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RESUMO

O Cerrado se constitui em importante centro de biodiversidade abrigando espécies
Uteis para a medicina popular., entre elas o Erythroxylum suberosum, arbusto da
familia Erythroxylaceae amplamente distribuido no territério nacional. Seus frutos
servem de alimento para aves, seu tronco é suberoso, sua madeira é utilizada na
carpintaria e suas cascas sdo utilizadas no curtimento de couro. E conhecido como
fruta-de-pomba-do-campo, mercureiro, sombra de touro e cabelo de nego, utilizado
na medicina popular contra ma digestao, reumatismo e inflamagao. O presente estudo
teve como objetivo realizar estudo quimico, de espécie do género Erythroxylum,
biomonitorado por inibicao da hialuronidase. No ensaio de inibicdo enzimatica foi
utilizado método turbidimétrico, com adaptacdes. Os compostos foram isolados por
CC de Silica gel ou Sephadex e identificados por CCD, CLAE-DAD, e RMN de H e
13C. O extrato etandlico de E. suberosum apresentou forte potencial de inibicdo com
ICs0 = 0,045 mg/mL, significantemente menor que o controle cromoglicato dissodico
(ICso = 4,8 mg/mL). Do extrato etandlico foram identificados rutina, quercetina e
derivados, catequina, epicatequina e derivados do acido clorogénico e isolada mistura
de hiperosideo e isoquercitrina. Do extrato aquoso foi identificada mistura de frutose
e trealose, catequina e epicatequina, e isolada a rutina. Do extrato hexanicos foram
isolados ésteres alifaticos de cadeia longa. A atividade dos extratos e fragdes frente a
enzima foi justificada, em parte, pela presenga da quercetina (ICso = 0,36 mg/mL). A
atividade antioxidante observada para os extratos aquoso, etandlico e fragdes foi
relacionada a composi¢cao micromolecular dos mesmos. Os extratos brutos de E.
suberosum nao foram citotéxicos frente as larvas de A. salina com DLso > 1mg/mL.
Esses resultados revelam o potencial de E. suberosum no elenco de espécies
brasileiras farmacologicamente uteis. A descoberta de novos inibidores da
hialuronidase representam um avango na terapéutica ja que o complexo hialuronano-
hialuronidase esta envolvido em varios processos fisiopatoldgicos. Esse foi o primeiro
relato, pelo que se sabe, de inibicdo da hialuronidase pelos extratos e flavonoides
isolados das folhas de E. suberosum.

Palavras-chave: Erythroxylum suberosum; hialuronidase; flavonoides; Cerrado.



ABSTRACT

Cerrado consists in an important center of biodiversity hosting species useful for folk
medicine, among which is Erythroxylum suberosum, a bush from Erythroxylaceae
family, widely spread throughout the national territory. Its fruits serve as food to birds;
its trunk is suberous, its wood is used in carpentry, and its barks are used in leather
tanning. It is well known as fruta-de-pomba-do-campo, mercureiro, sombra de touro
and cabelo de nego, used in folk medicine against indigestion, rheumatism, and
inflammation. The current study aimed to carry out a chemical study of species of
Erythroxylum genus bioguided by inhibition of hyaluronidase enzyme. In the enzyme
inhibition assay was used the turbidimetric method, with adaptations. The compounds
were isolated by Silica gel or Sephadex® CC and identified by TLC, HPLC-DAD, and
NMR of 'H and '3C.The ethanolic extract of E. suberosum presented high potential for
inhibition with ICso = 0,045 mg/mL, significantly less than the disodium cromoglycate
control (ICso = 4,8 mg/mL). From the ethanolic extract were identified rutin, quercetin,
and derivates, catechin, epicatechin and derivates of chlorogenic acid; moreover, a
mixture of hyperoside and isoquercitrin was isolated from the same extract. Rutin was
isolated from aqueous extract, as well as were identified a mixture of fructose and
trehalose, catechin and epicatechin. From the hexane extract were isolated aliphatic
esters of long chain. The activity of the extracts and fractions in the enzyme
hyaluronidase was justified, in part, due to the presence of quercetin (ICso = 0,36
mg/mL). The observed aqueous, and ethanolic extracts and fractions antioxidant
activity, by ,was associated to the chemical composition of these mixtures The crude
extracts of E. suberosum were not cytotoxic to brine shrimp (A. salina) with LDso >
1mg/mL. These results show the potential of E. suberosum as a pharmacologically
useful Brazilian species. The discovery of new hyaluronidase inhibitors represents an
advance for the therapeutic, due to the hyaluronan-hyaluronidae complex is involved
in several patho-physiological processes. This was the first report, by what is
know,about the inhibition of hyaluronidase enzyme by extracts and flavonoids isolated
from the leaves of E. suberosum.

Keywords: Erythroxylum suberosum; hyaluronidase, flavonoids; Cerrado
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1 INTRODUGAO

O uso de vegetais com fins terapéuticos acompanha a prépria existéncia
humana. O homem primitivo buscou na natureza solugdes para satisfazer suas
necessidades e dessa relacdo nasceu um conhecimento que evoluiu através dos
tempos, passando pelas geragdes, e sendo utilizado, atualmente, como base
referencial primaria para pesquisas de novos farmacos a partir de plantas (1, 2).

As bases da Fitoterapia encontram-se na Medicina Chinesa e Ayurvédica com
relatos do uso de plantas como remédios que remontam a 2500 anos a.C. A antiga
civilizacao egipcia ja possuia informagdes sobre plantas medicinais, preservadas no
papiro de Ebers (3), que descreveu um numero significativo de doencas e os
medicamentos, de origem vegetal ou animal, que poderiam ser empregados para
trata-las. Embora a medicina egipcia se apoiasse em elementos magicos e religiosos,
€ sabido que ja eram utilizados vegetais como o sene, 0 zimbro, as sementes do linho,
o funcho e o ricino, além de outras plantas (4, 5).

O isolamento da morfina (1) de Papaver somniferum pelo farmacéutico
Friedrich Wilhelm Adam Sertirner, marcou o inicio do processo de extragao de
principios ativos em plantas (6). Alguns farmacos potentes foram entdo descobertos
e muitos deles tém usos consagrados na terapéutica atual. Joseph Pelletier,
farmacéutico francés, descreveu em 1817, o isolamento da emetina (2), a partir da
Cephaelis ipecacuanha, considerada um poderoso emético e expectorante em doses

menores (7, 8).

MeO
OMe

NH OMe
MeO

(1) 2)
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No cenario atual, o uso de plantas medicinais tem se tornado um habito por
parte da populacdo mundial, que busca nas preparagdes fitoterapicas ou nas plantas
in natura uma alternativa mais segura e econdmica para tratar suas enfermidades. A
medicina tradicional baseada em plantas representa a principal, e talvez a Unica forma
de acesso aos cuidados primarios de ateng¢do a saude para 4,5 bilhées de pessoas
em todo o mundo (9).

O Brasil segue essa tendéncia mundial, incentivando o emprego de praticas
complementares nos programas de atencéo a saude. Para isso implantou em 2006 a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de
Saude (SUS) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, importantes
diretrizes a pesquisa e ao desenvolvimento do uso de plantas medicinais e seus
derivados (10). Além disso, foi lancada em 2009 a Relagdao Nacional de Plantas
Medicinais, com 71 plantas ja utilizadas para fins terapéuticos, para orientar estudos
e pesquisas que subsidiassem a elaboragado da relagao de fitoterapicos disponiveis
para uso seguro e eficaz por parte da populagao (11).

Estima-se que existam mais de 250 mil espécies de plantas superiores em todo
o mundo, das quais, apenas uma pequena porcentagem tem sido exaustivamente
estudada pelo seu potencial como fonte de novas moléculas (12). Entretanto, grande
parte das plantas medicinais comercializadas no mundo sao colhidas de forma
indiscriminada e correm o risco de serem extintas (9). O Brasil com, aproximadamente,
50 mil espécies de plantas das quais 43% s&o endémicas do territério nacional, é o
maior centro de biodiversidade vegetal no mundo, seguido por China, Indonésia,
México e Africa do Sul (13), e celeiro para pesquisa e desenvolvimento nas areas de

Botanica, Quimica, Biologia, Farmacologia, Toxicologia e muitas outras.

1.1 BIOMA CERRADO

O Cerrado é considerado o segundo maior bioma da América do Sul, com uma
grande diversidade de espécies medicinais. Ocupa cerca de 22% territorio nacional
com abrangéncia desde o Amapa e Roraima até o Parana. Esta localizado em sua
maior extensao no Planalto Central principalmente no Distrito Federal, Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul e Minas Gerais. Nessa regidao encontram-se nascentes
das maiores bacias hidrograficas da América do Sul, resultando em um elevado

potencial aquifero que favorece sua biodiversidade (14-16).
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E reconhecido como a savana mais rica do mundo, responsavel por grande
parte da biodiversidade mundial, abrigando mais de 11 mil espécies de plantas
catalogadas. Destas, 220 encontram uso medicinal pelas populagdes nativas e 416
espécies podem ser usadas na recuperagdo de solos degradados, como barreiras
contra o vento e protegao contra a erosao (15).

Sua vegetagao esta sob forte influéncia da sazonalidade, ocasionada em parte
pela grande extenséo territorial desse bioma, bem como pela acdo de queimadas nas
estacdes mais secas do ano. Grandes areas do Cerrado tém sido destruidas dando
lugar a pastagens e plantagdes de soja, milho e cana-de-agucar (17), para producao
de etanol ou outro biodiesel. Tal cenario tem contribuido para a destruicdo acelerada
da vegetagao natural e conversdo de cerca de 80% do bioma Cerrado em areas
atroficas (18-20).

Apesar de possuir tanta riqueza, esse bioma esta seriamente comprometido,
constituindo uma das regides com maiores riscos de extingdo de espécies do planeta,
e é considerado um hotspot mundial, ou seja, area de conservagéao prioritaria, devido
a ameaca de extingdo no mais alto grau, em que se tenha perdido mais de trés quartos
de sua vegetacao original (21, 22).

Além de servirem de alimento, as plantas do Cerrado sdo dotadas de
propriedades medicinais e sua utilizacdo faz parte da tradicdo e costumes locais.
Contudo, o interesse da comunidade cientifica em estudar estes vegetais ocorre de
forma timida, se comparada com as das demais regides, resultando na caréncia de
dados que deem embasamento cientifico as praticas populares. Das espécies
existentes, muitas sdo conhecidas e utilizadas como remédios supostamente eficazes
para um grande numero de moléstias (23). Outras ndo sao utilizadas na etnomedicina
€ nao se conhece ainda seu potencial terapéutico ou téxico expondo a necessidade
de estudos que mostrem a utilidade, uso e manejo adequados desses vegetais (24).

O Distrito Federal situa-se na porcao central do Cerrado, onde é intenso o
conflito entre medidas conservacionistas e atividades econdmicas (25). Mais da
metade da vegetacao nativa foi destruida, devido ao crescimento desordenado das
cidades, aparecimento de condominios irregulares, assentamentos e invasodes, que
aniquilaram veredas, campos limpos e matas de galeria causando o desaparecimento
de espécies (26).

Muitas espécies foram extintas sem que fossem estudadas, ou sequer

conhecidas, eliminando a oportunidade de novas descobertas sobre a biodiversidade
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desse importante bioma. Assim, além de incentivar a regeneragdo da cobertura
vegetal para a recuperagdo ao menos em parte, da biodiversidade perdida, é
importante o desenvolvimento de estudos que visem o conhecimento do potencial de

espécies ainda nao estudadas.

1.2 ERYTHROXYLACEAE E O GENERO Erythroxylum

A familia Erythroxylaceae possui cerca de 240 espécies de distribuicdo
tipicamente tropical. E composta por 4 géneros, dos quais, Erythroxylum P. Browne é
0 mais importante, contendo maior numero de espécies e ampla distribuicdo pelos
continentes, com centro de diversidade e endemismo na América do Sul,
principalmente no Brasil e na Venezuela. Os géneros Aneulophus Benth.,
Nectaropetalum Engl. e Pinacopodium ocorrem exclusivamente na Africa (27-29).

No Brasil foram registradas, até o momento, 127 espécies de Erythroxylum,
grande parte em ambientes florestais da Mata Atlantica e Amazdnia. O Cerrado, que
ocupa a regiao central do Territério Nacional, abriga, aproximadamente 36 espécies
de Erythroxylum (30).

Quimicamente, o género se caracteriza pela presenca de alcaloides do grupo
tropano, dentre os quais se destaca a cocaina (3), um alcaloide natural que é
produzido, principalmente por Eryhtroxylum coca e Erythroxylum novogranatense.
Estima-se que E. coca seja cultivada na América do Sul por cerca de 5.000 anos com
registros arqueologicos da utilizagdo de suas folhas que datam de 3000 a.C. Suas
folhas eram mascadas para reducdo da fome e cansago e sua utilizagdo como
anestésico local data de 1879 (29).

Erythroxylum coca e E. novogranatense sao as espécies mais importantes, do
ponto de vista socioeconémico, por produzirem cocaina de forma significativa em
relacdo a outras que apresentam apenas tracos desse alcaloide em sua composi¢cao
micromolecular (31, 32)

Alcaloides tropanicos constituem principal grupo de constituintes do género
Erythroxylum. Um levantamento bibliografico realizado por Oliveira et al (2010)
apresentou 186 alcaloides tropanicos em 35 espécies de Erythroxylum distribuidas
em todo o mundo. Essa classe de compostos contribui para caracterizacdo
quimiotaxonémica de plantas desse género, apresentando importantes acodes

farmacoldgicas e toxicologicas (33, 34).
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Apesar da ampla distribuicdo geografica, poucas espécies de Erythroxylum
utilizadas na medicina popular foram investigadas. Os estudos realizados no género
concentraram-se nas espécies produtoras de cocaina, sobretudo E. coca e E.
novogratense (35).

Segundo Oliveira (2012) (36), em levantamento bibliografico utilizando dados
do NAPRALERT (Natural Products ALERT, banco de dados da Universidade de
lllinois), das 230 espécies de Erythroxylum, apenas 61 foram avaliadas quimicamente
resultando no isolamento e caracterizacdo de 449 compostos, dos quais a maior
prevaléncia foi para alcaloides de nucleo tropanico (32, 34, 37-39), terpenoides (40-
43) e flavonoides (42), com presenga em menores quantidades de outras classes
como alcaloides, benzenoides, cumarinas, quinonas, alquinos, esteroides, proteinas
e lipidios (36).

Espécies de Erythroxylum séao utilizadas na medicina popular como anti-
inflamatorio, antibacteriano, laxante, diurético, ténico estimulante, contra hemorragias,
disfungbes hepaticas, renais, vesiculares e respiratérias como pneumonia,
tuberculose e bronquite asmatica (44, 45).

Com ampla distribuicdo geografica, algumas plantas desse género utilizadas
na medicina tradicional, sdo alvo de estudos que tentam relacionar a atividade
biolégica com a composi¢gado micromolecular de seus extratos. Das partes aéreas de
Erythroxylum gonocladum foram isolados os compostos astilbina, B-sitosterol e uma
mistura dos acidos graxos palmitico, estearico e linoleico. O extrato etandlico das
partes aéreas de E. gonocladum exibiu atividade antihipertensiva por meio da inibigdo
da enzima conversora de angiotensina (ECA), acao atribuida a presenga do composto
astilbina (4) na composic¢ao dos extratos dessa espécie (46).

Um estudo feito para validar a utilizacdo de espécies de Erythroxylaceae,
predominantes na Africa do Sul, no tratamento doencas infecciosas, como disenteria
e diarreia, comprovou a atividade antibacteriana dos extratos das folhas e cascas de:
Erythroxylum delagoense contra Bacillus subtillis, Klebsiella pneumoniae e
Sthaphylococcus aureus; Erythroxylum emarginatum contra Klebsiella pneumoniae; e
Erythroxylum pictum contra Bacillus subtillis e Klebsiella pneumoniae (47).

Erythroxylum caatingae exibiu atividade antimicrobiana contra bactérias gram
positivas e contra fungos, principalmente Candida albicans. Além disso, fragbes

acetato de etila:metanol (95:5), acetato de etila, e cloroférmio, obtidas do caule dessa
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espécie, como também o composto isolado catuabina B (6) induziram apoptose em

células tumorais da linhagem K562, caracterizando uma acao citotdxica (48).
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No Distrito Federal, 12 espécies de Erythroxylum podem ser encontradas nos
diferentes gradientes de Cerrado (49), dentre elas E. suberosum A St.-Hil., E.
daphnites Mart., E. subrotundum A.St.-Hil (30).

Erythroxylum daphnites é conhecida como “muxiba”, “fruta-de-pombo”,
“‘chapadinho”, “mercurio” e “pimenta”. Pode ser encontrada em areas abertas do
Cerrado, campo rupestre e areas de mata ciliar (50). Das partes aéreas desta espécie
foram identificados esteroides, tri e diterpenoides, flavonoides, glicerideos e lignana
(50, 51). Quanto a atividade bioldgica, existem relatos de agado antioxidante e agao
antifungica, com potencial inibitério sobre isolados clinicos de Candida glabrata (50,
52, 53). O extrato hexanico dessa espécie mostrou potencial citotdoxico em estudo com

cancer de boca, induzindo morte celular por apoptose (54).
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Erythroxylum subrotundum é uma espécie endémica no Brasil, ocorrendo em
Estados do Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste. Tem como dominios fitogeograficos a
Caatinga, o Cerrado (latu senso) e Mata Atlantica (30). Desta espécie foram isolados
dois flavonoides 3-O-glicosilados (36). Em estudo de citotoxicidade, inibiu proliferagéao
celular de linhagens cancerigenas (NCI-H292 e K562) e carcinoma de Ehrlich
havendo relatos na literatura para atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas e fungos (53, 55)

Erythroxylum suberosum é um subarbusto de ocorréncia comum em areas
abertas de Cerrado com ampla distribuicao no territério nacional. E conhecido como
“fruta-de-pomba-do-campo”, “mercurio-do-campo”, “mercureiro”, “sombra-de-touro” e
“cabelo-de-nego”. Seus frutos ocorrem no periodo chuvoso e servem de alimentacao
para algumas espécies de aves; sua madeira é utilizada na carpintaria e marcenaria;
e suas cascas no processo de curtimento do couro (24, 56). Na medicina popular é
utilizado como remédio contra ma digestdo, como antireumatico e como anestésico
(57). Em uma analise preliminar n&o foi detectada cocaina nesta espécie (35).

Do ponto de vista quimico, E. suberosum foi pouco estudado, sendo relatados
para a espécie até o momento, metabdlitos secundarios identificados nas folhas como
os flavonoides quercetina (7) e seus derivados glicosilados hiperosideo (8),
isoquercitrina (9), ombuina-3- rutinosideo (70), rutina (11) e o alcaloide calistegina A3
(12). Da raiz foi isolada a mistura de catequina (13) e epicatequina (714). No caule
foram identificados, em mistura, os esteroides campesterol (15), estigmasterol (716) e
B-sitosterol (5) (31, 58-60).

Em estudo quimico do extrato etandlico dos galhos de E. suberosum, guiado
pelo ensaio de letalidade para A. salina, foram isolados 3 diterpenos abietanicos e 2
de esqueleto tipo ent-kaurano, presentes na fragao ativa. Quatro dos cinco diterpenos,
7- oxo-16-hidréxi-abiet-15(17)-en-19-al (17), 7- oxo-abiet-15(17)-en-16-ol (18), 7a.,,16-
dihidréxi-abiet-15(17)-en-19-al (19) e ent-7a,15B-di-hidroxi-caur-16-en-19-oato de
metila (20), apresentaram potencial efeito citotoxico frente as larvas de Artemia salina
(60).

