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RESUMO

As espécies Pterodon emarginatus e Pterodon polygalaeflorus, conhecidas
como sucupira, sdo plantas nativas do cerrado brasileiro. Extratos alcodlicos de seus
frutos e sementes sdo popularmente utilizados como antiinflamatorios
(principalmente contra reumatismo), sendo que diversos estudos quimicos e
farmacolégicos vem sendo realizados, corroborando seus varios efeitos
farmacoldgicos. Este trabalho apresenta como principal objetivo a deteccdo e
caracterizacdo de metabdlitos secundarios nos extratos etandlicos dos frutos de P.
emarginatus e P. polygalaeflorus. Os frutos e sementes de ambas as espécies foram
submetidos a extracdo etandlica a quente, originando os extratos brutos EBE (P.
emarginatus) e EBP (P. polygalaeflorus). Estes foram entdo submetidos a
fracionamento liquido-liquido, com hexano, butanol e metanol/agua, seguindo esta
ordem de polaridade, originando as fracdes FHE, FBE, FME, FHP, FBP e FMP.
Através de andlises por GC-MS das amostras trimetilsililadas, para EBE foi
identificado o &-elemeno (R; 11,716), e os cariofillenos (R; 12,134 e 12,537); para
FHE, o geranilgeraniol (R; 16,27) e para FME foi observado apenas um composto
majoritario (composto X), enquanto que FME hidrolisada, reduzida e acetilada e
analisada por GC-MS, resultou na deteccao arabinose, xilose, galactose e glucose,
além de um inositol, e novamente o composto X. Este composto foi purificado por
cromatografia em coluna, e identificado posteriormente como o D-pinitol (3-O-metil-D-
chiro-inositol), através das técnicas de GC-MS, ESI-MS, RMN (**C - & 60,87, 72,1,
72,7, 73,5, 73,8, 74,4 e & 84,9) e polarimetria, descrito pela primeira vez para esta
espécie. Para EBP e FHP foi detectado o cariofilleno (R; 12,124); para FMP, xilose
pertrimetilsililada (R; 15,52), glucose pertrimetilsililada (R; 18,28), sacarose
pertrimetilsililada (R; 23,54). Analises de ESI-MS, para EBE, sugeriram a presenca
de 7B-acetoxivouacapano, metil-7pB-acetoxi-6a-hidroxivouacapano e de mais dois
derivados do voucapano contendo grupos CHs-O- em posi¢cdes ndo definidas; e,
para no EBP, 6a, 7B-dihidroxivouacapano, 6a-acetoxi-73-hidroxivouacapano, 6a,73-
diacetoxivouacapano. Andlises de RMN*3C de FHE, FBE, FHP e FBP, revelaram a
presenca de diversos sinais compativeis com a estrutura basica do vouacapano,
sendo que a FHP apresentou os deslocamentos quimicos compativeis com o 6a-
acetoxivouacapano e o 6a,7B-diacetoxivouacapano os quais foram purificados e
confirmados, através das técnicas de ESI-MS e RMN. Além disso, devido ao D-pinitol
ser citado como um importante composto antiinflamatorio, a fragdo FME, contendo o
D-pinitol, foi testada em relacdo ao seu efeito sobre o quadro de sepse induzido em
camundongos, apresentando uma consideravel taxa de sobrevivéncia de 50% na
concentracédo de 70 mg/kg, evidenciando uma potencial aplicacdo para os frutos de
P. emarginatus.

Palavras-chave: Pterodon emarginatus, Pterodon polygalaeflorus, D-pinitol,
vouacapano, GC-MS, ESI-MS, RMN.



ABSTRACT

The plant species Pterodon emarginatus and Pterodon polygalaeflorus
known as sucupira, are native to the Brazilian cerrado. Alcoholic extract of its fruits
and seeds are popularly used as anti-inflammatory drugs (especially against
rheumatism), and the different chemical and pharmacological studies have been
carried out, confirming its pharmacological effects. The present work aim the
detection and characterization secondary metabolites from ethanol extracts from the
fruits of P. emarginatus and P. polygalaeflorus. The fruits and seeds of both species
were extracted with hot ethanol, resulting in the crude extract EBE (P. emarginatus)
and EPE (P. polygalaeflorus). These were then subjected to liquid-liquid fractionation
with hexane, buthanol and methanol/water, following this polarity order. This resulted
in fractions FHE, FBE, FME, FHP, FMP and FBP. By GC-MS analysis of trimethylsilyl
derivatives, it was found &-elemene (R; 11.716), and cariofillenes (R; 12.134 and
12.537) in EBE. In FHE the geranylgeraniol (R; 16.27)and was found in FME one
major compound (named compound X). FME was hydrolyzed, reduced, acetylated
and analyzed by GC-MS, resulted in the detection arabinose, xylose, galactose,
glucose and inositol. Again the compound X was present as main component. This
compound was purified by column chromatography and subsequently identified as D-
pinitol (3-O-methyl-D-chiro-inositol), via GC-MS, ESI-M, NMR, with **C chemical
shifts of: & 60.87, 72.1, 72.7, 73.5, 73.8, 74.4, 84.9, and polarimetry. This structure
had not been previously described to specie Pterodon emarginatus. For EBP and
FHP was detected cariofillene (R; 12.124); for FMP, xylose (R; 15.52), glucose (R;
18.28), sucrose (R; 23.54) as trimethylsilyl derivatives. EBE in ESI-MS analysis
showed the presence of 7p-acetoxyvouacapane, methyl-73-acetoxy-6a-
hidroxyvouacapane and two derivatives containing CHs-O- on not defined positions.
On EBP the ESI-MS reveled the 6a,73-dihydroxivouacapane, 6a-acetoxy-7[3-
hydroxyvouacapane, 6a,7pB-diacetoxyvouacapane. *C NMR of FHE, FBE, FHP and
FBP, revealed several signals consistent with the vouacapano core. The chemical
shifts from FHP were consistent with 6a-acetoxyvouacapane and 6a, 7[3-
diacetoxivouacapano which were purified and confirmed by ESI-MS and NMR.
Moreover, since D-pinitol has been cited as an important anti-inflammatory
compound, the fraction FME, containing the D-pinitol was tested for its effect on the
signs of sepsis induced in mice, showing a significant survival rate of 50% at a
concentration of 70 mg/kg, indicating a potential application for the fruit of P.
emarginatus.

Keywords: Pterodon emarginatus, Pterodon polygalaeflorus, D-pinitol, vouacapane,
GC-MS, ESI-MS, NMR.
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1 INTRODUCAO

As plantas sempre desempenharam, e continuam a desempenhar um papel
fundamental na manutencdo da vida humana, ndo apenas pelo fornecimento de
alimentos, mas também por prover outras necessidades como o fornecimento de
energia térmica e medicamentos (MELO, 2007). Durante séculos, as plantas foram a
Unica fonte de agentes terapéuticos para o homem (HOSTETTMAN; QUEIROZ;
VIEIRA, 2003), e o profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza, pelos
povos primitivos e indigenas pode ser considerado fator fundamental para o
descobrimento de substancias téxicas e medicamentosas ao longo do tempo
(VIEGAS Jr; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

O convivio com estes povos e 0s conhecimentos transmitidos de uma
geragao para outra trouxeram valiosas contribuicbes para o desenvolvimento da
pesquisa em produtos naturais, conhecimento da relacdo intima entre a estrutura
guimica de um determinado composto e suas propriedades bioldgicas, e as inter-
relacbes animais/plantas (VIEGAS Jr; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Apesar de seu emprego empirico, as plantas medicinais continuam a ser
usadas pela populacao até hoje e jamais foram completamente substituidas pelos
farmacos sintéticos (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2003). Segundo a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), 80% da populacdo mundial recorre as medicinas
tradicionais para atender suas necessidades primarias de assisténcia médica
(VERDRUSCOLO; MENTZ, 2006). Entre os 252 farmacos essenciais selecionados
pela OMS, 11% sé&o de origem exclusivamente vegetal e uma parcela significativa é
preenchida por medicamentos semi-sintéticos, obtidos a partir de precursores
naturais. Inegavelmente, as plantas medicinais e os fitoterapicos apresentam um
papel importante na terapéutica: cerca de 25% dos medicamentos prescritos
mundialmente sé&o de origem vegetal (CORDEIRO; CHUNG; SACRAMENTO, 2005).

Entretanto, o potencial das plantas como fonte de pesquisa na busca de
novos medicamentos é ainda pouquissimo explorado, pois, de todas as espécies de
plantas existentes no mundo, somente uma pequena parcela destas tem sido alvo
de investigacbes fitoquimicas e biolégicas, e menos de 2.500 tém sido
caracterizadas com relacdo aos seus metabdlitos secundarios (CALIXTO, 2000;
RATES, 2001; SHU, 1998).
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O Brasil € o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo,
contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre
350.000 e 550.000 (SIMOES et al, 2000) sendo de suma importancia que se busque
nestas plantas uma fonte alternativa de medicamentos, visando no futuro a obtencéo
de novos farmacos mais eficazes e especificos (BRESOLIN; CECHINEL FILHO,
2003).

Fazendo parte deste arsenal vegetal com potencial capacidade terapéutica,
e objeto deste estudo, encontram-se as espécies Pterodon emarginatus Vogel e
Pterodon polygalaeflorus Benth, arvores popularmente conhecidas como sucupira.
Pertencem a um pequeno género contendo quatro espécies medicinais amplamente
distribuidas na regido do Cerrado brasileiro, onde todas elas sdo reconhecidas por
suas aplicacoes terapéuticas (VIEIRA et al, 2008).

Extratos alcodlicos dos frutos® destas plantas sdo utilizados na medicina
popular como antiinflamatorios, principalmente contra reumatismo, dores de
garganta e analgesia em geral. Os 06leos dos frutos de pelo menos trés espécies tém
acdo protetora contra a infeccdo por Schistosoma mansoni (EUZEBIO, 2009),
possuindo atividade anti-cercéria, fato este que motivou o inicio das pesquisas com
estas espécies (CARVALHO et al, 1999). Devido as suas propriedades
farmacoldgicas, as sementes sdo comumente comercializadas em mercados
populares (DUTRA et al, 2009).

A fim de validar a prética tradicional, diversos estudos in vivo com o 6leo dos
frutos foram desenvolvidos, corroborando com seus varios efeitos farmacolégicos e
fisiol6égicos (VIEIRA et al, 2008). Investigacfes fitoquimicas anteriores revelam a
presenca de alcaldides na casca, isoflavonas e alguns triterpenos na madeira, e
diterpendides e isoflavonas no 6leo da semente (COELHO et al, 2005; VIEIRA et al,
2008; EUZEBIO, 2009). Entretanto, ndo existem estudos abrangentes da
composi¢cdo quimica das duas espécies. E, aléem disso, apesar da existéncia de
varios estudos farmacolégicos focando atividade antiinflamatéria, ndo existem
estudos sobre o comportamento dos extratos destas espécies sobre um quadro de

sepse, sendo estas as finalidades deste estudo.

! Fruto pterocarpo (samara), tendo na parte externa central uma estrutura alveolar cheia de 6leo
(LORENZI, 2008), erroneamente também chamado de semente, por se tratar de um fruto seco
portanto, quando referido o 6leo da semente, é do fruto que esta se falando.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 METABOLISMO VEGETAL SECUNDARIO

O metabolismo representa o conjunto de reacBes quimicas que
continuamente estdo ocorrendo em cada célula. A presenca de enzimas especificas
garante certa direcdo a essas reacgOes, estabelecendo o que se denomina de rotas
metabdlicas. Os compostos quimicos formados, degradados, ou simplesmente
transformados, sdo chamados de metabdlitos e as reacfes enzimaticas envolvidas
sdo designadas, respectivamente, como anabdlicas, catabdlicas ou de
biotransformacéo (SIMOES et al, 2004).

Todas as plantas produzem constituintes quimicos, os quais fazem parte de
suas atividades metabodlicas normais. Estes podem ser divididos em metabdlitos
primarios, como acucares, aminoacidos, nucleotideos e lipideos, encontrados em
todas as plantas, e os metabdlitos secundarios (WAKSMUNDZKA-HAJNOS;
SHERMA; KOWALSKA, 2008).

Metabolitos secundarios ndo tém uma fungao 6bvia no metabolismo primario
vegetal como crescimento, fotossintese, reproducdo, ou outra funcédo primaria da
célula vegetal. Eles podem possuir um papel ecoldgico, como atrativos de
polinizadores, representando adaptacdes quimicas ao estresse do meio ambiente,
ou serem responsaveis pela defesa quimica da planta contra microrganismos,
insetos e predadores maiores, ou mesmo outras plantas (WAKSMUNDZKA-
HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os estudos destas substancias foram iniciados pelos quimicos orgéanicos do
século XIX e inicio do século XX, devido as suas diversas aplicagbes (TAIZ;
ZEIGER, 2009). O homem utiliza muitos destes compostos como alimentos de alto
valor nutritivo (nutracéuticos), temperos, aromas e fragrancias, o6leos vegetais,
resinas, inseticidas, matérias-primas agricolas, bem como medicamentos e outros
fins industriais. Estes usos se refletem diretamente sobre os metabdlitos secundarios
que sao utilizados comercialmente como compostos biologicamente ativos (produtos

farmacéuticos, temperos, fragrancias, etc.), gerando produtos de alto valor em
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pequena quantidade quando comparados aos metabdlitos  primarios
(WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008).

Além disto, os metabdlitos secundarios, em contraste com 0s primarios, séo
conhecidos por serem sintetizados em tipos celulares especializados e em distintos
estagios de desenvolvimento, tornando sua extracdo e purificagdo mais trabalhosa.
Estes constituintes quimicos sao extremamente diversos. Cada familia, género, e
espécie produzem uma categoria quimica caracteristica ou uma mistura delas, e
elas, por vezes, podem ser utilizadas como caracteres taxondmicos na classificacao
das plantas (WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008).

Os metabdlitos secundarios podem ser classificados com base na sua
estrutura quimica (p.ex. possuir anel, com ou sem unidades de acucar), composi¢ao
(p.ex. conter ou ndo nitrogénio), a via pela qual é biossintetizado, origem da planta
ou sua solubilidade em varios solventes (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2003;
WAKSMUNDZKA-HAJIJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008).

Uma classificacdo simples inclui trés grupos principais:

1. Terpenoides (originarios da via do mevalonato, compostos quase que
inteiramente de carbono e hidrogénio).

2. Fendlicos (originarios de acucares simples, contendo anéis benzénicos,
hidrogénio, e oxigénio).

3. Compostos contendo nitrogénio (ou também contendo enxofre)
(SIMOES et al, 2000; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Como pode ser visualizado na Figura 1, a origem dos metabdlitos
secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo da glucose, via dois
intermediarios principais, o acido chiguimico e o acetato. O &cido chiquimico origina
0s aminoacidos aromaticos, precursores da maioria dos metabdlitos secundarios
aromaticos (SIMOES et al, 2000).



20

&L 2

S S
(\\Photosyntheisl o

o
Glycoss —————>] GLYCOSIDES |

Phospho-enol pyruvate

OH
Erythrose-4
phosphate

o
Phenols, quinones, fatty acids, ...

T

POLYACETATES

C=—=0

H3
Pyruvate

SHIKIMATES

Acetyl-CoA Y—{—————> Mevalonate >

Lignans,
coumarins-quinones

@1 Amino acids
(¢}

o}

y

A
ALKALOIDS

\oo Yy

FIGURA 1 - ORIGEM DAS PRINCIPAIS CATEGORIAS DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM
RELACAO AS VIAS METABOLICAS BASICAS. FONTE: WAKSMUNDZKA-HAJNOS, SHERMA,
KOWALSKA (2008).

2.2 ESTUDOS FITOQUIMICOS — PANORAMA GERAL

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer os constituintes quimicos
de espécies vegetais ou avaliar a sua presenca (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES,
2000). O grande crescimento da pesquisa de produtos naturais nos ultimos anos

deve-se principalmente ao rapido avanc¢o de técnicas de isolamento e andlise dos
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compostos bioativos em plantas, e pela facilidade da busca de informagbes em
varios sistemas de bases de dados (NIERO et al, 2003).

A primeira etapa da investigacao fitoquimica € a coleta do material vegetal. E
essencial que a selecdo do material coletado seja feita com cuidado, evitando
coletar partes do vegetal afetadas por doencas, parasitas e também materiais
estranhos, tais como outras plantas ou mesmo partes da propria planta que nao
sejam de interesse para a investigacdo. Deve-se registrar o local, a hora e a data da
coleta, ja que o meio ambiente, a hora do dia e a época do ano exercem grande
influéncia sobre a producdo e o acumulo dos metabdlitos vegetais (FALKENBERG;
SANTOS; SIMOES, 2000).

