO DOS PARAMETROS FARMACOGNOSTICOS

4.2.1 Material botanico

Os parametros farmacognoésticos foram avaliados em amostras nativas do
cerrado coletadas bimestralmente no Campus Ill/ da Universidade Anhanguera-
Uniderp (latitude 20°26°14°", longitude 54°32°14°"), nas primeiras quinzenas dos
meses de fevereiro, abril, junho, agosto, outubro e dezembro de 2008, no periodo da
manha. A exsicata testemunha utilizada para ratificagao taxonémica de cada coleta,
encontra-se catalogada no Herbario CG/MS, Campo Grande (MS), sob registro no.
23466.

A raiz foi submetida a limpeza em agua corrente retirando sua casca para
processamento semelhante ao uso tradicional. A fragmentagcdo manual foi realizada
com faca de acgo inoxidavel fornecendo particulas menores do que 1 cm. Este
material foi seco em estufa com ventilacdo de ar a 40 °C, pulverizado em
processador de alimentos (Wallita) seguido de micromoinho elétrico de facas
(Tecnal 648) com tela de 2 mm.

As amostras pulverizadas foram tamisadas seguindo o método para
determinacao da distribuicdo granulométrica do pd com auxilio de vibrador
automatico de peneira (Betel) empregando tamises de malhas 20 (0,840 mm), 50
(0,300 mm) e 60 (0,250 mm), conforme descrito no item 4.2.3.1. O produto final
obtido no recipiente coletor foi utilizado para a determinagdo dos parametros fisico-
quimicos e para analise quimica quali e quantitativa por CCD e CLAE.

A preparagdo das amostras e o0s experimentos fisico-quimicos foram
realizados nos Laboratorios de Solos e de Bromatologia da Universidade
Anhanguera-Uniderp. A analise por CLAE em modo isocratico foi realizada na Sala
de Cromatografia da Universidade Anhanguera-Uniderp e, as analises por CCD e

CLAE-DAD foram realizadas no Laboratério de Farmacognosia da UFMS.
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4.2.2 Caracteristicas organolépticas e descrigao botanica

Os aspectos relacionados com a cor, odor e sabor, foram descritos para a raiz
fresca e seca, antes e apds pulverizacao. Através de analise visual, foram descritas
as caracteristicas que envolvem o produto seco integro como: comprimento, largura,
didmetro, forma, secgao transversal, entre outros fatores de igual relevancia (110).

O corte transversal da area mediana de cada raiz fresca foi submetido a
secgao transversal manual, montagem das laminas extemporédneas com agua e
analise histoquimica. Para melhor visualizagdo de algumas estruturas, também foi
realizada analise de amostra fixada em formol-alcool-acido acético (FAA 50%),
desidratada em série alcodlica, xilol e parafina conforme descrito por Johansen (110)
e Souza et al. (112). Ap6és emblocamento em parafina, os cortes foram realizados
em microtomo (Micron HN 325) com espessura de 15 micras para preparagédo das
laminas permanentes.

As técnicas microquimicas foram direcionadas para observagao de tecidos
(parénquima, colénquima e esclerénquima), amido, compostos fendlicos, mucilagens
e lipideos utilizando, respectivamente, safranina - azul de astra, lugol, cloreto férrico
10% e azul de metileno 1,5% (111-113).

A fotodocumentacdo dos resultados foi obtida em fotomicroscépio Axiolab
(MC 80 DX, HBO 50/AC-Zeiss) vinculado ao programa Imagelab 2000, disponivel no
Laboratério de Pesquisa em Histopatologia e Biologia Molecular da Universidade
Anhanguera-Uniderp.

4.2.3 Parametros fisico-quimicos

4.2.3.1 Distribuigdo granulométrica, densidade aparente e por compactagao

A caracterizagdo granulométrica do pd da droga foi verificada através de
técnica farmacopéica adaptada, onde a droga moida (100 g) foi tamisada com os

tamises 20, 50 e 60, em sequéncia, até total peneiramento, sob vibragdo automatica
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em intensidade 5 (Betel) (114). A quantidade de droga obtida pela tamisac&o de
cada malha foi quantificada em percentagem e o padrdo granulométrico foi
determinado de acordo com a indicacdo farmacopéica para pd grosso,
moderadamente grosso, semi-fino, fino e finissimo. O calculo para determinagao do

didmetro médio das particulas foi realizado a partir da férmula (115):

d= 2(% retida).(abertura média da malha)
onde, 100

d= didmetro médio das particulas

Para a determinagdo das densidades aparente e por compactagdo foram
utilizadas as amostras pulverizadas com distribuicdo granulométrica abaixo de 250
pm (obtidas no coletor apos o ensaio acima citado) estabelecendo a razdo entre
massa e volume empregando proveta de 50 mL, conforme féormula (115 e 116):

d=m.v"
onde,

d= densidade da amostra; m= peso da amostra em g; v= volume da amostra em mL.

A densidade aparente foi verificada pela capacidade de massa (em g) em
volume fixo de 50 mL sem haver compactagédo da droga. A densidade compactada
foi verificada apds compactagdo manual do p6 da droga presente na proveta de 50
mL apods determinacdo da densidade aparente. A compactacdo foi realizada até
estabilizagcao através de movimentos verticais e ritmados sob uma almofada
dinamizadora de uso em homeopatia (anteparo firme e macio) (115 e 116). Os
resultados foram expressos pela média seguido do desvio padrdo a partir de trés
repeticoes.

4.2.3.2 Determinagéao de umidade, cinzas totais e cinzas insoluveis em acido

Os ensaios para determinacdo de umidade, cinzas totais e cinzas insoluveis

em acido foram realizados empregando as técnicas gravimétricas descritas pela
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Farmacopéia Brasileira IV (114). As pesagens para cada ensaio foram repetidas até
estabilizacdo do peso e os resultados foram expressos em percentagem apos
calculo da média e desvio padrao de trés determinacgdes.

A determinacao de umidade foi efetuada com a raiz fresca fragmentada (10 g,
particulas menores do que 1 cm) e com a droga pulverizada (3 g) utilizando
aquecimento em estufa a 100-105 °C, durante 5 horas.