Extratos de E. suberosum inibiram as enzimas catepsinas K, L e V em
concentracoes de 5 e 50 pg/mL (58). Em estudo realizado por Violante et al (2012),
qgue avaliou a agao antimicrobiana de algumas plantas medicinais do Cerrado sobre

bactérias gram-negativas, gram-positivas e fungos, E. suberosum apresentou
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atividade contra Staphylococcus. aureus, Candida glabrata, Candida krusei e
Cryptococcus neoformans (61)

Quanto a citotoxicidade, um estudo realizado por Macedo et al (2016) mostrou
que os extratos de E. suberosum apresentaram potencial atividade radiosensibilizante
in vitro no cancer de cabeca e pescogo sendo o extrato aquoso mais ativo contra os

carcinomas de lingua e hipofaringe em associac¢ao a radioterapia (62).
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1.3 ACIDO HIALURONICO (HA)

O &cido  hialurénico (hialuronano) é membro da familia dos
glicosaminoglicanos, juntamente com a condroitina e heparina, polimeros de alto peso
molecular compostos por unidades dissacaridicas de aminoagucares (N-
acetilglicosamina, N-acetilgalactosaminas) e acidos urénicos (glicurdnico, idurdnico)
interligados entre si por ligagdes glicosidicas alternadas do tipo 3-1,4 e 3-1,3 (63).

Diferente dos outros glicosaminoglicanos, suas cadeias nao sofrem sulfatagdes
e estao dispostas em conformacao dupla helicoidal devido a ligagao de hidrogénios
internos e sucessivas tor¢des na molécula. Porém, acredita-se que em meio aquoso
possa haver modificagcdo na conformacdo estrutural desse biopolimero, havendo
formagao de fragmentos menores de conformacdo simples. Essas caracteristicas
aliadas a existéncia de centros hidrofdobicos na molécula, conferem ao acido
hialurénico alta flexibilidade originando solu¢des muito viscosas de elevado peso
molecular, aumentando cerca de 1000 vezes o seu volume em meio aquoso. Nesse
estado, a difusdo de protéinas e eletrolitos é substancialmente facilitada (64, 65).

Sua sintese é realizada por hialuronano sintase, enzima vinculada a membrana
plasmatica e secretada diretamente em meio extracelular. E influenciada por varios
fatores como horménios e mediadores inflamatérios. Tem importante papel nos
processos de proliferagao, crescimento e migragao celular bem como em metastases

de células tumorais. Sua producao esta aumentada em processos inflamatdrios e de
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cicatrizagcdo como também nos processos de morfogénese e desenvolvimento
embrionario (66).

Nao é de ocorréncia exclusiva de vertebrados podendo ser encontrado em
bactérias e virus. E obtido, tradicionalmente, por extracdo a partir de tecidos animais,
como humor vitreo bovino e cordées umbilicais, entretanto, a producéo fermentativa
por algumas cepas de Streptococcus promove rendimentos com maior concentragao
de acido hialurénico a custos reduzidos. O processo de purificagdo na obtencéo do
acido hialurénico gera algumas desvantagens como a degradagao de suas cadeias
com reducgao do peso molecular e de sua capacidade funcional (67).

E um dos principais constituintes da matriz extracelular, encontrado nos fluidos
corporais em concentragdes variadas. Na pele, que funciona como reservatorio
primario, concentra-se aproximadamente 50% de hialuronano do corpo. Também é
encontrado no humor vitreo (0,1 a 0,4 mg/g), no fluido sinovial (3 a 4 mg/mL), na matriz
produzida pelas células que circundam o odcito (0,5 mg/mL) e na matriz patoldgica
que promove oclusao arterial (68).

Suas agodes estdo relacionadas a interagdo com uma variedade de receptores
e proteinas de ligagdo em membranas celulares. O receptor mais estudado € o CD44
(receptor de linfocitos) expresso em diversos tipos de células com fungédo de adeséao
celular, incluindo linfocitos, células mieloides, fibroblastos, retina e células gliais do
Sistema Nervoso Central (SNC). Outros receptores e proteinas de ligagédo com o
hialuronano foram identificados, dentre elas o RHAMM (receptor de motilidade AH -
mediada), ICAM-1 (molécula de adeséo intercelular — 1) e receptor LEC (receptor de
células endotélias do figado) (63).

Para alguns autores, os beneficios do acido hialurénico sao promovidos pelo
comprimento da sua cadeia e capacidade de interagir com a agua (69, 70). Suas
aplicacbes e usos relacionam-se diretamente a sua presenca em varios tecidos
conectivos de animais, tais como pele e cartlagem e a importantes funcdes
relacionadas a flexibilidade e manutencéo da estrutura dos tecidos (67). Além disto,
encontra inumeras aplicagdes clinicas tais como: procedimentos cirurgicos para
auxiliar os processos regenerativos; suplementagao ou substituigdo do humor vitreo
em cirurgias oftalmicas; na cicatrizagdo de cérnea, pé diabético, tenddes, mucosa
nasal, e no tratamento de osteoartrites (65, 71-73). Ainda, pode ser usado na

tecnologia farmacéutica, melhorando a particdo de farmacos, ajudando em sua
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absorgédo pela pele humana. Conjugado com polimeros sintéticos, é utilizado em
farmacos anti-inflamatérios de liberacéo prolongada (74).

Atualmente, uma de suas principais aplicacbes estda na dermatologia em
preenchimentos subcutaneos para corrigir depressdes, rugas e sulcos. Devido as
suas excepcionais propriedades fisicas, o acido hialurénico desempenha um papel
predominante na estrutura e organizagéo da derme e ajuda a garantir a flexibilidade e
a firmeza da pele. E sabido que o teor de acido hialurénico diminui com a idade, e que
alteracbes na sua disponibilidade e sintese contribuem para o envelhecimento
evidenciado pela formacgéao de rugas e diminuigdo da elasticidade da pele (75, 76).

O HA de ocorréncia natural é rapidamente quebrado pela enzima hialuronidase
e eliminado por meio dos vasos linfaticos e pelo metabolismo hepatico. Apds aplicagcao
subcutanea é absorvido gradativamente ao longo dos meses (77).

A fragmentacao do hialuronano gera polimeros entre 4 a 20 mil Da, in vivo, e
apresenta efeito paradoxal; moléculas com alto peso molecular tém propriedades anti-
inflamatdrias, antiangiogénicas e imunossupressoras, enquanto que fragmentos de
baixo peso molecular podem se relacionar a angiogénese e estabelecimento de
processos inflamatérios com liberacdo de citocinas que induzem respostas
inflamatdrias em macrofagos e células dendriticas secundarias a infecgéo e leséao
tecidual (78).

1.4 HIALURONIDASES

As hialuronidases sao classes de enzimas que degradam glicosaminoglicanos,
predominantemente o acido hialurénico; porém podem degradar condroitina e sulfato
de condroitina, embora em proporgdes menores (63).

As hialuronidases foram denominadas inicialmente como fator de difusdo
(spread factor) e estdo presentes nas cepas 3-hemoliticas de Streptococcus, venenos
de cobras, abelhas, vespas, escorpides, nematoides e sanguessugas; tém como
funcao auxiliar a difusdo dessas toxinas no organismo das suas vitimas (79).

Sé&o encontradas em varios tecidos como testiculos, olho, pele, bago, figado,
rins e utero, além de fluidos corporais como a lagrima, sangue e esperma. Em
mamiferos, a hialuronidase testicular € necessaria para a fertilizagdo do 6vulo (80).

Foram classificadas por Meyer, em 1971, dentro de trés familias distintas, de

acordo com o mecanismo catalitico de cada uma (63) (Figura 1):
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Hialuronidases (EC 3.2.1.35): sao 4-glicanohidrolases que degradam o
hialuronano por clivagem na ligagéo glicosidica 5-1,4 com o tetrassacarideo como
principal produto de degradagdo. Essas enzimas também degradam condroitina,
condroitina-4-sulfato, condroitina-6-sulfato como também o sulfato de dermatana em
menor propor¢ao. Sdo encontradas em espermatozoides de mamiferos, lisossomas,
venenos de himendpteros e peconhas de serpentes.

Hialuronidases (EC3.2.1.36): sao 3-glicanohidrolases que degradam o HA por
clivagem nas ligagdes glicosidicas -1,3 e tém como produto de degradagao o
tetrassacarideo ou o hexassacarideo. Estdo presentes em sanguessugas, parasitos e
crustaceos.

Hialuronidases (EC 4.2.2.1): sdo conhecidas como hialuronato liases que
degradam o HA por uma reacdo de -eliminagcdo produzindo dissacarideos que
contém residuos de glicuronosil apresentando uma ligagéo dupla entre os carbonos 4
ebd.
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Figura 1 - Classificagao das hialuronidases segundo Meyer (1971) (63)
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Existe outra classificagdo, alternativa a de Meyer (1971), que divide as
hialuronidases em: procariéticas e eucarioticas, onde se encontram as hialuronidases
decodificadas pelo genbma humano em 3p31.3 (Hyal-1, Hyal-2 e Hyal-3), em 7q31.3
(Hyal-4, PH-20 e Hyalp-1) (63).

Assim como o acido hialurénico, as hialuronidases tém sido utilizadas na
terapéutica. A hialuronidase por sua vez, € utilizada em medicamentos injetaveis como
adjuvante de difuséo local que facilita a absorgéao por meio da redugao da viscosidade
do cimento intercelular. Em vacinas e em anestésicos subcutaneos, a enzima acelera
a acao do farmaco e aumenta a area anestesiada (79). Além dos exemplos citados, o
hialuronano e as hialuronidases também sao utilizados para varios outros fins, desde
diagnéstico, na cosmetologia, em cirurgias plasticas, e outros. Dessa forma, o sistema

hialuronano-hialuronidase € de extrema importancia.

1.5 INIBIDORES DE HIALURONIDASE

Os inibidores de hialuronidases sdo agentes reguladores, naturais ou sintéticos,
envolvidos na manutencgao do equilibrio entre o anabolismo e o catabolismo do acido
hialurbnico. Em geral apresentam grande diversidade estrutural, podendo ser
proteinas, glicosaminoglicanos, polissacarideos e metabdlitos secundarios de origem
vegetal (78).

Sais de ferro, cobre e de zinco e heparina foram reportados como os primeiros
inibidores de hialuronidase por Meyer, em 1951. Os glicosaminoglicanos exercem seu
efeito inibidor sobre a hialuronidase devido a semelhancas na estrutura quimica com
o hialuronano, substrato dessa enzima (63).

Farmacos anti-inflamatdrios e antialérgicos, incluindo salicilatos, indometacina,
fenilbutasona e dexametasona, inibiram a atividade da hialuronidase isolada de
testiculos e de pegconha de serpentes. Entre os farmacos antialérgicos encontra-se o
cromoglicato dissédico (DSCG), inibidor conhecido da hialuronidase, que teve sua
eficacia avaliada em estudos anteriores (63, 81). E utilizado no tratamento de doencas
alérgicas, pois inibe a liberagdo de mediadores quimicos e promove a estabilizagdo
da membrana celular, reduzindo a resposta alérgica e a reagao inflamatéria no
organismo (82).

Muitos farmacos utilizados no arsenal terapéutico apresentam, em menor ou

maior grau, a capacidade de inibir a hialuronidase: acido ascorbico e seus analogos;
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flavonoides tais como quercetina, apigenina, kaempferol, rutina, miricitrina e outros
(68, 83); alcaloides como reserpina, acido aristoloquico, ajmalicina; triterpenos e
derivados do acido cafeico (78, 84, 85).

Um grupo de 31 flavonoides foram testados, inicialmente, frente a enzima
hialuronidase testicular bovina, por Kuppusamy, em 1990. Dentre os flavonoides
investigados, os taninos condensados apresentaram inibicdo maxima da enzima em
50 uM. Outros compostos como silibina, apigenina, luteolina, morina, miricetina e
quercetina, inibiram a enzima entre 29% e 76%, na concentracao de 250 uM. O estudo
cinético mostrou que essa inibicdo era competitiva e que algumas caracteristicas da
molécula favoreciam o efeito exercido pelo composto sobre a enzima. A presenca de
dupla ligacédo entre os carbonos 2 e 3 do nucleo fundamental dos flavonoides era
condi¢cdo necessaria para haver atividade por parte do composto; um grupo ceto na
posicao 4 e a introducao de hidroxilas em 5, 7 e 4’ pareciam aumentar o efeito dos
flavonoides; porém a presenca de substituintes glicosidicos diminuia o efeito inibitério
sobre a enzima testicular bovina. Dessa forma, o autor concluiu que as agliconas séo
melhores inibidores de hialuronidase que seus derivados glicosilados (86)

A quercetina isolada a partir de plantas mostrou-se ativa em estudos anteriores
em niveis diferentes de inibigdo. Isoquercitrina, hiperosideo e rutina também foram
ativos frente a enzima hialuronidase (87-90). Além de compostos isolados de fontes
naturais, extratos vegetais tém apresentado forte potencial inibitério sobre a
hialuronidase caracterizando-os como fonte promissora de novas moléculas
farmacologicamente ativas (89, 91-94)

Espécies vegetais presentes em regides de cerrado do Distrito Federal e seu
entorno, estudadas por este grupo, tém revelado ser fonte de compostos com
atividade antimicrobiana (23, 95), citotéxica (96, 97), anti-inflamatéria e
antinociceptiva, dentre outras (98-100).

Para muitos desses compostos isolados ha registro de atividade de inibicdo da
hialuronidase. Como exemplo pode ser citado derivados de hederagenina (21) (101),
também isolados de Sapindus saponaria (102); rutina (11) (103), também isolada de
Hancornia speciosa (23) e acido ursélico (22) (104), também isolado de espécies de
Pouteria (96).
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(21)

(11)

Esses achados revelam o grande potencial das espécies ocorrentes no Cerrado
brasileiro, com destaque para a familia Erythroxylaceae, caraterizada pela presenca
de metabdlitos farmacologicamente ativos, como alcaloides tropéanicos e flavonoides.
Contudo, é necessario que haja mais estudos para conhecimento e caraterizagcéo de
principios ativos e agbes farmacoldgicas de espécies da flora brasileira especialmente
as que se encontram sob risco de extingao.

Considerando também a grande importancia da hialuronidase, a identificacédo
e caracterizagado de inibidores dessa enzima, potentes reguladores que mantém a
homeostase do acido hialurénico, pode ser util no desenvolvimento de agentes anti-
inflamatorios, rejuvenescedores, antimicrobianos, antitumorais, contraceptivos, dentre

outros.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade de espécies do género Erythroxylum em inibir a atividade

da enzima hialuronidase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar estudo quimico, biomonitorado por hialuronidase, do extrato da
espécie que apresentar maior atividade frente a enzima hialuronidase.

Caracterizar a atividade funcional e a toxicidade da espécie mais ativa.



MATERIAS E METODOS
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 METODOS GERAIS

3.1.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Todas as etapas do processo extrativo e fitoquimico foram monitoradas por
meio de cromatografia em camada delgada.

3.1.1.1 Fase Estacionaria (FE):

- Placas de silica gel 60G (Merck), preparadas em suporte de vidro, com 0,25
mm de espessura (analitica) ativadas a 105 °C.

- Placas de silica gel 60G (Merck) preparadas em suporte de vidro, com 0,50
mm de espessura (preparativa) ativadas a 105 °C.

- Placas de silica gel 0,2 mm Kieselgel 60 ALUGRAM SIL G. (MACHEREY-
NAGEL®).

3.1.1.2 Eluentes (FM):

FM1: AcOEt (6) : MeOH (4)

FM2: MeOH

FM3: AcOEt (100) : CH202(11) : CH3COOH (11) : H20 (16)
FM4: MeOH (13,5) : AcOEt (100) : H20 (10)

FM5: CH2Cl2

FM6: CH2Cl2 (7) : MeOH (3)

FM7: Hexano (9) : AcEt (1)

3.1.1.3 Reveladores (105)

R1 - Solucao acida de anisaldeido
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Reagente para detecgdo de esteroides, prostaglandinas, carboidratos, fendis,
glicosideos, sapogeninas, terpenos de modo geral (6leos essenciais), antibiéticos,
micotoxinas.

Solucao A: solucao de anisaldeido em acido acético a 2%.

Solugéo B: solugao etandlica de H2SO4a 20%.

A cromatoplaca foi borrifada com a solugédo A, em seguida, com a solugéo B e

foi entdo aquecida a temperatura aproximada de 100°C.

R2 — Reagente Dragendorff

Reagente para deteccao de alcaloides e peptideos, pelo surgimento de mancha
alaranjada, imediatamente apos a borrifagao.

Solugado A: nitrato basico de bismuto (1,7 g) foi dissolvido em 100 mL solugéo
de acido acético (1) : agua (4)

Solucao B: solugido aquosa de iodeto de potassio 40%

A cromatoplaca foi borrifada com a solucéo, previamente preparada, composta
de 5,0 mL de A; 5,0 mL de B; 20 mL de &cido acético e 70 mL de agua.

R3 — Reagente NP/PEG

Reagente para deteccédo de flavonoides e outras substéncias fendlicas pela
intensificacdo da fluorescéncia

Solugao A: solugdo metandlica de difenilboriloxietilamina 2%

Solugédo B: solugéao etandlica de polietilenoglicol — 400 (PEG 400) 5 %

A cromatoplaca foi borrifada com a solugdo A, em seguida com a solugao B e

observada sob luz ultravioleta.

R4 — Reagente de Verde de Bromocresol

Reagente para detecgao de acidos carboxilicos pelo surgimento de cor amarela
sobre fundo azul, imediatamente apds a borrifagao.

O verde de bromocresol (0,1 g) foi dissolvido em 100 mL de metanol e
alcalinizado com solugdo NaOH (1,0 M) até que a solugéo apresentasse cor azul

intensa.
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R5 — Reagente Komarovsky

Reagente para detecgao de glicosideos (saponinas), ocorre pelo aparecimento
de manchas azuis, alaranjadas ou marrons.

Solugéo A: Solugado metandlica de 4-hidroxibenzaldeido a 2%.

Solucao B: Solucéao etandlica de H2SO4 a 50%.

Imediatamente antes da utilizagdo, o reagente foi preparado pela mistura das
solugbes A e B na proporgao 3:2. A cromatoplaca foi borrifada com o reagente e

aquecida a temperatura aproximada de 100 °C.

R6 - Radiagao ultravioleta (UV)

O cromatograma foi observado sob a luz UV (A = 365 nm), para detecg¢ao de

substancias contendo grupos cromoforos.

3.1.2 Cromatografia em Coluna (CC)

3.1.2.1 Silica gel 60 A (70-230 mesh) Merck®

A fase estacionaria [Silica gel 60 A (70-230 mesh), marca Merck®] foi suspensa
com o solvente utilizado inicialmente como fase mdvel (usualmente, hexano) e
empacotada em coluna de vidro até total decantacdo da silica. A amostra foi
incorporada em quantidade suficiente de silica e solvente e entéo foi aplicada no topo
da coluna, sendo posteriormente procedida a eluicdo, com gradiente em ordem

crescente de polaridade.

3.1.2.2 Exclusdo em gel Sephadex®

O gel (Sephadex ™ LLH-20 Amersham Biosciences®) foi suspenso no solvente
utilizado como fase movel, mantido em repouso por 24 horas e empacotado em coluna
de vidro até total decantagao do gel. A sistema foi mantido sob repouso por 24 horas.
A amostra foi dissolvida em quantidade suficiente do eluente e entao aplicada no topo

da coluna que foi, em seguida, eluida até completo esgotamento.
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3.1.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a Detector de Arranjo de
Diodos (CLAE-DAD) ou indice de Refracdo (CLAE-IR).

Condicoes de analise — CLAE-DAD (59):

As analises em CLAE-DAD foram realizadas em equipamento (Hitachi) com
coluna (LiChroCART 150-4,6 Purospher STAR RP-18e -5 um) e pré-coluna
(LichroCART 4-4,6 Purospher STAR RP 18e - 5 ym) mantidas a 25°C com fluxo de
0,6 mL por minuto e tempo de analise de 55 minutos. Os eluentes usados foram:
solugéo a 1% de acido fosférico (Tédia®) na bomba A e acetonitrila (Tédia®) na bomba
B em sistema de eluicédo por gradiente (Tabela 1). Com intervalo de analise de 230 a
400 nm e dados extraidos em 280 e 354 nm. As amostras (2 mg/mL) foram dissolvidas

em solvente apropriado, grau HPLC (59).

