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REsumMO

Isolamento biomonitorado de flavondides de Sedum dendroideum:
comprovacao de seu uso popular em processos inflamatoérios

GI1ANY OLIVEIRA DE MELO
Orientadora: S6nia Soares Costa

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em Quimica de Produtos
Naturais, Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais, da Universidade Federal do Rio de Janeiro -
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias.

O sumo das folhas de Sedum dendroideum (Crassulaceae), conhecido popularmente
por balsamo, é utilizado no tratamento de Ulceras gastrintestinais e de afeccdes de pele.
Considerando a importancia terapéutica desta espécie, este trabalho teve como objetivo seu
estudo quimico e farmacoldgico, visando justificar seu uso na medicina popular.

O estudo fitoquimico do balsamo levou ao isolamento de dez flavondides. A partir do
sumo das folhas foram isolados 8 flavondides, todos derivados de kaempferol: kaempferol
3-0-a-L-ramnopiranosideo-7-0-a-L-ramnopiranosideo (SF1; kaempferitrina), kaempferol 3-
0O-p-D-glicopiranosideo-7-0-a-L-ramnopiranosideo (SF2), kaempferol 3-0-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosideo-7-0-a-L-ramnopiranosideo (SF3), kaempferol
3-0-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-p-D-glicopiranosideo-7-0-p-D-glicopiranosideo (SF4),
kaempferol 3-0-B-D-xilopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosideo-7-0-a-L-ramnopiranosideo
(SF5, um flavonodide inédito), kaempferol 7-O-a-L-ramnopiranosideo (SF6), kaempferol 3-
O-o-L-ramnopiranosideo (SF7; afzelina) e kaempferol (SF8). Do extrato aquoso dos caules
foram isolados cinco flavonodides: dois sdo glicosideos de quercetina (quercetina 3-O-p-D-
glicopiranosideo-7-0-a-L-ramnopiranosideo e quercetina 3-0-a-L-ramnopiranosideo-7-0-a-
L-ramnopiranosideo), e trés ja tinham sido encontrados nas folhas (SF1, SF2 e SF3). A
elucidacdo estrutural dos flavondides foi feita com base nas andlises de RMN 'H, '3C, DEPT
135, COSY, HMQC, HMBC e Espectrometria de Massas.

A analise do sumo das folhas por CLAE-UV-EM permitiu determinar SF1 como o
flavondide majoritério presente no balsamo, seguido de SF2 e SF3.

O sumo das folhas de S. dendroideum foi avaliado quanto as atividades
antinociceptiva, antiedematogénica e antiinflamatéria apds sua administracdo por via oral
em camundongos. Observou-se um efeito analgésico dose dependente, sem efeitos sobre o
sistema nervoso central. Além disso, foram evidenciadas as atividades antiedematogénica e
imunossupressora, confirmando a presenca de substancias no sumo que influenciam a
sintese de mediadores inflamatoérios, exercendo, assim, a atividade antiinflamatoria.

O estudo fitoquimico do sumo das folhas utilizando a estratégia de fracionamento
biomonitorado pela atividade antinociceptiva levou a uma fracao flavonoidica ativa, de onde
apenas quatro flavondides apresentaram massa disponivel para os ensaios farmacoldgicos:
SF1, SF2, SF3 e SF6.

Os flavondides foram avaliados quanto as atividades antinociceptiva e antiinflamatoria
in vivo. Todos os flavondides testados apresentaram atividade, em maior ou menor grau,
mostrando que estes contribuem conjuntamente para os efeitos observados no sumo.
Entretanto, considerando que SF1 é o flavondide majoritario presente no balsamo, ele pode
ser considerado como principal responsavel por essas atividades. Enquanto a administragdo
por via oral do sumo (1 g/mg) inibiu 54,6% a nocicepgao e 67,8% a migragdo leucocitaria,
SF1 apresentou inibicdao de 59,9% (1 mg/kg) e 43,0% (10 mg/kg), respectivamente.

O estudo quimico e farmacoldgico das folhas de Sedum dendroideum levou ao
isolamento de flavonoides ativos, o que justifica o uso desta planta medicinal pela
populacdo no combate a doencas que envolvem processos inflamatorios.

Palavras-chave: Sedum dendroideum; Crassulaceae; flavonéis glicosidicos; kaempferol;
quercetina; folhas; caules; atividade antinociceptiva; atividade antiinflamatoria; RMN.

Rio de Janeiro
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ABSTRACT

Bio-guided isolation of flavonoids from Sedum dendroideum: support of its
popular use to treat inflammation

GI1ANY OLIVEIRA DE MELO
Orientadora: S6nia Soares Costa

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em Quimica de Produtos
Naturais, Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais, da Universidade Federal do Rio de Janeiro -
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias.

The fresh juice from leaves of Sedum dendroideum (Crassulaceae), known popularly
as balsam, is used to treat ulcers and dermatitis. Considering the therapeutic profile of this
species, the aim of this work was to asses the chemical and pharmacological properties that
could explain its use in folk medicine.

The phytochemical investigation of balsam yielded ten flavonoids. From leaf juice eight
flavonoids were obtained, all of them kaempferol derivatives: kaempferol 3-O-a-L-
rhamnopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside (SF1; kaempferitrin), kaempferol 3-O-a-D-
glucopyranoside-7-0O-a-L-rhamnopyranoside (SF2), kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-
(1—-2)-p-D-glucopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside  (SF3), kaempferol 3-O-a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranoside-7-O-B-D-glucopyranoside (SF4), kaempferol
3-0-B-D-xylopyranosyl-(1—2)-p-D-glucopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside (SF5, a
new flavonoid), kaempferol 7-O-a-L-rhamnopyranoside (SF6), kaempferol 3-O-a-L-
rhamnopyranoside (SF7; afzelin) and kaempferol (SF8). From stem extract five flavonoids
were obtained: two are quercetin glycosides (quercetin 3-O-a-D-glucopyranoside-7-O-a-L-
rhamnopyranoside and quercetin 3-O-a-L-rhamnopyranoside-7-O-a-L-rhamnopyranoside)
and three were found previously in leaves (SF1, SF2 e SF3). The chemical structures of
flavonoids were based on 'H, *C NMR, DEPT 135, COSY, HMQC, HMBC data and Mass
Spectrometry.

The analysis of the leaf juice by HPLC-UV-MS permitted the determination of SF1 as
the major flavonoid in balsam, followed by SF2 and SF3.

The antinociceptive, antioedematogenic and anti-inflammatory activities of fresh juice
from S. dendroideum leaves were evaluated, after oral administration in mice. The juice
caused a dose-related analgesic effect, without involvement of central analgesic
mechanisms. Furthermore, the antioedematogenic and immunosuppresive activities were
exhibited, confirming the presence of substances in the juice that influence inflammatory
mediator synthesis, characterizing the anti-inflammatory activity.

The phytochemical study of the juice from leaves of S. dendroideum using the
strategy of bio-guided purification by antinociceptive activity yielded an active flavonoid-
enriched fraction, of which only four flavonoids with sufficient weight were evaluated by
pharmacological assays: SF1, SF2, SF3 and SF6.

Flavonoids were evaluated as to in vivo antinociceptive and anti-inflammatory
activities. All the flavonoids assessed show activity, in a large or small range, showing that
these substances contribute to the effects observed with the fresh juice. However, as SF1 is
the most abundant flavonoid in this species, it can be considered as the main one
responsible for these activities. While the oral administration of fresh juice (1 g/mg) in mice
inhibited 54.6% of nociception and 67.8% of leukocyte migration, SF1 showed inhibition of
59.9% (1 mg/kg) and 43.0% (10 mg/kg), respectively.

These chemical and pharmacological studies of Sedum dendroideum leaves led to
isolation of active flavonoids, which explain the medicinal use of this plant by the public.

Keywords: Sedum dendroideum; Crassulaceae; glycosyl flavonols; kaempferol; quercetin;
leaves; stems; antinociceptive activity; anti-inflammatory activity; NMR.

Rio de Janeiro
Agosto, 2006
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A REACAO INFLAMATORIA

A inflamacdo é uma resposta protetora imediata que ocorre nos tecidos sempre que
ha lesdo ou destruicdo tissular. O processo inflamatério envolve uma série de fendmenos
que podem ser desencadeados pela invasdo de um patégeno (microorganismo causador de
doenca) ou pela agcdo de agentes fisicos (radiagdo, queimadura, trauma), quimicos
(substancias causticas), isquemia e interagbes antigeno-anticorpo (SILVA & CARVALHO,
2004).

Essas reagBes sdo protetoras, isto €, possuem valor em termos de sobrevivéncia do
individuo. Entretanto, em alguns casos, as respostas de defesa podem atuar
impropriamente contra substancias indcuas externas ao corpo ou contra tecidos do proprio
corpo, de modo que as préprias respostas podem produzir lesbes e passar a constituir parte
do processo patoldgico (SILVA & CARVALHO, 2004).

A area inflamada, em nivel macroscépico, apresenta caracteristicas marcantes. A
regidao atingida apresenta-se avermelhada, edemaciada, quente e dolorosa, havendo
interferéncia ou alteracdo na funcdo. O resultado final do processo inflamatério pode ser a
cura, com ou sem cicatrizacdo, ou a inflamacdo cronica, se o patdogeno ou a substancia
nociva persistirem (LUENGO, 2005).

A reacao inflamatoéria aguda consiste em dois componentes: uma reacao inata, ndo

imunolodgica, e uma resposta imune especifica adquirida.

ReacoOes Inatas

As reacOes inatas ocorrem localmente no interior dos tecidos, podendo se dividir em
eventos vasculares (onde sdo produzidos mediadores a partir do plasma e das células
provocando vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular com exsudagao) e eventos
celulares (BUCKLE & HEDGECOCK, 1997; LUENGO, 2005).

A vasodilatacdo € produzida por diversos mediadores quimicos (histamina,
prostaglandinas E, e I,) formados em decorréncia da interacdo do microorganismo com o
tecido. Alguns desses mediadores (histamina e PAF - fator de agregacdo plaquetaria, por
exemplo) também sdo responsaveis pela fase inicial de aumento da permeabilidade vascular
(LAWRENCE et al., 2002).

Nos eventos celulares, as células envolvidas na inflamagdo estdo normalmente
presentes nos tecidos (células endoteliais, mastocitos e macréfagos teciduais) ou entdo tém
acesso ao local a partir do sangue (plaquetas e leucocitos) (LAWRENCE et al., 2002; ABBAS
& LICHTMAN, 2003).



Resposta imunolégica especifica

A resposta imunoldgica especifica a um microorganismo invasor melhora
acentuadamente a eficacia das respostas inatas ndao imunoldgicas do hospedeiro, ja que ela

se torna especifica contra um determinado patégeno invasor.

As principais células dessa resposta sao os linfocitos, que sdo divididos em trés grupos
principais: células B, responsaveis pela producdo de anticorpos; células T, importantes na
fase de inibicdo da resposta imune e responsaveis pelas reagdes imunes mediadas por
células; e células NK (natural killer), células especializadas que sdo ativadas na resposta
inata ndo imunoldgica (ABBAS & LICHTMAN, 2003).

A participacdo de linfécitos na resposta imune especifica envolve duas fases: uma fase
de inducdo, onde os linfécitos T regulam o desenvolvimento adicional da resposta imune, e
uma fase efetora, onde as reacdes podem ser mediadas por anticorpos ou por células
(ABBAS & LICHTMAN, 2003; ROBERTS II & MORROW, 2005).

Os anticorpos, envolvidos na resposta humoral, melhoram acentuadamente a resposta
do hospedeiro a determinado patdgeno. Entretanto, como os anticorpos ndo podem alcancar
os patégenos quando estes se encontram no interior das células, foram desenvolvidos
mecanismos imunes mediados por células, onde os linfocitos envolvidos nessa resposta
migram para a area inflamada através da interagcdo entre as moléculas de adesdo e a célula
endotelial e o linfocito (ABBAS & LICHTMAN, 2003).

MEDIADORES DA INFLAMACAO

A lesdo tissular ou a exposicdo de macrofagos, neutrdfilos ou outras células
inflamatorias a diferentes patdgenos durante o processo infeccioso resulta na formacgdo,
producédo e liberacdao de diversos mediadores quimicos. Estes serdo os responsaveis pelas
caracteristicas marcantes da area inflamada, onde esta se apresenta avermelhada,
edemaciada, quente e dolorosa (TRACEY, 2002; LUENGO, 2005).

Histamina

A histamina estd armazenada em granulos dos mastdcitos e basdfilos. E secretada
quando os componentes do sistema do complemento interagem com receptores de
membrana especificos, ou quando o antigeno interage com imunoglobulinas fixadas a
células. Sua acdo no processo inflamatdrio esta relacionada com a vasodilatagdo e com o
aumento da permeabilidade vascular (LAWRENCE et al., 2002).



Eicosandides

Os eicosandides ndao sdo encontrados pré-formados nos tecidos, sdo produzidos a
partir de fosfolipidios. Os eicosandides estdo implicados no controle de numerosos
processos fisiopatolégicos e estdo entre os mais importantes mediadores e moduladores da
reagdo inflamatéria (MALAN JR & PORRECA, 2005).

Os eicosandides sdo derivados do acido araquiddnico, que podem ser liberados a partir
de fosfolipidios pela acdo da fosfolipase A, (processo em uma etapa), ou em duas etapas
envolvendo a fosfolipase C e a diacilglicerol lipase (MORROW & ROBERTS II, 2005).

O acido araquidbnico livre pode ser metabolizado pelas ciclooxigenases (COX),
iniciando a biossintese de prostandides (prostaglandinas e tromboxanos), ou pelas

lipoxigenases (LOX), originando os leucotrienos.

Prostandides

A ciclooxigenase (COX) atua sobre o acido araquidonico produzindo endoperdxidos
ciclicos (PGG, e PGH,) que ddo origem aos prostandides (PG - prostaglandinas e TX -
tromboxanos). Estes afetam a maioria dos tecidos, exibindo uma variedade de efeitos
notérios (MORROW & ROBERTS II, 2005; BOTTING, 2006) (Figura 1).
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Figura 1: Biossintese das prostaglandinas (modificado de BOTTING, 2006).



A resposta inflamatdria é sempre acompanhada de liberagdo de prostandides, onde a
PGE, é predominante. Em areas de inflamacdo aguda, a PGE, e a PGI, sdo produzidas pelos
tecidos e vasos sanglineos locais, enquanto os mastécitos liberam PGD,. Na inflamacao
cronica, as células da série mondcitos-macréofagos também liberam PGE, e TXA,
(SAUTEBIN, 2000; LAWRENCE et al., 2002).

Leucotrienos (LT)

O LTB,4 é o principal leucotrieno envolvido no processo inflamatorio. Ele exerce potente
atividade quimiotatica para leucdcitos polimorfonucleares, eosindfilos e mondcitos,
promovendo a migracao destes tipos celulares para o local afetado. Uma vez no sitio, os
leucotrienos irdo ativar as células da série branca, promovendo a desgranulacdo e a
producdo de superoxidos, que contribuem para os danos teciduais caracteristicos da
inflamagao (BUCKLE & HEDGECOCK, 1997; LAWRENCE et al., 2002; MORROW & ROBERTS
II, 2005).

Fator de Ativacao Plaquetaria — PAF

O PAF, outro mediador derivado de fosfolipidio, é liberado indiretamente por muitas
células inflamatdrias ativadas através da atividade da enzima PLA, sobre receptores
especificos (MORROW & ROBERTS II, 2005).

Dentre as agOes farmacoldgicas do PAF destacam-se a vasodilatagdo, com
conseqliente aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia para leucocitos (eosinofilos,
principalmente), ativacdo de leucocitos e ativacdo e agregacao plaquetaria (MORROW &
ROBERTS II, 2005).

Bradicinina

A bradicinina é um peptideo vasoativo formado pela acdo da calicreina sobre
substratos protéicos, denominados cininogénios. E formada quando a calicreina é ativada,
ou seja, quando ha exposicao de colageno, membrana basal, lipopolissacarideos bacterianos
entre outros (BROWN & ROBERTS II, 2005).

Na inflamagdo, a bradicinina causa vasodilatacdo (dependente, em grande parte, da
célula endotelial devido a producdo de NO e ativacdo de PLA,, com liberagao de
prostaciclina), aumento da permeabilidade vascular e estimulagdo das terminagdes nervosas
para a dor (BROWN & ROBERTS II, 2005).



Oxido Nitrico (NO)

O NO possui agdes principalmente pro-inflamatérias. Trata-se de um potente
vasodilatador, que aumenta a permeabilidade vascular e a produgdo de prostaglandinas
pro-inflamatérias. O NO ou derivados exercem acdo citotoxica contra bactérias, fungos,
virus e parasitas além de potencializar os mecanismos de defesa local. Entretanto, em
excesso, pode ser prejudicial para as células do hospedeiro (SAUTEBIN, 2000; LAWRENCE
et al., 2002).