O teor de cinzas totais foi adquirido a partir de 3 g de droga pulverizada,
carbonizada em fogo direto e incinerada em mufla a 450 °C, durante 5 horas, até
peso constante. O teor de cinzas totais foi determinado em percentagem
considerando a droga isenta de umidade.

As cinzas totais foram tratadas com 25 mL de acido cloridrico diluido (70 g/L),
sob ebulicdo, por 5 minutos, em cadinho coberto com vidro relégio. A solugao foi
filtrada lavando-se o vidro reldgio e o papel de filtro isento de cinza com agua quente
até que o filtrado ndo se mostrasse acido. O papel de filtro foi transferido para o
cadinho original, seco em chapa quente e incinerado em mufla a 500 °C, durante 5
horas. O resultado em percentagem foi calculado a partir da droga isenta de

umidade.

4.2.3.3 Perfil cromatografico (fingerprint)

4.2.3.3.1 Por cromatografia em camada delgada

A raiz pulverizada (2 g, coletada em outubro) foi extraida com 20 mL de
etanol:agua (7:3) por sonicagdo durante 10 minutos. Ao sobrenadante (2 mL) foi
adicionado 5 mL de agua e realizada particdo com 5 mL de acetato de etila. Foram
analisados o extrato hidroalcodlico e a fragdo acetato de etila utilizando como padréao
o diidrokaempferol-3-O-B-glicopiranosideo e acidos galico e elagico (solubilizados
em metanol). As cromatoplacas foram preparadas com 10 pL de cada solugéo.

Para determinacao do fingerprint por CCD foram utilizadas cromatoplacas de
silica gel GFgs4 sobre suporte de vidro (Merck), varios eluentes apropriados para

polifendis e revelagdo com luz ultra-violeta (254 e 366 nm), iodo sublimavel e
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nebulizagdo do reagente NP/PEG ou solugdo metandlica de cloreto férrico 5 %,
conforme orientado Wagner et al. (107) para analise de metabdlitos secundarios

fendlicos.

4.2.3.3.2 Por cromatografia liquida de alta eficiéncia

O estudo em CLAE foi realizado em modo isocratico e em gradiente,
utilizando diferentes eluentes e fluxos direcionados para melhor resolucdo dos
cromatogramas.

Para estudo com eluigdo isocratica foi empregado cromatdgrafo Varian Pro-
Star/Dynamax 24 conforme informado no item 4.1.2.4 (analise qualitativa da
substéncia 4). A amostra foi preparada com o extrato seco hidroetandlico preparados
a partir da evaporagéao total em banho-maria (50 °C) ressuspendidos em metanol na
proporcao de 1:9.

Para o experimento com eluicdo em gradiente foi utilizado cromatografo
Shimadzu com mddulo de comunicacdo CBM-20A, com duas bombas LC20AD,
injetor com loop de 20 uL, coluna ODS (250 x 4,6 mm x 5 ym), pré-coluna de igual
fase fixa e detector UV/Vis com arranjo de fotodiodo modelo SPD-M20A ajustado
para 210-600 nm. O monitoramento dos cromatogramas foi realizado em 266, 294 e
360 nm, com analise e integracao pelo software Shimadzu LC-Solution. A raiz seca e
pulverizada (50 mg) foi extraida por infusdo com 10 mL de &agua fervente e
submetida a centrifugacao por 5 min (5000 rotagdes por minuto).

Todos os solventes organicos para o estudo em CLAE foram de grau
espectroscopico (JBaker ou Merck) e a agua do tipo Milli-Q. Os eluentes foram
degaseificados em banho de ultra-som sob vacuo (10 min) e todas as amostras
injetadas foram previamente filtradas em filtro de nylon de 0,45 ym (Titan).

Os padrdes de acido elagico e diidrokaempferol-3-O-3-glicopiranosideo foram
obtidos do fracionamento quimico com teor de pureza de 97,4 e 79,2 %,

respectivamente. O acido galico utilizado foi padrao analitico (Sigma).
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4.2.3.4 Teor de acido galico e diidrokaempferol-3-O-3-glicopiranosideo

O estudo quantitatvo de acido galico e diidrokaempferol-3-O-f3-
glicopiranosideo foi realizado por CLAE-DAD empregando padrédo externo
correlacionando a area do analito com a curva de calibragdo dos padroes.

O cromatégrafo utilizado foi Shimadzu utilizando o sistema de eluicdo e
deteccao que forneceu perfil cromatografico de melhor resolugéo, conforme descrito
no item anterior. Sendo assim, a eluicdo ocorreu em modo gradiente com agua
(eluente A) e metanol (eluente B), ambos com 1% de acido acético, em fluxo de 0,8
mL/ min e deteccdo em 294 nm. O gradiente de B foi realizado conforme: 10% de O-
3 min; 10-35% de 3-10 min; 35-60% de 10-40 min; 60-100% de 40-43 min; 100% de
43-45 min; 100-10% de 45-48 min; e 10% de 45-48 min. Apds 43 min a eluicao foi
realizada visando o retorno das condigdes iniciais e estabilidade do sistema para
analise de nova amostra.

Para construgcéo das curvas de calibragdo foi utilizado acido galico padrao
analitico (Sigma) e o diidrokaempferol-3-O-B-glicopiranosideo obtido no isolamento
quimico. A pureza desse flavonoide foi calculada em 79,23% (+£0,096) a partir da
propor¢gdo da area do pico cromatografico com a area total das substancias
observadas por CLAE-DAD em solugao de 200 pg/ mL injetada em triplicata.

A curva de calibragdo do acido galico foi construida nas concentragdes de
1,95; 3,96; 7,81; 15,62 e 31,25 pg/ mL, com detecgdo em 266 nm, e do flavondide
nas concentragdes de 62,5, 100, 180, 200, 250 e 500 pg/ mL, com detecgcdo em 294
nm.

As solugbes padrao foram preparadas sequencialmente com metanol:agua
(6:4) a partir de solugdo mée de 1000 ug/ mL. Cada diluigao foi injetada em duplicata
e, havendo resultados de area discordantes em mais de 5%, foi realizada nova
injecdo da amostra. A partir do valor médio de cada diluicdo foram construidas as
equacgdes de regressao para cada analito apontando os respectivos coeficientes de
correlacdo linear (R) e as faixas de linearidade, conforme exigéncia legal para
validag&o da linearidade do método (117).