Tabela 1 - Gradiente de eluigdo para analise por CLAE-DAD na detecgao de flavonoides
(%) Solucéo de Ac.

Tempo (min) Fosforico 1% (%) Acetonitrila Fluxo (mL/min)
0 90 10 0,6
40 70 30 0,6
50 50 50 0,6
51 90 10 0,6
55 90 10 0,6

Condicoes de analise — CLAE-IR:

As anadlises em CLAE-IR foram realizadas em equipamento (Hitachi), coluna
Lichrospher 100 NHz2, 250 mm x 4,0 mm (HP 5 pm) mantida a 30°C, com sistema de
eluicao isocratico. Programa de eluicdo: bomba A: bomba B (80:20). Regido de andlise
entre 200 nm e 400 nm.

Bomba A : acetonitrila (Tedia®)

Bomba B: agua

Fluxo: 1 mL/min

Detector: por indice de refragcao (RI) (200 nm e 400 nm)

Sistema de eluicao: isocratico

Gradiente de eluicdo: bomba A (80%): bomba B (20%).
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3.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As analises foram feitas no Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia.
Os espectros de RMN de 'H (300 MHz) e de '3C (75 MHz) foram gerados no
espectrémetro de 300 MHz (Varian Mercury Plus), utilizando sondas de detecgao ATB
e SW de 5 mm de didmetro interno. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos
em ppm e os solventes deuterados foram D20 e MeOD4, com TMS (tetrametilsilano)

como referéncia interna.

3.1.4 Determinacgao de Fendlicos Totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais presentes nas folhas de E.
suberosum foi feita utilizando o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau descrito em
2004 por Kumazawa et al (2004) com modificagdes (106). A analise foi baseada em
reacao redox entre agentes redutores e os acidos fosfomolibdico e fosfotunguistico
presentes no reagente. Durante a reagao, ocorreu a formagao do molibdénio azul e
tungsténio azul, cuja coloragdo permitiu determinar a concentragdo das substancias
redutoras, ndo necessariamente, de natureza fendlica (107).

Em tubos de ensaios foram adicionados 65 pyL de solucdo aquosa de acido
galico (0,508; 1,016; 2,031; 4,063; 8,125; 16,25 e 32,5 mg/mL), 250 pL de solugdo
aquosa de carbonato de sédio Na2COs3 10%, e 250 uL do reagente Folin-Ciocalteau
(Sigma-Aldrich). Em seguida, o volume foi completado para 2500 uL com agua
destilada e homogeneizado. O conjunto foi mantido a temperatura ambiente e, apés 1
hora de incubacéo, as absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro (Shimadzu
UV-1800) a 700 nm. A partir das absorbancias referentes as solugdes de acido galico
utilizadas, foi construida uma curva analitica e empregada a regressao linear para a
obtencdo da equacao da reta.

Para determinacédo da concentracao de fendlicos totais nos extratos e fragdes
avaliados (extrato aquoso e etandlico, e fragbes diclorometano e hidrometandlica do
extrato etandlico) foram utilizados 65 pL das amostras (52 ug/mL diluidos em
metanol). O ensaio foi conduzido em triplicata nas mesmas condi¢cées dos padroes.
Para branco, de amostra, foram adicionados 65 pL das amostras (52 pg/mL), 250 pL
de Na2CO3 10% e o volume foi completado para 2500 pL com agua desionizada. Para

zerar o aparelho foi utilizada agua desionizada. A partir da equagao, obtida com o
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padrao acido galico, foi possivel calcular a concentracédo (ug/mL) de fendlicos totais
nos extratos e fracdes em questdo, expressos como ug, de Equivalentes de Acido

Galico (EAG) por mg de extrato.

3.1.5 Determinacgao de Flavonoides Totais

O teor de flavonoides totais presente nas folhas de E. suberosum foi
determinado por metodologia descrita em 1998 por Woisky, Salatino (1998) com
modificagbes (108, 109),. A analise foi baseada na formacao de complexos estaveis
entre os flavonoides e o cation Al*3. Foram preparadas solugbes metandlicas de
qguercetina em concentracodes (1, 2, 4, 8, 16 e 32 uyg/mL). Em tubos de ensaio, foram
adicionados 250 pyL da solugdo padrdo nas concentragcdes avaliadas E 125 uL de
solugdo metandlica de cloreto de aluminio (AICI3) 5%. Em seguida, o volume foi
completado para 2500 yL com agua desionizada e homogeneizado. O conjunto foi
mantido a temperatura ambiente e as absorbancias foram medidas em
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-1800) a 425 nm apés 1 hora de incubagdao. Com
uso das absorbancias obtidas com a quercetina, foi construida uma curva analitica e
determinada a equacgao da reta por regresséo linear.

Para determinacdo da concentracdo de flavonoides nos extratos e fracdes
avaliados (extrato aquoso e etandlico, e fragdes diclorometano e hidrometandlica do
extrato etandlico) foram utilizados 250 pL das amostras (2 mg/mL). O ensaio foi
conduzido em triplicata nas mesmas condicdes do padrdo. Para o branco das
amostras foram adicionados 250 yL das amostras (2 mg/mL) em agua desionizada
até 2500 pyL de volume final. Para zerar o equipamento foi utilizado um branco
preparado com 250 uL de metanol no lugar das amostras. A partir da equacéo, obtida
com o padrao quercetina, foi possivel calcular a concentragéo (ug/mL) de flavonoides
totais nos extratos e fracbes avaliados, expressos como ug, de Equivalentes de

Quercetina (EQ) por mg de extrato.
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3.1.6 Avaliacao da Atividade Antioxidante

- Método de Reducio do Complexo Fosfomolibdénio

A verificagao in vitro da atividade antioxidante de extratos vegetais foi realizada
pelo método descrito em 1999 por Prieto (1999), com modificagdes (110). A analise
foi baseada na capacidade redutora do complexo fosfomolibdénio, em meio acido,
comparada a de compostos antioxidantes conhecidos (BHT, quercetina e &cido
ascorbico). Para a condugao do ensaio, foram utilizadas solugdes estoque (1 mg/mL
diluidos em etanol) de acido ascorbico (Dinamica®), BHT (2,6-di-tert-butil-4-metilfenol)
(Synth®) e quercetina (Cromadex®). A partir das solugdes estoque de cada padréo a
ser testado, foram preparadas diluicdes seriadas, em etanol, nas concentragcbes de
0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg/mL. O reagente foi preparado no momento do uso
misturando, em partes iguais (250 mL), as solugdes aquosas de (NasPOas, 28 mM),
molibdato de aménio tetrahidratado [(N4)sM07024.4H20, 4 mM,] e de acido sulfurico
(H2S04, 0,6 M).

Em tubos de ensaio foram adicionados 1 mL da solu¢ao reagente e 0,1 mL das
diluigdes dos padrdes nas concentragbes avaliadas. Os tubos foram tampados e
mantidos em banho-maria a 95°C durante 90 min. Ap6s o periodo definido, as
amostras foram deixadas arrefecer até a temperatura ambiente. O conteudo de cada
um dos tubos foi transferido para cubetas de poliestireno (caminho 6ptico 1 cm)
(Sigma®) e analisado sob o comprimento de onda 695 nm em espectrofotdmetro,
contra um branco (1 mL do reagente e 0,1 mL de etanol). Para cada diluicao, a analise
foi feita em triplicata. Os dados de absorbancia foram registrados em
espectrofotdbmetro Shimadzu (UV-1800) e foram construidas curvas analiticas
obtendo-se as equacdes da reta por regressao linear.

As amostras foram analisadas sob as mesmas condi¢cdes dos padrdes aqui
adotados. Os extratos e fragdes foram solubilizados em etanol na concentragao de 1
mg/mL e uma aliquota de 0,1 mL das solu¢des foram adicionados a 1 mL do reagente.
Para calcular a equivaléncia dos compostos analisados foram utilizadas as equacdes
da reta obtidas com os padrées, as quais foram aplicadas as absorbancias lidas a 695
nm. Dessa forma, foram obtidas as concentracbes relativas aos controles e o
resultado é dado em equivalentes de quercetina, BHT e acido ascérbico por mg de

extrato.
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3.1.7 Toxicidade a Larvas de Artemia salina

Para condugdo do ensaio foi utilizada a metodologia descrita por Meyer et al
(1984), com adaptagdes (111). Dessa forma, uma solugéo de sal marinho sintético (36
g/L) foi preparada, com pH entre 8-9, ajustado com uma solugdo de NaOH 0,1 M. Essa
solugcao foi utilizada para a eclosdao dos ovos de A. salina e para o preparo das
diluicdes dos extratos hexanico, etandlico e aquoso de E. suberosum. Os ovos de A.
salina foram postos em solugao salina aquosa com aeracao constante e expostos a
luz diurna por 48 horas para eclodir. Os extratos (20 mg) foram solubilizados em 0,2
mL de DMSO e o volume foi completado para 20 mL com a solugao salina (1000 ppm).
Desta solugédo foram preparadas diluicbes (500, 250 e 125 ppm), em ftriplicata. Em
seguida, foram adicionadas 10 larvas de A. salina para cada tubo.

Como controle positivo foi utilizada uma amostra de 2 mg de dicromato de
potassio, a qual foi submetida as mesmas condicbes das amostras a serem
analisadas. Tubos contendo solugao salina, 0,2 mL de DMSO e 10 larvas de A. salina,
foram utilizados como controle negativo. Os tubos foram mantidos sob iluminagao
constante e, apos 24 horas, as larvas sobreviventes foram contadas. O calculo da
DLso foi realizado utilizando o programa PROBITOS® (111).

3.1.8 Ensaio de Inibicao Enzimatica

O ensaio de inibicao da hialuronidase foi realizado segundo a metodologia
descrita por Di Ferrante (1956) com adaptagdes (112). Para condugdo do ensaio

foram preparadas as seguintes solugdes reagentes:

- Solugao de hialuronidase 800 Ul/mL (estoque)
Hialuronidase de testiculos bovino (tipo |, Sigma Aldrich®) 1,0 mg
Tampao citrato — fosfato pH 5,0 g.s.p. 1,0 mL
Solugao de uso 160 Ul/1,2 mL

- Solugao Tampao citrato-fosfato 0,1M pH 5,0
Misturar as solucdes A e B até pH 5,0
Solugao A:
Fosfato de sddio dibasico 1,7799 g
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Cloreto de sédio 0,5844 g

Agua destilada q.s.p. 100 mL
Solugao B:

Acido citrico 1,921 g

Agua destilada q.s.p. 100 mL

- Solucao de Acido Hialurdnico (HA)
Ac. Hialurénico, (Sigma®) 2 mg

Tampao citrato-fosfato pH 5,0 q.s.p. 1mL

- Solugao de Soroalbumina bovina 2 mg/mL (BSA) (estoque)
Soroalbumina bovina (Sigma®) 2 mg
Agua destilada q.s.p. 1 mL
Solugao de uso (0,2 mg/mL)

- Solugéo de Brometo de hexadeciltrimetilaménio 2,5 % (CTAB)
CTAB (Sigma®) 25¢g
NaOH 0,5 M g.s.p. 100 mL

- Solucéo dos extratos vegetais

As amostras foram diluidas de modo que a concentragdo em 10 pL fosse
suficiente para obter a concentragcdo desejada no tubo teste, com volume final de 1
mL. Foram utilizados como solvente agua destilada, metanol ou DMSO. O ensaio foi
realizado com a parte soluvel das amostras no caso do extrato hexanico, enquanto
que os extratos aquoso, etandlico e fragdes destes foram totalmente solubilizados.

A principio, os extratos foram diluidos na concentracdo de 5 mg/mL
(concentracéao final na reacao foi de 0,1852 mg/mL) para avaliagédo preliminar das
espécies de Erythroxylum. Para a construgcdo das curvas de dose-resposta dos
extratos foi preparada uma solugdo na concentragdo de 10 mg/mL, a partir da qual
foram feitas diluicbes regressivas até a menor concentragcédo do extrato onde nao se
observasse variagao significativa na atividade enzimatica. A concentragao reacional
para cada ponto das curvas de dose e resposta foram calculadas posteriormente. Os
solventes utilizados para diluir as amostras também foram avaliados frente a atividade

da enzima, no mesmo volume destas (10 pL).
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- Solugao de cromoglicato dissodico (C23H14Na2011C23H14Na2011) (controle positivo)
e compostos fendlicos avaliados.

Foi preparada solugao estoque de cromoglicato dissodico (DSCG) (Sigma®) na
concentracao de 83,4 mg/mL em agua destilada. A partir dessa solugao foram feitas
diluicbes seriadas e construida a curva de dose e resposta.

Além do cromoglicato dissédico, outros compostos foram testados frente a
atividade da enzima, inicialmente em concentragdes finais de até 1,6 mg/mL. Os
compostos acido cafeico (Sigma®), acido galico (Sigma®), isoquercitrina (Sigma®),
acido ferulico (Sigma®), acido clorogénico (Sigma®), naringenina (Sigma®), saponina
(Sigma®), epicatequina (Sigma®), catequina (Sigma®), hesperitina (Sigma®), acido
rosmarinico (Sigma®) e &acido elagico (Sigma®) foram diluidos em metanol. A
quercetina (Cromadex®) foi diluida em DMSO. Para construgdo das curvas de dose e
resposta foram preparadas solugdes a 4 mg/mL (concentragdo no meio reacional)
para quercetina e acido rosmarinico, a partir das quais, foram feitas diluicbes seriadas
até a menor concentragdo onde néo se observasse variagao significativa na atividade
enzimatica. Para o acido elagico, foi utilizada uma solugéo estoque a 5 mg/mL, sendo

calculada, posteriormente, a concentracao reacional para cada ponto da curva.

3.1.8.1 Condicbes do Ensaio

— Primeira etapa:

A mistura de reagao foi composta de 120 uL de tampao citrato-fosfato (pH 5,0),
30 yL de solugdo aquosa de soroalbumina bovina - BSA (Sigma®) (2 mg/mL), 50 uL
de agua, 10 uL das diluicdes dos extratos e fragcdes e 30 pL de solugao enzimatica (4
Ul). Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente por 10 min. Em seguida, 30 uL
de acido hialurénico (Sigma®) (2 mg/mL) foram adicionados a mistura e os tubos foram
incubados a 37°C, por 30 min. Alteracbes nos volumes das amostras e controle,
decorrentes da dificil solubilizagdo dos compostos nos solventes utilizados, foram

compensadas por ajuste no volume da agua ou do tampéo.

— Segunda etapa:
Apds o periodo determinado, a reacéao foi interrompida com a adi¢ao de 730 uL

de brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB) (Sigma®) a 2,5%. As amostras foram
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mantidas a 25 °C por 20 min e as absorbancias lidas em espectrofotdmetro a 600 nm
(Shimadzu, UV-16800). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Além das amostras, foram preparadas solucbes denominadas: branco de
amostra, substituindo a enzima e o substrato por tampao citrato-fosfato (pH 5,0),
visando eliminar variagdes relacionadas a coloracéo caracteristica do extrato vegetal
ou dos padroes testados; branco do aparelho, tubos contendo tampao citrato-fosfato
(pH 5,0), soroalbumina bovina (2 mg/mL), agua e CTAB (2,5%) utilizado para zerar o
equipamento; controle negativo da reacdo, o qual avaliou a capacidade da
hialuronidase em degradar o substrato na auséncia de um inibidor; controle positivo
da reacéo, teste com substrato sem a enzima para marcar o ponto maximo de inibigdo
(100%) da atividade enzimatica que foi caracterizado nesse ensaio pela nao
degradacéao do acido hialurénico.

A atividade de inibicdo dos extratos brutos das partes aéreas das espécies de

Erythroxylum foi comparada ao controle DSCG e a quercetina (Cromadex®).

3.1.8.2 Determinagao da Porcentagem de Inibigdo Enzimatica e da 1Cso.

A atividade enzimatica foi medida por meio de monitoramento do percentual de
substrato nao digerido, complexado com CTAB apéds a reagao enzimatica, em 600 nm.
A absorbancia do substrato na auséncia da enzima, subtraida do branco do substrato,
representou o ponto maximo (100%) de inibicdo (controle da reagdo). As
porcentagens de inibicdo sobre a atividade da hialuronidase foram calculadas de

acordo com a seguinte equacéo:

% inibigéo = (ABSteste — ABSbranco /ABScontrole — ABSbranco) x 100

Os parametros de regressao nao-linear foram tragcados para cada curva e os
valores de ICso obtidos, utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Os resultados
foram expressos pela média + erro padrdao e submetidos a analise de variancia
ANOVA associada ao teste de Tukey ou Dunett. Foram consideradas diferengas
significativas os valores de p < 0,05.

Para as amostras que inibiram a atividade enzimatica em mais de 50% foram

construidas curvas de dose e resposta, determinando-se o valor do ICso. As curvas
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foram construidas com a porcentagem de inibigao versus o logaritmo da concentragao

do inibidor.

3.2 PARTE EXPERIMENTAL

3.2.1 Material Vegetal: Coleta e Identificagao

As espécies de Erythroxylum avaliadas foram obtidas por meio de sucessivas
coletas realizadas em areas de cerrado do Distrito Federal pelos Botanicos: Prof. Dr.
Christopher W. Fagg (Universidade de Brasilia, Campus Ceilandia - DF) e pela Profa.
Dra. Sueli Maria Gomes (Universidade de Brasilia, Campus Darcy Ribeiro). A
identificacao foi realizada por comparacao com exsicatas depositadas no Herbario da
Universidade de Brasilia (UB) (Tabela 2). Todos os extratos utilizados no trabalho sao
oriundos da colegdo de extratos do grupo de pesquisa “Desenvolvimento e Controle
da Qualidade de Farmacos e Medicamentos”, Faculdade de Ciéncias da Saude da

Universidade de Brasilia, sob coordenacao da Profa. Dra. Damaris Silveira.

Tabela 2 — Dados relacionados a coleta, identificagéo e extracao das espécies de Erythroxylum

Parte Locais de coleta:
Espécie Extrato Exsicata Periodo
usada Cerrado - DF
Erythroxylum Fagg CW 15° 46’ 23" S 2009
suberosum 2192 47° 52 07" W
- Aquoso
Erythroxylum Partes Fagg CW & Silveira D 15° 56’ 29” S
Etandlico 2011
daphnites aereas L. 2193 47° 52 37" W
- Hexanico
Erythroxylum Fagg CW & Silveira D 15° 56’ 24” S 2011
subrotundum 2194 47° 52 23" W

3.2.2 Obtengao dos Extratos Brutos

Depois de seco a temperatura ambiente, o material botanico foi pulverizado e
submetido a extracdo por maceragao seguida de percolagao, utilizando os solventes

hexano, seguido de etanol, para obtengéo dos extratos brutos. As solugdes extrativas
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obtidas foram armazenadas em frascos d&mbar e concentradas a secura sob vacuo a
uma temperatura de aproximadamente 40 °C com auxilio de rotaevaporador (Figura
2).

Os extratos aquosos foram obtidos por infusdo do material botanico, seco e
pulverizado, em agua destilada a aproximadamente 70 °C. A mistura foi deixada
arrefecer até aproximadamente 40 °C, sendo entdo submetida a filtracdo. A solucao
extrativa resultante foi mantida a -30 °C e submetida ao processo de liofilizagdo
(Figura 2).

