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(57) Resumo: PROCESSOS PARA OBTENQAQ DE
EXTRATOS ENRIQUECIDOS E _ IRIDOIDES
GLICOLISADOS, COM APLICACAO COMO
DERRENTES ALIMENTARES E ANTI-INFLAMATORIOS,
A APARTIR DE ESPECIES DO GENERO TABEBUIA. O
invento consiste na obtengdo de extratos enriquecidos e
iridéides glicosilados utilizando técnicas de baixo custo e
reduzido impacto ambiental, permitindo a obtengdo de
extratos padronizados contendo elevada concentragdo de
iridéides e purificagdo dos mesmos. Além da aplicagdo
destes como deterrentes alimentares e anti-inflamatérios.
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Processos para obtengido de extratos enriquecidos de
iridéides glicosilados, com aplicagio como deterrentes
alimentares e anti-inflamatérios, a partir de espécies do

género Tabebuia

CAMPO TECNICO

Este invento refere-se a processos de extracdo de
iriddéides, os gquais resultam na obtencdo de fracdes
enriquecidas, compostos puros e/ou extratos padronizados
que apresentam baixo custo de obtencdo, baixo impacto
ampbiental e altas concentragdes de iriddéides, obtidos da
casca do caule de espécies do género Tabebuia. Os extratos
e 1riddéides obtidos apresentam dentro das possiveis
aplicacodes, atividade anti-inflamatéria e deterrente

alimentar.

ESTADO DA TECNICA:

O género Tabebuia pertencente a familia bignoniaceae,
¢ bem conhecido e representado por suas espécies conhecidas
popularmente por ipés, os quais, além do seu uso na
indistria madeireira possuem grande potencial medicinal e
muito apreciado no paisagismo. Espécies desse género sao
frequentemente utilizadas na medicina popular para
tratamento de diversos males do estdmago, figado, anemias,
vermes, amareldo, diabete, entre outros, sendo a casca o
6rgdo mais utilizado na preparagcdo dos chas ou outro tipo
de uso. Dentro da familia bignoniaceae, o género Tabebuia
é o0 que mais comumente encontram-se substédncias quimicas da
classe dos iriddéides (VON POSER, G. L., SCHRIPSEMA, J.;
HENRIQUES, A. T.; JENSEN, S. R. The distribution of
iridoids in Bignoniaceae. Biochemical Systematics and

Ecology. v. 28, p. 351-366, 2000).
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As espécies deste género sfo facilmente encontradas na
natureza, formando agrupamentos denominados formacdes
monodominantes, além disso, sdo arvores de grande porte com
alto nivel de biomassa e resisténcia a herbivoria, tais
caracteristicas torna o invento vidvel para a producdo em
escala industrial.

O pedido de patente internacional WO 2008/098325,
publicado em 21/08/2008 em nome de Emerson Queiroz Ferreira
relata que umas das dificuldades de obtengdo de um farmaco,
estdo relacionadas com a disponibilidade de individuos da
espécie e do tamanho, quantidade de biomassa, pois algumas
espécies possuem atividades bioldgicas, mas sdo raramente
encontradas na natureza e quando encontradas possuem pouca
biomassa, tornando invidvel para producdo em escala
industrial.

Iridéides s&o substdncias monoterpenoidicas, com
estrutura quimica baseada no esqueleto ciclopentano-[C]-
pirano (Fig.l), a clivagem oxidativa da ligagdo 7,8 do anel
ciclopentano formam os chamados secoiriddéides (SAMPAIO-
SANTOS, M. I.; KAPLAN, M. A. C. Biosynthesis significance
of iridoids in chemosystematics. Journal of the Brazilian
Chemical Society, v. 12, p. 144-153, 2001). S&o divididos
em 3 grupos: Iriddides glicosilados, Iriddéides agliconas e
0s secoiriddéides. Muito utilizados na medicina popular por
apresentarem varias atividades bioldgicas e farmacoldgicas
incluindo: antialérgico, antiinflamatdrio, anticoagulante,
antioxidante, antiviral, antitumoral, antifdangico,
antibacteriano, hepatoprotetor (DINDA, B.; DEBNATH, S.;
HARIGAYA, Y. Naturally occurring secolridoids and
bicactivity of naturally occurring iridoids and
secoiridoids. A review, part 2. Chemical & Pharmaceutical

Bulletin, V. 55, P. 689-728, 2007.). Sao usados
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quimiotaxonomicamente como marcadores de diversos géneros e

familias.