A analise quantitativa foi realizada com as seis amostras coletadas durante o
ano de 2008 (item 4.2.1). As raizes pulverizadas (50 mg) foram extraidas com 10 mL

de metanol:agua (6:4), em banho de ultra-som por 10 min seguido de centrifugacéo
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por 5 min (5000 RPM). As solugbes foram preparadas extemporaneamente e
filtradas em filtro de 45 ym antes de serem injetadas. Cada solugéo foi analisada em
duplicata realizando nova introducdo de amostra com resultados de area
discordantes em mais de 5%. Os resultados foram expressos pela média seguido do

desvio padrao (DP) e coeficiente de variagdo (CV%).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FRACIONAMENTO QUIMICO E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Inicialmente, foi realizado o fracionamento quimico para se conhecer o perfil
de metabdlitos secundarios de C. regium e selecionar os potenciais marcadores
quimicos, imprescindiveis na analise quali (fingerprint) e quantitativa de drogas
vegetais. Considerando que os marcadores quimicos devem ser prioritariamente
substancias ativas (9), tanto o extrato bruto hidroalcodlico como as fragdes
sequenciais e algumas substancias isoladas foram avaliadas pelo ensaio
antimicrobiano. Este ensaio acompanhou o estudo quimico por estar associado ao
uso tradicional da raiz para o tratamento de inflamacdes e infeccbes e por
apresentar baixo custo, facilidade e reprodutibilidade (118).

A busca por substancias bioativas proveniente de plantas medicinais pode ser
direcionada por diferentes métodos estando, entre eles, a analise quimica e
biolégica do material vegetal processado de acordo com a indicagdo popular (2,
119). Sendo assim, o conhecimento da comunidade sobre o processo de coleta e
limpeza, bem como a técnica extrativa (maceragao, infusdo, decocgao), o tipo de
solvente extrator (vinho, vinagre, agua, aguardente) e a forma de uso, podem ser
importantes indicativos para o sucesso no isolamento de compostos ativos.

Nesta etapa da pesquisa, a natureza quimica dos metabdlitos secundarios
potencialmente ativos presentes na raiz de C. regium foi verificada através do
fracionamento do extrato hidroalcodlico obtido por maceragdao. O uso da solugao
hidroalcoodlica como veiculo extrator buscou similaridade com o vinho, agua e alcool,
solventes capazes de solubilizar substancias polares e usualmente, utilizadas na
fitoterapia popular para preparagédo de “chas e garrafadas”. A extragao exaustiva da
raiz de C. regium foi realizada por remaceragcdo sendo 0 macerado concentrado até
consisténcia xaroposa e submetido a particbes liquido-liquido em gradiente de
polaridade (Figura 17). O rendimento do extrato hidroalcodlico a partir da raiz seca
foi de 28% (g/g) sendo constituido em maior proporgao por substancias soluveis em
etanol:agua (54,2%) e acetato de etila (38,6%) (Figura 17 e Tabela 2).
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Tabela 2 — Rendimento (% p/p) das fragbes obtidas por partigdo no extrato hidroalcodlico e
na raiz seca de C. regium

Rendimento (%) no extrato | Rendimento (%) na raiz

Amostras hidroalcodlico seca
Fragao hexanica 1,2 0,4
Fracao cloroférmica 1,7 0,7
Fragao acetato de etila 38,6 16,9
Fragao butandlica 4,3 1,9
Fracao hidroalcodlica 54,2 23,9

Conforme Cechinel-Filho e Yunes (119) e Zuanazzi e Montanha (120), o
fracionamento quimico de plantas medicinais iniciado com o uso de solventes
extratores de polaridade crescente € viavel para separagao prévia de diferentes
classes quimicas. Afirmam que, o solvente acetato de etila € capaz de extrair
flavondides menos polares, xantonas, acidos triterpenos, compostos fendlicos nao
tanicos e outros metabdlitos menos polares, enquanto que, as substancias de maior
polaridade como taninos, agliconas poli-hidroxiladas, saponinas e outros glicosideos,
devem estar presentes em extratos hidroalcodlicos (agua:butanol, agua:metanol,
agua:etanol).

O ensaio para determinagao da atividade antimicrobiana realizado com o
extrato bruto e fragdes de C. regium evidenciou efeito inibitério de todas as amostras
testadas sobre S aureus e P. aeruginosa e auséncia de atividade sobre E. coli, E.
faecalis e K. pneumoniae.

Dentre os dois microorganismos inibidos, C. regium mostrou maior atividade
sobre S. aureus destacando os resultados obtidos com o extrato bruto hidroalcoodlico
(16,4 mm) e fragdes AcOEt (15,0 mm) e BUOH (13,8 mm) (Tabela 3). A inibicdo de
P. aeruginosa foi sutil formando halos entre 7,0 e 9,5 mm, porém, ressaltou os
efeitos da fragdo AcOEt (9,5 mm) e do extrato bruto hidroalcodlico (9,0 mm) e
mostrou maior inibicdo das fragcbes menos polares (Hex: 8,3 mm; CHCI3: 8,0 mm)
gquando em comparag¢ao com a inibicdo observada com as fragdes BuOH (7,6 mm) e
EtOH/H,0 (7,0 mm) (Tabela 3).

Estudo semelhante foi realizado por Oliveira et al. (68) que registraram efeito
inibitorio da raiz de C. regium sobre cepas selvagens de S. aureus e E. coli obtidas
de pacientes do Hospital Universitario-UFMS e isoladas no Laboratério de
Microbiologia-UFMS. Estes autores, afirmaram que o extrato hidroalcoodlico e a

fracao AcOEt possuem atividade semelhante e maior do que a fragao BuOH.
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Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com aqueles obtidos
por Oliveira et al. (68) no que se refere a andlise sobre S. aureus apontando
atividade do extrato bruto hidroalcodlico e enriquecimento das substancias ativas na
fracdo AcOEt, porém, ndo estdo de acordo com relagcdo a inibicdo de C. regium

frente a E. coli.