Os extratos brutos obtidos foram conservados em baixa temperatura (-30 °C),
até sua utilizagcao nos ensaios biolégicos e fracionamento quimico subsequentes. Os

rendimentos foram apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Rendimentos finais dos extratos brutos do rasurado das partes aéreas de Erythroxylum

Material . :
Extratos/parte Espécie vegetal seco Rer)dlmento Repdlmento
(@) Final (g) Final (%)
Etandlico/folhas 669,0 8,58 1,28
Hexanico/folhas E. suberosum 669,0 65,1 9,73
Aquoso/folhas 129 5,7 44
Etandlico/flores ND 4,83 ND
Etandlico/galhos ND 6,36 ND
Hexanico/folhas E. daphnites 848,63 15,53 1,83
Aquosoffolhas 79,17 1,3 1,64
Etandlico/folhas 848,63 156,1 18,4
Etandlico/folhas 436,7 7,55 1,73
Hexanico/folhas E. subrotundum 436,7 4,35 0,99
Aquosof/folhas 78,05 53 6,8

*ND = ndo determinado
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Figura 2 — Representacao esquematica para o processo de obtencéo dos extratos brutos de espécies

do género Erythroxylum.

3.2.3 Caracterizagao Farmacognéstica por CCD

A caracterizagado farmacognostica dos extratos e fragbes foi realizada por

cromatografia de camada delgada (CCD), utilizando como eluentes FM1 a FM7 e
reagentes classicos de deteccdo R1, R2, R3, R4, R5 e R6 (Métodos Gerais) (105). As

amostras foram analisadas quanto a presenca de terpenos, compostos nitrogenados,

polifendis (principalmente flavonoides), saponinas e acidos graxos de cadeia longa.

3.24 Estudo Quimico do Extrato Etandlico de Erythroxylum suberosum

(EEESflh)
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3.2.4.1 Cromatografia em Coluna (CC) — Silica gel 60:

Parte do extrato etandlico (5,32 g) foi submetida a fracionamento por
cromatografia em coluna (CC) de silica gel (altura= 27 cm; didmetro= 4,1 cm),
utilizando a ordem Hexano—Acetato de etila—MeOH como gradiente de eluigao.

Fracdes de 50 mL foram coletadas, concentradas a secura sob vacuo e
monitoradas por CCD. Foram obtidas 289 fragdes reunidas em 24 grupos (Tabela 4).

A coluna cromatografica (CC) foi empacotada utilizando silica gel 60G e a CCD
foi desenvolvida utilizando placas cromatograficas de silica 60G, e reagentes de
deteccdo R1, R3 e R6 (Métodos Gerais) para visualizagao (105).

As fragdes foram purificadas por lavagem com solventes e recristalizagao,
permitindo o isolamento de substancias purificadas ou misturas menos complexas. A
caracterizacdo quimica destes compostos foi realizada a partir de métodos
espectrométricos de andlise (RMN de 'H e 13C) e monitoramento por CLAE-DAD a
354 e 280 nm (Métodos Gerais).

Tabela 4 - Fracdes do extrato etandlico bruto de Erythroxylum suberosum - CC - Silica gel 60

Grupo Fragdes Massa (g) Rendimento % Eluente

ES1 1-24 0,0142 0,30 Hexano

ES2 25-41 0,0300 0,60 Hexano

ES3 42-58 0,0080 0,20 Hexano

ES4 59-67 0,0766 1,44 Hexano:AcEt (9:1)
ES5 68-85 0,0411 0,80 Hexano:AcEt (9:1)
ES6 86-88 0,0039 0,08 Hexano:AcEt (9:1)
ES7 89-114 0,0865 1,62 Hexano:AcEt (8:2)
ES8 115-117 0,0359 0,70 Hexano:AcEt (8:2)
ES9 118-145 0,0308 0,60 Hexano:AcEt (8:2)
ES10 146-164 0,0420 0,80 Hexano:AcEt (8:2)
ES11 165-171 0,0153 0,30 Hexano:AcEt (7:3)
ES12 172-180 0,0224 0,50 Hexano:AcEt (7:3)
ES13 181-207 0,0633 1,20 Hexano:AcEt (7:3)
ES14 208-224 0,0258 0,50 Hexano:AcEt (6:4)
ES15 225-233 0,0192 0,40 Hexano:AcEt (3:7)
ES16 234-237 0,0688 1,30 Hexano:AcEt (3:7)
ES17 238-239 0,0045 0,10 Hexano:AcEt (1:1)
ES18 240-279 0,0725 1,36 AcEt

ES19 280-281 0,0197 0,40 AcEt:Metanol (8:2)
ES20 282 0,5880 11,05 AcEt:Metanol (1:1)
ES21 283 0,4507 8,47 AcEt:Metanol (6:4)
ES22 284-287 0,8780 16,50 AcEt:Metanol (1:1)
ES23 288 0,1396 2,62 AcEt:Metanol (4:6)

ES24 289 0,7759 14,58 Metanol
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- Isolamento

ES4 (59-67): As fragbes 59-67, obtidas por CC do extrato etandlico, sob eluigdo com
hexano e acetato de etila (9:1), foram tratadas com uma mistura de acetona e éter
etilico (3:1) originando um precipitado floculoso que foi separado por decantagao e
denominado ESEOQ3 (16,04mg). Quando avaliado por CCD (FM7, R1, Métodos gerais),
ESEO03 mostrou uma mancha roxa, indicando a presenca de um composto isolado ou
uma mistura pouco complexa.

ES5 (68-85): As fragcbes 68-85, obtidas por CC do extrato etandlico, sob eluicao
com hexano e acetato de etila (9:1), foram tratadas com acetona seguida de metanol
(3:1) havendo a formacgédo de um precipitado cristalino que foi denominado ESE04.
Quando avaliado por CCD (FM7, R1, Métodos gerais), revelou a presenca de duas
manchas, uma roxa e outra azul, indicando a presenca de uma mistura simples de
compostos.

ES21(283): A fracao 283, obtida a partir de CC do extrato etandlico, sob eluicdo
com acetato de etila e metanol (6:4), apds duplo tratamento com acetona e cloroférmio
(3:1), originou um precipitado floculoso de cor amarelada, separado do sobrenadante
por decantagdo e denominado ESEO02 (57,6 mg). O sobrenadante foi centrifugado
havendo a formagao de um novo precipitado amarelado amorfo que foi tratado com
etanol e denominado ESEO1 (16,8 mg). Quando avaliados por CCD (FM3, R3 e R6,
Métodos gerais), apresentaram manchas amarelas que se intensificavam ao serem

submetidas a luz UV, apés revelagao com NP/PEG.

3.2.4.2 Particado Liquido-liquido

Parte do extrato etandlico bruto (20 g) foi submetida a particao liquido-liquido
com diferentes solventes, fornecendo trés fragdes de diferentes polaridades.
Inicialmente foi utilizado, como solvente, uma mistura de metanol e agua na proporgao
1:1, na qual o extrato bruto foi solubilizado sendo transferido para um baldo de
separagdo. Em seguida a solugdo hidrometandlica foi extraida por particdo, com
hexano (1:2), resultando na fragdo hexanica (FH) e na fragao intermediaria (FHM1),
que foi reduzida com auxilio de rotaevaporador (60°C) para eliminagdo do metanol e
extraida com diclorometano (1:1), originando as fragées diclorometano (FDCM) e

hidrometandlica (FHM), separadas por decantagao (Figura 3).
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As fragdes hexanica (FH) e diclorometano (FDCM) foram concentradas por
evaporagao dos respectivos solventes com rendimentos de 2,2 g (11%) e 0,5 g (2,5%),
respectivamente. A fracado hidrometandlica (FHM) foi liofilizada e seu rendimento foi
14,28 g (71,4%).

Extrato Etandlico
Bruto
20g (EEESfIh)

Hexano (2)
Metanol (1): Agua (1)

Fracio Hexani Fracao
ragaoFHexamca Hidrometandlica
(FH) (FHM1)

Diclorometano (1:1)

Fracao Fracao
Diclorometano Hidrometandlica
(FDMC) (FHM)

Figura 3 — Representagdo esquematica de particdo liquido — liquido do extrato etandlico bruto das

folhas de Erythroxylum suberosum

3.2.4.3 Cromatografia em Coluna (CC) - Sephadex® (Fragdo Hidrometandlica - FHM)

Foi utilizada coluna de vidro, com 21 cm de altura e 2,5 cm de didmetro,
preenchida com suspensdo de gel Sephadex® LH-20 (22 g) em metanol (FM2,
Métodos Gerais). A amostra (300 mg) foi previamente solubilizada em metanol e
aplicada no topo da coluna com auxilio de pipeta volumétrica. Em seguida, a torneira
da coluna foi aberta com fluxo de aproximadamente 3 mL por minuto. Fracdes de 5
mL foram obtidas e concentradas por evaporacdo do solvente com auxilio de

rotaevaporador a 60°C. As fracdes foram monitoradas por CCD e reunidas de acordo
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com seus perfis cromatograficos, resultando em 62 subfragdes reunidas em 18
grupos, numerados de FHM1 a FHM18 (Tabela 5), e posteriormente testadas frente a

enzima hialuronidase.

Tabela 5 — Fragdes de FHM — (CC) Sephadex® LH-20

Grupo Fractes Massa (g) Rendimento %
FHM1 1a9 0,0224 7,50
FHM2 10a12 0,0531 17,70
FHM3 13e 14 0,0172 5,73
FHM4 15 0,0015 0,50
FHM5 16 e 17 0,0061 2,03
FHM6 18e 19 0,0054 1,80
FHM7 20e 21 0,0089 2,96
FHMS8 22 0,0036 1,20
FHM9 23a25 0,0129 4,30
FHM10 26 e 27 0,0059 2,00
FHM11 28 a 30 0.0046 1,53
FHM12 31a33 0,0036 1,20
FHM13 34a41 0,0094 3,13
FHM14 42 a 44 0,0026 0,86
FHM15 45 a 53 0,0062 2,06
FHM16 54 a 58 0,0024 0,80
FHM17 59 a 60 0,0015 0,50
FHM18 61 e 62 0,0911 0,40

O perfil cromatografico para as subfragcbes de FHM1 a FHM18 pode ser

visualizado na Figura 4

Figura 4 - perfil cromatografico em CCD para as subfragdes de FHM (1 a 18).
Fase movel (FM3, Métodos gerais): acetato de etila (100):acido acético (11):acido férmico (11):agua
(16); Revelador: NP/PEG - UV a 365 nm (R3 e R6, Métodos Gerais).
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3.2.4.4 Monitoramento por CLAE-DAD

O extrato etandlico bruto foi dissolvido em metanol a 2 mg/mL e suas fragées e
subfracbes em concentragbes de até 1 mg/mL. Padrdes analiticos (1 mg/mL),
escolhidos apds analise preliminar do cromatograma e dos espectros no ultravioleta
obtidos para o extrato e fragdes, foram submetidos as mesmas condi¢coes de analise
das amostras. A caracterizagao do extrato com relagdo aos padrdes utilizados foi feita
por comparacido entre o tempo de retengdo e o espectro no ultravioleta e pela
intensificacdo da intensidade do pico pela coeluicado de amostras com padrao.

O extrato bruto, as fragbes e os padrbes foram analisados por CLAE-DAD,

utilizando as condigbes descritas anteriormente (Métodos Gerais).

3.2.5 Estudo Quimico do Extrato Aquoso de Erythroxylum suberosum (EAESflh)

3.2.5.1 Cromatografia em coluna (CC) — Sephadex®

Parte do extrato aquoso bruto (0,5 g) foi submetida a fracionamento por
cromatografia em coluna de Sephadex® LH20, utilizando metanol como fase mével.
Fracbes (5 mL) foram coletadas, concentradas sob vacuo, monitoradas por CCD e
reunidas de acordo com o perfil cromatografico de cada uma. Foram obtidas 128
fragbes reunidas em 20 grupos. A CCD foi desenvolvida utilizando placas
cromatograficas de silica 60G e os reagentes R1 e R3 para visualizacao (Métodos
Gerais).

Os grupos de fragbes 11-14, 15-18, 21-23 e 25-27 apresentaram-se como
s6lido amarelo amorfo. O perfil em CCD (FM3, R3 e R6, Métodos Gerais) exibiu
bandas de coloragao amarelada exibindo fluorescéncia alaranjada no UV, em tempos
de retengao distintos para cada grupo. Os grupos de fragdes foram nomeados ESA01
(20 mg), ESA02 (50,1 mg), ESA03 (10,9 mg) e ESA04 (14,3 mg), respectivamente

sendo posteriormente encaminhados para analise por RMN de 'H e '3C.

3.2.5.2 Monitoramento por CLAE-DAD e CLAE-IR

O extrato bruto foi dissolvido em agua desionizada a 2 mg/mL. Padrdes

analiticos (1 mg/mL) escolhidos apos analise preliminar dos cromatogramas e dos
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espectros no ultravioleta obtidos para o extrato e fragdes, foram submetidos as
mesmas condicdes de analise das amostras. A caracterizagcao do extrato com relagao
aos padrdes utilizados foi feita comparando o tempo de retengao e o espectro no
ultravioleta.

O extrato bruto, as fragdes e os padrbes utilizados foram analisados por CLAE
DAD e CLAE-IR utilizando as condi¢des de analise descritas anteriormente (Métodos

Gerais)

3.2.6 Estudo Quimico do Extrato Hexanico de Erythroxylum suberosum
(EHESflh)

3.2.6.1 Cromatografia em Coluna (CC) — Silica gel 60

Parte do extrato hexanico bruto (5,0 g) foi submetida a fracionamento por CC
de silica gel (altura = 22 cm; didmetro= 4,1 cm) previamente, empacotada com
hexano, utilizando a seguinte ordem de eluicdo: hexano; hexano:acetato de etila;
acetato de etila: metanol; metanol, em diferentes proporgdes. Fragdes (30 mL) foram
coletadas, concentradas sob vacuo com auxilio de rotaevaporador, monitoradas por
CCD e reunidas de acordo com o perfil cromatografico de cada uma. Foram coletadas
176 fragbes, reunidas em 38 grupos. A coluna cromatografica (CC) foi empacotada
utilizando silica gel 60G e a CCD foi desenvolvida utilizando placas cromatograficas
de silica 60G, e reagentes de detec¢do anisaldeido/ H2SO4 para visualizagdo (105)
(Métodos Gerais).

As fragdes foram tratadas com mistura dos solventes éter etilico:etanol (1:2),
buscando o isolamento de substancias purificadas ou misturas menos complexas. A
caracterizacdo quimica destes compostos foi realizada a partir de métodos

espectrométricos de andlise (RMN de 'H e 13C).

- Isolamento:

Os grupos 20 (fragcdes 94-112), 22 (fragdes 114-118), 23 (fragdes 119-125), 28
(fragdes 136-139) e 35 (fragdes 160-168), foram obtidos a partir do fracionamento por
CC do extrato hexanico bruto sob eluicdo dos solventes hexano: acetato de etila (9:1).

Cada grupo foi submetido a tratamento com mistura dos solventes éter e etanol (1:2),
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originando um sobrenadante e um precipitado s6lido amorfo, de cor branca e soluvel
em cloroférmio (CHCIs), para cada amostra apds o tratamento. Os precipitados foram
denominados de ESH 05 (0,02 g), ESH 06 (0,02 g), ESH 08 (0,02 g), ESH 09 (0,019
mg), ESH 09 (0,019 mg) e ESH12 (0,02 g), respectivamente, sendo encaminhados
para analise por RMN de 'H e '3C.



RESULTADOS E DISCUSSAO
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 INIBIGAO DA HIALURONIDASE

4.1.1 Cromoglicato Dissédico (DSCG) e Compostos Fendlicos

O ensaio foi realizado segundo a metodologia descrita por Di Ferrante (112),
com adaptacgdes. O método é baseado na formagado de complexos insoluveis entre
brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB) e o substrato de alto peso molecular (> 8
kDa) remanescente apds a incubagdo com a enzima (68, 112) (Figura 5).

O acido hialurdénico € um polimero linear de dissacarideos formados por N-
acetilglicosamina e &acido glicurdnico, unidos por meio de ligagbes glicosidicas
alternadas B-1,4 e p-1,3. Em contato com a enzima hialuronidase testicular bovina
(BTH) sofre degradacao pela quebra das ligagdes glicosidicas na posicéo B-1,4,
originando derivados oligossacarideos contendo 4 a 12 unidades monoméricas. Na
presenca de um inibidor o substrato ndo sera degradado podendo ser precipitado por
diferentes reagentes como CTAB (63). Esta precipitagdo, ocasionada pela formagao
de complexos insoluveis, promove a turvagao do meio e a atividade enzimatica foi
evidenciada pelo grau de turbidez da solugédo que foi mensurada, no presente estudo,
em espectrofotébmetro a 600 nm.

O DSCG é um farmaco antialérgico utilizado no tratamento e profilaxia da asma
brénquica, que promove a estabilizacdo da membrana celular e inibe a liberacido de
mediadores quimicos, reduzindo a resposta alérgica e a reacao inflamatéria no
organismo (82). A capacidade desse composto em inibir a atividade da hialuronidase
€ apresentada em estudos, in vitro, sobre a acao de agentes, naturais ou sintéticos,

frente a enzima (63, 81).
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Figura 5 - Representagédo esquematica da determinagao da atividade de inibigao sobre a hialuronidase
(63).

Os valores de ICso para cada inibidor dependem do método utilizado e das
condicbes em que se desenvolveu o ensaio, como tempo de incubacéao, tipo de
enzima, concentracdes da enzima e do substrato e pH do meio de reacdo. Uma
pesquisa mostrou que alguns compostos ndo produziram o mesmo efeito, frente a
enzima, quando submetidos a diferentes condi¢gdes de ensaio. O DSCG, conhecido
como forte inibidor da hialuronidase com ICso = 29 uM (113), apresentou perfil inibitorio
discrepante quando avaliado por turbidimetria (pH = 5) sendo considerado, pelo autor,
de baixa poténcia frente a enzima, enquanto resultados de outro grupo de pesquisa

mostrou nenhuma inibigdo da enzima em concentragdes abaixo de 2 mM (74).
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No presente estudo, o DSCG inibiu a enzima em aproximadamente 89% na
concentracao de 8 mg/mL. Entretanto, a baixa solubilidade desse composto, em
concentragcbes maiores, associada ao pequeno volume de amostra utilizado na
execucao do teste, podem ser associadas a esse resultado frente a atividade da
enzima hialuronidase testicular bovina (BHT).

Outros compostos foram testados frente a enzima hialuronidase, dentre eles os
fendlicos simples como o acido galico (23) e seu dimero de condensagéao acido elagico
(24) (derivados do acido benzoico), acidos cafeico (25) e ferulico (26) (derivados do
acido cindmico) além dos acidos clorogénico (27) e rosmarinico (28) (ésteres do acido
cafeico e latico, respectivamente). Também foram testados os flavonois quercetina (7)
e isoquercitrina (9), as flavanonas naringenina (29) e hesperitina (30) e as catequinas
(catequina (13) e epicatequina (14). Esses compostos foram isolados, em sua maioria,
a partir de plantas e existem relatos na literatura que os caracterizam como inibidores
naturais da atividade da hialuronidase (78, 93, 94, 114, 115). As amostras foram
diluidas em metanol, agua destilada ou DMSO e testadas inicialmente na
concentragao final de até 1,6 mg/mL. Os resultados estdo apresentados na Tabela 6

como média + erro padrao (n = 3).

Tabela 6 — Inibicdo (%) da hialuronidase por compostos fendlicos e DSCG

Fendlicos Concentracéo Inibigéo (%)
(MAc. Cafeico NI
(Mlsoquercitrina NI
(MAc. Ferulico NI
(MAc. Clorogénico NI
(WNaringenina NI
(MAc. Galico 1.6 mg/mL. 23,9+0,015
(Epicatequina 13,8+0,01
(MCatequina 21,51+0,031
(MHesperitina 34,940,072
@Ac. Rosmarinico 95,3+0,04
(@Quercetina 1 mg/mL 100+0,02
(MAc. Elagico 0,2 mg/mL 99,8+0,031
@)DSCG 8 mg/mL 89,3+0,054
(1) Metanol NI
(2) DMSO Solventes NI
(3) H0 NI

M@-3)Solventes utilizados para diluir os compostos. NI = ndo houve inibigao, DSCG =
Cromoglicato dissodico
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Dos compostos fendlicos testados, o acido elagico apresentou forte potencial
inibitorio, de aproximadamente 99,8%, na concentragdo de 0,2 mg/mL. A quercetina
mostrou inibicgdo maxima na concentragdo de 1 mg/mL e o acido rosmarinico inibiu
cerca de 95% na concentragao de 1,6 mg/mL. A hesperitina, catequina, epicatequina
e acido galico inibiram entre 14 e 35% e os demais compostos nao foram ativos nas
concentragoes testadas. Os solventes também foram avaliados e ndo se observou
alteracdo na atividade enzimatica na presenca dos mesmos.