Os principais fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de producao de
metabdlitos secundarios sdo o0s seguintes: sazonalidade, ritmo circadiano e
desenvolvimento; temperatura; disponibilidade hidrica; radiacdo ultravioleta;
nutrientes; altitude; poluicdo atmosférica; inducdo por estimulos mecénicos ou
ataque de patégenos (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Segue-se entdo a extracdo, e antes de executa-la deve-se levar em
consideracdo uma série de fatores que interferem nesta operacdo, como as
caracteristicas do material vegetal, seu grau de divisdo, meio extrator (solventes) e a
metodologia (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2000), nunca sendo descartada a
possibilidade de formacgéo de artefatos (NIERO et al, 2003). A maneira inicial mais
Obvia de preparar corretamente uma amostra é a escolha adequada do solvente de
extracdo (HOSTETTMAN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003). Geralmente se usam solventes
polares como etanol ou metanol para fazer a primeira extracdo (NIERO et al, 2003;
HOSTETTMAN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003), e os fracionamentos posteriores séo
realizados, permitindo uma divisdo mais fina em fragcdes de distintas polaridades
(FIGURA 2) (HOSTETTMAN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).

Atualmente existem diferentes métodos de extracdo, dentre eles, a
turbolizacdo, a maceracéo e a percolagédo (extracoes a frio); infusdo, turbolizacéo e
decoccao (extracdes a quente em sistemas abertos); e extracdo sob refluxo e a em
aparelho de Soxhlet (extracdes a quente em sistemas fechados) (FALKENBERG,;
SANTOS; SIMOES, 2000).
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FIGURA 2 — PROCEDIMENTO GERAL DE PARTICAO E PROVAVEL SEPARACAO DOS
PRINCIPAIS METABOLITOS SECUNDARIOS PRESENTES EM PLANTAS. FONTE: NIERO et al,
(2003).

Uma vez obtido o extrato, os métodos de particdo entre solventes eliminam
grande parte do material indesejavel (HOSTETTMAN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).
Quando se utilizam processos de fracionamento objetivando o isolamento de
substancias ativas, pode ocorrer o0 monitoramento por ensaios relacionados para a
avaliacdo da atividade bioldgica (FIGURA 3) (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES,
2000).

Para a andlise fitoquimica preliminar, classicamente, a caracterizacdo dos

principais grupos de substancias vegetais de interesse tem sido conseguida pela
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realizacdo de reag6es quimicas que resultem no desenvolvimento de coloracdo e/ou

precipitado caracteristico.
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b

FIGURA 3 - PROCEDIMENTOS GERAIS PARA A OBTENGAO DE COMPOSTOS
BIOLOGICAMENTE ATIVOS. FONTE: NIERO et al (2003).

A realizacéo de reacdes de caracterizagcao diretamente no extrato bruto pode
eventualmente mascarar o resultado. O fracionamento de extrato e a realizacdo dos
testes com as fracBes obtidas possibilitam, geralmente, rea¢cbes mais nitidas
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2000).

Os meétodos cromatograficos sdo os procedimentos de separagdo e
isolamento mais amplamente utilizados atualmente, servindo, também, para fins de
identificacdo e andlise de misturas e de substancias isoladas (FALKENBERG;
SANTOS; SIMOES, 2000).

Uma das técnicas mais utilizadas em termos de caracterizacdo, deteccao e
subsequente separacdo, bem como controle final da pureza do composto isolado, €
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC — High Performance
Liqguid Chromatography). Pode ser acoplada a detector de radiacdo Ultra-Violeta

(HPLC-UV), que fornece informacdes a respeito do tipo de constituintes, ou sobre
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oxidacdes. A HPLC associada a espectrofotometria de massas (HPLC-MS) torna-se
um método sensivel de analise molecular, fornecendo informacdes sobre o peso
molecular dos compostos (NIERO et al, 2003). Uma evolucdo desta técnica ocorre
ao se utilizar particulas menores no empacotamento das colunas. A velocidade
e capacidade de pico (numero de picos resolvidos por unidade de tempo nas
separacOes gradiente) pode ser extendida a novos limites, técnica esta denominada
Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Pressdo (UPLC - Ultra-high Pressure Liquid
Chromatography ou Ultra Performance Liquid Chromatography). A tecnologia
emprega principios cromatograficos para executar separacdes utilizando colunas
empacotadas com particulas menores e/ou maiores vazGes para aumentar a
velocidade, com resolucéo e sensibilidade superiores (SWARTZ, 2005; YARIWAKE;
PEREIRA; McCULLAGH, 2006).

Existem também outros métodos de separacao, tais como: cromatografia em
coluna aberta, para separacdo de compostos em larga escala, sendo amplamente
utilizada; cromatografia de forca centrifuga (chromatotron), sistema composto de
uma placa circular de cromatografia em camada delgada inclinada, o que permite
maior eficacia na coleta de compostos ou fracdes; cromatografia de contra corrente
em gotas, que consiste num tipo de cromatografia liquido-liquido com 200-600
colunas de tubo de vidro silanizados interconectados em série por tubos capilares de
teflon, envolvendo campo gravitacional (NIERO et al, 2003); cromatografia gasosa
(CG), a qual é empregada para separar componentes a partir de misturas de
compostos volateis (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2000).

Apbs o isolamento de constituintes quimicos presentes nos extratos, a
elucidacdo estrutural destes compostos se faz necesséaria. Este procedimento
envolve o acumulo de dados de numerosas fontes e técnicas de analise, cada qual
fornecendo alguma informacdo estrutural. A comprencdo destes dados fornece a
provavel estrutura quimica do composto de interesse (NIERO et al, 2003).

Entre os métodos fisicos de analise empregados atualmente estdo: a
espectrometria de massas, espectroscopia no ultravioleta (UV) e no infravermelho
(IV), bem como a ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e ®C
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2000). Quando a andlise dos dados do
composto desconhecido ndo € conclusiva, e, se este ou um de seus derivados
possuir estrutura cristalina, pode-se fazer o estudo de difracdo de “raio X"
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2000; NIERO et al, 2003), sendo uma técinica
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capaz de determinar o verdadeiro arranjo espacial dos a4tomos de um composto
opticamente ativo, isto €, as diferentes posi¢cbes que ocupam no espago ou
configuracdo absoluta (SIMPNETTI; BATISTA; FERREIRA, 1998).

Apos verificada a pureza do composto isolado, determinada sua estrutura
por métodos espectroscopicos, a sintese total ou parcial deste, bem como
preparacdo de derivados ou anélogos, pode ser tomada como etapa seguinte a
modulacdo da atividade biologica e definicdo da relacédo estrutura-atividade (NIERO
et al, 2003).

2.3 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA Fabaceae (Leguminosae)

A familia Fabaceae, também chamada de Leguminosae, é a terceira maior
familia das Angiospermas, depois da Orchidaceae (orquideas) e Asteraceae
(margaridas, girassois), e apenas a segunda, apos a Poaceae (gramineas) em
termos de importancia agricola e econémica (WOJCIECHOWSKI; MAHN; JONES,
2006). Possui distribuicdo cosmopolita, incluindo cerca de 650 géneros e
aproximadamente 18.000 espécies (SOUZA; LORENZI, 2005).

Esta familia encontra-se dispersa nas regides temperadas, frias e também
tropicais (CRONQUIST, 1981). Sao plantas de habito muito variado, desde grandes
arvores das matas tropicais a arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perenes, e
também muitas trepadeiras, vivendo em diferentes altitudes e latitudes (JOLY,1998).

As folhas sdo sempre de disposicdo alterna, compostas, pari ou
imparipenadas, com estipulas ou estipelas as vezes transformadas em espinhos.
Podem se apresentar modificadas em gavinhas ou reduzidas a dois ou um so foliolo.
Folhas e foliolos variados sempre com pulvinos (articulagdes) na base, nos peciolos
ou nos pecidlulos, que permitem movimentos diuturnos (as vezes muito rapidos) as
folhas em resposta a variados agentes (JOLY,1998).

Flores variadas, sempre ciclicas, de simetria radial até fortemente
zigomorfas, diclamideas com céalice gamossépalo, pentamero ou tetramero; corola
dialipétala pentamera ou tetrdmera na maioria das vezes com pétalas muito
desiguais (JOLY,1998).
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Segundo Polhill (1994, citado por WOJCIECHOWSKI; MAHN; JONES,
2006)? a principal caracteristica unificadora desta familia é o fruto, que em geral é
legume, seco, deiscente por duas valvas, do tipo lomento segmentando-se, seco e
indeiscente, ou ainda de pericarpo mais ou menos carnoso. As sementes as vezes
envoltas em mucilagens ou polpa doce, ou com arilo ou testa durissima. Todas
vivem simbioticamente com certas bactérias capazes de fixar o nitrogénio do ar,
encontradas nos conhecidos nodulos ou raizes (JOLY,1998).

As leguminosas tém demonstrado sua importancia agricola por milhares de
anos, comecando com a domesticacao de lentilhas (Lens esculenta) no Ird datam
9.500 a 8.000 anos atras, a sua utilizacdo como fonte de alimento durante a pré-
histéria de todo o hemisfério Norte e América do Sul (feijao, mais de 3.000 anos), e
sua utilizacdo por parte do Império Romano como fonte de alimento e para a
melhoria do solo. (GRAHAM; VANCE, 2003). Atualmente inclui um grande numero
de espécies domesticadas cultivadas e colhidas para o consumo humano e animal,
bem como para producédo de dOleos, fibras, combustiveis, fertilizantes, madeira, ervas
medicinais, produtos quimicos e variedades horticolas (Lewis® et al. 2005, citado por
WOJCIECHOWSKI; MAHN; JONES, 2006).

As leguminosas também sdo utilizadas tradicionalmente na medicina
popular, demonstrando sua importancia na medicina moderna, como, por exemplo, 0
uso das isoflavonas, comumente encontradas nas leguminosas, e que hoje séo alvo
de estudos para uso em terapia de reposicdo hormonal na pds-menopausa
(GRAHAM; VANCE, 2003).

No Brasil, ocorrem cerca de 200 géneros e 1500 espécies. InUmeras sao as
espécies utilizadas como ornamentais, sendo esta a principal familia utilizada na
arborizacdo urbana brasileira. Diversas de suas espécies produzem madeira de
excelente qualidade, incluindo as espécies de sucupira (SOUZA; LORENZI, 2005).

A circunscricdo de Fabaceae e sua divisdo em familias ou subfamilias
distintas tem sido alvo de divergéncias entre os diferentes autores.
Tradicionalmente, € reconhecida como uma familia Unica, possuindo 4 subfamilias:
Caesalpinioideae, Cercideae, Mimosoideae e Faboideae (Papilionoideae), sendo o
género Pterodon pertencente a esta Ultima (SOUZA; LORENZI, 2005).

2 polhill, R.M. Classification of the Leguminosae. In: Phytochemical Dictionary of the Leguminosae
gFA Bisby, J. Buckingham, and JB Harborne, eds.). Chapman and Hall, New York, 1994. p. xxxv—xlviii.
LEWIS, G. et al. Legumes of the world. Royal Botanical Gardens, Kew, UK. 2005.
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2.4 O GENERO Pterodon

O género Pterodon é amplamente distribuido sobre as savanas do Brasil
Central (EUZEBIO et al, 2009) e compreende quatro espécies nativas brasileiras: P.
abruptus Benth, P. apparuccuri Pedersoli, P.pubescens Benth (P. emarginatus Vog.)
e P. polygalaeflorus Benth. Sua distribuicdo é disjuntiva e populacdes mistas nédo
foram observados, o que pode indicar algumas caracteristicas do solo como fator
limitante para o seu desenvolvimento (PAIVA et al, 2001).

Devido as suas propriedades farmacoldgicas, os frutos deste género
(erroneamente chamados de sementes) sdo comumente comercializadas em
mercados populares (DUTRA et al, 2009). Inicialmente, estudos cientificos deste
género foram motivados pela evidéncia de que os Oleos das sementes de suas
espécies possuiam atividade antimicrobiana e cercaricida (SPINDOLA et al, 2009).

A infusdo das sementes é popularmente utilizada para dores na coluna, dor
de garganta, reumatismo, e até mesmo como tbnico (fortificante) e depurativo
(SPINDOLA, 2002). Extratos alcodlicos dos frutos destas plantas séo utilizados na
medicina popular como antiinflamatérios (principalmente contra reumatismo), para
dores de garganta e analgesia em geral. Os 6leos dos frutos de pelo menos trés
espécies tém agio protetora contra a infec¢éo por Schistosoma mansoni (EUZEBIO,
2009) inibindo a penetracdo de cercarias na pele, atividade esta atribuida ao
composto 14,15-epoxigeranilgeraniol (CAMPOS et al, 1994; DEMUNER et al, 1996).

InvestigacBes fitoquimicas anteriores do género revelaram a presenca de
alcaléides na casca, isoflavonas e alguns triterpenos na madeira, e diterpendides e
isoflavonas no o6leo da semente (COELHO et al, 2005; VIEIRA et al, 2008;
EUZEBIO, 2009). Diterpenos 6a-hidroxivouacapan-7p-17p-lactona e 6a,7p-
dihidroxivouacapan-17p3-oato metil ester (FIGURA 4), presentes em sementes de P.
emarginatus e P. polygalaeflorus, respectivamente, foram previamente descritos
como substancias associadas as atividades anti-inflamatorias destas espécies
(SPINDOLA et al, 2009).
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FIGURA 4 — ESTRUTURAS DOS DITERPENOS 6a-HIDROXIVOUACAPAN-7B-178-LACTONA (1) E
60, 7B-DIHIDROXIVOUACAPAN-17B-OATO METIL ESTER (2) FONTE: EUZEBIO et al (2009);
SPINDOLA et al (2009).

2.5 ASPECTOS BIOLOGICOS E QUIMICOS DE Pterodon emarginatus Benth

Conhecida popularmente como faveiro, sucupira, sucupira-branca, fava-de-
sucupira, fava-de-santo-inacio, e sucupira-lisa, apresenta como sinonimias botanicas
Pterodon pubescens (Benth.) Benth., Acosmium inornatum (Mohlenbr.) Yakovlev,
Sweetia inornata Mohlenbr (LORENZI; MATOS, 2008).

P. emarginatus (FIGURA 5) é uma planta de altura de 8-16 m, decidua,
helidfita, seletiva xerdfita, caracteristica de terrenos secos e arenosos do cerrado e
de sua transicdo para a floresta semidescidua (LORENZI, 2002), sendo nativa dos
estados de Tocantins, Mato Grosso, Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo e Mato Grosso
do Sul (LORENZI; MATOS, 2008). Sua dispersao € irregular e descontinua,
ocorrendo em agrupamentos densos e, muitas vezes até em populacdes puras
(LORENZI, 2002).

Suas folhas sdo compostas pinadas, com 20-36 foliolos (LORENZI, 2002).
Floresce em setembro e outubro (LORENZI, 2008). Suas flores sdo esbranquicadas
ou réseas, dispostas em paniculas axilares e apicais amplas (LORENZI; MATOS,
2008). A maturacao dos frutos verifica-se de junho a julho com a planta ja quase
totalmente despida da folhagem, permanecendo, entretanto, na arvore por mais
algum tempo (LORENZI, 2008). Os frutos sdo vagens tipo samara (pterocarpo)
arredondadas, indeiscentes e aladas, contendo uma Unica semente fortemente
protegida dentro de um céapsula fibro-lenhosa e envolvida externamente por uma
substancia oleosa amarga numa estrutura esponjosa como favos de mel. Multiplica-
se apenas por sementes (LORENZI, 2008; LORENZI; MATOS, 2008).
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FIGURA 5 — FOTOS DE Pterodon emarginatus. (A) Arvore, (B) folhas e flores, (C) frutos, (D)
sementes, (E) tronco e (F) madeira. FONTE: adaptado de LORENZI (2002).

A arvore fornece madeira muito dura (LORENZI, 2008), apresentado longa
durabilidade mesmo quando em contato com solo e umidade (LORENZI; MATOS,
2008). E utilizada em construcéo naval e civil, pilares de pontes, postes, dormentes,
assoalho de vag0des e de carrocerias, carvao e lenha. A arvore € muito ornamental, e
apesar de seu lento crescimento, pode ser usada com sucesso na arborizacdo de
ruas e pracas. Como planta tolerante a luz direta e pouco exigente em solos, ndo
pode faltar nos reflorestamentos mistos destinados a degradadas de preservacgao
(LORENZI, 2002).

