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RESUMO

AZEVEDO, Fernanda Mendes. Estudo Fitoquimico e Avaliagao Biologica das
Espécies Lonchocarpus guilleminianus (fabaceae) e Calycophyllum
spruceanum (rubiaceae). Tese (Doutorado em Quimica Organica, Quimica de
Produtos Naturais). Centro de Ciéncia e Tecnologia, Programa de Pds Graduag&o em
Ciéncias Naturais, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy ribeiro, Campos
dos Goytacazes, RJ, 2017.

A espécie Lonchocarpus guilleminianus é conhecida popularmente como embira e a
espécie Calycophyllum spruceanum como pau mulato. O objetivo deste trabalho foi
realizar o estudo fitoquimico, avaliacdo da atividade antioxidante, citotdxica, teor de
flavonoides e fendis totais e atividade antimicrobiana dos extratos da madeira da
espécie L. guilleminianus e das cascas do tronco da espécie C. spruceanum. O
isolamento dos metabdlitos secundarios foi realizado por meio de técnicas
cromatograficas e resultou na identificagdo e isolamento das substancias: acido
elagico (LG-04), acido galico (LG-10), 2,3- (R)- hexaidroxidifenoil-D-glicose (LG-12),
B—1-0-galoil-3,6-(R)-hexahidroxidifenoil-D-glicose (LG-20), metil-B-D-glicopiranosideo
(LG-14), 1,2,3,4-Butanotetrol tetraacetato [LG-14 Ac (a)], Metil 2,3,4-tri-O-acetil-B-D-
xilopyranosideo tetraacetato [LG-14 Ac (b)], tetraacetil-B-L-ramnose [LG-14 Ac (c)], a-
L-Manopiranose,6-desoxi-tetraacetato [LG-14 Ac (d)], Lixopiranose tetraacetato [LG-
14 Ac (e)], L-lditol, hexaacetato [LG-14 Ac (f)], Metil- B- D-glicopiranosideo
tetraacetato [LG-14 Ac (g)], D-Glicose, 2,3,4,5,6-pentaacetato [LG-14 Ac (h)], a-D-
Glicopiranose pentaacetato [LG-14 Ac (i)], D-Manitol hexaacetato [LG-14 Ac (j)], uma
mistura de hidrocarbonetos: Hexadecano LGA1(a), Heptadecano LGA1(b),
Pentadecano-2,6,10,14-tetrametil LGA1(c), Octadecano LGA1(d), Nonadecano
LGA1(e), Eicosano LGA1(f), Heneicosano LGA1(g), Docosano LGA1(h), Tricosano
LGA1(i), Tetracosano LGA1(j), Pentacosano LGA1(k), Hexacosano LGA1(l),
Heptacosano LGA1(m), Nonacosano LGA1(n), friedelina LGA2, estigmasterol e y-
sitosterol LGA3, acido 3-O-B-D-xilofuranosil-(1'—3)-p-D-glicopiranosil (1"—2')-a-
ramnopiranosil(1’”—3’)-hidroxiolean-12-en-28—oico LG-5AC, acido protocatecuico
PM1 e o protocatecuato de metila PM4. A identificagdo estrutural dos metabdlitos foi
realizada através de técnicas cromatograficas classicas e métodos espectrométricos
tais como: UV, IV, EM, RMN de "*C e 'H uni e bidimensionais, além de informacdes
obtidas na literatura. A atividade antioxidante foi avaliada através do método que
ultiliza o DPPH e o ABTS. O teor de flavonoides foi obtido através do método que
utliza o Cloreto de Aluminio. E a determinacao do teor de fendlicos totais com base no
método de Folin-Ciocalteau. Ensaios biologicos foram feitos através do ensaio da
toxicidade frente as larvas de Artemia salina Leach. A atividade antibacteriana foi
testada com extratos das duas espécies e substancia isolada, verificando-se um bom
resultado contra as bactérias S. aureus e S. epidermidis.

Palavras-chave: Lonchocarpus guilleminianus, Calycophyllum  spruceanum,
fitoquimica, antioxidante, citotoxicidade, antimicrobiano.



ABSTRACT

AZEVEDO, Fernanda Mendes. Phytochemical Study and Biological
Evaluation of Species Lonchocarpus guilleminianus (fabaceae) and
Calycophyllum spruceanum (rubiaceae).Thesis (Doctorate in Organic
Chemistry, Chemistry of Natural Products). Center for Science and Technology,
Graduate Program in Natural Sciences, Northern Fluminense State University
Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ, 2017.

The species Lonchocarpus guilleminianus is popularly known as embira and the
species Calycophyllum spruceanum as mulatto wood. The objective of this work
was to carry out the phytochemical study, evaluation of the antioxidant activity,
cytotoxicity, total flavonoid and phenol content and antimicrobial activity of L.
guilleminianus wood extracts and C. spruceanum trunk bark. The isolation of
the secondary metabolites was performed by means of chromatographic
techniques and resulted in the identification and isolation of the substances:
ellagic acid (LG-04), gallic acid (LG-10), 2,3- (S) -hexahydroxydiphenyl-D-
glucose (LG-12), B-O-galoyl-3,6- (R) -hexahydroxydiphenyl-D-glucose (LG-20),
methyl-B-D-glucopyranoside (LG-14)1,2,3,4-butanetetrol tetraacetate [LG-14Ac
(a)], methyl 2,3,4-tri-O-acetyl-p—D-xylopyranoside tetraacetate [LG-14Ac (b)],
tetraacetyl-p—L-rhamnose [LG-14 Ac (c)], oa-L-Mannopyranose-6-deoxy-
tetraacetate [LG-14 Ac (d)], Lyxopyranose tetraacetate [LG-14 Ac (e)], L-Iditol,
Hexaacetate [LG-14 Ac (g)], D-Glucose, 2,3,4,5,6-pentaacetate [LG-14 Ac (f)],
Methyl-B-D-glucopyranoside tetraacetate [LG-14 Ac (g)], D-Glucose, 2,3,4,5,6-
pentaacetate [LG-14 Ac (h)], a-D-Glycoproanose pentaacetate [LG-14 Ac (i)],
D-Mannitol hexaacetate [LG-14 Ac (j)], a mixture of hydrocarbons: hexadecane
LGA1(a), heptadecane LGA1(b), pentadecane-2,6,10,14-tetramethyl LGA1(c),
octadecane LGA1(d), nonadecane LGA1(e), Eicosane LGA1(f), Henoicosane
LGA1(g), docosano LGA1(h), Tricosan LGA1(i), Tetracosan LGA1(j),
Pentacosane LGA1(K), Hexacosane LGA1(l), Heptacosane LGA1(m),
Nonacosano LGA1(n), Friedelin LGA2, Stigmasterol and y-Sitosterol LGAS3,
3-0-B-D-xylofuranosyl-(1’—3)-B-D-glycopyranosyl-(1"—2’)-a-rhamnopyranosyl(1”’—3’)-
hydroxy-12-en-28-oic acid LG-5Ac, protocatecuic acid PM1 and the
protocatecuate of methyl PM4. The structural identification of the metabolites
was performed using classical chromatographic techniques and spectrometric
methods such as: UV, IV, MS, 13C and 1H uni and bidimensional 1H NMR,
besides information obtained in the literature. The antioxidant activity was
evaluated by the method using DPPH and ABTS. The flavonoid content was
obtained by the method using Aluminum Chloride. And the determination of the
total phenolic content based on the Folin-Ciocalteau method. Biological assays
were performed by testing the larvae toxicity of Artemia salina Leach. The
antibacterial activity was tested with extracts of both species and isolated
substance, verifying a good result against S. aureus and S. epidermidis
bacteria.