Pesquisas referentes a atividades bioldégicas durante
os dois Gltimos séculos tém contribuindo satisfatoriamente
para o desenvolvimento de drogas modernas. H& diversas
evidéncias que drogas derivadas de plantas tém potencial
farmacolégico e efeitos terapéuticos nos humanos e com a
tendéncia de ter menos efeitos colaterais do que as drogas
sintéticas (Patente internacional, WO 2010/032269,
publicada em 25/03/2010).

O iriddéide especiosideo (Fig.2), composto majoritdrio
de algumas espécies do género, foi isolado pela primeira
vez de folhas de Catalpa especiosa Warder (Bignoniaceae)
por Naggar e Doskotch em “SPECIOSIDE: A NEW IRIDOID
GLYCOSIDE FROM CATALPA SPECIOSA”. J. Nat. Prod., v. 43, p.
524-526, 1980, neste estudo verificou-se que extratos
etandélico das folhas de Catalpa possuem propriedades
deterrentes sobre larvas de mariposas (Lymantria dispar
L.).

A busca de compostos ativos na natureza ¢é uma fonte
secular de novos protdétipos, pois os metabdlitos
secunddrios sdo um resultado evolutivo das ©plantas
apresentando alta diversidade estrutural. Porém, alguns
fatores limitam o desenvolvimento de novos produtos a
partir destes compostos, entre eles vale destacar a baixa
concentracdo, biomassa vegetal, dificuldade de separacéo e
baixa estabilidade (KOEHN, F. E.; CARTER, G. T. The
evelving role of natural products in drug Discovery. Nat.
Rev. Drug Discov. v. 4, p. 206 - 220, 2005).

Uma das vantagens de nossa invengdo ¢é a alta

concentracdo do especiosideo (0.8 - 9.0%) na droga vegetal
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bruta, se comparado a outros iriddéides com atividades
semelhantes como o Harpagoside, que ¢é o Dprincipal
constituinte (0.5-1.6%) de Harpagophytum procumbens
(VILLASENOR, I. M. Bioactivities of Iridoids. Anti-
Inflammatory & Anti-Allergy Agents in Medicinal Chemistry.
v. 6, p. 307-314, 2007). Este é um valor alto tendo em
vista a dificuldade de obtengdo e a concentracdo que
normalmente é encontrada.

A utilizacdo de um produto de origem vegetal diminui
os 1impactos ambientais, pois se tratam de compostos
normalmente encontrados na natureza. Outro grande
diferencial deste produto estd no modo de acdo, o0s
compostos do presente invento atuam como deterrentes
alimentares (NAGGAR e DOSKOTCH. Specioside: a new iridoid
glycoside from catalpa speciosa. J. Nat. Prod., v. 43, p.
524-526, 1980), diminuindo a herbivoria, mantendo assim as
populacdes de insetos em niveis aceitaveis. Este modo de
acdo torna mais dificil o surgimento de resisténcia,
garantindo um maior periodo de exploragdo para o produto.

Além dos fatores elencados acima, os produtos de
origem naturais continuam como os principais pilares
inovativos da industria guimica, agricola e farmacéutica,
devido principalmente as suas atividades em Dbaixas
concentracdes e grande diversidade estrutural. Porém,
normalmente a dificuldade em sua obtencdo e purificacdo
diminuem a possibilidades de desenvolvimento de novos
produtos, pois no final do processo o custo de produgdo se
torna elevado, i1nviabilizando a insercdo no mercado de
maneira competitiva. Assim, o presente invento contorna
esta situagdo obtendo frag¢des enriquecidas e o principio
ativo em alta gquantidade com um baixo custo e minimo

impacto ambiental. Esta classe de compostos apresenta
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diversos papéis ecoldégicos e atividades bioldgicas
relatadas, possuindo um grande potencial de aplicacdo na

industria.

