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RESUMO

A especie Psidium cattleianum Sabine pertencente a familia Myrtaceae, e coletadas
no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PARNA Jurubatiba), é conhecida
popularmente por Aracé e utilizada medicinalmente para tratar doencgas urinarias, diarreia e
hipertensdo. Este trabalho tem como objetivo isolar substancias dos extratos das folhas da
espéecie vegetal Psidium cattleianum com atividade vasodilatadora. O extrato etandlico foi
preparado a partir das folhas por percolacdo e fracionado por extracdo liquido-liquido
obtendo-se assim as fragfes organicas. O extrato etandlico e as fracbes em acetato de etila e
butanol foram avaliados quanto a sua atividade vasodilatadora e apresentaram uma
porcentagem de relaxamento da aorta de ratos de 58,13%, 36,5% e 31,24% respectivamente.
A fracdo bioativa em acetato de etila foi fracionada por cromatografia contracorrente e
cromatografia liquida de alta eficiéncia semi-preparativa, e a fragdo em butanol foi fracionada
por cromatografia em coluna utilizando Sephadex LH-20 e Silica ligada a Cisg, € 0s resultados
para ambas as fracGes foram analisados por CCD e CLAE. Foram obtidas 196 sub-fracdes da
cromatografia contracorrente com a fracdo em acetato de etila e 37 sub-fracbes da
cromatografia em coluna com a fracdo butandlica, que foram reunidas de acordo com o perfil
cromatografico em CCD e CLAE. A sub-fragdo PCBut(A) foi submetida a uma nova
cromatografia em coluna com Silica Cyg para purificacdo, que apds analise cromatografica
gerou 10 sub-fracdes. Foi isolado um flavonoéide na sub-fracdo PCBuUt(A4) com o tempo de
retencdo de 13,8 minutos e bandas de absorcéo no espectro de UV de 256 nm e 356 nm. No
fracionamento da fracdo em acetato de etila por CCC, a sub-fragdo PCACE(4), ap6s analise
por CLAE-DAD, apresentou em seu cromatograma dois flavondides majoritarios nos tempos
entre 12,5 minutos e 13,5 minutos. Esta sub-fracdo foi submetida a purificacdo por CLAE
semi-preparativa isolando os dois flavondides majoritarios. As sub-fracdes que apresentaram
constituintes isolados foram submetidas a analise por RMN *H para determinacao estrutural.
As anélises de RMN 'H mostraram-se inconclusivas para a sub-fragdo PCBut(A4). A sub-
fracdo PCACE(4)-4.1 trata-se de um flavonol esterificado com uma unidade de glicose,
enquanto o acucar do flavonol na sub-fracdo PCACE(4)-3.1, possivelmente € a arabinose.
Apdbs determinacdo estrutural completa, estas substancias isoladas serdo avaliadas quanto a

atividade vasodilatadora.

Palavras-chave: Atividade vasodilatadora, cromatografia contracorrente, isoquercitrina,

Psidium cattleianum Sabine.
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INTRODUCAO

1.1 Biodiversidade

O termo biodiversidade ou diversidade bioldgica refere-se a diversidade de espécies,
tanto animais quanto vegetais, micro-organismos e aos ambientes que lhe déo suporte.
(FRANCO, 2013). E a variedade e variabilidade das espécies vivas, compreendendo a
diversidade entre e dentro de espécies, abrangendo os ecossistemas marinhos e terrestres, e
ainda, a diversidade entre ecossistemas e espécies (WILSON, 1997). O conceito de
biodiversidade entre a comunidade cientifica tornou-se mais recorrente na década de 80, onde
o0s ativistas da época preocupavam-se com a proporcdo dos impactos gerados pelas acbes
humanas sobre a natureza, podendo levar a extin¢cdo de algumas espécies da fauna e flora
(DASMANN, 1968; SOULE; WILCOX, 1980; FRANCO, 2013).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o Brasil
apresenta uma superficie de 8.514.876,6 km?, com extrema diversidade climéatica e geolégica,
incluindo desde regides equatoriais ao norte até regides extratropicais ao sul (IBAMA, 2010;
RODRIGUES,2011). Néo se sabe ao certo o tamanho da biodiversidade Brasileira, contudo,
de acordo com os especialistas, uma significativa parcela da biodiversidade mundial esta
localizada em territorio brasileiro (MITTERMEIER et al., 2005; MEDEIROS, 2006). O
namero total de espécies existentes no pais segundo Lewinsohn & Prado (2005) é estimado
em cerca de dois milhdes, no entanto, essa extraordinaria biodiversidade ainda é pobremente
conhecida e apenas 10% das espécies foram identificadas.

No Brasil, encontram-se sete biomas principais, sendo eles: a Amazbnia, Mata
Atlantica, Pantanal, Cerrado, Caatinga, Campos Sulinos e Costeiros (IBAMA, 2010;
RODRIGUES,2011).
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Figura 1: Principais biomas do Brasil (Dinerstein, 1995; BRANDON, et al., 2005).

A Mata Atlantica é considerada Patrimdnio Nacional pela Constituicdo Federal (art.
225), sendo predominante na regido Sudeste abrangendo os estados de S&o Paulo, Rio de
Janeiro e Espirito Santo. Est4 isolada das Florestas Andinas pelo Chaco e da Floresta
Amazonica pela Caatinga (SILVA, CASTELETI 2005; MOREIRA, D. O.; COUTINHO, B.
R.; MENDES, S.L., 2008). Trata-se de um bioma Brasileiro, que estd entre 0s mais
importantes e ameacgados de extingdo do mundo. Originalmente, a Mata Atlantica ocupava
cerca de 12% do territorio brasileiro, atualmente ocupa 7% da sua cobertura vegetal original,
mas ainda sim apresenta extrema importancia ambiental e social. E considerada um dos
maiores repositérios de biodiversidade do mundo, apresentando em torno de vinte mil
espécies vegetais, sendo oito mil delas endémicas (VARJABEDIAN, 2010).

Para cerca de 70% da populagdo brasileira que vive em seu dominio, ela regula o
fluxo dos mananciais hidricos, assegura a fertilidade do solo, controla o clima e
protege escarpas e encostas das serras, além de preservar um patrimdnio natural e
cultural imenso. Na Mata Atlantica, nascem diversos rios que abastecem as cidades
e metropoles brasileiras (VARJABEDIAN, 2010, p.1).

Devido a sua extensa diversidade e por ser a mais alta prioridade de conservagdo do
pais, é considerada um importante alvo para a conservagdo, manejo e pesquisas cientificas
(MYRES et al. 2000).

A regido costeira do Brasil é uma das mais exploradas do pais, sofrendo um intenso
impacto humano, resultando em um processo crescente de degradacdo. (ROCHA,
BERGALLO, 1997 ;ARAUJO, LACERDA, 1987; ARAUJO, 2000; ROCHA et al., 2005). As
Restingas ou “Planicies costeiras” como também podem ser denominadas, constituem um dos

habitats que compBem a Mata Atlantica. Sdo ecossistemas que apresentam um conjunto de
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dunas e areias costeiras, cobertos de vegetacdo baixa, solo arenoso e as espécies da flora e
fauna que habitam esses ambientes séo dotados de mecanismos para suportarem fatores como
0s extremos de temperatura, solo instavel, a presenca de ventos, escassez de agua, salinidade
entre outros fatores (ANDRADE, 2000; MARTINI et al., 2008).

As areas mais conhecidas da Restinga em termos de fauna e flora estdo concentradas
na regido Sudeste, sendo elas a de Maricd, Jurubatiba, no Rio de Janeiro, e ainda a de Setiba
no Espirito Santo (ROCHA et al., 2005). No Rio de Janeiro as restingas ocupam uma area de
1.200 Km? destacando-se as regides de S3o Jodo da Barra e Macaé, no litoral norte
(ARAUJO & MACIEL 1998; PEREIRA, 2004), onde foi criado em 1998 o Parque Nacional
da Restinga de Jurubatiba, com o objetivo de proteger uma regido que apresenta grande
riqueza de espécies (PEREIRA, 2004).

O conhecimento a respeito da biodiversidade brasileira vem crescendo a passos largos
e dentre as espécies de regides tropicais ja identificadas, apenas cerca de 15% foram
estudadas com relagdo ao seu potencial farmacéutico. (CSEKE et al., 2006; RODRIGUES,
2011). Diante disso, considera-se de extrema importancia o conhecimento a respeito de

plantas para fins medicinais.
1.2 Plantas Medicinais

A utilizacdo de plantas para fins medicinais, tratamento, cura e prevencao de doencas
é de uso milenar, e estas sdo fontes importantissimas de agentes terapéuticos, por isso 0
conhecimento sobre o uso de plantas é de suma importancia no sentido de orientar pesquisas
para busca de novas substancias ativas que dardo origem a novos medicamentos (MOURA,
2010). O conhecimento a respeito das plantas medicinais representa muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de algumas comunidades, e ainda, a utilizacdo destas representa grande
importancia econdmica, uma vez que 0s medicamentos industrializados ndo estdo disponiveis
a uma parcela significativa da populacdo (AGRA et al., 2008; MOURA, 2010).

Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), mesmo com o surgimento de novos
medicamentos sintéticos e com o crescimento da industria farmacéutica, 65 a 80% da
populacdo do mundo utilizam as plantas medicinais para fins terapéuticos, percebendo-se a
importancia e a crescente proporcao do uso das plantas para o tratamento de doencas (ILHA
et al., 2008; MIGUEL, 2004; MOURA, 2010).