Key words: Lonchocarpus gquilleminianus, Calycophyllum spruceanum,
phytochemistry, antioxidant, cytotoxicity, antimicrobial.
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Introducgao

A descoberta de farmacos a partir de produtos naturais juntamente com
a constante ameaca a biodiversidade através da destruicdo dos ecossistemas
e uma pequena parcela de entidades quimicas envolvidas, justifica
indiscutivelmente uma maior colaboracdo multidisciplinar e internacional na
exploragdo da natureza como uma fonte para geragdo de novos farmacos e
agentes bioativos. Neste contexto, a diversidade extremamente rica do Brasil e
paises vizinhos oferecem um potencial singular (Yunes, 2016).

O Brasil, que possui uma diversidade de vegetais com
aproximadamente 45 mil espécies, tem contribuido na geracdo de novas
substancias e na produgdo de principios ativos em diversos grupos de
pesquisa, que atuam em inumeras areas. Apesar de expressiva producao
cientifica, o pais ainda tem muito a avancar na producdo de novos
medicamentos (Cechinel Filho, 2015; Dutra et al., 2016).

Os biomas brasileiros como a Mata Atlantica, Cerrado e Floresta
Amazébnica tem sido fonte de plantas que sao utilizadas pela populagdo no
tratamento de doencgas tropicais como a esquistossomose, leishmaniose,
malaria e infecgbes fungicas e bacterianas (Duarte, 2006).

O Brasil é detentor de seis biomas terrestres — a Amazoénia, a Caatinga, o
Pantanal, os Pampas, a Mata Atlantica e o Cerrado, sendo os dois ultimos
considerados hotspots de biodiversidade, devido a perda de diversidade
decorrentes da urbanizagdo, agricultura e pecuaria, sendo ameacados e de
extingdo de suas espécies em um futuro préoximo, conferindo assim um grande
dano a riqueza que esses ecossistemas constituem (Ministério do Meio
Ambiente, 2011; Myers et al; 2000).

O uso do potencial terapéutico das plantas no tratamento de doencas é de
conhecimento de diferentes culturas dos mais distintos lugares desde a pré-
histéria (Coutinho et al., 2004). A relevante farmacopeia desenvolvida até o
século XIX e empregada na medicina tradicional foi base para o
desenvolvimento de farmacos isolados de plantas, como: Emetina (1817),
Colchicina (1820), Quinina (1820), Salicina (1827), Atropina (1831), Morfina
(1832), Quinidina (1833), Codeina (1848), Efedrina (1887), conforme mostra a
(Figura 1, p. 2.) (Yunes, 2016).
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Outras substancias isoladas posteriormente (Figura 2, p. 3) também
confirmam a importancia dos produtos naturais de origem vegetal no
desenvolvimento e descoberta de novos farmacos, como a Tubocurarina
(1935), Reserpina (1952), ginkgolido-B(1967), Taxodiona (1968), Paclitaxel
(1971) e a Colforsina (1977) (Barreiro, 1990).

H3CO
C -
HaCO N OCHjy
3 H
CoH [N
H2 5 Q OH
HN OCHg3 | _ H
N
OCHg3 OCHj3 .
Quinina
Emetina Colchicina
N/\CH3
HO
0.0
OH
OH
0 o) OH
OH
i 0]
Salicina .
Atropina Morfina
OH H
“CHs
CHj
Efedrina
Quinidina Codeina

Figura 1. Farmacos isolados de Plantas no Século XIX.
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3 IaHs 3C CH3 0

H on
HaC CHj Taxodiona

Ginkgolido B

Figura 2. Farmacos isolados de Plantas no Século XX.

Pela capacidade que as plantas possuem de biossintetizar os mais
variados tipos de estruturas moleculares, aumenta o interesse por essas
substancias das industrias farmacéuticas (fonte de novos farmacos), industria
agroquimica (fonte de inseticidas e fungicidas naturais, que causam menos
danos a saude humana), industria alimenticia (substancias naturais para
conferir cor, como os corantes e sabor aos alimentos) e industria cosmética
(produtos antioxidantes que combatem o envelhecimento, entre outros)
(Scheuermann & Cunha, 2006).

Os metabdlitos especiais presentes em plantas, frequentemente,
apresentam atividades bioldgicas interessantes. Entre as atividades bioldgicas
atribuidas as plantas medicinais, podemos citar: antifungica, antibacteriana,
antiparasitaria, anti-inflamatéria, alelopatica, antioxidante, e outras (Simbes et

al., 2001). Sendo assim espera-se que por meio de estudos fitoquimicos que

3
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envolvam isolamento, identificacdo estrutural e atividade bioldgica possam
contribuir na descoberta de novas substancias bioativas (Duarte, 2006).

Dentro deste contexto e motivado pela classe de metabdlitos especiais
peculiares a cada familia ou género as espécies selecionadas para este estudo
sao:

e Lonchocarpus guilleminianus, familia Fabaceae

e Calycophylum spruceanum, familia Rubiaceae
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1. Revisao da Literatura

1. 1. A Familia Fabaceae

A familia Fabaceae também conhecida como leguminosae (leguminosas)
possui ampla distribuicdo geografica e é uma das maiores dentre as
dicotileddéneas, sendo superada apenas pela Asteraceae. Compreende
aproximadamente 727 géneros e 19.325 espécies, estando representada em
todos os biomas brasileiros. Esta subdividida em trés subfamilias muito distintas:
Papilionoideae, Caesalpinioideae e Mimosoideae (Lewis et al. 2005).

A familia também apresenta grande importancia econémica pela produgéo
de alimentos, uma caracteristica tipica dessa familia é apresentar o fruto do tipo
legume, também conhecido como vagem.