O NO é sintetizado pela NO sintetase (NOS). Existem trés isoformas, sendo a forma
indutivel (iNOS), induzida em macroéfagos e outras células pelo INF-y (interferon v), que esta

envolvida nas reacdes inflamatdrias (SAUTEBIN, 2000).

Neuropeptideos

Os neuropeptideos liberados dos neurGnios sensoriais contribuem para as reagoes
inflamatorias, constituindo um fenémeno conhecido como inflamagdo neurogénica. Os
principais peptideos sdao a substancia P, a neurocinina A e o peptideo relacionado ao gene
da calcitonina (TRACEY, 2002).

Citocinas

As citocinas sdo peptideos que, nas reagdes imunes e inflamatorias, sdo liberados e

regulam a acdo de células inflamatoérias e do sistema imune (TRACEY, 2002).

Neste grupo estdo incluidos as citocinas proé-inflamatérias TNF-a (fator de necrose
tumoral a) e IL-1 (interleucina-1), liberadas dos macréfagos e de muitas outras células, que
podem desencadear uma cascata de citocinas secundarias, entre as quais se destacam as
guimiocinas (subfamilia de citocinas que atraem e ativam as células inflamatdérias médveis)
(TRACEY, 2002; LAWRENCE et al., 2002; ROBERTS II & MORROW, 2005).



FARMACOS UTILIZADOS NO COMBATE AO PROCESSO INFLAMATORIO

Os principais agentes antiinflamatdrios sdao representados pelos glicocorticdides e

pelos antiinflamatérios ndo esteroidais.

Glicocorticdoides

A acdo antiinflamatoéria dos glicocorticoides (por exemplo, a hidrocortisona e a
dexametasona; Figura 2) deve-se, em grande parte, a inibicdo da transcricdo do gene da
ciclooxigenase-2 e a inducao da proteina lipocortina, um inibidor da enzima fosfolipase A,.
Sao muito utilizados na terapia das doencgas auto-imunes e na prevencdo e/ou tratamento
da rejeigao de transplantes (SCHIMMER & PARKER, 2005).
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Figura 2: Dois exemplos de glicocorticdides.

Entretanto, os principais farmacos utilizados no tratamento dos sinais e sintomas da

inflamacado sao os antiinflamatoérios ndo esteroidais.

Agentes antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINES)

Os AINEs (antiinflamatdrios ndo esteroidais) sdo os agentes antiinflamatdérios mais
utilizados na terapéutica. Na atualidade, ja existem mais de 50 AINEs diferentes no
mercado, porém nenhum deles é ideal no controle ou na modificagdo dos sinais e sintomas
da inflamacgdo, particularmente aqueles que ocorrem nas doengas articulares inflamatorias
comuns. Praticamente todos os AINEs do mercado possuem efeitos indesejaveis

significativos, particularmente nos individuos idosos (FLOWER, 2003).

Seus efeitos (antiinflamatérios, analgésicos e antipiréticos), em geral, estdo
relacionados com a inibicdo da araquidonato ciclooxigenase (COX) e, portanto, inibicdo da
producao de prostaglandinas e tromboxanos (ROBERTS II & MORROW, 2005).



Existem dois tipos de COX. A COX-1, que é uma enzima constitutiva expressa na
maioria dos tecidos, incluindo as plaquetas, e esta envolvida na sinalizacdo entre células e
na homeostasia tecidual; e a COX-2, induzida principalmente nas células inflamatérias
quando estas sdo ativadas. Conseqlientemente, é responsavel pela producao dos
mediadores prostandides da inflamagao (ROBERTS II & MORROW, 2005; BOTTING, 2006).

A agao antiinflamatéria dos AINEs estad claramente relacionada com a sua inibigao da
COX-2, e quando utilizados como agentes antiinflamatdrios, seus efeitos indesejaveis

decorrem, em grande parte, da inibicao da COX-1.

O AINE mais antigo é a aspirina ou acido acetilsalicilico, um derivado do salicilato
originalmente obtido de fontes vegetais. Além deste, outros antiinflamatdrios ndo
esteroidais se destacam: paracetamol, diclofenaco, piroxicam, &acido mefenamico e
naproxeno (Figura 3), todos inibidores nao seletivos da COX (atuam sobre ambas as
enzimas COX-1 e COX-2) (ROBERTS II & MORROW, 2005; BOTTING, 2006).
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Figura 3: Estruturas quimicas de alguns AINEs ndo seletivos.

Além das diversas propriedades terapéuticas, os AINEs ndo seletivos podem
apresentar varios efeitos colaterais, sendo o mais importante a tendéncia a produzir
ulceragdo gastrica e duodenal. Os pacientes que usam AINEs por periodos longos tém risco
relativo cerca de 3 vezes maior de desenvolver complicacbes gastrintestinais, em
comparagdo com os pacientes que nao usam este tipo de medicamento (RASKIN, 1999;
ROBERTS II & MORROW, 2005).

A lesdo gastrica provocada por esses agentes pode ser ocasionada por pelo menos
dois mecanismos distintos. Um deles esta relacionado com a inibicdo da biossintese das
prostaglandinas gastricas, principalmente PGI, e PGE,, que atuam como citoprotetores da

mucosa gastrica. Além disso, é provavel que a producdo aumentada de produtos das



lipoxigenases contribua para a ulcerogenicidade nos pacientes tratados com AINEs e que
haja alguma associagdao com a infeccdo por Helicobacter pylori (ROBERTS II & MORROW,
2005).

Essas complicagbes gastricas podem ser reduzidas pela identificacdo de pacientes de

risco, que ja possuam danos no trato gastrintestinal (Ulceras pépticas).

Os inibidores seletivos da COX-2 foram introduzidos em 1999. Os primeiros AINEs
seletivos para esta enzima foram o celecoxib (Celebrex®) e o rofecoxib (Vioxx®). Outros
farmacos também mostram ser mais seletivos para a COX-2 do que para a COX-1 como a
nimesulida e o etodolac (Figura 4) (BOTTING, 2006).
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Figura 4: Estruturas quimicas de alguns AINEs seletivos para a COX-2.

Entretanto, apesar da diminuicdo na incidéncia de complicagdes gastricas com o uso
de inibidores seletivos da COX-2, estes farmacos também ndo sdo isentos de efeitos
colaterais. O aumento na incidéncia de ataques cardiacos é o principal fator de risco para
quem usa esses inibidores seletivos (ROBERTS II & MORROW, 2005; BOTTING, 2006).

Este fato fez com que em 2004 o rofecoxib (Vioxx®) fosse retirado do mercado devido
ao aumento de vitimas com problemas cardiovasculares. Os inibidores seletivos da COX-2
sao obrigados agora a apresentar um aviso de risco de efeitos colaterais cardiovasculares
(BOTTING, 2006).

Neste momento, varios grupos de pesquisa estdo em busca de medicamentos
antiinflamatdrios que oferecam baixa gastrotoxicidade e que ndo apresentem perigo de

problemas cardiovasculares.



ULCERAS PEPTICAS

A Ulcera péptica é uma das doencas organicas mais frequentes, atingindo
aproximadamente 10% da populagdo adulta no mundo. Suas complicagdes, tais como
hemorragia e perfuracdo, continuam sendo importantes causas de morte podendo,

inclusive, levar ao desenvolvimento de cancer gastrico (CHENG et al., 2000; ROTH, 2003).

O impacto econ6mico envolvendo doencas do trato gastrintestinal como as Ulceras
pépticas sdo enormes. Os custos diretos envolvem os custos relacionados ao tratamento,
servicos hospitalares e hospitalizagbes. Ja os indiretos, mais dificeis de serem medidos,
estdo associados com perdas de produtividade causadas pela impossibilidade de trabalho ou
morte prematura. Nos Estados Unidos sdo gastos, anualmente, cerca de 3 bilhdes de

dolares com o tratamento de Ulceras (SANDLER et al., 2002).

A Ulcera péptica é caracterizada por lesdes cronicas no revestimento da mucosa do
trato gastrintestinal, atingindo os vasos sanguineos subjacentes (fontes de hemorragia). A
profundidade varia podendo ser superficial, acometendo apenas a muscular da mucosa, ou
profunda, ocorrendo perfuracdo para cavidade peritonial. Pode ser classificada em Ulcera
gastrica, quando as lesdes se localizam no estébmago, ou Ulcera duodenal, quando se

localizam na primeira porgao do duodeno (TARNAWSKI, 2005).

A fisiopatologia da Ulcera péptica pode ser observada como um desequilibrio entre os
mecanismos de defesa e os fatores agressivos da mucosa gastrintestinal (HOOGERWERF &
PASRICHA, 2005).

Defesas Locais da Mucosa Gastrintestinal

A mucosa gastrintestinal se protege da lesdao causada pelo acido cloridrico por meio de
varios mecanismos, tais como a presenga de juncOes estreitas intercelulares entre as
células epiteliais gastricas, a presenca de uma camada de mucina recobrindo essas células,
a presenca de prostaglandinas na mucosa e a secregao de ions bicarbonatos na camada de
mucina. O bicarbonato também esta presente em grande quantidade no suco pancreatico,
sendo responsavel por proteger o duodeno, neutralizando o acido oriundo do estémago
(HOOGERWERF & PASRICHA, 2005).

As prostaglandinas E, e I, (PGE, e PGI,), as prostaglandinas predominantes
sintetizadas pela mucosa gastrica, sdo responsaveis pela inibicdo da secrecdo de acido.
Além disso, potencializam o fluxo sanguineo local e estimulam a secrecdo de muco e
bicarbonato (HOOGERWERF & PASRICHA, 2005).
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Fatores Agressivos da Mucosa Gastrintestinal

Os principais agressores endégenos sdo o acido cloridrico e a pepsina. O acido
cloridrico prové o meio altamente acido necessario para que a pepsina quebre as proteinas.
A alta acidez gastrica também atua como uma barreira contra infecgdes, matando a maioria
das bactérias. A secrecdo acida é estimulada por impulsos nervosos que chegam ao
estdmago, pelo hormaonio gastrina e pela histamina liberados pelo estbmago (HOOGERWERF
& PASRICHA, 2005).

Durante muito tempo o entendimento desta doenca foi baseado em duas crengas:
"sem acido, ndo ha ulcera" e "uma vez ulceroso, sempre ulceroso". Com base nestes
principios a definicdo era de uma doenca cronica de longa duracdo, com periodos variaveis
de atividade e de acalmia e que sb ocorria na presenca de acido e pepsina, portanto,
somente em dareas banhadas por estas substancias, como o estomago e duodeno
(HOOGERWERF & PASRICHA, 2005).

Com o tempo descobriu-se que o acido ndo era o Unico responsavel pelo aparecimento
das ulceras e que existiam outros fatores de risco envolvidos na patologia da doenga, tais

como: a bactéria Helicobacter pylori e os medicamentos antiinflamatdrios ndo esteroidais.

Estudos mostram que a infecgdo por H. pylori estd presente em 90% dos casos de
Ulceras duodenais e 70% das Ulceras gastricas e a sua erradicacdo esta correlacionada a
uma reducdo na recorréncia de Ulceras (BLASER, 1998; FORD et al., 2004). Este
microorganismo possui a capacidade de invadir e colonizar os estbmagos humanos,
interagindo diretamente com as células epiteliais (DE LUCA & IAQUINTO, 2004).

Os medicamentos antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINEs) estdo freqlientemente
associados as Ulceras pépticas, atingindo cerca de 60% dos pacientes (HOOGERWERF &
PASRICHA, 2005), e tém levado a um grande numero de hospitalizacdes devido a
complicagdes ulcerosas (sangramento e perfuragdo), podendo resultar em milhares de
mortes todos os anos (KLASSER, 2005).

Entretanto, nem sempre a Ulcera péptica apresenta algum desses fatores envolvidos.
Estudos revelam que 5% a 20% dos pacientes com Ulcera gastrica ou duodenal ndo
apresentam uma etiologia organica definida. Porém, nesses pacientes alguns fatores psico-
sociais desempenham um papel significante (JONES, 2006). Dentre esses fatores destacam-
se o0 estresse (BHATIA & TANDON, 2005; JONES, 2006) e o fumo (ROSENSTOCK et al.,
2003).
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TRATAMENTO DAS ULCERAS PEPTICAS

As metas das terapias para Ulceras sdo basicamente: o alivio da dor, a promogao da
cicatrizagdo e a prevengdao da recorréncia. As estratégias terapéuticas destinam-se ao
equilibrio entre os fatores agressivos e os fatores citoprotetores (HOOGERWERF &
PASRICHA, 2005).

Antagonistas dos receptores H,

Os antagonistas dos receptores H, inibem as acdes da histamina, atuando como
inibidores da secrecdao de Aacido cloridrico e promovendo a cicatrizacdo das Ulceras
duodenais. Os farmacos mais utilizados sdo a cimetidina e a ranitidina (Figura 5)
(HOOGERWERF & PASRICHA, 2005).

Inibidores da bomba de prétons

Os supressores mais eficazes da secrecdo de acido cloridrico sdo os inibidores
gastricos irreversiveis da H*, K*-ATPase (bomba de protons). Atualmente, existem varios
inibidores da bomba de prétons disponiveis para uso clinico. Dentre estes se destacam o
omeprazol e o lansoprazol (Figura 5) (HOOGERWERF & PASRICHA, 2005).
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Figura 5: Estruturas quimicas de alguns farmacos antiulcerogénicos.

Quelato de bismuto

O quelato de bismuto (subcitrato de bismuto coloidal, dicitrato bismutato de
tripotassio) é utilizado no tratamento da infeccdo por H. pylori, juntamente com um inibidor
da bomba de prétons e um antibidtico. Possui efeitos toxicos sobre a bactéria, impedindo
sua aderéncia a mucosa e inibindo as suas enzimas proteoliticas (HOOGERWERF &
PASRICHA, 2005).
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Antiacidos

Os antiacidos, como por exemplo os hidroxidos de aluminio e magnésio, atuam ao
neutralizar o acido gastrico elevando, assim, o pH gastrico. Isto tem por efeito inibir a
atividade péptica, que praticamente cessa com um valor de pH 5 (HOOGERWERF &
PASRICHA, 2005).

Sucralfato

O sucralfato € um complexo de hidréxido de aluminio e sacarose sulfatada que, na
presenca de acido, libera aluminio, adquire uma forte carga negativa e liga-se a grupos de
carga positiva nas proteinas, glicoproteinas, formando géis complexos com o muco
(HOOGERWERF & PASRICHA, 2005).

Misoprostol

E um andlogo estavel da prostaglandina E;, sendo responsavel por inibir a secrecdo
gastrica, manter ou aumentar o fluxo sanguineo na mucosa e também aumentar a secrecao
de muco e bicarbonato (HOOGERWERF & PASRICHA, 2005).

O PAPEL DA INFLAMACAO NA PATOGENESE DAS ULCERAS PEPTICAS

A grande maioria das Ulceras pépticas, independente dos fatores envolvidos, causa dor
epigastrica constante. Isto é ocasionado pela producao aumentada de suco gastrico e seu
contato com a mucosa lesionada e inflamada. O agravamento da inflamacdo na mucosa
gastrintestinal leva a fibrose do epitélio, podendo acarretar no desenvolvimento de cancer
gastrico (ERNST, 1999).

Evidéncias epidemioldgicas sugerem que a inflamacdo cronica observada no epitélio
gastrico nas Ulceras pépticas muitas vezes esta relacionada a presenca da bactéria H. pylori.
A infeccdo aguda por esta bactéria induz infiltracdo da mucosa por leucécitos. Dentro de
poucas semanas, a inflamagdo aguda se desenvolve para uma inflamacdo crénica dominada

por neutroéfilos, macrofagos, linfocitos e células sangiineas (ANDERSEN et al., 2005).

A inflamagdo provoca um impacto nas células epiteliais assim como nas células
especializadas na secrecdo de muco e bicarbonato da mucosa. Além disso, aumenta a
permeabilidade da mucosa e dificulta a absorcao (SPILLER, 2004). Portanto, a inflamacao

desempenha um importante papel na fisiopatologia das Ulceras pépticas.
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Busca POR NOVOS AGENTES ANTIINFLAMATORIOS

Varios estudos estdo sendo realizados na tentativa de descobrir novos medicamentos
antiinflamatoérios mais eficazes e com menos efeitos colaterais. O uso de agentes
antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINEs) é a principal e praticamente Unica abordagem
terapéutica para o tratamento de doencas que envolvem processos inflamatérios, mesmo
com a grande incidéncia de seus efeitos colaterais gastroduodenais (inibidores ndo seletivos
da COX) e, mais recentemente, cardiovasculares (inibidores seletivos da COX-2). Esses
medicamentos sdo eficazes para proporcionar alivio sintomatico, porém, todos os agentes
disponiveis apresentam toxicidade associada e, algumas vezes, grave (ROBERTS II &
MORROW, 2005; BOTTING, 2006).

