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Resumo

O uso de plantas para fins medicinais trata-se de uma cultura milenar, passadas de
geracdo em geracdo. A espécie vegetal Anemia tomentosa var. anthriscifolia € uma
pteridofita terrestre encontrada principalmente em habitats abertos e locais bem
drenados, utilizada como antigripal, digestiva, expectorante e anti-hipertensiva. Além
disso, em estudo recente, o 6leo essencial extraido dessa espécie apresentou
atividade antimicobacteriana. Em triagem realizada para atividade vasodilatadora da
espécie A. tomentosa, 0 extrato etandlico obtido das suas folhas apresentou acéo de
relaxamento nas aortas dos ratos de 75,96% + 2,99% na concentragao de 30 pg/mL.
Tendo em vista este resultado e o fato da hipertenséo arterial sistémica acometer
grande parcela da populagéo brasileira e mundial, o presente trabalho justifica-se
frente a necessidade de obtencdo de novos candidatos a farmacos anti-
hipertensivos, objetivando o isolamento de produtos naturais bioativos das folhas da
A. tomentosa. O extrato etandlico obtido por percolacao foi fracionado por extracédo
liquido-liquido com solventes organicos seguindo uma ordem crescente de
polaridade. Das fracdes obtidas, todas foram testadas para atividade vasodilatadora,
mas somente as fracdes butandlica e acetato de etila apresentaram atividade
semelhante ao extrato bruto na concentracdo de 30 pg/mL, com um relaxamento
maximo de 77,08% + 5,44%, e 64,5% + 3,77%, respectivamente. Estas fracfes
foram submetidas a cromatografia em coluna para fracionamento, e as fracdes
obtidas analisadas por Cromatografia em camada delgada (CCD) e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada com Detector de Arranjo Diodo (CLAE-DAD). De
acordo com os indices de retencdo e espectros de UV obtidos na analise do perfil
cromatografico obtido por CCD e CLAE-DAD verificou-se a possivel presenca de
flavonoides glicosilados. As seguintes fracbes apresentaram substancias isoladas,
apos analise de CLAE-DAD, com maximos de absorcdo de UV variando dentro da
faixa esperada para flavonoides de 240-400nm: ATAcCF5 (255-355nm), ATAcCF10
(255-355nm), ATBCF11 (276-386nm), ATBF8C9-12 (271-336nm) e ATBF9-
10C1g4-5 (254-358nm). Apds andlise destas fracbes por RMN 'H a substancia
presente na fragdo ATAcCF10, foi caracterizada como sendo o flavonol glicosilado, a
guercetina 3-O-glicosideo.

Palavras-chave: Anemiaceae, Anemia tomentosa, Flavonoides, Isolamento e
Vasodilatacao.
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1 Introducéo

1.1 Plantas Medicinais

A definicdo de planta medicinal, segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (1978), € “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos,
substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam
precursores de farmacos semissintéticos”. E inegavel o uso milenar de plantas
medicinais pela humanidade. Ha indicios de que as civilizacbes mais antigas ja
faziam uso das mesmas para cura, tratamento e prevencdo de doencas. Seu
tradicional uso representa a influéncia cultural de um povo, sendo baseada apenas
no conhecimento popular. Vale ressaltar que, alguns medicamentos utilizados na
medicina tradicional, como os salicilatos e os digitalicos, foram descobertos através
do uso popular (FIRMO et al., 2011).

O primeiro registro do uso de plantas para fins medicinais data do periodo de
2838-2698 a.C, no qual o imperador chinés Shen Nung cataloga 365 ervas
medicinais e venenos (FRANCA et al., 2008). No Brasil, a pratica de se usar plantas
ja é feita pelos indios ha varios séculos, uma vez que os mesmos faziam utilizacdo
de plantas para o tratamento do corpo e da alma. Quando os portugueses chegaram
ao Brasil, os indios jA apresentavam um etnoconhecimento sobre as espécies
nativas. Eles por exemplo ndo sé usavam o urucum para pintar e proteger o corpo
das picadas de insetos, como também usavam para tingir seus objetos ceramicos
(MATA et al., 2009).

Atualmente, percebe-se um aumento no uso indiscriminado de plantas, devido a
populacdo pensar erroneamente que por ser natural 0 mesmo ndo acarretara em
prejuizos a sua saude. A falta de conhecimento sobre as propriedades
farmacoldgicas e toxicolégicas assim como as possiveis adulteracdes e interacdo
com outras drogas, acabam acarretando em um risco para a populagédo (JUNIOR et
al., 2005; FIRMO et al. 2011).

As plantas possuem dois tipos de metabolitos: primarios e secundarios. Os
primarios sdo compostos essenciais a plantas, que auxiliam na fotossintese e na
respiracdo. Ja os metabdlitos secundarios estédo relacionados a interagdo da planta

com o ambiente, protegendo-as de ataques de patdgenos, herbivoria, exposicdo a
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luz, radiacdo UV, mudancas de temperatura, entre outras. Fazem parte deste grupo
os terpenos, os alcaloides e as substancias fendlicas (PERES, 2016). O
metabolismo secundario das plantas varia de acordo com varios fatores, tornando a
concentracdo deles inconstante, entre eles pode-se destacar: a sazonalidade, ritmo
circadiano, desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacao
ultravioleta, temperatura, altitude e nutrientes. Diante disso fica evidente o estudo
para deteccdo das condicdes e época de cultivo e coleta visando obter as
concentracfes desejaveis dos principios ativos da espécie vegetal (GOBBO-NETO
& LOPES, 2007).

As substancias presentes nas plantas medicinais podem apresentar potencial
toxico. Os efeitos mais comumente causados por tais substancias sao:
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, citotoxicidade e dermatites (JUNIOR et al., 2005).
Os produtos naturais presentes nas plantas podem interagir com outros farmacos
acarretando em uma anulacdo do efeito terapéutico, ou no nao tratamento da
doenca ou na aparicdo de uma série de reacdes adversas que podem culminar na
hospitalizacdo do usuario. Efeitos de algumas dessas interagfes sao citados por
Junior (2005), como por exemplo o efeito potencializado da warfarina quando usada
concomitantemente com o &cido acetilsalicilico, derivado semissintético da salicilina
isolada de Salix alba, que pode aumentar o risco de hemorragias e levar a o6bito.

Em 2010, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamentou a
producdo e comercializacdo de algumas espécies vegetais que ja eram utilizadas de
acordo com a cultura popular, estabelecendo informacdes sobre modo de uso, para
que serve e os efeitos adversos, levando em conta o que ja foi cientificamente
comprovado. Entre elas pode-se destacar a camomila (Matricaria recutita) muito
utilizada para ansiedade e insbnia, o guaco (Mikania glomerata) para problemas
respiratorios, o boldo (Peumus boldus) para problemas digestivos, o quebra-pedra
(Phyllanthus niruri) para calculos renais e infeccdo urinaria, a cavalinha (Equisetum
arvense) e o chapéu de couro (Echinodorus macrophyllus) usados como diuréticos
para tratamento de hipertenséo (ANVISA, 2010).