Segundo Alexandre e colaboradores (1988), quase todas as espécies da
familia apresentam simbiose de suas raizes com bactérias fixadoras de
nitrogénio (Rhizobium). Esta caracteristica € de extrema importancia ecoldgica e
€ mais frequente na subfamilia Mimosoideae. Além disso, fatores quimicos,
fisicos e biolégicos do solo podem limitar a nodulagdo de espécies capazes de
formar esta simbiose.

Sao de habito variado podendo ser herbaceas, trepadeiras, arbustivas e
arboreas. Essa familia possui uma ampla distribuicdo nas regides temperadas e
tropicais.

v' Habito e folhas

Possui habito bastante variavel, desde minusculas ervas arbustos,
trepadeiras até arvores de grande porte. Seus representantes apresentam folhas
alternas e compostas, podendo ser pinadas, bipinadas, trifoliolares e digitadas.
Ha presencga de estipulas que podem ser de tamanho variado, muitas vezes a
estipula é transformada em espinho. Na base da folha e dos foliolos existem
articulagcbes chamadas, respectivamente, de pulvinos e pulvinulos, espécies do
género Mimosa usam essas articulagbes para movimentarem-se rapidamente
em resposta a agentes externos, essas plantas sao denominadas sensitivas
(Alexandre et al, 1998).
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v" Frutos

O fruto mais comum da espécie da familia Fabaceae € do tipo legume,
monocarpelar, seco e deiscente, a vagem. Entretanto, algumas espécies de
leguminosas formam frutos indeiscentes, como o amendoim (Arachis spp.),
samara (Machaerium spp.), entre outros (Fernandes, 2007).

Algumas atividades biolégicas sé&o descritas na literatura para os extratos
e substancias isoladas das diferentes espécies de Fabaceae, entre elas
atividades antitumoral, antiviral, antitérmica, anti-inflamatoria e estimulante (De
Oliveira, 2016).

A classe dos flavonoides e dos alcaloides sao conhecidas como
marcadores taxonémicos na quimica da familia Fabaceae. Entre os flavonoides
sdo encontrados flavondis, flavondis glicosilados, flavonas, isoflavonas,
chalconas entre outros. Enquanto que na classe dos alcaldides encontram-se

derivados de fenilalanina, tirosina e do triptofano entre outros (Harboner, 1981).

1. 2. O Género Lonchocarpus

O género Lonchocarpus, € um dos representantes da familia Fabaceae,
este representado por cerca de 100 espécies, com predominancia nas regioes
tropicais e subtropicais do globo terrestre.

No Brasil, sdo reconhecidas aproximadamente 23 espécies. Estudos
sobre a fitoquimica do género mostram a presenca de substancias fendlicas, das
quais podemos destacar as flavonas, chalconas, cromonas, flavanas, flavononas
e auronas (Lima et al., 2009; Magalhaes et al., 2007, Lawson et al., 2008).

Uma caracteristica dos flavondides produzidos por Lonchocarpus € sua
baixa polaridade e a presenga de anéis furanicos ou piranicos que podem estar
ligados ao nucleo flavonoidico em C-6/C-7 ou C-7/C-8 (Figura 3) formando

sistemas lineares e angulares respectivamente.

OR

OR O OR O
(1) 2)

Figura 3. Estrutura basica de flavonoides caracteristicos de Lonchocarpus.

1:estrutura linear; 2: estrutura angular.
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Varias atividades s&o atribuidas aos flavonoides isolados no género, onde
destacamos a atividade antimicrobiana (Magalhaes et al., 2007), gastroprotetora
(Campos et al., 2008), citotoxica (De Andrade et al.,, 2003), anti agregacao
plaquetaria (Fontenelle et al., 2005) e antimalarica (Khaomeck et al., 2008), entre
outras.

Até o momento encontra-se descrito na literatura o estudo quimico e
biologico de cerca de 30 espécies do género Lonchocarpus, dentre as quais
podemos citar: L.aff. fluvialis, L. araripenses, L. atropurpureus, L. campestris, L.
castilloi, L. chiricanus, L. costaricensis, L. cyanescens, L. cultratus, L. filipes, L.
floribundus, L. latifolius, L. minimiflorus, L. oaxacensis, L. obtusos, L. orotinus,
L.sericeus, L.yucatanenses, L. urucu, L. xuul, L montanus, L. subglaucescens,

L. nicou, L. muehlbergianus, L.euriocaulinalis, L. unifoliatus, L. salvadorensis, L.
laxiflorus e L. peninsulares.

No presente trabalho foi realizado um levantamento bibliografico dos
constituintes quimicos do género Lonchocarpus, podem ser agrupados de acordo
com material botanico da planta (folhas, madeira, sementes e raizes) mais
investigado. No grafico 1, verifica-se que o material botanico mais estudado no

género sao as raizes em seguida o caule, folhas e sementes.

Material Botanico mais estudado de
Lonchocarpus
20
15
10
5
0
Raizes Sementes Caule Folhas

Grafico 1. Material Botanico mais estudado de Lonchocarpus

O estudo fitoquimico das espécies do género Lonchocarpus permitiu a
identificacdo de aproximadamente 229 diferentes substancias, que estao distribuidas

entre flavonoides (70,74%), diterpenoides (1,31%), triterpenoides e esteroides
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(5,24%), estilbenos (3,49%),
(17,03%) que caracterizam o perfil quimico do género (Grafico 2, p. 10).

poliidroxialcaloides (2,18%) e outros compostos

Diterpenoides
1,31%

Porcentagem dos Constituintes Quimicos de

Lonchocarpus
Poliidroxial - Estilbenos
caloides 3,49%

2,18%

Triterpenoides
e Esteroides
5, 24%

Grafico 2. Propor¢ao dos constituintes quimicos de Lonchocarpus

A via biossintética dos flavonoides foi a mais representativa no fornecimento

de substancias isoladas e identificadas em diversos materiais botanicos de espécies

do género. Verificou-se também que os mesmos foram relatados em maior

quantidade nas raizes das plantas (Grafico 3).

Caule ___
14%

Flavonoides x Material Botanico

Sementes

14%

~

Raizes

0,
Folhas 4%

18%

Grafico 3. Flavonoides x Material Botanico

Entre os diferentes tipos de flavonoides encontrados a classe das chalconas e

flavonas foi a mais significativa (24,07%) e (23,45%) respectivamente, flavanonas e
flavanonois (20,37%), flavanas e flavonois (15,43%), rotenoides (9,87%), auronas

(4,32%) pterocarpanos (2,46%), conforme mostra o Gréfico 4, p.11.