Esta planta é frequentemente confundida em publicacdes populares sobre
medicina tradicional com a espécie Bowdichia virgiloides Kunth, morfologicamente
bem diferentes, principalmente os frutos, porém com 0os mesmos nomes populares,
cuja foto é apresentada na Figura 6 para evitar duvidas (LORENZI; MATOS, 2008).
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FIGURA 6 — FOTOS DE Bowdichia virgiloides Kunth — Espécie com a mesma distribuicdo geografica
e mesmo nome popular que Pterodon emarginatus, e, muita vezes erroneamente utilizada para os
mesmos fins. (A) Arvore, (B) folhas e flores, (C) frutos, (D) sementes, (E) tronco e (F) madeira.
FONTE: adaptado de LORENZI (2008).

Suas sementes sdo comercialmente disponiveis no mercado brasileiro de
plantas medicinais. Extratos alcoodlicos sdo utilizados na medicina popular como
antiinflamatdrios, analgésicos e antireumaticos (SPINDOLA et al, 2009), quando
ingeridos via oral em pequenas quantidades em intervalos regulares (SABINO et al,
1999), segundo Penna® (1946, citado por SABINO et al, 1999), este Ultimo uso é
registrado em livros brasileiros de plantas medicinais ha muito tempo.

As principais substancias isoladas desta espécie sédo os diterpenos (FIGURA
7), estruturas pertencentes ao grupo dos terpenos, ou terpendides, os quais
constituem a maior classe de metabdlitos secundarios. As diversas substancias
desta classe sédo, em geral, insollveis em agua e sintetizados a partir de acetilCoA
ou de intermediarios glicoliticos (TAIZ; ZEIGER, 2009).

* PENNA, M. Dicionério Brasileiro de Plantas Medicinais. 22 Ed. Livrarias Kosmos: Brasil, p.64-
65,1946.
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Todos os terpenos derivam-se da unido de unidades pentacarbonadas
(conhecidas como unidades Cs) que apresentam um esqueleto ramificado de
isopentano. Sao classificados pelo nimero destas unidades, que podem possuir
extensas modificacbes metabdlicas o que dificulta a identificacdo dos residuos
originais Cs. Os terpenos de 10 carbonos, sdo chamados monoterpenos; os de 15
carbonos séo os sesquiterpenos e os de 20 carbonos sao os diterpenos. Os maiores
incluem triterpenos (30 C), tetraterpenos (40 C) e politerpendides (TAIZ; ZEIGER,
2009).

A B
Ry R; R; Composto Referéncias
H Ac H 76-acetoxivouacapano (MAHAJAN; MONTEIRO, 1973; FASCIO
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. . (MAHAJAN; MONTEIRO, 1973;FASCIO
H
Ac Ac 6a,7p-diacetoxivouacapano ot al, 1976, SPINDOLA ef al, 2000)
OH OH H 6a,7g-dihidroxivouacapano (COELHO et a/, 2005)
. (MAHAJAN; MONTEIRO, 1973, FASCIO
OH O©OH OH Vouacapano-6a,7B,14B-triol et a1, 1976; DEMUNER et al, 1996)
Ac  OH H 6a-acetoxi-7B-hidroxi-vouacapano (SPINDOLA et al, 2009)

(MAHAJAN; MONTEIRO 1973, FASCIO
Acido 6a,7B-dihidroxivouacapan- etal 1976, DEMUNER et al, 1996;
17p-dico CARVALHO etaf, 1999, BELINELO et
al, 2002, VIEIRA et al, 2008)
(MAHAJAN: MONTEIRO 1973 FASCIO
Metil-6a,7B-dihidroxivouacapan- etal, 1976.DUARTE et al, 1996;
17p-oato ARIAGA et al, 2000, SPINDOLA et al,
2009)

OH OH CO:H

OH OH COQ.CH;

Metil-6a-acetoxi-7p-

Ac  OH  CO,CH, hidroxivouacapan-17g-oate

(FASCIOQ et al, 1976)

Metil-7p-acetoxi-6a- (MAHAJAN; MONTEIRO, 1973; FASCIO
OH Ac  CO.CHs hidroxivouacapan-17p-oato et al, 1976)
Ac  Ac CO,CH; Metil-6a,7B-diacetoxivouacapan- (FASCIO et al, 1976)

17p-oato
OH OH CHoH Oa7P-dihidroxuvouacapan-7g-  cowino p erar 2009)

metilen-ol

Ac  =CH, =CH, 6a-acetoxi-vouacap-14(17)-eno (MAHAJAN: MONTEIRO, 1973)

D E
/K/\./l\/\./[\/\/l\/‘\
14 10 6 2 OH
Geranilgeraniol

F

R4 R; R; Composto Referéncias
CHs —0— 14,15-epoxigeranilgeraniol (KATZ etal, 1993)
CH; OH OH 14,15-diidroxigeranilgeraniol (KATZ etal, 1993)
CHs H H 14,15-diidrogeranilgeraniol (KATZ et al, 1993)

H OH OH 14,15-diidroxigeranilgeraniol-14,15-diidrogeranilgeraniol (FASCIO et al, 1976)

FIGURA 7 — PRINCIPAIS SUBSTANCIAS ENCONTRADAS EM FRUTOS E SEMENTES DE
P.emarginatus (A) Estrutura fundamental dos diterpenos vouacapanicos. (B) Quadro referente aos
substituintes da estrutura A, encontrados nestas espécies. (C) 6a-acetoxi-vouacapan-17,7p-lactona
(MAHAJAN; MONTEIRO,1973). (D) Geranilgeraniol; (E) Estrutura fundamental dos derivados do
geranilgeraniol e (F) Quadro referente aos substituintes da estrutura E, encontrados nestas espécies.
FONTE: O autor (2011).
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Os diterpenos 14,15-epoxygeranylgeraniol e alguns derivados, isolados de
P. pubescens, tem sido associados a acao protetora contra infeccéo por cercarias de
Schistosoma mansoni, quando aplicados topicamente em caudas de ratos
(COELHO et al, 2005).

Segundo Menna-Barreto et al (2008), o geranilgeraniol € o principal
composto responsavel pela atividade anti-Tripanossoma cruzi da espécie,
contribuindo também com propriedades anti-edematogénicas (COELHO et al, 2005).

Devido aos seus usos populares, diversas metodologias ja foram utilizadas
para comprovar sua atividade antiinflamatéria (CARVALHO et al, 1999; FALCAO et
al, 2005). Silva et al. (2004), demonstraram tanto atividade anti-edematogénica
tépica quanto aguda do extrato oleoso e de uma fracdo, rica em sesquiterpenos, da
qual foi identificado o composto 6a,7p-diidroxivouacapano. Atividade antiartrite do
extrato hidroalcoodlico de sementes P. pubescens também foi demonstrada, apos
tratamento oral prolongado de animais com artrite induzida por colageno Il (SABINO
et al, 1999; COELHO et al, 2005). Sugere-se que o acido 6a,7B-dihidroxivouacapan-
I7B-6ico possivelmente esteja envolvido com a atividade anti-inflamatdria da espécie,
uma vez que ele é encontrado em fracao ativa (SPINDOLA et al, 2009).

Segundo Vieira et al (2008) o acido 6a,7p-dihidroxivouacapan-17p-6ico
isolado de P. pubescens apresenta atividade antiproliferativa de células de
melanoma humano. O diterpeno 6a-acetdxi-7B-hidroxi-vouacapano foi eficaz contra
uma linhagem de cancer de préstata, apresentando atividade antiproliferativa e
citostatica (SPINDOLA et al, 2009).

Dentre as demais atividades biologicas ja estudadas nesta espécie
encontram-se: quimioprofilatica contra Schistosoma mansoni (KATZ et al, 1993),
citotoxica (SABINO et al, 1999), toxicidade subaguda (COELHO et al, 2001),
antinociceptiva (COELHO et al, 2005), antimicrobiana (DUTRA et al, 2009; TOLEDO
et al, 2010) e leshmanicida (DUTRA et al, 2009).

2.6 ASPECTOS BIOLOGICOS E QUIMICOS DE Pterodon polygalaeflorus Benth.

Conhecida popularmente como sucupira, sucupira-lisa, faveiro-azul
(LORENZI, 2002), sucupira-branca, faveiro (LORENZI, 2002; BILINELO et al, 2002),
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apresenta como sinonimia botanica Commilobium polygalaeflorum Benth (LORENZI,
2002).

Pterodon polygalaeflorus (FIGURA 8) é uma planta que atinge de 8-18 m de
altura, semidescidua, helidfita, seletiva xerdfita caracteristica e exclusiva dos
cerrados e cerraddes da metade do norte do Brasil Central, onde sua frequéncia é
abundante porém, de dispersdo um tanto irregular e descontinua. Possui ocorréncia
nos estados de Goias, Tocantins, Piaui, Bahia e regido noroeste de Minas Gerais.
Ocorre preferencialmente no interior de formacdes primarias mais ou menos abertas
em terrenos argilosos e bem drenados (LORENZI, 2002).

Apresenta folhas compostas pinadas de 12-18 cm de comprimento, com
foliolos alternos e opostos, em numero de 8-16. Inflorescéncias em paniculas
axilares e terminais, com flores de cor violeta. Floresce durante os meses de agosto
a outubro. Fruto tipo legume drupaceo e lenhoso de 6,5-7,5 cm de comprimento, o
qual amadurece a partir de julho(LORENZI, 2002).

Esta espécie é muito semelhante a Pterodon emarginatus (FIGURA 5),
distinguindo-se desta pelo maior tamanho dos frutos e dos foliolos, pela cor violeta
das flores e pelo menor nimero de foliolos (LORENZI, 2002).

A madeira, devido a sua extrema dureza, é empregada principalmente para
obras externas, como construcdes pesadas, pontes, vigas, dormentes, carrocarias,
postes, cruzetas, etc. A arvore possui caracteristicas ornamentais para ser usada na
arborizacéo paisagistica (LORENZI, 2002).

O O6leo dos frutos é conhecido popularmente como medicinal (LORENZI,
2002). InfusBes alcodlicas de suas sementes sdo tradicionalmente utilizadas pela
populacdo dos estados de Goids e Minas Gerais para tratar infecgcbes de garganta
(DEMUNER et al, 1996), sendo também conhecida na medicina popular pelo seu
uso contra bronquite, amidalite e como ténico (ARRIAGA et al, 2000).

Com relacdo a sua composicdo quimica, diversos diterpenos lineares e
furanoditerpenos (derivados do vouacapano (ARRIAGA et al, 2000)) foram isolados
e identificados de extratos obtidos de sementes de P. polygalaeflorus
(EVANGELISTA et al, 2007), consistindo nas principais substancias encontradas
nesta espécie, assim como na P. emarginatus, e estdo descritas nas figuras a seguir
(FIGURAS 9 e 10). Flavonodides também foram descritos como presentes no caule e
frutos da espécie (MARQUES et al, 1998; ARRIAGA et al, 2000).
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FIGURA 8 — FOTOS DE Pterodon polygalaeflorus. (A) Arvore, (B) folhas e flores, (C) frutos, (D)
sementes, (E) tronco e (F) madeira. FONTE: adaptado de LORENZI (2002).
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FIGURA 9 — SUBSTANCIAS ENCONTRADAS EM FRUTOS/SEMENTES DE P.polygalaeflorus.
FONTE: CAMPOS et al (1990 In: CARVALHO et al, 1999) e ARIAGA et al (2000).
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H OH OH CO;Na

H Ac ©OH CO,CH; (FASCIO ot al, 1976)

FIGURA 10 — DERIVADOS VOUCAPANICOS ENCONTRADOS EM FRUTOS/SEMENTES DE
P.polygalaeflorus. (A) Estrutura fundamental dos diterpenos vouacapanicos. (B) Quadro referente aos
substituintes da estrutura A, encontrados nestas espécies. (C) 6a-hydroxi-vouacapano-73,17p-lactona
(DEMUNER et al, 1996). FONTE: O autor (2011).

Algumas destas substancias tém sido relatadas como responséaveis pelas
atividades biologicas descritas. Segundo Bilinelo et al (2002), o acido 6a,7R-di-
hidroxivouacapan-173-6ico, furanoditerpeno isolado dos frutos, apresenta atividade
analgésica em modelos laboratoriais utilizando roedores. O 6a-7pB-
dihidroxivouacapan-17B-oato de sodio, isolado do oOleo de frutos de P.
polygalaeflorus Benth, demonstrou possuir atividade anti-inflamatéria no edema de
pata produzido pela carragenina (CARVALHO et al, 1999)

Trés diterpenos furénicos (vouacapano, 6a-acetoxivouacapano e  6a-
hidroxivouacapano) encontrados no extrato hexanico dos frutos de P.
polygalaeflorus, sdo considerados promissores agentes larvicidas sobre Aedes
aegypti (PIMENTA et al, 2006).

S&o0 encontrados diversos estudos na literatura a respeito da comprovacao
das atividades biologicas desta espécie, dentre eles, destacam-se a atividade
analgésica (BILINELO et al, 2002), atividades antinociceptivas (LEAL et al, 2000;
EVANGELISTA et al, 2007), atividade antimicrobiana, larvicida e inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, (PIMENTA et al, 2006).
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2.7 SEPSE

Segundo Nathens e Marshall (1996, In: REPKA, 2009) na antiga Grécia
utilizava-se o termo pepse para designar o processo de fermentacdo do vinho ou
digestédo alimentar, indicando vida e boa salde; em contraposicdo, empregava-se 0
termo sepse para descrever situagdes onde havia putrefacdo, sendo associado com
doenca e morte.

O termo sepse é definido como uma sindrome da resposta inflamatéria
sistémica (SRIS), decorrente de infeccdo, principalmente por bactérias, embora,
também, possa ser consequéncia de infeccdo por fungos, helmintos e virus
(BENJAMIM, 2001). A bacteriologia da sepse tem evoluido na ultima década, as
bactérias gram-negativas, antigamente a causa mais comum de sepse, tem sido
suplantadas por organismos gram-positivos, que causam agora mais de 50% dos
casos (BLOCH, 2007).

A definicdo de SRIS inclui tanto a sepse quanto doencas semelhantes,
provenientes de causas nao infecciosas, como trauma, isquemia, pancreatite e
hemorragia. As principais caracteristicas desta condicdo encontram-se dispostas no
quadro a seguir (QUADRO 1) (BENJAMIM, 2001; BLOCH, 2007).

I. Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica (SRIS)
Dois ou mais dos seguintes:

(1) Temperatura de > 38°C ou 36°C

(2) Freqliéncia cardiaca > 90 batimentos/min

(3) Freqgliéncia respiratdria > 20 respiragées/min ou PaCO, < 32 mmHg

(4) Contagem de leucocitos > 12 x 10° ou < 4 x 10°%, ou > 10% de formas imaturas
(bastbes)

Il. Sepse

SIRS mais evidéncia de infec¢éo

lll. Sepse grave

Sepse mais disfuncdo organica, hipotensdo ou méa perfusdo (inclusive acidose lactica,
oliguria, alteracao aguda do estado mental)

IV. Choque séptico

Hipotenséao (apesar da reposicéo de fluidos) mais anormalidades por baixa perfusédo

QUADRO 1 — DEFINICAO CLINICA DE SEPSE. FONTE: adaptado de BLOCH (2007).
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Uma das sequelas da SRIS ou da sepse, que pode vir a surgir, € a sindrome
da disfuncéo de multiplos 6rgédos (SDMO), que acomete cerca de 30% dos pacientes
com sepse, enquanto quase todos desenvolvem disfuncdo de um 6rgao. Ja choque
séptico € uma agravamento do quadro de sepse, caracterizado por acentuadas
alteracdes hemodinamicas (QUADRO 1) (BENJAMIM, 2001).

A sepse é a décima causa principal de morte nos EUA, com mais de
600.000 casos ocorrendo anualmente, e uma taxa global de letalidade proxima de
20%. As taxas de sepse continuam a se elevar, e intervencbes como a
disseminagdo do uso prolongado de cateteres intravasculares, o aumento da
implantacdo de material protético, e a administragdo de farmacos
imunossupressores e agentes quimioterapicos acabam contribuindo para aumentar
o risco de infeccdo e de sepse subsequiente (BLOCH, 2007).

Em um quadro de sepse, devem ser avaliados e combatidos trés processos
distintos, porém interligados, que acontecem concomitantemente: o foco infeccioso,
as alteracbes hemodinamicas e a resposta inflamatoria local e generalizada
(BENJAMIM, 2001).

As manifestacdes clinicas da sepse e do choque séptico, tais como febre,
hipercoagulacdo e hipotensdo periférica, derivam da liberagdo sistémica de
mediadores inflamatérios pelas células de defesa e células endoteliais. Os fatores
desencadeadores da ativacdo celular e da cascata de eventos plasmaticos sdo
componentes da parede celular destes organismos, como o acido lipoteicoico (LTA)
e peptidoglicanos, derivados de bactérias gram-positivas (exotoxinas), ou o
lipopolissacarideo (LPS), no caso de bactérias gram-negativas (endotoxinas)
(BENJAMIM, 2001).