13



1.2 Pterido6fitas

As pteriddfitas sdo plantas vasculares que ndo possuem sementes e tem sua
estrutura dividida em sistemas de tecidos: sistema dérmico, sistema vascular e
sistema parenquimatoso. O sistema dérmico tem a fungcédo de prote¢do, enquanto
que o sistema vascular tem a funcéo de levar agua e nutrientes para a folha. Elas
foram as primeiras plantas a apresentarem esse sistema de vaso conduc¢éo, o que
favoreceu sua adaptacdo em todos os ambientes terrestres e o surgimento de
plantas de porte elevado (SIMOES et al., 2002; LOUSA et al., 2007). Podem
apresentar poucos milimetros de comprimento quanto chegar até 20 metros de
altura. Isto vai depender da interferéncia de fatores externos como o clima, a
umidade, o solo e a pluviosidade (PINTO, 2011).

As pteridéfitas surgiram h& mais de 400 milhdes de anos e podem ser
encontradas nos mais diversificados ecossistemas, tanto em baixas quanto altas
altitudes, em climas frios e subdeseérticos, em regifes rochosas ou mangues. Mas
com destaque para regides de floresta tropicais umidas (MELO & SALINO, 2002).
Sao plantas adaptaveis podendo ser rupicolas, terrestres, epifitas ou aquaticas
(GOETZ & XAVIER, 2015).

As 12.000 espécies de pteridéfitas estdo compreendidas em dois filos vivos:
Lycophyta e Pteridophyta. O filo Lycophyta é o filo mais antigo das plantas
vasculares, com 10 a 15 géneros e cerca de 1.200 espécies, sua principal
caracteristica que o difere do outro filo € que possuem micréfilo, folhas com uma
tnica nervura. O filo Pteridophyta é o segundo maior grupo de plantas, representa
cerca 11.000 espécies, e é macrofilo (LOUSA et al., 2007).

As samambaias e as licofitas sdo as principais representantes das pteriddéfitas,
possuindo um ciclo reprodutivo com alternancia de geracgdes, ou seja, uma fase
gametofitica e a outra esporofitica, sendo esta a fase dominante. Além disso, todas
as pteridofitas vao apresentar também reproducdo assexuada, feita por brotamento
(SIMOES et al., 2002; GOETZ & XAVIER, 2015). As samambaias estio inseridas em
11 ordens, dentre elas esta a ordem Schizaeales (GOETZ & XAVIER, 2015).
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1.3 Familia Anemiaceae

A Ordem da Schizaeales é constituida de trés familias que séo diferenciadas
principalmente pela sua morfologia, sendo elas: Lygodiaceae, Anemiaceae e
Schizaeaceae (CASARINO et al., 2009).

A familia Lygodiaceae possui 0 habito escandente e raque volUvel, enquanto as
familias Anemiaceae e Schizaeaceae possuem habitos herbaceos e raque erétil. A
familia Schizaeaceae possui esporangios localizados na margem da lamina e com
esporos monoletes, enquanto a Anemiaceae possui esporangios em pinas basais
modificadas, com esporos triletes (CASARINO et al., 2009).

Segundo Mickel (1982), as espécies da familia Anemiaceae sdo caracterizadas
pelos caules eretos ou curto-rasteiros, com tricomas castanho-alaranjados. As folhas
geralmente séo eretas e dimorficas, com os esporangios localizados em duas pinas
ou segmentos basais modificados e com esporos tetraédrico-globosos, triletes.

Os membros da familia Anemiaceae sao conhecidos por serem encontrados em
ambiente com clima tropical ou temperado (CASARINO et al., 2009). Plantas dessa
familia séo terrestes ou rupicolas, representada por apenas um género, Anemia,
sendo assim classificada como monotipica (FERREIRA et al., 2009). Séo
encontradas em areas de caatinga, cerrado, matas e entre rochas localizadas as
margens de rios (FERREIRA et al., 2009). Essa variacao de adaptacao desse grupo
de plantas deve-se as suas caracteristicas morfolégicas, anatbmicas e fisiolégicas
(SOUZA et al., 2007). Com um registro de mais de 100 espécies no mundo, sao
amplamente distribuidas pelo continente americano. Sendo o Brasil o pais de maior
ocorréncia de espécies dessa familia, detendo aproximadamente 51 espécies, com
destaque para a regido sudeste com uma representatividade de 40 espécies,
seguida da regido centro-oeste com 30 espécies e do nordeste com 20 (GOETZ &
XAVIER, 2015).

1.4Género Anemia

As plantas pertencentes ao género Anemia sao frequentemente encontradas em

areas abertas, perto de coOrregos, em encostas ou entre rochas. Sdo encontradas
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geralmente associadas a outras pteridéfitas ou angiospermas (SAKAGAMI &
EVANGELISTA, 2003).

O género Anemia possui cerca de 120 espécies distribuidas pelo continente
Americano, dez na Africa e apenas uma na Asia (Figura 1) (MICKEL, 1982).

O Brasil € o pais com maior diversidade de espécies desses géneros, com
aproximadamente 70 espécies (MICKEL, 1982), com destaque para o planalto de
Goias e Minas Gerais e para as montanhas e florestas Umidas localizadas do
Espirito Santo a Santa Catarina (FERREIRA apud MICKEL, 2009). Sendo o sul e o
sudeste os possiveis locais pioneiros do desenvolvimento dessas espécies. J4 o
México € o segundo na abrangéncia desse género, com cerca de 20 espécies
(MICKEL,1982).

Em 2010, o Jardim Botanico liberou a lista de espécies da flora brasileira, a qual
constatou a presenca desse género por todo o territério nacional, com um total de 69
espécies, sendo 40 endémicas (DUARTE et al., 2012).

Figura 1: Mapa de distribuigdo das espécies do género Anemia. Fonte: Duarte et al., 2012.

As plantas desse género possuem folhas parcialmente dimorfas, na qual a folha
fértil se diferenciar4 da folha estéril devido a presenca de esporangios em suas
pinas e seu longo peciolo (GOETZ & XAVIER, 2015). Além disso, costumam ser
bastante aromatica, devido a producdo do Oleo essencial, substancia volatil e
lipofilica, por pélos glandulares existentes na folha (SANTOS et al., 2006).

No Brasil, entre as espécies pertencentes a esse género tém-se a A. collina, A.
gardneri, A. hirsuta, A. mandioccana, A. oblongifolia, A. phyllitidis, A. raddiana, A.

radicans, A. rotundifolia, A. tomentosa e A. Vvillosa, que vao se diferir
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anatomicamente uma da outra (SAKAGAMI & EVANGELISTA, 2003; JASCONE &
SANTOS, 2005).

1.5 Espécie Anemia tomentosa

No Brasil sdo encontradas duas das quatro variedades reconhecidas para essa
espécie: a variedade A. tomentosa (Sav.) Sw. var. anthriscifolia (Schrad.) Mickel e a
A. tomentosa (Sav.) Sw. var. tomentosa. Sendo a A. tomentosa (Sav.) Sw. var.
anthriscifolia a principal variedade, distribuindo-se ndo sé no Brasil, mas também
pelo México, Argentina, Bolivia, Paraguai, Uruguai (JULIANI et al., 2003; JASCONE
& SANTOS, 2005).