Estudos anteriores evidenciaram que os flavonoides podem inibir a
hialuronidase (86, 88, 116, 117), além de outras enzimas. Liu et al (2013) mostraram
que quercetina, rutina, kaempferol e isoramnetina, isolados das flores de Humulus
lupulus L., inibiram a atividade da hialuronidase numa concentracao dose dependente,
e que essa atividade pode estar relacionada a alteragdes conformacionais na estrutura
da enzima por meio de alteracéo no sitio ativo ou impedindo a ligagdo com o substrato
com consequente inibicdo de sua agao catalitica (88). O acido elagico e o acido
rosmarinico também foram descritos na literatura como inibidores de hialuronidase
(118). Este ultimo, foi isolado das folhas de Melissa officinalis e inibiu a enzima com
ICs0 0,2 mM (115).
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Estudo realizado por Kuppusamy et al (1990) reavaliou os efeitos de 31
flavonoides sobre a hialuronidase testicular bovina (BTH). Dentre os flavonoides
investigados apenas os taninos condensados inibiram completamente a atividade da
enzima na concentragdo de 50 uM enquanto que kaempferol, silibina, apigenina,
luteolina, miricetina e quercetina inibiram entre 29% e 76% na concentragcéo de 250
MM. O estudo da cinética da reacgao revelou que esses compostos inibem a enzima de
forma competitiva. Com base nesses resultados os autores concluiram que a
presenca de dupla ligagdo entre os carbonos C2 e C3 seria determinante para a
inibicdo, enquanto que a introducédo de hidroxilas nas posi¢cdes 5, 7 e 4’ poderiam
conferir efeito inibitério mais potente sobre a enzima, porém a presenca de um
substituinte glicosilado reverteria esse efeito. Portanto, agliconas seriam inibidores
mais potentes que seus derivados glicosilados (86, 94) o que justificaria, no presente
estudo, a diferenga entre o potencial inibitério da quercetina e do glicosideo
isoquercitrina (86).

Além disso, diferencas entre condicoes de incubacdo, concentracdo de
substrato e tipo de enzima utilizado nos ensaios, podem influenciar na intensidade de
acao dos inibidores sobre a hialuronidase, o que explicaria as diferencas entre valores

de ICso encontrados para um mesmo inibidor, frente a enzima (68).

- 1Cs0 - &cido elagico, quercetina, acido rosmarinico e DSCG

Foram construidas curvas de dose e resposta utilizando as concentrag¢des no
meio de reacao de 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0313; 0,0156; 0,008; 0,004
mg/mL para a quercetina e o acido rosmarinico e de 0,2; 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125;
0,006; 0,003 mg/mL para o acido elagico. Para obtencao da curva de dose e resposta
do controle DSCG foram testadas as seguintes concentragdes 0,5; 1; 2; 4; 8; 16 e 32
mg/mL.

Foram avaliadas concentragdes de forma que a concentragdo necessaria para
50% da atividade maxima inibitéria (ICso) fosse calculada. O acido elagico apresentou
ICs0 de 0,039 mg/mL seguido pela quercetina com ICso de 0,36 mg/mL e &cido
rosmarinico com ICso de 0,827 mg/mL. O DSCG apresentou ICso de 4,8 mg/mL,
significativamente maior que os demais compostos testados frente a enzima (Figura
6).
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Quimicamente, os acidos galico e elagico entram na biossintese dos taninos
pela formagao de ésteres com molécula de glicose. Uma das principais caracteristicas
desse grupo de compostos reside na capacidade se complexar com proteinas,
provavelmente, pela formagao de ligagbes de hidrogénio entre o sitio ativo dessas
moléculas e grupos fendlicos presentes na estrutura quimica dos taninos (119). Dessa
forma, é possivel sugerir que a agao inibitéria do acido elagico, no presente estudo,
frente a enzima hialuronidase, ocorra devido a capacidade, atribuida aos taninos, de
precipitar proteinas.

Nao foram determinados os valores de ICso para a maioria dos flavonoides
testados, pois grande parte deles nao foi ativa ou inibiu fracamente a enzima na
concentracao de até 1,6 mg/mL. A baixa solubilidade desses compostos em

concentragcdes maiores tornou-se uma limitagdo na metodologia utilizada.
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Figura 6 - ICso: acido elagico, quercetina, acido rosmarinico; e DSCG frente a hialuronidase

Os resultados expressam os valores da média + erro padrdo (n=3), analisados por ANOVA seguida de
Tukey com p < 0,05. * p < 0,0001 (vs DSCG); *™ p < 0,05 (vs AR). AE = acido elagico; QUERC =
quercetina; AR = acido rosmarinico, DSCG = cromoglicato dissodico

4.1.2 Extratos Brutos de Espécies de Erythroxylum (screening)

Foi avaliado o potencial de inibicdo de 12 extratos brutos de espécies de

Erythroxylum ocorrentes no Cerrado, sobre a atividade da enzima hialuroniase,
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conforme descrito anteriormente (Materiais e Métodos). Os extratos foram diluidos em
uma concentragao inicial de 5 mg/mL a partir da qual foi determinada a concentragao
no meio de reagao (0,1852 mg/mL). As porcentagens de inibicdo de cada extrato
vegetal, dos solventes utilizados para diluir os extratos e dos inibidores DSCG (8
mg/mL) e quercetina (1 mg/mL) foram calculadas com base nas leituras de
absorbancia obtidas em 600 nm (Métodos Gerais) e apresentadas na Tabela 7 como

média * erro padrao (n = 3).

Tabela 7 — Inibicao (%) da hialuronidase por extratos brutos de espécies de Erythroxylum, DSCG e
quercetina

Espécie Extrato Inibicéo (%)
Aq (flh) 92,04+0,01
Erythroxylum suberosum 'EtOH (flh) 100+0,01
2Hex (flh) NI
'Aq (flh) 1,03+0,06
Erythroxylum subrotundum 'EtOH (flh) NI
2Hex (flh) NI
'Aq (flh) 4,370,002
'EtOH (flh) 95,840,26
1
Erythroxylum daphnites 1;2()): ((cjll;])) 9:96;;)27
2Hex (flh) NI
2Hex (flr) NI
SDSCG (8 mg/mL) 89,29+0,54
2Quercetina (1mg/mL) 100+0,02
(1) Metanol NI
(2) DMSO Solventes NI
(2) H0 NI

flh: folha; fir: flor; glh: galhos; Aq: aquoso, EtOH: etandlico, Hex: hexanico; “NI: ndo houve inibigdo." 2
3Solventes utilizados para diluir os extratos

Os resultados mostraram que os extratos etandlico e aquoso das folhas de E.
suberosum e etandlico das folhas, flores e galhos de E. daphnites inibiram a enzima
de forma significativa com atividade acima de 50%. Achados na literatura mostraram
que extratos polares de espécies vegetais podem inibir a hialuronidase,
provavelmente, devido a presenca de compostos fendlicos em sua composi¢ao (91,
94). Entretanto, os extratos: aquoso de E. daphnites, e aquoso e etandlico de E.
subrotundum nao apresentaram atividade inibitéria significativa.

Um estudo realizado com E. daphnites, indicou a presenca dos compostos
fendlicos hiperosideo e rutina (derivados glicosilados da quercetina) e do &acido

clorogénico, na composicao dos extratos aquoso e etandlico e a interferéncia sazonal
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nos niveis de fendlicos e flavonoides totais determinados para a espécie (50). Com
isso, € possivel sugerir que a capacidade inibitéria, exercida pelos extratos de E.
daphnites sobre a enzima hialuronidase, ndo se relacione apenas a natureza e a
presenca de fendlicos na composicdo dos mesmos, mas também a sazonalidade
desses compostos e a forma como se apresentam (agliconas, glicosideos ou ésteres).
Contudo, a caréncia de dados relacionados ao estudo quimico dificulta o
entendimento das atividades bioldgicas atribuidas a estas espécies.

Os extratos hexanicos nao foram ativos frente a enzima, provavelmente devido
a baixa solubilidade dos compostos presentes nos solventes utilizados na execugéo
do ensaio. Para os extratos que apresentaram atividade de inibicdo acima de 50%,

foram construidas curvas de dose e resposta e determinados os valores da ICso.

- ICs0 - Extratos Brutos de Erythroxylum

O perfil inibitério dos extratos sobre hialuronidase foi avaliado por meio da
observacao da capacidade de inibicdo em relacdo a concentracdo da amostra
aplicada. Os parametros de regressao nao-linear foram tragados para cada curva e
os valores de ICso obtidos.

Os extratos brutos: etandlico das folhas, flores e galhos de E. daphnites
(EEEDfIh, EEEDflr e EEEDgIh), aquoso e etandlico das folhas de E. suberosum
(EEESfIh e EAESflh) foram solubilizados em metanol. As curvas de dose e resposta,
para cada extrato, foram obtidas por meio de diluicbes seriadas a partir de uma
solugéo na concentracgéo inicial de 10 mg/mL. As concentragdes dos extratos, no meio
de reacao, foram calculadas em cada ponto das respectivas curvas (5,78; 11,57;
23,15; 46,30; 92,60; 185,2 e 370,4 ug/mL) apresentadas na Figura 7.
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Figura 7 - Curvas de dose e resposta para os extratos brutos de Erythroxylum frente a hialuronidase
Os resultados foram apresentados como a média + erro padréo (n=3)

Extrato etandlico das flores EEEDfIr (1), folhas EEEDflIh (2), e galhos EEEDglh (3) de E. daphnites,
etandlico EEESflh (4) e aquoso EAESTIh (5) das folhas de E. suberosum

Todos os extratos brutos foram estatisticamente diferentes do padrao
cromoglicato dissédico (ICso = 4,8 mg/mL) nas concentragdes avaliadas. Quando
comparados entre si, EEED flIr (ICs0 = 0,113 mg/mL), EEEDglh (ICs0 = 0,123 mg/mL),
EEESflh (ICso = 0,045 mg/mL) apresentaram diferengca estatistica significante,
enquanto que EEEDflIh (ICso = 0,094 mg/mL) e EAESflh (ICs0 = 0,090 mg/mL) foram
semelhantes em sua inibicdo. Com base nesses resultados, o extrato etandlico
(EEESfIh) das folhas de E. suberosum foi escolhido para dar continuidade ao estudo
fitoquimico, biomonitorado por ensaio enzimatico frente a hialuronidase, por ter

apresentado o ICso relativamente menor que dos demais extratos (Figura 8).
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Figura 8 - ICso: extratos brutos de Erythroxylum em comparagdo ao controle DSCG frente a
hialuronidase

Os resultados expressam os valores da média * erro padrdo (n=3), avaliados por ANOVA seguida de
Tukey com p < 0,05. * p<0.0001 (vs DSCG); ** p<0.05 (vs EEED flr, EEED flh, EEED glh e EAES flh)
EEES — Extrato etandlico de E. suberosum, EEED — Extrato etandlico de E. daphnites, EAES — Extrato
aquoso de E. suberosum, (flh) — folhas, (flr) — flores, (glh) — galhos, DSCG — Cromoglicato dissddico

4.1.3 Fragoes do Extrato Etanélico Erythroxylum suberosum (EEESflh)

As fragdes obtidas por particdo do extrato EEESflh (Parte Experimental), foram
avaliadas quanto a capacidade de inibir a enzima hialuronidase. A fragao
hidrometandlica (FHM) apresentou maior porcentagem de inibicdo (99% + 0,6) em
comparagao com as fragdes hexanica FH (74,7% % 1,06) e diclorometano FDCM
(4,2% = 0,3), assemelhando-se ao extrato bruto EEESflh (100% £ 0,1) (Figura 9).
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Figura 9 — Inibigao (%) da hialuronidase para o extrato etandlico bruto e fragdes de E. suberosum

Os resultados representam os valores da média * erro padrao (n=3), avaliados por ANOVA seguida de
Tukey com p <0,05. *p <0.001 (vs ENZ + SUBST); ** p < 0.001 (vs FHM e EEESflh). EEESflh = extrato
etandlico bruto das folhas de E. suberosum; FH = fragdo hexanica; FDCM = fragdo diclorometano.

ENZ+SUBST = controle negativo

- Subfragbes da fragao hidrometandlica (FHM)
Os 18 grupos de fragbes FHM1 a FHM18, obtidos por CC de Sephadex® da

fracdo hidrometandlica (FHM) (Parte Experimental), também foram testados frente a

hialuronidase e os resultados estdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10 — Inibicao (%) da hialuronidase por subfracdes de FHM

Os resultados representam os valores da média + erro padrao (n=3), avaliados por ANOVA seguida de
Dunett com p < 0,05. *p < 0.001 (vs FHM1; FHM5-18; FHM); ** p < 0.001 (vs FHM2-4; FHM7, FHM10,
FHM12-13, FHM15-16 e FHM18). FHM = fragao hidrometandlica, ENZ = controle negativo
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Os resultados mostraram que a atividade inibitéria observada para o extrato
bruto e fragao original (FHM) foi preservada na maioria das subfragdes. Os grupos
FHM1 e FHM5 a FHM18 foram ativos contra a enzima, com inibicdo acima de 50% na
concentragcao de aproximadamente 0,2 mg/mL no meio de reacional, a mesma
utilizada para testar os extratos brutos aquoso (EAESflh) e etandlico (EEESflh) e
fragdes hexanica (FH), diclorometano (FDCM) e hidrometandlica (FHM) de E.

suberosum.

- ESE02

ESEQ02, obtido por fracionamento quimico do extrato etandlico bruto de E.
suberosum (EEESfIh) (Parte Experimental) também foi testado frente a hialuronidase,
apresentando maximo de inibicAdo da atividade enzimatica na concentracdo de
aproximadamente 0,1 mg/mL (concentragdo no meio reacional), que constitui metade
da concentracao utilizada para testar o extrato bruto e suas fracdes.

Para construcao de curva de dose resposta e determinacao da ICso, de ESEOQ2,
foram utilizadas diluicdes seriadas a partir de uma solucao preparada na concentragao
inicial de 5 mg/mL a partir da qual foi calculada a concentragao reacional de ESE02
para cada ponto da curva (0,25; 0,3; 0,4; 0,5; 0,1 e 0,2 mg/mL). ESEQ2 apresentou
ICs0 de 0,039 mg/mL, significativamente menor que do controle DSCG (ICs0 = 4,8
mg/mL) e da quercetina (ICso = 0,36 mg/mL). Nao houve diferenca estatistica
significativa ao ser comparado ao extrato bruto EEESflh (ICs0 = 0,047 mg/mL) (Figura
11).
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Figura 11 — ICso para ESE02 em comparagao com EEESflh, DSCG e Quercetina frente a hialuronidase
Os resultados expressam os valores da média + erro padréo (n=3), avaliados por ANOVA seguida de
Tukey com p < 0,05. * p < 0.0001 (vs DSCG); ** p < 0.05 (vs EEES flh e ESE02)

EEESflh = Extrato etandlico de E. suberosum; QUERC = quercetina; DSCG = Cromoglicato dissédico

4.3 ESTUDO QUIMICO DOS EXTRATOS BRUTOS DE Erythroxylum suberosum

4.3.1 Caracterizagao Farmacognéstica por CCD

Os extratos brutos EHESflh, EEESflh e EAES e fragdes FHM e FDCM, obtidas
por particao liquido-liquido, foram avaliadas por CCD utilizando reagentes classicos
para detecc¢ao dos principais grupos funcionais de compostos do metabolismo vegetal
como terpenos, compostos nitrogenados, polifenois (especialmente flavonoides),
cumarinas, saponinas e acidos de cadeia longa (Parte Experimental).

A cromatografia em camada delgada (CCD) é um método rapido, eficiente, de
baixo custo e largamente empregado em controle da qualidade de plantas medicinais,
tanto em matéria-prima vegetal quanto em fitoterapicos derivados (120). Essa técnica
€ também utilizada no monitoramento de processos extrativos que visam separar,
identificar e/ou quantificar compostos ou misturas menos complexas.

A analise preliminar com o reagente anisaldeido acido (R1) mostrou em todos
os extratos e fracbes a presenca de bandas de coloracdo caracteristica para

compostos carbonilicos, terpénicos e fendlicos (Tabela 8).
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Quando os cromatogramas foram analisados utilizando o reagente NP-PEG
(R3) sob radiagdo UV (365 nm) (R6), mostraram bandas com fluorescéncia
alaranjada, amarela ou verde, nos extratos aquoso (EAES) e etandlico (EEES), e nas
fracbes hidrometandlica (FHM) e diclometano (FDCM), que sao carateristicas de
compostos fendlicos de esqueleto flavonoidico substituido por grupo OH na posi¢ao
3’ e/ou 4’ (Figura 12) (121).

Figura 12 — Nucleo fundamental dos flavonoides

Nao foram observadas bandas que caracterizam a presenca de alcaloides por
meio de seu revelador especifico Dragendorff (R2) nos extratos brutos e fragbes de
E. suberosum. A avaliagao para deteccao de alcaloides foi realizada, principalmente,
devido a presenga marcante desses compostos em varias espécies desse género que
constituem fonte natural de cocaina, alcaloide do grupo tropanico,
farmacologicamente ativo (35, 38).

Adicionalmente, foi detectada a presenca de saponinas nos extratos polares
(EAESflh e EEESTIh) pela utilizagdo do revelador Komarovsky (R5).

Tabela 8 - Estudo farmacognéstico preliminar (CCD) dos extratos brutos e fragbes de Erythroxylum
Ssuberosum

Reagentes EAES FHM EHES FH FDCM EEES
Sol. Ac. Anisaldeido (R1)  + + + + o+ +
Dragendorff (R2) - - - - - -
NP-PEG (R3) + + - -+ +
Verde de Bromocresol (R4) - - + - -

Komarovsky (R5) + NA - NA NA +

+
-+
1
1
+
-+

Radiagdo UV (R6)
*NA — n3o avaliada




73

Uma avaliagédo posterior em CCD, utilizando NP-PEG e radiagdo UV (365nm)
(FM3, R3 e R6, Métodos Gerais) (105), mostrou a presenga dos acidos fendlicos,
cafeico e clorogénico, na composicdo dos extratos brutos aquoso (EAESflh) e
etandlico (EEESflIh) e na fragao hidrometandlica (FHM) do extrato etandlico (Figura 13
- A). Também foi observada a presencga, nos extratos aquoso e etandlico, do flavonol
quercetina, e dos derivados glicosilados rutina e isoquercitrina na fragéo
hidrometandlica (FHM) do extrato etandlico (Figura 13 - B). A analise foi realizada por
comparacdo em eluicbes paralelas e sobreposicdo dos extratos com os padrbes
analiticos: acido clorogénico (Sigma®), acido cafeico (Sigma®), acido ferulico
(Sigma®), rutina (Sigma®), isoquercitrina (Sigma®) e quercetina (Cromadex®).

Figura 13 - Perfil cromatografico (CCD) padrbes comerciais, extratos e fragdes de Erythroxylum
suberosum

A - acido ferulico (1), acido cafeico (2), acido clorogénico (3), extratos brutos EEESflh (4), EAESTlh (5),
FHM (6)

B: rutina (7), quercetina (8), isoquercitrina (9), EEESflh (10), EAESflh (11) e FHM (12)

Eluente = acetato de etila:acido acético:acido formico:agua (100:11:11:26); Revelador = NP-PEG e
radiagdo UV, 365nm

EAESflh = extrato aquoso, EEESflh = extrato etandlico, FHM = fragdo hidrometandlica

Os resultados obtidos pela analise dos extratos e fragcbes por CCD foram
corroborados por estudos realizados por este grupo de determinagao quantitativa da
rutina no extrato aquoso das folhas de E. suberosum (59), e avaliagdo sazonal dos
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teores de hiperosideo e isoquercitrina relacionados com atividade antioxidante nos
extratos polares desta espécie (122).