10
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Classes de Flavonoides Encontradas no Género

Auronas
4,32% Pterocarpanos Chalconas

24,07%

Rotenoides
9,87%
Flavanas e

Flavonois
15, 43%

Flavanonas e
Flavononois
20,37%

Grafico 4. Classes de Flavonoides Encontradas no Género

1. 2. 1. Constituintes Quimicos Isolados de Espécies do Género

Lonchocarpus

Nas figuras abaixo estdo apresentadas as estruturas dos constituintes
quimicos mais encontrados em Lonchocarpus, onde se destaca a classe dos
flavonoides como a mais abundante, chalconas (Figura 4, p. 11 e 12), flavonas
(Figura 5, p. 12 e 13), flavanonas e flavononois (Figura 6, p.n13 e 14), flavanas e
flavonols (Figura 7, p. 14), rotendides (Figura 8, p. 15), pterocarpanos (Figura 9,
p.15), auronas (Figura 10, p. 15), diterpenoides (Figura 11, p. 16), triterpenoides
e esteroides (Figura 12, p. 16), estilbenos (Figura 13, p. 17), poliidroxialcaloides

(Figura 14, p. 17) e outras substancias (Figura 15, p. 17 e 18).

Rs

R, o
o, T 20O
O OR O

Rz

OR; O OH O ~
1 Ry=R,=R;=R,=Rg=H 4 R;=Me, R,=dimethylallyl, R;=R,=H 6 EZFA
2 Ry=Me, R,=dimethylallyl, R;=R,=Rs=OH 3 5 Ry=R,=H,R;=R,=OH 7R=Me

N R, d -
0 ] OCH, I R, ‘ OCHs ‘
o o o o
8 Ry=R,=H 10R=H
9 Ry=R,=0CH,0 11 R=allyl

12 R=dimethylallyl

Figura 4. Chalconas Isoladas do Género Lonchocarpus

11



Capitulo 1: Revisdo da Literatura

2017

R, O

15 R,= Ry=H, R,=R,=OMe

16 Ry=R,=H, Ry=R,=OMe

17 R;=OH, R,=OMe, Ry=R,=H
18 Ry=Ry=R,=H, R,= OH

25 (2),R,=Ry=H
26 (E),R;=R,=H
27 (E),R;=R,= OCH,0

"? R, ‘
4 =\ o ‘ o) R3
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35 R=CH,CHC(CHy),

S
OCH;0 O

39

Figura 4. Continuagao
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40 R1=R,=R3=R;=Rs=H

41 R1=R,=R3=H, R;=Rs=0OCH,0

42 R;=OMe, R,=R3=R;=Rs=H

43 R;=OMe, Ry=R3=H, R;=R;=0CH,0
44 R=R,=OMe, R3=R;=Rs=H

45 R;=R,=R;=R,=H, Rs=OMe

46 R=R;=R;=Rs=H, R,=OMe

47 R1=R;=R,=Rs=H, R,=OH

48 R;=R;=OMe. R,=R,=Rs=H

49 R=0OMe, R3=0-prenyl, R,=R,=Rs=H

33 R;=OMe, Ry=H, R3=R,=OCH,0
34 R4=OH, R,= dimethylallyl, R;=R,=H

OH O

36 R,=R,=dimethylallyl, R;= R,=H

37 Ry=dimethylallyl, R,= R3=R,=H

32 R,=R,=H, R;=OH, R,=dimethylallyl

OCH, O
21 (2), R;=R,=0CH,0
22 (E), Ry=R,=0CH,0
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OCH; OR O

30 R=C(CHj),CH=CH,

50 R,=R,=R;=H

51 R,=R;=OH, R,=OMe
52 R,;=R;=OMe, Ry=H
53 R,=R,=OH, Ry=H

Figura 5. Flavonas Isoladas do Género Lonchocarpus
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R, O
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Figura 5. Continuacéo

R, ©O OMe O
78 Ry=H, R,=-CH,CH=C(CHj),, Ry= -CH=CHC(OH)(CHj), 81 R=H
79 R;=OMe, R,=R,= -CH,CH=C(CHj), 82 R=OMe
80 R,=OMe, R,=Me, Ry= -CH,CH=C(CH),
Ry
R,

MeO

R, O

88 R,=R,=R,=Rs=H, R,=OH
89 R,=OH, R,=OMe, Ry=R,=Rs=H

90 R;=Rs=H, R,=R,=0OH, Ry=dimethylallyl

91 R;=H, R;=R4=R5=0OH, R;=dimethylallyl

92 R,=R,=0H, Ry=dimethylallyl, R;=Rs=H

93 R,=OMe, R,=R,=OH, Ry=dimethylallyl, Rs=H
94 R,=R,= Rg=H, R,=OH, Ry=dimethylallyl

95 R,=R,=R,=0H, Ry=dimethylallyl, Rs=H

96 R=H, R,=OMe=R,=Rs=0H, R;=dimethylallyl

97 R;=R,=H, R;= OMe
98 R;=R,=-OCH,0-, Ry=H

R, O

83 Ry=R;=OH, R,=R,=3,3-dimethylallyl, Rs=H
84 Ry=R,=Rs=OH, R,=R,=3,3-dimethylallyl

85 Ry=R,=Rs=0H, R,=3,3-dimethylallyl, R,= -CH,CHOHCOH(CHj),
86 R{=R;=OMe, R,=Rs=H, R,=3,3-dimethylallyl

87 Ry=R,=OH, R,=Rs=H, R,=3,3-dimethylallyl

99 R,=R,=R,;=R,=Rs=H
100 R;=R,=R;=Rs=H, R,=OMe

101 R;=R;=R,=Rs=H, R,=OMe

102 R;=R,=Rs=H, Rz=R,= -OCH,0-

103 R;=R,=Rs=H, R;=R,=OMe

104 Ry=OH, R,=Ry=R,=Rs=H

105 Ry=OMe, R,=Rs=H, Ry=R,= -OCH,0-
106 R;=OMe, R,=R,=R,=Rs=H

107 R;=R,=R;=R,=H, Rz=OH

Figura 6. Flavanonas e Flavononois Isolados do Género Lonchocarpus
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109

Figura 6. Continuacéo

Rs

Ry

R4 R, Rs

Re R 111 R;=R,=R,=R,=OMe, Rs=Rs=H

120 R,=R,=R;=R, = OMe, Rs=Rs= OCH,0

121 R,=R,=R;= OMe , R,= Rs=R¢= H

122 2,4 cis R;=R,=OMe, Ry;=OH, R,=R5=Rg=H
123 2,4 trans R;=R,=OMe, R;=OH, R,=Rs=Rg=H
135 R,=R,=H, Ry=R, =OMe, Rs=Rg=H