Tabela 3 — Potencial antimicrobiano de diferentes fragdes obtidas da raiz de C. regium
frente a S. aureus e P. aeruginosa

Halo de inibi¢ao (mm)

Amostras S. aureus ‘ P.aeruginosa
Extrato bruto hidroalcodlico 16,4 + 1,34 9,0 +1,00
Extrato hexanico 9,8+0,44 8,3+ 0,51
Extrato cloroférmico 10,0 £ 0,44 8,0+ 1,26
Extrato acetato de etila 15,0+ 0,70 9,5+0,55
Extrato butandlico 13,8+ 1,92 7,66 + 0,81
Fragao hidroalcodlica 12,8 £ 1,30 7,00 £ 0,00
Gentamicina 22,0+ 0,00 220+2,8
DMSO 0 0

O fracionamento quimico forneceu cinco derivados fendlicos [acido elagico
(1), diidrokaempferol (2), acido galico (3), galato de etila (4), diidrokaempferol-3-O-[3-
glicopiranosideo (5), e diidrokaempferol-3-O-B-(6""-galoil)-glicopiranosideo (6)], e
dois triacilbenzenos, conhecidos como cochlosperminas A (7), € B (8). Com excecéao
do diidrokaempferol (2) e seu glucosideo (5), € a primeira vez que as substancias
isoladas sao reportadas nesta espécie e o registro do diidrokaempferol-3-O-B-(6""-
galoil)-glicopiranosideo (6) € inédito na literatura. A elucidagdo estrutural de cada
substancia é apresentada a seguir (tépico 5.2).

O resultado fitoquimico desta pesquisa fortalece o padrao quimiotaxonémico
do género ja descrito na literatura, que reporta a presengca de flavondides,
triacilbenzenos, taninos galicos e elagicos em diferentes espécies de
Cochlospermum (74-80, 92).

Mediante rendimento, somente as substancias 1, 3 e 5 foram submetidas ao
ensaio antimicrobiano com discos impregnados com 0,1 mg. Os resultados
mostraram importante efeito inibitorio do acido galico (3) (14,0 mm) somente sobre
S. aureus e auséncia de atividade do acido elagico (1) e do diidrokaempferol-3-O-[3-
glicopiranosideo (5) frente a todos os microorganismos testados (Tabela 4). O
conhecimento biolégico destas substancias é registado na literatura e justifica os
resultados observados no ensaio antimicrobiano (68, 69, 120-131).
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Os acidos galico (3) e elagico (1) estdo relacionados com os taninos
hidrolisaveis que possuem agao adstringente, antimicrobiana e antifungica,
justificando as inibigcbes no crescimento de S. aureus e P. aeruginosa dos extratos
mais polares de C. regium (120-131).

O beneficio antimicrobiano do acido galico (3) motivou a patente de um gel
para o tratamento de infecgdo vaginal fonecendo sustentagdo ao uso popular do
decocto da raiz de C. regium em banho de assento (127). Conforme a literatura, o
flavondide (5) € dotado de acédo antinoceptiva e ndo possui agao antimicrobiana

reforgando o resultados observados (68,69) (Tabela 4).

Tabela 4 — Potencial antimicrobiano das substancias 1, 3 e 5
isoladas da raiz de C. regium frente a S. aureus

Amostras Halo de inibi¢gao (mm)
S. aureus

Substancia 1 0

Substancia 3 14,0 + 0,70

Substéancia 5 0

Gentamicina 22

DMSO 0

5.2 CARACTERISTICAS QUIMICAS E ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS DA RAIZ DE C. regium

5.2.1 Substancia 1

A substéncia 1 (500 mg) foi obtida por precipitacdo espontédnea na fragao
hidroetandlica apds, aproximadamente, 15 dias de repouso em geladeira (£10 °C).
Caracterizou-se como um solido amarelo, pouco soluvel em acetona e metanal,
decompondo-se totalmente em 360 °C. O comportamento por CCD indicou Rf 0,2
apos eluicdo com cloroférmio:acido acético:metanol:agua (64:32:12:08) em
cromatoplacas de celulose microcristalina. Essa substancia (10 mg) também foi
obtida pelo refracionamento cromatografico em coluna por adsor¢ao (silica) seguido
de permeacgédo em gel (Sephadex LH20) partindo do extrato acetato de etila (Figura
17).
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Os espectros obtidos por RMN, tanto de "H (simpleto intenso em & 7,4) como
de *C (5 sinais entre 5 110,43 e 159,95), indicaram natureza aromatica e presenca
de carbonila de éster (& 159,95) (Figura 20). O unico e intenso simpleto em & 7,4
fornecido por 'H correlacionado com apenas um sinal em & 110,43 observado em
DEPT 135° apontam a presenga de apenas um carbono metinico, sendo os outros
carbonos quaternarios (Figuras 20-22).

A analise espectroscoépica para determinagdo da massa molecular forneceu
pico do ion molecular m/z 300,9984, compativel com a férmula molecular C14H50g
(Figura 23).

Os resultados espectrais associados ao comportamento por CCD, ponto de
fusdo e solubilidade, quando em comparacdo com amostra auténtica e dados da
literatura, possibilitaram a identificagdo da substancia 1 como sendo o acido elagico,
molécula simétrica com 2 carbonos equivalentes metinicos (5,5°) e 12 carbonos
quaternarios equivalentes de par em par (C1,17; C2,2"; C3,3"; C4,4"; C6,6°; C7,7")
(Figura 19, Tabela 5) (125, 129, 130).

Figura 19 — Estrutura molecular da
substancia 1 (acido elagico).
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Tabela 5 — Comparagao entre os deslocamentos quimicos de 'H e "°C (3) da substancia 1 e
dados da literatura para o acido elagico

Substancia 1* Acido elagico** (125)

C 1H 13C 1H 13C

5 (M) 5 5 (M) 5
1,1 - 106,87 - 107,58
2,2° - 136,33 - 136,37
3,3 - 140,49 - 139,63
4.4 - 148,27 - 148,11
5,5 7,57 (s) 109,85 7,44 (s) 110,20
6,6 - 112,51 - 112,32
17,7 - 159,20 - 159,13

*TMS & 0; DMSO-dg; 'H 300 MHz; "°C 75 MHz.
** TMS & 0; DMSO- ds;: 'H 200 MHz; **C 50,3 MHz.