A presenga de flavonoides no género Erythroxylum tem sido bem caracterizada,
se tornando alvo de varias pesquisas que visam a descoberta de novas moléculas
farmacologicamente ativas a partir de plantas (42, 44, 123). Alguns flavonoides
isolados das folhas de E. australe e de E. taxa foram utilizados como marcadores

quimiotaxonémicos, contribuindo para identificagao destas espécies (124, 125).

4.3.2 Constituintes Quimicos no Extrato Etandlico (EEESflh) e Fragoes (FHM e
FDCM)

O extrato EEESflh e suas fragdes FHM e FDCM foram analisados por CLAE-
DAD em 280 nm e 354 nm, utilizando o método descrito anteriormente na secao
Métodos Gerais. Os parametros para caracterizacdo dos compostos fendlicos
presentes nas folhas de E. suberosum foram o tempo de retengao e o espectro no UV
para cada pico comparados aos de padrbes comerciais. Dessa forma foram

identificados os seguintes compostos:

4.3.2.1 Rutina

O cromatograma do extrato etandlico bruto (EEESflh) em 354 nm (Figura 4.12),
apresentou 3 picos majoritarios em tR = 27,12 min (pico 1), tR = 31,06 min (pico 2) e
tR = 43,84 min (pico 3). A pureza do pico aliada a similaridade espectral no UV > 0,99
com os padrdes hiperosideo, isoquercitrina e rutina indicou a presenca de flavonoide
derivado de quercetina no tR = 27,12 min (Figura 14). A analise por CCD do extrato
EEESflh, em eluicdo paralela com os padrbes rutina e isoquercitrina, confirmou a
presenca de rutina na composicdo desse extrato (Figura 13), corroborando os
achados por CLAE-DAD.

Os picos 2 e 3 mostraram baixa similaridade com os padrdes utilizados, nao

permitindo a identificagdo destes compostos por esta analise.
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Figura 14 — Cromatograma do extrato etandlico bruto ( EEESflh) por CLAE-DAD em 354 nm
Condigbes de analise: coluna LiChroCART 150-4,6 Purospher STAR RP-18e (5 pm) com pré-coluna
LichroCART 4-4,6 Purospher STAR RP 18e (5 um), mantida a 25°C. Fluxo de 0,6 mL/min e tempo de
analise de 55 minutos. Gradiente de eluicao: solucao a 1% de acido fosférico (bomba A) e acetonitrila
(bomba B). Intervalo de analise de 230 a 400 nm. Dados extraidos a 354 nm
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Figura 15 — Espectros no UV para o pico 1 (R = 27,12 min) exibidos no cromatograma de EEESflh em
354 nm

Sobreposto aos espectros de padrdes: hiperosideo (iR = 28,03 min), isoquercitrina (28,68 min) e rutina
(tR = 26.68 min)
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4.3.2.2 Catequina, Epicatequina e Derivados

O cromatograma do extrato EEESflh por CLAE-DAD em 280 nm (Figura 16),
apresentou picos em tR = 14,1 (pico 1) min, tR = 18,6 min (pico 2), tR = 20,67 min
(pico 3), tR = 22,57 min (pico 4), tR = 24,73 min (pico 5) e tR = 26,01 min (pico 6). A
comparagao com padrdées comerciais indicou a presencga de catequina (IR = 14,1 min)
no pico 1 e epicatequina (tR = 18,6 min) no pico 2, com pureza e similaridade no UV
> 0,99, além de outros derivados de catequina no tR = 20,67 min (pico 3), tR = 22,57
min (pico 4), tR = 24,73 min (pico 5) e tR = 26,01 min (pico 6) em EEESflh.
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Figura 16 - Cromatograma do extrato EEESflhn em CLAE-DAD (280 nm)
Espectros no UV para os picos 1 (R = 14,1 min) e 2 (tR = 18,6 min) sobrepostos aos padrdes catequina
(A) e epicatequina (B)

O cromatograma da fragdo FHM apresentou picos menos intensos em 280 nm
(Figura 17). A comparagao com padrao comercial indicou a presenga de epicatequina
no pico 8 (tR = 18,6 min) com similaridade no UV > 0,99. Os picos adicionais, em tR
= 16,7 min (pico 7) e tR = 20,89 min (pico 9), ndo apresentaram niveis de pureza e

similaridade satisfatéria com os padrbes utilizados para comparacdo, nao sendo
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possivel a identificacdo destes compostos nesta analise. Dessa forma, € possivel
inferir a presenca de catequina, epicatequina e derivados na composi¢ao do extrato
bruto EEESflh e da fragcao FHM.
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Figura 17 - Cromatograma da fragdo FHM por CLAE-DAD em 280 nm
Espectro no UV do pico no tR = 18,6 min sobreposto ao padrdo analitico epicatequina (tR = 18,6 min)

4.3.2.3 Acidos Clorogénicos (ACGs)

O cromatograma da fragdo FHM em 354 nm (Figura 18), mostrou picos em tR
= 9,15 min (pico 1), tR = 14,25 min (pico 2), tR = 28,43 min (pico 3), tR = 28,96 min
(pico 4) e tR = 30,84 min (pico 5). A comparagdo com o padrao indicou a presenga de
derivados do acido clorogénico no pico 1 e no pico 2 desse cromatograma, com pureza
e similaridade >0,99 no UV (Figura 19).

4.3.2.4 Mistura de Hiperosideo e Isoquercitrina

Os picos 3 (tR = 28,43 min), 4 (tR = 28,96 min) e 5 (tR = 30,84 min) (Figura 18)

apresentaram semelhanca espectral no UV com derivados de quercetina (Figura 19).
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A comparagdo com padrbes comerciais indicou a presenca dos flavonoides
hiperosideo (tR = 28,03 min) no pico 3 e isoquercitrina (tR = 28,68 min) no pico 4
(Figura 19). Adicionalmente o pico 5 em tR = 30,84 min apresentou similaridade >0,99
no UV com o padrdo analitico rutina sugerindo a presenca de outro derivado de
quercetina que nao foi identificado na composicao desta fragao (Figura 19).

O cromatograma da fragdo FDCM em 354 nm (Figura 20) mostrou picos em tR
= 28,43 min (pico 6), tR = 29,00 min (pico 7), tR = 30,84 min (pico 8), tR = 31, 72 min
(pico 9) e tR = 47,16 min (pico 10). Os picos 6 e 7 foram identificados por comparagao
com padrdes comerciais como hiperosideo (tR = 28,03 min) e isoquercitrina (tR =
28,68 min), respectivamente (Figura 21). Os picos 8 e 9 apresentaram semelhanga
espectral com o flavonoide rutina (tR = 26,68 min) sugerindo a presenca de outros
derivados de quercetina na composicdo desta fracdo que nao foram identificados

nesta analise.
4.3.2.5 Quercetina e Derivados
O pico 10 (tR = 47,17 min) exibido no cromatograma de FDCM por CLAE-DAD

em 354 nm (Figura 20) foi identificado como o flavonol quercetina por comparagao

com o padrédo analitico (tR = 47,34 min) com similaridade no UV > 0,999 (Figura 21).
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Figura 18 - Cromatograma da fragdo FHM em 354 nm por CLAE-DAD.

Condigbes de analise: coluna LiChroCART 150-4,6 Purospher STAR RP-18e (5 pm) com pré-coluna
LichroCART 4-4,6 Purospher STAR RP 18e (5 pm), mantida a 25°C. Fluxo de 0,6 mL /min e tempo de
analise de 55 minutos. Gradiente de eluicao: solucao a 1% de acido fosférico (bomba A) e acetonitrila
(bomba B). Intervalo de analise de 230 a 400 nm. Dados extraidos a 354 nm
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(tR = 28,96 min) e 5 (tR = 30,84 min) exibidos no cromatograma de FHM em 354 nm
Sobrepostos aos padrdes analiticos: acido clorogénico (tR = 13,96 min), hiperosideo (iR = 28,03 min),
isoquercitrina (tR = 28,68 min)e rutina (tR = 26,68 min)
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Mintes

Figura 20 - Cromatograma da fragdo FDCM por CLAE-DAD a 354 nm

Condigdes de andlise: coluna LiChroCART 150-4,6 Purospher STAR RP-18e (5 pm) com pré-coluna
LichroCART 4-4,6 Purospher STAR RP 18e (5 um), mantida a 25°C. Fluxo de 0,6 mL /min e tempo de
andlise de 55 minutos. Gradiente de eluigéo: solugao a 1% de &cido fosférico (bomba A) e acetonitrila
(bomba B). Intervalo de analise de 230 a 400 nm. Dados extraidos a 354 nm
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Figura 21 — Espectros no UV para os picos 6 (IR = 28,43 min), 7 (tR = 29,98 min), 8 (tR = 30,85 min) e
10 (tR = 47,17 min) exibidos no cromatograma da fragdo FDCM em 354 nm
Sobrepostos aos espectros dos padroes analiticos hiperosideo, isoquercitrina, rutina e quercetina
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4.3.2.6 ESE02

ESE02 (22,8 mg) obtido por CC de silica gel (Parte Experimental), apresentou-
se como um solido amorfo amarelo solivel em metanol. A avaliagdo por CCD em
eluicdo paralela com padrdes comerciais rutina e isoquercitrina sugeriu a presencga de
uma mistura de compostos que coeluiram em proximidade ao padrao isoquercitrina.
na composi¢ao de ESE02 (FM3, R3 e R6, Métodos Gerais) (Figura 22).

Figura 22 - CCD de ESEO02, extratos e fragbes de Erythroxylum suberosum

1 — Rutina, 2 — Isoquercitrina, 3 — ESE02, 4 — EEESflh, 5 - FHM, 6 — FDCM, 7 - EAESflh

Eluente: acetato de etila:acido acético:acido formico:agua (100:11:11:26); Revelador = NP-PEG e
radiagdo UV, 365nm

A andlise de ESEO2 por RMN de 'H (300 MHz, MeOD4) (Figura 23) forneceu
sinais referentes a hidrogénios aromaticos, dentre eles um par de dupletos em 66,39
e 06,2 ppm (J = 2Hz); além de sinais em 87,84 ppm (d, J = 2,1 Hz), 67,58 ppm (dd, J
= 8,7 e 2,4Hz) e 66,86 ppm (d, J = 8,4 Hz) (Figura 25), caracteristicos de hidrogénios
fendlicos de esqueleto do tipo flavonol. Foram observados sinais adicionais que
caracterizaram a presenga de acgucar ligado ao flavonol, com destaque para o
deslocamento em 65,17 ppm (1H, d, J = 7,8Hz) caracteristico de hidrogénio do

carbono anomérico (C2”) da glicose (23, 126) (Figura 24).
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Figura 23 - Espectro de RMN de 'H de ESE 02 (300 MHz, MeOD,)
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Figura 24 - Espectro de RMN de 'H de ESE02 - Expanséo da regido entre 30 e 85,8 (300 MHz,
MeOQODy)
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Figura 25 - Espectro de RMN de 'H de ESEQ2 - Expansao da regiéo entre 56,2 e 58,0 (300 MHz,
MeOD4)

A anadlise do espectro de RMN de 'H e a comparagdo dos deslocamentos
quimicos, apresentados no espectro de RMN de '3C (Figura 26) com dados da
literatura, permitiram a identificagdo do glicosilflavonol isoquercitrina (9) na
composicao de ESEOQ2 (Tabela 9).
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Figura 26 - Espectro de RMN de '3C de ESE 02 (75 MHz, MeOD4)
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Tabela 9- Deslocamentos quimicos para ESE02 em RMN de 3C (75 MHz, MeOD4) comparados com
os dados da literatura (5, CDCls, 100MHz e 125MHz) (127, 128)

ESE02 Iso. Iso. ESE02 Iso. Iso

C ) quercitrina  quercitrina C ) quercitrina Quercitrina

(6)(128) (8)(127) (6)(128) (6)(127)

2 158,4 157,4 158,5 17 105,3 103,5 104,5

3 135,7 134,5 135,7 2’ 75,0 74,8 75,8

4 179,5 178,4 179,8 3" 77,1 77,2 78,4

5 162,9 162,1 163,1 4’ 70,0 70,4 71,3

6 99,8 99,1 100,0 5 771 77,5 78,2

7 166,0 165,5 166,0 6" 61,9 61,6 62,7
8 94,7 93,8 94,8
9 158,7 158,2 159,1
10 105,3 104,5 105,8
1 122,8 1221 123,3
2 116,1 115,1 116,1
3 145,8 149,0 145,9
4 149,9 145,0 149,9
5 117,7 116,6 117,7
6’ 122,9 1221 123,2

A andlise das fragbes ESEO1, ESEO3 e ESE04 obtidas por CC de silica gel
(Métodos Gerais), nao forneceu dados espectrais suficientes para identificacdo das
mesmas.

O cromatograma de ESE02 por CLAE-DAD em 354 nm (Figura 27) mostrou
sinais em tR = 28,43 min (pico 1), tR = 29,02 min (pico 2), tR = 30,85 min (pico 3) e tR
= 31,69 min (pico 4). A comparagdo com padrdées comerciais indicou a presencga de
hiperosideo (tR = 28,03 min) no pico 1 e da isoquercitrina (tR = 28,68 min) no pico 2
com pureza e similaridade no UV > 0,999. Para confirmar a presenca desses
flavonoides na composicdo de ESEQ2, realizou-se analise por coeluigdo da amostra
(1 mg/mL) com rutina (11), hiperosideo (8) e isoquercitrina (9) diluidos em metanol na
concentracao de 0,3 mg/mL. O novo cromatograma em 354 nm de ESE02 (Figura 28)
confirmou a presenga do hiperosideo no pico 1 (IR = 28,69 min) e da isoquercitrina no
pico 2 (IR = 29,26 min) observada pela intensificagdo da area dos picos apds a adigao
dos padroes.

Os picos 3 e 4 min exibiram similaridade espectral >0,999, no UV, com a rutina
(tR = 26,68 min) sugerindo a presenca de outros derivados de quercetina na
composigao de ESEO02 (Figura 29). O cromatograma extraido em 280 nm nao exibiu
sinais adicionais para ESE02, com isso, foi possivel concluir que ESE 02 é composto,

majoritariamente, por uma mistura de hiperosideo e isoquercitrina e contém tracos de
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outros derivados de quercetina. Os resultados, por CLAE-DAD, corroboram os
achados quimicos em CCD e RMN de 'H e 13C.
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Figura 27 - Cromatograma de ESE02 por CLAE-DAD em 354 nm
Espectros no UV para os picos 1 e 2 sobrepostos sobrepostos aos padrées hiperosideo (tR = 28,03
min) e isoquercitrina (tR = 28,68 min)
Condigbes de andlise: coluna LiChroCART 150-4,6 Purospher STAR RP-18e (5 pm) com pré-coluna
LichroCART 4-4,6 Purospher STAR RP 18e (5 pym), mantida a 25°C. Fluxo de 0,6 mL /min e tempo de
analise de 55 minutos. Gradiente de eluicao: solugcdo a 1% de acido fosférico (bomba A) e acetonitrila
(bomba B). Intervalo de analise de 230 a 400 nm. Dados extraidos a 354 nm
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Figura 28 — Cromatograma de ESE02 por CLAE-DAD em 354 nm com adigado de padrdes
A - ESEO2 (1 mg/mL) com adigao de padrdes rutina (tR = 27,36 min), hiperosideo (iR = 28,62 min) e
isoquercitrina (tR = 29,26 min) (0,3 mg/mL); B — padrées (1 mg/mL) rutina (tR = 27,44 min), hioerosideo
(tR = 28,78 min) e isoquercitrina (IR = 29,35 min)
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Sobrepostos aos padrdes hiperosideo (tR = 28,03 min), isoquercitrina (tR = 28,68 min) e rutina (tR =
26,68 min)

HO

OH
OH

OR
OH

(8) R =gal
(9) R=gli
(11) R =ram -gli

O



87

4.3.2.7 Constituintes Quimicos nas Subfragdes de FHM

4.3.2.7.1 Acidos Clorogénicos (ACGs)

Atualmente denominam-se acidos clorogénicos (ACGs) os compostos fendlicos
formados pela esterificagcdo do acido quinico com um ou mais derivados do acido
trans-cindmico: o acido cafeico, o ferulico, sinapico ou o p-cumarico (129). Podem ser
classificados de acordo com o tipo, nimero e posi¢cao dos residuos acila em: mono
ésteres (acidos cafeiolquinicos (CQA); cumaroilquinicos (CQA) e feruloilquinicos
(FQA); di (diCQA), tri (triCQA) e tetra ésteres (tetraCQA) e ainda ésteres mistos dos
acidos cafeico e ferulico (acidos cafeiol-feruloilquinicos, CFQA) (130).

Os principais derivados encontrados na natureza sdo do grupo ACQ (acidos
cafeoilquinicos), principalmente o 5-O-cafeoilquinico como também os derivados AFQ
(acidos feruloilquinicos) (129-131).

As técnicas de CC e CLAE permitem a separagao satisfatéria dos derivados do
acido cinamico, contudo, a CLAE é o método mais utilizado para analise de isbmeros
individuais do acido clorogénico, pela simplicidade, rapidez e elevado desempenho.
As condigdes de andlise nessa metodologia permitem determinar o tempo de eluigao,
permitindo separacao desses compostos em torno de 20 minutos no modo isocratico
em coluna de fase apolar e em torno de 40 minutos no modo de gradiente (130).

A analise por CCD mostrou que as fracoes iniciais de FHM apresentam bandas
com fluorescéncia caracteristica da presenca de acidos fendlicos (Parte
Experimental). O perfil cromatografico para as subfragbes FHM3 a FHM7 por CLAE-
DAD, em 354nm e 280 nm (Figura 31), apresentou semelhangas na quantidade de
picos na regiao entre 9 e 20 minutos com variagdes quanto a intensidade dos mesmaos.

A analise dos cromatogramas em 354 nm confirmou a presenca dos acidos
clorogénicos em tR = 9,25 min (pico 1); tR = 14,30 min (pico 2) e tR = 15,19 min (pico
3) nas subfragcbes FHM3, FHM5, FHM6 e FHM7, comparados ao padrao (tR = 13,97
min) (Figura 30). Esses dados foram corroborados por estudos anteriores que
identificaram os isébmeros do acido clorogénico 3-cafeoilquinico (3-ACQ), 5-
cafeoilquinico (5-ACQ) e 4-cafeoilquinico (4-ACQ), em amostras de café, entre 7 e 16
minutos de eluicdo em condicbes de analise semelhantes ao do presente estudo
(129).
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A presenca do acido clorogénico foi caracterizada ainda por analise em CCD,
nos extratos brutos EEESflh e EAESflh e na fragao original FHM por comparagéo com
padrbes comerciais (pagina 73). Contudo, a presenca desses compostos parece nao
contribuir com a inibigdo da hialuronidase, visto que, a subfragdo FHM3 com picos no
referido intervalo, foi pouco ativa frente a enzima. Corroborando estes resultados, o
teste realizado com padrdes isolados, frente a hialuronidase, ndo confirmou atividade
inibitéria para o acido clorogénico, cafeico e ferulico (pagina 58) o que justificaria a

auséncia de atividade significativa para FHM3.
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Figura 30 — Espectros no UV para os picos 1 (tR=9,25 min), 2 (tR=14,30 min) e 3 (tR=15,19 min)
apresentados nos cromatogramas de FHM3, FHM5, FHM6 e FHM7 por CLAE-DAD a 354 nm
Sobrepostos ao padrao acido clorogénico (tR = 13,97 min),
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4.3.2.7.2 Mistura de hiperosideo, isoquercitrina e derivados

As subfragcbées, FHMS a FHM10, foram ativas frente a enzima hialuronidase
exibindo semelhangas em seus perfis cromatograficos em 354 nm, na regido entre 20
e 35 minutos.