Um grande nimero de compostos tem aparecido desde a introdugcdo da aspirina em
1898, com poucas diferengas em sua poténcia terapéutica ou efeitos colaterais (FLOWER,
2003). Portanto, a atencao de muitos grupos de pesquisa tem sido particularmente focada

na pesquisa de novos compostos com atividade antiinflamatoria.

Plantas contendo salicilatos sdo comumente encontradas e tém sido utilizadas para o
alivio dos sinais de inflamacdo em diversas civilizagdes por séculos (SAUTEBIN, 2000). Além
disso, um grande percentual de medicamentos - usados em todo o mundo - teve sua
origem na medicina tradicional. Portanto, as plantas medicinais podem representar uma

fonte Util na busca por novos agentes terapéuticos eficazes.

O uso cronico de AINEs pode levar a sérios danos gastrintestinais, sendo muitas vezes
necessaria a co-administracdo de agentes antiulcerogénicos, como por exemplo, o
omeprazol, para diminuir a toxicidade gastrica. Entretanto, esta terapia concomitante ndo
esta livre de efeitos colaterais adicionais e representa custos adicionais para os pacientes
(RASKIN, 1999).

Portanto, a escolha das plantas medicinais como fonte de pesquisa justifica-se pelo
fato de que, considerando sua complexa composicdo quimica, € mais razoavel pensar na
possibilidade de existirem substancias diferentes, agindo em alvos distintos que, com isso,
reduziriam os efeitos colaterais observados na administracdo de somente uma Unica

substéancia.
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PLANTAS MEDICINAIS

As plantas tém sido utilizadas no tratamento de diversas enfermidades por milhares
de anos. Registros fosseis datam o uso de plantas como medicamentos pelo homem a pelo
menos 60000 anos (FABRICANT & FARSWORTH, 2001). Desde entdo, as informacoes
trazidas desta época tém sido a fonte de novas pesquisas para a descoberta de novos

farmacos.

A descoberta de novos farmacos a partir de plantas conduziu ao isolamento de muitas
substéancias que ainda hoje sdo utilizadas na terapéutica, tais como codeina, digitoxina,
morfina, reserpina, quinina, taxol entre outros (BALUNAS & KINGHORN, 2005); ou entdo
serviram como prototipos para a sintese de novos farmacos (FABRICANT & FARSWORTH,
2001).

Estima-se que 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram
desenvolvidos a partir de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microorganismos e 3%
de animais. Dos farmacos aprovados no periodo entre 1981 e 2002, cerca de 60% eram
produtos naturais ou foram desenvolvidos a partir destes (CALIXTO, 2003; NEWMAN et al.,
2003).

Segundo estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da
populacdo africana usa os recursos da medicina popular para suprir as necessidades de
assisténcia médica primaria. Na Europa, América do Norte e em outras regides
industrializadas, 50% da populagdo ja utilizaram pelo menos uma vez esse recurso (WHO,

2004), ratificando a importancia do estudo das plantas.

A transformacdo das plantas medicinais em produtos com maior valor tecnoldgico
agregado representa uma estratégia que pode contribuir para o progresso da sociedade. A
producdo desses produtos exclusivamente com matérias-primas vegetais - fitoterapicos -
representa uma estratégia que pode contribuir para o desenvolvimento de novas

alternativas terapéuticas.

Fitoterapia

A fitoterapia constitui uma forma de terapia medicinal que vem crescendo
notadamente nestes Ultimos anos, ao ponto que atualmente o mercado mundial de
medicamentos fitoterdpicos gira em torno de aproximadamente 22 bilhdes de ddlares
(YUNES et al., 2001).
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Os fitoterapicos sdao medicamentos obtidos por processos tecnologicamente
adequados, empregando-se exclusivamente matérias primas vegetais, como principio ativo,
com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagndstico. E caracterizado
pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade. Ndo se considera medicamento fitoterapico aquele que, na sua
composicdo, inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associagoes
destas com extratos vegetais (ANVISA, 2004).

Nos medicamentos fitoterapicos, considerando que existe um balanco de compostos
ativos, os riscos de efeitos secundarios indesejaveis sdo muito menores. Além disso,
enquanto que a descoberta e o desenvolvimento de um novo farmaco envolvem
investimentos altissimos, o desenvolvimento de um novo fitoterdpico pode ser obtido a
custos mais baixos (YUNES et al., 2001).

Um dos mais comuns fitoterapicos é o extrato de Ginkgo biloba, utilizado
tradicionalmente para aumentar a memoria e melhorar as anormalidades de circulagdo
sanglinea (HOWES & HOUGHTON, 2003). O extrato das folhas de Ginkgo é o fitoterapico
mais vendido na Europa e esta entre os 10 mais vendidos nos Estados Unidos (SIERPINA et
al.,, 2003). Além deste, os fitoterapicos a base de erva de S&o Jodo (Hypericum
perforatum), kava pironas (Piper methysticum) e ginseng (Pfaffia glomerata) também sé&o
muito comercializados. Eles sdo bastante conhecidos e muito utilizados pela populacao em
todo o mundo (MONTANARI & BOLZANI, 2001).

Para a elaboracdo de um fitoterapico é necessario conhecer os marcadores quimicos
presentes na espécie vegetal. Estes marcadores sdo componentes presentes na matéria-
prima vegetal, preferencialmente o proprio principio ativo, utilizados como referéncia no
controle de qualidade da matéria-prima vegetal e dos medicamentos fitoterapicos
(CARVALHO, 2004).

O conhecimento da composicdo quimica de uma espécie vegetal é fundamental para
poder trabalhar com um extrato padrdo, onde os constituintes quimicos estejam
padronizados. Dependendo de fatores ambientais como solo, altitude e variacdes sazonais
climaticas, o nivel dos componentes de um determinado lote de plantas pode variar
consideravelmente. Portanto, é desejavel possuir uma preparacao padronizada, com uma
composicdo de constituintes quimicos conhecida, para a finalidade de consumo humano,
para pesquisa e reprodutibilidade (SMITH & LUO, 2004; SUK, 2005).

_16_



Plantas com Atividade Antiinflamatoéria

O Brasil, sendo detentor de aproximadamente um terco da flora mundial (YUNES et
al., 2001), possui um grande numero de plantas que vem sendo utilizadas pela populagao

para diferentes fins terapéuticos.

Apesar do nosso pais ndo possuir uma atuacdo destacada no mercado mundial de
fitoterapicos, existe no pais um grande nimero de grupos de pesquisa que tem contribuido
significativamente para o desenvolvimento da quimica de produtos naturais de plantas e da

farmacologia envolvendo seus constituintes quimicos.

A flora brasileira é particularmente rica em plantas empregadas popularmente contra
processos infecciosos. No entanto, pouco se sabe sobre a natureza quimica de seus

constituintes bem como de seus efeitos no organismo humano.

A busca por principios ativos de origem vegetal com acao sobre o sistema imunolégico
faz parte de um programa interdisciplinar, coordenado pela Profa. Sonia Soares Costa
(Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais - UFRJ]), que visa isolar substancias
potencialmente terapéuticas a partir de plantas usadas contra doencgas que envolvem a dor

e a inflamacao.

Dentre as plantas utilizadas na medicina popular contra processos inflamatdrios e
estudadas por nossa equipe destacam-se Kalanchoe brasiliensis e Kalanchoe pinnata,

ambas pertencentes a familia Crassulaceae.

Plantas da familia Crassulaceae, de uma maneira geral, sdo bastante estudadas
devido ao fato de grande parte delas ser utilizada pela populacdo para diversos fins
terapéuticos, principalmente no combate aos processos infecciosos e inflamatorios. Além
disto, essas plantas tém mostrado uma composicdo quimica bastante rica em flavondides,

substéancias estas que apresentam um leque variado de atividades bioldgicas.

FAMILIA CRASSULACEAE

A familia Crassulaceae, além de ser reconhecida como ornamental, o que muito
contribuiu para dispersdo de suas espécies pelo mundo, possui uma série de géneros que se
sobressaem devido as suas propriedades medicinais (LORENZI & SOUZA, 1995).

Espécies pertencentes a esta familia consistem, primariamente, em ervas suculentas
as quais ocorrem, predominantemente, em regides aridas, temperadas e subtropicais do
hemisfério norte e no sul da Africa. Na medicina popular essas plantas sdo muito utilizadas

contra queimaduras, inflamagdes, abscessos e contusdes (LORENZI & SOUZA, 1995).
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Géneros mais Utilizados na Medicina Popular

Muitos géneros pertencentes a familia Crassulaceae foram objeto de estudo quimico.
As espécies de Crassulaceae mostram-se ricas em flavonodides, esterdides, intermediarios da
via do chiquimato, alcaldides, glicosideos cianogénicos, triterpendides, cumarinas e taninos.
Dentre esses géneros, destacam-se principalmente os géneros Kalanchoe, Rhodiola, e
Sedum (CASTILHO & KAPLAN, 1997).

Kalanchoe

Kalanchoe é um género conhecido popularmente no Brasil, India, China e Africa por
seu uso na cura de ferimentos, artrites e Ulceras gastricas. O extrato de suas folhas possui
acao antifungica, antiinflamatodria, anti-histaminica e imunossupressora (ROSSI-BERGMANN
et al., 1995). E um género rico em flavonodides, que sdo substancias com efeitos diversos,

tais como antialérgico, antitumoral e antiinflamatorio.

Dentro do género Kalanchoe, iniUmeras espécies se destacam devido as suas
propriedades medicinais, dentre as quais temos Kalanchoe pinnata e Kalanchoe brasiliensis,
ambas conhecidas popularmente como saido e folha da fortuna. Estas espécies sao

indistintamente utilizadas pela populacdo com as mesmas finalidades.

Kalanchoe brasiliensis

O sumo de suas folhas inibe a proliferagédo de linfocitos humanos in vitro (SOUZA,
1995; COSTA et al., 1994) e possui uma acentuada atividade antiinflamatoria in vivo, em
modelo de inflamagao provocada por zimozan (IBRAHIM et al., 2002; COSTA et al., 2006).

Kalanchoe pinnata

Os extratos de suas folhas suprimem significativamente as células T de humanos e
murinos in vivo (ROSSI-BERGMANN et al., 1995) e in vitro (ALMEIDA et al., 2000).
Verificou-se também uma aprecidvel atividade antileishmania deste extrato em
camundongos infectados por L. amazonensis (DA SILVA et al., 1995; DA SILVA et al., 1999)
e em macrdéfagos infectados pelo parasita (MUZITANO et al., 2006). Recentemente, o efeito
antileishmania de K. pinnata foi evidenciado em um relato de caso clinico (TORRES-SANTOS
et al., 2003).
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Rhodiola

O género Rhodiola compreende aproximadamente 200 espécies, das quais pelo menos
20 sdao usadas na medicina tradicional asiatica. Espécies deste género tém sido muito
estudadas por pesquisadores japoneses, que tém se dedicado ao isolamento de substancias
bioativas de algumas espécies. Dentre estas espécies destacam-se R. quadrifida e R.

sachalinensis.

Os remédios naturais chineses originados de diversas plantas alpinas pertencentes as
espécies de Rhodiola tém sido prescritos como hemostaticos, antitussigenos e tdnicos nas
preparacoes chinesas tradicionais e como linimento endérmico em queimaduras e contusodes
(YOSHIKAWA et al., 1996).

Rhodiola quadrifida

Do extrato obtido das partes subterraneas de R. quadrifida foram isoladas as
substéncias ativas (compostos cianoglicosideos e flavonoides) responsaveis pela atividade
antialérgica (YOSHIKAWA et al., 1995 e YOSHIKAWA et al., 1996).

Rhodiola sachalinensis

O extrato das raizes de R. sachalinensis tem sido utilizado para tratamento dos
sintomas de resfriado, promocgdo da longevidade e aumento da resisténcia corporal para
estresse fisico e mental (SEO et al., 2001). Desta espécie foram isolados flavondides,

terpenos e compostos cianoglicosideos (FAN et al., 2001; SONG et al., 2003).

Sedum

O género Sedum compreende cerca de 350-500 espécies, sendo o maior da familia
Crassulaceae. E encontrado primariamente em zonas temperadas e frias do hemisfério
norte. Um grande nimero de suas espécies é usado farmaceuticamente (NIEMANN et al.,
1976). Muitas das drogas derivam das partes aéreas dessas plantas cujas folhas frescas e

seu suco servem para aplicagdes tépicas e uso interno (MULINACCI et al., 1995).

Dentre as espécies do género Sedum, algumas foram objetos de extenso estudo
quimico e farmacoldgico. Dentre estas podem ser destacadas as espécies S. telephium ssp.

maximum e S. sarmentosum.
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Sedum telephium ssp. maximum

A espécie S. telephium ssp. maximum apresenta potente atividade antiinflamatoria,
analgésica e queratolitica assim como efeitos regenerativos de células da pele. E utilizada
para tratamento de eczemas, fistulas, queimaduras graves e ferimentos purulentos e
dolorosos (SENDL et al., 1993), de maneira semelhante as espécies de Kalanchoe. Desta
espécie foram isolados flavondides (MULINACCI et al., 1995) e polissacarideos (SENDL et
al., 1993).

Sedum sarmentosum

A espécie S. sarmentosum tem sido utilizada na medicina popular asiatica para
tratamento de hepatites virais crbnicas, cuja atividade hepatoprotetora foi atribuida a
presenca de alcaldides (KANG et al., 2000) e de triterpenos (HE et al., 1998).

CoMPOSICAO QUIMICA DAS ESPECIES DE Sedum

O género Sedum é conhecido por conter taninos (STEVENS et al., 1995; KORUL'KIN,
2001), compostos cianogénicos (NAHRSTEDT et al., 1982) e, principalmente, alcaldides
(KOOY, 1976; KIM et al., 1996) e flavondides (WOLBIS, 1989a; NIEMANN et al., 1976;
STEVENS et al., 1996).

Alcaldides

Os alcaldides estdo distribuidos em muitas espécies de Sedum. Muitos dos relatos para
alcaldides em Crassulaceae (ca. 1500 espécies) relacionam-se a este género (KIM et al.,
1996). Dentre todas as espécies estudadas, Sedum acre é certamente aquela que mais
atencdao tem recebido por parte dos pesquisadores. Dentre os alcaldides piperidinicos
descritos na literatura e originados do género Sedum (ca. 30), a grande maioria foi isolada
a partir desta espécie (KOOY, 1976; STEVENS et al., 1992; KIM et al., 1996).

Além de S. acre, outras espécies também merecem destaque: S. aetnense, S.
anglicum, S. brissemoreti, S. farinosum, S. fusiforme, S. lancerottense, S. melanantherum,
S. nudum (STEVENS et al., 1992), S. bulbiferum, S. japonicum, S. lepidopodium, S.
morrisonensis, S. oryzifolium, S. polytrichoides (KIM et al., 1996) e S. sarmentosum (KIM
et al., 1996; KANG et al., 2000).
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Flavonéides

A presencga de flavondides no género Sedum tem sido relatada desde a década de 50

(PARIS & FRIGOT, 1959). Varias espécies foram objetos de extenso estudo fitoquimico em

busca dessa classe de substancias. Das 28 espécies estudadas, S. alfredi, S. sarmentosum,

S. telephium ssp. maximum, S. hybridum e S. acre se destacam por apresentar o maior

numero de flavondides isolados (acima de 15 por espécie).

Na Tabela 1 encontram-se os flavondides isolados das diferentes espécies de Sedum.

Tabela 1: Flavondides isolados em espécies do género Sedum.

Sedum acre L.

Kaempferol*

Kaempferol 3-O-ramnosideo*

Isoramnetina®

Isoramnetina 3-0-(2"-0-acetil)-glicosideo?
Isoramnetina 3-0-glicosideo?

Isoramnetina 3-0-glicosideo-7-0-glicosideo®
Isoramnetina 7-0-glicosideo?

Isoramnetina 3-0-glicosideo-7-0-[6"-(2-hidroximetil)-
1-oxobutil]-glicosideo®

Limocitrina“

Limocitrina 3-0O-glicosideo?

Limocitrina 3-0-glicosideo-7-0-glicosideo?
Limocitrina 7-O-glicosideo?

Quercetina“

Quercetina 3-0O-glicosideo?

Quercetina 3-0-glicosideo-7-0-glicosideo?

Quercetina 3-O-rutinosideo?

