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RESUMO

O género Hypericum, familia Guttiferae, engloba uma grande variedade de
espécies, tendo para varias delas relatos de uso popular na terapéutica. Na regido
sul do Brasil ocorrem cerca de 20 espécies. Algumas delas vém sendo estudadas
e compostos de interesse farmacoldgico vém sendo obtidos. Desta forma, para
aprofundar estudos pré-existentes, deu-se continuidade a analise quimica de
Hypericum carinatum e a investigacdo do potencial inseticida de Hypericum
polyanthemum, ambas espécies nativas do RS. A partir do extrato hexanico de
Hypericum carinatum, foram isolados e identificados, por métodos
espectroscopicos, o derivado de floroglucinol uliginosina B e as benzofenonas
carifenona A e carifenona B, as duas ultimas de ocorréncia restrita a esta espécie
até o momento. Os demais compostos, isolados em menor quantidade, foram
insuficientes para identificacdo espectroscopica. Da fracdo acetato de etila desta
mesma espécie, dois flavonodides foram identificados, um deles o hiperosideo,
confirmado por CCD comparativa com padrao, e quercitrina, identificada por RMN
'H. Nos experimentos para avaliagdo da atividade inseticida foi utilizado o inseto
Dysdercus peruvianus, uma praga do algodoeiro. Testes realizados com o extrato
hexano de Hypericum polyanthemum demonstraram uma potencial atividade
inseticida, visto que existe uma tendéncia a fagoinibicdo a partir da concentragéo
de 1%. O fato de haver na literatura relatos de atividade inseticida para compostos
derivados de benzopiranos, como o precoceno | e |Il, encecalina e
desmetilencecalina, impulsionou a realizacdo de ensaios com o0s benzopiranos
isolados do extrato acima. Foram entdo analisados os produtos HP1 (6-isobutiril-
5,7-dimetéxi-2,2-dimetil-benzopirano), HP2  (7-hidréxi-6-isobutiril-5-metodxi-2,2-
dimetil-benzopirano) e HP3 (5-hidroéxi-6-isobutiril-7-metoxi-2,2-dimetil-
benzopirano), sendo que apenas HP2 apresentou perfil inseticida, na

concentracao de 0,2%.

Palavras-chave: Fitoquimica, Hypericum carinatum, Guttiferae, Hypericum

polyanthemum, Atividade inseticida






ABSTRACT

Study of chemical constituints from Hypericum carinatum (Guttiferae)
and insecticidal activity value from Hypericum polyanthemum

The genus Hypericum, family Guttiferae encompasses a great number of species
many of them used in the popular medicine. In the southern Brazil there are
approximately 20 species. Some of these species have been studied and
interesting compounds in the pharmacological point of view have been isolated. In
this way, aiming to continue the studies with the Hypericum species, in this work
we investigated the chemical composition of H. carinatum and evaluated the
potencial insecticide of H. polyanthemum, both species native to south Brazil. From
the hexane extract of Hypericum carinatum we isolated and identificated by
spectroscopic methods the phloroglucinol derivative uliginosin B and the
benzophenones carifenone A e carifenone B, both restrict to this species until now.
The other compounds, isolated in very small amount were not sufficient for the
spectroscopic analysis. From the ethyl acetate fraction of this species there were
obtained two flavonoids, one of them identified as hyperoside by chromatographic
comparison with authentic sample and the other, quercitrin, identified by NMR
spectroscopy. In the insecticidal experiments it was used the cotton stainer,
Dysdercus peruvianus. Tests performed with the hexane extract demonstrated a
potential insecticidal activity since it was observed a tendency of phago-inhibition in
concentrations up to 1%. The well established insecticidal activity of benzopyran
derivatives as precocene |, precocene Il, encecalin and demethylencecalin led us
to investigate the activity of the benzopyrans isolated from the above extrac. There
were analysed the compounds HP1 (6-isobutyiryl-5,7-dimethoxy-2,2-dimethyil-
benzopyran), HP2 (7-hydroxi-6-isobutyryl-5-methoxi-2,2-dimethyl-benzopyran) and
HP3  (5-hydroxi-6-isobutyryl-7-methoxi-2,2-dimethyl-benzopyran). Only HP2

presented insecticidal activity at the concentration of 0,2%.

Keywords: Phytochemical, Hypericum carinatum, Guttiferae, Hypericum

polyanthemum, Antiinsect.






INTRODUCAO GERAL






Desde tempos remotos plantas do género Hypericum, familia Guttiferae,
especialmente Hypericum perforatum L., vém sendo utilizadas popularmente no
tratamento de ansiedade, neuroses e depressao (BILIA et al.,, 2000). Durante os
séculos XVIII e XIX, Hypericum perforatum L. foi abandonado como remeédio,
retornando o seu uso medicinal no inicio do século XX (VEROTTA, 2003) sendo sua
acao antidepressiva comprovada no final do século (SOMMER & HARRER, 1994;
VORBACH et al., 1994; CHATTERJEE et al., 1998; LAAKMANN et al., 1998; JENSEN et
al., 2001).

Varias outras espécies do género Hypericum s&o empregadas
tradicionalmente como recurso terapéutico, destacando-se H. patulum, utilizada na
medicina popular chinesa para o tratamento de doencas bacterianas, hepatite
infecciosa, tumores e hemorragias nasais (ISHIGURO et al., 1987; ISHIGURO et al.,
1998). O mesmo ocorre na medicina popular da Nova Guiné, onde H. papuanum
Riedley é usado no tratamento de feridas (WINKELMANN et al., 2000) e em Zagori,
uma regiao da Grécia, onde uma solugao extraida com éleo de oliva das flores de
H. perforatum €& popularmente indicada em casos de Herpes zoster e para
ferimentos de pele (MALAMAS & MARSELOS, 1992). No Nepal, as raizes de H.
eloeoides Choisy, H. uralum Buch.-Ham. e H. cordifolium Choisy s&o indicadas
como antipirético. Esta ultima também €& conhecida por ser toxica para animais
(TAYLOR et al., 1996). H. brasiliense, H. connatum e H. caprifoliatum sao algumas
das espécies nativas da regidao sul do Brasil cujos usos populares sdo como
adstringentes e no tratamento de problemas dermatologicos (JIMENEZ, 1980;
MENTZ et al., 1997).

O estudo quimico de espécies de Hypericum nativas do Rio Grande do Sul
tem demonstrado a ocorréncia de compostos fendlicos. Sao eles: xantonas em

Hypericum brasiliense (RocHA et al., 1994), benzofenonas em Hypericum



carinatum Griseb (BERNARDI et al.,, 2005) e benzopiranos em Hypericum
polyanthemum Klotzsch ex Reichardt (FERRAZ et al., 2001), para os quais foi
demonstrada acao antiproliferativa (FERRAz et al., 2005b) e antimicrobiana
(DALL’AGNOL et al.,, 2005), além de atividade IMAO (GNERRE et al.,, 2001).
Derivados de floroglucindis, como uliginosina B e japonicina A (FERRAZ et al.,
2002b) foram isolados de Hypericum myrianthum Cham & Schlecht, e também
apresentaram atividade antimicrobiana (DALL’AGNOL et al., 2005). Os teores de
flavondides e taninos nas espécies nativas (DALL’AGNOL et al., 2003), bem como a
auséncia de hipericina e derivados (FERRAZ et al., 2002a) também foram
determinados. Além dos produtos acima citados, muitos extratos e fragdes vém
apresentando atividades interessantes, como antiviral (SCHmMITT et al., 2001),
analgésica (VIANA et al., 2003), antifungica (FENNER et al., 2005) e antiproliferativa
(FERRAZ et al., 2005c).

Levando em consideragao as atividades acima citadas, bem como outras
relatadas para substancias isoladas de diferentes géneros da familia Guttiferae,
tais como, antioxidante (SANG et al., 2002; SELvI et al., 2003), antimicrobiana
(RuBlO et al., 1999; LOKVAM, et al., 2000; ZHANG et al., 2002), anti-HIV (GUSTAFSON
et al., 1992; FULLER et al., 1999a; FULLER et al., 1999b) e antiproliferativa (SEO et
al., 1999; SEo et al., 2000; CHATURVEDULA et al., 2002; SANG et al., 2002; ITO et al.,
2003), percebe-se a relevancia em dar seguimento aos estudos quimico e

bioldgico das espécies de Hypericum nativas do Rio Grande do Sul.

Deste modo, nesse trabalho, € dada continuidade ao estudo acerca da
constituicdo quimica de Hypericum carinatum. Além disso, considerando a ampla
ocorréncia de grupamento benzopiranico nas substancias isoladas das espécies
de Hypericum e a sua analogia estrutural com produtos reconhecidamente
inseticidas, como precoceno | e Il (PROKSCH et al.,, 1987) e encecalina (ISMAN &
PROKSCH, 1985), torna-se interessante avaliar o potencial inseticida de extratos e

compostos isolados das espécies nativas.



A fim de ordenar os assuntos abordados, este trabalho apresenta-se
dividido em dois capitulos. O primeiro refere-se ao estudo da constituicdo quimica
de Hypericum carinatum. No segundo capitulo, é apresentada a avaliagdo da
atividade inseticida do extrato hexano e de substancias isoladas de Hypericum

polyanthemum.






CAPITULO 1

ESTUDO DA CONSTITUICAO QUIMICA DE HYPERICUM
CARINATUM (GUTTIFERAE)







1.1. INTRODUCAO

Plantas da familia Guttiferae contém muitos constituintes com diversas
atividades bioldgicas (MCKEE et al., 1998; FULLER et al., 1999a, 199b; VEROTTA et
al., 1999). O género Hypericum tem recebido atengdo especial devido a
comprovada atividade antidepressiva de H. perforatum L. Muitas espécies deste
género sdao amplamente utilizadas na medicina tradicional como antiséptico,
diurético, digestivo, cicatrizante e no tratamento de algumas desordens

microbioldgicas (ISHIGURO et al., 1986; JAYASURIYA et al., 1991).

Espécies de Hypericum tém uma forte tendéncia em acumular compostos
fendlicos com o padrdo de substituicdo de floroglucinol. Os compostos mais
comuns isolados de plantas deste género foram quinonas policiclicas (KARTNIG et
al., 1996), xantonas (BENNETT & LEE, 1989), flavondides (ROCHA et al., 1995),
derivados de floroglucindis (BHATTACHARYA et al., 1998; VEROTTA et al., 1999) e
menos freqliientemente, benzopiranos (DECORTERD et al., 1986; ISHIGURO et al.,
1990) e benzofenonas (KITANOV et al., 2001b).

Em torno de 20 espécies de Hypericum s&o nativas do Brasil; destas, cerca
da metade foi analisada recentemente. Das folhas e flores de Hypericum
brasiliense Choisy foram isolados xantonas e derivados de floroglucinol, sendo os
extratos constituidos por estas substancias possuidoras de atividade IMAO
(RocHA et al., 1994, 1995, 1996). Das partes aéreas de H. polyanthemum Klotzsch
ex Reichardt (FERRAZ et al., 2001), foram obtidos benzopiranos. Derivados de
floroglucinol foram isolados de H. myrianthum Cham & Schlecht (FERRAZ et al.,
2002b), H. carinatum Griseb, H. polyanthemum, H. caprifoliatum Cham. & Schlecht
e H. connatum Lam. (NOR et al., 2004) e benzofenonas de H. carinatum (BERNARDI
et al., 2005). Todas estas espécies apresentam flavonodides e taninos (DALL’AGNOL

et al., 2003), e 6leos essenciais em pequenas quantidades (FERRAZ et al., 2005a).
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Em outro estudo, realizou-se um screeening para verificar a presenca de
hipericina em oito espécies nativas, o qual demonstrou que estes compostos nao

ocorrem em tais plantas (FERRAZ et al., 2002b).