O acido elagico é produto da hidrolise de taninos hidrolisaveis formados por
unidades de acido hexahidroxidifendico esterificadas com unidades de glicose
(taninos elagicos). Sendo assim, a presenca abundante de acido elagico na fragao
hidroetandlica de C. regium caracterizou a degradag&o quimica dos taninos elagicos

que ocorreu durante o processo extrativo (131).
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Figura 20 — Expans&o do espectro de RMN "H (300 MHz, DMSO-ds) da substancia
1, na regido entre d 1,3 e 8,5.
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Figura 21 — Espectro de RMN *C (75 MHz, DMSO-dg) da substancia 1.
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Figura 22 - Expansao do espectro de DEPT 135° (75 MHz, DMSO-ds) da substancia
1, na regiao entre & 95 e170.
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Figura 23 — Espectro de massas da substancia 1 no modo de ion negativo.

5.2.2 Substancia 2

A substancia 2 (4 mg) foi obtida do extrato acetato de etila apods
fracionamento em coluna de silica (Figura 15) e caracterizou-se como um cristal
acicular incolor, muito soluvel em acetato de etila e metanol. A anélise por CCD
mostrou mancha majoritaria com Rf 0,68 apds eluicdo com cloroférmio:metanol (8:2)
seguido de revelagdo com NP/PEG ou iodo sublimavel, em cromatoplaca de silica
gel.

As andlises espectrais por RMN 'H e C forneceram conjunto de sinais
caracteristico de um flavanonol hidroxilado em C5, C7 e C4" (Figura 25). O anel A
hidroxilado nas posicbes 5 e 7 foi proposto com base nos simpletos largos
observados em 6 5,94 (H6) e 6,00 (H8) e pelos sinais dos carbonos metinicos em d
96,73(C6) e © 95,84 (C8) (Figuras 25 e 26) (132-134).
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Na regido de sinais relativos aos hidrogénios aromaticos foram observados
dois dupletos em & 7,38 e 6,87 que acoplaram entre si (J 8,4 Hz) e mostraram
integracdo de 2 H, peculiares de acoplamento orfo de um esqueleto flavonoidico
com anel B para substituido. Esta proposta foi confirmada por *C onde a maior
intensidade dos sinais em & 129,04 e & 115,51 reforgcou o padrao de substituicdo
para do anel B pela equivaléncia dos ambientes eletrénicos entre C2- C6" e C3 -
C5’" (Figura 22) (132-134).

Dois carbonos metinicos carbindlicos peculiares de um flavanonol foram
atribuidos ao anel C, onde os hidrogénios de C2 e C3 foram observados como
dubletos em & 4,96 e & 4,52 com constante de acoplamento (J) de 11,9 Hz,
indicando haver configuragao trans entre eles. Os carbonos C2, C3 e C4 soram,
respectivamente, observados em & 83,32, 72,28 e 196,13, comprovando auséncia
de ligagao olefinica entre C2 e C3 e presenga de carbonila em C4 (Figura 25 e 26)
(134).

Os sinais em & 3,91 ("H) e & 56,28 ('*C e DEPT 135°) sugeriram a presenca
de uma metoxila ligada a C5, C7 ou C4" (Figura 25-27) (132-133).

O conjunto de sinais espectrais obtidos por RMN 'H e 'C permitiu
caracterizar a substadncia 2 como a genina diidrokaempferol conhecida como
aromadendrina ou seu derivado metoxilado (Figura 24). A elucidagéo inequivoca foi
obtida pelo espectro de massas empregando ionizagdo electrospray no modo de
ionizagdo negativo que forneceu ion molecular m/z 287,05 [M] relativo a férmula
C45H1106’, bem como de seu aduto dimero em m/z 576,12, reforgando a identidade
da substancia 2 como o diidrokaempferol (Figura 28). Desta forma, os sinais de
metoxila obtidos por 'H, *C e DEPT 135° podem estar associados & impureza, que
também foi detectada por CCD.

A Tabela 6 apresenta a comparagado entre os deslocamentos quimicos de 'H
e ®C (3) da substancia 2 e dados da literatura para o diidrokaempferol (92).
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Figura 24 - Estrutura molecular da
substéancia 2 (diidrokaempferol).

Tabela 6 — Comparagado entre os deslocamentos quimicos de 'H e *C (5) da substancia 2 e
dados da literatura para o diidrokaempferol

Posi- | Tipo 1Substémcia 2 - Dii:jrokaempferol** (51)32)
cao deC H c H c

0 (M, Jem Hz) 0 0 (M, Jem Hz) 0
2 CH 4,97 (d, 11,9) 83,32 5,2 (d, 10,2) 85,3
3 CH 4,52 (d, 11,9) 72,28 4,9 (d, 10,2) 74,0
4 C - 196,13 - 198,8
5 C - 167,42 - 165,6
6 CH 5,94 (s) 96,73 5,8 (d, 2,1) 97,7
7 C - 173,67 - 169,1
8 CH 6,00 (s) 95,84 5,9 (d, 2,1) 96,7
9 C - 163,13 - 164,9
10 C - 107,13 - 102,2
1 C - 127,42 - 129,6
2’ CH 7,38 (d, 8,4) 129,04 7,3 (d, 8,6) 130,7
3 CH 6,87 (d, 8,4) 115,51 6,8 (d, 8,6) 116,5
4 C - 157,75 - 159,5
5 CH 6,87 (d, 8,4) 115,51 6,8 (d, 8,6) 116,5
6 CH 7,38 (d, 8,4) 129,04 7,3 (d, 8,6) 130,7

* TMS & 0; CDCls; "H 300 MHz; "°C 75 MHz.
“TMS & 0; CDsOD; 'H 300 MHz; *C 75 MHz.
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Figura 27 — Espectros de DEPT 135° (75 MHz, CDCl3) da substancia 2.
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Figura 28 — Espectro de massas da substancia 2 em modo de detecgao negativo.
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5.2.3 Substancia 3

O composto 3 (17 mg) apresentou aspecto cristalino incolor e inodoro, pouco
soluvel em cloroférmio, soluvel em metanol e ponto de fusdo entre 250 e 253°C. A
analise por CCD em cromatoplaca de silica gel forneceu mancha unica com Rf 0,8
apo6s eluicdo com cloroférmio:acido acético:metanol:agua (64:32:12:08) e revelagao
com iodo ou NP/PEG (fluorescéncia azul).