Sedum aizoon L.

Gossipetina*

Kaempferol*

Miricetina"

Miricetina 3-O-ramnosideo”
Peonidina 3-O-glicosideo*

Quercetina“*

Quercetina 3-0O-glicosideo*

Quercetina 3-0-(2"-0-galoil)-ramnosideo”
Quercetina 3-O-ramnosideo’*

Quercetina 3-O-rutinosideo*

Sedum album L.

Gossipetina 8-0-glucuronideo”

Herbacetina 8-0O-glucuronideo”

Isoramnetina®"

Isoramnetina 3-O-ramnosideo®"

Isoramnetina 3-O-ramnosideo-7-0-glicosideo”
Isoramnetina 3-O-ramnosideo 7-O-soforosideo®"

Isoramnetina 7-0O-soforosideo”
Isoramnetina 7-0-glicosideo”
Quercetina”

3-metoxi quercetina”
Quercetina 4'-0O-glicosideo”
Quercetina 3-O-ramnosideo”

Sedum alfredi (Malterud) (=Sedum formosanum Hay.)

Corniculatusina™

Corniculatusina 3-0-glicosideo-7-0-glicosideo'
Crisoeriol 7-O-glicosideo'

Crisoeriol 7-O-neo-hesperidosideo'

Crisoeriol 7-O-ramnosideo®

Isoramnetina 7-0-glicosideo

Isoramnetina 3-0O-glicosideo-7-0-glicosideo'
Limocitrina™

Limocitrina 3-O-glicosideo"™

Limocitrina 3-O-glicosideo-7-0-glicosideo'
Limocitrina 3-0-(6'"-O-p-cumaroil)-glicosideo™

Quercetina™

Quercetina 7-0O-glicosideo'

Quercetina 3-O-ramnosideo-7-0-glicosideo'
Luteolina™

Luteolina 7-O-glicosideo"™

Tricetina 7-O-glicosideo'

Pratenseina™

Pratenseina 7-O-glicosideo™

3’-metoxi pratenseina 7-O-glicosideo™
3’-metoxi pratenseina 7-O-neo-hesperidosideo'
3’-metoxi orobol 7-O-glicosideo™

(continua na pagina seguinte)
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Sedum caucasicum (Grossh.) Boriss.

Isoramnetina 7-O-ramnosideoX
Quercetina 7-O-ramnosideo®

Kaempferol 7-O-ramnosideo*

Sedum cressipes Wall.

Kaempferol 3-O-glicosideo-7-0-glicosideo”

3’-metoxi miricetina”

Sedum ewersii Lbd.

Gossipetina*

Gossipetina 7-O-xilosideo*
Kaempferol"*

Kaempferol 3-O-ramnosideo*
Kaempferol 7-O-ramnosideof
Kaempferol 4’-O-glicosideo’

Peonidina 3-0O-glicosideo*

Quercetina”*

Quercetina 3-0O-glicosideo*

Quercetina 3-O-ramnosideo*

Quercetina 3-O-rutinosideo™*

Quercetina 3-0-xilosil-(1—»6)-galactosideo*

Sedum forsterianum Sm. (= S. rupestre L.)

Isoramnetina®
Miricetina 3-O-ramnosideo?

Quercetina 3-O-ramnosideo?

Sedum hybridum L.

Gossipetina*

Gossipetina 7-O-xilosideo*

Kaempferol*

Kaempferol 3-O-ramnosideo*

Kaempferol 3-O-ramnosideo-7-0O-glicofuranosideo*
Kaempferol 3-O-ramnosideo-7-O-ramnosideo*
Kaempferol 3-O-ramnoglicosideo-7-0O-ramnoglicosideo*
Pelargonidina 3-O-glicosideo*

Peonidina 3-O-glicosideo*

Quercetina*

Quercetina 3-0-(2"-0-galoil)-glicosideo*

Quercetina 3-0O-glicosideo*

Quercetina 3’-0O-glicosideo*

Quercetina 3-O-ramnosideo*

Quercetina 3-O-rutinosideo*

Quercetina 3-0O-ramnoglicosideo-7-0O-ramnoglicosideo*
Quercetina 3-0O-xilosil-(1—»6)-galactosideo*

Sedum kamtczaticum Fisch.

Kaempferol*
Quercetina*
Quercetina 3-O-ramnosideo*

Quercetina 3-O-rutinosideo*
Quercetina 3-0-(2"-0-galoil)-glicosideo*

Sedum kamtschaticum Fisch.

Miricetina 3-O-glicosideo®!

Miricetina 3-O-galactosido’

Miricetina 3-O-ramnosideo®

Miricetina 3-0-(6"-0O-galoil)-glicosideo'

Gossipetina 8-0-glicosideo®

Gossipetina®

Quercetina 3-O-galactosideo®

Miricetina 3-0-(6"-0O-galoil)-galactosideo’

Sedum lineare Thunb.

Crisoeriol"
Pratenseina“

3’-0O-metoxi orobol-7-0O-glicosideo"
Orobol 7-0-glicosideo"

Sedum litoreum

Epigalocatequina-3-galato’

Epigalocatequina-(4p—8)-epicatequina-3-galato”

Sedum middendorfianum Maxim.

Kaempferol?
Miricetina®

Quercetina®
Quercetina 3-0-glicosideo®

Sedum montanum ssp. orientale Song & Perr.

Corniculatusina®
Miricetina?®
Miricetina 3-O-arabinofuranosideo”

Miricetina 3-O-ramnosideo®Y
Quercetina®
Quercetina 3-O-ramnosideod”

(continua na pagina seguinte)
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Sedum ochroleucum Chaix. in Vill

Corniculatusina®
Miricetina?®

Quercetina®
Quercetina 3-O-ramnosideo®

Miricetina 3-O-ramnosideo®

Sedum pallescens Freyn

Kaempferol 3-O-ramnosideo-7-0O-ramnosideo? Kaempferol 7-O-ramnosideo?

Sedum populifolium L.

Kaempferol 7-O-arabinosideo”

Sedum pruinatum Brot

Isoramnetina® Quercetina 3-O-ramnosideo?
Miricetina 3-O-ramnosideo?

Sedum purpureum (L.) Schult

Kaempferol* Quercetina*

Kaempferol 3-O-ramnosideo* Quercetina 3-0O-glicosideo*
Pelargonidina 3-O-glicosideo* Quercetina 3-O-ramnosideo*
Peonidina 3-O-glicosideo*

Sedum reflexum L.

Limocitrina® Quercetina®

Limocitrina 3-O-glicosideo® Quercetina 3-O-ramnosideo®®
Miricetina® Quercetina 3-0O-glicosideo®
Miricetina 3-O-arabinosideo® (+)-taxifolina*

Miricetina 3-0-glicosideo® (+)-diidromiricetina*

Miricetina 3-O-ramnosideo?*

Sedum sarmentosum Bunge

Isoramnetina® Luteolina*”

Isoramnetina 3-0-glicosideo* Luteolina-7-0-glicosideo*
Isoramnetina 7-0-glicosideo* Tricina®

Isoramnetina 3-0-glicosideo-7-0-glicosideo® Tricina-7-0O-glicosideo**"*
Kaempferol 3-O-arabinosideo* Liquiritigenina®

Limocitrina® Liquiritigenina 4’-O-glicosideo*
Limocitrina 3-O-glicosideo* Isoliquiritigenina*”

Limocitrina 3-O-glicosideo-7-0-glicosideo® Isoliquiritigenina 4-O-glicosideo®

Quercetina* Quercetina 3-0O-glicosideo®
Quercetina 3-0-(6"-cafeoil)-[glicosil-(1—2)-ramnosideo]*
Quercetina 3-0-(6"-p-coumaroil)-[glicosil-(1—2)-ramnosideo)*

Sedum sediforme (Jacq.) Pau (=S. altissimum Poiret)

Epicatequina 3-O-galato” Limocitrina®
Epigalocatequina 3-O-galato" Limocitrina 3-0-glicosideo”
3’,5,5'-trimetoxi epigalocatequina 3-O-galato” Miricetina®
3’,4',5,7-tetraidroxiflavanona (eriodictiol)® Miricetina 3-O-ramnosideo®"

Corniculatisina® Quercetina®
Kaempferol 3-O-ramnosideo” Quercetina 3-O-ramnosideo®"

Sedum selskianum Regel & Maack

Miricetina 3-O-(2”-0O-galoil)-ramnosideo® Isoramnetina 3-O-glicosideo-7-O-ramnosideo®

(continua na pagina seguinte)
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Sedum sexangulare L.

Corniculatusina* Limocitrina 3-O-glicosideot

Corniculatusina 7-O-ramnosideo® Limocitrina 7-O-ramnosideo*

Miricetina® Sexangularetina®*

8-metoxi miricetina 3-0-glicosideo* Sexangularetina 7-O-ramnosideo*

Limocitrina* Sexangularetina 3-O-ramnosideo-7-0O-ramnoglicosideo®

Sedum stoloniferum S. G. Gmelin

Epigalocatequina 3-O-galato® Epigalocatequina 3,4'-di-O-galato”
Epicatequina 3-O-galato® Kaempferol 3-O-ramnosideo”
Epigalocatequina 3,3’-di-O-galato” Quercetina 3-0-glicosideo”

Epigalocatequina 3-O-galato-(4B8—8)-epigalocatequina 3-O-galato”

Sedum telephium ssp maximum Schinz & Thell

Kaempferol* Miricetina 3-O-ramnosideo’?

Kaempferol 3-0O-glicosideo-7-0O-ramnosideo®” Quercetina*

Kaempferol 7-O-ramnosideo®* Quercetina 7-O-ramnosideo®*

Kaempferol 3-O-ramnosideo® Quercetina 3-0-glicosideo?*

Kaempferol 3-O-ramnosideo-7-0O-ramnosideoP” Quercetina 3-0-glicosideo-7-O-ramnosideo®*
Kaempferol 3-O-neo-hesperidosideo-7-0O-ramnosideo” Quercetina 3-O-ramnosideo”*

Isoramnetinal Quercetina 3-0O-ramnosideo-7-0O-ramnosideo”
Isoramnetina 3-O-glicosideo’ Quercetina 3-O-neo-hesperidosideo-7-0O-ramnosideo?
Miricetina’ Peonidina 3-O-glicosideo*

Miricetina 3-O-glicosideo”*

Sedum tenuifolim (Sibth. & Sm.) Strobl

Isoramnetina®

3PARIS & FRIGOT, 1959; °COMBIER et al., 1968; ‘“MNAJED et al., 1972; YSHNYAKINA & ZAPESOCHNAYA, 1975;
3ZAPESOCHNAYA & SHNYAKINA, 1975; °CHOU et al., 1976; ‘GUMENYUK et al., 1976; '’KRASNOV & KONDAREVA, 1976;
INIEMANN et al., 1976; "DEMIDENKO & KRASNOV, 1978; 'ZAPESOCHNAYA & SHNYAKINA, 1978; JGNEDKOV et al., 1981;
KZAITSEV et al., 1983; 'CHOU & MEN, 1986; ™MEN, 1986; "KHETWAL et al., 1988; °WOLBIS, 1987a; PWOLBIS, 1987b;
IWOLBIS & KROLIKOWSKA, 1988; "WOLBIS, 1989a; SWOLBIS, 1989b; "WOLBIS & KAWALEC, 1990; “LI & ZUO, 1991;
VSAKAR et al., 1993; “WOLBIS, 1993; *WOLBIS & NOWAK, 1993; YSTEVENS et al., 1994; 2MULINACCI et al., 1995;
*STEVENS et al., 1996; "WOLBIS & OLSZEWSKA, 1996; *HE & WANG, 1997; "SAKAR et al., 1997; *PETEREIT et al.,
1998; *KORUL'KIN, 2001; “LIANG et al., 2001; *WEI et al., 2003; “OH et al., 2004

Dentre os flavonoides isolados em Sedum encontram-se as seguintes classes:
flavondis, flavonas, flavans 3-éis, isoflavonas, antocianidinas, flavanonas, chalconas e

diidroflavondis.

Na Tabela 2 (pag. 25) estdo representadas as estruturas das agliconas encontradas

no género e suas respectivas classes flavonoidicas.
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Tabela 2: Agliconas encontradas no género Sedum.

Agliconas Estrutura
Flavonas R
Crisoeriol (R= OCHs; Ry= H) OH
Luteolina (R=0H; R;= H) 0
Tricetina (R=R,= OH) HO 0 Ry
Tricina (R=R,= OCH) |
OH O
Flavanonas OH
Eriodictiol (R=R;= OH) ©:
L . HO. O oW
Liquiritigenina (R=R;= H) ~ R
Isoflavonas HO. o}
Orobol (R= OH) 0 | 9y
Pratenseina (R = OCH3) O ©
OH O
R
Antocianidinas OH
Pelargonidina (R = H
soniina (% = o A
Peonidina (R = OCHj3) O N R
/
OH
OH
Diidroflavonéis OH

Diidromiricetina (R= OH) OH
Taxifolina (R= H)
HO. ) R

Flavans 3-6is OH
Epicatequina (R = H) OH
Epigalocatequina (R = OH)

HO. W R

Chalcona OH
Isoliquiritigenina 0

Flavonois
Kaempferol (R=R;=R, = H)
Quercetina (R=R; = H; R; = OH)
Miricetina (R = H; Ri=R, = OH)
Gossipetina (R=R; = OH; R, = H)
Limocitrina (R=R; = OCHj3; R; = H)
Isoramnetina (R=R, = H; R; = OCH3)
Herbacetina (R = OH; R;=R, = H)
Sexangularetina (R = OCHs; R;=R; = H)
Corniculatusina (R = OCHs; Ry = OH; R, = H)
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A ESPECIE Sedum dendroideum Moc ET SESSE ExX DC

Sedum dendroideum (= Sedum praealtum DC.), conhecido popularmente por
balsamo, foi descrito pela primeira vez em 1952 por De la Cruz, embora se conhecga sua

aplicagdao na medicina tradicional do México pré-colonial (PINEDA et al., 1986).

Esta espécie origindria da Africa do Sul e Asia é uma planta herbécea, suculenta,
subarbustiva e ramificada. Suas folhas, com aproximadamente 1 a 5 cm de comprimento e
1 a 2 cm de largura, sao alternas, simples, de tonalidade verde intenso, planas,
lanceoladas, recurvadas e reunidas em rosetas. Possui inflorescéncias terminais,
ramificadas, com flores amarelas numerosas formadas no outono-inverno. Propaga-se
facilmente pelas brotacdes laterais transformadas em estacas, podendo atingir 1 m de
altura (Figura 6) (LORENZI & SOUZA, 1995; DUARTE & ZANETI, 2002).

Figura 6: Fotos de Sedum dendroideum (LORENZI & SOUZA, 1995).

Classificacdo Botanica (APG II, 2003)
Reino: Plantae
Divisao: Angiospermae
Classe: Eudicotiledoneas core
Ordem: Saxifragales
Familia: Crassulaceae
Subfamilia: Sempervivoideae
Género: Sedum

Espécie: Sedum dendroideum Moc et Sessé ex DC
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O balsamo, além do uso ornamental, também apresenta propriedades medicinais. Na
medicina tradicional mexicana, o balsamo é utilizado no tratamento de diabetes (ANDRADE-
CETTO & HEINRICH, 2005), de doencgas oculares e como contraceptivo (SILVA-TORRES et
al., 2003). No Brasil, o sumo das folhas frescas é muito utilizado para tratar inflamagoes de
pele, contusdes e no tratamento de Ulceras gastrintestinais (CARLINI et al., 1970; LORENZI
& SOUZA, 1995; DUARTE & ZANETI, 2002; COELHO DE SOUZA et al., 2004), devido suas

acdes emoliente e cicatrizante, razdo do seu nome popular.

Estudos anteriores com esta espécie evidenciaram uma protecdo do extrato aquoso
contra Ulceras gastricas em ratos (CARLINI et al., 1970), uma diminuicdo na atividade
funcional dos espermatozdides (PINEDA et al., 1986), as atividades antiinflamatoéria
(CAMARGO et al., 2002) e espermicida (SILVA-TORRES et al., 2003).

Importancia do Estudo do Balsamo

Apesar da importéncia terapéutica do balsamo, poucos estudos validando seu uso
medicinal foram realizados. Estudos com esta espécie evidenciaram as atividades
antiinflamatéria e espermicida para extratos das partes aéreas (CAMARGO et al., 2002;
SILVA-TORRES et al., 2003). Entretanto, os extratos utilizados nao estavam de acordo com
o uso popular (extrato etandlico e aquoso a quente, respectivamente). Além disso, sua
composicdo quimica até entdo ndo era conhecida e as substdncias farmacologicamente

ativas ndo tinham ainda sido identificadas.