2.7.1 Modelos Experimentais de Sepse

a) Administragdo endovenosa de bactéria viva ou de componentes microbianos

A administracdo endovenosa de LPS (endotoxemia) ou de bactérias como
Escherichia coli (bacteremia) é amplamente utilizada para o estudo da sepse. E um

modelo pratico e reprodutivel em muitas espécies animais, como ratos,
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camundongos, coelhos, cachorros e primatas. Entretanto, a incidéncia de sepse e
choque séptico, na clinica, devido a entrada de uma grande quantidade de LPS ou
bactéria na circulagdo (bolus) € muito pequena, levantando a questao se realmente
esse modelo mimetiza a evolucdo de um quadro de sepse (DEITCH, 1998;
BENJAMIM, 2001).

b) Administrac&o intraperitoneal de bactéria viva ou de componentes microbianos
Esse modelo, também, € muito utilizado para o estudo da sepse, pois
reproduz os sinais observados na doenca, se aproximando mais do quadro de sepse
observado na clinica, pois 0 processo se inicia a partir do foco infeccioso ou da
disseminacédo de LPS administrados na cavidade peritoneal, e ndo diretamente na
circulacdo. Mas, ainda assim, o inicio do processo ocorre de forma muito rapida, e

ndo gradativa, como acontece na maioria dos casos clinicos (BENJAMIM, 2001).

c) Modelos de injuria do intestino com consecutiva liberacéo de flora microbiana

Os dois métodos melhor descritos sdo o de ligacdo e perfuracdo do ceco
(cecal ligation and puncture - CLP) e o de introducao de cateter no célon ascendente
(colon ascendens stent peritonitis - CASP). Estes modelos de injaria com liberacéo
da flora bacteriana sdo os que mais se assemelham ao quadro de sepse em
humanos, decorrente de traumas com perfuracdes das alcas intestinais, colite ou
peritonite pos-operatéria. Nesses modelos, ap6s a perfuracdo da parede intestinal,
ocorre a liberacdo gradativa do conteudo coélico para a cavidade peritoneal,
induzindo peritonite, a qual pode evoluir para um quadro de sepse e choque séptico
(DEITCH, 1998; BENJAMIM, 2001).

Apesar de estes modelos experimentais estarem proximos a um quadro
clinico, a maioria dos estudos em sepse experimental baseia-se nos modelos
anteriores (a e b), mas existem dados na literatura comprovando que a patogénese
da sepse causada, por exemplo, pela administracdo de LPS ou bactérias
intravenosamente, difere daquela induzida por um foco infeccioso, como acontece
em uma peritonite (BENJAMIM, 2001). A diferenca dos resultados obtidos entre
esses modelos é devida a quantidade do estimulo, ao local e a forma de

administracéo (em bolus ou em liberagcdo gradativa), induzindo uma cinética distinta
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de liberagdo dos mediadores inflamatorios. Sendo assim, estes modelos de
peritonite, apresentam maior relevancia para a compreenséo da evolucdo da doenca
(DEITCH, 1998; BENJAMIM, 2001).

2.7.2 Mediadores Inflamatorios Envolvidos na Sepse

A atividade biolégica das endotoxinas e exotoxinas é decorrente da ativacao
de sistemas séricos, de células residentes, do endotélio e dos leucdcitos.
Consequentemente, ocorre a liberacdo de mediadores enddgenos (citocinas,
radicais reativos do oxigénio e do nitrogénio e mediadores lipidicos), sendo a
ativacdo das células inflamatdérias, especialmente dos macréfagos e neutrofilos, um
fator importante para o desenvolvimento da sepse (BENJAMIM, 2001).

Até recentemente, a sepse era atribuida apenas a hiperestimulacdo da
resposta inflamatéria do hospedeiro, e liberacdo descontrolada de mediadores da
inflamacé&o. Embora, inegavelmente, isso ocorra em um subgrupo de pacientes, as
falhas das interven¢des médicas que visam bloquear essas respostas sugerem um
processo mais complexo (BLOCH, 2007).

Dentre os mediadores enddgenos, liberados, primordialmente, pelas células
residentes, e, posteriormente, pelas células recrutadas para o foco infeccioso, as
citocinas desempenham um papel primordial na resposta do hospedeiro. Citocinas
como a interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF-a), IL-8 e as demais
guimiocininas promovem recrutamento de leucécitos para o sitio inflamatério, bem
como sua ativacdo com consequente aumento da atividade microbicida, sendo a
resposta local fundamental para o controle da infeccdo (FIGURA 11) (BENJAMIM,
2001).

Paralelamente, o organismo responde a agentes infecciosos liberando
citocinas antiinflamatérias como IL-4, IL-10, IL-13, TGF-[, antagonista no receptor da
IL-1 (IL-1ra), além de receptores soluveis para IL-1 (IL-1 tipo Il), TNF-a, IL-6 entre
outros. Eles tanto contrabalancam as ac¢des dos mediadores pré-inflamatorios, como
antagonizam os seus efeitos. Além das citocinas, os mediadores lipidicos (como as
prostaglandinas e leucotrienos) e 0s componentes plasmaticos (fatores de

coagulacdo e complemento) também participam do desenvolvimento da sepse,
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induzindo migracdo e ativacdo celular, vasodilatacdo, agregacdo plaquetéria,
aumento da permeabilidade vascular, entre outros (BENJAMIM, 2001).

O acumulo de neutrdfilos e sua ativacdo pelos mediadores descritos acima
levam a formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, como o anion
superoxido (‘02" e 6xido nitrico (NO), respectivamente (BENJAMIM, 2001). O NO é
um importante mensageiro intercelular nos mamiferos superiores, apresentando
atividade vasodilatadora e também fazendo parte do arsenal de primeira defesa do
organismo com poder microbicida (FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000;
(BENJAMIM, 2001).

P

* Supressao Imune:
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FIGURA 11 — SEQUENCIA PATOGENICA DOS EVENTOS NA SEPSE. A sepse tipicamente se
desenvolve ap6s uma infecgdo ou uma injaria inflamatéria que ndo esta contida e controlada pelo
hospedeiro. A desregulacdo da resposta inflamatoria leva a perturbagbes e danos ao sistema imune
do hospedeiro e varios tipos de células. Endotélio e células epiteliais constituem uma barreira
importante na contencdo da infeccdo e inflamagédo. O rompimento da barreira endotelial e epitelial
pode permitir uma maior propagacao da infeccdo. Uma disfungc&o imune generalizada poderia, entao,
propagar resultando em insuficiéncia de 6rgédos, resultando em um estado irrecuperavel. FONTE:
adaptado de BURAS, HOLZMANN E SITKOVSKY (2005).
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3 JUSTIFICATIVA

As espécies de sucupira, Pterodon emarginatus e Pterodon polygalaeflorus,
apresentam grande importancia na medicina popular, principalmente na regido do
cerrado brasileiro. Extratos alcoodlicos obtidos de seus frutos e sementes séo
geralmente empregados como agentes antiinflamatérios, principalmente no
tratamento de reumatismo. Devido a grande utilizacdo destas espécies pela
populacdo, a comercializagdo de seus frutos (erroneamente chamados de
sementes) existe tanto na forma a granel, quanto da forma de chas, capsulas e
pomadas. Sendo necessario o estabelecimento de constantes estudos de ordem
qguimica e farmacoldgica que validem seus extratos e suas utilizacfes, e fornecam
dados para o controle de qualidade, seguranca e eficacia destes produtos, conforme
€ exigido pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgdo que regulamenta,

entre outras atribuicdes, o uso de medicamentos e fitoterapicos no Brasil.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como principal objetivo a deteccdo e caracterizacdo de
metabdlitos secundarios nos extratos etandlicos dos frutos e sementes de Pterodon

emarginatus e Pterodon polygalaeflorus.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Visando-se cumprir a finalidade deste trabalho, o presente estudo apresenta

0S seguintes objetivos especificos:

e Extrair e isolar constituintes quimicos presentes nos extratos das espécies

estudadas por meio de fracionamento cromatografico.

e |dentificar os constituintes quimicos a partir de técnicas espectrométricas (GC-
MS, UPLC, ESI-MS e RMN).

e Investigar o efeito de extratos das espécies em estudo sobre a letalidade de

camundongos em sepse.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

Os frutos, contendo as sementes (frutos/sementes)® de Pterodon
emarginatus e Pterodon polygalaeflorus foram obtidas através do fornecedor

Santoflora Comércio de Ervas Ltda.

5.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS ETANOLICOS

Os frutos/sementes, de cada espécie foram devidamente limpos e em
seguida grosseiramente fragmentados com auxilio de um alicate. Os fragmentos dos
frutos (contendo as sementes) de P. emarginatus (102,48 g) e P. polygalaeflorus
(82,56 g), separadamente, foram submetidos a um processo de extragdo etandlica,
sob refluxo, em banho com etanol fervente por 2 horas, este processo foi repetido 3
vezes. Ap6s, os materiais foram filtrados e o0s extratos etandlicos obtidos
concentrados em evaporador rotatorio, sob pressédo reduzida. Obtendo-se assim, o

extrato bruto de P. emarginatus (EBE) e o extrato bruto de P. polygalaeflorus (EBP).

5.3 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS

O fracionamento realizado nos dois extratos brutos foi do tipo liquido-liquido.
Primeiramente, os extratos brutos foram dissolvidos em metanol (MeOH), e em
mesmo volume, hexano foi adicionado (2 vezes), houve a formacdo de fase, e a
fracdo hexanica foi coletada. Em seguida, a porcdo com MeOH foi adicionado

butanol (BuOH) (2 vezes) e agua, até a formacdo de fase. As fracdes foram

® Considerar como os frutos contendo as sementes quando citado no texto: frutos/sementes.
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coletadas separadamente e concentradas em evaporador rotatdrio, sob pressao

reduzida, pesadas e armazenadas em recipientes tarados e hermeticamente
fechados, protegidos da luz (QUADRO 2).

i Extrato Fracéao Fracéao Fracao
Material Vegetal o
Bruto Hexano Butanol Metanol:Agua
Pterodon emarginatus (Pe) EBE FHE FBE FME
Pterodon polygalaeflorus (Pp) EBP FHP FBP FMP

QUADRO 2 — NOMENCLATURA DAS FRACOES OBTIDAS.

5.4 DERIVATIZACOES QUIMICAS

As modificacBes quimicas a seguir foram realizadas com a principal
finalidade de analisar as composi¢cdes quimicas das amostras pelo método de

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

5.4.1 Hidrdlise, Reducéo e Acetilacao

Uma aliquota (1 mg) da FME foi tratada com 500 pL de &cido
trifluoracético (TFA) 1 M por 14 horas em estufa a 100°C. Decorrido o tempo de
hidrélise, o acido foi eliminado por evaporacdo sob fluxo de N, a temperatura
ambiente.

O produto da hidrélise e foi dissolvido em 200 yL NH,OH 0,5M, mantido
assim por 10 min e reduzido com 1 mg de NaBH,; a 100°C, pH 9-10, também
mantido por 10 minutos. Apds, realizou-se a secagem com fluxo de N, em
temperatura ambiente. A amostra reduzida foram adicionados 100 yL de TFA 1M e
novamente levada a evaporacdo. O acido borico residual foi removido por
sucessivos ciclos de co-evaporacdo em MeOH (3 vezes) (SASSAKI et al, 2008).

A acetilacdo foi realizada com uma mistura 200 pL de anidrido acético e

piridina (1:1 v/v) a temperatura ambiente (14 horas) formando derivados acetilados,
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os quais foram extraidos com cloroférmio (CHCI3). Os reagentes residuais presentes
na fracdo cloroformica foram removidos com solugdo de CuSO,4 5%. ApOs remocao
total, lavou-se uma vez com agua, sendo o sulfato de sédio anidro adicionado para
desidratacdo da amostra, que foi filtrada. O CHCI; foi evaporado com fluxo de N, em
temperatura ambiente. Apds secura, as amostras acetiladas produzidas foram
analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS) (SASSAKI et al, 2008).

5.4.2 Trimetilsililagéo

A trimetilsillacdo de 1 mg das amostras foi realizada solubilizando-se em
200 uL de piridina, ao qual foi adicionado 100 pL de bistrimetilsilil trifluoroacetamida
(BSTFA). A mistura reacional foi mantida em estufa a 100°C durante 30 minutos e,
em seguida, foi adicionado 700 uL de MeOH para a interrupcdo da reacdo. As
amostras trimetilsilladas foram prontamente analisadas por GC-MS (adaptado
SIGMAALDRICH.COM - BSTFA, 2011).

5.4.3 Metilacao

A metilacdo foi realizada adaptando a metodologia de Ciucanu e Kerek
(1984), onde 5 mg da amostra foram solubilizados em 1 mL de DMSO e, apos
completa dissolugéo, foi adicionado NaOH pulverizado (~200 mg) e 1mL de CHgsl. A
mistura reacional permaneceu sob agitacdo (em vortex) durante 30 minutos e,
posteriormente, mantida em repouso durante 1 hora. Apos este tempo, a reacao foi
interrompida pela adicdo de H,O destilada ao sistema (em banho de gelo). A solucao
foi neutralizada com &cido acético e a amostra metilada foi extraida com cloroformio.
A fase cloroféormica foi lavada 10 vezes com H,O destilada para remocdo dos
reagentes residuais e, em seguida, seca a temperatura ambiente. O material

metilado foi analisado por GC-MS.
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5.5 METODOS ANALITICOS

5.5.1 Cromatografia em Camada Delgada

As fracOes obtidas foram avaliadas cromatograficamente empregando-se a
técnica de cromatografia em camada delgada (TLC - Thin Layer Chromatography). A
TLC € uma técnica amplamente utilizada para fins de andlise, tanto de extratos
vegetais brutos quanto para avaliar o resultado de um processo de separacéo
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2000).

Estas analises foram realizadas em placas de silica-gel 60G (Merck),
espessura de 0,2 mm de silica, com 11 cm de altura total (10 cm a partir da origem).
Sistemas eluentes diferentes foram utilizados como fase moével de acordo com o tipo
de composto a ser analisado, assim como diferentes reveladores. Para terpenos e
esterdides, a fase movel utilizada foi hexano:EtOAc (65:35, v/v) e hexano:EtOAc
(75:25, vlv), e a visualizagdo dos compostos foi obtida com EtOH:H,SO4 (95:5, v/v)
a 100°C (STAHL, 1969). Para monossacarideos e oligossacarideos — a fase maovel
utilizada foi EtOAc:n-PrOH:AcOH:H,0 (4:2:2:1, v/v) e a visualizagdo dos compostos
foi obtida com orcinol-H,SO, a 100 °C (SKIPSKY,1975; SASSAKI et al., 2008).

5.5.2 Cromatografia em Coluna da FME

O fracionamento da fracdo MeOH:H,O de Pterodon emarginatus (FME) foi
realizado através de uma cromatografia em coluna aberta. Para o empacotamento
foi utilizada de silica-gel 60 (0,05-0,2 mm VETEC®) e CHCl;, resultando em uma
coluna de 3 cm de altura x 1,6 cm de diametro. A amostra (400 mg) foi dissolvida em
MeOH (10 mL) e em seguida adsorvida na silica através da evaporagcao do solvente
em temperatura ambiente, sob agitacdo com o auxilio de bastdo de vidro. A eluicéo
ocorreu com a sequUéncia das seguintes fases moveis (15 mL de cada): CHCI;,
CHCI3:MeOH (9:1 v/v), CHCI3:MeOH (8:2 v/v), CHCI3:MeOH (7:3 v/v), CHCIl3:MeOH
(6:4 viv), CHCI3:MeOH (1:1 v/v), MeOH, MeOH:H,0 (1:1 v/v), e H,0O. Cada fracao,
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correspondente a cada fase movel, foi coletada separadamente e o solvente

evaporado a temperatura ambiente.

5.5.3 Cromatografia em Coluna da FHP

O fracionamento da FHP (fracdo hexanica de Pterodon polygalaeflorus) foi
realizado através de uma cromatografia em coluna aberta. Para o empacotamento
foram utilizados 45 g de silica-gel 60 (0,05-0,2 mm VETEC®) e CHCls, resultando em
uma coluna de 29 cm de altura x 1,9 cm de diametro. A amostra (1 g) foi dissolvida
em hexano (10 mL) e em seguida adsorvida na silica através da evaporacao do
solvente em temperatura ambiente, sob agitacdo com o auxilio de bastéo de vidro. O
material adsorvido na silica (pastilha) colocado no topo da coluna cromatografica. A
eluicdo ocorreu a um fluxo de 2 mL/min com 1000 mL de CHCI3;, em seguida a
polaridade foi aumentada pela adicdo de MeOH ao CHCI;3 (v/v): 860 mL de MeOH
1% e 200 mL de MeOH 2%, sendo coletadas fracdes de 10 em 10 mL. Apds, a
coluna foi eluida 300 mL de MeOH 10%, e posteriormente com 300 mL de MeOH
100%. O fracionamento foi monitorado por cromatografia em camada delgada (ver
item 5.5.1).