O espectro de absorgao na regido do IV (KBr) apresentou banda larga e forte
em 3371 cm™ e conjunto de absorcdes entre 1539-1616 e 1026-1265 cm™
referentes, respectivamente, as deformagdes axiais dos grupos hidroxila (O-H), C-C
de aromatico e carbindlico de fenol (Ar-C-O). O espectro também forneceu
absorcdes intensas de estiramento carbindlico em maior freqiiéncia (1323 cm™) e de
deformag&o axial de carbonila (1697 cm™) (Figura 30) (132, 133).

O conjunto de sinais e os deslocamentos quimicos adquiridos por RMN 3¢
reforcam as informacgdes obtidas por IV sobre a aromaticidade da substancia 3
(sinais entre & 109 e 167) substituida por uma carbonila (& 167) (Figura 31). Os
cinco sinais visualizados por RMN 'C associados a apenas um simpleto intenso em
0 7,14 e um sinal em DEPT 135° (& 110), bem como a maior intensidade em & 109,8
e 145,7 observadas por '°C, sugeriram uma simetria do anel aromatico onde ha
apenas um tipo de carbono metinico e quatro tipos de carbonos nao hidrogenados
(Figuras 31-33) (132-134).

Os resultados espectrais associados ao comportamento por CCD, ponto de
fusdo e solubilidade, quando em comparacdo com amostra auténtica e dados da
literatura, possibilitaram a identificagdo da substancia 3 como sendo o acido galico
(Tabela 7) (92, 135).

HC CH

4

CH

Figura 29 — Estrutura molecular da substancia 3
(acido galico).
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O &cido galico ja foi isolado de C. vitifolium e os seus ésteres (galatos de
metila e de etila) foram identificados em C. planchoni parecendo ser, portanto, uma

substancia comum do género Cochlospermum (92, 89).

Vale comentar que este metabdlito € considerado como marcador quimico de

drogas vegetais e bebidas (vinhos, frutas, sucos) em analises de controle de

qualidade (136 -138).

Tabela 7 — Comparagéo entre os deslocamentos quimicos de 'H e "°C (3) da substancia 3 e
dados da literatura para o acido galico

c Substancia 3* Acido galico** (92)
5'H *c 5'H c
5 (M) 5 5 (M) 5
1 - 121,7 - 120,7
2,6 7.11 (s) 109,8 7.08 () 109,1
3,5 - 145,7 - 145,1
4 - 138,3 - 138,3
7 - 167,5 - 169,1

*TMS 3 0; C3D¢O; 'H 300 MHz; ™°C 75 MHz.
*TMS & 0; CD;0D; "H 300 MHz; "*C 75 MHz.

Arbitrary
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)

Figura 30 — Espectro de absorgao na regido do infravermelho (KBr) da substancia 3.
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5.2.4 Substancia 4

A substancia 4 foi obtida (15 mg) apds fracionamento do extrato acetato de
etila em coluna empacotada com silica e eluida com misturas de cloroférmio:metanol
com gradiente crescente de polaridade (Figura 18). Apresentou-se como cristal
incolor, inodoro, pouco soluvel em acetato de etila e soluvel em metanol e acetona.
Em CCD realizada com cromatoplaca de silica gel apresentou fator de reteng¢ao 0,8
apos eluicdo com cloroférmio:acido acético:metanol:agua (64:32:12:8) e revelagéo
com iodo sublimavel ou cloreto férrico 5% (cor azul).

A proposta estrutural foi obtida pelo conjunto de informagbes fornecido por
EM e RMN 'H, "*C, DEPT 135°, gHMBC e gHMQC, comparados com dados da
literatura (139, 140).

O espectro de massas foi obtido empregando ionizagéo electrospray no modo
de ionizagédo negativo que forneceu o pico do ion molecular desprotonado em m/z
197,0460 relativo a formula CgHgOs', € os fragmentos m/z 169 [M-CH,CH3] e m/z
124 [M-CH2CH3 - CO,] (Figura 35) (132, 133).

Os sinais adquiridos por RMN 'H, *C, DEPT 135° sdo semelhantes aos ja
apresentados para a substanica 3 (acido galico) havendo, entretanto, sinais em
campo mais alto relacionados com a presenca de carbono metilénico carbindlico e
metila caracteristicos de etila de etdxido (Figuras 36-38) (132, 133).

Por RMN 'H observou-se simpleto intenso na regido de hidrogénios
aromaticos (0 7,05, 2H), quarteto na regido de hidrogénios de metileno carbindlico (o
4,27, 2H, J= 7,12 Hz) e tripleto em campo alto relacionado a presenca de metila (o
1,34, 3H, J= 7,12 Hz). O espectro de >C associado & DEPT 135°, sugerem a
presenga de uma carbonila (& 168,5), carbonos quaternarios aromaticos (6 139,7 e
146,4), carbonos metinicos aromaticos (6 108,1), um carbono metilénico carbindlico
(® 61,6) e um grupo metila (& 14,6) (Figuras 36-38) (132, 133). Os sinais de maior
intensidade em & 110,0 e 146,5 reforcam a simetria do anel aromatico semelhante
ao que foi discutido para a substancia 3 (acido galico).

O acoplamento direto heteronuclear entre 'H e ®C (gHSQC) mostrou
correlagdes entre os sinais de carbono observados em 6 110,0 (C2 e C6), 61,7 (C8)
e 14,62 (C9) com os sinais de hidrogénio em & 7,05 (2H, s, H2 e H6), 4,27 (2H, q,
J=7 Hz, H8) e & 1,34 (3H, t, J= 7 Hz, H9), respectivamente (Figura 39). Ja as
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correlagdes entre C8 x H9 e C9 x H8 observadas no mapa de contornos de gHMBC
reforcam a presenca de grupo etila caracterizada por RMN 'H e '*C (Figura 40) (132,
133).

Todos os dados fornecidos, comparados com dados da literatura, sugerem

sobre a identidade da substancia 4 como o galato de etila (Tabela 8) (139, 140).