Estudos farmacologicos demonstraram, para H. caprifoliatum, atividade
antidepressiva e antinociceptiva em roedores (DAUDT et al., 2000; VIANA et al.,
2003, 2005). H. polyanthemum também apresentou efeito antinociceptivo em
camundongos e ratos (VIANA et al., 2003). Extratos, fragdes e compostos isolados
destas e outras espécies foram analisados também para atividade IMAO (GNERRE
et al.,, 2001), antiviral (SCHMITT et al., 2001), antibacteriana (DALL’AGNOL et al.,
2003, 2005), antifungico (FENNER et al., 2005) e antiproliferativo (FERRAZ et al.,
2005b e 2005c).

1.2. OBJETIVOS

Considerando as importantes atividades farmacolégicas citadas para
constituintes isolados de espécies do género Hypericum e 0s promissores
resultados que vem sendo obtidos com as espécies nativas, objetivou-se dar
continuidade ao isolamento e identificagdo dos constituintes quimicos de

Hypericum carinatum Griseb.
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1.3. REVISAO DA LITERATURA

O levantamento bibliografico para a elaboragdo desse trabalho foi efetuado
nas seguintes bases de dados: SCIENCE DIRECT
(http://www.sciencedirect.com/science), WEB OF SCIENCES
(http://isi3.isiknowledge.com/portal), = THIEME-CONNECT  (http://www.thieme-
connect.com), SCIRUS (http://www.scirus.com/srsapp) e PUBMED.

1.3.1. Dados taxondmicos

A familia Guttiferae € composta por 25 géneros e cerca de 1200 espécies
distribuidas em seis subfamilias (Tabela 1). O género Hypericum esta incluido na
tribo Hypericeae, subfamilia Hypericoideae (CRONQUIST, 1981; BENNETT & LEE,
1989) e apresenta em torno de 400 espécies, acomodadas em 30 segdes
(RoBSON, 1977; RoBSON, 1981). RoBsON (1981; 1990) descreveu a ocorréncia de
aproximadamente 20 espécies de Hypericum nativas da Regido Sul do Brasil,
sendo muitas destas ainda pouco exploradas. Todas estas espécies pertencem a

apenas duas sec¢des, Brathys e Trigynobrathys.

1.3.2. Dados quimicos

Diversos sdo os constituintes quimicos relatados para espécies de
Hypericum, verificando-se ampla ocorréncia de compostos fendlicos. De fato,
espécies da familia Guttiferae apresentam forte tendéncia em acumular
compostos fendlicos com o padrdao de substituicdo de floroglucinol, como os
derivados 2,4,6-tri-hidroxilados, como benzofenonas e xantonas correspondentes,
derivados de floroglucinol e flavondides, entre outros (HENRY et al., 1996; RuBIO et

al., 2001). Esses compostos sado frequentemente substituidos por grupamentos
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prenila que podem ocorrer na forma livre ou entdo ciclizar com uma hidroxila

adjacente formando os derivados benzopiranicos correspondentes.

Tabela 1: Divisdes e subdivisGes da familia Guttiferae (Fonte: BENNETT & LEE, 1989)

Sub-familia Tribo Género Numero de espécies
Kielmeyeroideae Kielmeyereae Kielmeyera 20
Mahuera 8
Caraipeae Caraipa 20
Haploclathra 4
Bonnetiaceae Bonnetia 18
Archytaea 2
Calophylloideae Calophylleae Calophyllum 110
Mesua 40
Manea 50
Clusioideae Clusieae Clusia 145
Tovomita 60
Garcinieae Allanblackia 8
Garcinia 200
Pentaphalangium 7
Rheedia 45
Moronoboideae Moronobea 7
Pentadesma 4
Platonia 1-2
Symphonia 20
Lorostemonoideae Lorostemon 3
Hypericoideae Cratoxyleae Cratoxylum 6
Hypericeae Hypericum 400
Vismieae Harungana 1
Psorospermum 40
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1.3.2.1. Benzofenonas

Como produtos naturais de plantas, as benzofenonas sdo importantes tanto
do ponto de vista biossintético, pois estao envolvidas na biossintese de xantonas,
quanto do ponto de vista farmacolégico, uma vez que muitas agdes tém sido
descritas para essa classe de substancias. Em funcdo da ampla ocorréncia de
xantonas em espécies das familias Guttiferae e Gentianaceae, e o fato de que as
benzofenonas sdo precursores biossintéticos de xantonas, a grande maioria de
trabalhos envolvendo o isolamento ou avaliagdo farmacolégica de benzofenonas

se da com espécies de plantas dessas duas familias (BENNET & LEE, 1989).

Benzofenonas simples sdo raras na familia Guttiferae e caracterizam-se por
um padrao de substituicdo com -OH ou -OMe, sendo usualmente encontradas no
vegetal juntamente com a xantona analoga. Por exemplo, MACLURINA (2,3’,4,4’,6
penta-hidroxibenzofenona) ocorre com 1,3,6,7 tetra-hidroxixantona em Garcinia
mangostana). As benzofenonas encontradas em espécies da familia Guttiferae
sdo mais complexas, usualmente substituidas por prenilas (DELLE MONACHE et al.,
1991; DE OLIVEIRA et al., 1999; FULLER et al., 1999b).

1.3.2.1.1. Biossintese

O caracteristico padrao de oxigenacdo de benzofenonas de plantas
superiores é proveniente biossinteticamente a partir da via mista chiquimato-
acetato. Os estudos de biossintese demonstram que o nucleo benzofenona é
formado a partir do acetato (anel A) e uma unidade C6-C1 derivada da fenilalanina

(chiquimato).

Estudos com espécies de Garcinia e Hypericum, da familia Guttiferae, e
Gentiana, da familia Gentianaceae, demonstraram que os acidos cinamico,

benzodico e 3-hidroxibenzdico sao eficientes precursores da benzofenona 2,3’,4, 6-



14

tetra-hidroxibenzofenona, que esta envolvida na biossintese de xantonas com 4
padrées de oxidagao diferentes (1,3,5-, 1,3,7-, 1,3,6,7- e 1,3,5,8-) sugerindo que
esta benzofenona pode ser um intermediario na biossintese da maioria das

xantonas de plantas superiores (KUSTER & ROCHA, 2000).

1.3.2.1.2. Ocorréncia

A ocorréncia de benzofenonas em espécies de Hypericum é mais restrita
em relacao a outros géneros da familia Guttiferae: apenas quatro espécies do

género mostraram, até o momento, a presencga destas substancias.

A partir de H. annulatum Moris foram obtidos anulatofenosideo, acetil
anulatofenosideo, anulatofenona e hiperfenosideo (KiTaANov et al.,, 2001;
NEDIALKOV et al., 2002). Outros trabalhos relatam o isolamento de 13
benzofenonas de H. sampsonii Hance (HU & Sim, 1998; HU & Sim, 1999; HU & Sim,
2000).

Do extrato metandlico das folhas de Hypericum styphelioides, planta de
ocorréncia em Cuba, foi isolada a benzofenona de estrutura inédita hiperinona

(3,5-diidroxibenzofenona-4-3-D-glucosideo (GAMIOTEA-TURRO et al., 2004).

A partir do extrato hexanico de H. carinatum, planta nativa do Brasil, foram
isolados dois isbmeros, de estrutura quimica inédita, denominados carifenona A e
carifenona B, pertencentes a classe quimica das benzofenonas. Exceto pela
auséncia dos sinais caracteristicos de uma prenila ligada a C3, os deslocamentos
quimicos de ambas moléculas sdo muito semelhantes aos descritos na literatura
para vismiafenona B, comparada a carifenona A, e isovismiafenona, comparada a
carifenona B (DELLE MONACHE et al., 1980; OLIVARES et al., 1994; BERNARDI et al.,
2005).
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carifenona A vismiafenona B

isovismiafenona carifenona B
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1.3.2.1.3. Propriedades biol6gicas

Benzofenonas constituem uma promissora classe de produtos naturais por
apresentar importantes atividades biolodgicas. Destacam-se, nos produtos isolados
de Guittiferae, os efeitos antioxidante (SANG et al., 2002; CHIANG et al., 2003; SELVI
et al., 2003), antimicrobiano (Bakana et al., 1987; RuBIO et al., 1999; LOKVAN, et
al., 2000; ZANG et al.,, 2002), anti-HIV (GUSTAFSON et al., 1992; FULLER et al.,
1999a; FULLER et al., 1999b) e antiproliferativo (SEO et al., 1999; SEO et al., 2000;
CHATURVEDULA et al., 2002; SANG et al., 2002; ITO et al., 2003).

O estudo de espécies da familia Guttiferae tem revelado importantes fontes
de compostos naturais inibidores do HIV como gutiferonas, benzofenonas
preniladas, que foram encontradas em espécies dos géneros Garcinia, Clusia e
Symphonia. Em um screening quimiotaxondmico do género Vismia, o extrato
organico de Vismia cayennensis apresentou um perfil cromatografico sugestivo de
gutiferona, sendo identificadas quatro novas benzofenonas preniladas,

vismiafenonas D a G (FULLER et al., 1999).
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1.3.2.2. Derivados de floroglucinol

1.3.2.2.1. Biossintese

Os compostos fendlicos podem ser formados através de duas rotas
biogenéticas: pela via do acido chiquimico a partir de carboidratos, ou pela via do
acetato-polimalato que inicia com acetil-coenzima A e malonil-coenzima A
(CARVALHO et al., 2003).

O principal elemento de construgdo do nucleo floroglucinol, na biossintese
policetidica, é o acetato na forma de acetil-ScoenzimaA, embora a maior parte &
convertida primeiramente em malonil-ScoenzimaA por uma reacdo de
carboxilagdo. A sintese policetidica acontece através de uma condensagao de
Claisen, na qual o carbono nucleofilico € formado a partir da descarboxilacdo do
malonato. O processo de formagao de metabdlitos esta sob o controle de enzimas

conhecidas como policetideo sintases (VEROTTA, 2003).

1.3.2.2.2. Ocorréncia

Em Hypericum, muitos derivados de floroglucinol vém sendo isolados.
Alguns deles sao compostos dimeros, outros poliisoprenilados, como a hiperforina
e ad-hiperforina, isoladas de H. perforatum (MEDINA et al., 2006; BOUBAKIR et al.,
2005).

Entre as espécies de Hypericum nativas do Sul do Brasil, pertencentes a
secao Trigynobrathys, foram obtidos dois floroglucinois diméricos, constituidos por
uma unidade de &acido filicinico e uma unidade de floroglucinol. Sdo eles:
uligonosina B, de H. myrianthum (FERRAZ et al., 2002b) e H. polyanthemum e

hiperbrasilol B de H. caprifoliatum e H. connatum (NOR et al., 2004).
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Estes tipos de compostos ja haviam sido encontrados anteriormente em
outras espécies desta mesma secgéo do género, tais como, H. brasiliensis (ROCHA
et al., 1995, 1996), H. uliginosum HBK (TAYLOR e BROOKER, 1969), H. japonicum
Thunb. (syn. Sarothra japonica) (ISHIGURO et al., 1986), e da se¢ao Brathys - H.
drummondi (Grev. E Hook; T. e G.S.) (JAYASURIYA € MCCHESNEY 1989; JAYASURIYA
et al.,1991).