5.5.4 Determinacdo da Rotac&o Optica

A determinagdo da rotagdo Optica especifica ([a]p) foi realizada em
polarimetro Rudolph Research, modelo Autoplol Ill. As amostras foram analisadas
na concentragao de 0,2% (m/v) em H,O ou CHCI; (escolha do solvente adequada
para cada amostra), de acordo com a sua solubilidade. Os valores de rotacdo Optica

especifica foram obtidos a partir do seguinte calculo:
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ax 100
[alp= ——
LxC

Onde,

a é 0 angulo de desvio (observado em graus - valor obtido no polarimetro)

L é o comprimento do tubo cilindrico do polarimetro em dm (caminho Gptico)
C é a concentracdo da solucdo em g/100 mL (KOROKOLVAS, 1988).

5.5.5 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

As analises foram realizadas por GC-MS (Gas Chromatography Mass
Spectrometry), da marca Varian (Palo Alto, USA), modelos Saturn 2000R e 4000. A
deteccdo por massas foi feita por de ionizacdo eletrénica (70 eV), com analisador do
tipo lon Trap. Foram utilizadas colunas capilares, de 30m x 0,25mm x 0,25um d.i.,
com He (5.0 analitico) como géas de arraste com fluxo de 1mL/min. Para cada tipo de
andlise, foi utilizada uma coluna especifica, e programacfes de temperatura
adaptadas, desenvolvidas como segue:

e Programa A — Composi¢cdo monossacaridica: Realizado no GC-MS Saturn
2000R utilizando coluna DB-225 MS, com temperatura de 50 a 230°C a
40°C/min, mantida por 25 min. O injetor foi mantido a 250°C.

e Programa B - Derivados metilados: Realizado no GC-MS Saturn 2000R
utilizando coluna DB-225 MS, com temperatura de 50 a 210°C a 40°C/min,
mantida por 30 min. O injetor foi mantido a 250°C.

e Programa C — Derivados trimetilsililado: Realizado no GC-MS Saturn 4000
utilizando coluna VF1-MS, com temperatura de 50 a 300°C a 10°C/min, mantida

por 40 min. O injetor foi mantido a 280°C.
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5.5.6 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC — Ultra Performance Liquid
Chromatography) foi utilizada para a visualizacdo do processo de fracionamentoo
realizado na amostra FHP. A cromatografia foi realizada em um sistema Acquity-
UPLC™ (Waters, MA, USA), composto por uma bomba binaria, amostrador
automatico e forno de coluna. A deteccéao foi realizada por detector evaporativo de
espalhamento de luz (ELSD — Evaporative Light Scattering Detector).

As amostras foram mantidas em temperatura ambiente (~22°C) e a
temperatura da coluna foi de 30°C. As separacfes foram desenvolvidas em coluna
C18-BEH (Waters), com 50 mm x 2.1 mm i.d. e 1.7 um de tamanho da particula.

A cromatografia foi desenvolvida com gradiente de solventes, utilizando H,O
(solvente A) e acetonitrila (solvente B) acidificados com &cido trifluoroacético (TFA) 8
mMol/L, com um fluxo de 400 pL/min. O gradiente linear foi desenvolvido com
aumento da concentracdo do solvente B, de 5 a 100% em 6 min, mantido até 8 min
e retornando para a condi¢ao inicial (5% do solvente A) em 8,5 min. A coluna foi
reequilibrada por 3 min antes de cada injecdo. As amostras foram solubilizadas em
cloroférmio (2 mg/mL), em seguida 50 pL foram diluidos em 950 pL de MeOH. As

amostras foram filtradas (0,22 um), sendo que 10uL de cada amostra foi injetado.

5.5.7 Espectrometria de Massas

As amostras (~100 pg/mL) foram diluidas em MeOH:H,0 (1:1, v/v), foi entdo
adicionada resina catidnica. A amostra foi filtrada, 0,8 mL foi transferido para outro
ependorff ao qual foi adicionado 0,2 mL de uma solugao de LiCl 20 mM. As amostras
foram entdo submetidas & analise por espectrometria de massas (ESI-MS -
electrospray ionization mass spectrometry) com ionizagcdo positiva em presséo
atmosférica (APl — atmospheric pressure ionization). As analises foram realizadas
em um espectrometro de massas Quattro LC, triplo quadrupdlo (Waters) com
nitrogénio como gés de nebulizacdo e dessolvatacdo. As andlises foram conduzidas

por injecdo direta das amostras, utilizando uma bomba de infusdo (KD-Scietific) a
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um fluxo de 10 pL/hora. Espectros de MS? foram obtidos por fragmentacéo induzida
por colisdo (CID - collision induced dissociacion), usando argbnio como gas de
colisdo. A aquisicdo e o processamento de dados foram realizados utilizando o

sofware MassLynx 3.5 e as analises foram obtidas em modo de scan continuo.

5.5.8 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de *H, *3C e bidimensionais **C{*H} (HMBC, HSQC, e
HSQC-TOCSY) foram adquiridos em um espectrometro Bruker Avance Il (Bruker;
Karlsruhe, Alemanha) de campo magnético de 9,4 T, observando-se os nucleos de
'H e 13C a 400,13 e 100,62 MHz, respectivamente, & temperatura de 30°C, em uma
sonda multinuclear de observacdo inversa de 5 mm. Para isso, ~30 mg de cada
amostra foram solubilizadas em 400 pL de solvente deuterado apropriado (CDCl; e
CD30D) contendo tetrametilsilano (referéncia interna & 0). Os espectros foram
processados com o auxilio do programa TopSpin ((Bruker; Karlsruhe, Alemanha),
aplicando-se multiplicacBes exponenciais sobre os free induction decays (FIDs)

adquiridos.

5.6 TESTE BIOLOGICO DA FME

5.6.1 Animais

Para o experimento, foram utilizados camundongos machos (Mus musculus)
da linhagem Swiss (n = 6 a 8), com 7 a 8 semanas de idade e pesos entre 30-35 g,
provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR. Os animais
foram mantidos sob condi¢cbes controladas de temperatura (22 + 2°C), ciclo claro-
escuro de 12 horas e com livre acesso & agua e racdo (Nuvital®, Brasil). Para
adaptacao, os animais foram mantidos na sala de experimento durante pelo menos

uma hora antes da realizacdo do procedimento. Todos os procedimentos adotados
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neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal da
UFPR sob o numero 430 (Anexo ).

5.6.2 Procedimento para Inducéo da Sepse - CLP

O procedimento adotado para a inducdo da sepse foi o de ligadura e
perfuracdo do ceco (cecal ligation and puncture - CLP) por se tratar de uma
metodologia que mais se assemelha ao quadro de sepse em humanos.

Para a cirurgia, os camundongos foram anestesiados com uma mistura de
cetamina/xilazina (100/80 mg/kg, i.p.), a assepsia do abdémen foi realizada com
EtOH 70%, e, entdo, foi realizada uma incisdo abdominal. A valvula ileo-cecal foi
exposta e ligada em sua regido central utilizando um fio cirdrgico. Para evitar a
obstrucdo total da luz do intestino e garantir um padrao de similaridade na ligadura
em todos os experimentos, foi utilizada uma canula de polietileno com cerca de 1,5
mm de diametro, colocada ao longo do eixo intestinal no momento da ligadura. A
valvula ileo-cecal foi perfurada (3 furos, determinados de acordo com experimentos
prévios) com uma agulha (16 G). As perfuracdes foram confirmadas por uma leve
pressdo manual, a qual resultou em extravasamento de pequena quantidade de
conteldo intestinal (FIGURA 12). ApGs este procedimento, o intestino perfurado foi
imediatamente recolocado na cavidade abdominal e a inciséo foi suturada.

Os animais foram separados em grupos conforme descrito no quadro a seguir
(QUADRO 3). Apos a cirurgia, todos os animais receberam uma injecado subcutanea
de solucao salina isotbnica (NaCl 0,9%) (1 mL), e foram mantidos em ambiente

apropriado durante todo o periodo do experimento.
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Caecal ligation and puncture (CLP)

J

caecal valve

Caecal
ligation

Caecal puncture

FIGURA 12 — MODELO EXPERIMENTAL DE “LIGADURA E PERFURACAO CECAL - CLP”. O
modelo CLP de sepse ¢é induzido através de laparotomia e exposicdo da juncao entre os intestinos
grosso e delgado. O intestino delgado junta-se ao intestino grosso ao nivel da valvula ileocecal (seta
azul - a). O ceco se estende inferiormente a uma bolsa cega (b), e normalmente o material fecal
passa distalmente para o intestino grosso (seta azul). A ligadura cecal (c) é realizada abaixo da
vélvula ileocecal de forma ndo-obstrutiva. O ceco é ligado, e, através da puncédo, ocorre o vazamento
de material fecal para a cavidade peritoneal, normalmente estéril. FONTE: BURAS, HOLZMANN E
SITKOVSKY (2005).

GRUPOS PROCEDIMENTO

FO Controle sem sepse
(Falso-operados) - animais anestesiados, submetidos a inciséo e sutura abdominal, mas
P nao tiveram suas valvulas ileo-cecais perfuradas. Ingestao de agua.
oP Controle com sepse
(Operados) - animais submetidos a CLP e ingestdo de veiculo (H,O:EtOH 95:5 v/v)
Controle anti-inflamatério

?DEe>>(<ametasona) - animais submetidos a CLP e tratados com dexametasona 0,5
mg/kg.s.c. (DESOUZA e RIBEIRO-DASILVA, 1998). Ingestdo de agua.
CFL Controle antibiético

- animais submetidos a CLP e tratados com cefitriaxona e clindamicina,
ambos 100 mg/kg.s.c. (AZEH, I. et al, 2002). Ingestdo de agua.
Tratamento
FME 10 - animais submetidos a CLP e tratados com FME 10 mg/kg v.o. (FME
em soluc¢do com veiculo H,O:EtOH 95:5 v/v)
Tratamento
FME 30 - animais submetidos a CLP e tratados com FME 30 mg/kg v.o. (FME
em solu¢do com veiculo H,O:EtOH 95:5 v/v)
Tratamento
FME 70 - animais submetidos a CLP e tratados com FME 70 mg/kg v.o. (FME
em solu¢do com veiculo H,O:EtOH 95:5 v/v)

QUADRO 3 — DESIGNAGAO DOS GRUPOS DE ANIMAIS.

(Cefitriaxona + Clindamicina)
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5.6.3 Curva de Letalidade

Uma semana antes do procedimento (item 5.6.2), foi iniciado o tratamento
via oral dos diferentes grupos de camundongos, na 4gua de beber. Decorridos 0s
sete dias de pré-tratamento, os animais foram submetidos a CLP, e a letalidade* foi
qguantificada a cada 12 horas, durante os sete dias seguintes. O tratamento perdurou
até o ultimo dia de observacdo de letalidade. Foram entdo comparadas as

letalidades entre os grupos de animais submetidos aos diferentes tratamentos.

* Calculo da letalidade:

Letalidade (%) = 100 - Taxa de sobrevivéncia (%)

Onde,

(Minicial = Napbitos ) X 100

Taxa de sobrevivéncia (%) =
Ninicial
Em que,
Ninicial = NUMero de camundongos inicialmente no grupo (6 a 8) e

Nsbitos = NUMero de camundongos em Gbito no grupo, em determinado instante.

5.6.4 Andlise Estatistica

A avaliacao estatistica foi realizada através da analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Bonferroni. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. O grafico e a analise estatistica foram obtidos com o
auxilio do programa GraphPad Prism® versdo 5.0 para Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS ETANOLICOS E FRACOES

De acordo com a literatura, a populagdo utiliza extratos alcodlicos das
sementes de sucupira, tanto P. emarginatus quanto P. polygalaeflorus, para fins
medicinais (SABINO et al, 1999; DEMUNER et al, 1996), sendo estes extratos
obtidos com o uso da cachaca (TOLEDO et al, 2010) ou vinho branco (SABINO et al,
1999) como liquido extrator. Desta forma, foi realizada a extracdo etandlica a
quente.

Ao serem fragmentados para a extracdo, os frutos, de ambas as espécies,
expdem os seus alvéolos, cheios de 6leo amarelado cujo odor possui um aroma
floral, descrito como proveniente do geranilgeraniol presente na espécie (TEIXEIRA,
2003) Desta forma, tanto os extratos brutos quanto as fracbes mais apolares

(hexanica e BUOH) apresentaram caracteristica oleosa (FIGURA 13).

Parte externa central do fruto  fruto seco
estrutura alveolar cheia de 6leo l

semente

FIGURA 13 — FOTO DA SEMENTE DE Pterodon emarginatus CORTADA AO MEIO - Evidéncia da
estrutura alveolar contendo o 6leo caracteristico da espécie. FONTE: o autor.

As extracOes etandlicas realizadas (item 5.2) apresentaram rendimento final
de 25,2%, para o extrato bruto de P. emarginatus (EBE), e 9,31% para o extrato
bruto de P. polygalaeflorus (EBP), sendo estas porcentagens relativas a massa

inicial de frutos/sementes utilizados para cada extracao.



55

O fracionamento liquido-liquido dos extratos brutos, em ordem crescente de

polaridade, permitiu uma divisdo mais fina dos mesmos em fragdes distintas. O

rendimento de cada fracdo obtida encontra-se no quadro a seguir (QUADRO 3).

Material Vegetal Fracdo Hexano Fracdo Butanol Fracdo Metanol:Agua
Pterodon emarginatus FHE 33,7% g FBE 64,6 % FME 1,7 %
Pterodon polygalaeflorus FHP 64,3% FBP 33,6% FMP 2,1 %

QUADRO 4 — RENDIMENTO (P/P) DAS FRACOES DOS EXTRATOS BRUTOS DAS ESPECIES.

E possivel observar o maior rendimento das fracdes hexano e butanol, tanto
para P. emarginatus quanto para P. polygalaeflorus. Este resultado € totalmente
compativel com as composicdes quimicas ja conhecidas destas espécies, uma vez
que elas apresentam majoritariamente diterpenos, compostos mais apolares que,
dependendo de seus substituintes, apresentam alta afinidade pelos solventes

hexano ou butanol.

6.2 ANALISE QUIMICA DE Pterodon emarginatus

Primeiramente, foi realizada uma varredura no extrato bruto e fragbes com
TLC, utilizando-se como revelador EtOH:H,SO, (95:5, v/v), e fase mével mais apolar
(Hexano:EtOAc - 65:35, v/v) (FIGURA 14 - A e B), afim de se detectar os principais
compostos descritos presentes em ambas as espécies, 0s terpenos. Foram
reveladas diversas substancias, principalmente no extrato bruto (EBE) e nas fracdes
mais apolares (FHE e FBE) com coloracdes rosaceas e arroxeadas que sugerem a
presenca dos diterpenos, que ja sdo bastante relatados para a espécie, encontram-
se nestas fragdes (COELHO et al, 2005; VIEIRA et al, 2008; EUZEBIO, 2009).
Constatou-se que a FME nao foi removida da origem, fato esperado, uma vez que
esta fracdo apresenta compostos mais polares. Portanto, FME foi analisada por TLC
com fase movel EtOAc:n-PrOH:AcOH:H,0O (4:2:2:1, vlv), e para sua deteccdo foi
utilizado o revelador orcinol-H,SO,4 visando a deteccao de carboidratos (Figura 14 -

C). Os monossacarideos utilizados como padrbes ndo foram detectados na amostra,
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apenas sacarose (R; 0,37), e outro composto com Ry inferiores (como R 0,27; 0,18;
0,125 e 0,08), sugerem a presenca de outros oligossacarideos.

Linha de Chegada >,

RHA

Fuc
FRU ARA

GLCA -
GALA

LinhadePartida 5, ,

M e

EBEFHE FBEFME EBE FHE FBE FME EBE FME

FIGURA 14 — CROMATOGRAFIAS EM CAMADA DELGADA DAS AMOSTRAS EBE, FHE, FBE E
FME, (A) Observada com revelador EtOH:H,SO, (95:5 v/v) e fase movel hexano:EtOAc (65:25 viv) e
(B) em cémara de UV em 365 nm, apds esta revelagdo;(C) Revelada com Orcinol-H,SO, e fase
movel EtOAc:n-PrOH:AcOH:H,0 (4:2:2:1, viv).

