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RESUMO

A utilizagdo de plantas para tratamento e prevencdo de doengas ¢ uma das mais
antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Porém, apenas uma pequena fragao
das espécies conhecidas de plantas foram investigadas pela ciéncia. Assim, as plantas
medicinais constituem um fascinante assunto de pesquisa académica e de
desenvolvimento.

As espécies estudadas neste projeto foram Miconia cabucu Hoehne e Miconia
rubiginosa (Bonpl.) DC, pertencentes a familia Melastomataceae.

As espécies foram coletadas no Estado de Sdo Paulo e os extratos cloroformico e
metandlico foram preparados. Através do perfil cromatografico das espécies
evidenciou-se a presenca de taninos, flavondides, acidos fendlicos e derivados de
catequina. Os extratos EMeOH das folhas de ambas as espécies foram particionados
com AcOEt e agua.

A fracdo AcOEt da M. cabucu foi fracionada por cromatografia de permeagao
em gel utilizando Sephadex LH-20, que possibilitou o isolamento da quercetina-3-O- /-
xylopiranosil-(1—>2)-O-a-rhamnopiranosideo,  quercetina-3-O-a-rhamnopiranosideo,
miricetina-3-O-a-rhamnopiranosideo, quercetina-3-O-f-glicopiranosideo, kaempferol-
3-O-p-(6"-cumaroil)-glicopiranosideo, miricetina-3-O-f-xylopiranosil-(1>2)-0-o-
rhamnopiranosideo, 4cido galico e 5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona-(6-C-6")-5"-hidroxi-
3 4> 7”-trimetoxiflavona. Este Gltimo é um biflavonoide derivado de uma unidade de
luteolina e uma de apigenina e ¢ inédito na literatura.

A fracdo AcOEt da M. rubiginosa foi fracionada por Cromatografia em
Contracorrente de Alta Velocidade (HSCCC), sendo isolados os compostos quercetina-
3-O-a-rhamnopiranosideo, quercetina-3-O--arabinofuranosideo, quercetina-3-O-a-
arabinopiranosideo, quercetina-3-0-f-arabinopiranosideo, quercetina-3-0O-f-
galactopiranosideo, quercetina-3-O-a-rhamnopiranosil-(1—4)-O-f-galactopiranosideo,
epicatequina e acido galico.

Ambas as espécies apresentaram atividade moduladora do sistema imunoldgico
e mutagenicidade. Além disso, M. cabucu foi ativa nos ensaios de atividade

antimicrobiana e analgésica e M. rubiginosa contra o Mycobacterium tuberculosis.

Palavras-chaves: Miconia cabucu, Miconia rubiginosa, Melastomataceae
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ABSTRACT

The use of plants for treatment and prevention of diseases is one of the most
ancient ways of the medicinal practice of the mankind. However, only a little fraction of
the known species of plants was investigated by science. Therefore, the medicinal plants
are a fascinating matter of academic and development research.

In this project we studied the species Miconia cabucu Hoehne and Miconia
rubiginosa (Bonpl.) DC which belong to the Melastomataceae family.

Miconia species were collected at Sdo Paulo State and the chloroformic and
methanolic extracts were prepared. The chromatographic profiles of the species
evidenced the presence of tannins, flavonoids, phenolic acids and catechin derivatives.
The EMeOH were partitioned with AcOEt and water.

The AcOEt fraction of M. cabucu was submitted to gel permeation
chromatography over Sephadex LH-20, that allowed the isolation of quercetin-3-O- /-
xyllopyranosyl-(1—2)-O-a-rhamnopyranoside, quercetin-3-O-a-rhamnopyranoside,
myricetin-3-O-a-rhamnopyranoside, quercetin-3-O-f-glucopyranoside, kaempferol-3-
O--(6"-coumaroyl)-glucopyranoside, myricetin-3-0-fS-xyllopyranosyl-(1—2)-O-a-
rhamnopyranoside, gallic acid and 5-hydroxy-4',7-dimethoxyflavone-(6-C-6")-5"-
hydroxy-3",4",7"-trimethoxyflavone. This latter is a novel biflavonoid derived from
luteolin and apigenin unities.

The AcOEt fraction of M. rubiginosa was fractioned by High Speed Counter-
current Chromatography (HSCCC), that afforded quercetin-3-O-a-rhamnopyranoside,
quercetin-3-O-f-arabinofuranoside, quercetin-3-O-a-arabinopyranoside, quercetin-3-O-
[-arabinopyranoside, quercetin-3-0-S-galactopyranoside, quercetin-3-0-o-
rhamnopyranosyl-(1—4)-O-f-galactopyranoside, (-)-epi-catechin and gallic acid.

Both the extracts evidenced immunomodulatory and mutagenic activities. The
M. cabucu was active in antimicrobial and analgesic assays and M. rubiginosa against

Mycobacterium tuberculosis.

Keywords: Miconia cabucu, Miconia rubiginosa, Melastomataceae.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevengao
de doencas, ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. No
inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais
como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de satde (VEIGA JUNIOR et al.,
2005).

O conhecimento sobre plantas medicinais, portanto, simboliza muitas vezes o
unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos €tnicos. O uso de plantas no
tratamento e na cura de enfermidades ¢ tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje
nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em
quintais residenciais e sdo consumidas com pouca ou nenhuma comprovagao de suas
propriedades farmacologicas (MACIEL et al., 2002).

Esse costume ¢ perigoso, pois segundo Veiga Junior et al. (2005) a toxicidade de
plantas medicinais e fitoterapicos ¢ um problema sério de satde publica, j4 que as

pesquisas realizadas para a avaliagdo do uso seguro ainda sdo incipientes no Brasil.

O mercado mundial de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por ano
e vem seduzindo a cada ano mais adeptos nos paises desenvolvidos. A balanca
comercial brasileira ¢ altamente deficitaria neste item. O pais importa uma quantidade
consideravel de hormonios esteroidais, produtos cosméticos de fonte natural, verdadeiro
contra-senso para uma nagdo que possui uma das maiores populacdes vegetais do
planeta (PINTO et al., 2002).

O Brasil, sendo o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo —
mais de 55.000 espécies catalogadas num total estimado entre 350.000 e 550.000
(SIMOES et al., 2001), tem apenas 8% de suas espécies vegetais estudadas, visando
compostos bioativos, e apenas 1.100 espécies avaliadas em suas propriedades
medicinais (GARCIA et al., 1996).

Esse imenso patrimonio genético, ja escasso nos paises desenvolvidos, tem na

atualidade valor econdmico-estratégico inestimavel em vdrias atividades, mas ¢ no
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campo do desenvolvimento de novos medicamentos onde reside sua maior

potencialidade (CALIXTO, 2003).

Apesar de todo esse potencial, apenas uma pequena fracdo das espécies
conhecidas de plantas foram investigadas pela ciéncia. Assim, as plantas medicinais
ainda sao pouco conhecidas e constituem um fascinante assunto de pesquisa académica

e de desenvolvimento (CRAGG; NEWMAN, 2005).

Dentro deste contexto, nosso grupo de pesquisa ja estudou varias espécies de
plantas do Cerrado do Estado de Sao Paulo, com o objetivo de obter informagdes sobre
a composi¢ao quimica e farmacolodgica de plantas utilizadas pela populagdo. Portanto,
neste trabalho estudamos espécies do género Miconia, pertencente a familia

Melastomataceae.

1.1 A Familia Melastomataceae

A familia Melastomataceae apresenta cerca de 4300 espécies, distribuidas em
166 géneros, sendo que o mais representativo ¢ o género Miconia (MARTINS et al.,
1996), com aproximadamente 1000 espécies, distribuidas ao longo da América tropical.
No Brasil estdo representadas cerca de 250 espécies, das quais 64 ocorrem no estado de
Sao Paulo (MARTINS et al., 1996).

Miconia cabucu Hoehne e Miconia rubiginosa (Bonpl.) DC sdo conhecidas
popularmente como "Pixiricdo" e "Capiroroquinha", respectivamente (ALONSO et al.,

2006).

Miconia cabucu Hoehne é encontrada na Mata Atlantica, nos Estados de Sao
Paulo, Parané e Santa Catarina. Sao arvores possuindo de 5 a 12 metros de altura, folhas
ovais e flores pentameras ou hexameras (BASE DE DADOS TROPICAL, 2005), como

mostra a Figura 1.
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Figura 1. Folhas da Miconia cabucu Hoehne.

Miconia rubiginosa (Bonpl.) DC ¢ comumente encontrada nos cerrados
brasileiros, nos estados de Mato Grosso, Goias, Bahia, Minas Gerais € Sdo Paulo. Sédo
arbustos com cerca de 1 metro ou arvoretas com até 5 metros de altura. Possui folhas
ovais ¢ flores pentameras com pétalas brancas, ilustradas na Figura 2 (BASE DE

DADOS TROPICAL, 2005).

(b)

(a)

Figura 2. Miconia rubiginosa (Bonpl.) DC: a) Folhas; b) Flores.

A quimica da familia Melastomataceae ainda ¢ pouco conhecida. A partir das
informagdes apresentadas na Tabela 1 pode-se verificar uma variedade de classes de
metabolitos secundarios presentes nas poucas espécies investigadas. Algumas
substancias, como os derivados de taninos hidrolisaveis e flavonoides, parecem ser
comuns nestas espécies, enquanto que outras classes, como o0s terpenos € quinonas,

ocorrem raramente.
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Quanto aos estudos farmacologicos, as espécies da familia Melastomataceae
apresentam diversas atividades biologicas. Consta na literatura que a Melastoma
malabathrium apresentou atividade antiviral significativa contra poliovirus e moderada
contra HSV-1 (DEVEHAT et al., 2002), um dos virus causador da herpes. Os autores
também comprovaram o efeito citotoxico desta espécie em células leucémicas.
Omulokoli et al. (1997) avaliaram a atividade da Dissotis brazzae Cogn. em testes in
vitro com Plasmodium falciparum, o parasita causador da malaria, que causa alta
mortalidade em regides tropicais da Africa, Asia e América do Sul. O composto 4°,5,7-
triidroxi-6,8-dimetilisoflavona, isolado de Henriettella fascicularis (Sw.) C. Wright,
apresentou moderada atividade em células Ishikawa (adenocarcinoma endometrial
humano) (CALDERON et al., 2002).

Quanto ao estudo quimico das espécies do gé€nero Miconia, o extrato
diclorometano de M. stenostachya foi estudado por Cunha et al. (2003). Neste estudo os
autores isolaram e identificaram o acido ursélico, acido oleanolico, acido
sumaresinoélico e o acido gipsogénico. Os triterpenos acido urjndlico, acido oleanolico e
acido ursolico foram isolados do extrato diclorometano de M. ligustroides, enquanto
que acido ursoélico; acido 2a-hidroxiursdlico e acido maslico foram identificados na
espécie M. sellowiana (CUNHA et al., 2006). Do extrato etanolico das folhas de M.
stenostachya foram isolados e identificados o 4cido sumaresindlico e o acido 3-epi-
sumaresindlico (CHAN et al., 1992). Do extrato etandlico de M. trailii (ZHANG et al.,
2003) foram isoladas duas flavanonas glicosiladas, a mateucinol-7-O-o-L-
arabinopiranosil-(1—6)-O-f-D-glicopiranosideo conhecida como miconiosideo A e
farrerol-7-O- f-D-apiofuranosil-(1—6)-O-f-D-glicopiranosideo conhecida como
miconiosideo B. Do extrato etandlico da M. myriantha, foram isolados e identificados
dois  compostos  fenolicos, conhecidos como  matucinol-7-O-[4",6"-O-(S)-
hexaidroxifenoil]-f-D-glicopiranosideo e  matucinol-7-O-[4",6"-di-O-galoil ]-5-D-
glicopiranosideo (LI et al., 2001). Do extrato acetato de etila das folhas da M. lepidota
Gunatilaka et al. (2001) isolaram e identificaram as benzoquinonas 2-metoxi-6-heptil-
1,4-benzoquinona e 2-metoxi-6-pentil-1,4-benzoquinona.

Quanto a atividade biologica desse género, consta na literatura que os triterpenos
isolados de M. stenostachya possuem atividade tripanocidal (CUNHA et al., 2003),
assim como os isolados de M. ligustroides e M. sellowiana (CUNHA et al., 20006).
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Celotto et al. (2003) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato etanolico das
folhas de M. albicans, M. rubiginosa e M. stenostachya. Spessoto et al. (2003)
comprovaram a atividade analgésica dos extratos hexanico, diclorometanico e etandlico
de M. rubiginosa. Outros estudos revelam ainda que os compostos fenolicos isolados de
M. myriantha possuem efeitos inibitdrios contra proteases asparticas secretadas por
Cdndida albicans (LI et al., 2001). Gunatilaka et al. (2001) estudaram as benzoquinonas
isoladas da M. Ilepidota, que apresentaram citotoxicidade e potencial atividade
anticancer, enquanto que Andrade e Silva et al. (2002) avaliaram a atividade analgésica

do extrato etanolico de M. fallax.

Quanto a utilizagdo das espécies de Miconia pela populacdo existem somente
relatos do uso de M. rubiginosa (Bonpl.) DC. no tratamento de afeccdes da garganta

(RODRIGUES et al., 2001).

Portanto, devido a falta de informagdes quimico-farmacologicas, neste trabalho

estudamos as espécies do género Miconia (M. cabucu e M. rubiginosa).

A Figura 3 apresenta as estruturas das substancias isoladas e identificadas nas
espécies estudadas que serdo discutidas neste trabalho. Os compostos isolados de M.
cabucu foram nomeadas com o cédigo MC enquanto que as substancias isoladas de M.

rubiginosa receberam o cddigo MR.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Contribuir para o aumento do conhecimento sobre a diversidade brasileira,
investigando a composi¢do quimica de espécies brasileiras, bem como obter dados que

possam auxiliar a compreender suas atividades biologicas. Esse objetivo estd engajado

no projeto tematico BIOTA-FAPESP (02/05503-6).

2.2 Objetivos Especificos

. Preparar os extratos polares e apolares das folhas de M. cabucu e M. rubiginosa,

. Tragar os perfis cromatograficos do extrato metanolico (EMeOH) das folhas de

M. cabucu e M. rubiginosa por HPLC-UV-DAD;

. Isolar e caracterizar os metabolitos secundarios dos extratos polares das folhas

de M. cabucu e M. rubiginosa;

. Avaliar as atividades antimicrobiana, imunologica, analgésica, antiinflamatoria e

mutagénica de M. cabucu e M. rubiginosa.
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3 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

3.1 Solventes

Solventes PA: acetato de etila, acido acético, cloroféormio, metanol, n-butanol, n-
propanol (Synthlab®).

Solventes grau HPLC: metanol, acetonitrila (Mallinckrodt®), agua purificada em
sistema Milli Q e acido trifluoroacético (TFA) (Riedel-deHaén).

Solvente deuterado: DMSO-d; (Aldrich).

Reagentes para reveladores e triagem preliminar: anisaldeido (Riedel-deHaén®),
difenilaminoborato (NP), polietilenoglicol (PEG), acido sulfirico concentrado e acido
acético (Quemis®).

Padres utilizados: Quercetina, Rutina, Catequina e Acido Gélico (Sigma

Aldrich®).

3.2 Procedimentos Cromatograficos

Nas andlises por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) as
placas foram preparadas aplicando-se uma suspensdo de silica gel 60 G (Merck) em
agua destilada, na propor¢ao 1:2 (m/v), sobre placas de vidro 5 x 10 ou 10 x 20 cm,
obtendo-se 0,25 mm de espessura de adsorvente. ApoOs a preparagdao das placas, estas
foram deixadas em repouso por cerca de 8 horas a temperatura ambiente ¢ depois em
estufa a 120°C por cerca de 30 minutos. Foram utilizadas também placas preparadas
comerciais de silica gel 60 (Sigma Aldrich® e Merck®) sem indicador de fluorescéncia,

de tamanho 20 x 20 cm e 0,2 mm de espessura de adsorvente.

O fracionamento por cromatografia em permeacao em gel foi feito em coluna de
vidro de 80 x 2,0 cm (d.i.), empacotada com Sephadex LH-20 (Pharmacia®). O solvente
foi bombeado na coluna por meio de uma bomba peristaltica (Pharmacia®) modelo P1
18-1110-91 a um fluxo de 0,5 mL.min™". As fracdes com aproximadamente 5,0 mL

foram coletadas em um coletor automatico Redifrac (Pharmacia®).
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A preparagdo das amostras (clean up) para tracar o perfil cromatografico por
HPLC-UV-DAD foi feita a partir de 20,0 mg do extrato EMeOH das folhas de M.
cabucu e M. rubiginosa. As amostras foram submetidas a extragao em fase solida (SPE)
em cartuchos (Supelco®) de fase reversa (Cjg) com 100,0 mg de adsorvente, ativados
com 5,0 mL de MeOH e ambientados com 5,0 mL de H,O. Coletaram-se 3 fracdes
eluidas em H,O/MeOH 8:2 v/v, HO/MeOH 1:1 v/v e MeOH 100%, respectivamente.
Em seguida, as fracdes foram filtradas em discos de 0,45 pm e 0,2 um de poro
(Millipore®) e analisadas por HPLC. As analises foram feitas monitorando no

comprimento de onda de 254 nm.