A espécie A. tomentosa (Figura 2) € uma pteridofita que se desenvolve
preferencialmente em lugares Umidos sombreados, geralmente entre rochas. Seu
caule € curto, com tricomas castanho-alaranjados. Suas folhas séo eretas,
cespitosas e com nervuras livres e furcadas. Os esporangios sao delgados e

dispostos em duas pinas basais modificadas (CASARINO et al., 2009).

Figura 2: A. tomentosa var. anthriscifolia. Fonte: Casarino et al., 2009

As folhas desta espécie apresentam aroma pronunciado, confirmando a presenca
de Oleos essenciais na mesma (SANTOS et al., 2006). Em estudos recentes sobre
componentes dos 6leos esséncias da A. tomentosa foram comprovados a presenca
de monoterpenos e sesquiterpenos (PINTO et al., 2007; SANTOS et al., 2006).

Segundo Pinto et al. (2007), foram verificados sesquiterpenos do tipo
silfiperfoleno, pré-silfiperfolanol, pré-silfiperfoleno, isocomeno, cariofileno, pré-

nopsano e nopsano. Sendo o 9-epi-pré-silfiperfolan-1-ol o componente majoritario.
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Enquanto que no estudo de Santos et al. (2006) o constituinte majoritario era o
isoafricanol e no de Juliane et al. (2004) o maijoritario era o a-bisabolol.

As atividades biologicas de uma planta estdo relacionadas as substancias e
classes quimicas que compde a mesma. Em estudo feito por Martinez et al. (2005)
acerca da comercializacdo de plantas medicinais, 0 mesmo comentou o uso da A.
tomentosa como antigripal, digestiva e expectorante. Além disso, estudos in vitro
sugerem que o Oleo essencial dela tem tanto potencial antimicrobiano contra o
Bacillus cereus (DEMO et al, 2005) quanto antimicobacteriano contra
Mycobacterium tuberculosis (PINTO et al., 2009).

1.6 Flavonoides

Flavonoide deriva do latim flavus, que significa amarelo. E uma classe
amplamente distribuida no reino vegetal e constitui um dos grupos fendlicos mais
importantes. No entanto, sua variabilidade estrutural € muito escassa em pteridéfitas
(SIMOES et al., 2002).

A maioria dos flavonoides possui um nudcleo fundamental com 15 atomos de
carbono com dois anéis benzénicos ligados por um anel pirano heterociclico. Podem
ser encontrados na forma livre, sem o aglcar, ou na forma de heterosideos, formado

por uma parte glicona (acticar) e outra aglicona (SIMOES et al., 2002) (Figura 3).

Quercetina Quercitrina

Figura 3: Exemplos de estruturas de flavonoides na forma livre e na forma de heterosideos.

Sé&o conhecidas mais de 4.200 estruturas de flavonoides e estas sdo agrupados
de acordo com suas caracteristicas e estruturas quimicas em: flavonas, flavonois,
isoflavonoides, antocianinas, chalconas, auronas, dihidroflavonoides, neoflavonoides

e bisflavonoides (SIMOES et al., 2002). Estes grupos de flavonoides s&o
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identificados por métodos espectroscopicos, geralmente o UV. O espectro de UV
visivel das plantas se difere devido a presenca de cromoforos, responsavel pela
diferenca de coloracdo. Flavonoides vao ter dois maximos de absorcao, um de 240-
280nm (banda 1) e outro de 300-400nm (banda ), no qual o responsavel pela
absorcdo da banda Il € anel A e o da absor¢cdo da banda | é o anel B da estrutura
bésica do flavonoide (BHAT et al., 2006) (Figura 4).

O
Figura 4: Estrutura bésica de flavonoides com demonstracdo dos anéis responsaveis pelas bandas de

absorcao de UV.

De acordo com a tabela 1 podemos observar os maximos de absor¢cdo de cada

componente do grupo dos flavonoides.

Tabela 1: Bandas de absor¢éo de UV em Flavonoides

Banda | Banda Il
Flavona 304 240-285
Flavonol 352 240-285
Flavanona 300 270-295
Dihidroflavonol 300-320 270-295
Chalcona 340-390 220-270
Aurona 370-430 -
Antocianidina 465-550 270-280

Em samambaias, os grupos de flavonoides mais comumente encontrados sao
flavonois, flavonas e flavanonas. Podendo outros grupos também serem
encontrados, sé que de forma mais esporadica (PINTO apud WALLACE, 2011).

A presenca de flavonoides nas plantas possibilita a protecdo da mesma contra os
raios UV, protecdo contra micro-organismos nocivos, acao antioxidante, atracéo de
animais polinizadores, controle hormonal, acdo alelopéatica e inibicdo de enzimas

(SIMOES et al., 2002).
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Além disso, flavonoides s@o conhecidos por sua gama de atividades biolégicas,
tais como atividade antimicrobiana, antiviral, antiulcerogénica, anticancerosa,
antioxidante, anti-hepatotéxica, anti-hipertensiva, hipolipidémica, anti-inflamatoria e
antiplaquetaria (MACHADO et al., 2008).

Estudos relatam que dietas ricas em flavonoides sdo benéficas para prevencéo e
tratamento de doengas cardiovasculares, uma vez que ela tem efeitos sobre a
pressdo arterial, vasodilatacdo e os niveis de lipideos plasmaticos. Os flavonoides
agem relaxando os musculos dos vasos, proporcionando uma melhora na circulagéao
sanguinea. Além de agir reduzindo os niveis séricos e inibindo a oxidacdo de LDL

evitando a progresséao de aterosclerose (MINETTO, 2009).

1.7 Hipertenséo

A hipertensdo € uma doenca silenciosa, ndo apresentando sintomas
caracteristicos no inicio. Os sintomas mais relacionados séo: dor de cabeca,
sangramento nasal, tontura, fraqueza etc. A hipertensdo ocorre quando os musculos
dos vasos sanguineos se contraem e o fluxo de sangue exerce uma pressao sobre a
parede desses vasos acima do valor considerado normal, geralmente acima de 140
por 90 mmHg. No entanto para uma pessoa ser diagnosticada como hipertensa
deve-se aferir sua pressdo repetidas vezes em diferentes periodos de tempo,
levando em consideracdo a presenca de fatores de risco, lesées nos érgaos-alvo e
as comorbidades presentes (MINISTERIO DA SAUDE, 2006; SBC, 2008). Sendo
considerada um fator de risco para todas as outras doencas cardiovasculares e
estando relacionada a complicacbes como acidente vascular cerebral e insuficiéncia
renal (SBC, 2008).

As pessoas que ja tenham casos de hipertensdo na familia, que estejam acima
do peso, consumam alcool, sejam tabagistas, sejam sedentarias, consumam grande
guantidade de sal, alto nivel de colesterol, entre outros, estdo mais propensas a ter
essa doenca. Além disso, sabe-se que negros, idosos e diabéticos formam o maior
grupo de risco desta doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Estudos feitos por Passos et al. (2006), demonstram uma necessidade de criacao

de programas de saude voltados para a prevencéo da hipertensédo, uma vez que 0s
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dados coletados apresentaram uma prevaléncia de 20% de casos de hipertenséo na
populacdo, aumentando conforme idade e associagao com fatores de risco.