O extrato bruto e suas fracfes foram submetidos a trimetilisililacdo, com a
finalidade de volatilizacdo de todos os compostos que apresentem —OH livres, para
entdo serem realizadas analises por GC-MS. Como pode ser visualizada na Figura
15, a fracdo que se apresenta mais purificada e diferenciada em relacdo ao extrato
bruto, € a FME. Também pode ser observado que as fracbes FHE e FBE
apresentam-se como misturas complexas, e perfis de eluicdo mais semelhantes,
guando comparadas a FME.

De acordo com a biblioteca NIST, alguns compostos destas fracdes
puderam ser identificados. No extrato bruto trimetilsililado (EBE-TMS), foi identificado
o 0-elemeno, com R; de 11,716 min, e os cariofillenos, com R; de 12,134 min e
12,537 min (correspondentes aos isdmeros a e ), sendo que estas estruturas ja sao
descritas para a outra espécie deste estudo, P. polygalaeflorus (CARVALHO et al,
1999; ARIAGA et al 2000). Para FME-TMS foi observado um composto majoritario

nao identificado (R; 16,89). E, de acordo com dados da literatura, o perfil de
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fragmentacdo do pico de R; 16,27 da FHE-TMS é compativel com o composto
geranilgeraniol (TEIXEIRA, 2003), também j& descrito para esta espécie.

Cromatogramas GC-MS Espectros de massas
- - 1 LER 4
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FIGURA 15 - CROMATOGRAMAS (GC-MS) DO EXTRATO BRUTO E FRAQC)ES

TRIMETILSILILADAS DE P. emarginatus. (A) Fragmentacdo correspondente ao pico de R, 11,72, de
EBE-TMS, identificado como o &-elemeno. (B) Fragmentacéo correspondente aos picos de R; 12,13 e
12,54, de EBE-TMS, identificado como da familia dos cariofillenos. (C) Fragmentagao correspondente
ao pico de R, 16,27, de FHE, identificado como o geranilgeraniol. Método empregado: Programa C

Foram realizadas analises por ESI-MS das fracfes néo derivatizadas, sendo
gue alguns compostos foram detectados, como pode ser visualizado na Figura 16.
Para a FHE (FIGURA 16 A), o ion de m/z 351 [M+Li]" é compativel com a raz&do
massa/carga do 7B-acetoxivouacapano, e m/z 411 [M+Li]" compativel com metil-7§3-
acetoxi-6a-hidroxivouacapan-|7f3-oato.

Observa-se que a FBE (FIGURA 16 B) apresenta um perfil bem semelhante
de razbes massa/carga em relagdo a fracdo anterior (FHE), apenas com
intensidades diferenciadas, e, além dos compostos ja citados, a FBE possui um
composto com m/z 441 [M+Li]+, o qual nao foi identificado, mas por apresentar uma

diferenca de 30 unidades de massa em relacdo ao ion m/z 411, poderia ser um
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derivado contendo um grupo metoxil (-O-CH3) extra. Como este composto ndo esta
descrito para a espécie, é necessaria uma purificacdo para sua confirmacdo. Entao,
como ja evidenciado por TLC, estas duas fracbes apresentam composi¢cdes

guimicas semelhantes.

*k A:I*S *kk
100+ 4119 100+ B * 4418
A
3519 383.9
*
3519
%o %o 1129
4429
112 9 *hk *hkk
4419 4838
3139 3319
3z 485.8
~ 4
86.9511.8
e
04 mz o mz
200 250 300 350 400 450 500 250 300 a50 400 450 500 550
Cc
*miz 351 [M+Li]* **% mfz 441 [M+Li]* *x%% miz 483 [M+Li]*

CH,-O-

TB-acetoxivouacapano metil-7p-acetoxi-6a-
hidroxivouacapan-17-oato

fon (m/z) Principais ion-fragmentos (m/z) Composto ldentificado

7[3-acetoxivouacapano
(SPINDOLA et al, 2009)

Metil-7B-acetoxi-6a-hidroxivouacapano-
17B-oato (FASCIO et al, 1976)

441 303.6, 255.7, 159.6, 144.9, 105, 67.6 N&o descrito
483 363.5, 303.6, 255.9, 171.4, 159.3, 67.5 N&o descrito

351 333.6, 159.3

411.8 351.2, 333.2,159.3,

FIGURA 16 — ESPECTROS DE ESI-MS EM MODO POSITIVO DAS AMOSTRAS (A) FHE (B) FBE,
(C) Estruturas propostas para os ions m/z 351, m/z 411, m/z 441 e m/z 483 e (D) Quadro
apresentando os principais ions-fragmento dos compostos detectados.

As fracdes também foram analisadas por RMN *3C. Conforme anteriormente
observado nos espectros de ESI-MS (FIGURA 16), os espectros RMN **C de FHE e
FBE apresentam semelhancas entre si, com diversos deslocamentos compativeis a

estrutura basica do vouacapano (FIGURA 17). Substituintes comumente
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encontrados nestes diterpenos sé&o os radicais hidroxil (-OH), acetoxil (-O-Ac) e
metoxil (-O-CHs) (ARIAGA et al, 2000). Conforme sugerido pelos espectros de ESI-
MS, os espectros de RMN *3C demonstraram a presenca de sinais caracteristicos
destes substituintes: Dentre os sinais presentes na FHE e FBE, destaca-se o
deslocamento em 176 ppm, que indica a presenca de grupo carboxilico, ja & 52,2,
indica a presengca de -O-CHj3; o & 72,9 é caracteristico de C—-OH; d 75,8 é
caracteristico de C-O-Ac (ARIAGA et al, 2000; OMENA et al, 2006).

c-1 c-2
(539,7-39.4) 4 (819.0-180)

\ ® 2 5-20 6 /

\/
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FIGURA 17 — ESPECTROS DE RMN **C DAS FRACOES DE P. emarginatus (A) FHE, (B) FBE, (C)
FME e (D) Esqueleto basico das estruturas derivadas do vouacapano descritas para estas espécies.
Destaque para os deslocamentos pertencentes ao estrutura basico dos vouacapanos.

Diferentemente das fracdes anteriores, o espectro de RMN *3C da FME
(FIGURA 17 C) ndo apresentou sinais caracteristicos do vouacapano, e sim poucos
deslocamentos com intensidades semelhantes, indicando serem referentes a uma
mesma substancia (composto X). Este resultado corrobora com o obtido
anteriormente na analise por GC-MS (FIGURA 15 - FME-TMS). Conforme

observado em seu espectro, a FME apresenta os seguintes deslocamentos: 6 60,87,
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72,1, 72,7, 73,5, 73,8, 74,4 e 84,9, regido caracteristica de correlacdes de **C para
alcoodis (C-OH) (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007).

Conforme sugerido pelo experimento de RMN *C, o composto majoritario de
FME apresenta diversos grupos —OH. Além disso, a analise por TLC mostrou a
presenca de oligossacarideos, portanto esta fracdo foi hidrolisada, reduzida e
acetilada e analisada por GC-MS (FIGURA 17). De acordo com os valores de R; e
perfis de fragmentacdo, foram identificados 0s seguintes monossacarideos:
arabinose, xilose, galactose e glucose, além de inositol, € um composto majoritario
desconhecido em 16,52 min, o qual apresentou um perfil de fragmentagéo (FIGURA
18-B) nao reconhecido pelo banco de dados (biblioteca NIST), denominado de
composto X.
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FIGURA 18 — (A) CROMATOGRAMA (GC-MS) DA FME HIDROLISADA, REDUZIDA E ACETILADA,;
E (B) Espectro de massas (M%) da substancia de R, 16,523 min. Método empregado: Programa A.

6.2.1 Fracionamento da FME

Visando a caracterizacdo estrutural do composto majoritario de Fracao

MeOH:H,O de Pterodon emarginatus - FME (composto X), optou-se pela realizagao
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de um fracionamento cromatogréfico (item 5.5.2). Foram utilizados 400 mg da FME,
gue originou 9 fracdes, as quais apresentam seus rendimentos dispostos no quadro
a seguir (QUADRO 5).

Fase Movel Subfracéo Rendimento
CHClI; 100% F-1 0,7 mg
CHCI; 90% MeOH 10% F-2 56,3 mg
CHCI; 80% MeOH 20% F-3 56,5 mg
CHCI; 70% MeOH 30% F-4 26,9 mg
CHCI; 60% MeOH 40% F-5 74,9 mg
CHCI; 50% MeOH 50% F-6 22,7 mg
MeOH 100% F-7 36,5 mg
MeOH 50% H,O 50% F-8 12,9 mg
H,O 100% F-9 2,9 mg

QUADRO 5 — RENDIMENTO DAS FRACOES OBTIDAS DA COLUNA CROMATOGRAFICA DE
FME.

As fracbes obtidas foram primeiramente submetidas a analise
espectroscopica de RMN C (FIGURA 19) a fim de se comparar seus espectros
com o da fragcdo de origem, e, assim, gerar dados espectrais que possibilitem a
identificacdo do composto desconhecido

Além dos deslocamentos dos solventes, & 49,15 para metanol deuterado
(CD30OD) e & 77,23 para cloroférmio deuterado (CDCI3), as subfracbes de FME
apresentaram os deslocamentos quimicos dispostos no quadro a seguir (QUADRO
6).

Subfracéo Deslocamentos em ppm (8)

F-2 110,1; 108,7; 82,6; 72,9; 78,5; 78,2; 77,1; 77,0; 56,4; 49,5; 48,4; 47,9; 44,9; 44,0;
40,9; 40,2; 39,6; 37,6; 24,0; 23,4; 19,7e 19,4

F-3 110,0; 108,7; 104,7; 79,0; 78,7; 78,4; 77,2; 67,6; 57,3; 56,4; 50,0; 48,3; 44,9; 40,9;
37,4; 31,6; 26,9; 23,7; 23,4; 22,1; 19,6 e 19,2

F-4 83,5;73,2; 72,8; 72,5; 72,1; 71,9; 71,2; 63,8; 62,0; 60,4 e 56,3

F-5 84,0; 73,5;72,9; 72,5; 72,2; 71,5; 64,4; 62,4 e 60,7

F-6 97,8; 93,6; 84,4; 77,6; 76,0; 74,6; 74,3; 73,9; 73,3; 73,0; 72,8; 72,4; 71,0; 64,7; 62,6 e
60,7

F-7 94.,4; 93,4; 84,2; 83,8; 78,3; 78,0; 76,4; 75,7; 75,2; 74,1; 73,9; 73,4; 73,1; 72,6; 72,2;
71,6;71,2; 70,7; 69,8; 68,4; 67,4; 64,1; 63,6; 62,3; 62,0; 54,4; 41,7 e 38,5

QUADRO 6 — DESLOCAMENTOS QUIMICOS DETECTADOS NAS SUBFRAGOES F-2 A F-7.
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FIGURA 19 — ESPECTROS PARCIAIS DE RMN **C DE FME E DE SUAS SUBFRACOES (F-2 A F-
8). Destaque em azul para as amostras que apresentam os espectros de RMN 3¢ semelhantes entre
Si.
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De acordo com os assinalamentos, o espectro de RMN *C que se
apresenta mais semelhante com a fracao de origem (FME) € o da subfragéo 5 (F-5),
e embora estes deslocamentos também estejam presentes em F-4 e F-6, a F-5 foi a
subfracdo que apresentou somente os principais delocamentos da FME, sendo o
espectro mais consistente com um composto puro, pois todos 0s sinais apresentam
intensidades semelhantes.

Conforme realizado para a FME, F-5 foi submetida a hidrolise, reducéo,
acetilacao, e analise por GC-MS. Seu perfil cromatografico demonstrou que a F-5 é
composta, basicamente, por duas substancias principais (FIGURA 20). A primeira
substéancia, com tempo de retencao (R;) de 11,10 min, apresentou como principais
ion-fragmentos m/z 217, 187, 145, 115 e 85, caracteristicos de arabinitol
pentaacetato. Ja a segunda substancia, de R; de 16,52 min, apresenta como
principais ion-fragmentos m/z 344, 182, 140 e m/z 81, nao identificada apenas com
estes dados mas, cabe ressaltar que o composto de interesse foi confirmado como
presente na fracédo F-5.

A fim de se elucidar o composto X, foi realizada uma analise de ESI-MS
(FIGURA 21), obtendo-se como ion molecular m/z 201 [M+Li]", sendo também
observada a formacdo de cluster através do ion m/z 395 [2M+Li]*. Com este
resultado foi determinado que o composto X apresenta a massa molecular nominal
de 194 Da.
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FIGURA 20 - (A) CROMATOGRAMA (GC-MS) DA SUB-FRACAO F-5 ACETILADA E (B)
ESPECTRO DE MASSAS (Mz) DA SUBSTANCIA DE R; 16,52. Método empregado: Programa A.
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FIGURA 21 — ESPECTRO DE ESI-MS EM MODO POSITIVO DA SUB-FRAGAO F-5 LITIADA.

De acordo os dados obtidos por RMN 3C, sugere-se que o composto X
possui diversos grupos hidroxila (-OH). Esta caracteristica, somada a massa
molecular de 194 Da é compativel com o esperado para um metil-hexosideo, no
entanto, os deslocamentos de RMN '3C de F-5 n&o indicaram a presenca de
carbono anomérico, o qual apresenta deslocamentos quimicos tipicos entre & 98-
110 (BREITMAIER E VOELTER, 1990), sendo que o sinal do carbono mais
desblindado da amostra ocorre em & 84. Este composto também poderia ser
confundido com um acucar redutor, com grupo metilico em outra posi¢cdo. Contudo,
para isso seriam esperados dois sinais de carbonos anoméricos (o € ) entre & 90-
100 (BREITMAIER E VOELTER, 1990).

Com estes resultados levantou-se a suspeita de que a fracdo F-5 continha
um composto semelhante a um monossacarideo (hexose) metilado. Polialcodis
ciclicos como os inositois (hexitéis) apresentam a mesma massa molecular de uma
hexose, e se mono-metilado poderia produzir um jon de m/z 201 [M+Li]*. Segundo
Jain et al (2007), o composto (+)-pinitol (3-O-metil-D-chiro-inositol) (FIGURA 22), um
derivado metilado do inositol, apresenta massa molecular 194 Da, compativel com
os dados obtidos para a F-5, na qual observou-se o ion litiado m/z 201 (194+Li).
Além disso, o autor descreve os deslocamentos de RMN **C (CDs;OD) para esta
estrutura: & 85,73 (C-3), 74,33 (C-1), 73,76 (C-5), 73,47 (C-2), 72,56 (C-4), 72,04 (C-

6) e 60,80 (OMe), compativeis com os dados encontrados para a sub-fragédo F-5.



65

FIGURA 22 — (+)-PINITOL (3-O-METIL-D-CHIRO-INOSITOL). FONTE: adaptado de IUPAC (1968).

Entdo, foram realizados experimentos de RMN DEPT-135, HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Correlation), HSQC-TOCSY (Totally Correlated
Spectroscopy) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence) para a obtencéo
de dados espectrais do composto X (FIGURA 23).

No experimento de DEPT-135, para confirmar a presenca de carbonos
secundarios (-CH;-) e carbonos quaternarios (>C<), ndo houve inversao de sinal, ou
seja, nenhum dos carbonos €& CH,;, e também ndo foi evidenciado o
desaparecimento de nenhum sinal, sugerindo a auséncia de >C< na estrutura. O
deslocamento de RMN *H em 3,58 ppm resultou em um singlete, e a integracédo de
sua area demonstrou ser trés vezes maior que os demais deslocamentos presentes
no espectro, sendo esta uma caracteristica de grupos —CHgs. Este hidrogénio
apresentou correlagdo, no experimento de HSQC, com o carbono 6 60,8, indicando
a sua ligacédo direta. E, através do deslocamento deste carbono (& 60,8), € possivel
sugerir que o mesmo pode estar formando uma ligacdo do tipo éter (-O-CHy).

Foi possivel também demonstrar as correlacdes *H/**C de todos os sinais do
espectro de HSQC, sendo possivel a visualizacdo dos deslocamentos dos
hidrogénios e carbonos diretamente ligados.

Além disso, no experimento de HMBC foi possivel detectar o deslocamento
dos carbonos vizinhos aos hidrogénios assinalados, como, o acoplamento *H/*3C em
0 3,58 / 84,9, indicando que este é o deslocamento quimico do carbono ligado
diretamente ao grupo metoxil (-O-CHj3). O & 3,59, apresenta como carbonos vizinhos
0 84,9 e d 72,7, estando entdo o C & 74,4 (HSQC) ligado a dois outros carbonos
além do hidrogénio 6 3,59 e da -OH.