3.3 Reveladores para CCDC

Como reveladores para CCDC foram utilizados:
. Luz UV 254-366 nm (Chromatovue®);
. Anisaldeido/H,SO4 (WAGNER et al., 1984)
0,85 mL de anisaldeido
85,0 mL de MeOH
10,0 mL de acido acético
5,0 mL de H,SO4 concentrado

Pulveriza-se a placa cromatografica com o revelador e, apos aquecimento, pode-
se observar manchas roxas para terpenos, avermelhadas para saponinas e catequinas,

marrom para taninos ¢ amarelas para flavonoéides.

. NP/PEG (especifico para flavondides) (WAGNER et al., 1984)
100,0 mg de difenilaminoborato (NP)
500,0 mg de polietilenoglicol 2000 (PEG)
20,0 mL de MeOH
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Borrifa-se sobre a placa cromatografica e observa-se no visivel e sob luz UV.
Fornece manchas amarelas para derivados do kaempferol e laranjas para derivados da

quercetina.

3.4 Equipamentos

A concentragdo do extrato foi efetuada em evaporador rotativo modelo TE-210

marca TECNAL, equipado com bomba a vacuo modelo TE-058 TECNAL.

Utilizou-se centrifuga da marca CELM®, modelo COMBATE, a 2500 rpm na
preparacgao das amostras para analise em Sephadex LH-20.

As analise dos perfis cromatograficos foram realizadas em um HPLC-UV-DAD
da marca Varian® modelo ProStar 210/330 com coluna analitica de fase reversa Cis
[Luna (2), Phenomenex®] de 250 mm x 4,6 mm x 5 pm e poro com didmetro interno de
100 A, e uma coluna de guarda (Phenomenex®) de 4 mm x 3 mm x 5 um. Amostras
foram injetadas através de um injetor Rheodyne® 7125 com loop de 20,0 pL.

Andlises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (“HPLC: High
Performance Liquid Chromatography”) no modo semipreparativo foram realizadas em
aparelho constituido por uma bomba de fluxo méaximo 10,0 mL.min™', injetor com loop
de 100,0 pL e registrador modelo L250E (Knauer), acoplados a uma coluna
semipreparativa de fase reversa C;s (Phenomenex), de 250 mm x 10 mm x 10 um e a
um detector por Indice de Refragdo Differential Refractometer, modelo Waters R401,
da Millipore.

A técnica de Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade ("HSCCC:
High Speed Counter-Current Chromatography") foi realizada utilizando o instrumento
P.C. Inc., Potomac (Buffalo, NY, USA), equipado com uma coluna helicoidal
multicamada com duas bobinas de politetrafluoroetileno de 1,68 mm id. de
aproximadamente 80,0 mL e 240,0 mL conectadas em série com uma capacidade total
de 320,0 mL. A velocidade foi ajustada para 850 rpm. O fluxo foi controlado com uma
bomba Waters 4000 de fluxo constante (Milford, MA-USA). A amostra foi injetada
através de um modulo de injecdo P.C. Inc. (Buffalo, NY, USA) com /oop de 20,0 mL.
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Para medida do ponto de fusdo utilizou-se o aparelho digital MQ APF-301
(Microquimica®, Brasil).

O espectro de Ultravioleta (UV) foi obtido no espectrofotdémetro HACH UV-Vis
DR/4000. O espectro de Infravermelho (IV) foi obtido utilizando o espectrofotometro
Shimadzu FT-IR 8300.

O espectro de massas de alta resolugao (HR-ESI-QTOF) foi realizado na USP-
RP, utilizando o instrumento ultrOTOFg-ESI-TOF Bruker Daltonics (Billerica, MA —
USA).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram registrados em
espectrometro Varian, INOVA 500, operando a 500 MHz (11,7 T). Os espectros foram
registrados com amostra dissolvida em dimetilsulfoxido deuterado, usando TMS como

padrao interno.
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4 ESTUDO QUIMICO

4.1 Coleta e Obtencao dos Extratos de Miconia cabucu e Miconia

rubiginosa

A coleta da espécie M. rubiginosa foi realizada no més de margo de 2005, na
fazenda Palmeiras da Serra, municipio de Pratania, Sdo Paulo. A espécie foi coletada
pelo Botanico Luiz Fernando Rolim de Almeida do IB-Botucatu e a exsicata foi
depositada no Herbario “Irina Delanova Gemtchujnicov” BOTU, Departamento de
Botanica do Instituto de Biociéncias, Unesp, Botucatu. A coleta da espécie M. cabucu
foi realizada pelo Prof. Jorge Tamashiro, do IB-Unicamp, no dia 13 de abril de 2005, na
Fazenda Folha Larga, municipio de Pariquera-Ac¢u, Sao Paulo. Uma exsicata foi

depositada no Herbario da Universidade Estadual de Campinas sob o n° 1430.

Os materiais vegetais foram secos em estufa a 40°C e moidos em moinho de
facas. Os extratos foram preparados por maceracio com CHCIl; para extrair os
componentes mais apolares ¢ MeOH para a extracdo dos constituintes polares, e
posteriormente concentrados em evaporador rotativo a pressao reduzida. As massas
obtidas estdo relatadas na Tabela 2. A extracdo de cada solvente foi realizada trés vezes,

a fim de obter um bom rendimento.

Tabela 2. Quantidade de massa obtida ap6s maceragdo das folhas das espécies estudadas* .

Miconia cabucu Miconia rubiginosa
Folhas (g) Folhas (g)
Material seco 583,1 594,8
ECHCl; 14,0 (2,40%) 15,8 (2,67%)
EMeOH 20,0 (3,43%) 46,7 (7,86%)

* a extragdo foi realizada 3 vezes (48 horas) em cada solvente
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O esquema a seguir mostra o procedimento geral utilizado para a preparagao dos

extratos.

Material vegetal
Folhas

Secagem
Moagem
Maceragao com CHCI; (3x, 48 h)

ECHCI; Torta

Maceracao com MeOH (3x, 48 h)

EMeOH Torta

Esquema 1. Preparagdo dos extratos das folhas de M. cabucu e M. rubiginosa.

4.2 Perfil Cromatografico dos Extratos Metanolicos de Miconia

cabucu e Miconia rubiginosa

O clean up por SPE-C,3 foi realizado de acordo com o procedimento descrito na
Secao 3.2 e Esquema 2. Essa metodologia foi desenvolvida em nosso laboratério a fim
de se obter fragcdes enriquecidas de metabodlitos da mesma classe. As fragdes obtidas

foram analisadas separadamente por HPLC-UV-DAD.
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Ativagao da Cg:
- 5,0 mL de MeOH
- 5.0 mL de H,O

|

% 20,0 mg do EMeOH solubilizado em H,O/MeOH 8:2

1* eluigdo: 5,0 mL de

H,O/MeOH 8:2

Fr. 8:2

2% eluigdo: 5,0 mL de
H,O/MeOH 1:1

Fr. 1:1

3% eluigdo: 5,0 mL de
MeOH 100%

Fr. 100%

37

Esquema 2. Etapas de preparagdo dos extratos EMeOH das folhas de M. cabucu ¢ M.
rubiginosa para analise por HPLC-UV-DAD.

As Figuras 4 e 5 mostram os cromatogramas do extrato EMeOH das folhas de

M. cabucu e M. rubiginosa, assim como os espectros de UV dos picos mais intensos.

A andlise dos espectros de UV obtidos sugere a presenca, nas fragdes

H,O/MeOH 8:2, de derivados de acidos fenolicos de alta polaridade e taninos. Nas

fragdes HyO/MeOH 1:1 foram detectados flavonoides glicosilados e catequinas. As

fragoes MeOH 100% possuem picos pouco intensos de derivados do acido elagico (pico

2, Fig. 4) e flavondides menos polares minoritarios na espécie.
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Figura 4. Cromatograma representando o perfil do extrato EMeOH das folhas de M. cabucu
(RP-18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A: H,O + 0,05% TFA; Solvente B: ACN + 0,05%
TFA. Gradiente de 32-35% de B em A em 20 min, de 35-75% de B até 60 min ¢ 75-100% de B
até 65 min; fluxo de 1,0 mL.min™", A 254 nm) e espectros de UV dos picos destacados.
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Figura 5. Cromatograma representando o perfil do extrato EMeOH das folhas de M. rubiginosa
(RP-18, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um; Solvente A: H,O + 0,05% TFA; Solvente B: ACN + 0,05%
TFA. Gradiente de 32-35% de B em A em 20 min, de 35-75% de B até 60 min e 75-100% de B
até 65 min; fluxo de 1,0 mL.min"', A 254 nm) e espectros de UV dos picos destacados.

A Espectroscopia de Absor¢do no UV ¢ a técnica mais simples e util para analise
de flavonoides. O espectro de UV de um flavonoide consiste de dois maximos de
absor¢ao, sendo que a banda II esta em um intervalo de comprimento de onda de 240-
285 nm e a banda I entre 300-550 nm. A posicdo precisa ¢ as intensidades relativas
desses maximos fornecem informagdes valiosas da natureza do flavondide e de seu
padrdo de oxigenac¢do. Sendo assim, mudangas na substitui¢do do anel A tendem a se
refletir na banda II, enquanto alteragdes nos ané¢is B e C sdo aparentes na banda I
(MABRY et al., 1970).

Quando o flavonol ¢ substituido na posi¢do 3, o valor da banda I passa a ser 328-
357 nm. O grau de oxigenacdo do anel B influencia a banda I. Se o espectro apresentar
somente uma banda, o flavonol ¢ derivado do kaempferol e se mostrar duas bandas ¢ um
derivado da quercetina. Assim, de acordo com os espectros de UV dos cromatogramas
de ambas as espécies (Figs. 4 (picos 1 e 3 a 7) e 5 (picos 2 a 6), pode-se sugerir,
segundo Mabry et al. (1970), que os flavonodides presentes nas espécies de Miconia sdo

derivados principalmente da quercetina, glicosilados na posi¢ao 3.
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De acordo com os cromatogramas apresentados, verificou-se que as duas
espécies possuem perfis diferentes, sendo que M. rubiginosa possui flavondides mais
polares que M. cabucu. Além dos flavondides, ambas as espécies possuem derivados de
acidos fenolicos (Fig. 4 (picos 2 e 8) e Fig. 5 (pico 8)), de catequina (Fig 4 (pico 9), Fig.
5 (picos 1 e 7) e taninos (Figs 4 € 5, ombro).

4.3 Fracionamento e Isolamento do Extrato Metandlico das Folhas

de Miconia cabucu

Para minimizar o problema com o fracionamento para isolamento dos
flavonodides, ¢ necessaria a remocao dos taninos. Para isso, foram realizados testes de
parti¢do com n-BuOH e AcOEt. A andlise por CCDC das duas fracdes obtidas mostrou
que a particdo com AcOEt foi mais efetiva na eliminacdo dos componentes poliméricos,
que permaneceram na fase aquosa. O melhor sistema de solvente para a analise por
CCDC deste extrato foi a mistura de CHCl3;/MeOH/n-PrOH/H,0, na proporc¢ao 5:6:1:4
(v/v) (fase inferior).

O extrato EMeOH (10,0 g) foi submetido primeiramente a uma parti¢do com 1,0
L de Hexano/(MeOH/H,0 8:2, v/v) (1:1, v/v, 3x), para a remogao de clorofila. A fragao
hidro-alcodlica foi seca e solubilizada em agua, sendo submetida, entdo, a uma parti¢ao
com 1,0 L de AcOEt/H,O (1:1, v/v, 3x). As fra¢des obtidas foram concentradas em
evaporador rotativo a pressdo reduzida e secas em capela sob jato de ar comprimido.
Obteve-se 0,2 g da fragdo hexanica, 1,4 g da fragdo AcOEt e 7,4 g da fragdo aquosa.

Para o fracionamento da fragdo AcOEt utilizou-se uma coluna Sephadex LH-20
como fase estaciondria. Este tipo de adsorvente proporciona boa separacdo de
compostos polares, ndo causando muita adsorcao.

A fracdo AcOEt obtida na particdo foi dissolvida em 10,0 mL de MeOH e
centrifugada (3x). Injetou-se a amostra na coluna de Sephadex LH-20 e procedeu-se a
elui¢do com MeOH, em fluxo de 0,5 mL.min'l, coletando-se fragdes de 5,0 mL cada.

As 295 fragdes obtidas foram analisadas por CCDC, utilizando o sistema
mencionado acima e, como reveladores, luz UV e anisaldeido/H,SO4. As fragdes

semelhantes foram agrupadas.
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As fragdes 102-107 e 120-129 apresentaram duas manchas, uma amarela e outra
verde, apds revelagdo da placa com anisaldeido/H,SO4, indicando a presenca de um
flavonoide (com Rfs diferentes nas duas fragdes) e clorofila.

Essas fracdes foram purificadas utilizando um cartucho SepPak Cg, utilizando
H,0, H,O/MeOH 1:1 (v/v) e MeOH para elui¢do. As fracdes aquosas de ambas as
fracdes apresentaram-se puras ¢ foram analisadas por RMN mono e bi-dimensionais,
levando a identificacdo de MC1 e MC2 em mistura ¢ MCS5.

A fracao 130-149 foi solubilizada em cerca de 1,5 mL de MeOH, filtrada em
Millex de 0,45 pm, e submetida a purificagdo por HPLC-IR no modo semipreparativo
(Ci3, MeOH/H,0 6:4; 2,0 mL.min’l). Foram realizadas 24 inje¢des de 100,0 pL cada.
Este procedimento possibilitou o isolamento das substancias MC6, MC7 ¢ MCS.

A purificag¢ao da fragao 108-119 em coluna de PVPP (polivinilpolipirrolidona)
(10 cm x 1,0 cm d.i.), empregando MeOH como fase moével, resultou no isolamento das

substancias MC3 e MC4.

O esquema a seguir mostra o procedimento experimental desenvolvido para o

fracionamento das substancias.

EMeOH
10,0 g

Particdo com Hex/(MeOH/H,0 8:2, v/v)
(1:1, v/v) e AcOEt/H,0 (1:1, v/v)

Fr.AcOEt
l4g

CC (Sephadex LH-20)

295 fracoes

Fr.102-107 Fr.108-119 Fr.120-129 Fr.130-149
100,0 mg 119,0 mg 91,0 mg 160,0 mg
SepPak Cis PVPP SepPak Cig HPLC
| I I
MC1 +MC2 MC3 MC4 MC5 MCo6 MC7 MCS8
38,0 mg 11,0 mg 10,0 mg 33,0 mg 5,0 mg 5,0 mg 10,0 mg

Esquema 3. Fracionamento do extrato EMeOH das folhas de M. cabucu.
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4.4 Elucidacao Estrutural das Substancias Isoladas do Extrato

Metanolico das Folhas de Miconia cabucu

Identificagcdo das substancias MCI e MC2

A analise por HPLC-UV-DAD (Fig. 6) da fracdo obtida apds a eluicdo no
SepPak C;g, mostra que ha uma mistura de compostos. Os espectros de UV (Figura 6)
mostram bandas com comprimentos de onda em 217 ¢ 271 nm para um dos compostos e
255 e 348 nm para o outro. Dados da literatura (MABRY et al, 1970) indicam que um
desses compostos pode ser um flavondide, derivado da quercetina € o outro um
composto fenolico, que segundo padrdo existente em nosso laboratorio, pode ser o acido

galico. Para determinagdo correta da estrutura, registramos os espectros de RMN.

>
(=
271.01

|
217.00

AU 15
1.00 — 1.0
05
0.75 - 200 250 300 350 nm
/ Acido
AU -
200 a) / ‘ ‘ ‘ ‘
200 250 300 350 nm
0.50 — 500 ;e
400 Flavonoide
300
200
0.25 — 100
L 200 250 300 350  nm
0.00 S A
-0.11 | [ | |
10 20 30 40 50 60
Minutes

Figura 6. Cromatograma das substdncias MC1 ¢ MC2 (Cyg, 250 x 4,60 mm d.i. x 5 um;
Solvente A: H,O + 0,05% TFA; Solvente B: ACN + 0,05% TFA. Gradiente de 32-35% de B em
20 min, de 35-75% de B até 60 min e 75-100% de B até 65 min; fluxo de 1,0 mL.min"', A 254
nm) e espectros no UV das substancias presentes. O espectro a) trata-se do padrdo comercial do
acido galico.