Figura 34 — Estrutura molecular da
substéancia 4 (galato de etila).

Abad et al. (141) e Ceruks et al. (140) afirmaram que o uso do metanol ou
etanol como solvente, em funcdo da temperatura em que sao utilizados, pode
provocar acetilacdo ou transcetilacdo de aldeidos ou a esterificacdo parcial ou
completa de acidos possibilitando a formagéo de ésteres do acido galico em extratos
vegetais. Neste sentido, foi verificada a possibilidade de 4 ser um artefato produzido
pela extragao hidroetandlica da raiz de C. regium, através da analise qualitativa por
CLAE com o extrato bruto metandlico. A auséncia de galato de etila (4) (Tr= 3,1 min)
observada pelo experimento sugere que este composto ndo € de ocorréncia natural
nesta espécie (Figura 41).

Ceruks et al. (140) também informaram que os galatos de metila e de etila
apresentam atividade anti-radical sobre o DPPH, descorando-o em cromatoplacas
nebulizadas com solugdo metandlica de 2 mg/ mL.



Tabela 8 — Comparacdo entre os deslocamentos quimicos de 'H e "*C (3) da substancia 4
e dados da literatura para galato de etila, e correlagdo direta heteronuclear entre 'H e '*C
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(gHSQC)
Posi- | Tipo S1ubstanCIa 4 N Gal?to de etila (11:10) gHMBC
cio | deC H C H C
6 (M, Jem Hz) o 6 (M, Jem Hz) o
1 C - 121,7 - 119,6 H2, H6
2 CH 7,05 (s) 110,0 6,92 (s) 108,5 H6
3 C - 146,5 - 145,6 H2
4 C - 139,7 - 138,6
5 C - 146,5 - 145,6 H6
6 CH 7,05 (s) 110,0 6,92 (s) 108,5 H2
7 C - 168,6 - 165,9 H2, He6,
H8
8 CH, 4,27 (q, 7,0) 61,7 4,18 (q,7,2) 60,0 H9
9 CH,3 1,34 (t, 7,0) 14,6 1,25 (t, 7,2) 14,3 H8

*TMS & 0;: CD;0D; 'H 200 MHz; ™*C 50,3 MHz.
*TMS & 0; DMSO-ds; 'H 200 MHz; '3C 50,3 MHz.
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Figura 35 — Espectro de massas da substancia 4 no modo de ionizagdo negativo.
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Figura 39 - Mapa de contornos de gHSQC (300 MHz/ 75 MHz, CD3;OD) da
substancia 4.
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Figura 40 — Mapa de contornos gHMBC (300 MHz/ 75 MHz, CD3;0D) da substancia
4,
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5.2.5 Substancia 5

O composto 5 (23 mg) foi caracterizado como um precipitado amorfo amarelo
claro, inodoro, muito soluvel em metanol e soluvel em acetona, obtido (15 mg) do
extrato acetato de etila apos fracionamento em coluna cromatografica empacotada
com silica gel e eluida com cloroférmio:metanol em gradiente crescente de
polaridade (Figura 18).

As melhores condicbes para o0 deslocamento da substancia 5 em
cromatoplacas de silica foram obtidas empregando eluentes polares uteis para o
deslocamento de substancias fendlicas. Neste sentido, foram determinados pelos Rf
0,6 e 0,5 apds eluicdo com cloroférmio:acido acético:metanol:agua (64:32:12:08) e
acetato de etilazmetanol:agua (100:13:10), respectivamente. A substancia
apresentou intensa fluorescéncia amarela pos nebulizagdo de NP/PEG seguido de
incidéncia de luz ultravioleta (366 nm).

O espectro de absorg¢ao na regiao do IV (KBr) (Figura 43) sugeriu a presenca
de hidroxila, anel aromatico, carbonila conjugada e grupo carbindlico devido as
bandas caracteristicas de deformacdes axiais de O-H (3386 cm™), C=C de
aromaticos (1639 e 1515 cm™), C=0 (1697 cm™) e C-O (1284 cm™) (132, 133).

Pelo espectro de massas utilizando ionizagdo por electrospray no modo de
ionizagdo negativo, foi obtido o ion desprotonado em m/z 449,1120 compativel com
a férmula molecular de C21H210441 [M-H] (Figura 44).

Todos os dados espectrais obtidos por RMN 'H, *C, DEPT 135° e gHSQC
sugeriram que a amostra analisada constitui-se majoritariamente por um flavanonol
monoglicosilado com estreita similaridade com a substancia 2 (Figuras 45-49) (132-
134).

O padrao de substituicdo dos anéis A e B sdo semelhantes ao da substancia
2 onde o anel A possui grupos hidroxila em C5 e C7 e o anel B é substituido em
posicao para. Com relacdo ao anel A, tais afirmacgdes sdo atribuidas aos sinais dos
carbonos metinicos C6 e C8 em 0 96,4 e 97,4 relacionados com 0s sinais 0s
hidrogénios em &6 5,89 (d, J=1,99) e 5,91 (d, J= 1,99). Ja o anel B 1,4 dissubstituido
€ apontado por H2'-H6" e H3’- H5'que, respectivamente, sdo observados como
dupletos em & 7,36 (J= 8,5 Hz, 2H) e 6 6,81 (J= 8,5 Hz, 2H), associados aos sinais

intensos em & 130,5 e 116,3, no espectro de "°C (Figuras 45-49). Os acoplamentos
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diretos entre os carbonos dos anéis A e B com seus respectivos hidrogénios foram
caracterizados pelo mapa de contornos gHSQC (Figuras 45-49) (132-134).

A natureza do anel C também pdOde ser sugerida devido aos dupletos de H2 e
H3 em & 4,97 e 5,26 (1H, J= 10,2 Hz) compativeis com a funcionalizagdo de um
flavanonol, ndo havendo ligacdo olefinica entre C-2 e C-3 (Figura 45-49). Por °C, o
deslocamento da carbonila em & 196,1 associado aos sinais de carbonos
oximetinicos em & 83,6 (CH, C-2) e 6 78,2 (CH, C-3) confirmaram a auséncia de
carbonos olefinicos no anel C reforcando a proposta de um flavononol caracterizado
pela analise espectral de "H. Por gHSQC, estes sinais mostram acoplamento entre
os dupletos em 6 4,97 e 5,26 confirmando a correlagao direta entre C2 x H2 e C3 x
H3 (Figuras 50 e 51) (132-134).