Através do experimento de HSQC-TOCSY foi possivel confirmar que o
composto X trata-se de um ciclitol, pois os sinais 73,5, 72,9, 72,5, 72,2 e 71,5, estao
todos correlacionados entre si, situacdo que ocorre quando os carbonos estédo

ligados na forma de ciclo (anel).
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FIGURA 23 — ESPECTROS DE RMN HSQC E HMBC DE F-5 (composto X).
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Entdo, através dos experimentos realizados, sugere-se que 0 composto X
pertence a classe dos inositéis contento um grupo metoxil (-O-CH3z) em uma de suas
posicbes. Assim como 0S monossacarideos, o0s inositois (1,2,3,4,5,6-
ciclohexanohexois) podem apresentar diversas configuracdes em seus carbonos
(todos assimétricos), relacionadas a orientacdo axial/equatorial de suas hidroxilas,
resultando em diferentes tipos de inositéis, descritos a seguir (FIGURA 24) (IUPAC,
1968).

OH  OH OH  OH OH  oH OH  OH
OH OH OH OH OH
)\ - HO HO HO
OH OH OH
cis-inositol epi-inositol allo-inositol neo-inositol
OH  oH OH  OH OH  OH OH
HO HO OH  HO OH H
OH OH OH
myo-inositol muco-inositol chiro-inositol scyllo-inositol

e seus enantiémeros

FIGURA 24 — POSSIVEIS CONFIGURACOES ENCONTRADAS PARA OS INOSITOIS. FONTE:
adaptado de IUPAC (1968).

Como, inicialmente, ndo se dispunha do padrdo de D-pinitol, F5 juntamente
com os padrdes disponiveis (L-chiro-inositol, cis-inositol, neo-inositol, myo-inositol e
scyllo-inositol) foram metilados. Com isto, embora nédo sendo possivel determinar a
posi¢cdo do grupo CHs, foi possivel determinar de qual tipo de inositol o composto X
€ derivado. Os padrbes e a amostra F-5 foram analisados por GC-MS, como pode
ser visto na Figura 25, ha uma correspondéncia entre o pico de amostra F-5 com
aguele formado pelo L-chiro-inositol (R; 8,71 min), bem como ndo sé ambos, mas
todas as amostras metiladas (F-5 e padrdes) apresentaram mesmo perfil de
fragmentacdo de massas, demonstrando que o composto X é derivado do chiro-

inositol.
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FIGURA 25 — (A - F) CROMATOGRAMAS (GC-MS) DA AMOSTRA F-5 METILADA E OS DOS
PADROES DE INOSITOL E (G) ESPECTRO DE MASSAS (M) TIPICO DOS INOSITOIS
PERMETILADOS. Método empregado: Programa B.

O composto X foi identificado como sendo um derivado metilado do chiro-

inositol, foi entdo adquirido o padrédo de D-pinitol (3-O-metil-D-chiro-inositol) (Sigma-
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Aldrich®). O D-pinitol foi metilado e também comparado com a amostra F-5 metilada,
confirmando a correspondéncia entre os picos e suas fragmentacdes (FIGURA 26 A
e B). Como a metilacdo ndo é um método adequado para a identificacdo da posicao
do grupo metoxil (-O-CHs), optou-se entédo pela acetilacdo de ambos (amostra F-5 e
padrao D-pinitol). Conforme a Figura 26 C e D, pode ser observada a
correspondéncia entre a amostra e o D-pinitol, tanto em relacdo ao R; quanto ao
perfil de fragmentacdo (j& mostrado anteriormente nas Figuras 18 e 20), resultado

que confirma que o composto X é o pinitol (3-O-metil-chiro-inositol).

kCounts i '; MCountsd . 1

] A 8,71 F-5 metilada c F-5 acetilada

500 3 16,52 4

o] D] ]
3003 E

- P -
0]

[E 3 004 .

MCounts] 1 =

p 2 MCount: -

“ B 8.71 D-pinitol * 1 D D-pinitol :

] metilado 16,52 acetilado ]

e FRETS 1
204 3

] 25 -

105 = 1

1 004 B

50 75 10.0 125 18.0 100 125 180 15 20 '

minutés rantes

FIGURA 26 — (A) CROMATOGRAMAS (GC-MS) DA AMOSTRA F-5 METILADA E O (B) PADRAO D-
PINITOL METILADO Método empregado: Programa B; (C) CROMATOGRAMAS (GC-MS) DA
AMOSTRA F-5 ACETILADA E O (D) PADRAO D-PINITOL ACETILADO. Método empregado:
Programa A.

No entanto, de acrodo com os dados obtidos até 0 momento, o composto X
foi analisado em relagdo ao L-chiro-inositol e ao D-pinitol (FIGURA 25 B e 26 B), néo
sendo possivel obter sua configuracdo absoluta pelo método empregado. Para
confirmar a qual série (D ou L) o composto pertence, foi determinada a atividade
Optica das amostras (D-pinitol, L-chiro-inositol, e F-5 sem derivatizacdo e metilados).

De acordo com o Quadro 7 pode-se concluir que o composto X trata-se de um D-3-
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O-metil-chiro-inositol (FIGURA 27), pois a sua rotacdo Optica especifica apresenta
mesmo sinal que a do D-pinitol n&o derivatizado e metilado. As variagdes dos valores
observados podem ser explicadas pelo fato de a amostra F-5, embora com alto grau

de pureza, ainda apresenta outros compostos que poderiam estar alterando o desvio

da luz, enquanto que o D-pinitol € um padrédo comercial puro.

Amostra (2 mg/mL) Angulo de desvio observado a  Rotagéo 6ptica especifica [a]p
F-5 +0,088 +44

F-5 metilada +0,026 +13

D-pinitol +0,104 +52

D-pinitol metilado +0,097 +48,5
L-chiro-inositol -0,142 -71
L-chiro-inositol metilado -0,068 -34

QUADRO 7 — ROTACAO OPTICA ESPECIFICA DE CADA PADRAO DE CHIRO-INOSITOL E DA
SUBFRACAO F-5.

Confirmado entdo o composto X (composto majoritario da F-5), os espectros
de RMN HSQC e HMBC do padrdao de D-pinitol e da subfracdo F-5 foram
confrontados, resultando em correspondéncia total dos deslocamentos quimicos
encontrados. Este € o primeiro relato do composto D-pinitol para a espécie Pterodon

emarginatus.

OH OH

OH
HO O—CH:
OH

L-chiro-inositol D-chiro-inositol 3-metil-D-chiro-inositol (D-pinitol)

FIGURA 27 - ESTRUTURAS DO L-CHIRO-INOSITOL, D-CHIRO-INOSITOL E DE SEU
CORRESPODENTE 3-O-METILADO (D-PINITOL). FONTE: adaptado de BREITMAIER e VOELTER
(1990).

7

O D-pinitol € um ciclitol abundante em algumas plantas sendo um

componente importante das familias Pinaceae, Leguminosae e Caryophylaceae



71

(NGUYEN e LAMANT, 1988). Sua rota biosintética tem sido elucidada nas
gimnospermas e em plantas leguminosas, incluindo o myo-inositol como seu
precursor (NGUYEN e LAMANT, 1988; LOEWUS e MURTHY, 2000). Seu papel
fisiolégico parece estar relacionado a adaptacdo das plantas a condicbes osmaticas
drasticas, sendo um soluto organico osmoticamente ativo: o D-pinitol € um dos mais
importantes constituintes de numerosas espécies de mangue, e grandes
guantidades tém sido relatadas em folhas do arbusto de jojoba (Simmondsia
chinensis) no deserto (NGUYEN e LAMANT, 1988; CARVALHO et al, 2006).

E um conhecido agente anti-diabético, que pode ter aplicagdo no tratamento
de cancer e AIDS (Ostlund e Sherman, 1996° In: BATES, JONES, BAILEY, 2000).
Ele exerce um efeito semelhante a insulina, resultando em niveis mais baixos de
acucar no sangue e aumento da disponibilidade de glicose para o metabolismo
celular (BATES, JONES, BAILEY, 2000) e aumenta a retencdo de creatinina pelas
células musculares (GREENWOOD et al, 2001). O D-pinitol, portanto, parece
desempenhar um papel na regulacdo da energia celular, resultando em niveis de
energia maiores e reducdo da fadiga (VAN WYK e ALBRECHT, 2008). Além destas
propriedades, este composto também é descrito como anti-inflamatdrio (SINGH et al,
2000) e larvicida (CHAUBAL et al, 2005), corroborando com as atividades biolégicas

ja descritas para tanto para P. emarginatus.

6.3 ANALISE QUIMICA DE Pterodon polygalaeflorus

Assim como para P. emarginatus, foi realizada uma varredura no extrato
bruto e fracdes de P. polygaeflorus com TLC, utilizando-se como revelador
EtOH:H,SO,4 (95:5, viv), e fase movel mais apolar (Hexano:EtOAc - 65:35, v/v)
(FIGURA 28 - A e B). Assim como na P. emarginatus, a TLC do extrato bruto (EBP)
e as suas fracbes FHP e FBP, indicaram a presenca de terpenos, devido ao
desenvolvimento de coloracbes rosaceas e arroxeadas das manchas, como ja
descrito para a espécie (COELHO et al, 2005; VIEIRA et al, 2008; EUZEBIO, 2009).

® OSTLUND, R.E., SHERMAN, W.R., 1996 (filed 4 March). Pinitol and derivatives there of for the
treatment of metabolic disorders. United States Patent no. 5,8827,896.
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A fracdo contendo os compostos de maior polaridade, FMP, foi analisada por
TLC com fase movel EtOAc:n-PrOH:AcOH:H,0O (4:2:2:1, v/v), e para sua deteccéo
foi utilizado o revelador orcinol-H,SO,4 visando a deteccao de carboidratos (Figura 27
C). Foi detectado na amostra, o monossacarideo xilose (Xyl) de R; 0,60, glucose
(Glc) de Rf 0,48, sacarose (Rf 0,37), assim como outros oligossacarideos com Rg
inferiores (como R¢ 0,27; 0,18; 0,125 e 0,08), que também sugerem a presenca de

outros oligossacarideos, assim como na P. emarginatus.

28, (K0 K ETLA

U‘A(-.
Linha de Chegada >

RHA

- - XYL
o o . FUC
-
-

LinhadePartida >, | | | e oo NESRTA :
EBP FHP FBP FMP EBP FHP FBP FMP EBP FMP

FIGURA 28 — CROMATOGRAFIAS EM CAMADA DELGADA DAS AMOSTRAS EBP, FHP, FBP E
FMP, (A) Observada com revelador EtOH:H,SO, (95:5 v/v) e fase movel hexano:EtOAc (65:25 v/v) e
(B) em céamara de UV em 365 nm, ap0ds esta revelagdo;(C) Revelada com Orcinol-H,SO, e fase
movel EtOAc:n-PrOH:AcOH:H,0 (4:2:2:1, viv).

O extrato bruto e suas fragdes foram submetidos a trimetilisililacéo, a fim de
volatilizar todos os compostos que contenham hidroxilas (-OH) livres, para entéao
serem realizadas analises por GC-MS. Como observado na Figura 29, a fragdo FMP
se apresenta mais purificada em relacdo as demais. Para P. emarginatus, isto
também foi observado, mas a FME apresenta-se mais pura que FMP. Também pode
ser observado que as fracdes FHE e FBE apresentam-se como misturas complexas,

com perfis de eluicdo mais semelhantes entre si e com o do extrato bruto.
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FIGURA 29 - CROMATOGRAMAS (GC-MS) DO EXTRATO BRUTO E FRA(;C)ES

TRIMETILSILILADOS DE P. polygalaeflorus. (A) Fragmentacdo correspondente ao pico de R; 12,12,
de EBP-TMS e FHP-TMS, identificado como cariofilleno. (B) Fragmentacdo correspondente ao pico
de R; 15,52, de FMP-TMS, sendo identificado xilose pertrimetilsillada. (C) Fragmentacéo
correspondente ao pico de R; 18,28, de FMP-TMS, sendo identificado glucose pertrimetilsililada e (D)
Fragmentagcdo do pico de R; 23,54, de FMP-TMS, identificado como sacarose pertrimetilsililada
Método empregado: Programa C.

Através da biblioteca NIST, alguns compostos destas amostras puderam ser
identificados. No extrato bruto trimetilsillado (EBP-TMS) e na fracdo hexanica
trilmetilsililada (FHP-TMS), foi detectado o cariofilleno (a ou ), com R; de 12,124
min, ja anteriormente descrito para esta espécie (CARVALHO et al, 1999; ARIAGA
et al 2000). Para a FMP-TMS, foram identificados os seguintes compostos: pentose-
tetra-O-TMS (R; 15,52), possivelmente xilose, hexose-penta-O-TMS (R; 18,28),
possivelmente glucose, e sacarose pertrimetilsililada (R; 23,54), dados estes que
confirmam o resultado obtido por TLC (FIGURA 28 C). Ainda para a FMP-TMS, foi
observado um composto majoritario nao identificado pela biblioteca (R; 16,90), que

coincide com a fragmentagédo correspondentes ao D-pinitol caracterizado na FME-
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TMS, sugerindo-se entdo a presenca deste composto também para a espécie de P.
polygalaeflorus.

Também foram realizadas analises por ESI-MS das fracGes obtidas. Assim,
como pode ser visualizado na Figura 30, alguns compostos ja descritos na literatura
foram detectados. Observam-se espectros bem semelhantes entre as fragdes FHP e
FBP, ja evidenciado por outras técnicas como TLC e GC-MS. O ion de m/z 325
[M+Li]" € compativel com a m/z do 6a,7B-difhidroxivouacapano, o ion de m/z 367
[M+Li]" € compativel com a m/z do 6a-acetoxi-7B-hidroxivouacapano, e o fon m/z

409 [M+Li]" é compativel com a m/z do 6a, 7B-diacetoxivouacapano.

3679 _ 3738
4000 %% B P
A _409.9 257 3077

2277 25982858 197.6

2056 2437

200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500

6a-acetoxi-7- hidroxivouacapano 6a,7B- diacetoxivouacapano 6a,7B- dihidroxivouacapano

D

fon (m/z) Principais fragmentos (m/z) Composto Identificado

- . 6a, 7B-dihidroxivouacapano
2
325 N&o produziu fragmentos (COELHO et al, 20005)
6a-acetoxi-7B- hidroxivouacapano
7 . . .
36 307.6,145.1,67.5 (SPINDOLA et al, 2009)
6a, 7B-diacetoxivouacapano
4 . . . .
09 349.4, 289.5 145.2, 67.6 (SPINDOLA et al. 2009)

FIGURA 30 — ESPECTROS DE ESI-MS® PARCIAIS EM MODO POSITIVO DAS AMOSTRAS (A)
FHE (B) FBE, (C) Estruturas propostas para os ions m/z 325, m/z 367 e m/z 409 E (D) Quadro
apresentando os principais ions-fragmento dos compostos detectados.
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As fracdes foram submetidas a anélise de RMN **C, e, conforme também
observado nos espectros de ESI-MS (FIGURA 30), os espectros de RMN *3C das
fracbes FHP e FBP apresentam-se semelhantes (FIGURA 31), com diversos
deslocamentos compativeis com a estrutura basica do vouacapano. Como ja citado
anteriomente, os substituintes comumente encontrados nestes diterpenos sé&o
radicais hidroxil (-OH), acetoxil (-O-Ac) e metoxil (-O-CHz). Conforme sugerido pelos
espectros de ESI-MS, os espectros de RMN *C confirmam sua presenca,
demonstrado através de seus deslocamentos quimicos como: 170,7, que indica a
presenca de grupo -O-Ac , & 72,9 caracteristico de C—OH, por exemplo (ARRIAGA et
al, 2000; OMENA et al, 2006).

Assim como na FME, o espectro de *C da FMP (FIGURA 31 C) ndo
apresentou 0s sinais caracteristicos do vouacapano. Apesar de nao possuir um
espectro caracteristico de uma Unica substancia como a FME, também apresentou
0s sinais caracteristicos do D-pinitol (6 60,87, 72,1, 72,7, 73,5, 73,8, 74,4 e 84,9,).
Este dado, aliado ao ja anteriormente obtido por GC-MS (FIGURA 29) corroboram a
presenca deste composto também na espécie P. polygalaeflorus.
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FIGURA 31 — ESPECTROS DE RMN **C DAS FRACOES DE P. polygalaeflorus (A) FHP, (B) FBP,
(C) FMP E (D) Esqueleto basico das estruturas derivadas do vouacapano descritas para estas
espécies.
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Curiosamente, o espectro de RMN **C da FHP apresentou todos
osdeslocamento quimicos compativeis com a estrutura do 6a-acetoxivouacapano

(ARRIAGA et al, 2000), sendo esta fracao alvo de maiores investigagoes.
6.3.1 Fracionamento da FHP

O fracionamento da fracdo hexanica de Pterodon polygalaeflorus (FHP)
realizado em coluna cromatografica aberta, resultou em 250 subfracdes e foi
monitorado por cromatografia em camada delgada (TLC), a qual foi revelada com
EtOH:H,S0, (95:5 viv) (FIGURA 32).