O espectro de RMN-'H (Tabela 3; Espectro 1) apresentou sinais na regido

aromatica referentes ao esqueleto de um flavondide: um dubleto em 67,35 (H2’, J=2,0
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Hz), um duplo dubleto em 67,27 (H6’, J=2,0 e 8,0 Hz) e um dubleto em 66,90 (HS’, J
= 8,0 Hz), evidenciando que o anel B do nucleo flavonoidico ¢ di-oxigenado
(HARBORNE, 1984; 1996). Apresentou dubletos de J = 2,0 Hz em ¢ 6,39 e ¢ 6,20,
referentes aos hidrogénios H8 e H6 respectivamente.

A presenca de unidades de agucares pdde ser deduzida pela presenga dos sinais
dos hidrogénios anoméricos. O singleto em 65,30 (H1”’) sugeriu, em adi¢do ao dubleto
em 00,91 (H6”, J= 6,5 Hz), a presenca da rhamnose. O dubleto em 64,16 (J= 7,5 Hz),
sugeriu a presenca de uma unidade de xylose. De acordo com a literatura, o
deslocamento quimico da metila de uma unidade de rhamnose quando esté ligada ao C3
do flavonoide aparece em frequéncia baixa (o 0,72-0,86), quando ligada a posig¢do 7
ocorre em frequéncia mais alta (0 1,04-1,21) e tém deslocamento quimico em valores
intermediarios a esses quando esta ligada a outras unidades de acgtcar (Harborne, 1996).
Baseado nas informagdes acima, pdde-se sugerir que a thamnose esta ligada a aglicona
na posigdo 3.

O espectro de RMN-"°C (Tabela 3; Espectro 2) apresentou 15 sinais referentes
aos carbonos da aglicona, 6 sinais referentes a rhamnose e 5 sinais referentes a xylose.
O sinal em 6 177,8 refere-se a C=0 de um flavonol, enquanto os sinais em 6 157,0 € 0
134,3 correspondem aos C2 e C3 de um flavonol glicosilado na posi¢ao 3 (AGRAWAL,
1989). Os dados fornecidos pelos espectros bi-dimensionais (gHMQC e gHMBC)
possibilitaram a atribuicdo de todos os hidrogénios e carbonos (Tabela 3).
Especialmente importante ¢ o experimento de gHMBC (Espectro 5) que fornece as
interacdes a longa distancia. Por meio desta técnica pode-se determinar de que forma
estdo ligados os agticares. Neste espectro verificou-se o acoplamento entre H1” (6'5,30)
com o C3 (0134,3) da aglicona confirmando que a rhamnose esta ligada nesta posicao.
Pdde-se observar também o acoplamento entre o H1”” (6'4,16) da xylose com o C2 (&
80,6) da rhamnose. O espectro COSY (Espectro 6) possibilitou fazer a correlagdao dos
sinais dos hidrogénios pertencentes as unidades dos agticares. O espectro 1D-TOCSY
(Espectro 3) confirmou que um dos aglicares presentes ¢ a rhamnose, pois irradiando-se
o H1” em ¢ 5,30, observou-se somente os sinais do H2” (6 4,05), evidenciando que o
HI1” e 0 H2” estdo em posi¢do equatorial. Ja a presenca da xylose foi confirmada pelo
espectro 1D-TOCSY (Espectro 4), pois irradiando-se o H1”” em 64,16, observou-se os
sinais dos hidrogénios H2”* (& 2,94), H3™ (6 3,07), H4” (0 3,20) e H5 (0 3,47),

indicando as correlagdes entre eles.
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Comparacdo dos deslocamentos quimicos de MC1 com os da literatura

(AGRAWAL, 1989; SOICKE et al., 1990) confirmaram a identificagcdo da quercetina-3-

O-p-xylopiranosil-(1—2)-O-a-rhamnopiranosideo (Figura 7).

Tabela 3. Deslocamentos quimicos () de RMN-'H ¢ RMN-"C da substancia MC1 (8 = ppm;
J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posi¢io RMN-'H RMN-"C
MC1 Literatura (SOICKE MC1 Literatura (SOICKE
et al., 1990) et al., 1996)
2 - - 157,0 156,9
3 - - 134,3 134,2
4 - - 177,8 177,8
5 - - 161,3 161,3
6 6,20 d (2,0) 6,15d (2,0) 98,8 98,7
7 - - 164,3 164,2
8 6,39 d (2,0) 6,31 d(2,0) 93,7 93,6
9 - - 156,5 156,4
10 - - 104,0 104,0
I - - 120,5 120,8
2’ 7,35 d (2,0) 7,27 d (2,0) 115,5 115,6
3’ - - 145.3 1452
4 - - 148,7 148,7
5’ 6,90 d (8,0) 6,81 d (8,4) 115,6 1154
6’ 7,27 dd (2,0, 8,0) 7,19 dd (2,0, 8,4) 120,9 120,4
OH-5 12,70 sl
Rhamnose
1” 530s 5,21d(1,3) 101,0 100,9
2” 4,05 d (3,5) 3,98 s/ 80,6 80,6
3” 3,57 m - 70,3 70,3
4” 3,12¢(9,5) - 71,8 71,7
5” 3,64 m - 70,3 69,3
6” 0,91 d (6,5) 0,82 d (6,2) 17,4 17,4
Xylose
1 4,16 d (7,5) 4,07 d (7,4) 106,5 106,5
2 2,94 ¢(7,5) - 73,8 73,8
3 3,07 ¢(9,0) - 76,3 76,2
4 3,20 m - 69,4 70,2
57’a 3,47 dd (4,5;11,0) - 65,8 65,7
5”’b 2,90 d (11,0) -
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Figura 7. Quercetina-3-O-f-xylopiranosil-(1—>2)-O-a-rhamnopiranosideo (MC1).

No espectro de RMN-'H (Tabela 4; Espectro 1) também observou-se um
singleto na regido dos hidrogénios aromaticos em o 6,92. A andlise do espectro de
RMN-"C (Tabela 4; Espectro 2) indicou a presenca de um carbono quaternario em &
167,6 referente a carbono de acido carboxilico.

O conjunto dos dados adquiridos sugeriu a estrutura de um derivado de acido
benzodico (C6-C1), em mistura com a substancia MC1. Os experimentos de gHMBC e
gHMQC possibilitaram as correlagdes entre os sinais da molécula, que comparados com
os dados da literatura (ALMEIDA et al., 2005), foi possivel confirmar a identidade de
MC?2 como sendo o 4cido galico (Figura 8).

Os sinais de RMN-'H e >C apresentaram pequenas diferencas em relagio aos
valores encontrados na literatura devido ao fato de Almeida et al. (2005) ter realizado os
experimentos de RMN utilizando CD;0D como solvente.

O 4cido galico ¢ um derivado do &cido benzodico triidroxilado. Os &cidos
fenolicos possuem comprovadas caracteristicas antioxidantes. No trabalho de Dedoussis
et al. (2005), por exemplo, foi discutida a atividade anticarcinogénica do acido galico
em varias células cancerosas, inclusive células leucémicas. Essa atividade, segundo o
autor, estd intimamente relacionada com sua propriedade antioxidante. J& no trabalho de
Kroes et al. (1992) foi comprovada a atividade antiinflamatoria dessa substancia. O

acido galico ja foi isolado da espécie Miconia myriantha (LI et al., 2001).
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Tabela 4. Deslocamentos quimicos (8) de RMN-"H e RMN-"C da substancia MC2 (8 = ppm;
J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posiciio RMN-'H RMN-"C
MC2 Literatura (ALMEIDA ~ MC2  Literatura (ALMEIDA
et al., 2005) et al., 2005)
1 - - 120,7 120,7
2 6,92 s 7,08 s 108,8 109,1
3 - - 145,44 145,1
4 - - 138,0 138,3
5 - - 145,4 145,1
6 6,92 s 7,08 s 108,8 109,1
7 - - 167,6 169,1
HO o]
7
HO OH
OH

Figura 8. Acido galico (MC2).

Identificagdo da substancia MC3

O composto MC3 foi obtido como um sélido amarelo palido amorfo, com ponto
de fusdo entre 151 e 153°C. O espectro de IV (Figura 9) exibiu uma banda vibracional
larga atribuida a hidroxila em 3448 cm™ e uma banda referente a carbonila conjugada
em 1658 cm™. O espectro de UV (Figura 10) mostrou bandas em 242, 276 ¢ 336 nm,
tipicas de flavonas (MABRY et al., 1970). No espectro de HR-ESI-QTOF (Figura 11),
apesar dos problemas ocorridos devido a contaminagcdo do equipamento, pode-se
observar o pico do ion pseudomolecular m/z [M+H]" em 625,3905 que esta de acordo
com a formula molecular Cs;sHpg0,;. Foi possivel, ainda, observar fragmentos em m/z
313,1228 (M — C17H;305 — CH3 + H]+, referente a unidade de luteolina com perda de
uma metila, m/z 419,2933 [M — C1H,004 + H]" e m/z 463,3212 [M — CoH,00, + H]",

referentes a fragmentos originados de reagdes de retro-DielsAlder.
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Figura 10. Espectro de UV da substancia MC3 (MeOH).
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O espectro de RMN-'H (Espectro 7) sugeriu a existéncia de duas hidroxilas,
cinco metoxilas, nove hidrogénios aromaticos e dois hidrogénios metinicos. O espectro
de RMN-"H (Espectro 7) mostrou um singleto largo em § 13,01 (2H) correspondendo a
dois grupos hidroxila quelados nas posi¢cdes 5 e 5”. Sinais equivalentes a cinco grupos
metoxila foram observados em J 3,86 (6H), 0 3,90 (3H) e ¢ 3,94 (6H). Dois singletos
em 0 6,92 (1H-H3) e 0 7,02 (1H-H3”) sugeriram que o composto MC3 ¢ um derivado
de uma biflavona (Harborne, 1996). A presenc¢a dos dubletos em ¢ 8,07 (J = 8 Hz) e o0
7,11 (J = 8 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios H2’/6° ¢ H3’/5’, respectivamente, do
anel B de uma unidade de apigenina. Trés outros sinais de hidrogénios em ¢ 7,73 (J =
8,0 ¢ 2,0 Hz), 6 7,60 (J = 2,0 Hz) e 6 7,15 (J = 8,0 Hz) correspondem aos hidrogénios
H6’, H2”” e H5”, respectivamente, de uma unidade de luteolina. A auséncia de dois
conjuntos de dubletos meta-acoplados e a presencga de dois singletos em 0 6,89 ¢ 0 6,91
evidenciam a conec¢do C-C entre as duas flavonas nos anéis A. Os espectros de
gHMQC (Espectros 9 e 10) permitiram estabelecer a correlagdo direta entre os
hidrogénios e seus respectivos carbonos. Ambos os sinais em 0 6,89 (H8) e 6 6,91 (H8”)
sao conectados ao carbono em o0 90,4. Dessa forma o sinal em 0 90,4 pode ser atribuido
a um dos carbonos C6, C8, C6” ou C8”.

Os dados espectrais de RMN-">C encontrados para a agatisflavona (um dimero
com ligagdo 6—8”) apresenta deslocamentos quimicos em 0 107,1 (C6), 6 97,0 (C8), o
103,7 (C6”) e 6 107,1 (C8”) (CARVALHO et al., in press). O dimero cupressuflavona
(ligagdo 8—8”) apresenta deslocamentos quimicos em ¢ 99,0 (C6/6™) e 6 98,7 (C8/8”)
(CHARI et al., 1977; AGRAWAL, 1989). A luteolina octametil éter, outro dimero com
ligacdo 8—8”, apresenta sinais de carbono em o 91,6 (C6/6”) e 6 102,0 (C8/8”)
(OSTERDAHL, 1983; AGRAWAL, 1989).

Quando comparamos os deslocamentos quimicos de RMN-">C do composto
monomeérico 5-hidroxi-6-metil-7,4’-dimetoxiflavona ¢ 105,5 (C6) e 6 89,0 (C8) com os
sinais dos carbonos C6/6” (¢ 107,6) e C8/8” (¢ 90,4) de MC3 (Espectro 8) percebemos
que o C6—~>C6” poderiam, desta forma, estar ligados.

Um conjunto de experimentos de 1D-NOESY (Espectros 16 a 18) permitiu
identificar todos os grupamentos metoxila da molécula. Particularmente, a irradiacdo no
sinal em ¢ 6,91 mostrou interacao especial desse hidrogénio com a metoxila em ¢ 3,94,
localizando esse grupo no carbono 7/7”. O experimento de gHMBC (Espectros 11 a 13)

mostrou a interacdo a longa distancia entre a metoxila em 0 3,94 com o sinal de carbono
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em 0 163,4 (C7/7”). Foram observadas correlagdes entre os sinais de hidrogénio em o
6,89/6,91 (H8/8”) com os sinais de carbono em o 163,4 (C7/7”), 6 155,5 (C5/5”), o
104,1 (C10/10”) e o 107,6 (C6/C6”), que estao de acordo com a ligagdo
interflavonoidica de C6—~>C6”. A estrutura foi entdo estabelecida como sendo 5-hidroxi-
4’ ,7-dimetoxiflavona-(6-C-6")-5"-hidroxi-3",4,7-trimetoxiflavona (Figura 12), o
primeiro dimero constituido por uma unidade de apigenina e uma de luteolina ligados
através dos carbonos C6 e C6”.

Biflavonodides sdao substancias de uma série de compostos de ocorréncia natural
que incluem ligacdes do tipo flavona-flavona, flavanona-flavona e flavanona-flavanona.
Na literatura, uma variedade de atividades biologicas de biflavonoides tais como anti-
inflamatoria, antimicrobiana e antioxidante tem sido publicada (LIN et al., 2001).
Sulcatona A e 3-hidroxi-2,3-diidroapigenil-[1-4°,0,II-3"]-diidrokaempferol isoladas das
partes aéreas de Ouratea sulcata exibiram significativa atividade antimicrobiana in vitro
contra um conjunto de microrganismos (PEGNYEMB et al., 2005). Um estudo semi-
empirico reporta a atividade inibitoria contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv (Mtb)

de 28 biflavonoides (DIAS et al., 2004).
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos (J) de RMN-"H e RMN-"’C e experimentos bidimensionais
da substancia MC3 (6 = ppm; J = Hz, entre parénteses; DMSO-dy).

Posi¢io RMN-'H RMN-"C gHMBC (6'H)  NOESY
2 163,4 H3; H2’/ HE®

3 6,92 s 103,8

4 182,0

5 155,5

6 107,6 H8

7 163,4 OCH;-7; H8

8 6,89 s 90,4

9 157,5 H8

10 104,1 HS; H3

I’ 122,9 H3; H6’/H2’

2 8,07 d (8.,0) 128,3

3 7,11d(8,0) 114,6 H5’

4 163,1

5 7,11 dd (8,0) 114,6 H3’

6 8,07 d (8.0) 128,3

2” 163,4 H3”;H2™

3” 7,02 s 104,1

4 182,0

57 155,5

6 107,6 HS”

7” 163,4  OCH;-7"; H8”

8” 6,91 s 90,4

9 157,5 HS”

10” 104,1 HS8”; H3”

1 122,9 H3”; H5™

2> 7,60 d (2,0) 109,5 H6™

3 149,1 H5™

47 152,2 H2™; H6™

5 7,15 d (8,0) 11,8

6 7,73dd (2,0,8,0) 1201 H2™”

OCH;-7 3,94 5 55,9 H8
OCH;-7” 3,94 5 56,3 HS”
OCH; 4’ 3,86 s 55,6 H3’; H4’
OCH;-3™ 3,90 5 55,7 H2”
OCH;-4" 3,86 5 55,6 H5™
OH-5 13,01 s/

OH-5” 13,01 s/
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Figura 12. 5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona-(6-C-6")-5"-hidroxi-3’,4”’,7”-trimetoxiflavona
(MC3).

Identificagdo da substancia MC4

O espectro de RMN-'H (Tabela 6; Espectro 19) mostrou, além dos sinais em &
6,19 (J=2,0 Hz) e 66,36 (J = 2,0 Hz) referentes aos hidrogénios H6 ¢ H8 em posicao
meta, um singleto em ¢ 6,92 referente aos hidrogénios H2’ ¢ H6’ de um flavonoide,
evidenciando que o anel B ¢ tri-hidroxilado.

A presenca de unidades de agucares pode ser observada pela presenca dos sinais
dos hidrogénios anoméricos em 65,22 (H1”) e 04,14 (H1”’, J= 7,5 Hz). A semelhanca
desses valores com aqueles do MC1 sugerem que trata-se de uma unidade de rhamnose
e uma de xylose, o que foi confirmado pelos espectros 1D-TOCSY (Espectros 21 e 22).