As secbes Brathys e Trigynobrathys sao fontes dos 25 derivados de
floroglucinol com estrutura dimérica constituidos por acido filicinico e padrao de
floroglucinol ja encontrados em Hypericum. Desta forma, estes compostos podem

ser tomados como marcadores quimiotaxonémicos destas secdes.

1.3.2.2.3. Propriedades biol6gicas

Em estudo realizado por DAUDT (2000) com as espécies H. myrianthum, H.
polyanthemum e H. caprifoliatum, detectou-se atividade antidepressiva na fragéo
lipofilica da ultima espécie. Nesta fracdo foi evidenciada a presenca de uma
substancia majoritaria, caracterizada através de ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio e carbono como um derivado de floroglucinol.

Aos floroglucinodis hiperforina e ad-hiperforina (CHATTERJEE et al., 1998), de
H. perforatum, € atribuida esta atividade, inicialmente relacionada a presenca de
hipericina (Suzuki et al., 1984; WAGNER & BLADT, 1994).

Os floroglucindis freqliientemente encontrados na fragao lipofilica de varias
espécies do género tém demonstrado atividade cicatrizante, antifungica e
antibacteriana frente a varios microrganismos (ISHIGURO et al., 1986; ARISAWA et
al., 1991; DECOSTERD et al., 1991; JAYASURIYA et al., 1991; ROCHA et al., 1995;
TRIFUNOVIC et al., 1998).
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Substancias isoladas de algumas espécies do género apresentam esta
atividade, tais como os floroglucinois de H. brasiliense, japonicina, uliginosina e
hiperbrasilol, ativos contra Bacillus subtilis (ROCHA et al., 1995).

Estudos com bactérias como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermides, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Nocardia gardenen e Micrococcus
luteus, e fungos Mycobacterium smegmatis tém levado ao isolamento de muitos
floroglucindis de estruturas inéditas com atividade antimicrobiana como as
drumondinas e albaspindinas (JAYASURIYA et al., 1989; JAYASURIYA et al., 1991),
otogirina e otogirona (TADA et al., 1991), hiperbrasilol B, iso-hiperbrasilol B e
hiperbrasilol C (RocHA et al., 1995; RocHA et al., 1996), além das ialibinonas
(WINKELMANN et al., 2000).

Assim, a presenca de derivados de floroglucinol em espécies do género
Hypericum poderia justificar o uso popular dessas espécies como cicatrizante e
em doencgas de origem microbioldgica (ISHIGURO et al., 1986; ISHIGURO et al., 1987;
JAYASURIYA et al., 1989; YAMAKI et al., 1994; ROCHA et al., 1995).

Atividade antiinflamatéria também foi relatada para derivados de
floroglucinol. Hiperforina, por exemplo, demonstrou ser capaz de inibir tanto a 5-
lipoxigenase (5-LO) como a ciclooxigenase 1 (cox-1), enzimas chave na formagéao
de eicosanoides pro-inflamatdrios a partir do acido araquidénico. A comparagao
com substancias de referéncia mostrou que a inibicdo produzida pela hiperforina é
semelhante a relatada para zileuton (inibidor da 5-LO) e superior aquela da
aspirina (inibidor da cox-1). Os autores sugerem o uso de hiperforina como
potencial agente terapéutico em doencas inflamatérias e alérgicas relacionadas

aos eicosanodides (ALBERT et al., 2002).
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1.3.2.3. Flavonobides

Flavondides sdao um diversificado grupo de metabdlitos secundarios
presentes em quase todos os vegetais superiores, geralmente ocorrendo em altas
concentragdes. Em espécies de Hypericum sdo abundantes, representando 11%

nas flores e 7% nas folhas de H. perforatum (KARTNIG et al., 1989).

O género Hypericum apresenta abundancia nessa classe de substancias,
sendo os flavondides de maior frequéncia as agliconas: luteolina, canferol e
quercetina e os glicosideos derivados da quercetina: quercitrina, isoquercitrina,
hiperosideo e rutina. Biflavondides como amentoflavona e biapigenina também
estdo presentes em diversas espécies (KARTNIG et al., 1996; DIAs et al., 1998;

BiLiA et al., 2002; JURGENLIEMK & NAHRSTEDT, 2002).

OH
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quercetina) R=H

quercitrina) R= a-L-ramnosil

(

(

(isoquercitrina) R= p-D-glicosil
(hiperosideo) R= B-D-galactosil
(

rutina) R= a-L-rutinosil

Em algumas espécies de Hypericum do Brasil, foi realizado um estudo para
glicosideos flavbnicos, demonstrando a presenca de compostos usualmente
relatados, tais como: hiperosideo, quercitrina, isoquercitrina, guaijaverina e tragos
de rutina. Entre estes, hiperosideo possui sempre os maiores teores (DALL’AGNOL
et al., 2003).

1.3.2.3.1. Propriedades bioldgicas

Nos ultimos anos, o interesse pelas propriedades farmacoldgicas e
bioquimicas de flavondides tem crescido bastante, principalmente no que se refere
a atividade antioxidante (ZUANAZzzI, 2005). O efeito dos flavondides sobre enzimas,
sua capacidade de quelar metais, como o ferro, e sua atuagdo como scavenging
de radicais de oxigénio tém sido objeto de recentes investigacbes (PROESTOS et
al., 2006; KACHADOURIAN & DAY, 2006; Kim et al., 2006).

A atividade antioxidante dos flavonoides tem sido considerada mais
importante que a atividade antioxidante da vitamina C, a-tocoferol ou S-caroteno.
Devido a esta propriedade, os flavondides podem proteger as células das
atividades dos compostos carcinogénicos por estimular a atividade das enzimas
detoxificadoras. Estudos com animais demonstraram que o0s antioxidantes

bloqueiam as fases de iniciacdo e desenvolvimento da carcinogénese. O



22

mecanismo, pelo qual os radicais livres interferem nas fungdes celulares, nao esta
totalmente esclarecido, mas um dos eventos importantes parece ser a
peroxidagao lipidica, que pode provocar danos as membranas celulares (COOK &
SAMMAN, 1996; NIJVELDT et al. 2001; YouDim et al., 2002).

Tem sido demonstrado que os radicais livres sdo capazes de iniciar reagdes
de peroxidacdo nas cadeias de acidos graxos poliinsaturados, inativar proteinas e
enzimas por reagdes com os aminoacidos e, também, causar lesdes no RNA e
DNA pela interagdo com a guanina. Os flavondides inibem a peroxidacao lipidica
in vitro por atuar na eliminagdo de anions superéxidos e radicais hidroxilas. Em
adicdo a sua propriedade antioxidante, alguns flavonoides tém a capacidade de
quelar ions metalicos, reduzindo assim, a peroxidagao induzida por metais. A
atividade bioldgica dos flavondides e seus metabdlitos dependem de sua estrutura

quimica e também dos grupos ligados na molécula (COOK & SAMMAN, 1996).

Pesquisas demonstraram que os flavondides interagem com varios
sistemas de enzimas. Nijveldt e colaboradores (2001) relataram que espécies
reativas de oxigénio, na presenca de ferro, resultam na peroxidagao lipidica.
Alguns flavondides, como a quercetina, podem quelar o ferro e assim, contribuir

para inibicdo da peroxidacéo lipidica.
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1.4. MATERIAIS E METODOS
1.4.1. Procedimentos gerais

Os equipamentos empregados rotineiramente no laboratério foram:
conjunto para placas Desaga®, cuba cromatografica Desaga® e evaporador
rotatério Fisatom®.

Os solventes e reagentes empregados no desenvolvimento deste trabalho

foram de procedéncia Nuclear®, Quimex®, Dinamica®, Synth® e Merck®.

As cromatografias em coluna foram realizadas sob gel de silica 60,

procedéncia Merck®, com tamanho de particula entre 63-200 pm (70-230 mesh).

As cromatografias em camada delgada preparativas foram realizadas em
placas de vidro 20 x 20 cm, preparadas em laboratério com auxilio do conjunto
Desaga®, tendo como adsorvente gel de silica GF.s4 (Merck®), em espessura de
0,50 mm.

Na realizagdo de cromatografia em camada delgada (CCD) analitica foram

utilizadas cromatofolhas de aluminio de gel de silica GF254, de procedéncia

Merck®. Os cromatogramas foram analisados sob luz UVasaaes nm € revelados
através de nebulizagdo com agentes cromogénicos tais como anisaldeido sulfurico
e reagente natural com posterior aquecimento a 100°C, até o desenvolvimento

maximo de coloracgao.

A eliminacdo do solvente extrator foi realizada sob pressao reduzida, em
aparelho de evaporacao rotatorio, em temperatura ndo superior a 55°C. Os
extratos secos foram entdo particionados com acetona, em péra de decantacgao,

para retirada de compostos cerosos, a fim de facilitar o isolamento de compostos.
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Na identificacdo e elucidacao estrutural das substancias isoladas foram
utilizados métodos fisico-quimicos e espectroscopicos (espectroscopia na regido

do ultravioleta e infravermelho, ressonéncia magnética nuclear de hidrogénio -

RMN1H- e de carbono -RMN1SC—, e espectrometria de massas). Os espectros na
regido do ultravioleta foram obtidos em espectrofotometro de ultravioleta Hewlett

Packard® UV-VIS, modelo HP 8452-A, com varredura de diodos em série entre

200 e 400 nm. Os espectros de RMN'H (200, 400 ou 500 MHz) e de RMN'°C (100
ou 125 MHz) foram obtidos em espectrometro Jeol® Eclipse 400 e Bruker® Avance
500, respectivamente, através da colaboragdo com os professores Prof. Dr.
Dominique Guillaume da Faculté de Pharmacie de Amiens (Francga), e Prof. Dr.
Jan Schripsema da Universidade Estadual do Norte Fluminense (Rio de Janeiro) e
no Instituto de Quimica da UFRGS. A analise de espectrometria de massas foi
realizada na Universidade Estadual do Norte Fluminense, em aparelho GC-MS-QP
5050 Shimadzu® utilizando coluna DB-1 com temperatura programada de 100 a
280 °C sob aumento de 4°C/min e temperatura de 280 °C no injetor e na linha de
transferéncia. HREIMS: 70 eV. A analise de espectrometria de massas de alta

resolugao foi realizada na Universidade de Campinas (UNICAMP).

1.4.2. Material vegetal

As partes aéreas de Hypericum carinatum Griseb utilizadas no
desenvolvimento desse trabalho, foram coletadas no municipio de Glorinha, Rio
Grande do Sul, durante o periodo de floragdo do vegetal. As amostras foram
identificadas pelo botanico Sérgio Bordignon, do Departamento de Botanica da
ULBRA, sendo depositada uma exsicata para registro do material vegetal no
herbario do Departamento de Boténica do Instituto de Biociéncias da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (Bordignon 1520). Apds, o material foi selecionado,

seco em ambiente arejado, ao abrigo da luz direta e triturado em moinho de facas.
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1.4.3. Preparagéo dos extratos

Para extracao dos constituintes quimicos, o material vegetal foi submetido a
extracdo com hexano, diclorometano e metanol, sucessivamente, por maceragao

estatica, na proporcéo de 1:10 (m/v), por 36h (3 vezes).

Posteriormente a evaporagdao do solvente, o extrato hexénico foi
particionado com acetona (ROCHA et al., 1995) para remocédo de compostos

cerosos, a fim de facilitar o isolamento de compostos fendlicos.