Fase Movel — Hexano:EtOAc (75:25) Revelador — EtOH:H,S0, (95:5, viv)

..

FHP7 11 15 19 21 24 27 30 34 38 4246 50 FHP 55 60 70 80 90 95 100 110 120 130 140 FHP 146 152 158 164170176 180181182183184 185190 196 202 208214 220

Visualizagao da TLC, apods revelagao, em Camara de UV(365nm)

FHP7 11 15 19 21 24 2730 34 38 4246 50 FHP 55 60 70 80 90 95 100110 120 130 140  FHP 146 152 158 164170176 180181182183184 185190 196 202 208214220

FIGURA 32 — CROMATOGRAFIAS EM CAMADA DELGADA (TLC) DAS SUBFRACOES DE FHP
OBSERVADAS COM REVELACAO DE EtOH:H,SO, (95:5 v/iv) E EM CAMARA UV EM 365 nm. Os
nameros abaixo das TLCs indicam o nimero das subfracées de FHP.
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O fracionamento também foi acompanhado por UPLC-ELSD, onde as
subfracdes P-21 (21° amostra coletada) e P-95 (95° amostra coletada) apresentaram
alto grau de pureza e foram entdo submetidas a anélise por GC-MS (FIGURA 33).
Os cromatogramas obtidos por UPLC indicam que na P-21 foi obtida a substancia de
Rt 6,02 e, na P-95, a de Rt 5,50. Ja nos cromatogramas de GC-MS, 2 substancias
(Rt 34,85 e 35,91) permaneceram na subfracdo P-21, e a substancia de R; 38,41 na

P-95, sendo que os compostos ndo foram identificados pela biblioteca NIST.
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FIGURA 33 — CROMATOGRAMAS DE UPLC-ELS E GC-MS DA FRACAO FHP E DE SUAS
SUBFRACOES MAIS PURAS, P-21 E P-95. Na coluna da direita, UPLC-ELS das amostras da e a
esquerda, GC-MS das amostras obtidas a partir do método: Programa C.

Encontradas estas duas amostras (P-21 e P-95), mais purificadas de FHP, a
etapa seguinte foi a realizacdo de andlise por RMN *C e DEPT 135, para a

caracterizagao estrutural das mesmas (FIGURA 34).
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FIGURA 34 — ESPECTROS DE RMN “*C E DEPT-135 DAS SUBFRACOES DE FHP, P-21 E P-95,
RESPECTIVAMENTE.

Analisando-se os espectros de RMN **C e DEPT-135 nota-se a semelhanca
do perfil de deslocamentos das duas subfragbes, provavelmente tratando-se de
substancias semelhantes. O deslocamento de 170,41, caracteristico de acidos
carboxilicos e ésteres, indica o deslocamento da carboxila (do grupo AcO-) ligada ao
C-6; o C-13 apresenta o deslocamento de 122,14, caracteristico de carbono
participante de dupla ligacdo; j4 o C-12, além de estar participando desta mesma
ligacdo, também esta ligado a um O, o que desloca seu sinal par valores mais altos,
como 149,48 (ARIAGA et al, 2000; SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2007); os
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demais deslocamentos descritos para esta estrutura encontram-se dispostos no
quadro a seguir (QUADRO 8). De acordo, com os deslocamentos encontrados para
a amostra P-21, confirmou-se presenca dos deslocamentos correspondentes a todos
os carbonos do diterpeno 6a-acetoxivouacapano (FIGURA 35), ja descrito

anteriormente para a composi¢ao quimica desta espécie.

RMN ~C & Interpretacéo Conclusio RMN ~C & Interpretacéo Conclusio
(ppm) DEPT-135 (ppm) DEPT-135
15,3 - C-20 15,5 - C-20
154 -
17,3 - 17,1 -
17,4 - C-17 17,2 - C-17
18,4 -H,C- C-2eC-6 18,2 -H,C- C-2e C-6
21,9 - 20,3 -
21,00 -
-CH3 do AcO- -CH3 do AcO-
22,0 i em C-6 2L7 i em C-6
22,5 -H,C- C-11 22,7 -H,C- C-11
22,6 - C-19 24,9 -H,C-
22,7 - 26,7 -H,C-
27,7 -
30,1 - C-14 29,7 -H,C-
31,9 -H,C-
32,7 -H,C-
33,0 - C-4 33,1 - C-4
35,0 - C-8
36,6 - 36,2 -
36,9 -
37,4 -H,C- C-7e C-18 38,2 -H,C-
38,9 - C-10 38,9 -H,C- C-10
39,7 -H,C- C-1 39,8 -H,C- C-1
40,9 -
41,8 -H,C-
43,2
43,5 -H,C- C-3 43,6 -H,C- C-3
44,1 -
44,6 - C-9
57,4 - C-5 54,3 - C-5
72,7 - 74,1 -
77,0 - 80,0 >C<
106,2 -H,C-
109,5 - C-15 109,4 - C-15
122,4 >C< 121,8 >C<
140,5 - C-16 140,9 - C-16
149,3 >C< 148,6 >C<
153,4 >C<
170,4 >C< 170,5 >C<

QUADRO 8 — ASSINALAMENTOS DE RMN **C E DEPT-135 DAS SUBFRACOES DE FHP, P-21 E
P-95, RESPECTIVAMENTE, DESTACANDO-SE A QUAL CARBONO DO 6a-
ACETOXIVOUACAPANO CADA DESLOCAMENTO PERTENCE (ARIAGA et al, 2000). -H,C- =
carbono secundario; >C< = carbono quaternario.
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FIGURA 35 — ESTRUTURA DO TERPENO 6a-ACETOXIVOUACAPANO. FONTE: adaptado ARIAGA
(2000).

A presenca do 6a-acetoxivouacapano na P-21 também é sugerida de acordo
com as massas encontradas por ESI-MS (FIGURA 36). O ion observado apareceu
com a m/z 351 [M+Li]*, e quando fragmentado gerou como principais ions m/z 291

[M-AcOH+LI]" e m/z 67 [AcOH+Li]", confirmando assim sua estrutura.

ACOH+LI]" u o
[Ac i] [ ,\\
1004 B7.3 s
CH,
H:C CH,
o4 - HSC/%O .
[M+Li]*
-Ac
\Li 351.7
2915
0 IIIII;IIIIII m/z

50 100 180 200 250 300 350

FIGURA 36 — ESPECTRO DE ESI-MS® DO ION m/z 351, DA SUBFRACAO P-21.

Em relagéo a P-95, foi obtido um ion de m/z 409 [M+Li]", consistente com o
6a,7p-diacetoxivouacapano. Seu espectro de fragmentacado (FIGURA 37) confirmou

a presenca de dois grupos acetoxi através da formacéo dos ions de m/z 349, com
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perde de 60 unidades de massa seguido pelo ion 289, que também sofreu uma
perda de 60 unidades de massa em ralacdo ao m/z 349. Durante o processo de
fragmentacao, ocorre a transferéncia de um H" para o grupo acetato, formando o
acido acético (AcOH) que pode ser observado, com aduto de Li,no fragmento de m/z
67. Como resultado da transferéncia de H*, ocorre a formagdo de uma dupla ligacdo

entre o carbono que esta perdendo o acetil e um de seus vizinhos.

[AcOH+Li]*

1004 87°

Ac MeLi

409.7
9,

2895 3498

O-vrrveem AAGAL AL LALLM L s m/z
80 100 150 200 250 300 350 400

FIGURA 37 — ESPECTRO DE ESI-MS® DO iON m/z 409, DA SUBFRACAO P-95.

6.4 EFEITO DA FME SOBRE QUADRO DE SEPSE INDUZIDO

Para a realizacéo deste experimento, foi escolhida a fracdo MeOH:H,O de P.
emarginatus, por se tratar de um fracdo mais purificada contento o D-pinitol,
caracterizado pela primeira vez nesta espécie, e devido as propriedades ja descritas
para este composto (item 6.2.1). De acordo com a Figura 38, sdo observados
diferentes perfis de letalidade entre os grupos de animais submetidos aos diversos
tratamentos (QUADRO 3).

Nenhuma morte foi observada no grupo dos animais falso-operados (FO), o

gue indica que s6 a realizac&o de incisdo seguida de sutura abdominal ndo causou a
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morte dos camundongos. E, inversamente, o grupo OP (operados e tratados com o
veiculo — H,O:EtOH 95:5 v/v), apresentaram sinais de sepse severa, como reducao
da mobilidade, apatia, conjuntivite, diarréia, piloerecdo e secrecdo nasal. A
mortalidade destes animais correspondeu a 100% nas primeiras 84 horas (3,5 dias)
apos a inducdo da sepse por CLP. Assim, os grupos FO e OP resultaram nas
reacfes esperadas, comprovando que é o procedimento de CLP que causa o

desenvolvimento do quadro de sepse, e, consequente letalidade nos camundongos.

—o— Controle sem sepse:
Falso-Operados (FO)

—e— Controle com sepse:
Operados (OP)

*-- Controle anti-inflamatério (DEX)
-%-- Controle antibiético (CFL)

A FME 10
—v-FME 30
T T —o— FME 70

Taxa de sobrevivéncia
(%)

T
0 24 48 72 96 120 144 16
Tempo (h)

FIGURA 38. EFEITOS DA FME SOBRE A TAXA DE SOBREVIVENCIA DE CAMUNDONGOS EM
SEPSE. (A) Os animais foram randomicamente divididos em sete grupos. Todos 0s grupos, exceto o
grupo Falso-operado, foram submetidos a cirurgia de ligadura e perfuracdo do ceco (CLP) para
inducédo da sepse. O veiculo (agua + etanol 5%), a fracdo nas doses de 10, 30 e 70 mg/kg foram
administrados pela via oral (na dgua de beber) sete dias antes e depois da CLP. Os controles
positivos dexametasona 0,5 mg/kg e os antibiéticos (clindamicina + ceftriaxona 100 mg/kg) foram
administrados pela via subcutidnea uma vez ao dia, durante o mesmo periodo de tratamento dos
demais grupos. (B) Médias da letalidade do experimento representado no gréfico A. A taxa de
sobrevivéncia dos camundongos foi avaliada a cada 12 horas durante os 7 dias (ou 168 horas) apés
a CLP. N=6 a 8; p<0,05 em comparacédo ao grupo veiculo.

Ambos os controles antiinflamatério (dexametasona 0,5 mg/kg) e antibiético
(ceftriaxona + clindamicina, ambos 100 mg/kg) retardaram o inicio da mortalidade
dos animais com sepse e, resultaram na sobrevivéncia de 16,7 e 33,3 %,
respectivamente, ao final do periodo de observacéo.

O tratamento com a FME (Fracdo MeOH:H,O de Pterodon emarginatus) na
dose de 10 mg/kg nédo apresentou efeito significante em relagdo ao grupo controle
OP, exceto nos primeiros 2 dias apos a inducdo da sepse, quando apresentou

menor mortalidade. Ja nas doses de 30 e 70 mg/kg, FME foi eficaz na reducéo da
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mortalidade, apresentando taxas de sobrevivéncia de 16,7% e 50%,
respectivamente, ao final do periodo de observacdo (7° dia ap6s a CLP). Desta
forma, observa-se a relacdo de dose dependéncia da FME em relacdo aos
diferentes tratamentos.

Considerando-se a composi¢do quimica da FME (iem 6.2), sendo o D-pinitol
seu composto majoritério, o resultado positivo desta fracdo na taxa de sobrevivéncia
dos camundongos submetidos a CLP é justificavel, uma vez que 0 mesmo ja possui
atividades biologicas descritas na literatura que podem ser correlacionadas ao
tratamento da sepse.

Em modelos animais experimentais de inflamacao, o D-pinitol demonstrou
ser eficaz contra edema de pata induzido por carragenina (SINGH et al, 2001), e
contra a inflamacéo das vias aéreas induzida por ovalbumina em modelo murino de
asma (LEE et al, 2007). De acordo com Lee et al (2007), o estudo do efeito do D-
pinitol na maturacdo e imunoestimulagdo de células dendriticas, revelou que o
composto prejudica a secrecdo da IL-12 (interleucina pré-inflamatéria) e ndo afeta a
producao de IL-10 (interleucina anti-inflamatdria) durante a maturacédo destas células
induzidas por LPS.

Segundo com Sethi (2008), o D-pinitol € capaz de suprimir a ativacao do
fator de transcricao nuclear fator-kB (NF-«kB). Este fator esta presente no citoplasma
de todas as células e a maioria das substancias cancerigenas, agentes
inflamatorios, e os promotores de tumor, incluindo cigarro, o éster de forbol, acido
ocadaico, e fator de necrose tumoral (TNF), ativam o NF-kB. A inibicdo da ativacéo
deste fator resulta na regulacdo de produtos de genes envolvidos na inflamacéo
(p.ex. cicloxigenase-2, citocinas pré-inflamatérias), portanto explicando a habilidade
do D-pinitol para suprimir as respostas inflamatérias celulares.

Sendo a sepse uma sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SRIS),
envolvendo uma série de reacdes, como a liberacdo de mediadores e ativacdo de
macrofagos e neutréfilos (BENJAMIM, 2001), estas evidéncias de atividades

bioldgicas corroboram com os resultados encontrados neste trabalho.
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7 CONCLUSOES
Apos analise dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

Através da técnica de GC-MS detectou-se a presenca de alguns compostos
ja descritos na literatura para Pterodon emarginatus e Pterodon polygalaeflorus,
como o sesquiterpeno cariofilleno, presente em ambos os extratos brutos, EBE (P.
emarginatus) e EBP (P. polygalaeflorus), e também na FHP (fracdo hexéanica de P.
polygalaeflorus); o sesquiterpeno elemeno detectado na EBE e o diterpeno
geranilgeraniol na FHE.

Além disso, para a fracdo FME (fracdo MeOH/H,O de P. emarginatus)
trimetilisililada foi observado apenas um composto majoritario que, posteriormente,
com o auxilio de fracionamento cromatografico, analises de RMN, ESI-MS e
polarimetria, foi identificado como o D-pinitol (3-O-metil-D-chiro-inositol), derivado do
myo-inositol descrito pela primeira vez para P. emarginatus. Na FME hidrolisada,
reduzida e acetilada foi detectado arabinose, xilose, galactose e glucose, além de
um inositol. Para a FMP foi observado xilose, glucose, sacarose, e um composto que
apresentou o mesmo perfil de fragmentacao do D-pinitol.

Através de analises de ESI-MS, foi possivel a deteccdo de derivados do
vouacapano, também ja descritos na literatura. Para EBE, sugere-se a presenca de
7B-acetoxivouacapano, metil-7f-acetoxi-6a-hidroxivouacapan-17p3-oato e de mais
dois derivados contendo grupos CH3-O- em posicdes nao definidas, ambas
estruturas ndo foram relatadas anteriormente. Em P. polygalaeflorus (EBP), foram
encontrados o 6a, 7B-dihidroxivouacapano, o 6a-acetoxi-7p- hidroxivouacapano e o
6a, 7B-diacetoxivouacapano.

As anélises de RMN *3C das fracbes mais apolares, de ambas as espécies,
amostras FHE, FBE, FHP e FBP revelaram a presenca de diversos deslocamentos
guimicos compativeis com a estrutura basica do vouacapano. Ja os dados de RMN
13C da FME, ndo apresentaram os sinais caracteristicos do vouacapano, e sim
deslocamentos quimicos de uma estrutura ciclica contendo grupos hidroxila,
confirmando a presencga do D-pinitol observado por GC-MS. Sinais de tal estrutura
também foram encontrados para a fracao polar de P. polygalaeflorus (FMP).

Em P. polygalaeflorus, duas estruturas derivadas do vouacapano foram

isoladas por cromatografia em coluna e caracterizadas. Com m/z 351 [M+Li]", foi
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caracterizado o 6a-acetoxivouacapano, e com m/z 409 [M+Li]", o 6a,7B-
diacetoxivouacapano, os quais foram confirmados por anélises de RMN *3C.

Como o D-pinitol é citado na literatura por apresentar atividade
antiinflamatodria, a FME, sua fracdo de origem, foi testada quanto ao seu efeito sobre
0 quadro de sepse induzido por CLP em camundongos, resultando em uma taxa de
sobrevivéncia de 50% na maior concentracéo testada (70 mg/kg), evidenciando uma
potencial aplicacéo para os frutos de P. emarginatus.
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