O sinal em & 134,4 no espectro de RMN-">C (Espectro 20) corresponde ao valor
encontrado para o C3 de um flavonoide glicosilado na posicdo 3. No espectro de
gHMBC (Espectro 23) observou-se o acoplamento entre o H1”” (0 4,14) da xylose com
o C2 (0 80,6) da rhamnose, determinando-se assim de que forma estdo ligados os
acucares. Os dados fornecidos pelos espectros bi-dimensionais (gHMQC e gHMBC)

possibilitaram, ainda, a atribuicdo de todos os hidrogénios e carbonos (Tabela 6). O
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espectro COSY (Espectro 24) possibilitou fazer a correlagdo dos sinais dos hidrogénios
pertencentes as unidades dos agucares.

Comparagao dos deslocamentos quimicos de MC4 com os da literatura
(SOICKE et al., 1990) confirmaram a identificagdo da miricetina-3-O-f-xylopiranosil-

(1>2)-0-a-rhamnopiranosideo (Figura 13).

Tabela 6. Deslocamentos quimicos (8) de RMN-'H e RMN-"C da substincia MC4 (8 = ppm;
J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posi¢io RMN-'H RMN-"C
MC4 Literatura (SOICKE MC4 Literatura (SOICKE
et al., 1990) et al., 1990)
2 - - 157,0 157,2
3 - - 134,4 134,4
4 - - 177,8 177,8
5 - - 161,3 161,3
6 6,19d (2,0) 6,18 d (1,9) 98,7 98.7
7 - - 164,2 164,4
8 6,36 d (2,0) 6,35d(1,9) 93,5 93,5
9 - - 156,4 156,2
10 - - 103,9 103,9
1’ - - 119,2 1194
2’ 6,92 s 6,93 s 107,6 107,8
3’ - - 145,8 145,8
4 - - 136,8 136,8
5’ - - 145,8 145,8
6’ 6,92 s 6,93 s 107,6 107,8
Rhamnose
1” 5225 5,26 d (1,4) 101,0 101,0
2”7 4,08 dd (4,0; 1,5) 4,01 s 80,6 80,6
3” 3,63 dd (9,5; 3,5) - 70,4 70,4
4” 3,13 m - 71,8 71,9
5” 3,77 dd (9,0, 6,0) - 70,2 69,4
6” 0,93 d (6,0) 0,93 d (6,1) 17,4 17,4
Xylose
1 4,14 d (7,5) 4,13d (7,5) 106,5 106,4
2 2,951 (8,0) - 73,8 73,8
3 3,08 7 (9,0) - 76,2 76,3
4 3,19m - 69,3 70,2
57a 3,45 dd (5,0;11,5) - 65,6 65,7
5”’b 2,89d (11,0) -
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Figura 13. Miricetina-3-O-f-xylopiranosil-(1—2)-O-a-rhamnopiranosideo (MC4).

Identificagdo da substancia MC5

O espectro de RMN-'H (Tabela 7; Espectro 25) mostrou-se semelhante ao de
MCI1. As principais diferengas foram a auséncia do sinal na regido de ¢ 4,16, referente
ao hidrogénio anomérico da unidade de xylose e dos respectivos sinais de carbono no
espectro de RMN-"2C (Espectro 26), existente em MCI.

Todos os hidrogénios e carbonos foram atribuidos com os dados dos espectros
mono ¢ bi-dimensionais (gHMBC e gHMQC). A seqiiéncia dos deslocamentos
quimicos da unidade de agucar foi obtida através de experimentos 1D-TOCSY
(Espectro 27) e as correlagdes existentes no espectro COSY (Espectro 29).

Os dados de MC5, comparados com os existentes na literatura (BILIA et al.,
1996) confirmam a identidade desta substancia como sendo a quercetina-3-O-a-

rhamnopiranosideo (Figura 14).



Dissertacdo de Mestrado - Miconia spp

55

Tabela 7. Deslocamentos quimicos (8) de RMN-"H e RMN-"’C da substancia MC5 (8 = ppm;
J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posiciio RMN-'H RMN-"C
MC5 Literatura (BILIA MC5 Literatura (BILIA
et al., 1996) et al., 1996)
2 - - 157,3 156,4
3 - - 134,2 134,4
4 - - 177,7 177,7
5 - - 156,4 157,0
6 6,19 d (2,0) 6,20 d (2,1) 98,7 98,6
7 - - 164,2 164,0
8 6,38 d (2,0) 6,36 d (2,1) 93,6 93,5
9 - - 161,3 161,2
10 - - 104,0 104,2
1’ - - 120,7 120,3
2’ 7,29 d (2,0) 7,33d (2,1) 115,6 1154
3’ - - 145,2 145,1
4 - - 148,4 148,3
5’ 6,86 d (8,0) 6,93 d (8,3) 1154 115,8
6’ 7,24 dd (2,0, 8,0) 7,30dd (2,1, 8,3) 121,1 121,0
OH-5 12,65 sl
Rhamnose
1” 525s 5,35d(1,8) 101,8 101,9
27 3,96 dd (1,5;3,0) 3,20-3,82 70,0 70,4
3” 3,50 dd (3,5, 9,5) 3,20-3,82 70,4 70,6
4” 3,15¢(9,0) 3,20-3,82 71,2 71,5
5” 3,21 dd (6,0, 9,0) 3,20-3,82 70,6 70,1
6” 0,82 d (5,5) 0,95 d (6,2) 17,5 17,3

Figura 14. Quercetina-3-O-o-rhamnopiranosideo (MC5).
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Identificagcdo da substancia MC6

O espectro de RMN-'H (Espectro 30) mostrou, além dos sinais em 6 6,20 (J =
1,8 Hz) e 06,36 (J = 2,1 Hz) referentes aos hidrogénios H6 ¢ H8, um singleto em ¢ 6,89
referente aos hidrogénios H2’ e H6’ do anel B de um flavonoide, evidenciando que
trata-se de um derivado da miricetina.

O singleto em ¢ 5,20 (H1”), referente ao hidrogénio anomérico, € o sinal em &
0,85 (H6”, J = 6,0 Hz) sugeriram a presen¢a de uma rhamnose. A natureza do agucar ¢
confirmada através do espectro 1D-TOCSY (Espectro 32), pois irradiando-se o H1”,
houve correlagdo somente com H2” (6 3,98).

Os sinais em 0157,4 (C2) e 0134,3 (C3) indicaram que a unidade de agucar esta
ligada na posicdo 3 do esqueleto flavonoidico. Com os dados obtidos pelos
experimentos bi-dimensionais (gHMQC e gHMBC) pdde-se atribuir todos os
hidrogénios e carbonos da molécula (Tabela 8), enquanto que a seqliéncia dos
deslocamentos quimicos da unidade de agucar foi obtida através de experimentos 1D-
TOCSY e as correlagdes existentes no espectro COSY (Espectro 33).

A comparagdo dos dados de MC6 com os existentes na literatura confirmam a
identificacdo da substdncia como sendo a miricetina-3-O-a~-rhamnopiranosideo
(CHUNG et al., 2004; MARKHAM et al., 1978), ilustrada na Figura 15. Os valores de
deslocamento quimico de RMN-'H de MC6 apresentam pequenas diferencas em
relacdo aos valores encontrados na literatura, pois Chung et al. (2004) realizou os

experimentos de RMN utilizando CD;OD como solvente.
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Tabela 8. Deslocamentos quimicos (J) de RMN-"H e RMN-"*C da substancia MC6 (& = ppm;
J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posiciio RMN-'H RMN-"C
MCé6 Literatura MCé6 Literatura (MARKHAM
(CHUNG et al., et al., 1978)
2004)
2 - - 157,4 156,2
3 - - 134,3 134,5
4 - - 177,8 177,8
5 - - 161,3 161,4
6 6,20 d (1,8) 6,19d (2,3) 98,6 98,7
7 - - 164,1 164,1
8 6,36 d (2,1) 6,35d (2,3) 93,5 93,6
9 - - 156,4 157,4
10 - 104,0 104,2
1’ - - 119,6 119,8
2’ 6,89 s 6,94 s 107,9 108,3
3’ - - 145,7 145,8
4 - - 136,4 136,5
5’ - - 145,7 145,8
6’ 6,89 s 6,94 s 107.,9 108,3
Rhamnose
1” 5,20 s 5,30d (1,8) 101,9 102,1
2” 3,98 s 4,21 dd (3,2;1,8) 70,4 70,5
3” 3,56 dd (9,5;3,0) 3,78 dd (9,2;3,2) 70,5 70,7
4” 3,161(9,5) 3,51 dq (9,2;6,4) 71,3 71,6
5” 3,36 m 3,331(9,2) 70,0 70,1
6” 0,85 d (6,0) 0,95 d (6,4) 17,5 21,4

HO

OH

OH

Figura 15. Miricetina-3-O-a-rthamnopiranosideo (MC6).
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Identificagcdo da substancia MC7

A semelhanca entre os espectros de RMN-'H (Espectro 34) de MC7 com os de
MC1 e MCS5 evidenciam que trata-se de uma molécula derivada da quercetina.

A presenga de uma unidade de agtcar foi deduzida através de um dubleto em &
5,35, com uma constante de acoplamento de J = 7,2 Hz. O espectro COSY (Espectro
36) possibilitou fazer a correlagdo dos sinais dos hidrogénios pertencentes a unidade de
acucar. A comparacdo desses dados com a literatura (MARKHAM et al.,, 1978;
AGRAWAL, 1989; HARBORNE, 1996) possibilitou a identificacdo da glicose.

Devido a pouca massa obtida para esta substancia, nao foi possivel registrar os
espectros de RMN-"C dificultando, desta maneira, a caracterizacio completa desta
estrutura. Alguns sinais foram observados nos experimentos de gHMQC e gHMBC
(Tabela 9).

Com a comparagdo dos deslocamentos quimicos de MC7 com os da literatura
(MARKHAM et al.,, 1978) pode-se sugerir a estrutura da quercetina-3-O-f-
glicopiranosideo para MC7 (Figura 16).
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Tabela 9. Deslocamentos quimicos (8) de RMN-"H e RMN-"’C da substancia MC7 (8 = ppm;
J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posiciio RMN-'H RMN-"C
MC7 Literatura (SANBONGI MC7 Literatura (MARKHAM
et al., 1998) et al., 1978)
2 - - 148,8 156,5
3 - - * 133,7
4 - - * 177,6
5 - - 161,8 161,3
6 6,18 d (1,8) 6,20 d (2,0) 98,5 98,8
7 - - 164,8 164,2
8 6,39 d (1,8) 6,40 d (2,0) 93,5 93,6
9 - - 156,8 156,5
10 - - 104,5 104,2
1’ - - 122,0 121,4
2’ 7,52 d (2,0) 7,57d 116,0 115,3
3’ - - 145.4 144.8
4 - - 149,2 148,5
5’ 6,86 d (8,1) 6,84 d (9,0) 115,1 116,5
6’ 7,56 dd (2,0, 8,0) 7,58 dd 121,0 121,6
OH-5 12,60 sl
Glicose
1” 5,35d(7,2) 5,46 d (7,4) 101,8 101,4
2” 3,18-3,30 3,23 m * 74,3
3” 3,18-3,30 3,23 m * 76,8
4” 3,18-3,30 3,09 m * 70,3
5” 3,18-3,30 3,09 m * 77,5
6”a 3,18-3,30 3,58 m * 61,3
6”’b 3,18-3,30 3,32 m *

Valores de RMN-"C atribuidos através dos experimentos gHMQC e gHMBC
* Valores de RMN-"*C nio observados

Figura 16. Quercetina-3-O-f-glicopiranosideo (MC7).
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Identificagcdo da substancia MC8

O espectro de RMN-'H (Espectro 37) mostrou os sinais na regido aromatica
caracteristicos de um flavonodide: os dubletos em J 6,15 e J 6,38 referentes aos
hidrogénios H6 ¢ H8 do anel A e os dubletos em J 6,86 ¢ 0 7,99 referentes aos
hidrogénios H3’/5* e H2’/6°, com acoplamento orto, indicando que o anel B ¢ mono-
hidroxilado. Foi possivel identificar também uma unidade de acido p-cumarico: os
dubletos em 6 6,11 e 6 7,32 (J = 15 Hz) foram atribuidos aos Ha e Hf, indicando a
configuracdo trans da ligacdo dupla; os dubletos em 67,37 (J = 8,5 Hz) e em 66,78 (J
=9,0 Hz) foram atribuidos aos H2”’/6”” e H3’/H5™”’ , respectivamente.

No espectro de RMN-'H observou-se, ainda, um dubleto em 65,45 (J = 7,5 Hz)
referente ao hidrogénio anomérico de uma unidade de agucar. O espectro de 1D-
TOCSY (Espectro 39), forneceu a seqiiéncia dos deslocamentos quimicos de uma
glicose. Irradiando-se o hidrogénio anomérico, observou-se a presen¢a dos sinais de
todos os hidrogénios, indicando a correlagdo entre eles.

O valor do deslocamento quimico do carbono 3 (0 133,1), no espectro de RMN-
BC (Espectro 38), sugeriu que a unidade de aglcar estd ligada nesta posi¢do do
esqueleto do flavondide.

O espectro gHMBC (Espectro 40) forneceu correlagao entre o hidrogénio em o
4,04 e o carbono em 0 166,2, indicando que o 4cido esta ligado na posi¢do 6 do agucar.

Os dados fornecidos pelos espectros bi-dimensionais (gHMQC e gHMBC)
possibilitaram a atribuicao de todos os hidrogénios e carbonos (Tabela 10).

Os dados de MCS8, comparados com os existentes na literatura
(BUDZIANOWSKI; SKRZYPCZAK, 1995) confirmam a identidade desta substancia

como sendo o kaempferol-3-O-f-(6"-cumaroil)-glicopiranosideo (Figura 17).
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Tabela 10. Deslocamentos quimicos (8) de RMN-"H ¢ RMN-"C da substincia MC8 (5 = ppm;

J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posiciio RMN-'H RMN-"C
MCS8 Literatura MCS8 Literatura
(BUDZIANOWSKI;S (BUDZIANOWSKI;S
KRZYPCZAK, 1995) KRZYPCZAK, 1995)
2 - - 156,5 156,4
3 - - 133,1 133,0
4 - - 177,4 177,3
5 - - 161,2 161,1
6 6,15d(2,5) 6,18d (2,1) 98,8 98,7
7 - - 164,2 164,1
8 6,38 d (2,5) 6,41 d(2,1) 93,7 93,6
9 - - 156,4 156,3
10 - - 103.,9 103,8
I’ - - 120,8 120,7
2’ 7,99 d (9,0) 8,02 d (8,9) 130,8 130,0
3 6,86 d (9,0) 6,88 d (8,9) 115,1 115,7
4’ - - 160,0 159,9
5 6,86 d (9,0) 6,88 d (8,9) 115,1 115,7
6’ 7,99 d (9,0) 8,02 d (8,9) 130,8 130,0
OH-5 12,60 s/
Glicose
17 5,45 d (7,5) 5,48 d (7,5) 101,0 100,9
27 3,39 s/ 3,35-3,20 74,2 74,2
3” 3,26 d (8,5) 3,35-3,20 76,2 76,2
4” 3,19d (8.,5) 3,35-3,20 70,0 69,9
5”7 3,23 d (9,0) 3,35-3,20 74,1 74,0
6”a 4,28 d (10,0) 4,30 dd (2,0;11,7) 63,0 62,9
6”b 4,04 dd (6,0;12,0) 4,06 dd (6,3;11,7) 63,0 62,9
Acido  p-
cumarico
1 - - 124,9 124,8
2’ 7,37 d (8,5) 7,39 d (8,8) 130,1 130,7
3 6,78 d (9,0) 6,81 d (8,8) 115,8 115,0
4 - - 159,8 159,7
5 6,78 d (9,0) 6,81 d (8,8) 115,8 115,0
6 7,37 d (8,5) 7,39 d (8,8) 130,1 130,7
7 () 7,32 d (15) 7,37 d (16) 144.6 1445
8 () 6,11 d(15) 6,14 d (16) 113,7 113,6
9’(C=0) - - 166,2 166,1
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Figura 17. Kaempferol-3-O-f-(6"-cumaroil)-glicopiranosideo (MC8).

4.5 Fracionamento do Extrato Metanodlico das Folhas de Miconia

rubiginosa

A cromatografia em contracorrente (CCC) ¢ uma forma de cromatografia de
parti¢cdo liquido-liquido sem o uso de adsorvente. Esta técnica consiste na utilizacao de
duas fases liquidas imisciveis, onde uma ¢ a fase movel e a outra a fase estaciondria. A
distribuicdo do soluto em cada uma das fases ¢ determinada através de seus respectivos
coeficientes de particao. Esta técnica ¢ amplamente utilizada na separacao de produtos
naturais, pois devido a auséncia de suporte solido, evita-se problemas como a adsorc¢ao
irreversivel das amostras e a degradacdo de seus constituintes (MARSTON;
HOSTETTMANN, 1994; OKA et al., 1998). Outra vantagem desta técnica ¢ que a
mesma permite a inje¢cdo de grande quantidade de amostra sem necessidade de pré-
purificacdes, a recuperagdo total da mesma e, também, um baixo consumo de solventes.