A crescente necessidade de se encontrar novos farmacos antiinflamatérios para uso
clinico, sem efeitos colaterais importantes, despertou nosso interesse pela busca de

substancias com potencial terapéutico na espécie medicinal S. dendroideum.

O uso de agentes antiulcerogénicos tém se mostrado eficaz na profilaxia e no
tratamento dos danos gastrintestinais provocados pelos AINEs, mas esta terapia
concomitante ndo apresenta uma eficacia completa, ndo é livre de efeitos adversos

adicionais e ainda representa custos adicionais para os pacientes (RASKIN, 1999).

Portanto, o uso do balsamo contra processos inflamatérios (LORENZI & SOUZA, 1995;
DUARTE & ZANETI, 2002; COELHO DE SOUZA et al., 2004) e no tratamento de Ulceras
gastricas (CARLINI et al., 1970) evidencia seu potencial terapéutico como fonte de agentes

antiinflamatérios com propriedades antiulcerogénicas.
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OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo quimico e farmacolégico das folhas de Sedum dendroideum
(balsamo) em busca das substancias farmacologicamente ativas que justifiquem seu uso na

cura de feridas de pele e no tratamento de Ulceras gastrintestinais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

De forma a justificar o uso medicinal das folhas do balsamo pela populagdo, o

presente estudo teve como objetivos:

1. Avaliar as atividades antinociceptiva e antiinflamatéria do sumo das folhas de
Sedum dendroideum visando validar seu uso popular em processos que envolvem

mecanismos de dor e inflamacao;

2. Isolar e caracterizar as substancias ativas presentes no sumo das folhas pelo

fracionamento monitorado pela atividade antinociceptiva;

3. Avaliar as atividades farmacoldgicas das substancias isoladas;

4. Realizar o estudo fitoquimico dos caules do balsamo;

5. Comparar o perfil quimico dos caules de S. dendroideum com a composicao quimica
presente nas folhas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria

de Massas.
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EXPERIMENTAL GERAL
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MATERIAL VEGETAL

Mudas de Sedum dendroideum com aproximadamente 15 cm de altura, fora do
periodo de floragao, foram trazidas de um horto localizado em Sao Paulo (SP). Uma amostra
vegetal foi separada, identificada e sua exsicata (RBR 7401) esta depositada no herbario do

Departamento de Botanica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Foto: Giany Oliveira de Melo

Figura 7: Mudas de balsamo (Sedum dendroideum).

EXTRACAO

Folhas

As folhas frescas de S. dendroideum foram coletadas (tamanho médio das folhas: 5,3
cm; massa: 0,76 g/folha), lavadas com agua destilada, reduzidas a pedagos pequenos e
expressas em um liquidificador de uso doméstico. O sumo obtido da expressdo das folhas

foi filtrado em algoddo até a obtencdo de um liquido amarelo forte e limpido.

Caules

Os caules frescos de S. dendroideum foram separados, lavados com agua destilada,
triturados em um liquidificador de uso doméstico com agua destilada na proporgcao de 1 g
de material vegetal para 1 mL de agua. O extrato aquoso obtido foi filtrado em algodao,

obtendo-se ao final um liquido amarelo claro e limpido.
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FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS

O fracionamento dos extratos das folhas e dos caules foi feito com o auxilio de trés

técnicas: precipitacdo com etanol, particdo com solventes organicos e cromatografia.

Precipitacdo com Etanol

Com o objetivo de separar as macromoléculas, foi feita uma precipitagdo com etanol
dos extratos na proporcdo de 1:1. Esta técnica permite a separagdo dos macrometabdlitos,
como polissacarideos e proteinas, dos micrometabdlitos. Isso porque a adigdao de etanol no
meio aquoso muda a solvatacdo entre as moléculas e, conseqlientemente, a interacao entre
elas. Os polimeros sdo encontrados no precipitado e os micrometabdlitos, as substancias de
interesse, no sobrenadante (TERAWAKI et al., 1998).

Apds a precipitagdo, o sobrenadante foi separado do precipitado por filtragcdo. O
precipitado, retomado em &agua, e o sobrenadante, apds evaporacdo do etanol, foram

liofilizados e quantificados.

Particdo com Solventes Organicos

A fim de separar as substancias presentes no sobrenadante em trés faixas distintas de
polaridade, foram feitas particoes em acetato de etila e n-butanol do extrato, em ordem
crescente de polaridade, obtendo-se uma fracdo em acetato de etila (AcOEt), uma fracao
butandlica (BuOH) e uma fragdo aquosa residual (H.O()) (Esquema 1). A partigdo
utilizando acetato de etila permite separar moléculas de baixa e média polaridade, como por
exemplo, acidos graxos, flavondides, terpenos e cumarinas. Ja as moléculas de maior
polaridade, como aquelas conjugadas com unidades de carboidratos, vao preferencialmente
ficar na fase butandlica. Os carboidratos, acidos aminados e taninos, por exemplo, serdo
encontrados na fase aquosa residual (FALKENBERG et al., 2004).

I Sobrenadante I

Fracdo Aquosa Fracdo AcOEt
LFra(;éo HZO(r;j Fracdo BuOH

Esquema 1: Particdo dos sobrenadantes com solventes organicos.
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Cromatografia

As cromatografias em fase inversa foram realizadas em silica silanizada RP-2 (70-230
mesh) ou RP-18 (40-63 uM, Merck) e as cromatografias por exclusdo molecular foram
realizadas em gel Sephadex LH-20 (25-100 nm, Sigma) ou gel Sephadex G-15-120 (40-120
uM, Sigma).

O fracionamento em colunas cromatograficas foi monitorado por cromatografia em
camada delgada (CCD) utilizando Silica 60 F,s4 (Merck) como suporte e n-butanol/acido
acético/agua (BAW 8:1:1) e acetato de etila/acetona/acido acético/agua (AAAA 30:3:1:1)
como eluentes. Os cromatogramas foram visualizados sob luz ultravioleta (UV; 254 nm e
366 nm) e revelados com solugdo de sulfato cérico para deteccdo de manchas

caracteristicas para flavondides.

RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Os espectros de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) H e !3C, utilizando DMSO-ds
ou CD30D como solventes, foram realizados nos seguintes espectrometros:
Bruker DRX-400 (*H: 400,14 MHz; '3C: 100,61 MHz);
Bruker DRX-300 (*H: 300,13 MHz; '3C: 75,48 MHz);
Bruker AC200A (*H: 200,16 MHz; *C: 50,33 MHz);
Varian Gemini 200 (*H: 199,97 MHz; '3C: 50,28 MHz).

X K X

Técnicas 2D utilizadas:

COSY (homonuclear COrrelation SpectroscopY) - esta técnica permite
estabelecer as correlagbes entre os hidrogénios que estdo acoplados por %3,
(acoplamentos geminais e vicinais, mensuraveis no espectro 1D) e assim discernir a
multiplicidade dos sinais observados no espectro de RMN 'H (KAISER, 2000).

HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) - neste experimento s6 sao
observados os acoplamentos entre hidrogénio e carbono que participam da mesma ligacao
quimica (Yc). O espectro é apresentado com o eixo horizontal correspondendo aos &, e 0

eixo vertical correspondendo aos 5¢ (KAISER, 2000).

HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) - este experimento estabelece
as correlagdes entre hidrogénio e carbono com duas ou mais ligages entre si ("Jcu; n = 2).
O espectro é apresentado com o eixo horizontal correspondendo aos &y e o eixo vertical
correspondendo aos &8¢ (KAISER, 2000).

_34_



ESPECTROMETRIA DE MAssAs (EM)

As andlises de Espectrometria de Massas foram realizadas em espectrometro Biflex III
(Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) em modo de reflexdao, IS1: 19kV, IS2: 16,5 kV,
reflector: 20 kV. Matriz: acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA, Aldrich, Milwaukee, WI).
Nestas analises, as amostras foram diluidas em H,0/MeOH (1:1) (1 pg/mL). Aliquotas de
0,5 puL da amostra e da matriz foram utilizadas. O espectro foi calibrado internamente

utilizando os picos da matriz.

ROTACAO OPTICA

Os desvios de rotagdo Optica [a]p?® das substdncias isoladas foram medidos em um

polarimetro Perkin-Elmer 243B. O desvio foi calculado a partir da seguinte formula:

[a]p®® = _a x 100

I xc

Onde:

[«]o%°: rotagdo Optica especifica a temperatura de 25 °C utilizando a linha D da

lampada de sédio (A = 589,6 nm) para a luz
«: rotacao observada
c: concentracao da solucao em gramas por 100 mililitros de solugao (g/100 mL)

I: comprimento do tubo em decimetros (1 dm = 10 cm)

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Os experimentos foram realizados por Michelle Frazao Muzitano, sob a orientagao do

Professor Franco Francesco Vincieri da Universidade de Florenga, Itdlia.

As andlises de CLAE/UV foram executadas em instrumento HP 1100L com detector
“Diode Array” e controladas por uma estagao de trabalho HP 9000 (Hewlett & Packard, Palo
Alto, CA, EUA). Coluna de fase inversa RP-18 (5 pum, 250 mm, 0.5 mm d.i.,, Luna,
Phenomenex, USA) mantida a 30 °C; eluentes: (A) gradiente de H,O com pH 3,2 ajustado
com HCOOH e (B) Acetonitrila (Tabela 3); fluxo de eluicdo 1 mL/min; volume de injecdo:

10 pL. Os espectros do UV-Vis foram adquiridos na escala de 200-450 nm.
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O sistema do HPLC foi acoplado a um espectrometro de massas HP 1100MSD API-
electrospray (Hewlett & Packard, Palo Alto, CA, USA). Os espectros de massas foram
registrados na modalidade ion-negativa. Parametros EM: temperatura capilar: 220 °C;
tensdo do capilar: 3,0 V; tensao da fonte: 4,2 kV; tensdo das lentes do tubo: 30 V; energia

de colisdo: 35%.

Tabela 3: Esquema do gradiente de solventes.

Tempo (minutos) Solvente A (26) Solvente B (20)

0 100 0
10 80 20
20 78 22
35 75 25
40 70 30

Resumo tedrico sobre a técnica de ionizacao por elétron-spray:

Essa técnica consiste na formacdo de uma névoa de particulas carregadas obtidas
mediante acdo de um campo elétrico sobre um efluente liquido dentro de um capilar

mantido a um alto potencial (4-6 kV).

A fonte ESI utiliza sempre um gas de auxilio a nebulizagcdo e é capaz de suportar fluxo

de até 1 mL/min, o que permite o acoplamento direto com colunas de CLAE analiticas.

Mecanismo de ionizagdo: cada gota de liquido presente na névoa obtida contém certo
numero de ions, ou seja, de particulas carregadas, com prevaléncia de um tipo de carga,
positiva ou negativa. A evaporagao do solvente provoca uma contracdo das gotas com
reducao da superficie externa e com conseqiiente aumento do campo elétrico. Atingindo um
valor critico, as particulas carregadas ndao conseguem mais permanecer na superficie e sao
desprendidas como ions em fase gasosa mais ou menos solvatados. Esses ions sao guiados
por um campo elétrico dentro do analisador, onde sdo separados e revelados. No modo

negativo de ionizagdo podemos encontrar além do [M - H], [M + CI]" e [M + HCOO]".
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PARTE FITOQUIMICA
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OBTENCAO E FRACIONAMENTO DO SUMO DAS FOLHAS FRESCAS

Para isolamento e identificacdo dos flavondides presentes nas folhas de Sedum
dendroideum foram trabalhadas quatro partidas de material vegetal (folhas), obtidas em

periodos distintos.

A Tabela 4 mostra o cédigo para cada partida trabalhada, a massa de material
vegetal coletada e o rendimento obtido na extracdo por expressdo das folhas (massa de

sumo seco para 100 g de folhas frescas).

Tabela 4: Cédigo das diferentes partidas de Sedum dendroideum

Periodo da Massa de Rendimento da
Cdédigo
partida folhas frescas extracao
Sdo1 Dezembro 2001 2,12 kg 1,85 %
Sdo2 Agosto 2003 1,81 kg 1,66 %
Sdo3 Janeiro 2004 0,55 kg 2,49 %
Sdo4 Novembro 2004 6,23 kg 2,09 %

FRACIONAMENTO DE SDO1

O fracionamento do material coletado em dezembro de 2001, codificado como SdO01,
foi monitorado pelos ensaios bioldgicos em busca das substancias ativas presentes em S.

dendroideum.

Folhas frescas (2,12 kg) foram expressas em um liquidificador caseiro fornecendo 1,9
L de sumo, que foi congelado e liofilizado. O sumo seco (SFlss; 44,9 g) foi solubilizado em
agua destilada e precipitado com etanol na proporgdo de 1:1. O sobrenadante obtido, apds
evaporacdo do etanol e liofilizacdo, foi fracionado em coluna de silica de fase inversa RP-2
(9,5 x 3,8 cm; gradiente H,O/MeOH), fornecendo 2 fragdes: SF1A (2,8 L), eluida com agua,
e SFIM (1,8 L), eluida com gradiente H,O/MeOH até 100% MeOH. SF1M, apds nova
purificacdo em coluna RP-2, forneceu 3 fragdes flavonoidicas: SF1M2 (211,8 mg), SF1M3
(255,1 mg) e SF1M4 (587,8 mg) (Esquema 2).
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Esquema 2: Fracionamento do sumo seco (SF1ss) obtido da partida SdO1.

IsoLAMENTO DE SF1

A partir de SF1M4 foram obtidos cristais amarelos que foram separados por
centrifugacdo, lavados com agua destilada e liofilizados (Esquema 3). Este precipitado
(SF1M4ppt; 249,0 mg) foi analisado por CCD (BAW 8:1:1) e apods revelagdo sob luz UV,
seguida de oxidagdo com sulfato cérico, mostrou tratar-se de um flavondide com R; 0,73.

Este flavondide foi codificado como SF1.

ISOLAMENTO DE SF2

SF1M4sn, apds concentracdo em banho-maria para evaporagao do metanol, gerou um
segundo soélido amarelo insoluvel, que foi separado por centrifugacdo e lavado com agua
destilada (27,0 mg). A analise por CCD, nas mesmas condicdes anteriores, mostrou que

este era um outro flavondide, codificado como SF2, com R; 0,63 (Esquema 3).

Os flavondides SF1 e SF2 foram enviados para as analises espectroscopicas de RMN

'H e 13C, experimentos mono e bidimensionais.
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Esquema 3: Isolamento dos flavondides SF1 e SF2

ISOLAMENTO DE SF3

A fracdo SF1M3 foi cromatografada em uma coluna RP-2 originando 3 fragdes. A
segunda fragdo (SF1M3b), eluida com H,O0/MeOH 9:1, apresentou em CCD (BAW 8:1:1) um
flavondide com Rf 0,49. Apds purificagdo em Sephadex LH-20, foram obtidos 8,2 mg de SF3
(Esquema 4). Este material foi enviado para experimentos mono e bidimensionais de RMN
H e 13C.

SF1M3
255,1 mg

RP-2 (18,0 x 1,5 cm)
gradiente H,O/MeOH

H,0 9:1 7:3 - MeOH

l l l SF1M3b l l l
SF1M3a e T SF1M3c

Sephadex LH-20 (25,7 x 1,0 cm)
H,O/MeOH 3:7

8,2 mg

4
&>

Esquema 4: Isolamento do flavondide SF3

[SFlMSbZ]

[SF1M3b1] [SF1M3b3]
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FRACIONAMENTO DE SDO2 E SD0O3

A analise do sumo de Sedum dendroideum por CCD mostrou que outros flavondides
polares, porém minoritarios, encontravam-se presentes. Com o objetivo de isolar estes
flavondides e obter mais massa dos flavondides previamente isolados para realizagdo dos

ensaios bioldgicos, duas novas partidas de material vegetal (Sd02 e Sd03) foram obtidas.

As folhas frescas de Sd02 e Sd03 foram expressas, separadamente, em liquidificador
doméstico fornecendo um sumo amarelo limpido que, apds liofilizacdo e quantificacdao, foi

re-suspenso em agua e precipitado com etanol na proporcdo de 1:1.

Antes da precipitagdo com etanol, uma aliquota do sumo (7,4391 g) obtida a partir de

Sd02 foi separada para realizagdo dos ensaios bioldgicos.

Na Tabela 5 encontram-se os rendimentos obtidos em cada etapa do fracionamento
de Sd02 e Sd03.

Tabela 5: Rendimento da extragdo e precipitacao de Sd02 e Sd03.