O conceito de planta medicinal definido pela OMS seria “todo e qualquer vegetal que

possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou
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que sejam precursores de farmacos semissintéticos”. J& 0 medicamento fitoterapico, de acordo
com a Vigilancia Sanitaria, em sua RDC n° 26 de 13 de maio de 2014, seria (JUNIOR, 2005):

Produto obtido de matéria-prima ativa vegetal, exceto substancias isoladas, com
finalidade profilatica, curativa ou paliativa, incluindo medicamento fitoterapico e
produto tradicional fitoterdpico, podendo ser simples, quando o ativo é proveniente
de uma Unica espécie vegetal medicinal, ou composto, quando o ativo é proveniente
de mais de uma espécie vegetal (ANVISA, 2015)

O avango cientifico abrangendo estudos farmacolégicos e quimicos das plantas
medicinais, visando a obtencdo de novos compostos com propriedades terapéuticas, €
notavelmente crescente nos ultimos anos, com o desenvolvimento de novas técnicas vem se
tornando possivel a elucidacdo de estruturas moleculares complexas de constituintes naturais.
As plantas tém contribuido para a obtencdo de diversos farmacos, que séo utilizados até hoje,

como por exemplo, a morfina, emetina, vincristina, rutina, entre outros (FILHO, 1997).
1.3 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae abrange cerca de 100 géneros e 3500 espécies, encontradas
principalmente em regides tropicais e subtropicais de todo o mundo, apresentando centros de
diversidade na América tropical e na Australia, sendo também encontradas em regifes
temperadas, porém com menor frequéncia (BARROSO, 1984; ARANTES, 2002). De acordo
com Cronquist (1981) esta familia se divide em duas subfamilias, sendo elas a Myrtoideae e
Leptospermoideae (ARAUJO, 2010).

A Myrtoideae abrange cerca de 70 géneros com 2400 espécies ocorrendo
principalmente nas Ameéricas Central e do Sul (BRIGGS & JOHSON, 1979). As espécies de
Myrtaceae estdo localizadas com maior frequéncia nas formacdes vegetacionais do Brasil e
sdo fontes de grande interesse para diversos estudos pelos mais variados interesses. Estas
espécies sao fontes de compostos como 0s sesquiterpenos e monoterpenos que exibem uma
gama de efeitos bioldgicos incluindo antineoplasico, microbicida, antimalarico, antioxidante,
antimicrobiano e antiviral. Algumas de suas espécies sdo produtoras de 6leos essenciais,
como exemplo pode-se citar o género Eucalyptus, o qual sdo descritas atividades anti-
inflamatdria, antifingica e antibacteriana. Algumas plantas do género Myrcia sdo empregadas
como hipoglicemiante, anticancerigena e antidiabética (ARAUJO, 2010; SOUZA et al.,
1998).

A familia Myrtaceae esta representada por arvores ou arbustos, com folhas simples,

geralmente opostas, de coloracdo sempre verde e contendo glandulas produtoras de 6leos
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essenciais. Apresentam atividade anti-inflamatéria relevante, sendo atribuida & presenca de
sesquiterpenos nos Gleos essenciais dessas plantas (MENEZES et al., 1997). Estes, além de
apresentarem aplicacfes na industria farmacéutica, também estéo relacionados ao preparo de
alimentos, cosméticos e perfumes (MALINOWSKI; NAKASHIMA; ALQUINI, 2009).

Entre a grande diversidade de frutiferas nativas, as da familia Myrtaceae estdo em
destaque e ocorrem com ampla variabilidade. Nessa familia esta o género Psidium, ao qual
pertencem o0s aracgazeiros, como sdo popularmente conhecidos e ocorrem com ampla
distribuicdo no territdério brasileiro, assim como em outras partes do mundo (FRANZON et
al., 2009).

1.4 Género Psidium

O género Psidium, em sua distribuicdo nativa, € um género neotropical, encontrado
desde o Sul do México até a capital da Argentina, Buenos Aires, abrangendo ainda o Oeste
das Indias e dois arquipélagos no pacifico (LANDRUM; KAWASAK, 1997; SOARES-
SILVA, PROENCA, 2008). Neste género encontra-se cerca de 100 espécies, e destas, a de
maior importancia é a Psidium guajava. Existem ainda, varias outras espécies de importancia
comercial e farmacoldgica, produtoras de frutos comestiveis e dentre estas destaca-se a
espécie Psidium cattleianum, pelas caracteristicas de seus frutos com sabor exotico e
contendo elevado nivel de vitamina C (RASEIRA, 1960). Das espécies de aragazeiros, as que
promovem maior interesse comercial sdo P. catlleianum sabine e P. guineense (BEZERRA et
al., 2006). No Brasil, as espécies deste género sdo encontradas ao Sul do pais e também nos
estados de S&o Paulo e Minas Gerais, tendo como exemplos a P. grandifolium, P. arboreum
Vell, P. lucidum var, P. cattleianum Sabine, P. guajava, entre outras (PIO CORREA, 1926;
FRANZON et al., 2009).

As plantas exibem varios compostos antioxidantes em sua constitui¢do, sendo que a
quantidade e o perfil desses compostos se diferenciam de acordo com o tipo, variedade e grau
de maturacdo do vegetal, assim como, com as condi¢Bes climéticas e de cultivo. Para a
avaliacdo dessa agdo antioxidante é necessario a extracdo desses compostos, que podem
apresentar polaridades diferentes (SILVA, et al., 2013).

O estudo quimico de plantas medicinais é feito através de diversos métodos de
isolamento, purificacdo e identificacdo das substancias, que sdo dispendiosos e que requerem
bastante tempo, tais como cromatografias em coluna (silica gel, sephadex, entre outros),

cromatografias liquidas e gasosas, ressonancia magnética nuclear (RMN), ultravioleta (UV),
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entre outros (ROBARDS, 2003). No entanto, estas técnicas ndo sdo capazes de realizar a
identificacdo e a concentracgdo da substancia ao mesmo tempo (RODRIGUES, 2011).

A Psidium guajava, conhecida popularmente como goiabeira, ¢ uma planta originaria
da America central e da América do Sul que apresenta cultivo em paises de clima tropical, e é
a espécie de maior importancia da familia Myrtaceae. Na medicina popular seu uso € indicado
para colicas, diarreia, colite, dor de barriga, desinteria e como cicatrizante, sendo o extrato de
suas folhas capaz de apresentar atividades antioxidante, anti-diarréica e antimicrobiana e 0s
extratos de sua fruta apresentam atividade hipoalergénica (VENDRUSCOLO et al., 2005;
TORRES et al., 2005; CAMPOS, 2010). Ainda apresenta atividade antimicotica contra
Aspergillus fumigatus (SATO et al., 2000; PESSINI et al., 2003) e também no tratamento
contra as leveduras Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis. Com relagédo
a composicao quimica de suas folhas, encontram-se taninos (9-10%), 6leo essencial (90,3%),
rico em cariofileno, nerolidiol, B-bisaboleno, aromadendreno, p-selinemo, a-pinemo e 1,8-
cineol; triterpendides e P-sitosterol (ALVES, 2006; ARAUJO et al., 2015). A quercetina
glicosidica é o principal componente do extrato metandlico das folhas e por apresentar
atividade antioxidante vem atraindo a atencdo de pesquisadores para aplicacdo deste produto
na &rea da farmacologia (ESCRIG et al., 2001; IHA et al., 2008).

CANCHS

P. laruotteanum

P. riparium P. riparium P. myrsinites

Figura 2: Espécies de aragas nativos da regido Centro- oeste do Brasil (FRANZON, et al., 2006).
1.5 Espécie Psidium cattleianum Sabine

Psidium cattleianum Sabine é uma planta tropical oriunda da familica Myrtaceae, e
no Brasil é nativa da Costa Atlantica especialmente em florestas densas e restingas, porém

tem a capacidade de se adaptar a uma diversidade de climas e por isso também pode ser
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encontrada em diversos outros paises. No Brasil é conhecida pelo seu nome popular araca-
rosa, araga-vermelho ou araca do campo e seus frutos e folhas apresentam alto potencial para
comercializacdo e importantes atividades bioldgicas (BIEGELMEYER et al., 2011; PATEL,
2012; RIBEIRO et al., 2014).

Na medicina tradicional brasileira é utilizada para tratar diversas doengas como
diarreia, diabetes, carie dentaria, usada como adstringente e como agente hepatoprotetor, além
de apresentar atividade antimicrobiana e em estudos recentes foi verificado também seu
potencial em reduzir a metastase no cancer de pulméao, e esse potencial € devido a presenca de
um composto fenodlico identificado como quercetina-3-glucuronido (MENEZES et al., 2010;
JUNHO et al., 2011; IM et al., 2012; ALVARENGA et al., 2013;). Suas folhas séo utilizadas
como cha, diretamente pela mastigacao, usadas também para uso topico ou como bebida para
alivio de dores como dor de dente, dor de barriga, de garganta e dor abdominal (PETARD,
1986; VENDRUSCOLO et al., 2005; MENTZ, 2006; ALVARENGA et al., 2013).

Assim, P. cattleianum pode ser considerada uma planta de grande interesse tanto na
industria de alimentos quanto na inddstria farmacéutica, com aplicacdo potencial para
alimentos funcionais e fitoterapicos (PATEL, 2012), e essas utilidades sdo devido a presenca
de compostos bioativos como os carotendides e os compostos fendlicos. Estes compostos
presentes nos extratos dessa planta sdo conhecidos por apresentarem capacidade de
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ALMEIDA et al., 2008; CHISTE et
al., 2011; CHISTE et al., 2012), porém essa capacidade varia significativamente de acordo
com o potencial antioxidante, interacdes quimicas entre si e interacbes com componentes
enddgenos (RIBEIRO et al., 2014).