1.4.4. Isolamento dos constituintes

Para o isolamento de compostos fendlicos lipofilicos os extratos obtidos
foram submetidos primeiramente a cromatografia em coluna, utilizando como
eluente misturas de hexano, diclorometano e metanol em polaridade crescente. As
fragdes resultantes foram monitoradas por CCD analitica, sendo as com perfil
semelhante reunidas e entdo purificadas por nova cromatografia em coluna ou

CCD preparativa.

Para isolamento de flavondides a fragdo metandlica de H. carinatum foi
evaporada até secura, retomada em agua e submetida a particdo em péra de
separacao com acetato de etila. A fragdo obtida foi submetida a cromatografia em

coluna, eluida com diclorometano e metanol em polaridade crescente.

1.4.5. Identificacdo dos produtos

Os produtos isolados foram identificados através dos métodos habituais
(espectroscopia no infravermelho e ultravioleta, espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear de 'H e de °C e espectrometria de massas).
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1.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.5.1. Anélise do extrato hexanico de H. carinatum

A partir da coluna cromatografica do extrato hexano das partes aéreas de H.
carinatum, foram obtidos quatro compostos de ocorréncia majoritaria, Hcari1, Hcari2,
Hcari3 e Hcari4, além de outros em menores quantidades. A identificacdo destes
compostos minoritarios foi dificultada por problemas de instabilidade quando na
tentativa de melhor purificacdo, bem como por nido ter quantidade suficiente para uma
analise estrutural. A instabilidade pode ser devida ao calor, a luz ou contato com
solvente. Pode-se observar também um acumulo de terpendides, caracterizados pela
reacdo de coloracdo (rosea) tipica frente ao agente cromogénico anisaldeido

sulfurico.

1.5.1.1. Substancia Hcaril

Através de cromatografia em coluna seguida de cromatografia em camada

delgada preparativa foi isolada uma substancia codificada como Hcaril.

A anadlise do espectro no ultravioleta (UV) de Hcaril revelou absorgbes
maximas em 357, 287 e 226 nm. O espectro de infravermelho (V) apresentou
larga absorgao na regigo de 3000 cm™, além de picos intensos em 1666-1650 cm™
' sugerindo a presenca de um sistema 1,3-dicetoendlico ou 2-hidroxiarilcetona

(ISHIGURO et al., 1987; JAYASURIYA et al., 1989; ISHIGURO et al., 1994).

O espectro de massas de Hcaril foi obtido em CG-EM por impacto
eletrénico sendo [M]'= 498 m/z referente ao ion molecular. Os demais fragmentos
principais sdo os de massas 219 m/z (53%), 229 (33), 247 (100), 262 (41), 275
(20), 484 (30) e 498 (55).



28

Através do espectro de RMN de 'H (tabela 2), verificou-se a presenca de 11
sinais divididos em quatro grupos. No primeiro, em campo alto, ha dois sinais (Sn
1,20 e 1,50 ppm) referentes a grupamentos metila. Apos este grupo, encontram-se
trés sinais com deslocamento quimico de &4 3,55; 3,90 e 4,25 ppm, referentes a
um singleto (CHz) e dois multipletos (CH), respectivamente. A presenga de um
grupo vinilico é suposta pela presencga do par de dubletos em o4 5,50 e 6,75 ppm.
No ultimo grupo do espectro, em campo muito baixo, aparecem quatro sinais
intensos (o4 10,00; 11,55; 16,30 e 18,80 ppm) sugestivos de presenga de grupos

hidroxilados.

No espectro de RMN de 'C (tabela 3), foram identificados 22 sinais, seis
destes referentes a dois atomos de carbono [6¢c 110,1 (C; e Cg), 103,59 (Cgs e
Cio), 27,77 (2 Me-Cy), 24,29 e 25,37 (2 Me-Cy4), 19,14 (2 Me-C12 ou 2 Me-Cy),
18,91 (2 Me-Cg ou 2 Me-C2) ppm]. Outra analise sugere a presenga de dois
nucleos com padréao de substituicdo de floroglucinol, em decorréncia do valor dos
deslocamentos caracteristicos de carbonos aromaticos oxigenados (6¢c 155,43;
159,38 e 162,16 ppm) e (6¢c 171,68; 187,28 e 199,41 ppm).

O espectro de DEPT sugere que a molécula de HCARI1 seja composta por
8 metilas, 1 (CHy), 4 (CH) e 15 carbonos quaternarios, trés destes com

deslocamentos quimicos caracteristicos de carbonilas.

Ainda no espectro de RMN 'H, em campo muito baixo (84 18,80 ppm)
caracteriza-se o grupo de floroglucindis conjugados com unidades de &acido
acilfilicinico. Este sinal refere-se ao sistema enolizavel formado pela hidroxila e

carbonila nas posigdes C5 e C8, respectivamente (JAYASURIYA et al.,1989).

O par de dubletos, no espectro de RMN 'H, em &4 5,50 e 6,75 ppm (J=10
Hz) e um singleto referente a seis hidrogénios (o4 1,50 ppm), indica a presencga de

um anel dimetilbenzopirano na molécula, o qual acopla com o préton de menor
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deslocamento quimico. Outro sinal caracteristico de dimetilbenzopiranos é
verificado em 8¢ 78,16 ppm no espectro de RMN de °C e refere-se ao carbono
quaternario do anel pirano ligado a um grupo dimetila (JAYASURIYA et al.,1989;
RoOCHA et al., 1996).

Através do espectro de RMN '3C, nota-se um deslocamento quimico em §¢
44,31 ppm caracteristico da posicao de metilas geminais em C4 na porg¢ao acido
filicinico. Quando nesta posigdo encontram-se ligados grupamentos prenila, como
nas substancias drumondina D e hiperbrasilol B, esse valor desloca-se para d¢c 49

ppm (JAYASURIYA et al.,1991; ROCHA et al., 1996).

A comparacao do perfil de absor¢cdo de estruturas similares relatadas na
literatura supde que o sinal em &¢c 16,88 ppm, detectado no espectro de RMN de
3C, seja referente & ponte metilénica ligando o &cido filicinico ao grupo
benzopirano (Rocha et al., 1995; Rocha et al., 1996).

Os demais deslocamentos quimicos obtidos dos espectros de RMN de 'H e
8C para HCARI1 foram comparados aos de substancias estruturalmente
semelhantes como drumondina C, isouliginosina B e hiperbrasilol B (Tabelas 2 e
3). Assim, o produto HCARI1 foi identificado como uliginosina B, anteriormente
isolada de H. uliginosum HBK (nome valido H. thesiifolium HBK) e H. japonicum
(PARKER, 1968; TAYLOR & BROOKER, 1969; ISHIGURO et al., 1986).

uliginosina B hiperbrasilol B



30

isouliginosina B

drumondina C

Tabela 2: Deslocamentos quimicos (ppm) para os espectros de RMN 'H de Hcaril, isouliginosina
B, drumondina C e hiperbrasilol B (J em Hz).

H Hcaril * Isouliginosina B * Drumondina C° Hiperbrasilol B *
4Me 1,50 (br s)* 1,50 (s) 1,49 (br s) 1,51 (s)

7 3,55 (br s) 3,52 (br m) 3,52 (br s) 3,55 (s)

9 4,25(m) 4,19 (m) - 4,19 (m)
9Me 1,20 (d, J=6,3)* 1,17 (d, 3=7) 2,74 (s) 1,17 (d, J=7)
2'Me 1,50 (s)* 1,55 (s) 1,49 (br s) 1,53 (s)

3 5,50 (d, J=10) 546 (d, J=10) 544 (d, J=9,9) 559 (d, J=10)

4 6,75 (d, J=10) 6,71 (d, J=10) 6,68 (d, J=9,9) 6,66 (d, J=10)

12 3,90 (m) 4,05 (m) . 4,00 (m)
12'Me 1,20 (d, J=6,3)* 1,17 (d, 3=7) 2,69 (s) 1,20 (d, J=7)
30H 10,00 (s) 9,05 (s) 9,94 (s) 9,90(s)
50H 18,80 (s) 18,80 (s) 18,42 (s) 18,80 (s)
5'0H 11,55 (s) - 11,47 11,40 (s)
7'0H 16,30 (s) 11,69 (s) 15,88 (s) 16,35 (s)
9'OH : 14,14 (s) : :

1" ; - - 2.8-2,5 (M)

o : : . 4,60 (br t)

3" - - ; 1,31 (s)
3"Me : . . 1,34 (s)

1-Dados experimentais de Hcari1 medidos a 300 MHz em CDCl3
2-Dados medidos a 200 MHz em CDCI; ROCHA et al. (1995)

3-Dados medidos a 300 MHz em CDCI; JAYASURIYA et al. (1989)
4-Dados medidos a 200 MHz em acetona-d¢ ROCHA et al. (1996)
*Os valores dos sinais assinalados podem estar trocados entre si
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Tabela 3: Deslocamentos quimicos (ppm) para os espectros de RMN '°C de Hcaril, isouliginosina
B, drumondina C e hiperbrasilol B.

1 199,41 199,1 198,7 199,2
3 171,68 170,0 171,8 170,7
24,29 24,5 24,8 22,8
4-Me
25,37 25,0 - -
6 110,10* 111,3 111,2 114,2
8 210,80* 211,9 2071 211,9
19,14 18,9 - 19,4
9-Me
19,34 18,9 - 19,5
27,77 27,7 28,2 27,8
2’- Me
27,77 27,7 27,9

4 117,32 1171 117,2 17,5

6’ 107,10 104,9 106,0 107,2

8 103,5 105,7 104,8 104,3

10 103,48 102,1 103,6 104,2

39,03 39,5

1 - - - 39,3

3" - - - 136,5

1-Dados experimentais de Hcari1 medidos a 75 MHz em CDCl;
2-Dados medidos a 50 MHz em CDCI; ROCHA et al. (1995)
3-Dados medidos a 75 MHz em CDCl; JAYASURIYA et al. (1989)
4-Dados medidos a 50 MHz em acetona-dg ROCHA et al. (1996)
*Os valores dos sinais assinalados podem estar trocados entre si
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1.5.1.2. Substancia Hcari2

Na continuidade da cromatografia em coluna com o extrato hexano de H.
carinatum, da qual obteve-se a carifenona A, foi isolada a substancia codificada

como Hcari2.

O espectro de massas deste produto, realizado em CG-EM por impacto
eletrdnico, determinou [M]" de 310 (23). Outros fragmentos obtidos foram 295
(100), 257 (19), 255 (10), 217 (49), 179 (12), 105 (7), 84 (25), 77 (11), 49 (9). O
espectro de massas de alta resolugdo (HREIMS) de Hcari2 apresentou [M]" no
valor de 310,1207 m/z, compativel com a féormula molecular C19H1304 sugerida

para este produto.

No espectro de infravermelho (IV) de Hcari2, aparecem absorgbes
caracteristicas de hidroxila (3250 cm™), dimetila geminal (1340 e 1320 cm™),
carbonila (1630 cm™) e grupo aromatico (1470 cm™). Nota-se que o gru

po carbonila apresentou baixa absor¢éo no IV (1630 cm'1), provavelmente

por estar quelada ao hidrogénio de um grupo hidroxila (MEel et al., 1997).