Material Sdo2 Sdo3
Folhas frescas 1,81 kg 0,550 kg
Sumo liquido 1550 mL 500 mL
Sumo liofilizado (total) 29,0603 g 13,69 g
Sobrenadante 15,6469 g 8,49
Precipitado 5,9743 g 3,98 g

Os sobrenadantes de coloracdo castanha obtidos de Sd02 e Sd03, apds separacao por
filtracdao dos seus respectivos precipitados de coloragao branca, foram colocados em banho-
maria para evaporacao do etanol. Apdés completa evaporacdo do alcool, os sobrenadantes,

separadamente, foram liofilizados para quantificacao.

Apds serem re-suspensos em agua, os sobrenadantes obtidos de Sd02 e Sd03 foram
particionados sucessivamente com acetato de etila e butanol, em ordem crescente de
polaridade, obtendo-se as fragdes em acetato de etila, butandlica e aquosa. Os rendimentos

obtidos nas particdes encontram-se resumidos na Tabela 6.
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Tabela 6: Rendimento das particGes com solventes organicos de Sd02 e Sd03.

Fracbes Sdo2 Sdo3
Sobrenadante 15,6230 g 8,49
Fragcdo em acetato de etila 0,3784 g 0,3161 g
Fracdo butandlica 1,5604 g 1,0182 g
Fracao aquosa 13,3978 g 6,0993 g

Em busca dos flavondides polares presentes no sumo de S. dendroideum, as fragGes
organicas (fracbes em acetato de etila e butanol) obtidas da particao foram analisadas por
CCD (BAW 8:1:1) quanto a presenca dessas substancias. Verificou-se a presenca de
flavondides com Rf's que variavam de 0,35 a 0,73 na fragcdo butandlica (flavonoides de alta
e média polaridade) e 0,73 a 0,87 na fracdo em acetato de etila (flavondides de média e

baixa polaridade).

As fragdes butandlicas obtidas das particdes de Sd02 e Sd03, por apresentarem um
perfil flavonoidico polar semelhante em CCD, foram reunidas (SFB) para posterior

fracionamento.

Fracionamento de SFB

O conjunto SFB foi cromatografado em coluna de silica RP-2, gradiente H,O/MeOH,
originando seis fracdes (Esquema 5). Destas, quatro se destacaram por apresentar perfil
flavonoidico em CCD: SFB2, SFB3, SFB4 e SFB5.

As fracoes SFB4 e SFB5, logo apds serem coletadas, apresentaram intensa quantidade
de um sdlido amarelo. Ambas as fragdes foram centrifugadas separadamente, e seus
respectivos precipitados foram lavados com agua destilada e analisados por CCD (BAW
8:1:1). Os solidos obtidos mostraram tratar-se de dois flavondides diferentes, um com R¢
0,63 (obtido de SFB4) e outro com R; 0,73 (obtido de SFB5), o mesmo de SF2 (86,6 mg) e
SF1 (107,3 mg), respectivamente.
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Esquema 5: Purificacdo da fragao butandlica SFB

Fracionamento de SFB2

SFB2 (eluida com H,O0/MeOH 9:1), obtida do fracionamento de SFB, foi purificada em
uma coluna de silica RP-2 fornecendo 4 fragdes. A segunda fragdo (SFB2b), por apresentar
perfil flavonoidico em CCD, foi cromatografada em uma coluna de silica RP-18 originando

trés fragées (Esquema 6).

ISOLAMENTO DE SF4

A fracdo flavonoidica proveniente da coluna RP-18 (eluida com H,O0/MeOH 7:3),
codificada como SFB2bb, foi purificada em coluna de gel Sephadex LH-20 (H,O/MeOH 5:5)
fornecendo 7,9 mg de um flavondide puro, codificado como SF4 (R 0,35; BAW 8:1:1)
(Esquema 6).

O flavondide SF4 foi enviado para as andlises espectroscépicas de RMN 'H e 13C,

experimentos mono e bidimensionais.
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184,0 mg
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RP-18 (36,0 x 1,0 cm)
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H,0 - 9:1 5:5 - MeOH

7:3
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Sephadex LH-20 (20,5 x 1,0 cm)
H,O/MeOH 5:5
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Esquema 6: Fracionamento de SFB2 e isolamento do flavondide SF4

Fracionamento de SFB3

A fracdo SFB3, eluida com H,O/MeOH 8:2, foi fracionada em uma coluna de silica RP-2
fornecendo 4 fragbes (Esquema 7). A segunda fracdo, SFB3b, apds purificacdo em coluna

de gel Sephadex LH-20, originou uma fracdo rica em flavonoides polares (SFB3bb).

SFB3bb foi cromatografada novamente em uma coluna de silica RP-2 e o segundo
conjunto obtido desta coluna foi, em seguida, purificado em uma coluna de silica RP-18.
Dois conjuntos provenientes da coluna RP-18, quando comparados por CCD (BAW 8:1:1),
se destacaram por possuir flavondides: SFB3Y, com flavondide de Rs 0,49 e SFB3Z, com
flavonoide de R; 0,52 (Esquema 8).
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Esquema 7: Fracionamento de SFB3

ISOLAMENTO DE SF5

A fracao SFB3Y foi purificada em Sephadex LH-20 fornecendo 49,4 mg de um
flavondide (SFB3Y2) puro, codificado como SF3 (Esquema 8). Este flavondide foi enviado
para as analises de RMN 'H e **C mono e bidimensionais.

A fracdo SFB3Z (Esquema 8), apds purificacdo em Sephadex LH-20 (21,0 x 1,1 cm;
H,O/MeOH 3:7), forneceu 7,4 mg de um flavondide puro, codificado como SF5. Este foi

enviado para RMN 'H e !3C, experimentos mono e bidimensionais.
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Esquema 8: Obtencdo dos flavonodides SF3 e SF5

#Sephadex LH-20 (21,0x 1,1 cm)
MeOH

FRACIONAMENTO DE SD0O4

Como foi dito anteriormente, o sumo de Sedum dendroideum possui, além dos
flavondides de alta e média polaridade, flavondides apolares. Portanto, em busca desses

flavondides, uma quarta partida foi trabalhada (Sd04).

Folhas frescas (6,3 kg) foram expressas em um liquidificador caseiro fornecendo 5,46
L de sumo. Este foi reduzido, a uma temperatura controlada de 57°C, até a um volume final
de 1700 mL (SDF3). Uma aliquota de 160 mL foi separada, congelada, liofilizada e guardada
para padrdo (11,9752 g).

Foi feita uma precipitacdo com etanol (proporcao de 1:1) do sumo das folhas
resultando em um sobrenadante castanho (SDF3sn) e um precipitado branco (SFA; m=
54,4 g).

SDF4sn foi reduzido até a um volume de 300 mL e entdo particionado sucessivamente
com acetato de etila e butanol, em ordem crescente de polaridade, obtendo-se as fracdes
em acetato de etila (SF4A), butandlica (SF4B) e aquosa (SF4Aq’) - Esquema 9.
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SDF3sn
~ 63,7 g
Acetato de Etila
SF4A
l 1,1651 g l SF4Aq
/ Butanol
Esquema SF4B
Esquema
10

Esquema 9: Particdo do sobrenadante do sumo das folhas da partida Sd04

O controle das particdes por CCD mostrou que, além da fracdo em acetato de etila
(SF4A), a fracao butandlica (SF4B) também apresentava, mesmo que em pequena

proporcao, os flavonodides apolares.

Portanto, visando uma maior massa flavonoidica apolar, tanto SF4A quanto SF4B

foram purificados.

Fracionamento de SF4B

A fracdo butandlica foi cromatografada em coluna de silica de fase inversa RP-2
(Esguema 10) fornecendo cinco fracdes das quais trés se destacaram por possuir
flavondides: SF4B2, onde estdo presentes os flavondides polares, SF4B3, que possui

majoritariamente SF1, e SF4B4, onde se encontram os flavondides apolares.

SF4B4 foi re-suspenso em agua e a fracdo hidrossoluvel foi particionada com acetato
de etila. A fragdo organica (SF4B4sA) concentrou os flavondides e foi, posteriormente,
purificada em coluna de gel Sephadex LH-20 originando a fragdo SF4B4A2, com flavondides
de R; 0,52 e 0,57 (AAAA 30:3:1:1).
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SF4B
7,22 g

RP-2 (36 x 2,2 cm);
gradiente H,O0/MeOH

H,O 9:1 7:3 5:5 7:3- MeOH
l SF4B1 l l SF4B2 l [ SF4B3 ] [ZSE)E?)B:;] ' SF4B5 l
H.0
soltvel insoluvel
AcOEt
Fragdo orgéanica Fracdo aquosa

lSF4B4sA| l l
48,7 mg SF4B5W

Sephadex LH-20 (30,0 x 1,0 cm);
MeOH

[SF4B4A1] [SF4B4A2] [SF4B4A3]

Esquema 10: Purificacdo da fragdo butandlica de Sd04 (SF4B)

Fracionamento de SF4A

A fracdo em acetato de etila (SF4A) foi cromatografada em coluna de silica RP-2
gerando 5 fragdes. Destas, trés se destacaram por possuir flavonodides: SF4A2, com
flavonoide de R; 0,28, SF4A3, com flavondides de Rt 0,52 e 0,57, e SF4A4, com flavonodides
de Rf 0,57 e 1,0. Por ser tratar de uma fracdo apolar, SF4A e suas sub-fracdes foram

avaliadas por CCD em um eluente mais apolar que o BAW 8:1:1, o AAAA 30:3:1:1.

Da fragdo SF4A2 houve cristalizacao de mais SF1 (R 0,28 em AAAA 30:3:1:1) -

Esquema 11.
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SF4A
1,10 g

RP-2 (35,8 x 2,0 cm);
gradiente H,O0/MeOH

H,O -9:1 7:3 7:3 5:5-3:7 MeOH

SF4A2
[ SF4A1 ] [(214,7 mg)] [ SF4A3 ] [ SF4A4 ] [ SF4A5 ]

I Cristalizacdo \ \
SF4A2i Feauema
! 12 14
[SF4A23] [(44,8 mg)]

4
&>

Esquema 11: Fracionamento de SF4A

Fracionamento de SF4A3

A fracdo SF4A3, eluida em H,O/MeOH 7:3, foi purificada em coluna de gel Sephadex
LH-20 resultando em dois conjuntos. O segundo conjunto (SF4A3b) foi recromatografado na

mesma coluna gerando uma fracdo rica no flavondide de Rf 0,52 (SF4A3bb) - Esquema 12.

SF4A3
48,9 mg

Sephadex LH-20 (30,0 x 1,0 cm)
MeOH

l SF4A3a l l SlFoi,An?gb I

Sephadex LH-20 (30,0 x 1,0 cm)
MeOH

lSF4A3ba| lSF4A3bb| —_—

Esquema 12: Fracionamento de SF4A3
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IsoLAMENTO DE SF7

A fracdo SF4A3bb (Esquema 12) e a fragdo SF4B4A2 (Esquema 10), por possuirem

o mesmo perfil flavonoidico em CCD, foram reunidas e codificadas como SF4AB.

A fracdo SF4AB foi cromatografada em uma coluna de gel Sephadex G-15 resultando
em trés conjuntos. O segundo conjunto foi purificado em coluna de gel Sephadex LH-20

fornecendo 3,5 mg de SF7 (Esquema 13).

O flavondide SF7 foi enviado para as analises de RMN 'H e 3C, experimentos mono e

bidimensionais.

SF4B4A2 SF4A3bb
2,5mg 7,3 mg

SF4AB

J

Sephadex G-15 (13,5 x 0,7 cm)
H,O

) SFAAB2
[ SF4AB1 [ 4,6 mg ] [ SF4AB3 ]
Sephadex LH-20 (30,0 x 1,0 cm)
MeOH

(o) EE)CGD

Esquema 13: Isolamento do flavondide SF7

Fracionamento de SF4A4

A fracdo SF4A4, eluida em H,O/MeOH 5:5 e 3:7, foi cromatografada em coluna de
silica RP-2 gerando 3 fracGes. Destas, duas se destacaram por possuir flavondides: SF4A4b,

com flavonoides de Rf 0,57, e SF4A4c, com flavondide de Rr 1,0 (Esquema 14).
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IsoLAMENTO DE SF6 E SF8

SF4A4b e SF4A4c foram purificadas em Sephadex LH-20 originando os flavonodides

puros SF6 e SF8, respectivamente (Esquema 14).

SF4A4
110,7 mg
Sephadex LH-20 (30,0 x 1,0 cm)
MeOH
SF4A4b SF4A4c
Sephadex LH-20; MeOH Sephadex LH-20; MeOH
(30,0 x 1,0 cm) (30,0 x 1,0 cm)
SF4A4b2 SF4A4c2
[SF4A4b1] [ 20,6 mg ] [SF4A4C1] [ 2,0 mg ]

4 4

Esquema 14: Fracionamento de SF4A4 e isolamento dos flavondides SF6 e SF8

O flavondides SF6 e SF8 foram enviados para as analises espectroscopicas de RMN 'H

e 3C mono e bidimensionais.
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OBTENGAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO AQUOSO DOS CAULES

Os caules (1,61 kg), obtidos da partida Sd04, foram extraidos com agua destilada (1,6
L) fornecendo 1,93 L de extrato aquoso. Este foi reduzido, a uma temperatura controlada de
57°C, até a um volume final de 300 mL (SC). Uma aliquota de 1 mL foi separada,

congelada, liofilizada e guardada para padrao (216,6 mg).

Foi feita uma precipitagcdo com etanol, na proporcdo de 1:1, do extrato dos caules
obtendo-se um sobrenadante de coloracao vermelho-vinho (SCsn; m= 44,3 g) e um

precipitado de coloragao rosa (SCppt; m= 5,29 g).

SCsn, ressuspenso em 100 mL de agua destilada, foi particionado sucessivamente
com acetato de etila e butanol, em ordem crescente de polaridade, obtendo-se as fracdes

em acetato de etila (SCA), butandlica (SCB) e aquosa (SCAQ’) - Esquema 15.

l SCsn l

AcOEt
SCA
|(255,6 mg)l SCAq
BuOH
SCB SCAQ’
(2,08 g) (41,0 g)
Esquema
16

Esquema 15: Particao do sobrenadante do extrato dos caules de Sedum dendroideum

Fracionamento de SCB

A fracdo butandlica, por apresentar perfil flavonoidico em cromatografia em camada
delgada (CCD; BAW 8:1:1), foi cromatografada em coluna de silica de fase inversa RP-2
(Esquema 16). Foram obtidas cinco fracdes das quais duas se destacaram por possuir
flavonoides: SCB2, de onde foram isolados os flavondides codificados como SC2, SC3, SC4
e SC5, e SCB4, de onde foi isolado SC1.
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IsoLAMENTO DE SC1

A partir da fracdo SCB4 foram obtidos cristais amarelos que, apds serem separados
por centrifugacdo, foram lavados com agua destilada e liofilizados (Esquema 16). Este
precipitado foi codificado como SC1 (R 0,73) e enviado para analise de RMN 'H e 3C para

confirmar se é o mesmo flavondide que SF1 (R¢ 0,73).

SCB
(2,08 g)

RP-2 (36 x 2,2 cm);
gradiente H,O/MeOH

H,O 9:1 8:2 7:3 5:5 - MeOH
SCB4
[ scB1 ] [ SCB2 ] [ SCB3 ] [(42,3 mg)] [ SCB5 ]
l Centrifugacdo

SCB4ppt
(o) () God

Esquema 16: Purificacdo da fragdo butandlica de S. dendroideum

Fracionamento de SCB2

A fragdo SCB2, eluida em H,0/MeOH 9:1, foi cromatografada em coluna de silica RP-2
gerando 4 fragdes (Esquema 17). Destas, duas se destacaram por possuir flavondides:

SCB2b, com flavondides de R; 0,49 e 0,52, e SCB2c, com flavondides de R; 0,63 e 0,68.

SCB2
(129,1 mqg)

RP-2 (20,5 x 1,1 cm);
gradiente H,O0/MeOH

5:5 - MeOH

H,0 9:1 7:3
l SCB2a l l SCB2b l l SCB2c l l sCB2d l
Esquema Esquema

18 19

Esquema 17: Fracionamento de SCB2

_53_



IsoLAMENTO DE SC3 E SC4

A fracdo SCB2b, eluida em H,O0/MeOH 9:1, foi purificada em coluna de gel Sephadex
LH-20 (21,0 x 1,1 cm; H,0O/MeOH 3:7) resultando em trés conjuntos. A partir de SCb2 e
SCb3 foram isolados SC4 e SC3, respectivamente (Esquema 18).

Para obtengdo de SC4, a fracdo SCb2 foi cromatografada em uma coluna de silica de
fase inversa RP-18 resultando em uma fracdo majoritaria em massa, codificada como
SCb2b. Esta fracdo foi purificada, em seguida, em uma coluna Sephadex G-15. A segunda

fragao desta coluna forneceu 10,0 mg de SC4 puro (Rf 0,49).