Os compostos fendlicos estdo incluidos entre as diversas classes de substancias
antioxidantes de ocorréncia natural e tém recebido muita atencdo principalmente por inibirem
a peroxidacdo lipidica, estes compostos enquadram-se em Varias categorias, tais como fendis
simples, flavonoides, cumarinas, &cidos fenolicos, taninos, etc. Sua atividade antioxidante esta
relacionada principalmente a sua estrutura quimica e as suas propriedades redutoras, estas
caracteristicas apresentam importante papel na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e
quelando metais de transicdo, atuando na etapa de iniciacdo e propagagdo do processo
oxidativo (SOUZA, et.al, 2007).

De acordo com Medina et al. (2011) a atividade antimicrobiana, antiproliferativa e
antioxidante do extrato aquoso e de acetona de P. cattleianum foram correlacionadas aos altos

niveis de compostos fendlicos presentes nesses extratos.
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Figura 3: Espécie Psidium cattleianum Sabine (westafricanplants.senckenberg).

1.6 Atividade anti-hipertensiva

A hipertensdo é uma doenca que acomete cerca de 970 milhGes de pessoas em todo o
mundo e é uma das principais causas de mortalidade e morbidade. Um individuo é
diagnosticado com hipertensdo quando sua pressdo arterial é consistentemente maior que
140/90 mmHg (FISCHER et al., 2010). E descrita como uma fisiopatologia de origem
multifatorial levando-se em consideracdo os varios mecanismos de controle da pressdo como
mecanismos estruturais, hormonais e neurais (PAGE, 1999; RIBEIRO, 2007).

E uma doenga que afeta homens e mulheres embora seja prevalente em homens e
cerca de 30% da populacdo adulta é afetada, porém um tergo das pessoas que sdo acometidas
ndo sabem que tém a doenca. A pressdo arterial elevada é um dos fatores de risco para o
desenvolvimento do infarto do miocéardio, acidente vascular cerebral, insuficiéncia renal e
ainda pode provocar cegueira e insuficiéncia cardiaca (WHELTON, 1994; AHMAD et al.,
2015).

Os produtos naturais sdo fontes ricas de agentes terapéuticos desde a antiguidade, por
meio de estudos clinicos, quimicos e farmacoldgicos das plantas medicinas foram descobertos
diversos farmacos como por exempro a salicilina (substancia quimica que originou a aspirina)
da Salix Alba, a efedrina da Ephedra sinica, a digitoxina da Digitalis purpurea, entre outros
(MASHOUR et al., 1998; BUTLER, 2004). A reserpina, originaria da espécie Rauwolfia
serpentina, foi um dos primeiros farmacos utilizados para o tratamento da hipertensdo.
(ENGEL, STRAUS, 2002).

Diversos estudos ja realizados tém demonstrado o potencial de substancias isoladas de

plantas no tratamento de doencas cardiovasculares, dentre essas substancias, 0S compostos
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fendlicos como os flavonoides e os taninos exibem atividade vasodilatadora, antioxidante e
moduladoras do metabolismo lipidico (ACHIKE & KWAN, 2003), e estas estdo diretamente
relacionadas a reducdo do risco cardiovascular.

De acordo com a OMS, 80% da populacdo de todo o mundo faz uso das medicinas
tradicionais para suprimento das necessidades de assisténcia médica primaria
(ELISABETSKY, 1987). Por isso, a utilizacdo de plantas medicinais, sem respaldo cientifico
tém atraido o interesse de pesquisadores na validacdo de novos farmacos (MATOS, 1994;
RIBEIRO, 2007).

Diversas plantas medicinais sdo usadas para inimeros fins incluindo para o tratamento
da hipertenséo, dentre essas plantas esta a Psidium guajava, que é uma planta pertencente ao
mesmo género e familia da espécie estudada em questdo (Psidium cattleianum Sabine), e esta
é utilizada na medicina popular da Africa do Sul para tratar uma diversidade de doencas
incluindo a hipertensdo arterial (OJEWOLE, 2005; OH et al., 2005). Em estudos ja
realizados, o extrato aquoso de suas folhas exibiu efeitos cardioprotetores contra lesdo
isquémica e ainda causou hipotensdo através de mecanismos colinérgicos. Portanto, essa
planta pode trazer beneficios na prevencdo de doencas cardiovasculares, uma vez que seu uso
tradicional para a hipertensdo estd bem estabelecido (OJEWOLE, 2005; GUTIERREZ,
MITCHELL, SOLIS, 2008). Sendo assim, o0 presente estudo tem como propdsito o isolamento
de substancias bioativas que apresentem atividade anti-hipertensiva.



29

2 JUSTIFICATIVA

A hipertensdo é uma doenca que acomete milhares de pessoas em todo o mundo e
ainda é um fator de risco para o desenvolvimento de uma série de outras doencas. As plantas
medicinais sdo fontes ricas em diversas substancias e é conhecido o potencial que essas
substancias isoladas apresentam no tratamento de doencas cardiovasculares, como por
exemplo os compostos fendlicos, dentre elas o género Psidium. Diante disso, € importante que
se desenvolva novos medicamentos para o tratamento da hipertensdo gerando um custo menor
a populacdo. O extrato bruto, as fracbes em acetato de etila e butanol foram testadas pelo
Laboratorio Integrado de Pesquisa (LIP) pela Profé. Dr2. Juliana Montani e apresentaram uma
porcentagem de relaxamento da aorta de 58,13%, 36,5% e 31,24% respectivamente. Com
base nessas informagdes torna-se interessante o isolamento de substancias provenientes dos
extratos de Psidium cattleianum Sabine, para desenvolvimento posterior de um novo

medicamento fitoterapico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Isolar substdncias dos extratos bioativos das folhas da espécie vegetal Psidium

cattleianum Sabine com atividade vasodilatadora.
3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Realizar o fracionamento das fracGes bioativas de P.cattleianum por extracdo liquido-
liquido, cromatografia em coluna e cromatografia contracorrente;

3.2.2 Analisar por CLAE-DAD as fracOes e sub-fragdes provenientes da cromatografia em
coluna e CCC;

3.2.3 Identificar as substancias isoladas pela técnica de Ressonancia magnética nuclear.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta da Espécie vegetal

As partes aéreas da espécie vegetal P.cattleianum (Myrtaceae), foram coletadas no
Parque Nacional de Jurubatiba no municipio de Carapebus e Quissama, no litoral nordeste do

Estado do Rio de Janeiro.
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Figura 4: Partes aéreas de Psidium cattleianum (ufrgs.br/fitoecologia/florars)

4.2 Preparacao dos extratos organicos

4.2.1 Percolacéo

O peso das partes aéreas de P. cattleianum sabine coletada foi de 886,91g. O material

vegetal foi pulverizado em moinho de facas e divido em dois percoladores (Figura 5):

(1) Contendo 500 g da espécie;
(2) Contendo 386,91 g da espécie;

O solvente utilizado foi o etanol P.A. (3,0 L), e deu-se inicio ao procedimento. Foram
realizadas quatro percolacfes até que o extrato etandlico obtido adquirisse uma coloracéo
guase que transparente, finalizando o processo. O material obtido foi filtrado para posterior

secagem.
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Figura 5: Percolador.

4.2.2 Evaporacdo do solvente em aparelho de evaporacdo rotatério de

pressao reduzida

Ap0s o término das percolagdes, o extrato foi submetido ao evaporador rotatério de
pressdo reduzida da marca Heidolph, mantendo o banho Maria do aparelho a 45 - 50°C e

pressao a 200 mbar, visando uma remocao rapida do solvente do extrato.
4.3 Fracionamento do extrato etanolico
4.3.1 Extracao liquido-liquido em funil de separacéo

Cerca de 5 g do extrato etandlico seco de P. cattleianum foi dissolvido em 500 mL da
solucdo MeOH/H,0O (9:1, v/v) e a esta solucdo deu-se o nome de fase hidroalcoolica. A
extracao liquido-liquido foi feita com solventes organicos seguindo uma ordem crescente de
polaridade.

Iniciou-se a extragdo com o hexano, em seguida, diclorometano, acetato de etila e
butanol, utilizando 30 mL de cada solvente organico para cada particdo e a mesma fase
aquosa para todas as etapas. Com o término da particdo, adicionou-se aos Erlenmeyers,
contendo as fases organicas dos solventes utilizados, o sulfato de sodio anidro para
eliminacdo da &gua presente nas fracbes. Em seguida filtraram-se todas as fracOes para

retirada do sulfato de sddio anidro adicionado e posterior secagem.
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Figura 6: Extracdo liquido-liquido.

4.4 Perfil cromatogréfico e fracionamento das fracdes organicas
4.4.1 Perfil cromatografico

4.4.1.1 Cromatografia em camada delgada

Para a caracterizacdo qualitativa dos extratos foi utilizada a técnica de CCD, onde em
uma cromatoplaca de silica-gel SilliaPlate da Silicycle de dimensdo 5,0 x 1,5 mm, sobre
suporte de aluminio aplicou-se uma porcao das fragdes AcOEt e BUOH utilizando um capilar
e tendo como sistema de eluente a mistura AcCOEt/AcO/H,0/Ac. Acético glacial/Ac. formico
(5:3:1:0,2:0,2, viviviviv). Em seguida, colocou-se cuidadosamente a placa na cuba, evitando
que o ponto de aplicagdo da amostra mergulhasse no solvente. Quando o solvente atingiu 0,5
cm do topo da placa, esta foi removida e aguardou-se a secagem para realizar a observagéo do
namero de bandas coloridas, bem como a distancia percorrida por cada substancia utilizando

radiacdo UV no comprimento de onda longa (365 nm) apds revelacdo com NP/PEG.