A técnica de cromatografia em contracorrente mais utilizada atualmente no
isolamento de produtos naturais ¢ a Cromatografia em Contracorrente de Alta
Velocidade ("HSCCC: High Speed Counter-Current Chromatography") (HAN et al.,
2002), devido a suas vantagens tais como diminui¢ao do tempo de analise sem perda de
resolucdo e utilizacdo de quantidades menores de solvente (MARSTON;
HOSTETTMANN, 1994).

Para o estudo do extrato EMeOH das folhas de M. rubiginosa, primeiramente foi
realizada a remocdo dos taninos. Para isso, foram realizados testes de particdo com -
BuOH e AcOEt. A andlise por CCDC das duas fragdes obtidas mostrou que a parti¢ao

com AcOEt foi mais efetiva na separacdo dos componentes poliméricos das substancias
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de interesse. O melhor sistema de solvente para a analise por CCDC deste extrato foi a
mistura de CHCl3/MeOH/n-PrOH/H,0, na proporcao 5:6:1:4 (fase inferior).

O extrato EMeOH (10,0 g) foi submetido primeiramente a uma particdo com 1,0
L de Hexano/(MeOH/H,0 8:2, v/v) (1:1, v/v, 3x), para a remogao de clorofila. A fragao
hidro-alcodlica foi seca e resuspendida em H,O, sendo submetida, entdo, a uma parti¢ao
com 1,0 L de AcOEt/H,O (1:1, v/v, 3x). As fra¢des obtidas foram concentradas em
evaporador rotativo a pressao reduzida e secas em capela sob jato de ar comprimido.
Obteve-se 0,1 g da fragdo hexanica, 1,7 g da fragdo AcOEt e 7,5 g da fragdao aquosa.

Apo6s a escolha do sistema de solvente, AcOEt/n-PrOH/H,O (140:8:80 v/v/v),
preparou-se a mistura em funil de separacdo. Os solventes foram agitados e deixados em
repouso por aproximadamente 12 horas para que houvesse a separacdo das fases e
também proporcionar a saturagdo de ambas as fases do sistema. A fase inferior (aquosa)
foi usada como fase estaciondria enquanto que a fase superior (organica) foi usada como
fase movel. A fase inferior (estacionaria) foi bombeada para a coluna. Depois da coluna
toda preenchida (325,0 mL), a fase superior (movel) foi bombeada com um fluxo de 1,0
mL.min"' para a coluna com o equipamento ligado a uma velocidade de 850 rpm. O
volume morto medido foi de 48,0 mL. Pesou-se 500,0 mg da fracdo AcOEt e dissolveu-
se em uma mistura de 1:1 da fase aquosa e da fase organica, totalizando 10,0 mL da
mistura. A mistura foi filtrada e injetada no /oop com auxilio de uma seringa. Coletou-
se fragoes de 5,0 mL cada, obtendo-se 150 fragdes. Utilizou-se um coletor automatico
Redifrac (Pharmacia®). Este processo foi realizado duas vezes para obtencdo de massa
suficiente para a analise estrutural dos compostos isolados. As fragdes semelhantes das
duas inje¢des foram reunidas. A purificagdo das substancias foi realizada através de
cromatografia em coluna (Sephadex LH-20 ¢ PVPP) ou utilizando-se cartuchos SepPak
Cis.

O esquema 4 mostra o procedimento experimental desenvolvido para o

fracionamento das substancias.
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EMeOH
10,0 g

Particao com Hex/(MeOH/H,0 8:2, v/v)
(1:1, v/v) e AcOEt/H,O (1:1, v/v)

Fr.AcOEt
500,0 mg

HSCCC (2x)

150 fracoes

Fr.31-32 Fr.33-35 Fr.36-41 Fr.42-47 Fr.111-115
98,0 mg 50,0 mg 40,0 mg 42.0 mg 18,0 mg
Sephadex Sephadex Sephadex SepPak
LH-20 PVPP P LH-20 e
LH-20 Cis
40 fracoes
MR3 + MR4 MRS5S MR6 MR7 MRS
9,0 mg 17,0 mg 10,0 mg 10,0 mg 6,0 mg
Fr.22-31
30,0 mg
PVPP
[ 1
MR1 MR2

7,0 mg 8,0 mg

Esquema 4. Fracionamento do extrato EMeOH das folhas de M. rubiginosa.
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4.6 Elucidacao Estrutural das Substancias Isoladas do Extrato

Metanolico das Folhas de Miconia rubiginosa

Identificagdo da substancia MR1

Os espectros de RMN-'H (Espectro 43) ¢ RMN-"*C (Espectro 44) de MR1

mostraram-se semelhantes aos de MCS5.

Através de analise por CCDC utilizando como padrdo a substancia isolada para a
espécie M. cabucu observou-se que as manchas na placa possuiam o mesmo fator de
retengdo (Rf) e mesma coloragdo quando revelados com anisaldeido/H,SO,4. Para

A ) Iy . 13
confirmar a estrutura desta substancia, registramos os espectros de RMN-"H e “C.

A regidio de aromaticos do espectro de RMN-'H mostrou os sinais de
deslocamentos quimicos de hidrogénio referentes a uma unidade de quercetina: ¢ 7,28
(H2’, J =2,5 Hz), 67,23 (H6’, J = 2,5 ¢ 8,0 Hz), 0 6,85 (H5’, J = 8,0 Hz) referentes
aos hidrogénios do anel B e 6 6,36 (HS, J = 2,0 Hz), 6 6,18 (H6, J = 2,0 Hz) dos

hidrogénios do anel A.

O espectro de RMN-"C apresentou todos os sinais de deslocamentos quimicos

semelhantes aos da substancia MC5.

A identificacdo da unidade de agucar como sendo a rhamnose foi realizada pelo
sinal do hidrogénio anomérico em ¢ 5,24 (H1”, J = 1,5 Hz) e pelo experimento 1D-
TOCSY (Espectro 45), com irradiagdo no hidrogénio anomérico. Observou-se ainda o
sinal de deslocamento quimico em ¢ 0,81 (J = 6,5 Hz) referente aos hidrogénios

metilicos da rhamnose.

Através do resultado obtido com a analise por CCDC e comparacao dos valores
de RMN-"H ¢ °C (Tabela 11) com os encontrados para MC5 e com a literatura (BILIA
et al., 1996) confirmou-se a identificagdo da quercetina-3-O-a-rhamnopiranosideo

(Figura 14).
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Tabela 11. Deslocamentos quimicos (8) de RMN-"H ¢ RMN-"C da substincia MR1 (8 = ppm;

J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posiciio RMN-"H RMN-"C
2 - 157,2
3 - 134,2
4 - 177,7
5 - 156,4
6 6,18 d (2,0) 98,7
7 - 164,4
8 6,36 d (2,0) 93,6
9 - 161,3
10 104,0
1’ - 120,7
2’ 7284d(2,5) 115,6
3’ - 145,2
4’ - 148.4
5 6,85 d (8,0) 115,4
6’ 7,23 dd (2,5; 8,0) 121,1
OH-5 12,60 s/

Rhamnose

1” 524d(1,5) 101,8
2” 3,96d (1,5) 70,0
3” 3,50 dd (3,5; 9,0) 70,6
4” 3,64 m 71,2
5” 3,74 ¢ (6,0; 6,5) 70,4
6” 0,81 d (6,0) 17,5

Identificagdo da substancia MR2

O espectro de RMN-'H (Espectro 46) de MR2 apresentou sinais na regido

aromatica do espectro caracteristicos de um flavonoéide. Os sinais em o6 7,52 (H6’, J =

2,0e8,5Hz), 67,46 (H2’,J =1,5Hz) e 66,84 (H5’, J = 8,5 Hz) evidenciaram o anel B

di-oxigenado de um derivado de quercetina. Nessa regido também observou-se o0s

dubletos referentes aos hidrogénios H8 e H6 em 66,39 (J = 1,5 Hz) e 66,18 (J = 1,5

Hz), respectivamente.

A presenca de uma unidade de agtcar foi observada pelo hidrogénio anomérico

em 0 5,55 (H1”, J = 2,5 Hz). A sequéncia dos deslocamentos quimicos foi obtida

através do experimento 1D-TOCSY (Espectro 48) e as correlagdes existentes no

espectro COSY (Espectro 50).
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Segundo Agrawal (1989), a diferenciacdo entre furanose e piranose pode ser
prontamente realizada observando-se os deslocamentos quimicos dos carbonos 17, 2” e
4”. Para a furanose estes valores apresentam deslocamentos quimicos em campo mais
baixo (4-14 ppm). Por exemplo, observa-se para o C1” (6 109,1 e 6 104,7); para o C2”
(0 81,5 e 0 71,6) e para o C4” (0 84,7 e 0 69,1) para o-furanose e a-piranose
respectivamente. Os valores dos deslocamentos quimicos de MR3 para os carbonos 17,
2” e 4” foram (0 107,9; 6 82,2 e ¢ 86,0), respectivamente, indicando portanto que o
agucar ¢ a arabinofuranose.

A constante de acoplamento do hidrogénio anomérico (J = 2,5 Hz), confirma
que a configuracdo relativa da arabinofuranose ¢ alfa. (HARBORNE, 1996).

O espectro de RMN-">C (Espectro 47) apresentou 15 sinais referentes ao
esqueleto flavonoidico, € mais cinco sinais na regiao de agucares.

A localizacao da unidade de agucar foi definida pelo experimento de gHMBC
(Espectro 49). Observou-se a correlagdo a longa distancia entre o H17(65,55) e 0 C3 (0
133,5), permitindo confirmar que o agucar esta ligado na posi¢ao 3 da aglicona.

Os dados fornecidos pelos espectros bi-dimensionais (gHMQC e gHMBC)
possibilitaram a atribuicao de todos os hidrogénios e carbonos da molécula.

A comparagao dos dados espectroscopicos de MR2 (Tabela 12) com os
encontrados na literatura (OSSIPOV et al., 1995) permitiram a identificagdo do

composto isolado como sendo a quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo (Figura 18).
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Tabela 12. Deslocamentos quimicos (8) de RMN-"H ¢ RMN-"C da substincia MR2 (8 = ppm;

J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posiciio RMN-'H RMN-"C
MR2 Literatura (OSSIPOV ~ MR2  Literatura (OSSIPOV
et al., 1995) et al., 1995)
2 - - 157,0 156,3
3 - - 133,5 133,3
4 - - 177,8 177,7
5 - - 161,3 161,2
6 6,18 d (1,5) 6,20 d (2,0) 98,8 98,7
7 - - 164,4 164,3
8 6,39 d (1,5) 6,40 d (2,0) 93,7 93,5
9 - - 156,4 156,3
10 - 104,0 103,9
1’ - - 121,0 120,9
2’ 7,46 d (1,5) 7,48 d (2,0) 115,6 115,5
3’ - - 145,2 145,1
4 - - 148,6 148,5
5’ 6,84 d (8,5) 6,85 d (8,5) 115,6 115,5
6’ 7,52dd (2,0;8,5) 7,55 dd (2,0; 8,0) 121,8 121,7
OH-5 12,60 s
Arabinofuranose
1” 5,55d(2,5) 5,60 s 107,9 107,8
27 4,14 d (3,0) 3,25-3,75 82,2 82,1
3” 3,70 d (4,0) 3,25-3,75 77,1 76,9
4” 3,56 d (5,5) 3,25-3,75 86,0 85,8
5” 3,30d (13,5) 3,25-3,75 60,8 60,6

Figura 18. Quercetina-3-O- a-arabinofuranosideo (MR2).
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Identificagcdo das substancias MR3 e MR4

Os espectros de RMN-"H (Espectro 51, Tabela 13) ¢ RMN-">C (Espectro 52,
Tabela 14) de MR3 ¢ MR4 apresentaram dois conjuntos de sinais muito proximos,
indicando tratar-se da mistura de duas substincias, ambas derivadas da quercetina e
glicosiladas na mesma posicao.

Ambas as substancias apresentaram sinais na regido aromatica. Uma mostrou os
sinais em 67,56, 67,53, 06,83, 66,40 e 66,19, enquanto os valores encontrados para a
segunda foram & 7,64, 6 7,51, 6 6,84, 6 6,40 e 0 6,19, para os hidrogénios H6’A/6’B,
H2’A/2°B, H5’A/5°B, H8A/8B e H6A/6B, respectivamente.

No espectro de RMN-'H observou-se a presenca de dois sinais referentes aos
hidrogénios anoméricos. No experimento gHMBC (Espectro 55) pdde-se observar a
interacao do hidrogénio anomérico em 65,27 (H1”’) com o carbono 3* em ¢ 133,8, assim
como a interagao do anomérico em o 5,34 (H1”’) com o carbono em ¢ 133,2 (C3B).
Portanto, cada unidade de agtcar estd ligado a uma das agliconas isoladas, ambas na
posicao 3.

A natureza das unidades de actcar foi determinada através dos dados obtidos
pelos espectros 1D-TOCSY (Espectros 53 e 54), COSY (Espectros 56 e 57) e
subseqliente comparacdo com a literatura.

Segundo Agrawal (1989) os deslocamentos quimicos para os carbonos 1, 2 ¢ 4
de arabinopiranose sdo observados em campo mais alto (4-14 ppm) quando comparados
as arabinofuranoses. Os valores dos carbonos 1, 2 ¢ 4 da mistura de MR3 ¢ MR4 foram
observados em o (101,4; 70,7; 66,0 e 101,8; 75,9; 69,4) respectivamente. Baseado nas
informacdes obtidas e comparadas com os dados da literatura (FRAISSE et al., 2000;
KIM et al., 2006), pode-se concluir que ambos os aglcares sdo a arabinopiranose,
porém devido as diferencas espectrais existentes entre eles, trata-se da o-
arabinopiranose (0 5,27, H1”), possuindo uma constante de acoplamento de J = 5,0 Hz
e da f-arabinopiranose (0 5,34 H1’’) com constante de acoplamento J = 7,5 Hz.
Segundo SERVETTAZ et al., (1984), arabinopiranose com constante de acoplamento
de 7,0 Hz ¢ tipica de S-piranosideo.

Os dados fornecidos pelos espectros bi-dimensionais possibilitaram a atribuigao

de todos os hidrogénios e carbonos pertencentes a cada molécula.
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Portanto, foram confirmadas as estruturas de MR3 e¢ MR4 como sendo

quercetina-3-O-a-arabinopiranosideo e quercetina-3-0-f-arabinopiranosideo

respectivamente (Figura 19).

Tabela 13. Deslocamentos quimicos () de RMN-'H das substincias MR3 ¢ MR4 (8 = ppm;
J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posiciio RMN-'H
MR3 Literatura (FRAISSE MR4 Literatura (KIM

et al., 2000) et al., 2006)

2%/2B - - -

3%/3B - - -

42/4B - - -

5A/5B - - -

6A/6B 6,19d (1,5) 6,18 d (2,0) 6,19d (2,0) 6,20 s

7°/7B - - -

8/8B 6,40 d (1,5) 6,38 d (2,0) 6,40 d (2,0) 6,40 s

9/9B - - -

10*/10B - -

I’A/1’B - - -

2°A/2’B 7,56 d (2,0) 7,50 d (2,0) 7,51d (2,0) 7,75 d (1,5)

3’A/3’B - - -

4’A/4’B - - -

5’A/5’B 6,83 d (8,5) 6,83 d (8,5) 6,84 d (8,5) 6,87 d (8,5)

6’A/6’B 7,53 dd (2,5; 8,0) 7,65 dd (2,2; 8,5) 7,64 dd (2,0; 8,5) 7,58 dd (1,5; 8,0)

OH-5 12,60 s/

Arabino

piranose

1”7 (1) 5,27d (5,0) 5,27d (5,1) 5,34 d (7,5) 5,15d(6,5)

27 (27) 3,75d(5,5;7,5) 3,76 dd (5,1;7,1) 3,31¢(8,5) 3,90 ¢(7,5)

37 (3) 3,52dd(3,5;7,5) 3,52dd (3,2;7,1) 3,207 (8,5) 3,65

4”7 (47) 3,65 m 3,66 ddd (2,0; 3,2; 5,2) 3,64 m 3,82

57(57)a 3,20d (11,5) 3,22dd (2,0, 11,2) 2,97 dd (9,5; 11,5) 3,82

5” (5,9,)b

3,62d (11,5) 3,60 dd (5,2;11,2) 3,64 dd (5,0; 11,5)

3,45 dd (3,0;13,5)
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Tabela 14. Deslocamentos quimicos (8) de RMN-"*C das substancias MR3 ¢ MR4 (8 = ppm;

J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posiciio RMN-"C
MR3 Literatura (FRAISSE MR4 Literatura (KIM et
et al., 2000) al., 2006)
2A/2B 156,3 156,3 156,2 158,8
3A/3B 133,8 133,6 133,2 135,8
4A/4B 177,5 177,4 177,3 179,6
SA/5B 161,2 161,1 161,2 163,2
6A/6B 98,7 98,7 98,7 100,1
7A/7B 164,3 164,6 164,3 166,3
8A/8B 93,5 93,5 93,6 94,9
9A/9B 156,3 156,1 156,3 158,6
10A/10B 103,9 103,7 103,9 105,7
1’A/1’B 121,0 120,8 120,9 123,0
2°A/2°B 116,1 115,6 115,8 117,6
3’A/3’B 144.9 144.9 145,0 146,1
4’A/4’B 148,6 148,6 148,6 150,1
5’A/5’B 115,3 115,3 115,4 116,3
6’A/6’B 121,5 122,0 122,0 123,2
Arabinopiranose
17 (1) 101,4 101,4 101,8 104,8
27(27) 70,7 70,7 73,6 73,0
37 (3) 71,6 71,6 75,9 74,3
4 (47 66,0 66,0 69,4 69,3
57(57)a 64,3 64,2 66,0 67,1
57 (5)b
OH
0 . &
(MR3):R= o .
e 4—OH
OH
"
(MR4): R =

Figura 19.
arabinopiranosideo (MR4).