OBJETIVO DA INVENCAO:

Um dos objetivos da presente invencgéo é o
desenvolvimento de um processo de extracdo no qual permita
0 isolamento de iriddéides presentes em espécies do género
Tabebuia;

Outro objetivo da presente invencgéo é o}
desenvolvimento de um processo de extragdo no qual os
custos sejam reduzidos e gerem um minimo impacto ambiental;

Outro objetivo da presente invencdo é a obtencdo de
extratos enriquecidos e padronizados, contendo alta
concentracdo de iriddides;

Outro objetivo é a aplicacdo destes extratos e
metabdélitos como deterrentes alimentares;

Finalmente, outro objetivo é a aplicagdo dos extratos
enriquecidos e/ou iriddides isolados como anti-
inflamatdérios tdépicos e/ou orais e como antiofidicos.

A INVENCAO:

Este invento foca na obtencdo de extratos enriquecidos
de iriddéides glicosilados a partir de espécies do género
Tabebuia, o enriquecimento dos constituintes ativos e
purificacédo destes metabdélitos secundérios, visando
aplicacdo dos extratos e seus constituintes isolados. O
processo consiste na obtengdo de extratos hidroalcodlicos
ou hidroacetdnicos 10-100% (preferencialmente 50%) ou
aquosos através de decocgdo e/ou percolacdo a partir da
casca do caule de espécies de tabebuia. Enriquecimento da
proporcdo de iriddides através de técnicas de partigdo com

acetato de etila:metanol 0-50% (preferencialmente na
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proporgao de 15%) . Enriquecimento dos extratos
hidroalcodélicos ou hidroacetdédnicos com resinas, como
Amberlite XAD-2, XAD-7 ou Sephadex LH-20. Purificacdoc dos
Iridéides glicosilados a partir dos extratos enriquecidos
através de partigcdo com acetato de etila, seguido de
recristalizag¢do ou purificacdo por CLAE utilizando coluna
fase reversa C-18 ou Sephadex LH-20, purificacdo por

métodos cromatogrdficos classicos.

Descrigao detalhada

O 1invento se wutiliza da solubilidade do composto
majoritario para obtengdo de extratos polares enriquecidos,
através de etanol/metanocl ou misturas hidroalcodlicas ou
hidroacetdnicas, resultando em elevadas concentragdes do
metabdélito, o que permite seu isolamento de forma eficaz.
Outro fator relevante é a ©presengca de um grupo
fenilpropandéico na molécula que permite a purificacdo do
mesmo através da utilizagdo de macrorresinas como o
Ampberlite. Estas peculiaridades somadas a alta producdo de
biomassa e caracteristicas do tecido vegetal utilizado
(casca do caule) que apresenta auséncia de clorofila e
baixa concentracgdo de substincias de natureza graxa, tornam
a obtencdo dos extratos e iriddéides altamente reprodutivel
e com baixo nivel de interferentes. Os extratos obtidos
foram avaliados quanto a atividade anti-inflamatéria,

demonstrando efetividade em modelos in vivo.

Exemplo 1l: Isolamento do Especiosideo

No processo de purificagdo utilizou-se 100g da droga
vegetal seca e pulverizada em 400 mL de A&agua quente em
banho-maria, adicionou-se 400 mL de etanol e extraiu em

ultrassom por 30 minutos, filtrou e colocou 800 mL de
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etanol/dgua (1:1) e extraiu 30 minutos no ultrassom,
filtrou e repetiu o processo, por fim obteve-se uma solugdo
de 1810 mL. Concentrou no rotaevaporador e fez particdo com
acetato de etila. Em um funil de separacdo colocou-se a
solugdo e acrescentou-se 160 mL de acetato de etila,
homogeneizou bem e transferiu a partigdo acetato para outro
funil de separacdo e lavou com 40 mL de &gua. Repetiu esse
processo até observar que ndo estava saindo mais nada na
partigdo acetato, + 6 vezes. Depois concentrou no

rotaevaporador. Desta forma obteve 300 mg do composto puro.