112 R1= R2= R3= R4=OMe
113 R=Me

Ry Ry
Ry Ry

114 R,=R,=OMe, Ry=R,=H 117 R;=Ry=R4=Rs=OMe, R;=Rs=R,=H
115 R;=R,=Rs=OMe, R,=H 118 R;=R,=Ry=R¢=OMe, R;=Rs=OCH,0, R,=H
116 R;=OMe, R,= OEt, Ry=R,=H 119 R;=R,=R,=OMe, Ry=H, R,=Rs=OCH,0, R,=H
124 R,=OMe, Ry=R;= 0,C(CHg); R,=H 131 R;=R,=R¢=R,=OMe, Ry=R,=Rs=H
126 R;=OMe, R,=R,=epoxi,R, =H 132 R;=Rg=R,=OMe, R,=OH, Ry=R,=Rg=H
127 R;=R,=R,=OMe, R, =OH 133 Ry=R,=Rg=OMe, R,=0CH,CH=C(CHj), R;=R,=Rs=H
128 R;=R,=OMe, Ry=OH, R,=H 134 R;=Rg=OMe, Ry=OH, R;=OCH,CH=C(CHy), Ry=R,=Rs=H

129 R;=R,=OMe, Ry=0OAc, R,=H
130 R;=OMe, R,=R;=OH, R,=H

Figura 7. Flavanas e Flavonois Isolados do Género Lonchocarpus
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136 R1= Hy R2=OH, R3=R4=OME, R5=H 137 R1=H, R2=OH, R3=R4=OM8, R5=R6=Me

139 R1=R,= H, Ry=R,~OMe, Rs=H 138 R,=R,=H, R;=R,=OMe, Rs=Rs=Me

148 R,=0H, Ry=H, Ry=R,;=OMe, Rs=H 142 R;=H, Ry=R,=OMe, Rs=CH,OH, R,=OH, Rs=Me
149 R,=R,=0H, R;=R,=OMe, Rs=H 143 R;=R,=H, R3=R;=OMe, Rs=CH,0H,Rs=Me

140 R,=R,=H, R;=R,=OMe, Rs=OH 150 Ry=OH, Ry=H, Ry=R,=OMe, Rs=Rs=Me

141 R,=R,=Rs=H, R;=R,=OMe

146 R,=R,=H, R;=R,=OMe (6'S)
147 Ry=H, R,= OH, Ry=R,= OMe (6'R) 144 R,=R,= H, Ry=R,= OMe
145 R,=H, R,=0H, R,=R,=OMe

151
Figura 8. Rotenoides isolados do Género Lonchocarpus
(0]

152 R,=OH, R,=H, R;=OMe 0 o>

154 R1=0Me, R2=OH, R3=0Me 155 R1=OM8, R2=H, R3=OMG 153
Figura 9. Pterocarpanos Isolados do Género Lonchocarpus

© O OMe Ri
W
OMe
161 Ry= R,=H

156 R;= Ry=Ry= R,=OMe, Rs=H

159 R,=R,=R,=Rs=H, R;=OMe

160 R,=R,=H, R;=OMe, R,=Rs=OCH,0 157 R,;=OMe, Ry=R;=H
158 R;=OMe, Ry=R;=OCH,0O

162 R,=R,=0OCH,0

Figura 10. Auronas Isoladas do Género Lonchocarpus
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163 R,=R, = COOH
164 R,=CHO, R,=COOH
165 R,=COOH, R,=COOMe

Figura 11. Diterpenoides Isolados do Género Lonchocarpus

170 R=H
169 171 R=Me
172

173

174 175 R,=OH, R,=COOH
176 R;=COOCH;, R,=COOH
177 Ry=OH, R,=CH,OH

Figura 12. Triterpenoides e Esteroides isolados de Lonchocarpus
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178 Ry= Ry=H, R,=OH, R,=OMe,R5=CH,CHC(CHs),
179 Ry=Rs=CH,CHC(CH,), R,=R,=OH, Ry=H 181 R=H
180 R,=Rs=H, R,=R,=OH, Ry=CH,CHC(CHs), -

182 Ry=R;=Rs=H, R,=R,=OMe 184 R=CH,CHC(CHs),
183 Ry=R4=CH,CHC(CH;), R;=OMe, R,=OH

185

Figura 13. Estilbenos isolados do Género Lonchocarpus

Rs
RO OR
R, R,
RO OR
N Rs
| R; N
R |
R
186 R=H 187 R,= H, R,=R;=R,=Rs=OH

188 R,=H, R,=R;=R,=Rs=0COMe
189 Ry=R,=H, Ry=R,=Rs=0OH
190 R,=CH,0OH, Ry=R4=R,=R5=OH

Figura 14. Poliidroxialcaloides Isolados do Género Lonchocarpus

o
(¢]
HO/M\ 04\6/)\ o HO
n n n n
o
191 n=11

- _ 194 n=12
192 n=12 195 n=12

204 n=14
193

HO

AR T

197 n=17 138 22?5
200 n=15

196 205

Figura 15. Outras Substancias isoladas do Género Lonchocarpus
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202

(0]

MeO)Léﬁ/\
n

o)

o 209 n=5 216 n=17
| \ 210 n=11 217 n=18

211 n=12 -
OH MeO 218 n=19
N 9 O\ n 212 n=13 219 n=20
./< 213 n=14 220 n=21
207 214 n=15 221 n=22
OH 208 n=7 215 n=16 222 n=23

HO
n
224 n=23 O
225 n=27 226
co2
OCH;
OCH,
227
O
CO,H

OCH,
OCH;

228
Figura 15. Continuacgéao

1. 2. 2. Atividades Bioldgicas das Substancias, Fragoes e Extratos de Espécies

do Género Lonchocarpus

As principais atividades bioldégicas encontradas para algumas substancias
isoladas de Lonchocarpus estdo descritas na Tabela 1, p.19. Dentre as atividades

encontradas destacam-se a antimicrobiana, larvicida, gastroprotetora e antitumoral.
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Tabela 1. Principais atividades biolégicas de alguns compostos isolados das

espécies de Lonchocarpus.

Substancia

Atividade Bioldgica

Ref.