4.4.2 Fracionamento por cromatografia em coluna

4.4.2.1 Sephadex LH-20
Para cromatografia em coluna foi utilizada uma coluna de dimensbes 37 x 2 cm,
utilizando cerca de 30 g de sephadex LH-20 da marca GE Healthcare Life Science como

adsorvente da fase estacionaria e MeOH/H,O como fase movel.
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Cerca de 300 mg da fracdo BuOH da P. cattleianum foram diluidas em 5 mL de
metanol, e posteriormente inserida na coluna para iniciar a cromatografia. A elui¢do iniciou-
se utilizando apenas Metanol (100%), em seguida MeOH:H,O (9:1, v/v) e para finalizar,
usou-se novamente o Metanol (100%) para realizar a lavagem da coluna. As fraces obtidas

foram devidamente secas e pesadas.

W
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Figura 7: Cromatografia em coluna.

4.4.2.2 Cromatografia de fase reversa (Silica ligada a Cyg)

Apo6s o fracionamento da fracdo BuOH em coluna de Sephadex LH-20 e andlise por
CLAE (item 4.4.4.1), foi selecionada a sub-fracdo PCBut(A), pois exibia substancias
parcialmente isoladas, e foi feita uma nova cromatografia em coluna para melhor separacédo
destas.

Para esta cromatografia foi utilizada uma coluna de dimensdes 54 x 1,2 cm a qual foi
empacotada com cerca de 10 g de silica ligada a C1g. (Carbon 17%) da marca Silicycle (fase
estaciondria), com tamanho de particula de 40-63 um e como fase mdvel foi utilizada
H,O/MeOH. Iniciou-se apenas com 50mL de agua pura e em seguida o volume de &gua foi
sendo diminuido e adicionando-se metanol nas seguintes propor¢des: H,O/MeOH (9:1, v/v),
H,O/MeOH (8:2, v/v), H,O/MeOH (7:3, v/v) e assim por diante até o gradiente chegar em
MeOH 100% , finalizando a anélise.

Cerca de 28,6 mg da PCBut(A) foi diluida em 10 mL de metanol e inserida na coluna
cromatografica para iniciar o procedimento. Suas sub-fragdes foram devidamente coletadas,

secas e pesadas, e em seguida analisadas por CLAE (item 4.4.4.1)
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4.4.3 Fracionamento por cromatografia contracorrente

4.4.3.1 Escolha do sistema de solvente

A fracdo AcOEt foi submetida ao fracionamento através da técnica de cromatografia
contracorrente (CCC).

A CCC ¢é uma forma de cromatografia de particdo liquido-liquido sem o uso de
adsorventes e utiliza duas fases liquidas imisciveis, onde uma ¢ a fase estacionaria, retida no
aparelho sem o uso de suportes solidos, e a outra a fase mével, que € passada atraves da fase
estacionéria. O principio da separagdo envolve a particdo de um soluto entre duas fases
liquidas imisciveis (CONWAY, 1990; LEITAO, 2005). Essa técnica é amplamente utilizada
na separacdo de produtos naturais devido a auséncia de suporte sélido, evitando problemas
como a adsorcao irreversivel das amostras e a degradacdo de seus constituintes, assim como
permite a injecdo de uma grande quantidade de amostra sem necessidade de purificacdo
prévia, e utiliza um baixo consumo de solventes (MARSTON et al., 1994; OKA et al., 1998;
LEITE et al., 2005).

A técnica mais utilizada atualmente é a cromatografia contracorrente de alta
velocidade (HSCCC), que é composta por uma bobina de teflon enrolada de forma espiral,
realizando um movimento planetario em torno de um eixo central. A fase estacionéria é
mantida no equipamento através da forca centrifuga e a fase mével pode ser bombeada em
alta velocidade, o que permite um menor tempo de analise (MARSTON et al., 1994; OKA et
al., 1998; LEITE et al., 2005).

A escolha do sistema de solventes adequado ao isolamento de substancias é
fundamental para o sucesso da técnica e separacdo dos constituintes, tem como objetivo
minimizar a diferenca de polaridade entre as fases e aumentar a solubilidade da amostra em
ambas, de maneira proporcional, ou seja, obtendo-se um coeficiente de particdo aproximado
ou igual a um (PLAZA, 2007). Existem diversas maneiras de se realizar essa escolha, sendo
que a utilizada neste trabalho esta ilustrada na Figura 10. Uma das caracteristicas basicas na
escolha é que a amostra seja soltvel no sistema escolhido. Para isso, foram testados diversos
sistemas de solventes em tubos de ensaio e observou-se a diluicdo da amostra e a separagédo
desta entre as fases.

Os sistemas testados foram:
@ Hex/AcOEt/MeOH/H,0 (3:7:3:7, viviviv)
2 Hex/AcOEt/MeOH/H,0O/BUOH (3:7:3:7:0,1, viviviviv)
3 Hex/AcOEt/MeOH/H,0O/BUOH (3:7:3:7:0,2, viviviviv)
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4 Hex/AcOEt/MeOH/H,0/BUOH (3:7:3:7:0,3, vIviIviviv)
(5) Hex/AcOEt/MeOH/H,0 (2:0,05:2:0,1, v/viviv)
(6) Hex/AcOEt/MeOH/EtOH/H,0 (1:4:1:0,4:4, vivivivIv)

Uma pequena quantidade da fracdo em AcOEt (cerca de 1 mg) foi adicionada a cada
tubo de ensaio contendo os sistemas de solventes citados acima, agitados cuidadosamente
com auxilio de um vortex da marca Edutec e observado a separacéo de fases. Em seguida, foi
feita a CCD com as amostras, aplicando-se na parte inferior da cromatoplaca a fase superior e
a fase inferior de cada sistema de solvente. As placas foram inseridas em uma cuba
cromatografica, utilizando como sistema de eluente AcCOEt/AcO/H,0 (2,5:1,5:0,2 v/viv), e foi
dado inicio a analise cromatogréfica, posteriormente foram observadas em camara UV nos
comprimentos de onda de 254 e 365 nm, para observacao da separagdo das substancias.

Este teste de sistema de solventes em tubo de ensaio tem como objetivo escolher o
melhor sistema a ser utilizado na CCC, sendo que este sistema deve apresentar uma separacdo
de fases com volumes proximos, deve diluir totalmente a amostra e apresentar uma separacao
uniforme desta entre ambas as fases para a substancia alvo, ndo deve haver formagdo de

emulsdo. O sistema escolhido, neste caso, foi o numero (6).

¢ ¢
L L
| mg | CCD
R > 1 L
Agitacio
Separacdo das fases | 0 !{-J
FO FA FO FA

Figura 8: Método para escolha do sistema de solvente para CCC (1mg da fracdo AcOEt dissolvida em 5mL da
mistura de solventes. FO= fase organica (fase superior); FA= fase aquosa (fase inferior)).

4.4.3.2 Condicgdes paraa CCC

O equipamento utilizado para a CCC foi o AECS QuickPrep ECP 2000. O sistema
bifasico de solvente utilizado foi Hex/AcOEt/MeOH/EtOH/H,O nas proporgoes
120:480:120:48:480, viviviviv, sendo a fase superior utilizada como fase mével (organica) e a
fase inferior utilizada como fase estacionaria (aquosa). Este sistema foi preparado e deixado

em repouso por 24 h para uma total separagéo e saturacgao das fases.
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A fase estacionaria foi bombeada para a coluna e apds o preenchimento desta, a fase
mével foi bombeada com uma vazdo de 2,0 mL.min™® com o equipamento ligado & uma
rotacdo de 850rpm.

Cerca de 500 mg da fragdo em AcOEt foi dissolvida em 10 mL do sistema de
solvente utilizado. Essa mistura foi filtrada e injetada no loop do aparelho com auxilio de uma
seringa. Foram coletadas fragdes de 4 mL cada (por tubo), sendo 56 tubos com rotacdo ligada,
56 tubos com rotacdo desligada e 84 tubos coletando volume de extrusdo, utilizando duas
vezes a fase movel e uma vez a fase estacionéria, respectivamente. A técnica foi realizada a
uma temperatura de 35°C, volume morto de 28 mL e a lavagem foi feita utilizando
MeOH/H,0.

As fracBes coletadas foram analisadas por CCD e de acordo com o perfil apresentado
por cada uma, realizou-se a juncdo das mesmas. Em seguida, foram transferidas para
pequenos frascos de vidro e devidamente secas e pesadas. As fragdes obtidas desta etapa
foram submetidas & CLAE (item 4.4.4), obtendo-se assim seus respectivos perfis

cromatograficos.

4.4.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

4.4.4.1 CLAE analitica

O equipamento utilizado para realizar as analises cromatograficas dos extratos foi o
Shimadzu equipado com controlador de sistema CBM-20A operado pelo programa LC
Solution Versdo 1.25. Além da controladora, 0 equipamento é composto de sistema
quaternario de bombas LC-20AT, detector de arranjo de fotodiodos (DAD) SPD-M20A,
forno CTO-20A, autoinjetor SIL-20A e desgaseificador DGU-20AS. As anélises foram
realizadas por fase reversa empregando uma coluna Luna 5u C1g (2) 100A, com dimensdes de
250 x 4,6 mm da Phenomenex.

4.4.4.1.1 Preparo da amostra

Cerca de 1 mg das fragdes em AcOEt e BuOH foram diluidas em 1 mL de metanol,
transferidos para um vial para dar inicio a anélise.