Exemplo 2: Extracdo Acetona/agua 3:7

Colocou 100g da droga vegetal seca e pulverizada em
erlenmeyer, acrescentou-se 800 mL de acetona/dgua (3:7) e
deixou macerando por 12 horas. Apds extraiu no ultrassom
por 30 minutos e filtrou. Repetiu 3 vezes esse procedimento
de extracgdo, utilizando o total de 2,4L de solvente. Por
fim concentrou-se no rotaevaporador. O extrato resultante
com aproximadamente 700 mL foi transferido para um funil de
separagdo no qual realizou o processo de particdo com a
utilizacgdo de 8 vezes de 150 mL de acetato de etila/metanol
85:15%. Apbds lavou com &gua e deixou em repouso por 12
horas para separagdo completa das fases e concentrou.
Rendimento da partigdo: 1,60g Pureza: extrato bruto 13,14%
Partigao: 22,76%

Exemplo 3: Partigdo com acetato de etila/metanol 85:15
Utilizou-se 100g da droga vegetal seca e pulverizada
em 400 mL de Agua quente em banho-maria, adicionou-se 400
mL de etanol e extraiu em ultrassom por 30 minutos, filtrou
e colocou 800 mL de etanol/&gua 1:1 e extraiu 30 minutos no

ultrassom, filtrou e repetiu o procedimento.
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Transferiu a solugdo para um funil de separacdo no
qual fez o processo de partigdo com a utilizacdo de 6 vezes
de 160 mL de acetato de etila/metanol 85:15%. Apds lavou
com &gua e deixou em repouso por 12 horas para separacio
completa das fases e concentrou-se.

Rendimento: 4,84g Pureza: 33,48%

Exemplo 4: Extrato Metandlico

Obteve-se o extrato metandélico a partir de 200g da
droga vegetal seca e pulverizada, pelo processo de
percolagdo com Metanol, durante 24 horas (20 gotas por
minuto).

Rendimento: 76g (38%) Pureza: 12,8%

Exemplo 5: Extrato Etanol/Agua 7:3

Obteve-se o extrato a partir de 200g da droga vegetal
seca e pulverizada, pelo processo de percolacgcdo com
etanol/dgua 7:3, durante 24 horas (20 gotas por minuto).

Rendimento: 65g (32,5%) Pureza: 9,7%

Exemplo 6: Resina Amberlite XAD2

Colocou 600g da resina em um Becker juntamente com
metanol, agitou e deixou 15 minutos, apds retirou o metanol
e colocou éagua destilada e deixou por 10 minutos.
Transferiu para a coluna e acrescentou 2 litros de A&gua.
Calculou o fluxo entorno de 1 mL por segundo. Acrescentou
30g do extrato solubilizado em 10 mL de &gua e apds comecgar
sair o mesmo passou 3 litros de dgua (fluxo 50mL/min.), que
foram descartados. Passando em seguida etanol, recolhendo a

fracdo rica em Iriddides.

Rendimento: 25,87% Pureza: 34%
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Exemplo 7: Isolamento do especiosideo por CLAE
(Cromatografia liquida de alta eficiéncia)

Para isolamento do composto, foi utilizado uma coluna
semi-preparativa de fase reversa (C-18), com fase mével
Metanol grau HPLC (fase B) e &gua Milliq (fase A), com 50%
de B durante 5 min., um gradiente de 50-58% de fase B
durante 6 min., 58 - 100% de B durante 2 min. e mais 7 min.
para lavagem e reestabilizacdo da coluna, foi utilizado um
fluxo de 9 ml/min., sendo obtido o especiosideo em 10

minutos com alto grau de pureza (2 99 %).

Exemplo 8: Avaliagdo da Atividade Anti-inflamatéria
contra veneno de Bothrops moojeni

O Experimento foi realizado com 6 grupos, conforme
descrito: I &gua (0,2 mL/v.o0): controle negativo; II, III
e IV: extrato hidroetandlico de T.aurea (100, 200 e 400
mg/kg, v.o, respectivamente); V: injecdo intraplantar da
mistura pré-incubada de veneno + extrato (1:50); VI:
indometacina (15mg/kg, v.o): controle positivo.