Lonchocarpina 1

Derricina 4

Efeito inibitério
concentragcao-dependente
sobre o desenvolvimento

embrionario de ovos de
ourigo-do-mar Lytechinus
variegatus;
Atividade citotdxica sobre
células de leucemia
linfocitica de origem
humana;
Atividade antiagregante

plaquetaria;

(De Andrade et al., 2003)

(Fontenele, 2004)

Pongamol 10
Lanceolatina B 56
Isolonchocarpina 99
Derriobtusona A 157
Medicarpina 152

Atividade contra

Staphylococcus aureus;

(Magalhaes et al., 2007)

Pongamol 10

Atividade contra Bacillus
subtilis e Cladosporium

cladosporioides;

(Magalhaes et al., 2007)

2’-hidroxi-8-(a,a-dimetilalil)-2”,2*

dimetilpirano-(5”,6:3’,4’)-
dibenzoilmetano 6
2”,2”dimetilpirano—(5",6":8,7)
-flavona 40
4’-metoxi-[4”,5":7,8]-
furanoflavona 60

Atividade contra Fusarium
oxysporum e

Rhizopusorizae,

(Magalhaes et al.,2007)

Pongamol 10

Lanceolatina B 56
Derriobtusona A 157
(E)-7-O-metoxipongamol 13
pongamol 10

(E)-7-O-metoxipongamol 13

Atividade citotdxica contra

larvas de Artemia Salina;

(Magalhaes et al., 2007)
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2’-methoxy-(27,37,4°,3’)-
furanodibenzoilmetano 31
2’-0-(3,3-dimetilalil)-8-a,a-
dimetilalil)-furano-(4”,5":3'4’)-

dibenzoilmetano 35

Jaiacanol 95 Ativo contra o fungo (Alvez-Solano et al.,2000)
causador do apodrecimento

da madeira Postia placenta;

Dihidrospinochalcona-A 36 Induz significativo efeito (Avila-Villarreala et al.,
Iso-cordoina 37 relaxante de uma maneira 2013)
dependente da concentracao
em anéis da aorta de ratos
pré-contraidos com

noradrenalina;

Sumatrol 148 (Blatt et al., 2002)
Rotenona 139

Villosinol 149

12a-Hidroxirotenona 136 Atividade contra o cancro do

Tefrosina 137 pulmao;

Maackiaina 153

Sumatrol 148 Atividade contra células (Blatt et al., 2002)

humanas astrocitoma;

Rotenona 139 Atvidade contra linhas (Blatt et al., 2002)

celulares do cancro humano;

Atividade contra as linhas de  (Blatt et al., 2002)
Isoglabracromeno 105 células do cancer: do
pulmao, de pele, de préstata,
carcinoma epidermoide,

ovario e neuroblastoma;

3-metoxi-6-O-prenil- Efeito gastroprotetor; (Campos et al., 2008)
2”,2"dimetilpirano—
(57,67:8,7)-flavona 49

Chiricanina A 180 Efeito antifungico contra (loset et al., 2001)

Cladosporium cucumerinum;

20



Capitulo 1: Revisdo da Literatura | 2017

Longistilina C 178 Propriedades téxicas contra  (loset et al., 2001)
Longistilina D 179 larvas de Aedes aegypti

Chiricanina A 180

3,5-dimetoxistilbeno 182

Pongamol 10 Atividade antioxidante (Santos, 2008)
frente ao radical livre DPPH

Na literatura encontram-se também diversos relatos de atividades bioldgicas
em extratos brutos e fracbes de espécies de Lonchocarpus. Fontenele e
colaboradores (2005) trabalhando com o extrato em hexano das cascas das raizes
de L. sericeus mostraram seu efeito inibitério sobre o desenvolvimento embrionario
de ovos de ourigo-do-mar (Lytechinus variegatus), atividade antiedematogénica nos
modelos de edema de pata induzidos por carragenina, e redu¢ao do dano tissular
induzido por acido acético em ratos, evidenciado através de seu efeito inibitério
sobre a atividade da mieloperoxidase. Foi verificada também a presenga de
atividade citotdxica, antiinflamatéria, analgésica e antiagregante plaquetaria. Estes
efeitos podem estar relacionados com a presenca das chalconas lonchocarpina e
derricina, presentes no extrato.

Garcia e colaboradores (2013) verificaram o efeito alelopatico do extrato
aquoso de folhas de L. cultratus (Vell.) secas em estufa, onde foi observado seu
efeito inibitério sobre o crescimento de Lactuca sativa (alface).

Gusmao e colaboradores (2002) verificaram a atividade larvicida do extrato
em etanol de L. urucu sobre a estrutura da matriz peritréfica do mosquito de Aedes
aegypti. A suspensao aquosa desse extrato mostrou uma LCsy = 17,6 ug/mL apos
24h de tratamento sobre as larvas do quarto estadio do mosquito.

Alécio e colaboradores (2011) verificaram a atividade fagorepelente de L.
floribundus do extrato em acetona das raizes. O extrato na concentragédo de 1%
(m/v) reduziu ingestao de folhas pelos individuos adultos de Cerotoma tingomarianus
(praga de maior importancia para a cultura do feijoeiro).

Magalhaes e colaboradores (2002), verificaram que os extratos em metanol
das raizes de L. cultratus, L. latifolius e L. subglaucescens, espécies nativas do
Brasil, mostraram atividade citotoxica sobre as larvas de Artemia salina. Esse efeito
também foi verificado por Santos (2008) nos extratos de éter de petréleo,

diclorometano e metanol das cascas e do cerne das raizes de L. filipes. O extrato de
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éter de petréleo das cascas das raizes de L. filipes, também foi ativo contra a

bactéria Rhodococcus equi.

1. 3. A espécie Lonchocarpus guilleminianus

A espécie L. guilleminianus apresenta os seguintes nomes populares:
embira de porco, embira de sapo, falso timbd, pau de canzil. Possuindo uma
altura média de 10 a 18 metros, suas folhas sdo compostas imparipinadas, sete
foliolos com 8 cm de comprimento, suas flores se apresentam em cacho roxo ou
réseo, seus frutos sdo vagens de 4 a 6 cm de coloragdo marrom claro e
possuem 3 a 5 sementes por vagem (Figura 16). Esta arvore é mais encontrada
no nordeste de Minas (Vale do Jequitinhonha), regido de cerrado. Apresenta
uma floragdo exuberante. Bastante rustica, € mais comum em areas
desmatadas, entre a vegetacdo rasteira, (arvores do Brasil, informagdes e
estudos sobre arvores nativas brasileiras, disponivel em

http://www.arvores.brasil.nom.br/embira1/index.htm).