No espectro de RMN 'H (tabela 4) de Hcari2, verifica-se a presenca dos
sinais oy 1,46 (s, 6H); 1,99 (s, 3H); 5,49 (d, J=9,7); 6,59 (d, J=10,2); 7,54 (s, 2H);
7,60 (s, 1H); 7,64 (s, 2H); 8,79 (s, 1H) e 9,09 (s, 1H) ppm. Os sinais na faixa de oy

7,54-7,64 ppm sugerem um anel benzénico monossubstituido.

A analise do espectro de RMN de "*C (tabela 5) demonstrou a existéncia de
19 atomos de carbono na molécula, sendo eles diferenciados por DEPT. Foram
identificados sete grupos CH [6¢c 116,09; 125,88; 127,77 (2); 129,49 (2) e 132,35
ppm], trés metilas [6c 7,17 e 28,47(2) ppm], auséncia de grupo CH; e a presenca
de nove carbonos quaternarios [6¢ 77,87; 102,21; 103,95; 104,87; 139,76; 154,5
159,41, 159,64 e 197,24 ppm].
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Os sinais de grupos CH com deslocamento quimico em &c 127,77 (2);
129,49 (2) e 132,35 ppm corroboram a sugestdo de anel aromatico
monossubstituido, conforme o espectro de RMN-"H. Um anel aromatico com
padrdao de substituicdo de floroglucinol também €& sugerido a partir dos
deslocamentos quimicos observados para os carbonos quaternarios aromaticos
oxigenados (6¢c 159,6, 159,4, e 154,5 ppm) e ndo-oxigenados (d¢c 102,2; 103,9 e
104,8 ppm).

Ainda no espectro de RMN de 1H, observa-se um duplo dubleto em &4 6,59
e 549 ppm (1H, J=9,7 e 10,2 Hz, respectivamente) que, juntamente com um
singleto de seis hidrogénios em &y 1,46 ppm, € indicativo da presenga de um
nucleo dimetilbenzopirano. Em campo mais baixo, dois singletos em &4 9,09 e
8,78 ppm sugerem a presenca de duas hidroxilas na molécula. Estes perfis de
deslocamentos quimicos assemelham-se aos descritos na literatura para
hidroxilas queladas em 2,6-diidréxibenzofenonas (DELLE MONACHE et al., 1980;
SEO et al., 1999; SEO et al., 2000).

Comparando as analises acima expostas, bem como CCD analitica com
padrdo, sugere-se que a molécula Hcari2 trata-se da benzofenona carifenona A,
previamente isolada desta planta (BERNARDI et al., 2005). Comparando com a
literatura, nota-se uma grande semelhanga desta com o composto vismiafenona B,
diferindo apenas no substituinte do C3 (DELLE MONACHE et al., 1980; OLIVARES et
al., 1994).

O OH

vismiafenona B carifenona A
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1.5.1.3. Substancia Hcari3

O produto Hcari3 foi obtido na sequéncia da coluna cromatografica citada

para Hcari 1, seguida de cromatografia em camada delgada para purificagéo.

O espectro de massas, realizado em CG-EM por impacto eletrénico,
determinou [M]" de 310 para Hcari3. Apesar de possuir a mesma massa de
carifenona A, nota-se diferencas nas fragmentagdes: M* 310 (20), 295 (100), 217
(58), 147 (14), 105 (23), 83 (10), 77 (48), 43 (23). O espectro de massas de alta
resolucdo (HREIMS) de Hcari3 apresentou [M]" no valor de 310, 1209 m/z,

compativel com a formula molecular C19H1504 sugerida para estes produtos.

O espectro de RMN de 'H de Hcari3 (Tabela 4) apresentou 0 mesmo
numero de hidrogénios e um perfil muito semelhante ao obtido para Hcari2, uma
vez que os deslocamentos quimicos de todos os sinais aparecem em campo mais
baixo. Contudo, n&o se verifica diferenca importante nos espectros de RMN de *C
(Tabela 5), DEPT, massas e IV. Assim, pode-se inferir que Hcari3 seja uma
molécula isbmera de carifenona A.

Da mesma forma que para carifenona A, a comparacao com a literatura dos
deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio obtidos para Hcari3 demonstrou
semelhanga com isovismiafenona B, diferindo novamente no substituinte em C3
(DELLE MONACHE et al., 1980, OLIVARES et al., 1994). No espectro de RMN de H
de Hcari3, os sinais em oy 12,7 e 5,38 ppm indicaram a presenga de duas
hidroxilas, estando apenas o hidrogénio desta ultima quelado ao grupo carbonila
da benzofenona. Os valores dos deslocamentos quimicos obtidos para 20H (6y
9,09 ppm) em 2-6-hidroxibenzofenonas sao visivelmente diferentes dos
encontrados em 2-4-hidroxibenzofenonas, os quais apresentam sinais em campo
mais baixo (6 12,7 ppm) (DELLE MONACHE et al., 1980, SEO et al., 2000). Com a
analise dos espectros, pode-se inferir que as duas hidroxilas estdo nas posicoes

C2 e C4, estando o anel pirano ciclizado no grupo hidroxila em C6. Considerando
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os dados expostos, sugere-se que a substancia Hcari3 trata-se da carifenona B,

uma benzofenona isdbmera da carifenona A.

10 1
(vismiafenona B) (Isovismiafenona B)
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Tabela 4: Deslocamentos quimicos (ppm) para os espectros de RMN 'H de Hcari2, vismiafenona
B, Hcari3 e isovismiafenona B (J em Hz).

H Hcari2" Vismiafenona B * Hcari3 * Isovisnga;fenona
H7 6,59(1H, d, J=9,7) 6,57(1H, d, J=10) 6, 49(1H, d, J=9,8) 6,50 (1H, d, J=10)
" 549(1H, d, J=10,2)  545(1H, d, J=10)  531(1H,d, J=10,3) 5,23 (1H, d, J=10)
9IMe 1,46 (6H, s) 1,41(6H, s) 0,98 (6H, s) 0,97 (6H)
H12(Me) 1,09 (3H, s) 3,22 (2H, d, J=7) 2.10 (3H, s) 3,41(2H, d, J=7)
H13 - 5,15 (1H, t, J=7) - 5,25 (1H, t, J=7)
H15/ H16 . 1,75(3H) /1,67(3H) 1,77(6H)
20H 9,09 (1H, s) 9,20 12,70 (1H, s) 12,80
40H : : 5,38 (1H, s) 6.30
60H 8,79 (1H, s) 8,78 - -
H2’ 7.64 (1H, s) 7,70-7,30 7.47 (1H, d) 7,60-7,30
H3’ 7,54 (1H, s) 7,70-7,30 7.37 (1H, 1) 7,60-7,30
Ha 7.60 (1H, s) 7.70-7.30 7.44 (1H, 1) 7.60-7,30
H5’ 7.54 (1H, s) 7.70-7,30 7,37 (1H, 1) 7,60-7,30
He’ 7.64 (1H, s) 7.70-7,30 7,47 (1H, 1) 7.60-7,30

1 Dados experimentais de Hcari2 e Hcari3 medidos a 400 MHz em CDCl;
2 Dados medidos a 60 MHz em CDCI; (DELLE MONACHE et al., 1980)
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Tabela 5: Deslocamentos quimicos (ppm) para os espectros de RMN *C de Hcari2, vismiafenona
B, Hcari3 e isovismiafenona B.

C1 103,95 104,3 105,49 105,1

C3 104,87 108,5 101,88 101,8 I
C5 102,21 102,4 101,22 105,3 I
Cc7 116,09 116,2 115,83 115,9 I
C9 77,87 77,9 77,33 77,3 I
Ci11 28,47 28,3 27,19 27,3 I

CcoO 197,24 197,5 200,54

c2 127,77 129,2 127,12

Cc4 132,35 1321 129,98 129,9

ce’ 127,77 129.2 127,12 127,5

1 Dados experimentais de Hcari2 e Hcari3 medidos a 100 MHz em CDCl,
2 Dados medidos a 100 MHz em CDCI; (OLIVARES et al., 1994)
§ Os valores dos sinais assinalados podem estar trocados entre si
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1.5.2. Anélise do extrato acetato de etila de H. carinatum

A fragdo metandlica de H. carinatum foi evaporada até secura, retomada
em agua e submetida a particdo em péra de separagdo com acetato de etila,
verificando-se na fragdo resultante a presengca de diversos flavondides. Este
extrato submetido a cromatografia em coluna forneceu dois flavonoides principais.
Um deles foi identificado como hiperosideo por comparagao cromatografica com
amostra auténtica. Esse flavonoide é bastante comum em espécies de Hypericum.
Nas espécies nativas também esse produto ja havia sido caracterizado por
cromatografia em camada delgada (Dall’Agnol et al., 2003). O outro produto obtido

foi codificado como Hcari4.

1.5.2.1. Substancia Hcari4

Através de dados espectroscopicos e espectromeétricos, comparados com

os disponiveis na literatura, foi possivel a identificagdo da substancia Hcari4.

A interpretacdo dos espectros no UV da substdncia Hcari4 propbe a
estrutura de um flavonol tri-hidroxilado nas posi¢cées C5, C3’ e C4’, apresentando
também hidroxila ocupada na posi¢cdes C3 e presenca de uma hidroxila livre em
C7 (MABRY et al., 1970; WOLLENWEBER, 1982).

No espectro de RMN de 'H da substancia Hcari4 (200 MHz, MeOD) os
principais sinais observados sao 6y 0,97 nm (dubleto referente a C-CH; da
ramnose), 5,46 nm (1H, d, J=1,55 Hz, Ra H-1), 6,20 nm (1H, d, J=2,1 Hz, H-6) e
6,38 nm (1H, d, J=2,1 Hz, H-8).

A partir dos resultados obtidos, sugere-se, entao, que a substancia Hcari4
seja o flavondide quercitrina, cujos dados espectroscopicos estdo de acordo com
os relatados na literatura (MABRY et al., 1970; ISHIGURO et al., 1991; JAY et al.,
1975; AGRAWAL et al., 1989; BOUKTAIB et al., 2002).
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R= Ramnose

Quercitrina

Esse flavondide, juntamente com diversos derivados da quercetina, tem
sido frequentemente obtidos de espécies de Hypericum e ja havia sido
caracterizado em espécies nativas através de cromatografia em camada delgada
(DALL’AGNOL et al., 2003).



CAPITULO 2

AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA DE
HYPERICUM POLYANTHEMUM
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2.1. INTRODUCAO

Inseticidas sao substancias quimicas utilizadas para atrair, repelir e matar
insetos, sendo sua descoberta, isolamento, sintese, avaliagdo toxicologica e de
impacto ambiental um vasto tépico de pesquisa no mundo inteiro (VIEGAS JUNIOR,
2003).

A protecao contra insetos, tanto no cultivo como na estocagem de plantas e
graos, é de importante repercussao nos aspectos econémico e ecologico (VIEIRA &
FERNANDES, 2003). Companhias agroquimicas vém direcionando estudos para o
desenvolvimento de novos inseticidas a partir de substancias naturais. A
descoberta de compostos ativos que sejam mais seletivos e menos persistentes
pode ser benéfica, tanto para o meio ambiente quanto para os consumidores de
produtos agricolas, embora estes n&do devam ser assumidos completamente sem

riscos (PASCUAL-VILLALOBOS & ROBLEDO, 1999).

Os produtos naturais inseticidas foram muito utilizados até a década de 40,
quando os inseticidas sintéticos passaram a ganhar espago. Com as pesquisas
iniciadas a partir da Segunda Guerra Mundial, foi demonstrada uma atividade mais
potente destes produtos sintéticos sobre pragas agricolas, vindo a substituir o uso

de compostos naturais (VIEGAS JUNIOR, 2003).