Atraves dos valores obtidos na pesagem das fragdes da CC, fizeram-se célculos para
obter um volume respectivo para determinada concentragdo para uso no CLAE, devendo-se

todas as amostras estar a uma concentracdo de 1 mg/1 mL.
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A cada fragédo obtida da CC, foi adicionado 1 mL de metanol, sendo transferido para
um eppendorf apenas o volume determinado pelos célculos, para ajustar a concentracdo. Para
as amostras da fracdo em AcOEt secou-se o solvente contido nos eppendorfs e adicionou-se 1
mL de solucéo de H,O:ACN (0,8:0,2, v/v) em cada. E para as amostras da fracdo em BuOH, o
solvente foi seco e adicionou-se 1 mL de metanol grau HPLC em cada. Estes foram

transferidos para um vial para analise sob CLAE.

4.4.4.1.2 CondigOes para a CLAE

As condigBes utilizadas para andlise das fracbes em ACOEt e BuOH estdo

demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1: Condi¢des cromatogréficas definidas para a analise das fragdes em AcOEt e BUOH, e suas sub-
fracOes.

Parametro Descricéo
Coluna Luna Cig (2) 100A analitica (250 x 4,6 mm)
Fase Movel Agua+TFA (0,05%): Acetonitrila
Temperatura 30°C
Vazdo 1,0 mL/min
Volume de Injecéo 20pL
Press&o 87 Kgf/cm?
Deteccao UV em 225 nm e 340 nm

As condi¢cbes cromatograficas para analise da fragdo em BuOH foram as mesmas
descritas anteriormente, exceto pela fase mével utilizada, que foi H,O+TFA (0,05%):MeOH.

As condigdes do gradiente de eluicdo para cada amostra sdo mostradas nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2: Gradiente de elui¢do para analise da fragdo em AcOEt e suas sub-fragdes.
Tempo (min) Concentracao de

Acetonitrila (%0)

0 15
12 32
13 32
15 35
20 100
23 100
24 15
30 15

Tabela 3: Gradiente de eluicdo para analise da fracdo em BUOH e suas sub-fracdes.

Tempo (min) Concentracéo de
Metanol (%)
0 30
10 60
15 80
20 100
25 30
30 30

4.4.4.2 CLAE semi-preparativa

Realizou-se o fracionamento de uma amostra proveniente da fracdo em AcOEt obtida
pela técnica de CCC. A fracdo foi diluida em 1 mL de MeOH grau HPLC, transferida para um

vial e inserida no aparelho para realizacdo da andlise.

4.4.4.2.1 CondigOes para a CLAE

As condicGes utilizadas para o fracionamento estdo representadas na Tabela 4. Foram

realizadas 15 analises de 30 minutos cada.
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Tabela 4: CondigBes cromatogréaficas definidas para o isolamento de substancias por CLAE semi-preparativa.

Parametro Descrigdo
Coluna Luna C1g Semi-preparativa (250 x 10 mm)
Fase Mdvel Agua+TFA (0,05%):Acetonitrila
Temperatura 30°C
Vazéo 4 mL/min
Volume de Injecéo 100 pL
Pressdo 126 Kgf/cm?
Deteccao UV em 225nm e 340nm

As amostras obtidas desta etapa foram congeladas, liofilizadas e pesadas obtendo-se
suas respectivas massas. Apos isso, estas foram diluidas em 1 mL de metanol e analisadas
através de CLAE-DAD seguindo as condi¢des demonstradas na Tabela 1, com o objetivo de

realizar o perfil cromatografico das substancias isoladas.

4.5 Atividade vasodilatadora

O ensaio para atividade vasodilatadora foi realizado no Laboratério Integrado de
Pesquisa (LIP), pela Proft. Dra. Juliana Montani. Registro de tensdo isométrica da aorta:
Ratos Winstar machos (200-250 g) foram sacrificados por deslocamento cervical sob
anestesia geral, para que a porc¢do toracica da artéria aorta fosse dissecada e limpa através da
retirada do tecido conjuntivo externo, sendo dividida em cilindros de aproximadamente 3 mm
de comprimento. Os anéis de aorta foram posicionados em hastes experimentais em cubas
verticais preenchidas com solucdo Krebs- Henseilet continuamente oxigenada com mistura
carbogénica (95% O,/ 5% COy), a 37 °C. Uma das extremidades do tecido foi conectada a um
transdutor de tensdo isométrica (MLT0201; ADIntruments) e os sinais gerados foram
digitalizados (Power Lab 4/30; ADInstruments) e armazenados em computador para posterior
andlise atraves do programa LabChart Pro (ADInstruments) (Raimunto et. al., 2006).
Protocolos Experimentais:

Efeito vasodilatador dos extratos brutos, fracGes e substancias isoladas: Apds o
periodo de equilibrio da preparacgéo, a contratura do musculo liso vascular foi induzida com

10 uM de fenilefrina ou 40 mM de KCI e foram adicionadas concentragdes crescentes das
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amostras a serem testadas. Foram utilizados anéis de aorta com e sem endotélio com o
objetivo de verificar a importancia do endotélio vascular para o efeito vasodilatador. Os
experimentos foram realizados de acordo com o protocolo Macaé 01 de 14 de Marco de 2012
(RAIMUNDO et al., 2008).

4.6 Ressonancia magnética nuclear

Todas as fracdes que exibiram substancias isoladas via analise por CLAE-DAD foram
submetidas 8 RMN *H com o objetivo de realizar a elucidacio desses compostos.

Os experimentos de RMN de *H foram realizados em espectrometros Varian 400 e
500 MHz do Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais (IPPN/UFRJ). Tetrametilsilano
(TMS) foi utilizado como referéncia interna. As substancias foram dissolvidas em 0,6 mL de
cloroférmio, benzeno e/ou metanol deuterados para as andlises. Os deslocamentos quimicos
foram medidos em partes por milhdo (ppm) da frequéncia aplicada e as constantes de

acoplamento (J) medidas em Hertz (Hz).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencéo e rendimento dos extratos organicos

O material vegetal (886,91 g) extraido por percolagdo, ap6s secagem (item 4.2.2),
gerou 450,30 g de extrato etanolico, apresentando um rendimento de 50,77%.

A extracdo liquido-liquido segue uma ordem crescente de polaridade a fim de extrair
inicialmente as substancias ativas menos polares e em seguida, as mais polares.

Foram feitas trés particdes com o hexano, duas com diclorometano, nove com acetato
de etila e cinco com butanol. As fragdes, incluindo o extrato aquoso, foram devidamente secas
(item 4.2.2) e a fase aquosa foi submetida a liofilizag&o.

A massa, obtida apds secagem, e o rendimento das fracdes, estdo representados na
Tabela 5, onde se verifica que os extratos que apresentaram maior rendimento foram os

extratos butanol e acetato de etila, respectivamente.

Tabela 5: Rendimento das frages organicas obtidas da extragdo liquido-liquido.

Fracdes Massa (mg) Rendimento (%)
Hexano 169,7 3,4
Diclorometano 1,9 0,04
Acetato de Etila 843,3 17,0
Butanol 1620,6 32,4
Aquosa 1842,3 36,0

5.2 Avaliacdo da atividade vasodilatadora dos extratos

O extrato bruto, na concentracdo de 10 pg/mL, e as fragdes AcOEt e BuOH, na
concentracdo de 30 pg/mL, foram testadas pelo Laboratério Integrado de Pesquisa (LIP) pela
Profé. Dr2 Juliana Montani e apresentaram uma porcentagem de relaxamento da aorta de
58,13%; 36,5% e 31,24% respectivamente.

Sugere-se que essa atividade hipotensora € proveniente da presenca de flavonoides
como a quercetina, miricetina, luteolina e Canferol existentes nos extratos das folhas de P.
cattleianum, visto que, em estudos ja realizados foi verificado a abundancia desses compostos
nas espécies de Psidium (ARIMA e DANO, 2002; VARGAS, et al. 2006; FERREIRA, 2009).
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Em vista disso, torna-se importante o isolamento dessas substancias que apresentam atividade

vasodilatadora.

5.3 Perfil cromatografico e fracionamento da fracédo acetato de etila
5.3.1 Perfil cromatografico

5.3.1.1 Cromatografia em camada delgada

A CCD é um tipo de cromatografia que consiste na separacdo dos componentes de
uma mistura através da migracdo diferencial destes sobre uma camada delgada de adsorvente
retido sobre uma superficie plana. E uma técnica simples e econdmica, além de pratica e de
rapida realizacéo.

O sistema de eluente utilizado, AcOEt/AcO/H,0/Ac. Acético glacial/Ac. férmico
(5:3:1:0,2:0,2, v/vlv), é um sistema polar, e de acordo com o perfil cromatografico
apresentado, pode-se dizer que a fracdo AcOEt é constituida por substancias de média e alta
polaridade, que possivelmente tratam-se de substancias glicosiladas.

Na caracterizacdo qualitativa da fracdo, observou-se a possivel presenca de
flavonoides, caracterizado pela cor fluorescente amarelada/alaranjada (Figura 9) ap0és
revelacdo com NP/PEG. O revelador NP por ser muito sensivel e especifico foi escolhido para
a observacéo de substancias fendlicas, uma vez que ele reage com essas substancias formando
complexos fluorescentes. Enquanto que o PEG foi utilizado como intensificador de
fluorescéncia. Apds revelacdo quimica, a coloracdo laranja-amarelado indica a presenca de
flavondis como a quercetina, miricetina e seus glicosideos. A coloracdo laranja indica a
presenca da flavona luteolina e seus glicosideos; a coloracdo amarela-esverdeada para 0s
flavonois canferol, isoramnetina e seus glicosideos e flavonas como a apigenina e seus
glicosideos. E a coloracdo azul indica a presenca de acidos fenélicos (WAGNER, BLADT,
1996; CORREA et.al, 2016).
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Figura 9: Perfil cromatografico do extrato AcOEt por CCD, sob observacdo em camara de UV em 365 nm ap6s
revelacdo com NP/PEG.