A hipertensdo ndo tem cura, mas pode ser controla por tratamento tanto
medicamentoso quanto ndo medicamentoso, que se feito adequadamente, prolonga
e melhora a qualidade de vida do paciente.

Terapias ndo medicamentosas envolvem a mudanga de estilo de vida do
paciente, objetivando diminuir a necessidade do uso de medicamentos anti-
hipertensivos. Essa terapia envolve mudanca de habitos alimentares, pratica de
atividades fisicas, diminuicdo do consumo de sal e &lcool, abandono do tabagismo e
reducao de peso (LOPEZ & MORAES, 2012).

O tratamento medicamentoso envolve o uso de medicamentos anti-hipertensivos,
a fim de ndo apenas reduzir a pressdo a niveis normais como também evitar o
surgimento de complicagbes cardiovasculares. Os medicamentos utilizados estéo
inseridos em 5 classes: diuréticos, inibidores adrenérgicos, vasodilatadores,
antagonistas do sistema renina-angiotensina e bloqueadores de canais de calcio.
Podendo ser usados em monoterapias ou terapias combinadas (MINISTERIO DA
SAUDE, 2006).

Com a disseminacgé&o cultural do uso de plantas medicinais, muitas plantas foram
usadas nas formas de chd, infusdo e maceracdo no tratamento e prevencdo da
hipertensédo. A pesquisa feita por Lopes et al. (2010) reuniu 8 espécies de plantas
utilizadas por hipertensos, a maioria idosos, que faziam uso dessas plantas como
método alternativo ao tratamento hipertensivo. As plantas utilizadas popularmente
eram: pitanga, berinjela, urucum, erva-cidreira, erva-doce, boldo, pata de vaca e
camomila.

As folhas da pitanga, o suco da berinjela, fruto seco da erva-doce e as folhas da
pata de vaca possuem acdo diurética. Ja as flores de camomila, sementes de
urucum e folhas e raizes de erva-cidreira agem no sistema cardiovascular
diminuindo a presséo arterial. Enquanto que o boldo, utilizado por muitos dos
pacientes, possui como efeito secundario a elevacdo da pressdo arterial,
confirmando uma necessidade de estudos mais aprofundados a cerca do uso de
plantas no tratamento de doencas a fim de garantir uma maior seguranca ao
paciente (LOPES et al., 2010).
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Em estudo feito por Teixeira & Amaral (2011) constatou-se que as atividades de
algumas plantas sobre a pressdo arterial era devido a presenca de metabolitos
secundarios na mesma. Aquelas que apresentaram acdo anti-hipertensiva em
ensaios farmacoldgicos estavam relacionadas a um efeito vasodilatador devido a
presenca de flavonoides nas espécies estudadas. Ainda ndo se sabe o real
mecanismo de acdo dos flavonoides nesta doenca cardiovascular, mas o
mecanismo que pode explicar o efeito anti-hipertensivo observado na presenca de
flavonoides estaria relacionado a sua capacidade de promover a liberacdo do 6xido
nitrico pelo endotélio vascular, um componente que tem efeito vasodilatador e anti-
plaguetario (MINETTO, 2009).
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2 Justificativa

Em testes preliminares acerca da atividade vasodilatadora da espécie A.
tomentosa, realizado no Laboratério Integrado de Pesquisa sob orientacdo da Prof2.
Dra. Juliana Montani, o extrato etandlico obtido das folhas da espécie apresentou
acdo de relaxamento de 75,96% * 2,99% nas aortas dos ratos quando na
concentracdo de 30 pg/mL. Sabendo-se que ainda ndo ha estudos descritos sobre
os efeitos da espécie no sistema cardiovascular, fez-se primordial a elaboracdo de
um estudo a fim de isolar e identificar substancias presentes na planta que possam

estar relacionadas a tal atividade.
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3 Objetivos

3.1 Geral

Isolamento de produtos naturais dos extratos bioativos da espécie vegetal

Anemia tomentosa var. anthriscifolia.

3.2 Especificos

v' Fazer a coleta da espécie A. tomentosa e preparar o0 seu extrato etandlico.

v Realizar o fracionamento por extracao liquido-liquido e por Cromatografia em
Coluna.

v" Realizar ensaios bioldgicos para avaliacdo da atividade anti-hipertensiva para
escolha dos extratos/fragcdes ativos.

v' Isolar e identificar os produtos naturais derivados das fracdes ativas.
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4 Metodologia

4.1 Coleta da espécie vegetal

As partes aéreas da espécie vegetal, Anemia tomentosa (Anemiaceae), foram
coletadas pelo Prof. Dr. Shaft Corréa Pinto e identificadas Prof.2 Dr.2 Claudine
Mynssen (Instituto Jardim Botanico do Rio de Janeiro) no municipio de Vila Velha,
no Estado do Espirito Santo.

Figura 5: Partes aéreas da A. tomentosa.

4.2 Preparagao do extrato etanolico

4.2.1 Percolagéo

A percolacao foi utilizada por ser um método rapido e facil para extragdo das
substancias ativas da espécie. O peso das partes aéreas da espécie coletada foi de
1.377,47g. O material vegetal foi pulverizado em moinho de facas e percolado 10

vezes com etanol P.A (Figura 6).
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Figura 6: Percolador

4.2.2 Evaporacéao do solvente

ApOs a extracdo, o extrato foi submetido ao evaporador rotatorio de pressao
reduzida (Heidolph, modelo Hei-VAP) (Figura 7), mantendo o banho Maria do
aparelho a 45°- 50°C e pressdo a 200 mbar, visando uma remocdo rapida do

solvente do extrato sem degradar as substancias presentes nele.

Figura 7: Evaporador rotatdrio de presséo reduzida

4.3 Fracionamento do extrato etandlico

Exatamente cerca de 2,5 g do extrato etandlico seco foi dissolvido em 300 mL
solucdo de MeOH/H,O (9:1, viv) e submetido a extragdo liquido-liquido com
solventes organicos seguindo uma ordem crescente de polaridade (Figura 8).

Iniciou-se a extracdo com o Hexano P.A (Exodo Cientifica). Apds a adi¢do da
fase aquosa no funil, foram adicionados 100 mL de hexano. Agitou-se a solugéo

cuidadosamente e deixando-a de repouso, em seguida, até que ocorresse a
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separacao das fases. A fase aquosa, localizada na parte inferior do funil, foi coletada
em um béquer. Enquanto que a fase contendo hexano foi separada em um
erlenmeyer. Depois voltou-se com a fase aquosa para o funil e repetiu-se o
experimento até que a coloracdo da fase organica se apresentasse bem clara
guando comparada com a coloracao inicial.