SC4 foi enviado para andlise de RMN 'H para confirmar se este é o mesmo flavondide
SF3 (Rf 0,49) isolado das folhas.

A fragdo SCb3 foi re-suspensa em agua gerando uma fragao sollvel e outra insoluvel.
A fracdo insolavel foi solubilizada em metanol e purificada em uma coluna Sephadex LH-20.
Foi obtido 1,0 mg de SC3 (R 0,52).

SC3 foi enviado para andlise espectroscépica de RMN 'H, experimentos mono e

bidimensionais. A pouca massa isolada ndo permitiu a analise de RMN !3C.

SCB2b
(57,6 mg)

Sephadex LH-20 (21 x 1,1 cm)
H,O/MeOH 3:7

solivel
SCb3s
SCbh2 SCb3 H20 :
mg)

SCb1l (46,3 (10,3 mg)

SCb3i
(3,3 mg)

RP-18 (16,5 x 1,2 cm)
gradiente H,O/MeOH

[

Sephadex LH-20 (29 x 1 cm)

H,O - 9:1 8:2 7:3 - MeOH MeOH
SCb2b
(sooea]  (2%)  ((sovac]
. SCbib
Sephadex G-15 (29,5 x 0,8 cm) [SCb3la] [ (1,0 mg) ]
H,O

4
[scoava]  (55520]  [scoave]
il &

Esquema 18: Obtencdo dos flavondides SC3 e SC4
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IsoLAMENTO DE SC2 E SC5

A fracdo SCB2c, eluida em H,O/MeOH 7:3, foi purificada em coluna de gel Sephadex
LH-20 (28,5 x 1,0 cm; H,0/MeOH 3:7) resultando em dois conjuntos. O segundo conjunto
(SCc2), por apresentar perfil flavonoidico em CCD, foi cromatografado em uma coluna de
silica RP-18 originando 3 fragdes. A segunda fragao (SCc2b), apos purificagdo em Sephadex

LH-20, forneceu SC2 e SC5 (Esquema 19).

SCB2c
37,0 mg

Sephadex LH-20 (28,5 x 1,0 cm)
H,O/MeOH 3:7

l l l SCc2 l

RP-18 (11,3 x 0,7 cm)
gradiente H,0/MeOH

H,0 - 9:1 8:2-7:3 5:5 - MeOH

l l l SCc2b l l l
SCc2a . SCc2c

Sephadex LH-20 (28,5 x 1,0 cm)
H,O0/MeOH 3:7

SCc2bb SCc2bc

H>,O

soltvel insoltvel

lSCchbsl |S§g%3?'|

Esquema 19: Isolamento dos flavondides SC2 e SC5.

SC2 foi enviado para analise de RMN 'H para confirmar se este é o mesmo flavonoide

SF2 (Rf 0,63) isolado das folhas.

SC5 (R¢ 0,68) foi enviado somente para analise de RMN 'H devido a pouca massa de

material isolado.
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PARTE FARMACOLOGICA
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GERAL

Farmacos, reagentes, solventes e sais

k-carragenina (tipo I, Sigma); hidrocloreto de naloxona (Sigma), dexametasona
(Decadron - Prodrome), indometacina (Sigma), fentanil (Janssen Farmacéutica),
formaldeido (Miyako do Brasil), acido acético glacial (ISOFAR do Brasil), dimetilsulfoxido

(DMSO0), tween 80, cloreto de sddio e bicarbonato de sddio (Vetec Quimica Fina).

Todos os farmacos testados e injetados por via parenteral foram solubilizados, antes
de seu uso, em salina fisiolégica (NaCl 0,9%). A diluicdo das drogas administradas pela via
oral foi realizada com agua. Na dissolucdo da indometacina utilizou-se 5% de bicarbonato

de saddio.

Animais

Nos ensaios foram usados camundongos albinos (Mus musculus), adultos, pesando
entre 20 e 35 g, fornecidos pelo biotério do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas -
Instituto de Biologia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, e mantidos com

regime de agua e ragao ad libitum.

Os pré-tratamentos dos animais com o veiculo, com o sumo, fracGes e flavondides de
Sedum dendroideum ou com diferentes substancias, foram sempre em concentragoes
adequadas para a administracdo de um volume constante de 10 mL/kg. As administracdes
antecederam os testes farmacolégicos em 60 minutos quando feitas por via oral e 30

minutos quando feitas por via intraperitoneal ou subcuténea.

Todos os experimentos foram desenvolvidos seguindo normas que envolvem cuidados
com os animais de laboratorio e normas éticas para seu uso em experimentos com dor
(ZIMMERMANN, 1983; PORTER, 1992).

Apds os testes de atividade farmacoldgica os animais foram sacrificados por anestesia

etérea profunda quando necessario e CO, se possivel.
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AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTIINFLAMATORIA

Esses ensaios foram realizados no Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, como parte do projeto de Iniciacdo Cientifica
de David do Carmo Malvar, aluno do curso de Medicina Veterinaria - UFRuralR], sob a
orientacdo do Prof. Frederico Argollo Vanderlinde, com o qual o nosso grupo de pesquisa

mantém colaboracao.

Teste das Contor¢des Abdominais Induzidas por Acido Acético

Grupos experimentais de 6 camundongos foram tratados oralmente com agua (grupo
veiculo), com o sumo do Sedum dendroideum (0,1, 0,3 e 1 g/kg) ou com a indometacina
(grupo controle positivo, 10 mg/kg). Apds 60 minutos dos tratamentos, todos os animais
foram injetados pela via intraperitoneal com acido acético diluido em salina (1,2%; 20
ul/10g) (KOSTER et al., 1959). As contorgdes abdominais, consideradas como contragdes
da parede abdominal seguida por extensdo de pelo menos uma das patas posteriores
(VACHER et al., 1964), foram contadas por 30 minutos, apds a injecdo do acido acético.
Para isso, os camundongos foram colocados individualmente em funis de vidro, por um
periodo de adaptacdo prévia de 15 minutos. Os resultados foram expressos como as médias
dos numeros de contorcGes acumuladas durante os 30 minutos de avaliagdo experimental,
ou como percentagem de inibicdo das contorcdes comparativamente ao grupo controle,
permitindo, desta forma, a avaliagao da dose inibitéria 50% (IDsp) (KOSTER et al., 1959).

Teste da Formalina

Este teste permite, apds a injecdo intraplantar de formalina, avaliar dois tipos de dor:
a de origem neurogénica, que ocorre pela estimulacdo direta de terminagdes nervosas, e a
de origem inflamatoria produzida pela liberacdo de mediadores inflamatdrios. Os animais
foram tratados oralmente com agua (grupo veiculo), com o sumo do Sedum dendroideum
(1 g/kg) ou com a indometacina (grupo controle positivo, 10 mg/kg), 60 minutos antes da
injecdo intraplantar da solucdo formalina (1,2% de formol em salina; 20 ulL/pata), na pata
posterior direita. Em seguida a aplicacdao, foi medida a reatividade do animal, considerada
como o tempo, em segundos, que o animal permaneceu lambendo, mordendo ou sacudindo
a pata injetada. O efeito antinociceptivo foi avaliado durante as duas fases da dor: nos
primeiros 5 minutos (dor neurogénica) e no periodo de 15 a 30 minutos (dor inflamatéria),
sendo os resultados expressos como as médias dos tempos de reatividade ou como
percentual de inibicdo da reatividade nas distintas fases, comparativamente ao grupo
veiculo (HUNSKAAR et al., 1985 e 1986; HUNSKAAR & HOLE, 1987).
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Teste da Placa Quente

Neste teste, a laténcia ao estimulo térmico (55 + 0,5 °C), em segundos, foi mensurada
a cada 30 minutos, comecando 30 minutos antes dos tratamentos, imediatamente apds e
até 2 horas depois dos tratamentos pela via oral com agua (grupo veiculo), com o sumo do
Sedum dendroideum (1 g/kg) ou com o fentanil (grupo controle positivo, 200 pg/kg, via
subcutdnea). O tempo de reacdo do animal ao estimulo térmico caracteriza-se pelo
comportamento de levantar ou lamber as patas, considerado como indicativo de efeito
nociceptivo (WOOLFE & MACDONALD, 1944). Os animais foram previamente selecionados
quanto a sua reatividade ao estimulo nociceptivo, ndo sendo usados animais cujo tempo de
reacao seja superior a 9 segundos. Objetivando impedir a lesdo tecidual, foi estabelecido o
cut-off de 30 segundos (D'AMOUR & SMITH, 1941).

Teste do Edema de Orelha Induzido por Oleo de Créton

O dleo de Créton desencadeia um processo inflamatério agudo com diferentes fases
onde ocorre a liberacdao de diferentes mediadores envolvidos na inflamagao, tais como
aminas biogénicas (histamina e serotonina), cininas e eicosandides (DI ROSA et al., 1971).
O edema de orelha induzido por éleo de Créton é um modelo muito utilizado para avaliar a
acao de drogas com possivel atividade antiinflamatoéria, pois o processo induzido na orelha é

sensivel a acdo de drogas antiinflamatdrias esteroidais e ndo esteroidais.

Neste experimento, grupos experimentais de 8 camundongos foram tratados por via
oral com agua (grupo veiculo), com o sumo de Sedum dendroideum (1 g/kg) ou com
indometacina (10 mg/kg), controle positivo do teste. Apds 60 minutos dos tratamentos, os
animais foram injetados na superficie interna da orelha direita com 10 uL de dleo de créton
(2,5% v/v em acetona). A superficie interna da orelha esquerda foi tratada com o mesmo
volume de acetona e usada como controle. Quatro horas apds a administracdo do 6leo de
créton, os animais foram mortos por deslocamento cervical e um disco de 6 mm de
diametro foi removido de cada orelha e pesado em balanca analitica. Os resultados foram
representados como as médias e erros padroes da diferenca de peso entre as duas orelhas
(A), comparando os resultados obtidos no grupo veiculo (TUBARO et al., 1986; ZANINI JR
et al., 1992).
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Teste da Migracao Leucocitaria

Este ensaio avalia a migracdao leucocitaria para a cavidade peritoneal, segundo

protocolo originalmente descrito por Ferrandiz e Alcaraz (1991).

Grupos experimentais de 5 a 7 animais foram tratados previamente por via oral com
com agua (grupo veiculo) e com o sumo de Sedum dendroideum (1 g/kg) ou por via
subcuténea (s.c.) com dexametasona (2 mg/Kg), utilizada como controle positivo de teste.
Decorridos 60 minutos (p.o.) dos tratamentos, os animais foram injetados pela via
intraperitonial com 0,25 mL de carragenina (1% em salina). Apds 4 horas os animais foram
sacrificados sob anestesia etérea profunda e injetados na cavidade peritoneal com 2 mL de
PBS heparinizado (10 UI/mL), livre de Ca®* e Mg?*. Feito isso, foram realizadas 50
compressoes leves no abdomen e, entdo, coletado o fluido peritoneal. A amostra foi diluida
em solucdo de Tirk (1:20) e a contagem de células foi realizada em camara de Neubauer.
Os resultados foram expressos como as médias dos nimeros de leucdcitos totais (x 106/mL)
de cada grupo experimental ou como percentagem de inibicdo da migracdo de leucocitos

comparativamente ao grupo experimental controle (FERRANDIZ & ALCARAZ, 1991).

Teste do rota-rod

Este aparelho consiste de uma barra giratéria com diametro de 2,5 cm, colocada a 25
cm de altura e subdividida em seis compartimentos iguais por discos de 25 cm de didmetro,
com o objetivo de avaliar seis animais simultaneamente. A barra giratéria mantém uma
velocidade constante de 9 rpm. Neste teste, 1 hora apds os tratamentos, pela via oral, com
o veiculo (agua), com o sumo do Sedum dendroideum (1 g/kg) ou, pela via subcutanea,
com o controle positivo diazepan (3 mg/kg), os grupos de 7 animais foram avaliados por 1
minuto sobre a barra giratéria, onde foi cronometrado o tempo, em segundos, de
permanéncia na barra giratéria (DUHAM & MYIA, 1957). Este método permite avaliar se os
tratamentos promoveram incoordenagdo motora nos animais, por sedagao e/ou

relaxamento muscular.

Analise Estatistica dos Dados

Os resultados foram expressos como a média mais ou menos o erro padrdo. As
diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foram detectadas pela analise de
variancia (ANOVA). Para comparacdo entre as médias dos grupos experimentais foi utilizado
o teste t ndo pareado, admitindo diferencas significativas a partir de p < 0,05 (SOKAL &
ROHLF, 1981). As analises estatisticas foram feitas através dos programas GraphPad Prism
3.0 e GraphPad InStat 3.0.

_60_



RESULTADOS E DISCUSSAO
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ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS
FLAVONOIDES ISOLADOS DAS FOLHAS
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ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE SF1

O flavonodide codificado como SF1, isolado a partir das fragdes metandlica (partida
Sd01), butandlica (partidas Sd02 e Sd03) e acetato de etila (partida Sd04) das folhas,

apresentou-se sob a forma de pé amorfo amarelo-palido, com uma massa total isolada de
401,4 mqg.

A proposta estrutural para o flavondide SF1 foi baseada nos dados de RMN *H e '3C,
dos experimentos bidimensionais HMQC, HMBC e COSY, todos obtidos em DMSO-dg

(concentragao: 80 mg/mL), e confirmada pela espectrometria de massas.

RMN *H
O espectro de RMN 'H de SF1 (Espectro 1) apresentou sinais compativeis para um

flavonoide de natureza glicosidica.

; : I RN s231
Y e I B e - Vi
z
I
i
3 .
| | |
L B
N I
| H | I
a1, = LMy | ‘w. | L
Y i Y FTVRW TVWyY Vy
g E L §2E@a  EREais Ll
B TR TR T . S . T T R (TR
PPM LEN- 1 108 1.3 s TS as (1.1 45 a5 25 158

Espectro 1: Espectro de RMN 'H (300,13 MHz) de SF1 (DMSO-ds)

Os simpletos em 12,60 e 10,26 ppm sao correspondentes aos hidrogénios de duas
hidroxilas da aglicona. O sinal mais deslocado, ou seja, mais desblindado, corresponde ao
hidrogénio da posicdo 5, que se encontra em ligacao de hidrogénio com o oxigénio da

carbonila em 4. O outro sinal corresponde ao hidrogénio da hidroxila em 4'.
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A faixa entre 6,40 e 8,0 ppm do espectro de RMN 'H (Espectro 2), referente a regido
aromatica de SF1, apresentou dupletos em 6,92 ppm (J= 8,81 Hz) e 7,79 ppm (J= 8,81
Hz), com integracdo para dois hidrogénios cada um. As constantes de acoplamento
calculadas (8-9 Hz) indicam uma correlacdo orto entre esses hidrogénios. Esses sinais
foram atribuidos aos hidrogénios H-3’,5' e H-2’,6" do anel B respectivamente, caracteristicos
de um anel aromatico substituido na posicdo 4’ (padrdao 4’-OH). Isso ocorre devido a
simetria apresentada por este anel, fazendo com que os hidrogénios das posicdes 2’ e 3’
apresentem equivaléncia em deslocamento quimico com os hidrogénios das posicoes 6’ e 5/,

respectivamente.

Para o anel A foram observados dupletos em 6,45 ppm (H-6, J= 2,13 Hz) e 6,78 ppm
(H-8, J= 2,13 Hz). A constante de acoplamento observada (aproximadamente 2 Hz)
confirma um acoplamento meta entre esses hidrogénios, mostrando tratar-se de um

flavondide 5,7-diidroxilado no anel A.

De acordo com o deslocamento observado para H-6 e H-8, a posicdo 7 da aglicona
apresenta substituicdo uma vez que, quando a hidroxila desta posicdo esta livre, os sinais
para os hidrogénios das posicbes 6 e 8 apresentam-se mais protegidos (6,20 e 6,40 ppm,
respectivamente) (PIZZOLATTI et al., 2003).

e T 58
i e R L
i 5 b il
z?
| I .'i
|I' M [ 'Il
.'IIJIK._ o Ll.l ||Ilh _'_|| |L

Espectro 2: Expansdo da faixa de 7,80 a 6,40 ppm do espectro de RMN 'H (300,13 MHz)
de SF1 (DMSO-ds)

Nao foi observado sinal para a posicao 3 da aglicona (simpleto entre 6,4 e 6,9 ppm),

caracteristico de flavona.
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De acordo com esses dados foi possivel propor para a aglicona deste flavondide a

estrutura do kaempferol (3,5,7,4'-tetraidroxiflavonol; Figura 8).