Tradicionalmente, os inseticidas mais utilizados tém sido os piretroides,
seguido dos fosforados e organoclorados. Estes produtos, entretanto, possuem
amplo espectro de acdo exterminando os insetos indiscriminadamente,
aumentando o risco da aquisicdo de resisténcia, o que leva a aplicagcdo de
maiores quantidades de inseticidas causando danos ecoldgicos. Os efeitos
ambientais adversos e a necessidade de proteger o meio ambiente tém

impulsionado a pesquisa por inseticidas alvos-especificos e degradaveis (VIEIRA &
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FERNANDES, 2003). A descoberta de novas substincias é necessaria para o
controle efetivo de pragas, oferecendo maior seguranga, seletividade,
biodegradabilidade, viabilidade econbmica e aplicabilidade em programas
integrados de controle de insetos e baixo impacto ambiental (VIEGAS JUNIOR,
2003).

As principais plantas das quais foram obtidas substancias com atividades
inseticidas pertencem aos géneros Nicotiana (Solanaceae), produtoras de nicotina
e nor-nicotina; Derris, Lonchocarpus, Tephrosia e Mundulea (Leguminosae),
produtoras de rotendides; Chrysanthemum (Asteraceae), produtoras de piretrinas
e Azadirachta (Meliaceae), produtoras de azadiractina (VIEIRA & FERNANDES,
2003).

Dentre as diversas classes de substancias isoladas de plantas, com
marcante atividade inseticida, podem-se citar também os cromenos, igualmente
denominados benzopiranos e os benzofuranos, comuns e caracteristicos de

Asteraceae, principalmente no género Encelia (PROKSCH & RODRIGUEZ, 1983a, b).

Em vista da semelhanga estrutural entre os compostos contendo nucleo
benzopirano com as substancias isoladas de espécies de Hypericum nativas do
RS (Figura 1), torna-se relevante avaliar a atividade inseticida destas. A
investigacao utilizando extratos brutos, visando uma futura aplicagao pratica, €

também de interesse.
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Figura 1: Substancias isoladas de espécies nativas de Hypericum, apresentando

nucleo benzopirano.
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2.2. OBJETIVOS

Em vista do anteriormente exposto, os objetivos desta etapa do trabalho
foram avaliar o extrato hexano e substincias contendo nucleo benzopirano
isoladas de Hypericum polyanthemum quanto a atividade inseticida. Esta etapa do
projeto foi desenvolvida no Laboratério Proteinas Toxicas, do Departamento de
Biofisica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, sob supervisdo da Profa.

Dra. Célia Carlini.

2.3. REVISAO DA LITERATURA

A producido de metabdlitos secundarios nas plantas € consequéncia de um
requerimento para a defesa quimica contra insetos, fungos, bactérias e virus.
Estudos evidenciam o papel de defesa destes compostos, de diversas estruturas,
agindo como inseticidas (SOsA et al., 1994; JAYASINGHE et al., 2002).

Produtos inibidores de crescimento, de origem natural ou sintética,
despertam especial interesse na busca por novas substancias quimicas
objetivando uma maior seletividade em relacdo aqueles atualmente em uso, que
apresentam atividade neurotéxica. Um modelo interessante € aquele que atua
seletivamente no sistema hormonal, podendo causar disturbios de forma direta,
através da aplicagado de analogos de hormdnios como os juvenodides, ou de forma

indireta, pela interferéncia na formagao do exoesqueleto (VIEGAS JUNIOR, 2003).

As fungdes do hormédnio juvenil estdo associadas com a reproducao,
atuando sobre a regulagao da maturagao do aparelho reprodutor, tanto em fémeas
quanto em machos, bem como sobre a sintese de vitelogenina nas fémeas
(exceto em Diptera e em alguns Lepidoptera e Hymenoptera) e regulacédo das

funcdes da glandula acessoéria de machos (MANETTI et al., 1997).
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Cromenos como precocenos | e Il, isolados inicialmente de Ageratum
houstonianum, Asteraceae, sao conhecidos por sua capacidade de induzir a
metamorfose antecipada em alguns insetos pela destruicdo da glandula que
secreta os horménios juvenilizantes (PROKSCH et al., 1983b; PROKSCH et al., 1987;
CARRIZO et al., 1998; VIEIRA & FERNANDES, 2003). A atividade anti-horménio juvenil
de precoceno | e Il tem sido demonstrada em uma variedade de insetos, incluindo
Sitophilus oryzae, Thlaspida japonica, Leptocarsia chinesis e Dysdercus flavidus
(OKUNADE, 2002). Pesquisa com etdxiprecoceno (analogo do precoceno),
demonstrou que este produto causa efeitos juvenilizantes no quinto e ultimo
estagio de desenvolvimento de larvas Spodoptera litura, os quais sao revertidos

com aplicagdo de hormonio juvenil (SRIVASTAVA & KUMAR,1999).

CH30 @) CH30 @) CH3CH,0 O
F
Z CH;0 - CH30
(precoceno |) (precoceno Il) (etdxiprecoceno)

Precocenos também ocorrem em Ageratum conyzoides, planta com
importante atividade inseticida. Para o 6leo volatil desta planta, constituido
majoritariamente por precocenos, foi demonstrada toxicidade aguda em adultos de
Callosobruchus maculatus principal praga da cultura do feijao-de-corda (Vigna
unguiculata). O extrato hexanico de toda a planta mostrou atividade contra larvas
de Musca domestica, enquanto o extrato metandlico das folhas frescas produziu
deficiéncia de horménio juvenil no quarto estagio de Chilo partellus, uma peste do

sorgo (OKUNADE, 2002).

Encecalina, principal acetilcromeno encontrado em varias espécies de
girassois pertencentes ao género Encelia (Asteraceae), possui atividade inseticida
contra Oncopeltus fasciatus, e atividade fagoinibitéria contra lagartas de Heliothis

zea, larvas de mariposas de Peridroma saucia e larvas de Plusia gamma até sua
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completa inani¢cao (ISMAN & PROKSCH, 1985; PROKSCH et al., 1987; CARRIZO et al.,
1998; VIEIRA & FERNANDES, 2003). Um derivado da encecalina, a
desmetilisoencecalina, isolada de Bleparispermum subsessile (Asteraceae),
apresentou agao fagoinibidora frente a Phitorimae operculata (AGARWAL et al.,
1999; AGARWAL et al., 2000).

O OH
X
CH,0O O

(encecalina) (desmetilisoencecalina)

Euparina, encecalina e 7-desmetilencecalina foram testadas para atividade
inseticida, em discos de papel. Quando aplicados externamente, precoceno | e |l
agem como hormdnios antijuvenis contra Oncopeltus fasciatus e outros insetos. A
semelhanga estrutural de encecalina e 7-desmetilencecalina com precoceno | e Il
levou os autores a pesquisar as propriedades antijuvenilizantes das primeiras
moléculas. Euparina foi incluida no teste. Larvas de primeiro estagio de
Oncopeltus fasciatus foram tratadas com diferentes quantidades dos trés
compostos, aplicados topicamente. Enquanto precoceno | e Il induzem
metamorfose antecipada neste mesmo inseto, nenhum dos trés compostos
testados mostrou atividade anti-horménio juvenil. Encecalina demonstrou ser
moderadamente inseticida, mas nao mostrou efeito sobre a metamorfose
(PROKSCH et al.,, 1983a, b). O cromeno 7-desmetilencecalina necessita
concentracdes em torno de cinco vezes maior que a concentracdo de encecalina
para ser toxica as larvas de primeiro estagio. A presenga do grupo lateral
metilcetona na encecalina, ao invés de substituinte metoxi, resulta em total perda
de atividade anti-horménio juvenil. A fraca atividade da 7-desmetilencecalina,
comparada com encecalina, pode ser causada pela mais rapida detoxificacdo da
hidroxila livre que do grupo metdxi (PROKSCH et al.,, 1983a). Experimentos
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adicionais indicaram que encecalina, quando adicionada em dietas artificiais, em
concentragbes naturalmente presente em Encelia farinosa, age como um forte

deterrente alimentar no inseto Heliothis zea (PROKSCH et al., 1983b).

Das partes aéreas de Rhyncholacis penicillata foi obtido um novo cromeno,
7-hidroxi-6-(3-metilbutiril)-5-oximetil-cromeno, chamado de rinchonina A. Este
apresentou amplo potencial inseticida, acaricida e nematicida sendo a atividade
inseticida forte em concentragbes menores que 2 ppm no ensaio tépico, contra

Heliotis zea, um organismo sensivel a certos cromenos (BURKHARDT et al., 1994).
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2.4. MATERIAIS E METODOS

2.4.1. Modelo de inseto utilizado: Dysdercus peruvianus

O modelo de inseto utilizado neste trabalho é uma praga da cultura do
algodao, Dysdercus peruvianus Guérin-Menéville (Hemiptera: Pyrrhocoridae)
(Figura 2), conhecido popularmente como percevejo manchador do algodoeiro.
Este inseto causa danos como a queda ou mau desenvolvimento dos frutos,
manchas das fibras, introducédo de fungos e bactérias, levando a perdas totais da
cultura do algoddo (GALLO et al., 1988). A colénia deste inseto € mantida no
Departamento de Biofisica da UFRGS, em sala climatizada, com temperatura
entre 22 a 25°C e umidade relativa de 75%, sendo o fotoperiodo de 16:8 h (claro:
escuro). Os insetos sdo mantidos em frascos de Tereftalato de Polietileno (PET),
com uma camada de areia no fundo e fechados com tela de tecido serigrafico. Os
insetos tém livre acesso a agua, mantida em bebedouros de plastico, e s&o
alimentados com sementes de algodao (Gossypium hirsutum). Estas sementes
sdo mantidas dentro dos frascos durante o periodo de reprodugao e postura, até o
primeiro estagio de ninfa. Apos este periodo, as sementes sdo colocadas sob o
tecido que fecha os frascos, a fim de evitar contato com as fezes dos insetos. Para
os estudos com este modelo, foi desenvolvida uma nova metodologia para
alimentagcdo que permitisse a introducdo de substancia-teste na dieta

(STANISCUASKI, 2005).

Figura 2: Ninfas de Dysdercus peruvianus Guérin-Menéville.
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2.4.2. Substéancias a testar

Foram testados o extrato hexanico e substancias contendo nucleo
benzopirano isoladas de H. polyanthemum, em diferentes concentragdes. Estes
foram obtidos pelos mesmos métodos descritos anteriormente nos itens 1.4.3 e

1.4.4 do capitulo I.

2.4.3. Semente de algodéao

As sementes de algoddo utilizadas para os experimentos foram doadas
pelo Dr. Antdnio Poletti do Nucleo de Produgcdo de Sementes de Aguai - Séo
Paulo. Os cotilédones das sementes foram submetidos a um processo de
moagem e posterior tamisagcdo para obter homogeneidade de particulas. O pdé

resultante foi utilizado no preparo das sementes artificiais.

2.4.4. Semente artificial

Constitui-se de capsulas de gelatina, tamanho 0, preenchidas com a farinha
da semente do algoddo, contendo ou ndo substancia amostra (Figura 3). As
solucdes das amostras, em concentragcdo conhecida, bem como o controle, foram
adicionadas a farinha de cotilédones de algodao. A mistura era entdo congelada e
submetida a liofilizagdo por um periodo de um a dois dias. Apds a liofilizacao, a

farinha resultante foi utilizada para o preenchimento de capsulas de gelatina.