O sinal em & 62,6 atribuido ao carbono metilénico C6"" e o conjunto de sinais
0 102,6 (C17), 77,6 (C5™"), 77,2 (C37"), 74,6 (C2"") e 71,2 (C4"") caracterizaram a
unidade monosica como sendo o agucar D-glicopiranose (Tabela 9). O espectro de
RMN "H apresentou dupleto em & 3,80 atribuido ao hidrogénio anomérico (H1""),
cuja constante de acoplamento de 7,69 Hz indicou a configuragdo B para a unidade
de glicose. Pelo mapa de contornos gHMBC foi possivel determinar o local de
insercdo do grupo glicosila a unidade flavénica pelas correlagdes entre os sinais 0
4,97 (H3) e 8 102,6 (C17"), bem como com as correlagdes entre d 3,80 (H1") e &
78,2 (C3) (Figura 52). A analise espectral por RMN 'H permitiu ainda sugerir a
relacdo anti entre o grupo glicosila e o anel B pelo acoplamento axial-axial
observado pela constante de acoplamento (J) de 10,2 Hz entre os dupletos em & 5,2
e 4,9 de H2 e H3 (Figura 47) (AGRAWAL, 1992; REGASINI et al., 2008).

Os resultados espectrais associados ao comportamento por CCD e
solubilidade, quando em comparagao com amostra auténtica e dados da literatura,
bem como as correlagbes observadas por gHSQC e gHMBC, possibilitaram
reconhecer a substadncia 5 como o diidrokaempferol-3-O-B-glicopiranosideo
(aromadendrina 3-O-B-glucopiranosideo) (Figura 42) (67, 139, 144).

E importante ressaltar que os deslocamentos atribuidos para C3 (8 77,2)
diferiu do citado por Baderschneider e Witerhalter (139), conforme apresentado na
Tabela 9 (C3 — & 78,2). A identificacdo destes sinais se mostra inequivoca para 5
mediante a interpretagdo dos espectros heteronucleares gHSQC e gHMBC (Figuras
50-52).
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A Tabela 9 relaciona os valores dos deslocamentos quimicos de 'H e *C com

dados da literatura referentes a este composto.

Figura 42 — Estrutura molecular de 5 (diidrokaempferol-3-O-3-
glicopiranosideo).

Tabela 9 — Comparacdo entre os deslocamentos quimicos de 'H e "*C () da substancia 5 e

dados da literatura para o diidrokaempferol-3-O-3-glicopiranosideo
Aromadendrina 3-O-f3-
Posi- | Tipo Substancia 5* glicopiranosideo** (139)
cao de C H B3c H 3¢
o (M, Jem Hz) o 0 (M, Jem Hz) 0
2 CH 5,26 (d, 10,2) 83,6 5,26 (d, 10,0) 83,5
3 CH 4,97 (d, 10,1) 77,2 4,95 (d, 10,0) 78,2
4 C - 196,1 - 195,5
5 C - 164,2 - 165,6
6 CH 5,89 (d, 2,0) 96,4 5,91 (d, 2,0) 96,9
7 C - 169,1 - 170,9
8 CH 5,91 (d, 2,0) 97,4 5,89 (d, 2,0) 96,9
9 C - 165,5 - 164,2
10 C - 102,6 - 102,6
1 C - 128,5 - 128,7
2 CH 7,36 (d, 8,5) 130,5 7,36 (m) 130,4
3 CH 6,81 (d, 8,5) 116,3 6,81(m) 116,2
4 C - 159,3 - 159,3
5 CH 6,81 (d, 8,5) 116,3 6,81(m) 116,2
6 CH 7,36 (d, 8,5) 130,5 7,36(m) 130,4
17 CH 3,80 (d, 7,7) 102,6 3,82 (d, 8,0) 102,6
27 CH 74,6 74,6
37 CH 77,6 77,2
47 CH 2,95-3,30 (m) 71 ’2 2,98 - 3,2 (m) 71 ,2
57 CH 78,2 77,6
6a CH, 3,60 (dd, 5,7) 62,6 3,59 (dd, 5,5) 62,6
6"b 3,73 (d, 2,1) 3,75 (dd, 2,5)

*TMS 8 0; CD;0D; 'H 300 MHz; ™°C 75 MHz.
*TMS & 0; CD;0D; 'H 500 MHz; "*C 90,6 MHz.
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Figura 43 — Espectro de absorgao na regido do Infravermelho (KBr) da substancia 5.
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Figura 44 — Espectro de massas da substancia 5 em modo de
ionizagao negativo.
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Figura 45 — Espectro de RMN "H (300 MHz, CDsOD) da substancia 5.
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Figura 46 — Espectro de RMN *C (300 MHz, CDs;0D) da substancia 5.
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Figura 47 — Expansdes do espectro de RMN 'H (300 MHz, CD3;0D) da substancia 5,
nas regides entre 8 2,0-8,0; 6,5-7,7; 4,6-6,0 e 2,8-4,2.
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Figura 48 — Expansdes do espectro de RMN "*C (75 MHz, CDs;0D) da substancia 5,
nas regides entre & 60-195, 140-195 e 55-140.
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Figura 49 — Espectro de DEPT 135° (75 MHz, CD3;OD) da substancia 5 e
ampliagao na regiao entre d 60 e 140.
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Figura 50 — Espectro de gHSQC (300 MHz/75 MHz, CD3;0D) da substancia 5.



Figura 51 — Ampliagdes do espectro de gHSQC (300 MHz/75 MHz, CD5;0D) da
substancia 5, nas regides entre 6 2,8-5,4 x 45-105; 2,8-4,0 x 70-85 e 4,5-5,5 x
74-89.
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Figura 52 — Espectro de gHMBC (300 MHz/75 MHz, CD3;OD) da substéancia 5 e
ampliagdes as regides entre 6 3,5-6,0 x 70-90 e 6,3-8,0 x 100-180.