Quercetina-3-0-a-arabinopiranosideo

(MR3)

€

quercetina-3-0-f-
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Identificag¢do da substancia MRS

Analise do espectro de RMN-'"H de MR5 (Espectro 58) apresentou o sinal de
um dubleto em 66,88 (H2’, J= 1.5 Hz), além de sinais em 6 6,66 (H6’) e 66,65 (H5”),

os quais indicaram a presenc¢a de um anel B 3’e 4" substituido.

Outros sinais de deslocamentos quimicos foram observados em ¢ 5,88 (HS, J =
2,5Hz) e 05,72 (H6, J = 2,0 Hz) referentes ao anel A e 04,73 (H2, s), 04,01 (H3,s), 0
2,68 (H4a, J =4,5¢ 16,5 Hz) ¢ 62,46 (H4b, J = 3,5 ¢ 16,5 Hz) referentes ao anel C.
Esses dados sugeriram que a substancia poderia ser a catequina ou a epicatequina.

Os valores da literatura mostram que a catequina e a epicatequina sao
diferenciadas pelo valor do C2, o qual para a catequina apresenta deslocamento quimico
em 0 81,0 (WENKERT; GOTTLIEB, 1977) e para a epicatequina em aproximadamente
578,0 MARKHAM; TERNAL 1976). No espectro de RMN-"C de MR5 (Espectro 59)
observou-se um valor de 0 78,1 que foi atribuido ao carbono 2, indicando que se tratava
da epicatequina.

Com os dados obtidos dos espectros bi-dimensionais (gHMQC e gHMBC)
pode-se atribuir todos os hidrogénios e carbonos da molécula.

A comparagdo dos dados de MRS (Tabela 15) com os disponiveis na literatura
(HARBORNE, 1996; AGRAWAL, 1989) confirmam a identificagdo da substancia

como sendo a epicatequina (Figura 20).
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Tabela 15. Deslocamentos quimicos (8) de RMN-"H ¢ RMN-"C da substincia MR5 (8 = ppm;
J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posiciio RMN-'H RMN-"C
MR5 Literatura MRS5S Literatura
(HARBORNE, (AGRAWAL,
1996) 1989)
2 4,73 s 4,74 s 78,1 78,1
3 4015 4,01 s/ 64,9 65,1
4a 2,68 dd (4,5;16,5) 2,79dd (4,2;16,3) 28,2 28,0
4b 2,46 dd (3,5;16,5) 2,48 dd (3,3;16,3)
5 - - 156,5 156,4
6 5,72 d (2,0) 5,72.d (1,7) 94,1 94,5
7 - - 156,2 156,3
8 5,88d(2,5) 5,89d(1,7) 95,1 95,6
9 - - 155,8 155,7
10 - - 98,5 98,8
1’ - - 130,6 130,7
2’ 6,88 d (1,5) 6,90 s 114,9 115,0
3 - - 144.4 144.4
4’ - - 144,5 144.5
5 6,65 m 6,66 114,8 115,0
6’ 6,66 m 6,66 118,0 118,1
OH

Figura 20. Epicatequina (MRS5).

Identificagdo da substancia MR6

Os espectros de RMN-'H (Espectro 60) e RMN-"C (Espectro 61) (Tabela 16)

de MR6 mostraram sinais muito parecidos com os encontrados para o acido galico
MCQC2).

Uma analise por CCDC indicou que as duas substancias possuiam o mesmo Rf e

mesma coloragdo quando a placa foi revelada com anisaldeido/H,SOs,.
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A estrutura de MR6 foi confirmada como sendo o acido galico (Figura 8).

Tabela 16. Deslocamentos quimicos (8) de RMN-'H e RMN-"*C da substincia MR6 (& = ppm;
J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).
Posicio RMN-'H RMN-"C
- 121,5
6,89 s 108,9
- 145,5
- 138,0
- 145,5
6,89 s 108,9
- 168.,2

N[NNI~

Identificag¢do da substancia MR7

A semelhanga entre a regido dos hidrogénios aromaticos dos espectros de RMN-
'H e "*C (Espectros 62 ¢ 63) de MR7 com os anteriormente estudados sugerem uma
molécula derivada da quercetina.

No espectro de RMN-'H observou-se todos os sinais de deslocamentos quimicos
de um derivado da quercetina: 67,64 (H6’, J = 2,0 e 8,5 Hz), 67,53 (H2’, J = 2,5 Hz),
06,82 (H5’, J = 8,5 Hz), 6 6,40 (H8, J = 1,5 Hz), 6 6,19 (H6, J = 1,5 Hz) e um
hidrogénio anomérico em 65,35 (H1”, J = 7,5 Hz).

O experimento 1D-TOCSY (Espectro 64) evidenciou o sistema de spin da
galactose.

O espectro de RMN-"°C apresentou 15 sinais referentes ao esqueleto
flavonoidico e 6 sinais referentes a unidade de agtcar. O sinal em 6 133,6 (C3) indica
que a unidade de agucar esta ligada na posi¢do 3 da aglicona, o que ¢ confirmado pelo
experimento de gHMBC (Espectro 65).

Com os dados obtidos nos experimentos bi-dimensionais (gHMQC e gHMBC) e
COSY (Espectro 66) foi possivel atribuir todos os hidrogénios e carbonos da molécula
(Tabela 17).

A comparacdo dos dados de MR7 com os existentes na literatura (OSSIPOV et
al., 1995) confirmou a identificagdo da substincia como quercetina-3-O-f-

galactopiranosideo (Figura 21).
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Tabela 17. Deslocamentos quimicos (8) de RMN-"H ¢ RMN-"C da substincia MR7 (8 = ppm;

J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Posiciio RMN-'H RMN-"C
MR?7 Literatura (OSSIPOV MR?7 Literatura (OSSIPOV
et al., 1995) et al., 1995)
2 - - 156,3 156,3
3 - - 133,6 133,5
4 - - 177,5 177,5
5 - - 161,2 161,2
6 6,19 d (1,5) 6,20 d (2,0) 98,7 98,7
7 - - 164,2 164,3
8 6,40 d (1,5) 6,40 d (2,0) 93,6 93,5
9 - - 156,4 156,3
10 - - 104,0 103,9
1’ - - 121,1 121,1
2’ 7,53 d (2,5) 7,50 d (2,0) 115,2 115,2
3’ - - 144,8 144.8
4 - - 148,5 148,5
5’ 6,82 d (8,5) 6,90 d (8,5) 116,0 116,0
6’ 7,64 dd (2,0; 8,5) 7,65 dd (2,0, 8,0) 122,0 122,0
OH-5 12,60 s
Galactose
17 5,35d(7,5) 5,38 d (7,0) 101,9 101,9
27 3,551(9,5) 3,10-3,60 71,3 71,2
3” 3,37 m 3,10-3,60 73,2 73,2
4” 3,64 d (2,0) 3,10-3,60 68,0 67,9
5” * 3,10-3,60 75,8 75,8
6” * 3,10-3,60 60,2 60,1

* Valores de RMN-'H nio observados.

Figura 21. Quercetina-3-O-f-galactopiranosideo (MR7).
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Identificag¢do da substancia MR8

Os sinais observados nos espectros de RMN-'H (Espectro 67) de MR8 sio
caracteristicos de um derivado da quercetina.

Observou-se no espectro de RMN-'H a presenca de dois hidrogénios
anoméricos, 0 5,30 (H1”, J = 7,5 Hz) e 64,38 (H1’”, s), e ainda um dubleto em 6 0,98
com uma constante de acoplamento de J = 6,5 Hz, sugerindo um dos agucares como
sendo a rhamnose. Os valores encontrados nos espectros de RMN-'H e no experimento
ID-TOCSY (Espectro 68) para o outro agucar sao semelhantes aqueles encontrados
para o MR7, indicando que se tratava da galactose.

Na andlise do experimento gHMBC (Espectro 71) verificou-se o acoplamento
do H1” (6 5,30) da galactose com o C3 (0 133,8) da aglicona, indicando a ligagdo do
acucar nesta posi¢do. A ligagdo interglicosidica dos aglicares foi observado através da
andlise do experimento gHMBC (Espectro 72), pelo acoplamento do H1” (6 4,38) da
rhamnose com o C4” (6 68,0) da galactose.

Devido a pouca massa obtida para esta substincia, ndo foi possivel registrar os
espectros de RMN-"C dificultando, desta maneira, a caracterizacio completa desta
estrutura. Alguns sinais de RMN-"C foram observados nos experimentos de gHMQC e
gHMBC (Tabela 18). Portanto, os dados obtidos nos experimentos mono e bi-
dimensionais possibilitaram sugerir a substancia MR8 como sendo a quercetina-3-O-a-

rhamnopiranosil-(1—4)-O-fS-galactopiranosideo (Figura 22).
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Tabela 18. Deslocamentos quimicos (8) de RMN-"H ¢ RMN-"C da substincia MR8 (5 = ppm;

J = Hz, entre parénteses; DMSO-dj).

Valores de RMN-"C atribuidos através dos experimentos gHMQC e gHMBC
*Valores de RMN-"C nio observados

Posicio RMN-"H RMN-"C
2 - 155,5
3 - 133,8
4 - *

5 - 161,5
6 6,18 d (2,0) 98,6
7 _ %

8 6,37 d (2,0) 93,7
9 - 156,4
10 - 103,6
I’ - 122,0
2’ 7,52 d (2,0) 115,9
3 - 145,0
4 - 148,6
5 6,82 d (8,5) 115,1
6’ 7,64 dd (8,5, 2,5) 121,8
OH-5 12,50 s/

Galactose

17 5,30d(7,5) 101,9
27 3,57 d (8,5) 72,6
3” 3,40 dd (1,0, 6,5) 73,2
4” 3,60 d (1,0) 68,0
5” 321 m 75,8
6” 342 m 60,8
Rhamnose

r” 4,38 s 100,4
2 3,39d (2,5) 70,3
3 3,26 s 70,4
4 3,07 m 71,8
5 3,34 m 68,4
6 0,98 d (6,5) 17,4

Fi

gura 22. Quercetina-3-0-a-rthamnopiranosil-(1—-4)-O-f-galactopiranosideo (MRS).
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Na literatura, até o presente momento, ndo ha estudos indicando que esses
flavondides e a epicatequina tenham sido isolados ou identificados em espécies de
Miconia.

Os flavonodides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Esses compostos possuem grande
importancia farmacoldgica devido as suas propriedades antitumoral, antiinflamatoria,
antioxidante, antiviral, entre outras. Mata et al. (1997) discute sobre a atividade
antiespasmodica do flavondide glicosilado derivado da quercetina, quercetina-3-O-f-D-
glicopiranosideo, inibindo a contragdo espontanea de intestino de ratos. Essa substancia
também possui atividade antioxidante, assim como a quercetina-3-O-a-
arabinopiranosideo e epi-catequina, como discutido por Sanbongi et al. (1998). Ja
Rubilar et al. (2006) e Larson (1988) também mostram a atividade antioxidante de
diversos flavonoides derivados da quercetina, inclusive a quercetina-3-O-o-L-

rhamnopiranosideo.
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5 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Nosso grupo de pesquisa em Quimica de Produtos Naturais do 1Q-Araraquara-
Unesp, juntamente com os pesquisadores de Farmacologia de Produtos Naturais do IB-
Unicamp e do IB-Botucatu-Unesp e de Ciéncia Biologicas da FCF-Araraquara-Unesp
iniciaram colaboragdo hé cerca de dois anos (Projeto-Biota/Fapesp, Coordenado pelo
Prof. Dr. Wagner Vilegas), no qual este projeto estd inserido, ja investigou varias
plantas com atividade antitlceras géstricas, antioxidante, analgésica, antiinflamatoria e

antimicrobiana.

Os resultados originam-se de uma estratégia de pesquisa que parte de
informacgdes etnobotanicas e etnofarmacologicas, segue com a realizagdo de ensaios
farmacoldgicos, microbioldgicos e de mutagenicidade preliminares com extratos ou
chds, realiza triagem fitoquimica em busca das classes de compostos presentes nos
extratos ou chas, prossegue com o isolamento e identificacdo estrutural dos
componentes neles presentes e utiliza os componentes ou fragdes enriquecidas para a
determinagdo dos provaveis mecanismos de acdo farmacologica envolvida com a

atividade detectada.

Na avaliacdo das atividades bioldgicas foram investigadas as atividades
antimicrobiana dos extratos utilizando modelos de bactérias Gram negativas e Gram
positivas e também sobre o género Mycobacterium, com énfase ao agente etiologico da
tuberculose, o M. tuberculosis. Também foram realizados testes de analgesia e
inflamac¢dao em animais de laboratdrio, os quais mimetizam estas injurias no homem.
Finalmente, foram realizados ensaios para detectar a produ¢ao de NO, H,O, e TNF-a
com extratos das plantas para avaliar suas atividades imunoestimulantes.

Nossa contribui¢do para com os grupos de pesquisa com os quais trabalhamos
em colaboracdo foi o de preparar extratos e fragdes enriquecidas das espécies estudadas

para os ensaios biologicos.
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5.1. Atividade Antimicrobiana

O teste antimicrobiano foi realizado em colaboragdo com a Profa. Dra. Hérida
Regina Nunes Salgado da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP (Campus
Araraquara).

Para os testes, utilizou-se oito cepas microbianas da cole¢do internacional. As
bactérias: Bacillus subtilis (ATCC 9372), Bacillus cereus (ATCC 14579),
Sthaphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Sthaphylococcus aureus (ATCC 6538),
Salmonella spp (ATCC 19196), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli
(ATCC 10536), Micrococcus luteus (ATCC 9341), e o fungo Candida albicans (ATCC
64550).

Os extratos das plantas foram secos e ressuspendidos nos mesmos solventes que
foram preparados os extratos com a concentragdo final de 30,0 mg/mL e esterilizados
por filtragdo com discos de 0,45 pum Millipore®. Os testes antimicrobianos foram
realizados pelo método de difusdo de discos descrito por Bauer et al. (1966).

As culturas dos microrganismos foram crescidas no liquido em Brain Heart
Infusion a 37°C. Apds 6 h, cada microrganismo (concentragdo de 10° c¢lulas/mL) foi
inoculado na superficie das placas contendo 100,0 mL do meio de cultura Mueller-
Hinton/agar. Subseqlientemente, discos de papéis de filtro (6,0 mm de diametro)
saturados com 20,0 mL de cada extrato foram colocados na superficie de cada placa
inoculada. As placas foram incubadas a 35°C por 24 h para bactérias e 48 h para C.
albicans. Apds este periodo, foram medidas as zonas da inibicdo do crescimento em
torno dos discos. Os microrganismos totais cultivados com os halos iguais ou maiores
que 7,0 mm foram considerados suscetiveis aos extratos testados. O controle negativo
foi o solvente usado em cada extrato e o controle positivo foi o ciprofloxacino (5,0
mg/disco) para as bactérias e o cetoconazol (40,0 mg/disco) para C. albicans. Todas as
determinagdes foram feitas em duplicata.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método de
dilui¢ao de acordo com NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARTS (2003). As bactérias foram crescidas em nutriente de caldo de carne por
6 h. Depois 20,0 pL de concentragdo igual a 10° células/mL foram inoculados nos tubos
com o nutriente de caldo de carne com diferentes concentragdes (25-800,0 mL) dos

extratos. Apos 24 h a 37°C, a CIM de cada amostra foi medida pela densidade otica em
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um espectrofotdmetro (620 nm), comparando o redout da amostra com o do nutriente de
caldo de carne ndo inoculado. Todas as determinagdes foram feitas em duplicata.