5.3.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O perfil cromatografico da fracdo AcOEt, obtido por CLAE (item 4.4.4.1), apresenta
seis picos majoritarios, sendo eles os picos 8, 9, 10, 11, 12 e 13, apresentando tempos de
retencdo entre 12,71 e 15,59 minutos e purezas de pico de 0,83; 0,92; 0,95; 0,94; 0,95 e 0,96
respectivamente. Através de uma analise feita por UV, foram constatados dois méaximos de
absorcdo em cada substancia: 8 (255 e 255 nm), 9 (263 e 365 nm), 10 (255 e 354 nm), 11
(256 e 354 nm), 12 (264 e 351 nm) e 13 (268 e 346 nm) (Figura 10). A julgar pelos tempos de
retencdo e pelas duas bandas de absor¢do méaxima, os espectros de UV identificam estruturas
com dois cromoforos aromaticos conjugados, que sdo caracteristicos de flavonoides ja que,
pela literatura, estes apresentam duas bandas de absorcéo definidas no espectro de UV, sendo
a banda I entre 300 e 400 nm, representando a absorcdo do anel B, e a banda Il, entre 240 e
285 nm, correspondente a absorcdo do anel A (Figura 10) (MARKHAM, 1982; YAO et al.,
2004; VILA, 2006).

Os flavonoides sdo substancias aromaticas, derivados das flavonas, e apresentam uma
diversidade de formas estruturais, porém, em seu ndcleo basico, todas as formas exibem 15
atomos de carbono em uma configuracdo Cg-C3.Cs, OU Seja, sdo dois anéis aromaticos ligados
por trés carbonos que podem ou ndo formar um outro anel, ligado a inUmeros substituintes
(Figura 11). Na biossintese de flavonoides podem ocorrer diversas modificagfes como adigéo
ou reducdo, hidroxilacdo, dimerizacdo produzindo bisflavonoides, metilacdo dos grupos
hidroxila ou do ndcleo dos flavondides, glicosilagdo dos grupos hidroxila (produzindo O-
glicosideos) ou do nucleo (produzindo C-glicosideos) (HARBORNE, 1994; YAO et al., 2004;
VILA, 2006).
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Figura 10: Cromatograma representativo do extrato ACOEt de P. cattleianum e espectros de UV dos picos
majoritarios do extrato. (A= pico 9; B= pico 10; C= pico 11; D= pico 13).
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Figura 11: Estrutura quimica geral de um flavonoide e seu espectro de UV.

5.3.2 Isolamento de constituintes fendlicos da fracdo acetato de etila

5.3.2.1 Fracionamento por cromatografia contracorrente

Os compostos fendlicos originam-se do metabolismo secundario das plantas derivados
de aminoéacidos como fenilalanina e tirosina. Existe uma ampla variedade de compostos

fenolicos que incluem, por exemplo, os fenois simples, ligninas, derivados do acido benzdico,
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flavonoides, entre outros (VILA, 2006). Os flavonoides, por sua vez, sdo substancias
abundantes em espécies do género Psidium, e em estudos j& realizados com a espécie P.
guajava,conhecida popularmente como goiabeira, verificou-se o isolamento de flavonoides do
seu extrato etanolico como a quercetina (1) e quercetina-3-arabinosideo (2), e outros como 0s
flavonoides glicosilados Quercetina-3-glicopiranosideo (3) e avicularina (4). Das suas fragdes
AcOEt e BUOH ja foram isolados o Canferol (5), miricetina (6), hiperina (7), e apigenina (8).
Muitos desses flavonoides ja foram estudados com relagdo a sua atividade bioldgica e
apresentaram atividades antimicrobiana, hipoglicemiante, hipotensora, entre outras. (WANG
etal., 2010; ARIMA, DANNO, 2014)

(1) () 3)

@) (5) ©)

(7) (8)
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A cromatografia contracorrente é uma técnica eficiente, rapida e econémica, muito
utilizada para separacdo de componentes de origem vegetal, particularmente 0til para
substancias polares e labeis. Em vista disso, esta foi a técnica escolhida para o isolamento de
substancias da  fracio AcCOEt. O sistema  escolhido foi a  mistura
Hex/AcOEt/MeOH/EtOH/H,O (1:4:1:0,4:4, vivIviviv), pois distribuiu as substancias
presentes na fragdo de maneira proporcional em ambas as fases.

O processo resultou na obtencdo de 196 sub-fracdes (item 4.4.3). As 50 primeiras sub-
fragdes foram reunidas e secas, porém ndo evidenciaram nenhuma substancia na cromatoplaca
sob observagdo no UV e ndo mostraram material quantificAvel. As sub-fragdes restantes
foram analisadas por CCD (item 4.4.1.1) e reunidas obtendo-se um total de 35 sub-fragoes,
que foram submetidas a analise por CLAE-DAD (item 4.4.4.1), onde foi possivel a
observacdo dos perfis cromatograficos e feita uma nova juncdo das sub-fracdes que

mostraram-se semelhantes, gerando um total de 19 sub-frac6es (Tabela 6).

Tabela 6: Reunido das sub-fragdes obtidas do fracionamento da fracdo AcOEt por CCC e analisadas por CLAE-
DAD.

Fracgdo Juncao Massa(mg) Fracdo Juncéo Massa(mg)
PCACE(1) 51-60 98,7 PCACE(11) 91-100 38,1
PCACE(2) 61-67 126,0 PCACE(12) 101-104 1,2
PCACE(3) 68-69 7,2 PCACE(13) 105-108 1,5
PCACE(4) 70-73 95,9 PCACE(14) 109-124 334
PCACE(5) 74 4,3 PCACE(15) 125-144 4,4
PCACE(6) 75-76 41,4 PCACE(16) 145-156 18,8
PCACE(7) 77-84 10,7 PCACE(17) 157-168 1,3
PCACE(8) 85-88 24,6 PCACE(18) 169-176 35,3
PCACE(9) 89 18,2 PCACE(19) 177-196 25,9

A sub-fracdo selecionada para dar continuidade ao estudo foi a PCACE(4), pois em seu
perfil cromatogréfico foi verificado a concentragdo de dois flavonoides majoritarios nos
tempos de retencdo entre 12 e 14 minutos, com purezas de pico de 0,99 e 0,75 e com
percentuais de area de 26,51% e 32,61% respectivamente, nos comprimentos de onda de 225.
Através de uma analise por UV constatou-se que as substancias exibiram duas bandas de
absorcdo em 255 nm e 354 nm (Figura 12), podendo ser um flavonol com o grupo 3-hidroxil

substituido (metilado ou glicosilado), ja que estes apresentam a banda | de absor¢éo na regido
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entre 328-357 nm (ASSIMOS, 2014). Devido a presenca dessas duas substancias majoritarias,
a sub-fracdo foi submetida a analise por CLAE semi-preparativa (item 4.4.4.2), visando o
isolamento das mesmas. Foram obtidas 9 sub-fracdes, que foram liofilizadas e pesadas
(Tabela 7), onde 3 delas demonstraram ser substancias isoladas.

O perfil cromatogréfico da sub-fragdo PCACE(4)-2 mostrou o isolamento de uma
substancia majoritaria com tempo de retencdo de 12,2 minutos, pureza de pico de 1 e
percentual de area de 3,32%.A analise feita por UV apresentou um espectro com dois
maximos de absorcdo em 263 nm e 355 nm (Figura 13). O cromatograma representativo da
sub-fracdo PCACE(4)-3.1 (Figura 14) mostrou o isolamento de uma substancia com tempo de
retencdo de 13,1 minutos, pureza de pico de 1 e percentual de area de 1,03%. Seu espectro de
UV exibiu dois maximos de absorcdo, em 255 nm e 355 nm. Com isso, pode-se dizer que
houve o isolamento do primeiro flavonoide majoritario (pico 7) presente na sub-fracdo
PCACE(4) (Figura 12). Para a sub-fragdo PCACE(4)-4.1 foi verificado a presenca de uma
substancia majoritaria isolada, com tempo de retencdo de 13,3 minutos, pureza de pico de
0,99 e percentual de area de 1,47%. O espectro de UV exibiu duas bandas méaximas de
absorcdo, uma em 255 nm e outra em 354 nm (Figura 15). Diante disso, pode-se dizer que
houve o isolamento do outro flavonoide majoritério presente na sub-fragdo PCACE(4) (Figura
12). Todos os espectros de UV obtidos sdo caracteristicos de flavonois, podendo ser
glicosilados ou ndo. Aqueles que ndo apresentam um aguUcar ligado ao seu grupo 3-Hidroxil
costumam revelar a banda | de absor¢do em torno de 352-385nm, e os flavonois glicosilados
apresentando a banda | em 328-357 nm (MABRY et al., 1970; ASSIMOS, 2014).
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Figura 12: Perfil cromatografico e espectro de UV da sub-fracdo PCACE(4) nos comprimentos de onda de 225
nm e 340 nm (A= pico 7; B= pico 8)

Tabela 7: Grupos obtidos a partir do fracionamento de PCACE(4) por CLAE semi-preparativa.