Figura 16. Lonchocarpus guilleminianus

Fonte: http://www.viveiroflorestal.com.br/produtos_detalhes.php?produto=828
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O posicionamento sistematico da espécie Lonchocarpus guilleminianus

esta descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Enquadramento Taxondmico de Lonchocarpus guilleminianus

Enquadramento Taxonémico

Diviséo Angiospermae

Clado Eurosideas |

Ordem Fabales (em Cronquist (1981) é classificada em Rosales)
Familia Fabaceae (em Cronquist (1981) é classificada em

Leguminosae)

Subfamilia Faboideae (Papilionoideae)
Género Lonchocarpus
Espécie Lonchocarpus guilleminianus (Tul.) Malme
Sinonimia botanica Lonchocarpus neuroscapha Benth

Fonte: http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/gestor/especies_arboreas_brasileiras/arvore

1. 4. A Familia Rubiaceae

A familia possui distribuicdo cosmopolita, inclui aproximadamente 550
géneros e 9000 espécies sendo que no Brasil ocorrem cerca de 120 géneros e
2000 espécies, esta concentrada nos tropicos e corresponde a uma das
principais familias da nossa flora, como um importante componente em quase
todas as formacoes naturais.

Uma das principais espécies de interesse econdémico da familia € o café
(Coffea arabica), mas também é a familia do jenipapo (Genipa americana), do
pau mulato (Calycophyllum spruceanum) e de varias espécies ornamentais,
como o jasmim-do-cabo (Gardenia jasminoides), a ixora (Ixora spp.), a
mussaenda (Mussaenda spp.), a pentas (Pentas lanceolata) e a serissa (Serissa
foetida). A familia possui espécies daninhas que provocam prejuizos ao setor
agropecuario brasileiro, conhecidas popularmente como erva-de-rato, entre elas
podemos citar Borreria, Richardia e Diodia, que sdo espécies causadoras de
intoxicacdo ao gado, pertencentes principalmente aos géneros Psycofria e

Palicourea (Vinicius, 2000).
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A espécie Psycothria viridis € muito difundida entre os indigenas e os
adeptos do movimento religioso Santo Daime, pois quando é utilizada em
associagao com o cipd malpighiaceo Banisteriopsis caapi, obtém-se uma bebida
conhecida como ayahuasca.

Na literatura existem estudos fitoquimicos de representantes desta familia
que revelam uma grande variedade de metabdlitos especiais, tais como iridoides
(Moura, 2006), alcaloides (Henriques et al, 2004), antraquinonas (Ling et al,
2002), lignanas (Silva et al, 2006), flavonoides, derivados fendlicos, triterpenos,
diterpenos, cumarinas (Luciano et al, 2004), etc., possuindo um significativo
potencial biolégico. A Uncaria tomentosa espécie da familia e conhecida
popularmente como unha de gato utilizada no tratamento de reumatismo e
artrite, por conseguinte as espécies dessa familia sdo amplamente utilizadas na

medicina popular e na fabricagao de fitoterapicos.

1. 4. 1. Género Calycophyllum e espécie Calycophyllum spruceanum
(BENTH) HOOK F. EX SCHUM.

Segundo Brako & Zaruchi (1993), o género Calycophyllum esta
representado por 46 espécies. O nome Calycophyllum é derivado do grego
KAAu¢ (Kalos), que significa bonito e @iIAAov (Phyllum) o que significa folha. O
nome da espécie spruceanum € uma homenagem ao naturalista Inglés, Richard
Spruce (1817-1983) (Marieta, 2011).

C. spruceanum apresenta a sinonimia Eukylista spruceana Benth., e os
seguintes nomes populares: pau-mulato-da-varzea, pau-mulato, mulateiro,
mulateiro-da-varzea, escorrega-macaco, pau-marfim e capirona. Sua distribuigao
geografica é principalmente na Regidao Amazoénica e a sua altura é em média de
20a35m.

v Caracteristicas morfologicas

Um tronco retilineo e esguio, ramificado apenas na ponta, com casca fina
de coloracao esverdeada quando nova, tornando-se marrom ou castanho-escuro
(Figura 17); seu tronco descasca anualmente em longas tiras, deixando exposta
a camada interna avermelhada e sua textura lisa, com aparéncia de ter sido
envernizada. Pode atingir de 20 a 30 metros de altura com caule extremante
decorativos, por apresentar essas qualidades tornou-se uma das melhores
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opcoes de plantio em alamedas na entrada de propriedade, uma das mais
famosas alamedas plantadas com essa arvore da familia das rubiaceas esta
localizada no Jardim Botanico do Rio de Janeiro.

v Flores

S&o aromaticas, branco-esverdeadas, de 10-12 mm de comprimento.

v Frutos

Trata-se de uma capsula elipcoidal deiscente de 10 mm de comprimento,
pelos esparsos e duas valvas, suas sementes aladas muito pequenas, de cor
parda escura e dispersa pelo vento. As sementes comegam a germinar em 20-
40 dias e o indice € baixo. As mudas ficam prontas para o plantio em local
definitivo entre 7 a 8 meses. O desenvolvimento das plantas no campo é
moderado, o tronco rebrota com facilidade. O seu periodo de florescimento e
frutificacdo acontece durante os meses de junho-julho, ja a maturagao dos frutos
ocorre nos meses de outubro-novembro.

Por possuir uma madeira pesada, dura, resistente a deterioracdo e de
facil manuseio possui significativa aplicabilidade sendo empregada em molduras,
artigos torneados, cabos de ferramentas, raquetes de ténis e ping-pong, vigas,
caibros, esquadrias, pisos, compensados, construgdo naval e lenha. E uma
arvore extremamente ornamental, empregada na formagao de aléias, alemedas
e cercas vivas e indicada para plantio misto em areas ciliares degradadas.

Suas principais propriedades medicinais sdo: a cicatrizante, a
antimicdtica, a antibacteriana, a antioxidante, a antiparasitica, a repelente e a

inseticida, sendo empregada inclusive em cosméticos (Santos et al, 2016)
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Figura 17. Calycophyllum spruceanum

Fonte:http://www.safarigarden.com.br/muda-de-pau-mulato-calycophyllum-spruceanum.

Estudos realizados por Zuleta e colaboradores (2003) com a espécie
revelaram o isolamento de trés seco-iridoides (3, 4 e 5), inéditos a época,
juntamente com outros dois iridoides (6 e 7) e 3 seco-iridoides (8, 9 e 10)

conhecidos. Todas as substincias isoladas demonstraram atividade

antitripanossdmica semelhantes a da secologanina (11) (Figura 18).
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Figura 18. Estrutura de seco-iridoides e iridoides isolados de Calycophyllum

Spruceanum
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2. Objetivos
2. 1. Objetivos Gerais

O trabalho proposto tem por objetivo contribuir para o conhecimento do
perfil quimico das espécies L. guilleminianus e C. spruceanum. Assim como,
avaliar as atividades antioxidante e bioldégica de seus extratos e substancias

puras.