Figura 8: Estrutura do kaempferol

A faixa entre 0,6 e 5,6 ppm do espectro de RMN 'H, correspondente a parte glicosidica
de SF1 (Espectro 3), mostrou dois sinais de hidrogénios anoméricos (5,55 e 5,30 ppm)
compativeis com O-glicosilagdo diretamente no anel da aglicona. As constantes de
acoplamento observadas para ambos os hidrogénios (J~ 1,45 Hz) mostram uma relagao

trans-diequatorial entre os hidrogénios das posicdes 1 e 2 dos aguUcares.

Alguns hidrogénios das unidades glicosidicas aparecem sob a forma de multipletos na
regiao entre 3,99 e 3,10 ppm. A multiplicidade de cada sinal assim como o deslocamento de

cada hidrogénio encontram-se na Tabela 7 (pag. 71).

O espectro de RMN !'H mostrou ainda dupletos entre 4,67 e 5,16 ppm, os quais

correspondem as hidroxilas das duas unidades de carboidrato.

Dois dupletos em 1,13 (3H; J= 6,11 Hz) e 0,80 ppm (3H; J= 5,58 Hz) foram
atribuidos aos hidrogénios metilicos de duas ramnoses (SILVA et al., 2005). A presencga
desta unidade sacaridica também pode ser evidenciada pela pequena constante de
acoplamento observada para os hidrogénios anoméricos (H-1": J= 1,49 Hz; H-1"": J= 1,42
Hz).

De acordo com esses dados parciais, pode-se propor para SF1 a estrutura de um

flavonol di-O-glicosilado nas posicbes 3 e 7 por moléculas de ramnose.

Segundo Markham & Geiger (1994), quando a ramnose ocorre na posicao 3 no
esqueleto de flavondis, o valor de deslocamento quimico dos hidrogénios metilicos e
anomeérico aparecem entre § 0,72-0,86 e § 4,96-5,36, respectivamente, enquanto que a

ramnose na posicao 7 apresenta tais sinais entre § 1,04-1,21 e § 5,22-5,75.
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Espectro 3: Expansdo da faixa de 0,6 a 5,6 ppm do espectro de RMN 'H (300,13 MHz) de
SF1 (DMSO-dg)

Portanto, com base nos dados obtidos a partir do espectro de RMN 'H de SF1, foi
possivel sugerir para a ramnose substituida na posi¢cao 3 do kaempferol os sinais em 5,30 e
0,80 ppm (3-O-ramnosideo), e para a outra unidade, substituida na posicdo 7 da aglicona,

os sinais em 5,55 e 1,13 ppm (7-O-ramnosideo).

RMN *3C

O espectro de RMN !3C forneceu 24 sinais (Espectro 4). Treze destes sinais foram
atribuidos aos carbonos da aglicona do flavondide e os onze sinais restantes aos carbonos

das duas unidades de acucar.

Os sinais observados entre 178,4-106,3 ppm e os sinais em 100,0 e 95,1 ppm

correspondem aos deslocamentos quimicos para os carbonos da aglicona.

Para o anel C observa-se o sinal mais desprotegido do espectro, em 178,4 ppm,
confirmando a presenca de uma carbonila ceténica em C-4 a-p insaturada, oxigenada na
posicao 3 (MARKHAM et al., 1978).

Em 158,3 ppm encontra-se o sinal atribuido ao C-2. Com base no deslocamento

observado (mais desprotegido), a posicdo 3 da aglicona estd O-glicosilada uma vez que,
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quando esta posicdo ndo esta substituida, o deslocamento para C-2 fica préoximo de 148
ppm (MARKHAM et al., 1978; AGRAWAL, 1989).

Para o anel B, devido a sua simetria, apenas quatro sinais sdo observados. Isto ocorre
pois os carbonos das posigdes 3’ e 5’ (115,9 ppm) e os carbonos das posicoes 2’ e 6’ (131,2

ppm) apresentam equivaléncia em deslocamento quimico.

Esses dados confirmam para SF1 a aglicona do kaempferol.
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Espectro 4: Espectro de RMN 3C (75,47 MHz) de SF1 (DMSO-dg)

Com base nos sinais em 102,4 ppm e 98,9 ppm, atribuidas aos carbonos anoméricos,
confirma-se a presenca de O-glicosilagdo na aglicona. Entre 72,1-70,3 ppm sdo observados
7 sinais de carbonos ligados a oxigénio, correspondentes as unidades sacaridicas, sendo que
o sinal em 70,6 ppm apresenta-se como um simpleto largo, evidenciando que ha sinais

sobrepostos.

Os sinais em 18,4 e 18,0 ppm, referentes aos carbonos metilicos, confirmam a

proposta da presenca de duas ramnoses.

A partir dos dados obtidos de RMN 3C é possivel propor para o flavondide SF1 a

estrutura do kaempferol 3,7 di-O-ramnosideo.
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COSY

A partir da analise do espectro de RMN 2D COSY (correlagdo homonuclear H-'H)
(Espectro 5) foi possivel estabelecer os deslocamentos quimicos de todos os hidrogénios
das duas moléculas de ramnose através do acoplamento seqlienciado dos hidrogénios
destes acucares, inclusive das hidroxilas. Além disso, observou-se o acoplamento entre H-
2',6’ com H-3’,5’, confirmando o padrdao 4’-OH para o anel B evidenciado nos espectros de
RMN 'H e 3C.
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Espectro 5: Espectro de RMN 2D COSY (300,13 MHz) de SF1 (DMSO-ds)
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HMQC

O espectro de RMN 2D HMQC (Espectro 6), a partir da correlagdo direta
heteronuclear 'H-*3C, permitiu correlacionar os hidrogénios das duas unidades de ramnose e

da aglicona aos seus respectivos carbonos.

Portanto, a partir dos dados obtidos no espectro 2D de HMQC e COSY, foi possivel
estabelecer os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e dos carbonos para cada unidade

de ramnose, sem ambigulidade.
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Espectro 6: Espectro de RMN 2D HMQC (300,13 x 75,47 MHz) de SF1 (DMSO-dg)
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HMBC

O espectro de RMN 2D HMBC mostrou as correlagdes a longa distancia entre H-1"
(5,30 ppm) e C-2" (70,6 ppm), e entre H-1"" (5,55 ppm) e C-2"" (70,3 ppm). Porém néo foi

possivel observar a correlagdo desses hidrogénios com os carbonos 3 e 7 do kaempferol.

Apesar dos dados do espectro de RMN 2D HMBC ndo permitirem a confirmagdao da
localizagdo das duas unidades de ramnose nas posicbes 3 e 7 do kaempferol, os dados
obtidos no espectro de RMN 'H ja& evidenciavam as suas posicdes (8 5,30 em C-3 e § 5,55
em C-7). Além disso, dados de RMN !3C da literatura para flavondides com esqueleto de
kaempferol substituido nas posicGes 3 e 7 por unidades de ramnose (AGRAWAL, 1989;
ARAGAO et al., 1990; MORENO et al., 2002; PIZZOLATTI et al., 2003; SILVA et al., 2005)

confirmam essa proposta.

Pelos dados acima apresentados, confirma-se para SF1 a estrutura do kaempferol-3-
O-o-L-ramnopiranosideo-7-0-a-L-ramnopiranosideo, também conhecido com kaempferitrina

(Figura 9). Os dados de RMN !H e '3C para a molécula estdo listados na Tabela 7.

Figura 9: Estrutura de SF1

O flavondide kaempferitrina € um dos flavondis mais comuns tendo sido isolado
também de outras espécies do género Sedum como S. pallescens (NIEMANN et al., 1976),
S. telephium ssp. maximum (MULINACCI et al., 1995) e S. hybridum (KORUL'KIN, 2001).

Este flavonol possui uma grande variedade de atividades bioldgicas. Toker et al.
(2004) observaram que a kaempferitrina apresentou atividades antinociceptiva e
antiinflamatdria sem provocar toxidez aguda aparente ou danos gastricos em camundongos.
Além disso, este flavonoide apresenta atividade antioxidante (DE SOUZA et al., 2004) e é a
substancia responsavel pelo efeito hipoglicemiante de Bauhinia forficata, uma planta
utilizada no Brasil como antidiabética (DE SOUZA et al., 2004; JORGE et al., 2004).
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Tabela 7: Dados de RMN 'H e '3C para SF1 (DMSO-ds).

Aglicona ¢ (ppm) o4 (ppm); m; J (Hz)
2 158,3 -
3 135,0 -
4 178,4 -
5 161,4 -
6 100,0 6,45; d; 2,13
7 162,2 -
8 95,1 6,78; d; 2,13
9 156,6 -
10 106,3 -
1’ 120,9 -
2',6’ 131,2 7,79; d; 8,81
3’5’ 115,9 6,92; d; 8,81
4’ 160,7 -
5-OH - 12,60; s
4'-OH - 10,26; s
Acucar 1 3-0-a-L-ramnopiranosideo
1 102,4 5,30; d; 1,49
2" 70,6 3,98; m
3" 70,8 3,50; m
4" 71,6 3,14; m
5” 71,2 3,14; m
6" 18,0 0,80; d; 5,58
OH-2" - 4,99; d; 4,39
OH-3" - 4,66; d; 5,80
OH-4" - 4,77; d; 4,50
Acucar 2 7-0O-a-L-ramnopiranosideo
1 98,9 5,55; d; 1,42
2" 70,3 3,85; m
3" 70,6 3,64; m
4" 72,1 3,32; m
5" 70,8 3,45; m
6" 18,4 1,13; d; 6,11
OH-2"" - 5,15; d; 4,51
OH-3" - 4,81; d; 5,90
OH-4" - 4,93; d; 5,70

d: dupleto; m: multipleto; s: simpleto
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ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE SF2

O flavondide codificado como SF2, isolado a partir das fragdes metandlica (partida
Sd01) e butandlica das folhas (partidas Sd02 e Sd03), apresentou-se sob a forma de
granulos amarelos, com uma massa total isolada de 113,6 mg.

A proposta estrutural para o flavondide SF2 foi baseada nos dados de RMN *H e 13C,
DEPT 135, em experimentos 2D de HMQC, HMBC e COSY, todos obtidos em DMSO-dg

(concentragao: 40 mg/mL), e confirmada pela espectrometria de massas.

RMN *H

O espectro de RMN 'H de SF2 apresentou o mesmo padrdo de aglicona apresentado
pelo SF1, com sinais em 6,88 ppm (2H; d; Joto= 8,91 Hz) e 8,06 ppm (2H; d; Joro= 8,91
Hz), correspondentes aos hidrogénios H-3’',5' e H-2',6' do anel B, e 6,43 ppm (H-6, d, Jneta=
2,13 Hz) e 6,81 ppm (H-8, d, Jneta= 2,13 Hz) para os hidrogénios do anel A (Espectro 7).
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Espectro 7: Espectro de RMN 'H (400,13 MHz) de SF2 (DMSO-ds).

Para os anéis aromaticos observam-se ainda sinais em 12,60 e 10,35 ppm,
correspondentes aos hidrogénios de duas hidroxilas da aglicona. O sinal mais desblindado
corresponde ao hidrogénio da posicdo 5 e o outro sinal corresponde ao hidrogénio da

hidroxila em 4'. Esses sinais, portanto, sdo compativeis com o esqueleto do kaempferol.
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De acordo com o deslocamento observado para H-6 (6,43 ppm) e H-8 (6,81 ppm),

SF2 também apresenta substituicdo na posicao 7, assim como observado para SF1.

Na faixa entre 1,0 e 5,6 ppm do espectro de RMN 'H (Espectro 8), correspondente a
regido glicosidica de SF2, foram observados dois sinais de hidrogénios anoméricos (H-1":
5,45 ppm e H-1"": 5,54 ppm) compativeis com O-glicosilacdo diretamente no anel da
aglicona. A constante de acoplamento observada para o H-1" (d; J= 7,35 Hz) mostra uma
relacdao trans-diaxial entre H-1” e H-2", enquanto que o valor observado para a constante

de acoplamento entre H-1"" e H-2"" (d; J= 1,42 Hz) mostra uma relagao trans-diequatorial.

Os sinais para os outros hidrogénios das unidades sacaridicas aparecem sob a forma
de multipletos entre 4,35 ppm e 3,80 ppm, além de um dupleto em 1,10 ppm (3H; d; J=
6,12 Hz), referente aos hidrogénios de uma metila terminal de aglcar. Observam-se ainda

dupletos para as hidroxilas das duas unidades de carboidrato, entre 5,39 e 4,34 ppm.
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Espectro 8: Expansdo da faixa de 1,0 a 5,6 ppm do espectro de RMN 'H (400,13 MHz) de
SF2 (DMSO-dg).

O dupleto em § 1,10 e a relacdao trans-diequatorial entre H-1"" e H-2"" indicam a
presenca de ramnose em SF2. Com base no deslocamento observado para H-1", esta
unidade de ramnose esta substituida na posicdo 7 do kaempferol (MARKHAM & GEIGER,
1994).
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De acordo com Markham & Geiger (1994) e Silva et al. (2005), deslocamentos
quimicos observados entre 5,35 e 5,56 ppm com J= 7-8 Hz sdo tipicos de hidrogénios

anomeéricos de moléculas de B-D-glicose substituidas na posigao 3.

De acordo com esses dados parciais, pode-se propor para SF2 a estrutura do
kaempferol 3,7-di-O-glicosilado, onde uma de suas glicosilacdes corresponde a uma

ramnose (C-7) e a outra a uma glicose (C-3).

RMN 13C e DEPT 135

O espectro de RMN !3C forneceu 25 sinais (Espectro 9). Treze destes sinais
correspondem a aglicona do flavondide e os sinais restantes sao referentes a duas unidades

de carboidrato (hexoses). O espectro de DEPT 135 confirma esses dados (Espectro 10).
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Espectro 9: Espectro de RMN *3C (100,63 MHz) de SF2 (DMSO-dg).

O padrdo de sinais observado no espectro de RMN !3C confirma a estrutura do
kaempferol di-O-glicosilado nas posicbes 3 e 7, como proposto inicialmente a partir do
espectro de RMN *H.

A O-glicosilagdo, observada inicialmente pela desblindagem dos hidrogénios
anoméricos, também é evidenciada pelos sinais dos carbonos anoméricos em 101,5 e 99,0

ppm no espectro de RMN *3C.
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Espectro 10: Espectro de DEPT 135 (100,63 MHz) de SF2 (DMSO-dg).

Os dados de RMN 3C e DEPT 135 (Espectro 10) de SF2 diferem essencialmente dos
dados obtidos para SF1 com relacdo aos sinais das unidades de carboidrato. Para SF2
observam-se a auséncia de um sinal préximo a 18 ppm, que em SF1 correspondia a metila
de uma das ramnoses, e a presenca de um sinal em 61,5 ppm (DEPT 135: inversdo de sinal
corresponde a um metileno, CH,). Além disso, os sinais para alguns dos carbonos das
unidades sacaridicas apresentam-se um pouco mais desblindados (78,2 ppm a 74,9 ppm).
Esses sinais sdo compativeis com os deslocamentos observados para os carbonos da glicose
(MARKHAM et al., 1978; AGRAWAL, 1989).

O sinal em 18,6 ppm, referente a um carbono metilico, confirma a presenca de uma

ramnose como uma das unidades de agucar.
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COSY

A partir da anadlise do espectro de RMN 2D COSY (Espectro 11) foi possivel
estabelecer os deslocamentos quimicos de todos os hidrogénios das duas moléculas
glicosidicas através do acoplamento seqiienciado dos hidrogénios destes aclcares, inclusive

das hidroxilas (ver assinalamento no espectro abaixo).
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Espectro 11: Espectro de RMN 2D COSY (400,13 MHz) de SF2 (DMSO-dg).
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HMQC

A partir dos dados obtidos no espectro de RMN 2D HMQC (Espectro 12) foi possivel

correlacionar os hidrogénios identificados anteriormente no espectro de RMN 2D COSY com

seus respectivos carbonos, tanto para as moléculas de aglcar quanto para a aglicona.

Os dados obtidos no espectro de HMQC permitiram confirmar como L-ramnopiranose e

D-glicopiranose as moléculas de agucar ligadas ao kaempferol.
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Espectro 12: Espectro de RMN 2D HMQC (400,13 x 100,63 MHz) de SF2 (DMSO-dg).
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HMBC

A andlise das correlacbes a longa distancia H-!3C obtidas no espectro de RMN 2D
HMBC (Espectro 13) permitiu confirmar a exata posicdao da glicose e da ramnose no
kaempferol.

O espectro de HMBC mostrou a correlacdo entre o hidrogénio anomérico em § 5,45 (H-
1") com o carbono 3 (5§ 134,2), bem como entre o hidrogénio em § 5,54 (H-1"") com o
carbono 7, estabelecendo assim a posicao da glicose e da