As concentragdes das substancias teste sdo expressas em porcentagem de
massa de farinha (270 mg por capsula). As sementes artificiais de controle foram
preparadas da mesma forma, com o volume equivalente de solvente com o qual

foram preparadas as solugdes amostra.
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Figura 3: Dysdercus peruvianus Guérin-Menéville e semente artificial.

2.4.5. Bioensaios
Para os experimentos, grupos de 10 ninfas de Dysdercus peruvianus, em
segundo estagio de desenvolvimento, foram utilizados em 5 replicagbes. Os

insetos permaneceram em jejum por um dia anterior ao experimento.

Dois grupos referem-se aos controles: um alimentado apenas com farinha
do algodéao. O outro grupo controle foi alimentado com semente artificial contendo
o solvente utilizado na solubilizacdo das amostras. Os demais grupos foram

alimentados com sementes artificiais contendo a amostra a ser analisada.

Acompanhou-se a mortalidade e o peso dos insetos durante um periodo

maximo de 15 dias.

2.4.6. Analise estatistica
Os dados obtidos foram analisados através do teste t-student (ANOVA,
p=0.05).
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2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliacdo da atividade inseticida de extratos e produtos isolados,
contou-se com a parceria do Laboratorio de Proteinas Toxicas, que ja contava
com uma metodologia de alimentacao validada. Porém, foi necessario fazer uma
adaptacao inicial desta, visto que foi validada para substancias hidrofilicas, como
as proteinas (STANISGUASKI, 2005). Esta metodologia foi escolhida por ja ser
validada pelo Laprotox, e também pelo fato de ser mencionada em outros estudos
a acao de precocenos via dieta artificial (PROKSCH et al., 1983b; PROKSCH et al.,
1987).

A etapa inicial foi marcada pela adaptacdo dos ensaios com as mudancgas
de solvente e pela investigacdo das doses a serem triadas. O extrato hexano, de
carater apolar, mostrou-se dificil de trabalhar no que diz respeito a preparagao das
sementes artificiais, pela ndo solubilizagdo total na mistura agua/etanol e pela
dificuldade de liofilizacdo da semente artificial, resultando num aspecto molhado e
oleoso da farinha. Nao se pode afirmar se o perfil sugestivo de atividade do extrato
seja devido a toxicidade deste ou se pelo aspecto final da semente, que poderia

estar dificultando a digestao pelos insetos, agindo como fagoinibidor.

Para a dissolugao do extrato hexano nos primeiros experimentos e posterior
incorporagdo na semente artificial, utilizou-se solventes organicos. Porém,
percebeu-se um insucesso dos experimentos, visto que acarretava uma
mortalidade acentuada dos grupos controle e amostra. A partir de entdo, as
amostras passaram a ser solubilizadas em uma mistura de 90% agua e 10%
etanol PA, a fim de diminuir a toxicidade e favorecer também a liofilizacdo do

solvente.
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Considerando-se que o extrato hexano de Hypericum polyanthemum
apresenta as substancias estruturalmente mais semelhantes aos precocenos,

optou-se por testar essa amostra assim como os benzopiranos dela obtidos.

A seguir sdo apresentados os resultados obtidos nos experimentos.

2.5.1. Avaliacéo do extrato hexano de H. polyanthemum a 0,5 e 1%

Foi realizado um experimento inicial com o extrato hexano de H.
polyanthemum nas concentracbes de 0,5 e 1%. Na figura 4 abaixo, esta
representado o ganho de peso dos insetos, em relagdo ao peso no inicio do
experimento. Desta forma, o extrato na concentragdo de 1% mostrou-se
significativamente diferente ao grupo controle solvente (ANOVA, p= 0,05). Em
outras palavras, observa-se que o extrato afetou o aumento de peso dos insetos.

Esse fato pode sugerir que a amostra tenha um efeito fagoinibidor.

Peso Ganho (x peso inicial)
o - N w » [¢)]
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Controle ' Controle ' Extrato ' Extrato
Farinha Solvente H poly 1% H poly 0,5%

Figura 4- relagéao do aumento de peso dos insetos no teste com os extratos
H. polyanthemum a 1% e a 0,5% apds 12 dias
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Na figura 5, esta ilustrada a mortalidade dos grupos, apdés 12 dias de
acompanhamento do experimento. Nao houve diferengas significativas em relagao
a porcentagem de sobrevivéncia dos grupos, o que fortalece a sugestdo de que

somente a alimentacao foi inibida, ndo afetando a sobrevivéncia.

100

90
80-
704
60 -
50
40
30
20
104

o

Controle Controle Extrato Extrato
Farinha Solvente H poly 1% H poly 0,5%
Grupos

Sobrevivéncia (%)

Figura 5: mortalidade dos grupos no teste com os extratos H. polyanthemum a 1%

e a 0,5% apés 12 dias

2.5.2. Avaliagdo do extrato hexano de H. polyanthemum a 1% e 2%

Na continuidade dos experimentos com o extrato hexano de H.
polyanthemum, foi re-testada a dose de 1% e uma dose de 2% foi avaliada. Os

resultados estdo ilustrados nas figuras 6 e 7.

Como se percebe na figura 6, ambos grupos experimentais sao
significativamente diferentes dos grupos controle (ANOVA, p=0,05) em relagdo ao

peso ganho.
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- - N
N o o
1 1 1

Peso Ganho (x peso inicial)

Controle Controle Extrato
Farinha Solvente H poly 1% H poly 2%

Grupos

Extrato

Figura 6: relacdo do aumento de peso dos insetos no teste com os extratos

H. polyanthemum a 1% e a 2% apds 11 dias

Na figura 7 também é visivel que os grupos experimentais sao diferentes
dos grupos controles, porém como somente um “subgrupo” de cada grupo
amostra estava vivo no 11° dia, ndo ha desvio padrao, ndo sendo possivel aplicar
teste estatistico. Comparando com o experimento anterior, ha a confirmagao de
que o grupo H. polyanthemum a 1% € diferente do grupo controle solvente.
Aparentemente, em doses maiores que 1% nao ha relagdo entre dose e nivel de

mortalidade.
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Controle ' Extrato ' Extrato
Farinha Etanol Hpoly 1% Hpoly 2%

Grupos

Controle

Figura 7: mortalidade dos grupos no teste com os extratos H.

polyanthemum a 1% e a 2% apés 15 dias

2.5.3. Avaliagdo dos produtos isolados: HP 1, HP 2 e HP 3

A fim de avaliar a atividade dos produtos isolados do extrato hexano de H.
polyanthemum, realizou-se o experimento a seguir, com os produtos HP1 (6-
isobutiril-5,7-dimetdxi-2,2-dimetil-benzopirano), HP2 (7-hidroéxi-6-isobutiril-5-
metéxi-2,2-dimetil-benzopirano) e HP3 (5-hidroxi-6-isobutiril-7-metdxi-2,2-dimetil-
benzopirano) em uma concentragao de 0,1%, dez vezes menor que a primeira

concentracdo com perfil de atividade para o extrato.

Quanto ao ganho de peso pelos insetos (figura 8), ndo ha diferenga
significativa entre os grupos (ANOVA, p=0.05), porém verifica-se uma tendéncia a

diminuir o peso, novamente sugerindo-se um efeito fagoinibidor.
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N w N [¢)]
1 1 1 1

Peso Ganho (x peso inicial)

o

Controle Controle HP1 HP3
Farinha Solvente 0,1% 0,1% 0,1%

Grupos

Figura 8: relacdo do aumento de peso dos insetos no teste com os produtos
HP1, 2 e 3 a 0,1% (peso apos 17 dias)

Na analise da mortalidade dos insetos, também ndo houve diferenca

significativa entre os grupos (ANOVA, p=0.05).
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Controle Controle HP1
Farinha Solvente 0,1% 0,1% 0,1%
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Figura 9: mortalidade dos grupos no teste com os produtos HP1,2 e 3 a
0,1% (apos 17 dias)

Apos este experimento, outro com as mesmas concentragbes dos trés
compostos foi realizado na tentativa de reproduzir e confirmar estes resultados,
porém, houve alta mortalidade, tanto dos grupos controle quanto dos grupos

amostra. Assim, os dados ndo foram estatisticamente analisados.

2.5.4. Avaliacéo do produto HP2

Devido ao fato do produto HP2 ter aparentemente causado maior
mortalidade no experimento anterior, apesar de nao significativa, optou-se por
fazer outro experimento testando apenas este produto. Fez-se isso devido ao
custo de todo o experimento, tempo de preparo e quantidade restrita de produtos

isolados, o que dificultava a repeticdo por varias vezes de cada experimento.
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Neste teste, analisou-se o produto HP2 a 0,2%: Este experimento

demonstra uma tendéncia do produto HP2 a ter uma atividade inseticida.

Ao final deste experimento, somente um “subgrupo” do grupo HP2 estava
vivo, entdo nao foi possivel aplicar teste estatistico, como mostra a figura 10,
quanto ao ganho de peso. Porém este resultado demonstra o perfil inseticida
deste produto, visto que de cinco subgrupos, apenas 1 n&o apresentou
mortalidade de 100%.

femm)
< ©7
Q
£ ;.
o
o
Q 44
X
N
O 3
= 3
[
©
O 24
(@]
n
(0] 1_
o
0- Controle Controle : HP2
Farinha Solvente 0,2%
Grupos

Figura 10: relagdo do aumento de peso dos insetos no teste com produto HP2 a
0,2% (peso apos 17 dias)
Na figura 11, novamente nota-se uma tendéncia de atividade do produto,
visto que a mortalidade dos insetos foi estatisticamente significante, em

comparagao aos grupos controle (ANOVA, p= 0.05).
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Figura 11: mortalidade dos grupos no teste com produto HP2 a 0,2%, apés 17
dias.

Baseando-se nos resultados dos experimentos acima apresentados,
verifica-se uma tendéncia de toxicidade do extrato hexanico e de um dos produtos
purificados do mesmo, de H. polyanthemum. Isso demonstra a importéncia de dar
continuidade aos testes, talvez em outro modelo animal, visto que muitas
dificuldades foram encontradas para se trabalhar com essa metodologia. Ensaios
tépicos também sao interessantes, uma vez que sdo amplamente relatados para

cromenos na literatura, porém sua realizagao requer técnicas mais elaboradas.
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Em alguns paises, como por exemplo, a Alemanha, Hypericum perforatum
tornou-se o produto lider em prescrigdes para pacientes com quadros depressivos,
superando, inclusive, as indicagdes da fluoxetina. Utilizada tradicionalmente desde
a ldade Média, a planta conhecida como “St. John’s Wort” tornou-se popular nas
décadas de 80 e 90, quando sua eficacia foi comprovada, fazendo com que as
vendas passassem de um patamar de US$ 10 milhdes para mais de US$ 250
milhdes até 1998. Atualmente, estima-se que o mercado mundial gire em torno de
US$ 60 bilhdes (MARSON, 2006).

Considerando-se essa ampla utilizagao de Hypericum perforatum, torna-se
interessante avaliar o género Hypericum na busca por outras espécies ativas. Em
vista disso, nos ultimos anos, as espécies de Hypericum nativas do Rio Grande do
Sul vém sendo avaliadas dos pontos de vista quimico e farmacoldgico e
interessantes resultados tém sido obtidos. No Sul do Brasil, cerca de 20 espécies
do género foram encontradas. Destas, a metade vem sendo estudada no

Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia da UFRGS.