Os cromatogramas de FHMS e FHM6 (Figura 32 A e C) apresentaram picos
semelhantes em tR =22,3 min (pico 4), tR=22,69 min (pico 5) e tR= 27,38 min (pico
6). A pureza dos picos aliada a similaridade >0,99 nos espectros no UV com o padrao
isoquercitrina confirmou a presenga de flavonoides derivados da quercetina na
composigao das subfracdes FHM5 e FHM6 nos referidos tempos de retencéo (Figura
33). O pico b (tR=26,70 min) exibido apenas para FHM6 (Figura 32 C), também
apresentou semelhancga espectral com a isoquercitrina indicando que este seja outro
derivado da quercetina.

Essa analise levou em consideracdo apenas o nivel de similaridade entre os
espectros UV das amostras com os padrbes de flavonoides, encontrando maior
similaridade com o padrao isoquercitrina. A diferenga significativa entre os tempos de
retencao dos picos nos cromatogramas das fragées em relagao aos padrdes analiticos
nao permitiu inferir identidade aos compostos referentes aos sinais mencionados para
FHM5 e FHM6 sendo necessario estudos complementares para identificacdo dos
mesmos.

Além disso, a analise do cromatograma de FHM6 em 280 nm mostrou um pico
no tR = 28,50 min (Figura 32 B). O nivel de similaridade entre os espectros no UV da
amostra em relacdo ao padrao catequina e a baixa definicdo do pico ndo permitiu
afirmar com precisdo a identidade do composto nesta analise sendo necessarios
estudos complementares para identificacdo do mesmo. Com relagdo a atividade
biolégica investigada, os padrdes catequina e epicatequina, testados isoladamente,
foram pouco ativos frente a hialuronidase, porém nao ha dados que relacione a agao
dessas substancias em mistura com outros compostos.

Considerando o perfil cromatografico em CCD (Parte Experimental, Figura 4),
onde foram observadas bandas caracteristicas de flavonoides derivados de
quercetina para essas subfracdes, e a analise por CLAE-DAD em 354 nm, foi possivel
inferir que a atividade inibitéria de FHM5 e FHMG, frente a hialuronidase ocorra, pelo

menos em parte, devido a presenga majoritaria desses derivados de quercetina em tR
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= 22,3 min (pico 4), tR=22,69 min (pico 5), em tR= 27,38 min (pico 6) e tR=26,70 min
(pico b).

Os picos 1, 2, 3, 4, 5 e 6 se repetiram nos cromatogramas de FHM5 e FHM®6

nos mesmos tRs (Figura 32 A e C). O pico c¢ se repetiu para FHM 6, FHM9 e FHM10
(Figura 32 C, Figura 34 A e B). O pico a (FHM5) e o pico 7 (FHMG6) nao apresentaram

definicdo dos espectros no UV.
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Figura 32 — Cromatogramas de FHM5 e FHM6 por CLAE-DAD

A - FHM5 em 354 nm; B — FHM5 em 280 nm com espectro no UV do pico no tR = 28,5 min sobreposto
ao padrao catequina (R = 14,1 min); C- FHM6 em 354 nm.

Condigbes de analise: coluna LiChroCART 150-4,6 Purospher STAR RP-18e (5 pm) com pré-coluna
LichroCART 4-4,6 Purospher STAR RP 18e (5 pym), mantida a 25°C. Fluxo de 0,6 mL /min e tempo de
analise de 55 minutos. Gradiente de eluicao: solucao a 1% de acido fosférico (bomba A) e acetonitrila
(bomba B). Intervalo de analise de 230 a 400 nm. Dados extraidos a 354 nm e 280 nm
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Figura 33 — Espectros no UV para os picos 4 (IR = 22,30 min), 5 (tR = 22,62 min), b (tR = 26,70 min) e

pico 6 (1R = 27,38 min) apresentados nos cromatogramas de FHM5 e FHM6 em 354 nm

Sobrepostos ao padréo isoquercitrina (tR = 28,68 min)

As subfragdes FHM9 e FHM10 apresentaram atividade biolégica e perfis

cromatograficos semelhantes. Nos cromatogramas de FHM9 e FHM10 (Figura 34 A e

B) foram observados 4 sinais principais em tR = 28,74 min (pico ¢), tR = 31,17 min
(pico e), tR =32,07 min (pico f) e tR = 33,05 min (pico g). O pico d (tR = 29,32 min) foi

exibido com maior intensidade no cromatograma de FHM9 (Figura 34 A). A

comparagao com padrdes indicou a presenga do flavonoide hiperosideo (R = 28,78

min) no pico ¢ (Figura 35). Para confirmar a presenca desses compostos, foi realizada
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analise por coeluicdo da amostra (FHM9 a 1 mg/mL) com os padrdes rutina,
hiperosideo e isoquercitrina, diluidos em metanol na concentragéo de 0,3 mg/mL. O
cromatograma para FHM9 em 354 nm (Figura 36), coeluido com padrdes, confirmou
a presenga de hiperosideo no pico ¢ (tR = 28,71 min) e isoquercitrina no pico d (IR =
29,29 min) observada pela intensificacdo da area dos picos apds a adigdo dos
padrdes.

O pico e (tR = 29,32 min) f (tR =32,07 min) e o pico g (tR = 33,05 min)
apresentaram similaridade espectral com a rutina (tR = 27,44 min) e isoquercitrina (tR
= 29,32 min) indicando a presenca de outros derivados de quercetina na composigao
destas subfragdes (Figura 35). A analise dos cromatogramas em 280 nm de FHM9 e

FHM10 ndo mostrou picos adicionais com intensidade satisfatéria.
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Figura 34 — Cromatograma de FHM9 (A) e FHM10 (B) por CLAE — DAD em 354 nm

Condigbes de analise: coluna LiChroCART 150-4,6 Purospher STAR RP-18e (5 ypm) com pré-coluna
LichroCART 4-4,6 Purospher STAR RP 18e (5 pm), mantida a 25°C. Fluxo de 0,6 mL /min e tempo de
analise de 55 minutos. Gradiente de eluicao: solucao a 1% de acido fosférico (bomba A) e acetonitrila
(bomba B). Intervalo de analise de 230 a 400 nm. Dados extraidos a 354 nm
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Figura 35 — Espectros no UV para os picos c (tR = 28,74 min), e (tR = 31,17 min), f (R = 32,07 min) e
g (tR = 33,05 min) exibidos nos cromatogramas de FHM9 e FHM10 em 354 nm
Sobrepostos aos padrdes hiperosideo, isoquercitrina e rutina.
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Figura 36 - Cromatograma de FHM9 por CLAE-DAD em 354 nm coeluido com padrdes

A — FHM9 (1 mg/mL) com adicdo de padrdes rutina (tR = 27,39 min), hiperosideo (tR = 28,71 min) e
isoquercitrina (tR = 29,29 min) (0,3 mg/mL); B — padrées (1 mg/mL) rutina (tR = 27,44 min), hiperosideo
(tR = 28,78 min) e isoquercitrina (1R = 29,35 min)

4.3.2.7.3 Quercetina

O cromatograma de FHM14 em 354 nm (Figura 37) mostrou um pico maijoritario
no tR = 47,23 min com pureza e similaridade > 0,99 em comparacdo ao padréo
analitico quercetina. Para confirmar a presenga desse flavonoide na composi¢cao
deFHM14 foi feita analise por coeluicao da amostra (1 mg/mL) com o padrao comercial
quercetina (0,3 mg/mL), conforme mostrado na Figura 38. A andlise confirmou a
presenca da quercetina na composicdo desta subfracdo, observada pela
intensificacdo da area do pico apds adicdo do padrdao. A analise em 280 nm
apresentou sinais com espectros no UV de baixa definicdo. Com isso, foi possivel
concluir que a fragdo FHM14 ¢é constituida, majoritariamente, pelo flavonoide

quercetina.
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Figura 37 - Cromatograma de FHM14 por CLAE-DAD em 354 nm
Espectro de UV para o pico ({R = 47,23 min) sobreposto ao espectro do padrao analitico quercetina
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Figura 38 — Cromatograma de FHM14 em 354 nm por CLAE-DAD com adi¢ao de padrao
A — FHM14 (1 mg/mL) com adi¢do do padrao Quercetina (0,3 mg/mL) (tR = 47,60 min) e espectro no
UV sobreposto ao padréo; B — padrdo Quercetina (1 mg/mL) (1R = 47,60 min) com espectro no UV.

As subfracbes FHM7, FHM8, FHM11 a FHM13 e FHM15 a FHM1S,
apresentaram picos de pequena intensidade, por CLAE-DAD em 354 nm ou 280 nm,
e espectros de baixa definicdo no UV impossibilitando a identificagdo das mesmas por

comparagao com padrdes analiticos. A subfracdo FHM1 nao foi solivel em agua ou
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metanol inviabilizando sua analise por CLAE-DAD. Contudo, o perfil cromatografico
em CCD para a maioria dessas subfragdes indicou que sejam constituidas de mistura
de acidos fendlicos e flavonoides, devido a presenca de bandas com fluorescéncia
caracteristicas para esses compostos (Parte Experimental, Figura 4).

A presenca do flavonol quercetina, identificado com maior intensidade na
composicao da subfracdo FHM14, pode explicar, em parte, a atividade do extrato
etandlico bruto e de fragdes de E. suberosum St. Hil., frente a enzima hialuronidase.
A fragado FDCM também apresentou tracos de quercetina em sua constituicao;
contudo, essa fragéo nao inibiu a hialuronidase de forma significativa. Dessa forma, a
diferenca de atividade entre as fracbes FHM e FDCM pode ser explicada, pelo menos
em parte, pela concentracdo dos compostos ativos nas referidas fragdes, evidenciada
pela intensidade dos picos na analise por CLAE-DAD que se mostra maior em FHM.

O hiperosideo e a isoquercitrina foram identificados em mistura na composigao
do extrato etandlico bruto (EEESflh) obtida pelo fracionamento em CC de silica gel
(Parte Experimental) e nomeados ESEQ2. A analise de ESE02 por RMN de 'H e 13C
exibiu sinais majoritarios referentes ao nucleo fundamental flavonol ligado a uma
unidade de glicose identificando o composto como isoquercitrina. Entretanto, o perfil
cromatografico por CLAE-DAD exibiu mais de um pico caracterizando ESE02 como
uma mistura simples de hiperosideo e isoquercitrina com tragos de outros derivados
de quercetina. Esses resultados foram corroborados por estudo anterior realizado por
este grupo que identificou esses flavonoides nos extratos brutos das folhas de E.
suberosum (122).

ESEO2 foi ativo frente a hialuronidase com maximo de inibicdo e ICso = 0,039
mg/mL, significativamente menor que do controle DSCG (ICso = 4,8 mg/mL) e da
Quercetina (ICso = 0,36 mg/mL). Testado isoladamente, a isoquercitrina n&o
apresentou atividade inibitoria, frente a hialuronidase, no presente estudo, indicando
que a capacidade de inibicado de ESE02 se deve, pelo menos em parte, ao
hiperosideo. Entretanto, a presenca marcante da isoquercitrina, além de outros
derivados da quercetina em mistura com o hiperosideo, em ESEO02 e no extrato
etandlico e fragdes mais ativas (EEESflh, FDCM, FHM, FHM5, FHM6, FHM9 e
FHM10) de E. suberosum, pode indicar algum mecanismo de inibicdo promovido por

acao sinérgica entre esses compostos, sobre a enzima.
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Na biossintese de compostos do metabolismo secundario vegetal os
monoglicosideos isoquercitrina (9) e hiperosideo (8), o diglicosideo rutina (11) (Figura
4.36) e a aglicona quercetina (7) podem coexistir na mesma planta. Com isso, deve-
se levar em consideracdo uma possivel interacido entre esses compostos no
mecanismo de inibicdo enzimatica, como também, a diferenca de acéo obtida com
compostos avaliados isoladamente para aquela obtida com compostos em mistura, ja
que as fragdes caracterizadas como misturas menos complexas de hiperosideo,
isoquercitrina, quercetina e derivados, foram ativas, frente a hialuronidase, em
concentragdes mais baixas comparadas aos compostos isolados testados (DSCG,

Quercetina, Acido rosmarinico e outros).

HO

HO

(77R=H
(8) R = gal
(9) R=dli
(11) R = ram -gli

4.3.3 Constituintes Quimicos Presentes no Extrato Aquoso (EAESflh)

4.3.3.1 Mistura de Agucares: Frutose e Trealose

O extrato aquoso bruto (EAESfIh), obtido por infusdo em agua destilada das
folhas de E. suberosum (Parte Experimental), foi monitorado por CLAE-RI (Métodos
Gerais). O cromatograma obtido mostrou a presenga de dois picos em tR = 7,25 min
e tR = 14,97 min. A comparacido com padrdes analiticos identificou a presenca dos
acucares frutose (tR = 7,25 min) e trealose (tR = 14,97 min) na composicdo desse

extrato (Figura 39).
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Figura 39 - Cromatograma do extrato aquoso (EAESflh) por CLAE-IR: mistura frutose (tR = 7,25 min) e
trealose (tR = 14,97 min) em comparagao aos padrdes analiticos

Condigbes de analise: coluna: Lichrospher 100 NHz2, 250 mm x 4,0 mm (HP 5 pm) mantida a 30°C;
fluxo: 1mL/min; eluente: bomba A (acetonitrila), bomba B (dgua); detector: por indice de refracao (RI);
sistema de eluigdo: isocratico; programa de eluicdo: bomba A: bomba B (80:20); Regido de analise
entre 200nm e 400nm

4.3.3.2 Rutina

O perfil cromatografico para os extratos brutos EEESflh e EAESflh por CLAE-
DAD em 354 nm sdo semelhantes na quantidade e intensidade de picos mostrados.
Os espectros obtidos em 280 nm exibem picos entre 10 e 25 minutos, porém esses
sdo mais intensos para EAESflh quando comparados aos picos dessa regido para
EEESfIh.

O cromatograma por CLAE-DAD em 354 nm do extrato aquoso bruto (EAESfIh)
(Figura 40) apresentou picos maijoritarios em tR = 27,06 min (pico 1), tR = 30,99min
(pico 2) e tR = 47,73 min (pico 3). A comparagédo com padrbes analiticos indicou a
presenca de flavonoide com semelhanga espectral no UV > 0,99 com a rutina (R =
27,08 min) no pico 1, além de outros derivados de quercetina nos picos 2 e 3 nao
identificados nesta analise. Um estudo que validou o método utilizado neste trabalho,
para avaliacdo de flavonoides por CLAE-DAD em extratos vegetais, identificou e
quantificou a rutina nas folhas de E. suberosum (59), corroborando com os resultados

aqui obtidos.
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Figura 40 - Cromatograma do extrato aquoso (EAESflh) por CLAE-DAD em 354nm
Espectro no UV do pico tR = 27,06 min, sobreposto ao padrao analitico rutina

4.3.3.3 Catequina e epicatequina

O cromatograma do extrato EAESflh por CLAE-DAD em 280 nm (Figura 41)
apresentou 13 sinais entre 10 e 25 minutos. A comparagado com os padrdes analiticos
sugeriu a presenga de catequina no tR = 14,1 min e epicatequina no tR = 18,6 min,
além de outros derivados de catequina nos tRs (10,63min, 12,67min, 13,47min,
15,83min, 16,57min, 17,09min, 17,53min, 20,80min, 21,68min, 22,40min, 23,85min,
25,05 min e 25,65min) na composigao desse extrato.
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maAl

Figura 41 - Cromatograma do extrato aquoso (EAES) por CLAE-DAD em 280 nm
Sobreposto aos padrdes analiticos catequina (pico 1) tR = 14,1 min e epicatequina (pico 2) tR = 16,8
min

4.3.3.4 ESA04

ESA04 (14,3 mg) apresentou-se como um sélido amarelo pastoso, obtido por
CC em Sephadex®, conforme descrito na Parte Experimental. A analise por CCD
(FM3, R3 e R6 — Métodos Gerais), mostrou manchas que emitiam fluorescéncia
alaranjada ou verde azulada quando observadas sob luz UV (365 nm), caracteristicas

da presenca de flavonoides e acidos fendlicos.

O espectro de RMN de 'H de ESA04 mostrou sinais que foram atribuidos aos
hidrogénios aromaticos do nucleo flavonol em 66,40 ppm e 86,21 ppm (J=2,4 Hz e
1,8 Hz ), caracteristicos de H-6 e H-8; e sinais em 67,67 ppm (d, J = 1,8 Hz), 67,63
ppm (J = 8,4 e 2,1 Hz) e 66,87 ppm (J = 8,4 Hz), referentes aos hidrogénios H-2’, H-
6’ e H-5' do anel B de flavonoides (Figura 42 e Figura 43) (23, 126).
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A presencga de sinais na regido entre 65,20 ppm e 62,90 ppm permitiu inferir a
presenca de unidades de aglcar na molécula, corroborada pelos sinais em 85,1 ppm
(d, J=7,5Hz) e em 84,51 pmm (d, J = 1,5 Hz), atribuidos a hidrogénios anoméricos;
o sinal em 81,11 ppm (d, J = 6,3 Hz) foi atribuido a um grupo metila de uma unidade
de ramnose (Figura 42).

O espectro de RMN de '3C de ESA04 (Figura 44) apresentou, na regido acima
de 894,0 ppm, um total de 17 sinais majoritarios, dos quais dez foram atribuidos aos
carbonos nao hidrogenados do nucleo flavonol onde os deslocamentos em 6135,6
ppm; 06158,5 ppm e 06179,4 ppm correspondem aos carbonos C3, C2 e C4,
respectivamente. Foram observados os sinais referentes aos carbonos metinicos dos
quais dois, em 06102,4 ppm e em 6105,5 ppm, foram atribuidos aos carbonos
anoméricos C1” e C1”” (ramnose e glicose, respectivamente) e o sinal em 669,7ppm,
foi atribuido ao carbono C6” de glicose. A presenga da ramnose foi caracterizada
nesse espectro pelo sinal em 617,8 ppm, atribuido ao carbono de grupo metila

presente na molécula desse agucar.
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Figura 42 - Espectro de RMN de 'H de ESE04 - Expansao da regiéo entre 51,0 e 55,5 (300 MHz,
MeOD.)
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Figura 43 - Espectro de RMN de 'H de ESE04 - Expansao da regiéo entre 86,2 e 58,2 (300 MHz,
MeOD4)

Os deslocamentos quimicos de ESA04 obtidos no espectro de RMN de '3C
foram comparados a rutina identificada por este autor na composigdo micromolecular
de Hancornia speciosa (23) e aos deslocamentos de padrao analitico gerado nas
mesmas condigdes da amostra (Figura 45). Os resultados foram apresentados na
Tabela 10.

Figura 44 - Espectro de RMN de '3C de ESA04 (75 MHz, MeODy)
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Figura 45 - Espectro de RMN de 'H (A) (300 MHz, MeOD4) e de '3C (B) (75 MHz, MeODs) - do padrao
rutina ESA04

Tabela 10 - Deslocamentos quimicos para ESA04 em RMN de 3C (8, CD30D, 75MHz) em comparacéo
com dados da literatura e padrao rutina (11)

Esaa  Rutina o tina Esaa  Rutina o tina

¢ ® (23) ) @) )
(5) (5)

2 1585 1584 1584 1" 1024 1023 1023
3 1356 1355 1356 2 721 722 722
4 179,4 179,3 179,2 3” 77,2 77,1 771
5 1630 1629 1628 4 713 713 713
6 948 94.8 948 5 739 740 739
7 16641 1659 1659 6 697 696 696
8 999 99.9 999 17 1055 1055 1055
9 159,3 159,3 159,3 2" 72,1 72,2 72,2
10 104,7 104,6 104,7 37 78,1 78,0 78,1
T 1231 1230 1230 47 757 756 756
> 177 176 1176 5" 685 685 685
3 1458 1457 1457 67 179 179 17.9

4 149,8 149,7 149,7
5 116,0 116,0 116,0
6’ 123,54 123,5 123,6
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(11) R = ram-glu

A rutina (11) foi o primeiro flavonoide a ser descoberto, isolado a partir de
laranjas em 1930. Denominada inicialmente como vitamina P, esse composto
pertence a classe dos flavonois e encontra-se amplamente difundido no reino vegetal,
apresentando em sua estrutura um dissacarideo (glicose — ramnose) ligado na
posicao 3 do anel pirano (132). Suas propriedades terapéuticas tém despertado o
interesse do segmento farmacéutico. A principal acao bioldgica da rutina é a
capacidade vasoprotetora, com diminuicdo da permeabilidade e fortalecimento do
ténus vascular. Acredita-se que a atividade exercida pela rutina sobre os vasos esteja
relacionada a capacidade de inibicdo da enzima hialuronidase (133).