Terminando a extragdo com hexano, comegou-se a extracdo com O
Diclorometano ACS (Tedia). Usou-se a mesma fase aquosa do hexano para essa
extragdo, adicionando-se 100 mL de diclorometano com leve agitacdo e depois
repouso para separacao de fases. Dessa vez a fase orgénica encontrava-se na
parte inferior do funil, sendo coletada para um erlenmeyer até mudanca significativa
de sua coloracdo. O processo se repetiu com o acetato de etila ACS (Tedia) e
posteriormente com o butanol P.A (Vetec), cessando assim a particao.

Com o término da particdo, adicionou-se aos erlenmeyers, contendo as fases
organicas do hexano, do diclorometano e do acetato de etila, o sulfato de soédio
anidro para que esse pudesse retirar a agua presente nas fracdes. Em seguida
filtraram-se todas as fracbes para retirada do sulfato de soédio anidro (Vetec)
adicionado, sendo elas levadas depois para o evaporador rotatorio sob presséo

reduzida para sua secagem.

Figura 8: Extracao Liquido-liquido

4.4 Atividade vasodilatadora

O ensaio para atividade vasodilatadora foi realizado no Laboratorio Integrado de
Pesquisa (LIP), sob orientacdo da Prof2. Dra. Juliana Montani. Registro de tensao
isométrica da aorta: Ratos Winstar machos (200-250g) foram sacrificados por
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deslocamento cervical sob anestesia geral, para que a porcdo tordcica 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% 0O,/ 5% CO,), 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 analise através do programa LabChart Pro
(ADInstruments) (RAIMUNDO et al., 2006).

4.4.1 Protocolos Experimentais

Efeito vasodilatador do extrato bruto, fracbes e substancias isoladas: Apos o
periodo de equilibrio da preparacdo, a contratura do musculo liso vascular foi
induzida com 10 uM de fenilefrina ou 40mM de KCI e foram adicionadas
concentracbes crescentes das 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 (RAIMUNDO et al., 2008).

4.5 Perfil cromatogréfico dos extratos

4.5.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD foi utilizada visando observar o perfil quimico das amostras, na qual
com o auxilio de um capilar, aplicou-se uma solucdo de cada extrato em uma
cromatoplaca de gel de silica com indicador de fluorescéncia Fys4 (Silicycle), com
tamanho da particula de 20x20 cm e espessura de 250um, com suporte de aluminio.

Em uma cuba com o sistema de solventes acetato:acetona:agua:acido acético
(5:3:1:0,2, viviviv) colocou-se cuidadosamente a placa, evitando que o ponto de
aplicacado da amostra entrasse em contato com o eluente. Quando o solvente atingiu
0,5 cm do topo da placa, removeu-se a placa e aguardou-se a secagem para
observar o perfil da amostra utilizando Natural Product Reagent, NP-PEG (Borinato
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de 2-aminoetil-difenila/polietilenoglicol 4000) e radiagdo UV nos comprimentos de

onda curta (254 nm) e longa (365 nm) como reveladores.

4.5.2 Cromatografia em coluna (CC)

4.4.5.1 Sephadex

Este método foi utilizado visando a separagdo de substancias presentes na
amostra através do dimensionamento molecular propiciado pelas caracteristicas
fisico-quimicas do Sephadex-LH20. Para cromatografia foi usada uma coluna de
vidro de dimensdes 37x2 cm, a qual foi empacotada com cerca de 30000mg de
sephadex LH-20 e utilizando metanol como solvente (Figura 9).

Pesou-se aproximadamente 90 mg das fracdes acetato de etila e butanol da
A. tomentosa. Ambas foram diluidas em 2 mL de metanol ACS (Tedia) e aplicadas
no topo das colunas para iniciar a coleta das fracoes.

A eluicdo iniciou-se utilizando apenas metanol, depois passou para
MeOH:H,O (9:1, v/v) e para finalizar recondicionou-se a coluna com metanol. As

fracGes obtidas foram devidamente secas e pesadas.

Figura 9: Imagem a esquerda mostrando a aplicacdo da amostra; imagem central mostrando eluicao

da amostra pela coluna; imagem a direita mostrando as fracfes coletadas.
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4.4.5.2 Silica C18

Este método foi utilizado a fim de separar as substancias presentes na
amostra de acordo com sua polaridade.

As fracdes butandlicas, obtidas pds-cromatografia de coluna com Sephadex
que apresentaram substancias parcialmente isoladas, foram diluidas em 2 mL de
MeOH:H,0O (9:1, v/v) e aplicadas na coluna cromatografica empacotada com silica
C18 para iniciar a coleta das fragdes.

Para esta cromatografia foi usada uma coluna de dimensfes 54x1,2 cm, a
qual foi empacotada com cerca de 20g de silica C18 (Carbon 17%) (Silicycle), com
tamanho de particula de 40-63um, e utilizando 4gua ultrapura como solvente.

A eluicao foi iniciada utilizando apenas agua, depois passou para H,O:MeOH
(9:1, viv), mudando a proporgcédo dos solventes a cada 30 mL de eluente, e para
finalizar recondicionou-se a coluna com &gua. Sendo as fracbes obtidas

devidamente secas e pesadas.

4.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

4.6.1 Preparo das amostras

Através dos valores obtidos na pesagem das fracbes da CC fizeram-se
calculos para obter um volume respectivo para determinada concentracdo para uso
no CLAE, devendo todas as amostras estar a uma concentracdo de 1mg/mL.

A cada fracdo obtida da CC, foi adicionado 1 mL de metanol grau HPLC
(Tedia), sendo transferido para um eppendorf apenas o volume determinado pelos
calculos para ajustar a concentragao.

Para amostras do acetato de etila, secou-se 0 solvente contido nos
eppendorfs com ar comprimido e adicionou-se 1 mL de solugéo de H,O:AcN (8:2,
v/v) em cada. E para amostras do butanol, o solvente contido nos eppendorfs foi
seco e adicionou-se 1 mL de metanol em cada, que posteriormente foram

transferidos para vials para analise por CLAE.
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4.6.2 CondicOes para a CLAE

4.6.2.1 Analitico

O aparelho de CLAE (Shimadzu) é equipado com um degaseificador (DGU-
20A5), uma bomba quartenaria (LC-20AT), autoinjetor (SIL-20A), forno (CTO-20A),
DAD (SPD-M20A) e controlador (CBM-20A) (Figura 10).

Figura 10: Aparelho de CLAE.

As fracBes do acetato de etila e do butanol obtidas por CC por Sephadex
foram submetidas ao CLAE analitico para analise do perfil de cada fracao, a fim de
detectar aquelas com possiveis substancias isoladas.

A coluna utilizada no método foi a Coluna Luna Cg, 5um, 100A, com
dimenséo de 250 x 4,6 mm. A temperatura do forno e da célula foi configurada para
30°C e o volume de injecdo da amostra igual a 20uL. Os eluentes utilizados para
fracOes de acetato foram acetonitrila grau HPLC (Tedia) e solucdo aquosa de acido
fosforico 0,1% (pH 3,0). J& os eluentes para frac6es butandlicas foram metanol grau
HPLC (Tedia) e solugdo aquosa de acido fosforico 0,1% (pH 3,0), vazédo de 1mL/min
e detector DAD com varredura de 200-400nm.