Fracdo Massa (mg)
PCACE(4)-1 1,0
PCACE(4)-2 0,9
PCACE(4)-3.1 5,2
PCACE(4)-3.2 1,7
PCACE(4)-3.3 0,5

PCACE(4)-1 0,8
PCACE(4)-4.1 0,6
PCACE(4)-4.2 2,7

PCACE(4)-4.3 05
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Perfil cromatogréfico e espectro de UV da sub-fracdo PCACE(4)-2 nos comprimentos de onda de 225

nm e 340 nm.
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Perfil cromatogréfico e espectro de UV da sub-fragdo PCACE(4)-3.1 nos comprimentos de onda de
225 nm e 340 nm (A= pico majoritario; B=pico minoritario).
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Figura 15: Perfil cromatografico e espectro de UV da sub-fragdo PCACE(4)-4.1 nos comprimentos de onda de

225 nm e 340 nm respectivamente.
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5.4 Perfil cromatografico e fracionamento da fracdo butandlica
5.4.1 Perfil cromatografico

5.4.1.1 Cromatografia em camada delgada

Para a CCD com a fragdo BuOH (item 4.4.1.1) foi utilizado como eluente a mistura
ACOEt/AcO/H,0/ Ac. Acético glacial/Ac. formico (5:3:1:1:0,2:0,2, V/V/VIVIV), e assim como
na fracdo AcOEt, as substancias presentes na fracdo BuOH sdo de média e alta polaridade,
podendo ser possivelmente flavonoides, devido a sua coloracdo fluorescente amarela/laranja
apos revelacdo com NP/PEG e observacao em camara de UV no comprimento de onda de 365

nm. (Figura 16).

Figura 16: Perfil cromatografico do extrato BUuOH por CCD, sob observagdo em camara de UV 365nm, ap0s
revelacdo com NP/PEG.

5.4.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O perfil cromatogréfico da fracdo BuOH, obtido por CLAE (item 4.4.4.1), apresenta
trés picos majoritarios, com tempo de retencdo entre 13 e 15,5 minutos e purezas de picos de
0,92; 0,86 e 0,82 respectivamente. Através de uma analise feita por UV, foram constatados
dois maximos de absor¢do em cada substéncia: 6 (320 nm e 355 nm), 8 e 9 (242 nm e 366
nm). Através disso sugere-se a presenca de possiveis flavonoides ja que, pela literatura, estes
apresentam duas bandas de absorcao caracteristicas no espectro de UV, sendo a banda 1 entre
300 e 400nm e a banda 2 entre 240 e 285nm (Figura 17) (ASSIMOS, 2014).
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Figura 17: Cromatograma representativo da fragdo BuOH de P. cattleianum em 365nm. Espectros de UV dos
picos majoritarios do extrato.(A= pico 6; B=pico 8; C=pico 9).

5.4.2 Isolamento de constituintes fenolicos do extrato butandlico

5.4.2.1 Fracionamento por cromatografia em coluna

A partir do fracionamento da fragdo BuOH (300mg) por coluna de Sephadex LH-20

(item 4.4.2.1), obteve-se 37 fragOes que foram secas, pesadas e analisadas por CCD (item

4.4.1.1). Essa cromatografia utilizando como fase estacionaria o Sephadex LH-20, é uma

cromatografia de exclusdo molecular, onde as substancias sao separadas pelo seu tamanho e

por isso, esta técnica foi escolhida para realizar uma separagdo inicial das substancias

presentes nas fragdes organicas. Os compostos maiores que ndo penetram nos poros da fase

estacionaria sdo excluidos, e eluem primeiro junto a fase movel, enquanto que aqueles de

menor tamanho penetram na coluna e eluem bem depois (COLLINS, 2011).

As sub-fragdes que mostraram perfis cromatograficos semelhantes foram reunidas,

renomeadas e pesadas novamente, gerando um total de 10 fracdes (Tabela 8).
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Tabela 8: Reunido das sub-fragdes obtidas do fracionamento da fracdo BUuOH por CC e analisadas por
CCD.

Fracgdo Juncao Massa (mg) Eluente (%0)
PCBut(A) 1-2 28,6 MeOH (100%)
PCBut(B) 3 4,7 MeOH (100%)
PCBut(C) 4-5 6,4 MeOH (100%)
PCBut(D) 6 1,1 MeOH (100%)
PCBut(E) 7-8 40,8 MeOH (100%)
PCBut(F) 9-10 18,1 MeOH (100%)
PCBut(G) 11-12 6,0 MeOH (100%)
PCBut(H) 13-23 98,5 MeOH/H,0 (9:1)
PCBut(l) 24-28 86,3 MeOH/H20 (9:1)
PCBut(J) 29-30 9,5 MeOH/H20 (9:1)

A sub-fragdo PCBut(A) foi escolhida para dar continuidade as andlises pois, foi
observado com a CCD, que se tratava de substancias parcialmente misturadas. Sendo assim,
esta foi submetida a um novo fracionamento por cromatografia em coluna de Silica ligada a
Cis (item 4.4.2.2) visando o isolamento dessas substancias. Essa cromatografia se da por
afinidade e se baseia na polaridade dos compostos que se pretende isolar, na polaridade da
fase estacionaria e da fase movel e da interacdo entre eles. Se a substdncia tem maior
afinidade pela fase movel, ela migrard mais rapido na coluna, e o contrario acontece para
aquelas gue apresentam maior afinidade pela fase estacionaria (COLLINS, 2011).

Foram coletadas 10 sub-fragdes (Tabela 9), que foram secas, pesadas e analisadas por
CLAE-DAD (item 4.4.4.1). O perfil cromatogréafico da sub-fracdo PCBut(A4) mostrou-se
significativo com o isolamento de uma substancia apresentando tempo de retencdo de 13,7
minutos, com percentual de area de 94,4% e pureza total do pico igual a 1. Através da analise
por UV pode-se perceber dois méximos de absorcdo, sendo um em 256 nm e o outro em 356
nm, o que possivelmente indica a presenca de um flavonol oxigenado no anel A, visto que
apresentam a banda Il de absor¢do mais pronunciada que a banda | (Figura 18). Através da
posicdo da banda I, que nos flavondis aparece em 352-385nm, € possivel obter a informagéo
sobre o tipo de flavonoide e também sobre o grau de oxidagdo da molécula (MABRY et al.,
1970; ASSIMOS, 2014).
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As fragdes AcOEt e BUOH e suas respectivas sub-frages foram analisadas por CLAE-
DAD porque é a técnica analitica mais usada para separacdo de compostos em uma mistura,
devido a alta seletividade, eficiéncia e sensibilidade do método, gerando resultados com alta
resolucdo e em curto periodo de tempo, além da sua ampla aplicabilidade a substancias de
grande interesse para a industria farmacéutica e para muitos ramos da ciéncia (SKOOG et al.,
2002). A cromatografia foi do tipo fase reversa pois foi verificado através de CCD (Figuras 9
e 16) que ambas as fragdes apresentam substancias altamente polares (flavonoides), e nesse
tipo de cromatografia utiliza-se uma fase estacionaria apolar (Silica ligada a C;g) e uma fase
movel polar, onde os compostos polares eluem primeiro e em seguida os apolares (SILVA,
2012).

Tabela 9: Fracionamento obtido por CC da sub-fragdo PCBut(A).

Fracgdo Peso (mgQ) Eluente (%0)
PCBut(Al) 2,7 H,O/MeOH (9:1)
PCBUt(A2) 19 H20/MeOH (9:1)
PCBUt(A3) 1,2 H20/MeOH (8:2)
PCBut(A4) 1,6 H20/MeOH (8:2)
PCBUut(A5) 2,3 H20/MeOH (8:2)
PCBut(A6) 2,9 H20/MeOH (7:3)
PCBUt(A7) 5,2 H20/MeOH (7:3)
PCBuUt(A8) 15 H20/MeOH (6:4)
PCBut(A9) 1,7 MeOH (100%)
PCBut(A10) 7,6 MeOH (100%)
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Figura 18: Perfil cromatografico e espectro de UV da sub-fragdo PCBut(A4) de P. cattleianum em 340 nm.
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5.5. Caracterizagdo das substancias isoladas

As sub-fracdes PCACE(4)-2, PCACE(4)-3.1, PCACcE(4)-4.1, PCACE(4)-4.2 e
PCBut(A4) foram analisadas através de RMN 'H (item 4.6) com o intuito de realizar a
identificacdo quimica estrutural do flavonodide isolado. Destas, apenas as sub-fracdes
PCACE(4)-4.1 (Figura 15) e PCACE(4)-3.1 (Figura 14) puderam ser caracterizadas através dos
dados espectrais de RMN medidos em metanol-D4.

A anélise realizada por RMN 'H (400 MHz, CD;OD) da sub-fracio PCACE(4)-4.1
(Figuras 19, 20 e 21) exibiu deslocamentos quimicos (6) (em ppm), multiplicidade de sinais e
acoplamento escalares (J) compativeis com a aglicona da quercetina: 7,68 (d, J = 2,2 Hz, 1H),
7,57 (dd, J = 8,3, 2,2 Hz, 2H), 6,86 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 6,24 (sl, 2H), 6,09 (sl, 1H). O préton
anomérico com descolamento quimico de 5,12 ppm e acoplamento escalar de 7,8 Hz
condizentes com o H1”’ da glicose 5,23 ppm (d, J=7,8 Hz), e os demais dados obtidos podem
ser vistos na Tabela 10. Com base nos dados adquiridos pela literatura e comparando-os com
0s experimentais (Tabela 10), a substancia presente na fracdo foi identificada como sendo o
flavonol glicolisado Quercetina-3-O-B-D-glicopiranosideo (Isoquercitrina) (Figura 22)
(KAZUMA et al., 2000). Enquanto que a analise feita da fracdo PCACE(4)-3.1 (Figuras 23, 24
e 25) mostrou deslocamentos quimicos, multiplicidades e acoplamentos escalares também
semelhantes ao da aglicona da quercetina, no entanto, com relagdo ao agucar, alguns dados
mostraram-se divergentes como por exemplo, o préton anomérico com deslocamento quimico
de 5,08 ppm e acoplamento escalar de 7,7 Hz e o H1*’ da arabinose (5,15 ppm (d, J=7,0 Hz),
e os demais valores podem ser visualizados na Tabela 11. Comparando-se os dados obtidos
com os dados da literatura (Tabela 11), sugere-se que a substancia presente nessa fracao seja
possivelmente a Quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (Guaijaverina) (Figura 26), porém
ainda serdo realizados experimentos para que essa informacdo seja confirmada (ARIMA,
DANNO, 2002; OLSZEWSKA, WOLBIS, 2002; PRABU et al., 2006).
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Tabela 10: Dados espectroscopicos de RMN *H obtidos da literatura e experimentais da Quercetina-3-O-p-D-
glicopiranosideo (lsoquercitrina).