Os resultados observados mostraram que o extrato EMeOH de M. rubiginosa
apresentou atividade antimicrobiana contra os microrganismos S.epidermis, C. albicans,
S.aureus, M.luteus, B.subtilis e B.cereus. (Tabela 19 e 20), os quais apresentaram zonas
médias de inibi¢do de 8 a 10 mm (Tabela 19). J4 o extrato ECHCl; de M. cabucu
apresentou atividade contra S.epidermi, C.albicans e S.aureus, com zonas médias de
inibi¢dao de 7 a 9 mm.

Os valores da CIM obtidos foram de 1,5 a valores maiores que 10,0 mg/mL. O
melhor resultado foi observado com o extrato ECHCl; de M. cabucu no combate a C.

albicans com a CIM de 1,5 mg/mL.

Tabela 19. Atividade antimicrobiana dos extratos das espécies de Miconia.

Extratos Microrganismos

Se. Ca Sa. M.1. Ef B.s. B.c. E.coli Sal

Mc MeOH - - - - - - -
Mc CHCl; 9 9 7 - - - - - -
Mr MeOH 9 8 10 10 - 9 8 - -
Mr CHCl, - - - - - - - - -
Ciprofloxacino 25 NT 25 20 22 20 20 22 22
Cetoconazol NT 16 NT NT NT NT NT NT NT

Diametro de zona (mm), (-) negativo, S.e., Staphylococcus epidermidis, C.a., Candida albicans,
M.L., Micrococcus luteus, E.f., Enterococcus faecalis, B.s., Bacillus subtilis, B.c., Bacillus
cereus, E.c., Escherichia coli, Sal., Salmonella.

Mc = M. cabucu; Mr = M. rubiginosa

NT = nao testado

Tabela 20. Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) mostrada pelos extratos das espécies de
Miconia (mg/mL).

Extratos Microrganismos
S.e. C.a. S.a. M.1. B.s. B.c.
Mc CHCl; >10 1,5 7,5 NT NT NT

Mr MeOH >10 >10 >10 >10 7,5 7,5




Dissertagdo de Mestrado - Miconia spp 82

5.2 Atividade Imunoldgica

Os ensaios de atividade imunologica foram realizados em colaboracdo com o
grupo de pesquisa da Profa. Dra. Iracilda Zeppone Carlos da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Araraquara, Unesp.

A determinacao de H,O, liberados nos sobrenadantes das culturas de células do
exsudato peritoneal baseou-se na oxidacdo do vermelho de fenol mediado pela
peroxidase de raiz forte. As principais vantagens desse método sdo as pequenas
quantidades de reagentes e células utilizadas, a sensibilidade e reprodutibilidade, o
grande numero de materiais possiveis a serem testados e especialmente a velocidade e

conveniéncia oferecida pelo leitor de ELISA automatico.

O extrato de M. cabucu apresentou p<0,001, exceto a concentragdao 100,0 ng/mL
do extrato EMeOH de M.cabucu (p<0,05). A espécie M. rubiginosa nao apresentou

significancia estatistica quando comparada ao controle negativo (p>0,001) (Tabela 21).

Tabela 21. Determinagdo de H,O, em culturas de macrofagos peritoneais de camundongos
Swiss em presenga de extratos das espécies de Miconia.

Concentraciio de H,O, (nmols/2.10° células)
Concentracio do M. cabucu M. rubiginosa
extrato (ug/mL)

ECHCl; EMeOH ECHCl; EMeOH
200 54,0 72,0 16,0 12,0
100 65,0 23,0 12,0 10,0

Sob condigdes fisiolodgicas normais, o H,O, ¢ gerado em pequenas quantidades e
¢ rapidamente utilizado ou degradado, mas longas exposi¢des a altas concentragdes
deste mediador podem destruir estruturas biologicas e levar a um dano celular
irreversivel. A liberagao de quantidades consideraveis de H,O, induz a quebra da fita de
DNA e/ou perturbacdo no citoesqueleto da membrana, levando a morte celular
(RAMASARMA, 1990). A superprodugdo leva ao desenvolvimento do estresse
oxidativo, o que ocorre no choque endotéxico (VICTOR; DE LA FUENTE, 2003). Os
dados obtidos mostram uma produ¢ao pequena ou moderada de H,O,. Os niveis

detectados deste mediador podem entdo ser considerados benéficos.
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A determinagdo de NO foi realizada pela técnica de Griess. O NO sofre
degradacdo oxidativa em solugdo aquosa, formando nitrito (NO;") que ¢ determinado
pelo reagente de Griess, reagindo primeiramente com a sulfanilamida (reacdo de
diazotizagdo) em meio d4cido, formando um composto que reage com
naftiletilenodiamino dando origem a um derivado azo colorido prontamente monitorado
em espectroscopia de UV/Visivel com absorbancia méxima em 548 nm, pH 2,0. O meio
acido favorece a reacdo de diazotacdo, melhorando o rendimento na leitura

espectrofotométrica (MALINSKI et al., 1996).

Nao houve producdo significativa deste mediador em nenhuma das espécies

testadas de Miconia (Tabela 22).

Tabela 22. Determinac¢do de NO em culturas de macréfagos peritoneais de camundongos Swiss
em presenga de extratos das espécies de Miconia.

Concentracio de NO (umols/mL)

Concentracio do M. cabucu M. rubiginosa
extrato (ug/mL)

ECHCIl; EMeOH ECHCIl; EMeOH
200 6,0 0 8,0 11,0
100 0 0 9,0 9,0

O NO esta envolvido na morte ou inibi¢do da proliferacio de microrganismos,
destrui¢do de células tumorais por macrofagos ativados e na defesa inespecifica do
hospedeiro (STUEHR; NATHAN, 1989). Assim, os extratos que ndo promoveram a
liberacdo de NO podem estar inibindo a geracao deste mediador, podendo apresentar

propriedades antiinflamatorias.

A citocina TNF-a também foi estudada neste projeto. Trata-se de uma molécula
multifuncional originalmente descrita por destruir tumores transplantados in vivo
(CARSWELL et al., 1975). O mesmo estimula os fagocitos mononucleares a secretar
quimiocinas que contribuem para a resposta inflamatoria. Diversas agdes especificas do
TNF-o. podem contribuir para suas agdes letais nas concentragdes extremamente
elevadas. O TNF-a reduz a perfusdo tecidual por relaxar o tonus da musculatura lisa
vascular, atuando diretamente sobre as cé¢lulas dos musculos lisos e por agir também na

producao de vasodilatadores como o NO, por indugao da NOs (NO sintase).
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Na espécie M. cabucu, concentragdes de 200,0 ug/mL e 100,0 ug/mL do extrato
EMeOH apresentaram respectivamente p<0,01 e p<0,05. As concentracdes do extrato

ECHCIl; apresentaram p<0,001 (200,0 pg/mL) e p<0,01 (100,0 ng/mL) (Tabela 23).

Tabela 23. Determinacdo de TNF-a em culturas de macréfagos peritoneais de camundongos
Swiss em presenga de extratos das espécies de Miconia.

TNF-a (unidades/mL)

Concentracao do M. cabucu M. rubiginosa
extrato (ug/mL)

ECHCI; EMeOH ECHCIl; EMeOH
200 150,0 75,0 65,0 0
100 75,0 62,0 50,0 35,0

5.3 Atividade Antituberculose

Os ensaios com as bactéria Mycobacterium tuberculosis foram realizados pelo
grupo de pesquisa da Profa. Dra. Clarice Queico Fujimura Leite, pesquisadora da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara.

Quando se estuda a acdao antimicrobiana de substancias provenientes de plantas,
geralmente sdo testadas varias bactérias Gram positivas e Gram negativas. Porém,
raramente as micobactérias sdo estudadas. Dentro deste ultimo grupo encontra-se o
agente da tuberculose humana, o Mycobacterium tuberculosis. No Brasil (e isso ¢
também uma preocupacao mundial), a tuberculose ¢ uma das principais causas de morte
entre as doengas por agentes infecciosos identificaveis. A resisténcia as drogas
apresentada pelo M. tuberculosis, devido ao uso incorreto dos antibidticos, estd gerando
uma angustiante faléncia de quaisquer tipos de tratamentos. O numero de drogas
disponiveis para o tratamento, na pratica, ¢ limitado a cerca de cinco quimioterapicos e
algumas das drogas empregadas sdo extremamente toxicas, produzindo diversos efeitos

colaterais. Portanto, torna-se necessaria a busca de novas alternativas terapéuticas.

Para triagem in vitro de novas drogas, as micobactérias foram testadas utilizando
diferentes concentragdes dos extratos, a fim de se determinar a Concentracao Inibitoria
Minima (CIM) em pg/mL, do agente antimicrobiano capaz de inibir 99% da populagdo

bacteriana. A dilui¢do seriada das drogas ¢ obtida empregando a microtécnica em placas
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(COLLINS; FRANZBLAU, 1997). Nesta técnica, a sensibilidade dos microrganismos
as drogas ¢ determinada em uma série de cavidades moldadas numa placa plastica, e o

Alamar Blue é usado como indicador de viabilidade microbiana.

Foi utilizado o microrganismo Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC

27294, utilizando a técnica do MABA para avaliacdo da atividade.

Em uma microplaca estéril de 96 orificios (Becton Dickinson), foram
depositados 200,0 uL de agua destilada estéril em todos os orificios da periferia da
microplaca, para evitar a evaporagao durante a incubagdo na estufa. A isoniazida e os
extratos vegetais foram diluidos em DMSO para se obter solugdes de 4,0 mg/mL e de
16,0 mg/mL respectivamente. Em seguida foram realizadas diluigdes destas solu¢des no
caldo 7H9 (Middlebrook 7H9) de maneira a se obter concentracdes varidveis de
isoniazida (de 1,0 a 0,015 pug/mL), e dos extratos vegetais (de 4000 a 62,5 ng/mL). A
cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv - ATCC 27294 foi cultivada no caldo 7H9
a 37° C até atingir a turvagdo igual a escala McFarland n’ 1. A cultura foi diluida 25
vezes e entdo 100,0 pL da dilui¢do inoculada em cada um dos orificios contendo as
solucdes de isoniazida e de extratos vegetais. As microplacas foram seladas com
parafilme e incubadas a 37°C por 6 dias, quando entdo foi adicionado o Alamar Blue
aos orificios controle da cepa de micobactérias. As placas foram re-incubadas por 24
horas ap6s o que foi realizada a leitura final. A manutencao da cor azul nos orificios foi
interpretada como auséncia de crescimento bacteriano € o desenvolvimento de cor
rosea, como de sua multiplicagdo. As placas com orificios violeta foram re-incubadas
por mais 24 horas, e se a cor mudou para réseo o teste foi considerado positivo para
crescimento bacteriano. A CIM foi definida como a menor concentra¢ao da droga capaz
de impedir a mudanca de cor de azul para roseo.

O extrato EMeOH de M. rubiginosa apresentou CIM promissor (31,2 pg/mL),
ao passo que o extrato EMeOH de M. cabucu apresentou CIM >500,0 pg/mL. Os
extratos ECHC]l; de ambas as espécies apresentaram CIM altos de 250,0 pg/mL (Tabela
24).
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Tabela 24. Atividade dos extratos das espécies de Miconia contra Mycobacterium tuberculosis.

Espécie vegetal Extrato CIM (pg/mL)
Miconia rubiginosa EMeOH 31,2
Miconia rubiginosa ECHCl; 250
Miconia cabucu EMeOH > 500
Miconia cabucu ECHCI; 250

5.4 Atividade Analgésica

As analises de analgesia foram realizadas pelo grupo de pesquisa da Profa. Dra.
Clélia Akiko Hiruma Lima, do Instituto de Biociéncias de Botucatu, Unesp.

Nos testes de contor¢do abdominal (KOSTER et al, 1959) camundongos (25-
35,0 g) foram tratados com o extrato EMeOH de M. cabucu nas concentragoes de 125,
250 e 500,0 mg/kg, utilizando salina como controle negativo. O tratamento foi feito 30
min antes da administragdo de 10,0 mL/kg (ip) de 4cido acético glacial a 0,6%. Foi
efetuada a contagem individual do nlimero de contor¢des apresentadas no 15° minuto
apos administragdo do 4cido acético. A inibicdo das contorgdes foi calculada em relagdo
aquelas apresentadas pelos animais controle.

O tratamento oral com o extrato EMeOH de M. cabucu apresentou uma redugao
no numero de contor¢cdes abdominais de 21% na dose de 500,0 mg/Kg em relagdo ao
grupo tratado com salina. A maior dose testada foi a Unica efetiva para esse modelo. Tal
efetividade indica uma possivel atividade analgésica inespecifica desse extrato.

O teste da placa quente foi utilizado para determinar a laténcia (tempo que o
animal leva para lamber as patas) de acordo com a metodologia descrita por Eddy e
Leimback (1953). Neste experimento foi utilizado o aparelho Hot Plate (Ugo Basile,
Model-DS37), mantido a uma temperatura constante de 56 = 1°C. A laténcia foi
determinada para camundongos que receberam apenas veiculo (controle negativo), para
animais pré-tratados com morfina 10,0 mg/kg, s.c. (controle positivo) e as doses de 125,
250 e 500,0 mg/Kg do extrato EMeOH de M. cabucu, pela via oral. Todas as substancias
foram administradas 30 min antes de se iniciar o experimento. Os animais foram
observados antes (0) e apos 30, 60 e 90 min. O periodo de laténcia de 30 s foi

estabelecido como completa analgesia.
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O extrato ndo apresentou aumento no periodo de laténcia na placa quente em
nenhuma das doses utilizadas e em nenhum dos tempos testados. Tal resultado indicou
que o extrato ndo apresentou atividade analgésica de origem central (semelhante a
morfina) nas doses utilizadas.

As fragdes AcOEt e aquosas dos extratos EMeOH de M. cabucu e M.
rubiginosa também foram testadas. As fracdes AcOEt ndo apresentaram aumento no
periodo de laténcia na placa quente em nenhuma das doses e em nenhum dos tempos
testados. Estes resultados indicaram que essas fragcdes ndo possuem atividade analgésica
sobre o sistema nervoso central.

Ja em relagdo as fragdes aquosas, a menor dose da fracdo M. rubiginosa
apresentou aumento no periodo de laténcia na placa quente 60 minutos apds o
tratamento via oral, o que indicou que essa fracdo pode apresentar uma atividade
analgésica sobre o sistema nervoso central.

Os resultados obtidos nos testes de analgesia para os extratos e fracdes das

espécies de Miconia estudados sao mostrados na Tabela 25.

Tabela 25. Atividade analgésica dos extratos das espécies de Miconia estudadas.

Atividade analgésica

Teste Contorc¢ao Placa quente
abdominal
M. cabucu EMeOH presente ausente
Fr. AcOEt * ausente
Fr. H,O * ausente
ECHCl; ausente ausente
M. rubiginosa EMeOH ausente ausente
Fr. AcOEt * ausente
Fr. H,O * presente
ECHCl; ausente ausente

* ndo testada

5.5 Atividade Antiinflamatoria

As analises de atividade antiinflamatéria foram realizadas pelo grupo de
pesquisa da Profa. Dra. Clélia Akiko Hiruma Lima, do Instituto de Biociéncias de

Botucatu, Unesp.
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O experimento realizado para edema de pata induzido por carragenina foi similar
ao descrito por Henriques et al. (1987). Grupos de camundongos, pesando entre 30,0 e
32,0 g, foram utilizados para determinar a atividade antiedematogénica do extrato
EMeOH de M. cabucu e M. rubiginosa. Os animais foram pré-tratados com diferentes
niveis de dose da amostra vegetal, por via oral, 30,0 mg/Kg de indometacina (controle
positivo), por via subcutanea e 10,0 mL/Kg de salina (controle negativo). Trinta
minutos apoOs os tratamentos foi administrada a injecdo de 0,05 mL da suspensdo a 1%
de carragenina em salina 0,9% estéril em uma das patas posteriores do animal; a pata
contralateral recebeu volume similar de salina 0,9% estéril. Duas horas apds a
administracdo de carragenina, os animais foram sacrificados, as patas foram amputadas
na altura da articulagdo tibiotarsica e pesadas. O aumento de peso da pata causado pela
administracao do agente irritante foi determinado pela diferenca de peso entre as patas.