As condicbes do gradiente de eluicdo para cada tipo de amostra sao

mostradas nas tabelas a seguir:
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Tabela 2: Gradiente de Eluicdo para Fra¢cfes de Acetato de etila.

Tempo Concentragao

de
Acetonitrila

0,01 15

15 35

20 100

23 100

24 15

30 15

300 e

Tabela 3: Gradiente de Eluicdo para Fra¢g8es butandlicas

Tempo Concentragao
de Metanol
0,01 15
15 35
20 100
23 100
24 15
30 15
3602 -

4.6.2.2 CLAE Preparativa

Realizou-se a purificagdo da amostra ATBF9-10F’4,5 obtida por CC de silica
C18 (item 4.4.2.2), oriunda do extrato butandlico. Os eluentes utilizados na analise
foram metanol grau HPLC (Tedia) e solu¢do aquosa de acido trifluoracético 0,05%
(pH 3,0).
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A coluna utilizada no método foi a Coluna Luna Cis, 5um, 100A, com
dimenséo de 250 x 10 mm. A temperatura do forno e da célula foi configurada para
30°C e o volume de injecdo da amostra igual a 100pL.

As condicBes do gradiente de eluicdo sdo mostradas na tabela a seguir:

Tabela 4: Gradiente de Eluicdo CLAE Preparativa.

Tempo Concentragao
de Metanol

0,01 15

10 40

15 100

20 100

25 15

30 15

3602 -

4.7 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos de RMN de 'H e '3C foram realizados em espectrometros
Varian 400 e 500 MHz do Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais (NPPN/UFRJ).
O tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como referéncia interna. As substancias
isoladas foram dissolvidas em 0,6mL de metanol deuterado para as analises. 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 Extratos organicos
5.1.1 Obtencéo e rendimentos dos extratos

O material vegetal (1377,479) extraido por percolacéo (item 4.2.1) gerou 454,179
de extrato etandlico apds evaporacdo do solvente (item 4.2.2), apresentando
rendimento de 32,97%.

A tabela 5 demonstra os pesos e rendimentos das dos extratos secos obtidos

apos extracado liquido-liquido feita a partir do extrato etandlico (item 4.3).

Tabela 5: Peso e Rendimento dos Extratos Derivados da Extracdo Liquido-liquido

Extrato Peso (9) Rendimento (%)
Hexano 0,0837 3,35
Diclorometano 0,898 35,92
Acetato de Etila 0,4628 18,51
Butanol 0,1673 6,69
Agquosa 0,6996 27,98

5.1.2 Avaliagdo da atividade vasodilatadora dos extratos

Em triagem para atividade vasodilatadora (item 4.7) o0s extratos que
apresentaram atividade semelhante ao extrato etandlico na aorta dos ratos foram o
extrato butandlico, com um relaxamento maximo de 77,08% + 5,44% na
concentracdo de 30 pg/mL, e acetato de etila, com um relaxamento de 64,5% +
3,77% na mesma concentracdo. Diante desse resultado, resolveu-se dar
continuidade ao estudo com apenas estes extratos que apresentaram atividade

vasodilatadora.
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5.2 Extrato Butanol

5.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A CCD é uma técnica de adsorcdo na qual a separacdo se da pela diferenca
de afinidade dos componentes de uma mistura pela fase estacionaria. A fase movel
€ a responsavel por arrastar as substancias menos adsorvidas na fase estacionaria.
Com isso, de acordo com a polaridade do eluente utilizado para fase movel,
conforme item 4.4.1, pode-se dizer que as substancias presentes no extrato
butanolico sdo substancias de média e alta polaridade, indicando a provavel
presenca de substancias glicosiladas.

O revelador NP por ser muito sensivel e especifico foi utilizado para
evidenciar a presenca de substancias fendlicas, pois 0 mesmo reage com estes
formando complexos fluorescentes. Enquanto que o PEG foi utilizado como
intensificador de fluorescéncia. Diante disso, segundo Wagner e Bladt (1996), apés
a revelacao quimica, a coloracdo laranja-amarelado indica a presenca de flavonais,
tais como: quercetina, miricetina e seus glicosideos; coloragdo amarela-esverdeada:
flavonois canferol, isoramnetina e seus glicosideos, flavonas como a apigenina e
seus glicosideos; e coloracédo laranja para a flavona luteolina e seus glicosideos. E a
coloracgdo azul indica a presenca de acidos fenolicos (CORREA et al., 2016) (Figura
11).

Figura 11: Cromatoplaca do extrato butandlico observada nos comprimentos de onda de 254nm,

365nm e com NP-PEG no comprimento de 365nm, respectivamente.
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5.2.2 Isolamento de Constituintes Fenodlicos do Extrato butandlico

Ao realizar cromatografia por coluna de Sephadex (item 4.4.2.1) do extrato
butandlico, coletou-se 25 fracdes que foram secas, pesadas e analisadas por CLAE
(item 4.5). A separacao das substancias por CC de sephadex é baseada na filtracdo
molecular, no qual se pode separar as substancias em solu¢do segundo seu peso
molecular.

As fracdes foram monitoradas por CLAE-DAD e aquelas que apresentaram
perfil cromatografico semelhante foram unidas, renomeadas e pesadas novamente

(tabela 6).

Tabela 6 — Peso das fragfes butandlica.

FracoOes Peso do Extrato
(mg)
ATBF1-4 3,7
ATBF5-7 13,0
ATBF8 6,8
ATBF9-10 30,0
ATBF11 1,7
ATBF12-25 24,0

5.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O CLAE é uma técnica de alta resolucao, eficiéncia e sensibilidade. Com isso
resolveu-se utiliza-la para analisar o perfil cromatografico das amostras.

O cromatograma do extrato butandlico apresentou quatro picos majoritarios no
comprimento de onda de 340nm dentro do tempo de retengédo desejado (Figura 12).
Estes picos tiveram tempo de retencdo de aproximadamente 14,6, 15, 16,9 e 17,8
minutos, com percentual de area de 12,9, 9,7, 3,3 e 4,3%, respectivamente. O
espectro de UV apresentou maximos de absorcdo caracteristicos de substancias

fendlicas tais como verbascosideo ou clorogénio.
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Figura 12: Perfil Cromatografico e espectro UV do Extrato de butandlico da A. tomentosa

A andlise dos cromatogramas mostrou que a fragdo ATBF11 foi a Unica que
apresentou perfil cromatografico com um pico majoritario (Figura 13), com tempo de
retencdo de aproximadamente 18 minutos, com concentracao relativa de 75,6% e
pureza total do pico igual 0,78. Esta substancia apresentou maximos de absorcéo de
255nm e 357nm, indicativo de um flavonol (BHAT et al., 2006). A substancia precisa

ser purificada.
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Figura 13: Perfil cromatografico e espectro UV da fracdo ATBF11

Enquanto que as fracdes ATBF8, ATBF9-10 e ATBF12-25 (Figura 14) analisadas
em CLAE foram submetidas a cromatografia em coluna com silica C18 (item 4.4.2.2)

para melhorar a separagéo das substancias presentes nestas fragdes.
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Figura 14- Perfil Cromatogréfico da fracdo ATBF8, ATBF9-10 e ATBF12-25

A cromatografia em coluna com silica C18 da fracdo ATBF8 gerou 15 fracdes, as
quais foram posteriormente analisadas em CLAE-DAD (item 4.5.2.1), permitindo-nos

a observacdo dos perfis cromatograficos. Diante disso, selecionou-se a fracéo
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ATBF8F’9-12 (2,1 mg) para dar continuidade ao estudo, uma vez que a mesma
apresentou em seu perfil uma possivel substancia isolada.