_ o Literatura Experimentais
Hidrogénio (MeOD) (MeOD)
o (ppm), m, J(Hz) o (ppm), m, J(Hz)

Aglicona

H-6 6,20 (d; 2,2) 6,09 (sl)

H-8 6,39 (d; 2,2) 6,24 (sl)

H-2’ 7,70 (d; 2,2) 7,68 (d; 2,2)

H-3

H-5 6,86 (d; 8,3) 6,86 (d; 8,3)

H-6 7,58 (dd; 2,2; 8,3) 7,57 (dd; 2,2; 8,3)
3-Glicosil

H1” 5,23 (d; 7,8) 5,12 (d; 7,8)

H2” 3,47 (dd; 7,7; 9,0) 3,48 (sl)

H3” 3,42 (t; 9,0) 3,42 (t; 8,8)

H4> 3,34 (t; 9,0 3,34 (dd; 8,8; 2,3)

H5” 3,21 (ddd; 2,4; 5,4, 9,0) 3,25 (m)

H6a”’ 3,70 (dd; 2,2; 12,0) 3,70 (dd; 2,2; 12,0)

H6"’b 3,56 (dd; 5,4; 11,8) 3.58 (dd; 5,0; 11,8)
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Figura 19: Espectro de RMN 'H da fracio PCACE(4)-4.1em MeOD.
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Figura 21: Expansdo do espectro de RMN H, enfatizando a regido de 3 a 4ppm.
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OH (0]

Figura 22: Flavonol glicosilado isolado da espécie P. cattleianum sabine (Isoquercitrina)

Tabela 11: Dados espectroscopicos de RMN *H obtidos da literatura e experimentais da Quercetina-3-O-a-L-
arabinopiranosideo (Guaijaverina).

_ o Literatura Experimentais
Hidrogénio (MeOD) (MeOD)
o (ppm), m, J(Hz) o (ppm), m, J(Hz)
Aglicona
H-2 7,49 (d; 2,3) 7,85 (d; 2,3)
H-6 7,5 (dd; 2,2; 8,5) 7,59 (dd; 2,2; 8,5)
H-5 6,83 (d; 8,5) 6,86 (d; 8,5)
H-6 6,19 (d; 1,6) 6,29 (d; 1,6)
H-8 6,39 (d; 1,9) 6,12 (d; 1,9)
L- arabinose
H-1> 5,15 (d; 7,0) 5,08 (d; 7,7)
H-2” 3,74 (t; 6,0) 3,84 (dd; 1,9; 9,8)
H-3"’ 3,64 (s) 3,81 (s)
H-4> 3,50 (dd; 3,0; 6,8) 3,59-3,53 (m)
H-5a”’ 3,59 (dd; 5,4; 11,4) 3,65 (dd; 6,2; 11,1)
H-5p> 3,20 (dd; 2,1; 11,4) 3,47 (s)
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Figura 23: Espectro de RMN H da fracio PCACE(4)-3.1em MeOD.

%
|
&
X
5
o
. A s I
Hidrogénio
~ Hidrogénios Aromaticos \ Anomérico
) ) H1”
H2" He H5’ H6 H8
A [d) B (dd C[d] D idy|f E (d} F id}
< 7.B5 7.59 .86 6.29 [§ 6.12 > 5.08
o M‘J
8.1 o] i 45 i3 | (] [ L] Bl 54 37 5.5 5.3 5.1 a5

B.5
Iz (povsin}

Figura 24: Expansdo do espectro de RMN H, enfatizando a regido de 5 a 8 ppm.
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Figura 25: Expansdo do espectro de RMN H, enfatizando a regido de 3 a 4 ppm.
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Figura 26: Flavonol glicosilado isolado da espécie P. cattleianum sabine (Guaijaverina)

Os flavonoides estdo distribuidos em uma diversidade de plantas e apresentam uso
frequente na medicina popular de muitos paises. S8o conhecidos pelos seus indmeros
beneficios incluindo ac¢Bes antioxidante, antimicrobiana, cardioprotetora, hipotensora, entre
outras. Estudos recentes demonstram que o consumo de alimentos ricos em flavonoides
podem ser mediadores da reducdo da pressao sanguinea, gerando a possibilidade de que estes

possam atuar como inibidores farmacologicos da enzima conversora de angiotensina (ECA)
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(SCHRAMM & GERMAN, 1998; LACAILLE et al., 2001; EMURA et al., 2007; WU &
MUIR, 2008), em vista disso, a presenca dessa classe fitoquimica na espécie P. cattleianum
explica o efeito vasodilatador observado no item 5.2.

A isoquercitrina, flavonol glicosilado isolado da fracdo PCACE(4)-4.1, é uma
substancia relativamente sollvel e que apresenta alta taxa de absorcéo gastrointestinal, além
de ser capaz de estabilizar placas ateroscleroticas,apresentar efeitos antioxidantes e inibir a
atividade da ECA in vitro e in vivo. (LACAILLE et al., 2001; CHANG et al., 2005;
ENKHMAA et al., 2005; MOTOYAMA et al., 2009). A ECA é uma protease que esta
amplamente distribuida no sistema cardiovascular e em outros tecidos. No rim, causa a
producdo de angiotensina Il gerando uma diminuigdo na excrecdo urinaria de agua e sodio, o
que leva a uma estabilizacdo, a longo prazo, da hipertensdo (KHOSLA et al., 2009; JUNIOR,
2010)

A guaijaverina, outra substancia possivelmente isolada da fracdo PCACE(4)-3.1, é um
polifenol que exibe atividades farmacologicas como antioxidante, antibacteriana e
hipoglicemiante, inibe a enzima aldose-redutase que esta relacionada a complicacdes do
diabetes mellitus tipo Il tais como catarata, retinopatia e neuropatia. Além disso, reduz os
niveis do colesterol LDL, funciona como agente analgésico e hemostatico (EIDENBERGER
et al., 2013). Este flavonoide ja foi isolado dos extratos acetato de etila e butanol das folhas de
P. guajava, onde mostrou atividade inibitoria contra a a-glicosidase intestinal de ratos,
contribuindo também para o efeito hipoglicémico demonstrado para essa espécie (WANG et
al., 2010). Existem relatos sobre a atividade inibitéria da guaijaverina sobre Staphylococcus
aureus (Khadem e Mohammed 1958), Bacillus cereus e Salmonella enteritidis (Arima e
Danno, 2002), e sugere-se que esta esteja relacionada a presenca do tipo catecol no anel B
(3,4-dihidroxil). Segundo Prabu et al. (2006), esta substancia foi isolada do extrato metanolico
das folhas de P. guajava e demonstrou um potencial antiplaca contra Streptococcus mutans,
exibindo uma concentracéo inibitéria minima (CIM) de 4 e 2 mg/mL.

Ambos os flavonoides ja foram isolados dos extratos das folhas de espécies como P.
guajava, e P. cattleianum e em ensaios biolégicos demonstraram significativo potencial
antioxidante que é possivelmente devido a presenca da por¢édo catecol no anel B e aos grupos
hidroxila nos Carbonos 3 e 4 (HO et al., 2011), porém sO existem relatos de atividade
hipotensora para o flavonoide isoquercitrina e ndo para a guaijaverina. Com base nisto,
sugere-se que a atividade vasodilatadora causada pela espécie vegetal seja devido a presenca

do flavonol isoquercitrina.
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6 CONCLUSAO

Testes preliminares indicaram que o extrato etanolico e as fragGes acetato de etila e
butanol de P. cattlelanum exibiram atividade vasodilatadora, por este motivo deu-se
continuidade ao estudo somente com essas fragdes.

Através da técnica de CCD foi possivel identificar a presenca de substancias
glicosiladas nas fragdes e através de CLAE identificou-se essas substancias como flavonoides,
visto que seus espectros de UV exibiram maximos de absorcéo caracteristicos dessa classe
quimica. Por meio da analise por RMN *H foi possivel fazer a caracterizagdo da substancia
isolada da fracdo PCACE(4)-4.1, sendo ela a quercetina-3-O-glicopiranosideo (Isoquercitrina),
flavonol glicosilado que j& apresentou efeitos cardiovasculares em estudos anteriores.
Enquanto que o outro flavonol isolado da fragdo PCACE(4)-3.1 ainda necessita de novos
experimentos para sua caracterizacdo completa.

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o presente trabalho foi satisfatério,
uma vez que foi possivel realizar o isolamento e caracterizacdo de substancias dos extratos
ativos, como proposto inicialmente no objetivo do trabalho, justificando a atividade
hipotensora da espécie. E como perspectiva tem-se em vista a caracterizacdo completa das

demais substancias isoladas e a avaliacdo das mesmas para a atividade hipotensora.
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