O extrato EMeOH de M. cabucu nao apresentou atividade anti-edematogénica
na caracterizagdo de reducdo do volume das patas em nenhuma das doses avaliadas. A
dose de 400,0 mg/Kg na primeira avaliacdo (2h apos a indugdo do edema) apresentou
um efeito edematogénico, porém, isso nao se manteve ao longo do periodo de
observacdo. Através destes resultados podemos concluir que o extrato ndo apresentou

efeito anti-edematogénico nas doses utilizadas (Tabela 26).

Tabela 26. Atividade antiinflamatoéria dos extratos de Miconia.
Atividade antiinflamatoria

M. cabucu EMecOH ausente
ECHCl; ausente
M. rubiginosa EMeOH ausente
ECHCl; ausente

5.6 Atividade Mutagénica

Os ensaios de mutagenicidade foram realizados pelo grupo de pesquisa da Profa.
Dra. Eliana Aparecida Varanda, pesquisadora da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara.

O teste de mutagenicidade com Salmonella typhimurium, também conhecido

como Salmonella/microssomo, ou Teste de Ames, ¢ uma das metodologias mais
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utilizadas atualmente para detectar substincias genotoxicas (VARELLA et al., 2004),
sendo validado em larga escala por diversos laboratérios (MORTELMANS; ZEIGER,
2000; RIBEIRO et al., 2004). Nesse ensaio sdao utilizadas linhagens de Salmonella
typhimurium que, na presenca do agente mutagénico, revertem seu carater auxotréfico
para a sintese de histidina, crescendo em meios que ndo possuem este aminodcido. Os
crescimentos das colOnias revelam uma mutagdo reversa induzida pelo agente, ¢ a
contagem caracteriza a acdo mutagénica em fungao da concentracao utilizada (ZEIGER,
2001).

Foram utilizadas as linhagens TA98, TA97a, TA100 e TA102 de Salmonella
typhimurium, gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da Universidade de Berkeley,

California, USA.

Os meios de cultura e solu¢des necessarios para os ensaios de mutagdo reversa
foram preparados de acordo com as especificacdes de Maron e Ames (1983). Nos
ensaios de mutagenicidade foi usado 4dgar minimo glicosado (AMG), constituido de
agar glicose (20,0 g de glicose, 15,0 g de Bacto agar e 930,0 mL de dgua destilada) e
Meio Vogel Bonner “E” 50x concentrado (10,0 g de sulfato de magnésio
heptahidratado, 100,0 g de acido citrico, 175,0 g de fosfato de sddio e amoénio , 500,0 g
de fosfato de potéssio dibasico e 670,0 mL de 4gua destilada) na propor¢ao de 980,0 mL
para 20,0 mL respectivamente.

O 4gar de superficie (“top-agar’) era composto de 0,5 g de cloreto de sédio, 0,6
g de Bacto agar e 100,0 mL de 4gua destilada, acrescido de 10,0 mL de uma solugdo de
L-histidina 0,096 mg/mL (Sigma) e D-biotina 0,123 mg/mL (Sigma).

Os meios de cultura foram preparados e esterilizados em autoclave a 121° C por
15 minutos.

Foi utilizada a fragdo microssomal S9 homogeneizada de figado de rato (fragao
poés-mitocondrial, suplementada com um cofator, preparada a partir de figado de
roedores tratados com agentes indutores de enzimas, arocloror 1254). A fragdo S9
revela se a substancia ou amostra ¢ mutagénica em sua forma original ou necessita ser
metabolizada ou ativada para se tornar mutagénica. Essa fragao foi obtida da MOLTOX
(Molecular Toxicology, Inc.USA). Para o preparo da mistura S9, todas as solucdes
(cloreto de magnésio 0,4M e cloreto de potassio 0,4M, glicose-6-fosfato 1M, B-
nicotinamida adenina dinucleotidiofosfato 0,1M, tampao fosfato 0,2M pH 7,4 e dgua

destilada) inclusive a fracdo S9 hidratada, foram mantidas em banho de gelo durante
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todo o ensaio, preparadas sempre a fresco e utilizadas por um periodo de no méximo 3

horas.

O controle negativo foi realizado com DMSO. Os ensaios foram realizados
incluindo-se também controles positivos para confirmar as propriedades de reversao e
especificidade de cada cepa. Foram utilizados como controle positivo em ensaios sem
ativacdo metabdlica o 4-Nitrofenilenodiamina (NPD) para as linhagens TA98 e Ta97a,
Azida Sddica para a linhagem TA100 e Daunomicina para a linhagem TA102. Nos
ensaios com ativagao metabolica foi empregado o composto 2-antramina para todas as

linhagens.

De acordo com a metodologia de pré-incubacdo, desenvolvida por Maron e
Ames (1983), diferentes concentracdes dos extratos vegetais eram misturadas a 0,5 mL
de tampao fosfato 0,2M pH 7.4, 0,1 mL de cultura de bactérias e incubadas de 20-30
minutos a 37°C. Nos ensaios com ativagdo metabodlica, eram adicionados, em
substitui¢do ao tampao fosfato, 0,5 mL da mistura S9. Decorrido o tempo de incubagdo,
2,0 mL de “top Agar”, contendo tragos de L-histidina e D-biotina, eram adicionados a
mistura presente nos tubos. O conteudo de cada tubo, assim composto, era levemente
homogeneizado em voértex e vertido sobre a superficie de uma placa contendo agar
minimo glicosado. Apds solidificacdo do “top-agar”, as placas eram incubadas por 48
horas, a 37 °C. Ao término desse periodo, era realizada a contagem do niimero de

coldnias revertentes por placa. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Os dados da mutagenicidade dos extratos vegetais foram analisados utilizando o
programa estatistico Salanal elaborado e gentilmente cedido pelo Dr. L. Myers do
Research Triangle Institute, RTP, Carolina do Norte, USA, por intermédio da Dra.
Maria Ines Sato (CETESB).

Na Tabela 27 estao mostrados os dados da atividade mutagénica obtidos para M.
rubiginosa e M. cabucu. Foram observados resultados positivos para ambas as espécies
nos ensaios realizados com a linhagem TA98, tanto em auséncia como em presenca do
sistema metabolico de ativagdo, o que caracteriza a capacidade dos extratos em

induzirem mutagdes do tipo frameshift.
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Tabela 27. Atividade mutagénica expressa pela média, desvio padrio e razdo de
mutagenicidade (valor entre parénteses) na linhagem TA98 de Salmonella typhimurium
expostas a varias doses dos extratos das espécies de Miconia estudadas, com (+S9) ou sem (-
S9) ativagdo metabolica.

M. cabucu M. rubiginosa
Tratamento
(mg/p]aca) TA98 TA98
-S9 + S9 -89 + S9
MeOH
DMSO  42+5,0 28 £5,0 42+ 5,0 28 £5,0

1,2 73 +£2,1**%(1,7) 51+4,6%(1,8) 67+5,0(1,6) 43 +3,1*(1,5)
2,4 73 £5,0%*%(1,7) 48+ 53*(1,7) 69+42%1,6) 42+4,5(1,5)
4,8 87 £2,7**(2,1) 48+ 52%(1,7) T79+4.2**(1,9) 72+9,1%*(2,6)
7,1 91 +£3,1**%(2,2) 50+ 1,5**(1,8) 80+5,5%*%(1,9) 78 +6,0%%(2,8)
9,5 95 £ 14,1*%*(2,3) 53 +£3,1**(1,9) 92 +3,5**%2,2) 90+9,0%**(3,2)
CHCl;
DMSO 26+3,6 28 +£5,0 26 +3,6 28 +£5,0
0,8 36 £5,3(1,4) 26 +2,0(0,9) 35+2,5(1,3) 28 +3,0(1,1)
1,7 40 +2,0%(1,5) 30+£2,0(1,1) 34 +3,0(1,3) 31£1,7(1,1)
34 55 +4.2%2,1) 32 +£3,1(1,1) 34 +£2,7(1,3) 31+£2,7(1,1)
5,1 63 £2,5%*(2,4) 33 +2,5(1,2) 67 £4,6%*(2,6) 32+2,1(1,1)
6,8 66 +£2,0%*%(2,5) 34+2,5(1,2) 73 £4,0%*%(2,8) 32 +25(1,1)
Ctrol + 718 £40,1° 951+9,9 718 +40,1° 951+£9,9°
DMSO: 100,0 uL/placa (controle negativo). Ctrol + (Controle Positivo): * NPD (4-nitro-o-
phenilenediamina — 10,0 pg/placa); ® 2-Antramina (1,25 pg/placa); P < 0,01

Estes ensaios fazem-se necessarios para comprovacao ou ndo das atividades
atribuidas as espécies de Miconia ja discutidos anteriormente.

Muitos trabalhos discutem o uso de flavondides contra infec¢des por bactérias,
protozodrios e fungos. Muitas linhagens de bactérias sdo atacadas por essas substancias,
porém, o mecanismo através do qual isso ocorre ainda ¢ desconhecido (HAVSTEEN,
2002). Outras substancias também possuem comprovada agdo antimicrobiana. No
trabalho de Matasyoh et al. (2007) ¢ discutida a atividade de extratos ricos em
monoterpenos contra uma série de microrganismos. Ja& Chanwitheesuk et al. (2007)
mostram a ag¢ao do &cido galico contra Salmonella typhi e Staphylococcus aureus.

As agliconas de flavonodides, somente sdo antigénicas se estiverem ligadas a
macromoléculas no sangue, isto é, a proteinas do plasma. Portanto, flavondides sdo
fracamente antigénicos. Entretanto anticorpos contra essas substidncias tém sido
encontrados em sangue humano. Reagdes alérgicas ocorrem em cerca de 3-5% da
populacdo depois da ingestdo de quantidades consideraveis de produtos ricos em

flavondides (HAVSTEEN, 2002). Estudos na literatura mostraram que diversos
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flavonoides, entre eles quercetina, luteolina e apigenina, inibem a producao de TNF-a e
NO (COMALADA et al., 2006). Neste mesmo trabalho constatou-se que flavondides 3’
e 4’ hidroxilados mostraram os mais altos graus de inibi¢ao de TNF-a, seguidos por
aqueles que possuem somente uma hidroxila no anel B. Portanto, concluiu-se que essas
substancias podem apresentar atividade antiinflamatéria.

Lin et al. (2002) discutiram a atividade contra M. tuberculosis de chalconas e
flavonoides. Muitos trabalhos mostram a atividade antituberculose apresentada por
biflavondides, como por exemplo no artigo de Lin et al. (2001) que através de testes
com uma série de biflavondides constatou que as posicdes em que as unidades
flavonoidicas estdo ligadas e o aumento das propriedades lipofilicas da molécula sao
importantes na atividade inibitoria.

Propriedades analgésicas e antiinflamatorias ja tem sido observadas em muitos
flavonoides, assim como em taninos e saponinas (HAVSTEEN, 2002). Essas ultimas
foram estudadas por Just et al. (1998). J& os resultados obtidos por Jorge et al. (2004)
mostraram o potencial antiinflamatério de triterpenos, flavondides e taninos
condensados. Em relagdo aos flavonodides, um estudo interessante foi realizado por
Rotelli et al. (2003), que constatou que a quercetina apresenta uma atividade
significativa no tratamento de edema induzido por carragenina.

Muitas substancias organicas sdo capazes de induzir mutacdes no teste de Ames.
A freqliéncia de mutagdes induzida por flavondides ndo € superior a de outras
substancias comuns na alimentacdo humana. Importante razdo para a baixa toxicidade
dos flavonoides ¢ a baixa solubilidade da aglicona em 4gua e o rapido catabolismo do
nucleo da pirona no figado (HAVSTEEN, 2002). No trabalho de Nogueira et al. (2006)
discutiu-se que a auséncia de atividade mutagénica, assim como potencial
antimutagénico do extrato das flores de Melampodium divaricatum pode estar
relacionado com a presenga de triterpenos (lupeol, o,-amirina, entre outros) e clorofila
neste extrato.

Portanto, diante dos resultados preliminares apresentados nos ensaios biologicos
realizados com os extratos de espécies de Miconia ¢ com os dados ja existentes na
literatura, percebe-se o grande potencial que estas espécies possuem justificando-se o

aprofundamento do trabalho com fracdes enriquecidas e substancias puras.
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6 CONCLUSOES

As espécies de Miconia escolhidas foram pouco estudadas quimicamente,
inclusive ndo consta nenhum estudo sobre M. cabucu na literatura. Em relacdo a familia
Melastomataceae, nas poucas espécies estudadas, foram encontrados principalmente
derivados de taninos hidrolisaveis e flavonodides.

Tragamos o perfil cromatografico dos extratos EMeOH das folhas de M. cabucu
e M. rubiginosa. O perfil das folhas das duas espécies apresentaram principalmente
flavonoides glicosilados derivados da quercetina, além de acidos fendlicos, catequinas e
taninos. No entanto observou-se diferencas significativas entre os cromatogramas das
espécies, considerando que o protocolo usado para analises por HPLC-UV-DAD foi
idéntico para ambas as espécies. M. rubiginosa possui flavondides mais polares que M.
cabucu.

O estudo fitoquimico realizado com o extrato EMeOH das folhas de M. cabucu
possibilitou, até o presente, o isolamento e a identificagdo de sete flavondides:
quercetina-3-0O-f-xylopiranosil-(1—-2)-O-a-rhamnopiranosideo (MC1), o biflavonodide
5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona-(6-C-6")-5"-hidroxi-3"",4",7”-trimetoxiflavona
(MC3), miricetina-3-0-f-xylopiranosil-(1—>2)-O-a-rhamnopiranosideo (MC4),
quercetina-3-O-a-rhamnopiranosideo  (MC5), miricetina-3-O-a-rhamnopiranosideo
(MC6), quercetina-3-O-pf-glicopiranosideo (MC7), kaempferol-3-O-f-(6"-cumaroil)-
glicopiranosideo (MC8), além do acido galico (MC2). O composto MC3 ¢ o primeiro
biflavondide constituido de uma unidade de apigenina e uma unidade de luteolina
ligadas pelas posicdes 6-C-6” descrito na literatura. Os outros flavonodides estdo sendo
descritos pela primeira vez no género Miconia, enquanto que o acido galico ja foi
isolado da espécie Miconia myriantha (LI et al., 2001).

Quanto a M. rubiginosa foram isoladas e identificadas as substancias quercetina-
3-O-o-thamnopiranosideo  (MR1), quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo  (MR2),
quercetina-3-O-a-arabinopiranosideo  (MR3), quercetina-3-O-f-arabinopiranosideo
(MR4), epicatequina (MRS), 4cido galico (MR®6), quercetina-3-O-f-galactopiranosideo
(MR7) e quercetina-3-O-a-rhamnopiranosil-(1—4)-O-f-galactopiranosideo (MRS).
Nenhuma dessas substancias, com exce¢ao do acido galico, foram encontradas em

espécies do género Miconia.
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Os ensaios farmacoldgicos realizados forneceram resultados interessantes para
as espécies estudadas. Nos ensaios antimicrobianos, o extrato EMeOH de M. rubiginosa
e o extrato ECHCl; de M. cabucu mostraram-se ativos contra alguns dos
microrganismos testados. A atividade antimicrobiana observada pode ser explicada pela
presenga de uma mistura de substincias, incluindo triterpenos, que possuem
comprovadas propriedades antimicrobianas. O melhor resultado foi obtido no teste do
extrato ECHCl; de M. cabucu na inibi¢ao do fungo Candida albicans, com um CIM de
1,5 mg/mL.

Nos testes imunoldgicos, observou-se que os extratos ndo apresentaram
produgdes consideraveis de H,O,, um mediador que pode destruir estruturas bioldgicas
e levar a um dano celular irreversivel. Nao observou-se também produgdo de NO, o que
pode indicar que as espécies testadas possuem propriedades antiinflamatorias.

No ensaio com o microrganismo Mycobacterium tuberculosis, observou-se um
resultado promissor para o extrato EMeOH de M. rubiginosa, apresentando um CIM
(Concentragao Inibitéria Minima) de 31,2 pg/mL.

Nos ensaios de analgesia com o teste de contor¢do abdominal induzida por acido
acético, observou-se que o extrato EMeOH de M. cabucu possui uma possivel atividade
analgésica inespecifica. Através do teste da placa quente, os resultados obtidos
indicaram que a fragdo aquosa de M. rubiginosa pode apresentar uma atividade
analgésica sobre o sistema nervoso central.

Os extratos de ambas as espécies apresentaram atividade mutagénica com a
linhagem TA98 da Salmonella typhimurium, o que indica que os extratos induzem
mutag¢des do tipo frameshift.

A literatura apresenta ainda inumeras atividades bioldgicas relacionadas a
flavonoides derivados da quercetina, principalmente antiulcerogénica (MARTIN et al.,
1988), o que justifica a importancia da continuidade dos estudos quimico-
farmacoldgicos de espécies do género Miconia, agora com fracdes semi-purificadas e

substancias puras.
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