O perfil da fragcdo ATBF8F’9-12 (Figura 15) apresenta um pico majoritario com
tempo de retencdo de aproximadamente 16 minutos, com uma area relativa de
89,7% e pureza de 0,99. Através da obtencdo do espectro de UV no CLAE,
constatou-se dois méximos de absorcdo: em 265nm e o em 346nm, 0 que

geralmente indica a presencga de um flavona (BHAT et al., 2006).
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Figura 15: Perfil Cromatografico e espectro UV da fragdo ATBF8F’9-12
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A cromatografia em coluna silica C18 da fragdo ATBF9-10 também gerou 15
fracOes, e repetimos os mesmo passos da fracao anterior. A fracao selecionada para
continuar o estudo foi a ATBF9-10F’4,5 (2,7 mq) (Figura 16), no perfil desta fracdo
tem-se dois picos majoritarios, com tempos de retencédo de aproximadamente 16,2 e
16,7 minutos, com &rea relativa de 41% e 54% e pureza de 0,93 e 0,55,
respectivamente. Em andlise feita por UV, o primeiro pico majoritario apresenta
maximos de absorcdo em 256nm e 357nm podendo ser um flavonol, enquanto que o
segundo pico apresenta maximos 265nm e 349nm indicativo de uma flavona (BHAT
et al., 2006). Como ela continha dois picos majoritarios resolveu-se submeté-la a
uma andlise por CLAE preparativa (item 4.5.2.2), a fim de isolar essas substancias,
obtendo assim duas subfracdes a ATBF9-10F’4,51 (1,6 mg) e ATBF9-10F’4,5II (0,6
mg), esta ultima apresentando resultados satisfatorios, jA que conseguiu-se isolar
uma das substancias que estavam presente na fracdo de origem, com uma pureza
de pico de 0,99, area relativa de 100% e maximos de absorcdo de 265nm e 349nm
(Figura 17).
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Figura 16: Perfil Cromatografico e espectro UV da fracdo ATBF9-10F’4,5
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Figura 17: Perfil Cromatogréfico da subfracdo ATBF9-10F’4,5Il.

A cromatografia em coluna com Silica C18 da fracdo ATBF12-25 gerou 29
fracbes, porém apOs analise dos seus perfis por CLAE, nenhuma apresentou
resultado satisfatério para continuidade do estudo.

O fluxograma 1 (Figura 18), demonstra passo a passo a obtencdo de cada

extrato e fracdo butandlica.
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5.3 Acetato de Etila

5.3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Assim como no extrato butandlico, as substancias presentes no extrato de
acetato de etila sdo substancias de média e alta polaridade, indicando a provavel
presenca de substancias glicosiladas. A absor¢cdo no comprimento de onda de
365nm mostrando fluorescéncia roxa e a coloracdo verde a alaranjado sé&o
indicativos da presenca de flavonoides (Figura 19) (WAGNER & BLADT, 1996).

Figura 19: Cromatoplaca do extrato acetato de etila observada nos comprimentos de onda de 254nm,

365nm e com NP-PEG no comprimento de 365nm, respectivamente.

5.3.2 Isolamento de Constituintes Fenodlicos do Extrato Acetato

Ao realizar cromatografia por coluna de Sephadex (item 4.4.2.1) do extrato
acetato de etila, coletou-se 21 fracbes que foram secas, pesadas e analisadas por
CLAE (item 4.5). As fracbes que apresentaram perfil cromatografico semelhante
foram unidas, renomeadas e pesadas novamente (tabela 7).

Através dos cromatogramas analisados em CLAE, as fragcbes que se
apresentaram satisfatorias para prosseguir com os estudos, de acordo com o perfil
cromatografico contendo um pico majoritario representando possivel isolamento de
substancias, foram as ATAcF5 e ATAcF10.
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Tabela 7 — Peso das fragBes de Acetato de Etila.

FragOes Peso do Extrato
(mg)
ATAcF1-4 10,9
ATACF5 6,8
ATACF6 3.4
ATAcCF7 3,0
ATACF8 20,6
ATACF9 5,8
ATACF10 4.8
ATAcF11 1,8
ATACF12 6,1
ATACF13 15,3
ATACF14-15 1,8
ATAcF16-17 2,7
ATACF18-20 1,6
ATAcF21 1,7

5.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O cromatograma do extrato acetato de etila apresentou cinco substancias
majoritarias (Figura 20) com tempo de retencédo de 13,3, 13,5, 15,2, 16,7 e 18,7
minutos, com area de 9, 8, 20, 13,5, 9,2 e 5,2%, respectivamente. O espectro de UV
apresentou dois maximos de absorcdo em cada substancia: | (255 e 354nm), Il (255
e 353nm), Il (265 e 347nm), IV (252 e 334nm) e V (266 e 330nm). De acordo com
Bhat et al.(2006), estes valores de absorbancia indicam que os picos | e |l

possivelmente séo um flavonol e os picos I, IV e V uma flavona (BHAT et al., 2006).
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Figura 20: Perfil cromatografico e espectros UV do extrato de Acetato de etila

O perfil da fragdo ATACF5 (Figura 21) apresenta um pico majoritario com tempo

de retencdo de aproximadamente 15 minutos, com uma concentracdo relativa de

38%, com pureza de 0,68. Através de uma analise feita por UV, constatou-se dois

méaximos de absorcdo: um ocorrendo em 245nm e o outro em 346nm, 0 que

geralmente indica a presenca de um flavona (BHAT et al., 2006).
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Figura 21: Perfil cromatogréafico e espectro UV da fracdo ATACF5

No perfil da fracdo ATAcF10 (Figura 22) observa-se a presenca de um pico
majoritario, o qual apresentou tempo de retencdo de aproximadamente 13 minutos,
com concentracdo de 71,7%, com pureza de 0,99 e maximos de absorcao 255 e
355nm, indicando uma possivel presenca de flavonol (BHAT et al., 2006).
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5.3.4 Caracterizagédo da Substancia presente na fragdo ATAcF10

Das fracdes que apresentaram substancias isoladas e que foram submetidas
ao RMN *H (item 4.6), apenas a fracdo ATACF10 pode ser caracterizada através de
dados espectrais de RMN medidos em metanol-d4 (Figuras 23, 24 e 25).

Sabendo que o RMN € uma técnica utilizada a fim de se determinar a
estrutura quimica de uma substancia, o uso da mesma nos propiciou a identificacéo
do esqueleto carbono-hidrogénio da substancia organica presente na fracao.