A identificagdo da rutina nos extratos brutos EEESfln e EAESflh de E.
suberosum, por CCD, CLAE-DAD e RMN de 'H e 13C, justifica, pelo menos em parte,
a atividade exercida por esses extratos frente a enzima hialuronidase visto que esse
flavonoide é referenciado na literatura como inibidor dessa enzima (86-88, 90).

A quercetina é considerada como um precursor na biossintese de derivados
glicosilados no metabolismo vegetal. Possui varias a¢des bioldgicas, sendo reportada
na literatura como antioxidante e inibidor da peroxidacao lipidica, anti-inflamatério,
analgésico e inibidor enzimatico (134). Na determinacdo do perfil de inibicao
enzimatica de compostos fendlicos (pagina 58), a quercetina apresentou inibicdo
maxima em 1 mg/mL com ICso de 0,36 mg/mL frente a hialuronidase. Esses resultados
foram corroborados por achados na literatura que reportam esse flavonoide como
potente inibidor dessa enzima (135-137).

Os padrdes acidos clorogénico, cafeico e ferulico ndo foram ativos, frente a
enzima, portanto, foi possivel concluir que a presenca isolada dessas substancias na

composigao micromolecular dos extrato e fragdes n&o contribuiu com a atividade
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inibitéria sobre a hialuronidase. A catequina e epicatequina inibiram fracamente a
enzima hialuronidase quando testadas isoladamente, porém deve ser considerado
que em mistura com outros compostos possa haver um sinergismo entre as agdes
sobre 0 mecanismo de agéo enzimatico.

O hiperosideo e a isoquercitrina, derivados glicosilados da quercetina
considerados como agentes biologicamente ativos, tém suas ag¢des reportadas na
literatura semelhantes a outros flavonoéis como rutina e quercetina (138, 139). Suntar
et al. (2010) correlacionou a atividade anti-inflamatodria dos extratos e fragdes de
Hypericum perforatum com a presenca majoritaria dos compostos hiperosideo,
isoquercitrina, rutina e catequina na composigao dos mesmos (140). O hiperosideo foi
citado como inibidor da hialuronidase, com ICso de 0,79 mg/mL, porém n&o apresentou
atividade significativa quando testado em concentragdes mais baixas (100 ug/mL). A
isoquercitrina e a rutina também foram ativas frente a enzima com ICs0 de 0,78 e 0,95
mg/mL, respectivamente (89, 90). Um estudo realizado com flavonoides isolados de
Allium sativum mostrou atividade frente a hialuronidase para isoquercitrina, maior que
para a aglicona quercetina, diferindo dos resultados encontrados nesse estudo (137).

As atividades bioquimicas dos flavonoides e de seus metabdlitos sao
influenciadas por modificacdes na estrutura quimica desses compostos, podendo
ocorrer variagdes apods substituicbes incluindo: hidrogenacao, hidroxilagdes,
metilagées, malonilagdes, sulfatagdes e glicosilagbes. Em um estudo realizado com
31 flavonoides, a quercetina mostrou forte inibigdo da enzima hialuronidase
comparada aos derivados glicosilados rutina, isoquercitrina e quercitrina. O poder
inibitério sobre a enzima foi relacionado a diferencas estruturais no nucleo
fundamental desses compostos, que foi potencializado com a presenca de dupla
ligacao entre os carbonos 2 e 3 e de hidroxilas ligadas a molécula em 5, 7 e 4’; e foi
reduzida quando houve substituicbes no anel pirano (86, 87). Em relacdo ao
mecanismo de ac¢ao, estudos cinéticos sugerem que quercetina e rutina interajam com
a enzima de forma competitiva, ocasionando mudangas conformacionais nos sitios
ativos que levam a reducao da acao catalitica enzimatica (88).

Os resultados no presente estudo para os padroes analiticos testados foram
consistentes com estudos prévios realizados com quercetina; contudo, os niveis de
atividade para o mesmo composto parecem diferir muito, possivelmente devido aos

tipos de enzima utilizadas nos experimentos e a metodologia empregada (88, 91).
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A hialuronidase possui varios inibidores de ocorréncia natural. Entre eles
encontram-se os derivados fendlicos nao polimerizados flavonas e seus analogos
silibina, apigenina, luteolina e kaempferol; saponinas glicirrizina e acido glicirretinico;
o alcaldide reserpina e os polifendlicos acido tanico, proantocianidinas e taninos
condensados, quercetina, rutina, hiperosideo e isoquercitrina (63, 74).

A importancia da hialuronidase e do seu substrato em muitas aplicagdes
clinicas tem aumentado a procura por inibidores mais potentes e seletivos, porém, a
dificuldade de sistematizagcédo das informagdes (inibicdo% e 1Cs0) sobre os inibidores
ja existentes e as diferentes condi¢cées experimentais aplicadas (tempo de incubacéo,
tipo e concentracdo da enzima e do substrato) dificultam a escolha de padrbes de
referéncia e o delineamento do método a ser utilizado (68).

A analise por RMN de 'H das fragcbes ESA01, ESA02 e ESAO03 oriundas do
fracionamento do extrato aquoso bruto em CC em Sephadex®, ndo forneceu dados
espectrais suficientes para identificagdo das mesmas, sendo necessario analise

complementar por RMN de '3C.

4.3.4 Constituintes Quimicos no Extrato Hexanicos (EHESflh)

4.3.4.1 Ester Alifatico de Cadeia Longa (ESHO05, ESHO06, ESH08, ESH09 e ESH13)

As fragbes ESHO05 (0,185 g), ESH06 (0,037 g), ESHO08 (0,059 g), ESHO09 (0,03
g) e ESH12 (0,051 g), obtidas a partir de CC do extrato hexanico bruto das folhas de
E. suberosum (Parte Experimental), apresentaram-se como solido branco amorfo,
soluveis em CHCls.

A andlise dos espectros de RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) (Figura 46), forneceu
sinais entre 60,85 ppm e 61,63 ppm, correspondentes a hidrogénios metilicos e
metilénicos; um sinal intenso em 1,25 ppm, corresponde a hidrogénios metilénicos
de cadeia alifatica; e em 60,88 corresponde a hidrogénios de grupo metila terminal. A
ligacdo C-O de éster foi evidenciada pelos sinais em: 62,28 ppm (2H, t, J=7,5Hz)
referente aos hidrogénios proximo a carbonila e 64,53 ppm (2H, t, J=6,7Hz)
correspondente aos hidrogénios em atomo de carbono ligado a oxigénio.

A andlise dos espectros de RMN de '3C (300MHz, CDCIs) das referidas fragbes

(Figura 47), mostrou sinais em 614,1 ppm e em 6174,0 ppm atribuidos aos carbonos
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de grupo metila terminal e de grupo carbonilico de éster, respectivamente. Além disso,
a presencga de sinais em 622,7 ppm; 629,3 ppm e em 631,9 ppm caracterizou carbonos
metilénicos de cadeia alifatica; e os deslocamentos em 634,4 ppm e 664,3 ppm
correspondem ao carbono ligado a carbonila de éster e ao carbono ligado ao oxigénio,
respectivamente (141, 142).

Estas informagbes mostram a similaridade entre fragdes analisadas sugerindo
que ESHO05, ESH06, ESH08, ESH09 e ESH13 sejam constituidas majoritariamente

por ésteres alifaticos de cadeia longa.

—15 N

CH3(CH»),CH>COOCH,(CH>),CHj3
1 2 3 4 2 1

1.317
1.184

Figura 46 - Espectro de RMN de 'H de ESH (05, 06, 08, 09 e 13) - Expansao da regido entre 50,85 e
04,1 (300 MHz, CDCls)
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Figura 47 - Espectro de RMN de '3C de ESH (05,06,08, 09 e 13) (75 MHz, CDCls)

4.4 ENSAIOS COMPLEMENTARES DE ATIVIDADE FUNCIONAL E TOXICIDADE
DOS EXTRATOS DE Erythroxylum suberosum

4.4.1 Teor de Fenolicos e Flavonoides Totais

Com base nos dados obtidos a partir das absorbancias foi possivel calcular a
regressao linear da curva analitica de acido galico e de quercetina obtendo-se assim
as respectivas equagdes da reta (y = 0,07963x - 0,04678, r = 0,9915) e (y = 0,01588x
- 0,00361, r = 0,9989) a partir das quais foram estabelecidos os teores de polifendis e
flavonoides totais em pug/mg amostra.

Os compostos fendlicos constituem um dos maiores grupos de metabdlitos
secundarios com grande representatividade no reino vegetal. Sdo formados por varias
classes de substancias incluindo acidos fendlicos, flavonoides, cumarinas, estilbenos,
taninos, lignanas e ligninas (143). Seus beneficios para a saude e nutricdo sédo bem
reconhecidos, provavelmente, promovidos por acdes antioxidante,
antienvelhecimento, anticarcinogénica e quimioprotetora, além de outras, que estao,

atualmente, relacionadas a presencga destes compostos (144, 145).
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Os principais métodos utilizados na quantificagdo de fendlicos empregam o
reagente Folin-Ciocalteu, que tem como base uma reagédo redox entre compostos
fendlicos e acidos fosfotungstico e fosfomolibdico presentes no reagente de Folin-
Ciocalteu que passam a 6xidos com subsequente formagao de um produto de cor azul
(106), medido por espectrofotometria a 700 nm (Shimadzu 1800). Todos os extratos
e fracbes analisados apresentaram uma elevada concentracdo de compostos
fendlicos, com énfase para o extrato aquoso (346,3 pg/mg amostra) e fracao
hidrometandlica do extrato etandlico bruto (EEES) (387,93 ug/mg amostra).

Os teores de flavonoides foram determinados por espectrofotometria a 425 nm,
apos complexagao com o cloreto de aluminio. Os resultados mostraram altos niveis
de flavonoides para os extratos etandlico (35,32 upg/mg amostra) e aquoso (32,62
Mg/mg amostra) e uma maior concentragdo foi observada para a fracao
hidrometandlica do extrato etandlico (87,02 ug/mg amostra). Os teores de fendlicos

totais e flavonoides totais foram apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Teor de fendlicos e flavonoides totais nos extratos brutos e fragbes de Erythroxylum
Suberosum

Fendlicos . .
. . Flavonoides totais
Amostra Descrigao totais(ug/mg (g ShesE]
amostra)? Hg/mg
EAES Extrato aquoso 346,3+0,04 32,62+0,006
EEES Extrato etandlico 248,77+0,04 35,32+0,01
FDCM Fragao diclorometano 166,79+0,01 55,82+0,004
FHM Fracdo hidrometandlica 387,93+0,06 87,02+0,001

aValores expressos como médiat erro padrdo (n=3); ®Os teores de polifendis e flavonoides sdo
expressos em equivalentes de acido galico e quercetina, em ug/ mg de amostra, respectivamente

4.4.2 Atividade Antioxidante

Com base nos dados obtidos a partir das absorbancias foi possivel calcular a
regressao linear da curva analitica de acido ascorbico, quercetina e de 2,6-di-t-butil-
4-metilfenol (BHT), sendo obtidas as respectivas equacgbes da reta (y = 2,645x -
0,1672, r = 0,989), (y = 1,92x - 0,056, r = 0,994) e (y = 0,1588x — 0,0361, r = 0,9785),
a partir das quais foi estabelecida a capacidade antioxidante, expressa em

equivalentes de acido ascorbico, de quercetina e BHT, por mg de amostra.
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O envolvimento dos radicais livres no processo de envelhecimento e doencas
degenerativas associadas, tem se confirmado a cada dia. Espécies Reativas
Derivadas do Metabolismo do Oxigénio (ROS) estado presentes em todos os sistemas
biolégicos. Em condic¢des fisiologicas do metabolismo celular aerébio, o Oz sofre
reducao tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na formacgéao de
agua. Durante esse processo sao formados intermediarios altamente reativos, como
os radicais superoxido (Oze-), hidroperoxila (HO2*) e hidroxila (OH*), e o perdxido de
hidrogénio (H202) (146).

Os ROS podem oxidar proteinas, causar danos ao DNA e reagir com as cadeias
de acidos graxos poli-insaturados causando mudangas na estrutura e permeabilidade
das membranas ocasionando morte celular (147).

Compostos antioxidantes sdo aqueles que possuem a capacidade de retardar
ou inibir reacdes de oxidacdo em cadeia, estabilizando ou desativando os radicais
livres antes que estes ataquem seus alvos bioldgicos (107, 148).

Os flavonoides sao compostos fendlicos que se caracterizam pela sua
importancia e diversidade entre os demais produtos de origem vegetal. Muitas funcdes
sao atribuidas a essa classe de compostos das quais se destaca marcadamente sua
atividade antioxidante. As caracteristicas estruturais principais atribuidas a esta
atividade, estao relacionadas ao numero e posigcao de suas hidroxilas fendlicas ligadas
ao nucleo flavénico, como por exemplo, o grupo catecol (3’, 4’- di-idroxi) no anel B, e

a insaturacao entre os carbonos 2 e 3 do anel C (Figura 4.47) (149, 150).

OH 4~

OH O

Figura 48 — Caracteristicas estruturais atribuidas a atividade antioxidante dos flavonoides

O modelo utilizado baseia-se na reducao do complexo de fosfomolibdénio pela

transferéncia eletrénica do composto antioxidante para o reagente oxidante. Neste
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método, a atividade é expressa em equivalentes de ac. ascorbico, quercetina e BHT
(110).

Os extratos e fragdes das folhas de E. suberosum apresentaram capacidade
antioxidante comparados aos controles positivos, em especial ao BHT. Os resultados
(Tabela 12) foram mais significativos para os extratos aquoso e etandlico com
potencial antioxidante cerca de 4 e 6 vezes maior que o BHT. Entretanto apds a
particdo do extrato etandlico bruto a atividade antioxidante foi aumentada na fragcéao

hidrometandlica resultante.

Tabela 12 Capacidade antioxidante total dos extratos brutos e fracdes de Erythroxylum suberosum

Amostras Média ’ Equivalentes/mg extrato?
ABS Ac. ascorbico Quercetina BHT
EHES 0,206 0,020 0,136 1,069
EAES 0,760 0,308 0,425 4,562
EEES 1mg/mL 0,984 0,425 0,541 5,971
FDCM 0,743 0,30 0,42 4,45
FHM 1,251 0,564 0,80 7,651

acapacidade antioxidante dos extratos em comparagdo com os controles positives. EHES — extrato
hexanico; EAES — extrato aquoso; EEES — extrato etandlico; FDCM — fragéo diclorometano; FHM —
fragdo hidrometandlica

A presenca de compostos fendlicos pode justificar a atividade antioxidante
observada nos ensaios realizados. As andlises quimicas por CCD, CLAE-DAD e RMN
de 'H e ™3C, identificaram os flavonoides quercetina, rutina, hiperosideo e
isoquercitrina além de catequina e epicatequina. Também foi possivel observar a
presenca de isbmeros do acido clorogénico nos extratos e fragdes das folhas de
Erythroxylum suberosum St Hil. Esses compostos sao largamente conhecidos na
literatura por possuirem, dentre outras, propriedades antioxidantes naturais (134, 151-
153).

A quercetina, porgao nao glicosidica do flavonoide rutina, possui propriedades
inibitérias da peroxidacao lipidica por meio do sequestro de espécies reativas ao
oxigénio e da quelacdo de metais responsaveis pela geragdo destas espécies (154).
Assim, os resultados obtidos sugerem que a atividade do extrato aquoso e etandlico
e da fragcao hidrometandlica, observada nos experimentos realizados, seja, a0 menos
em parte, devida aos achados fitoquimicos inferidos aos extratos das folhas desta

espécie.
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4.4.3 Toxicidade a larvas de Artemia salina

O bioensaio envolvendo Artemia salina consiste em avaliar os efeitos da
exposicdo deste microcrustdceo a um determinado composto. E um modelo
experimental econémico, rapido e confiavel e tem sido utilizado nas mais diversas
areas da Biologia para avaliagao preliminar de toxicidade de metais pesados, extratos
de plantas além de outras substancias quimicas (155-157).

Na analise, os extratos vegetais apresentaram valores de DLso > 1 mg/mL
sendo considerados de baixa toxicidade as larvas de A. salina de acordo com a
classificacdo de Meyer et al (1984) (111). Esses resultados sao preliminares em

relacdo a toxicidade dos extratos desta espécie.
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5 CONCLUSAO

Foram testados, frente a enzima hialuronidase, 12 extratos de partes aéreas de
espécies de Erythroxylum ocorrentes em regides de Cerrado do Distrito Federal, a
saber: E. daphnites, E. subrotundum e E. suberosum.

As espécies E. daphnites e E. suberosum foram as mais ativas frente a
hialuronidase, com capacidade de inibigdo enzimatica acima de 80%. Os valores de
ICs0 para todos os extratos ativos foram, significantemente, menores que o do controle
cromoglicato dissodico (DSCG).

O extrato etandlico de E. suberosum foi 0 mais promissor quanto a inibicdo da
hialuronidase, apresentando maximo de inibicdo com ICso = 0,045 mg/mL,
significativamente menor que o controle DSCG e demais extratos.

Nao houve reducao significativa na atividade inibitoria da hialuronidase, apos
fracionamento quimico do extrato etandlico bruto, sendo preservada a atividade na
maioria de suas fracoes.

O extrato aquoso das folhas de E. suberosum também se mostrou promissor
no que se refere a inibigdo da enzima (ICso = 0,09mg/mL) e foi investigado quanto a
composicao micromolecular.

A atividade antioxidante observada para os extratos de E. suberosum foi
proporcional ao teor de polifendis e flavonoides totais encontrados nos extratos de E.
suberosum, relacionando a acao antioxidante dos extratos a composicao
micromolecular.

Os extratos e fragdes de folhas de E. suberosum nao apresentaram atividade
citotdxica quando avaliados pelo modelo de toxicidade as larvas de Artemia salina.

Do extrato etandlico foram identificados:

- Rutina;

- Mistura de hiperosideo e isoquercitrina,
- Quercetina e derivados;

- Catequina e epicatequina;

- Derivados do &cido clorogénico;

E isolados:

- Mistura de hiperosideo e isoquercitrina (ESE02);

Do extrato aquoso foram identificados:

- Rutina



116

- Mistura de catequina e epicatequina
- Mistura de frutose e trealose
E isolada:
- Rutina
Do extrato hexanico foram isolados e identificados:
- Esteres alifaticos de cadeia longa
Esse é o primeiro relato de inibicdo da hialuronidase por extratos de E.
suberosum e a atividade de inibicao da enzima foi relacionada a:
- Presenca do flavonoide quercetina, comprovada por teste com padrao
comercial (ICso = 0,36 mg/mL);
- Presenca dos flavonoides rutina, hiperosideo e isoquercitrina,
referenciados na literatura como inibidores;
- Presenca de catequina e epicatequina, comprovada por teste com
padrdées comerciais;
Finalmente, o conhecimento da composicdo micromolecular, a acéao
antioxidante aliada a capacidade de inibigao frente a enzima hialuronidase torna esta
espécie promissora em estudos que buscam moléculas mais ativas e seletivas no

desenvolvimento de novos produtos farmacoterapéuticos.
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