Os grupos I, II, III, IV e VI foram pré-tratados 60
minutos antes da inje¢do do veneno de Bothrops moojeni
(estimulo inflamatdério, 5pg / 0,1 mL/pata esquerda). A pata
direita foi wusada como controle (0,1 mL / salina). A
espessura das patas foi avaliada nos intervalos de 0,5, 1,
2, e 4h apdés a injecgdo do veneno por meio de paquimetro
digital. O edema foi determinado pela diferenca entre as
espessuras da pata controle e tratada (Amm).

Observou-se que o tratamento com T. aurea inibiu o
edema de pata induzido pelo veneno, no pico do
extravasamento plasmatico (0,5h, 1,97%0,06) nas doses de
100 (1,14%0,173/42,3%), 200 (0,82 *0,08/58,6%) e 400 mg/Kg
(0,67+0,07/66,24%) .
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Nos demais intervalos, as doses de 200 e 400 mg/Kg
reduziram o edema, porém ndo de maneira dose-dependente.

A pré-incubacdo do veneno com o extrato inibiu o edema
em aproximadamente 70% (30 e 60 minutos).

Assim podemos concluir que o extrato hidroetandlico de
T. aurea apresentou potencial anti-inflamatdério inibindo o

edema de pata induzido pelo veneno de B. moojeni.
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REIVINDICAGOES

1. Processos para obtengdo do iriddéide especiosideo
puro ou extratos enriquecidos de iriddides glicosilados de
espécies do género Tabebuia, caracterizado por utilizar
solventes polares, como metanol, etanol, &gua, acetona.

2. Processo de acordo com a reinvidicacédo 1,
caracterizado por utilizar os solventes puros ou misturas
deles, wultrassom para extragdo, concentragdo a pressdo
reduzida, seguido de partigdo com acetato de etila/metanol.

3. Processo de acordo «com a reinvidicacdo 1,
caracterizado por utilizar processo de percolacdo ou
maceracgao.

4, Processo de acordo <com a reinvidicagcdo 1,
caracterizado por utilizar aquecimento para extracdo.

5. Processo de acordo <com a reinvidicacédo 1,
caracterizado por utilizar técnicas cromatografia cléssicas
ou cromatografia liquida de alta performance na purificacédo
do iriddide.

6. Processo de enriquecimento dos extratos alcodlicos,
hidroalcodélicos ou hidroacetdnicos, caracterizado por
utilizar resinas, como Amberlite XAD-2, XAD-7 e Sephadex.

7. Utilizacdo de composicdo farmacéutica a base de
especiosideo puro ou extratos contendo o mesmo, extraido de
espécies do género Tabebulia para o tratamento de processos
inflamatérios.

8. Utilizacdo dos iriddides e/ou extratos contendo os
mesmos, extraido de espécies do género Tabebuia, como
deterrentes alimentares.

9. Utilizacdo de composicdo farmacéutica a base de
especiosideo puro ou extratos contendo o mesmo, extraido de

espécies do género Tabebuia como antiofidico.
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Figura 1. Estrutura quimica base dos Iriddides
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Figura 2. Estrutura quimica do Iridéide especiosideo

encontrado nas espécies de Tabebuia
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RESUMO

Patente de Invencdo: “Processos para obtencdao de extratos
enriquecidos e iriddides glicosilados, com aplicag¢do como
deterrentes alimentares e anti-inflamatdérios, a partir de
espécies do género Tabebuia’.

) invento consiste na obtencéao de extratos
enriquecidos e iriddides glicosilados utilizando técnicas
de baixo custo e reduzido impacto ambiental, permitindo a
obtencéo de extratos padronizados contendo elevada
concentracdo de iriddides e purificacdo dos mesmos. Além da
aplicacdo destes como deterrentes alimentares e anti-

inflamatérios.
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