A anélise por RMN 'H mostrou deslocamentos quimicos (em ppm),

multiplicidades e acoplamentos escalares compativeis com a aglicona da quercetina:
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7,70 (d, J=2,1 Hz, 1H), 7,59 (dd, J= 8,5, 2,1 Hz, 1H), 6,87 (d, J=8,4 Hz, 1H), 6,40 (d,
J=2,1 Hz, 1H) e 6,21 (d, J=2,0 Hz, 1H). O préton anomérico com deslocamento
quimico de 5,27ppm e acoplamento escalar de 7,5Hz condizentes com o da glicose
(d, J=7,5 Hz, 1H). Os dados completos sdo apresentados na tabela 8. Comparando
os dados obtidos com dados da literatura (Kazuma et al. 2002), identificou-se a
substancia presente na fracdo ATAcF10 como sendo o flavonol glicosilado, a
guercetina-3-O-glicosideo (Isoquercitrina) (Figura 26).

Como ferramenta de auxilio para orientacdo de todo o processo de obtencao
dos extratos e fracOes acetato de etila até a identificacdo da substancia isolada foi
utilizado o fluxograma 2 (Figura 27).

Tabela 8 — Comparacéo dos dados espectroscépicos de RMN *H obtidos com os dados da literatura.

Hidrogénio Literatura Experimentais

0 (ppm), m, J(Hz) 0 (ppm), m, J(Hz)

Aglicona

H-6 6,20 (d, 2,2) 6,21 (d, 2,0)

H-8 6,39 (d, 2,2) 6,40 (d, 2,1)

H-2’ 7,70 (d, 2,2) 7,70 (d, 2,1)

H-3’

H-5’ 6,86 (d, 8,3) 6,87 (d, 8,4)

H-6’ 7,58 (dd, 2,2, 8,3) 7,59 (dd, 2,1, 8,5)

3-Glicosil

H-1 5,23 (d, 7,6) 5,27 (d, 7,5)

H-2 3,47 (dd, 7,6, 9,0) 3,47 (d, 7,7)

H-3 3,42 (t, 9,0) 3,42 (t, 8,8)

H-4 3,34 (t, 9,0) 3,34 (1)

H-5 3,21 (ddd, 2,4, 5,4, 9,0) 3,22 (ddd, 2,2, 5,2, 7,8)

H-62 3,70 (dd, 2,4, 12,0) 3,71 (dd, 2,1, 11,8)

H-6b 3,56 (dd, 5,4, 12,0) 3,57 (dd, 5,3, 11,9)
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Isoquercitrina
, 100
H NMR (400 MHz, édd) § 7.70 (d,/ = 2.1 Hz, 1H), 7.59 (dd+ 8.5, 2.1
Hz, 1H), 6.87 (d,= 8.4 Hz, 1H), 6.40 (d= 2.1 Hz, 1H), 621 (d=2.0

Hz, 1H), 5.27 (d[=7.5 Hz, 1H), 3.71 (dd= 11.8, 2.1 Hz, 1H), 3.57 (dd,
=11.9,5.3 Hz, 1H), 3.47 (i 7.7 Hz, 1H), 3.42 (k= 8.8 Hz, 1H), 3.34 (t, 90
1H), 3.22 (ddd/=7.8, 5.2, 2.2 Hz, H).
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Figura 26: Flavonol glicosilado isolado da A. tomentosa, Isoquercetrina.

Flavonoides sdo muito conhecidos por seus efeitos benéficos na presséo
arterial e na vasodilatacdo dos musculos do sistema vascular. A presenca de tal
classe fitoquimica explicaria o efeito de relaxamento dos vasos observados no item
5.1.2, uma vez que em estudos feitos em ratos com alimentos ricos em flavonoides

pode-se constatar que estes efeitos eram observados devido a capacidade deste
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grupo de promover a liberacdo de 6xido nitrico pelo endotélio vascular (MINETTO,
2009).

Apenas alguns grupos de flavonoides foram encontrados e relatados em
pteridofitas, sdo eles os flavonois, flavonas, flavanonas e glicosilflavonas. Destes,
dentro do grupo dos flavonois, podemos encontrar o kanferol e a quercetina (PINTO
apud WALLACE; PINTO apud BLANCH, 2011).

A isoquercitrina, o flavonol identificado da fracdo ATAcCF10, é uma substancia
que apresenta boa solubilidade e alta absorcdo pelo trato gastrointestinal,
encontrada em varias plantas comestiveis e medicinais (CHANG et al., 2006).

Varios estudos relatam as atividades cardiovasculares promovidas por
flavonoides. Um estudo recente da Isoquercitrina, de Junior et al. (2010), diz que
este polifenol € capaz de promover efeito hipotensor, diurético e antioxidante. Sua
resposta diurética tem como caracteristica principal um efeito natriurético e poupador
de potassio, aparentando depender da inibicio da ECA e do metabolismo da
bradicina, tendo como consequéncia a reducdo dos niveis de aldosterona, menor
atividade da bomba Na+/K:/ATPase e liberacdo de prostaglandinas e NO endotelial.
As respostas hipotensivas também possuem como caracteristica um efeito
relacionado com a inibicdo da ECA e a ativacdo da via NO/guanilato ciclase. E o
efeito antioxidante é devido a capacidade desta substadncia em aumentar a
disponibilidade de NO corporal acarretando na reducdo de espécies reativas de
oxigénio.

Muitos estudos narram sobre os beneficios cardiovasculares da isoquercitrina,
que envolvem acdo ateroprotetora, anti-hipertensiva, antiplaquetéria e inibidora da
ECA. Com base nisto, é provavel que esta substancia fenodlica contribua para a

atividade vasodilatadora da espécie vegetal.
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6 Conclusdo

Testes preliminares indicaram que o extrato etandlico da espécie A. tomentosa
apresentou atividade cardiovascular. Assim como esse extrato, as fracdes de
acetato de etila e a butandlica, apresentaram semelhante atividade, na mesma
concentracéo, motivo para o qual deu-se continuidade ao estudo com apenas esses
extratos.

Das fracdes que se apresentavam isoladas ou parcialmente isoladas, em CCD
conseguiu-se identificar a presenca de substancias glicosiladas e em CLAE
constatou-se a possivel presenca de flavonoides e outras substancias fendlicas,
uma vez que os maximos de absorcédo observados no UV estavam dentro da faixa
esperada para 0s mesmos. Com a andlise das fragdes por RMN 'H podemos
caracterizar uma das substancias como sendo um flavonol glicosilado, a
Isoquercitrina, uma substancia fendlica ainda néo relatada para espécie A.
tomentosa, mas com efeitos vasodilatadores j& estudados em literatura, como
efeitos diuréticos, hipotensivo e antioxidante.

Diante disso, podemos dizer que o trabalho foi satisfatério, uma vez que
conseguimos alcancar 0s objetivos propostos no inicio do projeto de isolar e
identificar uma substancia derivada de uma fragcéo ativa. E como perspectiva tem-se
em vista a caracterizacdo das demais substancias isoladas e a avaliacdo das

mesmas para a atividade vasodilatadora.
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