No presente trabalho, deu-se continuidade ao estudo quimico de H.
carinatum e também se iniciou a investigagdo do potencial inseticida de espécies
que apresentam compostos com grande similaridade estrutural com precocenos,

substancias com reconhecida atividade anti-horménio juvenilizante.

A partir da coluna cromatografica do extrato hexanico das partes aéreas de
H. carinatum, foram obtidos quatro compostos de ocorréncia majoritaria, Hcaril,
Hcari2, Hcari3 e Hcari4, cujas estruturas foram identificadas por métodos

espectroscopicos.

O primeiro composto isolado, Hcaril, foi identificado como sendo um derivado
de floroglucinol. Através do espectro de UV e |V, verificou-se a presenca de um

sistema 1,3-dicetoendlico ou 2-hidroxiarilcetona.
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Um sinal caracteristico de floroglucindis conjugados com unidades de acido
acilfilicinico encontrado em campo muito baixo (64 18,80 ppm) no espectro de
RMN 1H, refere-se ao sistema enolizavel formado pela hidroxila e carbonila nas
posicdes C5 e C8, respectivamente (JAYASURIYA et al.,1989). A presenga de outros
sinais em campo baixo (649,94; 12,25 e 16,16 ppm) no espectro de RMN de H

caracteriza a presenca de uma substancia poli-hidroxilada.

Analisando o espectro de RMN de *C, nota-se a presenca de 22 sinais,
seis destes referindo-se a dois atomos de carbono [6¢ 110,1 (C, e Cs), 103,59 (Cs
e Cqp), 27,77 (2 Me-Cy), 24,29 e 25,37 (2 Me-Cy4), 19,14 (2 Me-C12 ou 2 Me-Cy),
18,91 (2 Me-Cy ou 2 Me-C12) ppm]. Neste espectro, pode-se sugerir, pelo valor
dos deslocamentos caracteristicos de carbonos aromaticos oxigenados (¢
155,43; 159,38 e 162,16 ppm) e (6¢c 171,68; 187,28 e 199,41 ppm), a presenca de

dois nucleos com padréo de substituicdo de floroglucinol.

Os sinais, par de dubletos, em 64 5,38 e 6,64 ppm e um singleto referente a
seis prétons em oy 1,48 ppm que acopla com o carbono quartenario de o¢c 78,2
ppm, caracterizam a presengca de um grupo 2,2 dimetilbenzopirano. Assim, o
produto Hcaril foi identificado como um derivado de floroglucinol denominado

uliginosina B, substancia ja isolada de outras espécies de Hypericum.

Outros dois compostos foram isolados do mesmo extrato hexanico de H.
carinatum, Hcari2 e Hcari3. Através da comparacéo dos espectros de RMN de 'H
e °C dessas substancias, constatou-se muitas semelhancas sugerindo tratar-se

de produtos isbmeros.

No espectro de RMN de "H de Hcari2 verificou-se a presenca de um nucleo
dimetilbenzopirano, caracterizado no pelo par de dubleto em 64 6,59 e 5,49 ppm.
Complementar a essa observagdo, um anel benzénico monossubstituido foi
evidenciado nos sinais na faixa de o6y 7,54-7,64 ppm, referentes a cinco

hidrogénios. Com os sinais de cinco grupos CH com deslocamento quimico em d¢
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127,77 (2); 129,49 (2) e 132,35 ppm no espectro de RMN de '°C, esta hipétese é
reforcada. Novamente, um padrdo de substituicdo de floroglucinol & sugerido a
partir dos deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de *C para
0s carbonos quartenarios aromaticos oxigenados (6¢ 159,6, 159,4, e 154,5 ppm) e

nao-oxigenados (d¢c 102,2; 103,9 e 104,8 ppm).

A grande diferenga entre os deslocamentos dos sinais, das hidroxilas de
Hcari2 em oy 8,79 e 9,09 ppm, e Hcari3 em &y 5,37 indica que apenas o
hidrogénio desta ultima n&o estava ligado ao grupo carbonila da benzofenona.
Com base na literatura, pode-se concluir que os diferentes deslocamentos
quimicos encontrados para as hidroxilas de Hcari2 e Hcari3 estejam relacionados
com ao padrdao de substituicio de 2,6-di-hidréxibenzofenonas e 2-4
hidroxibenzofenonas, respectivamente (DELLE MONACHE et al., 1980; SEO et al.,
1999; SEO et al., 2000).

Concluiu-se, assim, que as estruturas de Hcari2 e Hcari3 referem-se as
benzofenonas carifenona A e carifenona B, respectivamente. Através do que
consta na literatura, tem-se uma restrita ocorréncia das substancias dessa classe
das benzofenonas em Hypericum, porém se destacam em géneros como
Alanblackia (FULLER et al., 1999a), Symphonia (GUSTAFSON et al., 1992),
Ochrocarpos (CHATURVEDULA et al., 2002), Tovomita (SEO et al., 1999; ZHANG et
al., 2002), Clusia (OLIVARES et al.,, 1994; HENRY et al., 1996; DE OLIVEIRA et al.,
1999; HENRY et al., 1999; LoKvAM et al., 2000; CHRISTIAN et al., 2001; RuBIO et al.,
2001b), Garcinia (KRISHNAMURTHY et al.,1981; BAKANA et al., 1987; ALl et al., 2000;
HUANG et al., 2001; CHIANG et al., 2003) e Vismiae (DELLE MONACHE et al., 1980;
DELLE MONACHE et al., 1983; DELLE MONACHE et al., 1991a; DELLE MONACHE et al.,
1991b, FULLER et al., 1999b; Seo et al., 2000).

A analise da fracdo acetato de etila de H. carinatum resultou em dois
flavondides. Um deles foi identificado como hiperosideo por comparagao

cromatografica com amostra auténtica. Esse flavondide é bastante comum em
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espécies de Hypericum sendo que ja havia sido caracterizado por cromatografia

em camada delgada nas espécies nativas (Dall’ Agnol et al., 2003).

O outro flavondide isolado, de comportamento cromatografico similar ao de
hiperosideo, foi codificado como Hcari4. Através da interpretacdo do espectro no
UV foi proposta a estrutura de um flavonol tri-hidroxilado nas posi¢cées C5, C3’ e
C4’, apresentando também hidroxila ocupada na posi¢cdes C3 e presenca de uma

hidroxila livre em C7.

No espectro de RMN de 'H da substancia Hcari4 os principais sinais
observados foram &4 0,97 nm (dubleto referente a C-CH3; de ramnose), 5,46 nm
(1H, d, J=1,55 Hz, Ra H-1), 6,20 nm (1H, d, J=2,1 Hz, H-6) € 6,38 nm (1H, d, J=2,1
Hz, H-8).

A partir dos resultados obtidos, sugere-se, entdo, que a substancia Hcari4
seja o flavondide quercitrina, cujos dados espectroscépicos estdo de acordo com
os relatados na literatura (MABRY et al., 1970; ISHIGURO et al., 1991; JAY et al.,
1975; AGRAWAL et al., 1989a; BOUKTAIB et al., 2002).

Esse flavondide, juntamente com diversos derivados da quercetina, tém
sido frequentemente obtidos de espécies de Hypericum e ja havia sido
caracterizado em espécies nativas através de cromatografia em camada delgada
(DALL’AGNOL et al., 2003).

A partir dos resultados obtidos, sugere-se, entdo, que a substancia Hcari4
seja o flavondide quercitrina, cujos dados espectroscépicos estdo de acordo com
os relatados na literatura (MABRY et al., 1970; ISHIGURO et al., 1991; JAY et al.,
1975; AGRAWAL et al., 1989a; BOUKTAIB et al., 2002).

Em vista da semelhanca estrutural entre os compostos contendo nucleo

benzopirano com marcante atividade inseticida (PROKSCH & RODRIGUEZ, 1983a, b)
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com as substancias isoladas de espécies de Hypericum nativas do RS,
realizaram-se ensaios para avaliar a atividade inseticida de H. polyanthemum e

seus compostos isolados.

Os experimentos com o extrato hexano de H. polyanthemum mostraram
que a amostra a 1%, com relagdo ao ganho de peso dos insetos, foi
significativamente diferente ao grupo controle solvente (ANOVA, p= 0,05). Esse
resultado demonstra que o extrato afetou o aumento de peso dos insetos,
sugerindo um provavel efeito fagoinibidor. Em referéncia a mortalidade dos
grupos, nao houve diferencas significativas com relacdo a porcentagem de
sobrevivéncia, o que fortalece a sugestdo de que somente a alimentacdo foi
inibida.

Outro experimento realizado com o mesmo extrato, nas concentragdes de 1
e 2%, demonstrou que ambas concentragdes s&o significativamente diferentes dos
grupos controle (ANOVA, p=0,05) em relacdo ao peso ganho pelos insetos e
mortalidade. Comparando com o experimento anterior, ha a confirmacgao de que o
grupo H. polyanthemum a 1% ¢€ diferente do grupo controle solvente.
Aparentemente, em doses maiores que 1% nao ha relagdo entre dose e nivel de

mortalidade.

Estes dois experimentos fortalecem a suposi¢cao de uma possivel atividade

inseticida do extrato hexano de H. polyanthemum.

Apds, foram testados os benzopiranos de H. polyanthemum, HP1, HP2 e
HP3 em uma concentragéo de 0,1%. As amostras n&o afetaram significativamente
(ANOVA, p=0.05) o ganho de peso pelos insetos, em relagdo aos grupos controle,
porém verificou-se uma tendéncia a diminuir o peso, sugerindo-se um efeito
fagoinibidor. A mortalidade dos insetos também nao foi significativamente diferente
entre os grupos (ANOVA, p=0.05).
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Em vista do produto HP2 ter apresentado algum efeito sobre a mortalidade
dos insetos, ainda que nao significativo, analisou-se novamente este produto,
porém numa concentragcdo de 0,2%. Dos cinco subgrupos da amostra de HP2,
apenas 1 nao apresentou mortalidade de 100%, sendo esta entdo considerada
estatisticamente significante dos grupos controle (ANOVA, p= 0.05). Este

resultado demonstra uma tendéncia inseticida deste produto.

Os experimentos citados demonstram uma tendéncia de toxicidade do
extrato hexanico de H. polyanthemum e de um de seus constituintes, o HP2.
Como mencionado na revisdo da literatura, a similaridade estrutural dos
benzopiranos isolados de H. polyanthemum com compostos toxicos ja
caracterizados, como precoceno | e Il, encecalina e desmetilencecalina, reforca a
importancia do aprofundamento da investigagdo de uma possivel atividade

inseticida dos benzopiranos de H. polyanthemum.



CONCLUSOES
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*A partir do extrato hexano de H. carinatum, foram isolados trés compostos
fendlicos, o derivado de floroglucinol uliginosina B e as benzofenonas carifenona A

e carifenona B;

*Da fragdo acetato de etila de H. carinatum foram isolados dois flavondides,

hiperosideo e quercitrina, identificada por RMN de 'H;

*O extrato hexano de H. polyanthemum apresentou perfil de atividade inseticida;

*Os benzopiranos HP1, HP2 e HP3 nao apresentaram atividade inseticida

significativa, porém o efeito observado sugere uma atividade fagoinibidora;

*O benzopirano HP2 foi significativamente diferente dos grupos controle em

relacdo ao ganho de peso e mortalidade, demonstrando um perfil inseticida.
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