2. 2. Objetivos Especificos

e Elaborar extratos brutos, empregando os solventes hexano,
diclorometano, acetato de etila, metanol e metanol/agua;

e Realizar o fracionamento cromatografico dos extratos;

e |Isolar e identificar os metabdlitos especiais contidos nas fracdes,
utilizando  técnicas  cromatograficas  classicas e métodos
espectrométricos tais como: UV, IV, EM, RMN de ™C e 'H uni e
bidimensionais;

e Submeter os extratos, fragbes e subtancias puras a ensaios bioldgicos,
envolvendo a citotoxicidade, frente as larvas de Artemia salina, e a
atividade antibacteriana (bactérias dos géneros Escherichia,
Burkholderia e Staphylococcus);

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos brutos, utilizando-se
métodos indiretos (redugao dos radicais livres 2,2-difenil-1-picrilidrazila e
ABTS*");

e Quantificar o teor de fendis e flavonoides totais dos extratos brutos.
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3. Materiais e Métodos

3. 1. Equipamentos e Materiais de Consumo

No processo de extragdo, fracionamento e purificagdo foram utilizados

0s seguintes equipamentos e materiais de consumo:

o Na etapa de extracdo bem como no fracionamento e purificagdo os
solventes utilizados foram de grau P. A. e procedéncia Merck, Sigma-Aldrich,
Synth e Vetec. Nas analises por RMN utilizou-se solventes deuterados de

procedéncia Cil (Cambridge Isotope Laboratories, Inc).

o Nas separagdes cromatograficas em coluna, foram utilizadas, silica gel
60 (0,063-0,200 mm), silica gel 60 (0,040-0,063 mm) e silica gel 60 (0,2 — 0,5
mm) de procedéncia Merck e Vetec; Diaion HP-20 e XAD-2, procedéncia
Supelco; silica de fase reversa RP-2 e RP-18, procedéncia Merck e Sephadex

LH-20, procedéncia Pharmacia.

o Nas andlises comparativas através de cromatograma em camada
delgada analitica (CCDA) utilizou-se cromatofolhas de silica gel 60 F2s14 € RP-

18 F,54 ambas de procedéncia Merck, cromatofolhas de celulose, Merck.

° A revelagcdo das cromatoplacas foi efetuada através de irradiagdo com
luz na regido do ultravioleta em comprimento de onda 254 e 366 nm e/ou com
reveladores cromogénicos (vanilina sulfurica, sulfato cérico, solugao alcodlica

de cloreto férrico, orcinol sulfurico).

o O critério de pureza inicial adotado foi a observacdo de uma unica
mancha em cromatografia de camada delgada analitica (CCDA), variando-se a

fase movel e reveladores.
o A concentracao dos extratos e fragbes foi efetuada sob pressao reduzida

em evaporador rotativo, Buchi B-480 e Fisatom 802. As solugbes aquosas

foram liofilizadas em liofilizador Thermo Savant.
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o Na obtencdo dos pontos de fusao foi utilizado o aparelho manual
MQAPF — 301 da Microquimica. O equipamento é composto por uma lupa para
acompanhamento da fusédo da substancia, através do bloco metalico aquecido,

sobre o qual é depositada a amostra entre laminulas.

o Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em pastilhas de
KBr grau espectroscopico, com leituras na regiao de 4000 a 400 cm™ em um

espectrometro IRAffinity-1 Shimadzu.

o Os espectros na regido do ultravioleta foram obtidos em
espectrofotometro Bel Photonics 1105 com faixa espectral de 320 -1000 nm e
espectrofotometro UV-1800 Shimadzu, com varredura entre 200 e 1000 nm

com amostras dissolvidas em MeOH ou BuOH ou EtOH em cubetas de 1cm.

o Os espectros de gas acoplados ao massas (CG-EM), foram obtidos em
aparelhos GC-MS QP 5050 Shimadzu e CG-MS 5975C Inert XL EI/CI/MS
Agilent Technologies. Espectrobmetro de massas de alta resolugdo LCMS-IT-

TOF equipado com fonte de ionizagao por electronspray, Shimadzu.

o Os espectros de Ressonadncia Magnética Nuclear de Hidrogénio e
Carbono-13 para as substancias foram realizados a temperatura ambiente e
dissolvidas em metanol ou cloroférmio ou dimetilsuféxido deuterados,
empregando-se tetrametilsilano (TMS) como referéncia. Utilizou-se
espectrometro Brucker Ascend 500 MHz em campo de 500 MHz (RMN 'H) e
125 MHz (RMN ™C). Os deslocamentos quimicos (8) foram indicados em ppm

e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

Balanca analitica, AG-2000, Gehaka;

e Camara escura com lampada de luz ultravioleta (254 e 365nm), Cienlab
e Micropipetas de volume ajustavel de 10 a 100 uL — LABMATE;

¢ Moinho tipo Wiley

e Centrifuga Daiki, modelo 80-2B
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3. 2. Reagentes e Solventes Utilizados:

e Acetato de etila;

e Alcool etilico;

e Anidrido acético;

e Cloreto de aluminio hexaidratado;

e Cloroférmio;

e Cloroférmio deuterado;

e Diclorometano;

o Eter etilico;

o Eter de petrdleo;

e Hexano;

e Metanol,

e Metanol deuterado;

e N-butanol,

e DMSO (dimetilsulféxido) deuterado;
e Solugao de Sulfato de Cobre (CuSOy);
e Solugao de Cloreto Férrico (FeCls);
e Sulfato de Sédio anidro (Na;SOy).

O levantamento bibliografico foi realizado através de pesquisas

bibliograficas de periddicos em bibliotecas e sitios disponiveis na INTERNET.

Todos os fracionamentos cromatograficos foram monitorados por
cromatografia em camada delgada analitica de silica gel (CCDA). As
cromatofolhas foram observadas sob luz visivel e ultravioleta (254 e 365 nm)
antes e apos revelagdo com vanilina sulfurica e ou cloreto férrico. As fragdes
foram reunidas conforme os seus perfis cromatograficos e transferidas para
frascos previamente tarados e mantidas em capela de exaustdo, para

eliminagao do solvente remanescente.
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4. Estudo Quimico de L. guilleminianus e C. spruceanum
4.1. Isolamento e Purificagao dos constituintes Quimicos da Espécie

L. guilleminianus

4.1. 1. Operagoes Preliminares

v Coleta e Identificagao do Material Botanico

A madeira de um espécime de L. guilleminianus foi coletada na Reserva
Florestal do Vale, em Linhares — ES, onde se encontra uma exsicata de n°
6463 no herbario CVRD (Herbario da Reserva Natural Vale).

v Secagem e moagem do material vegetal

A madeira de L. guilleminianus apés seca a temperatura ambiente foi
cortada em pequenos pedagos e moida em moinho de facas tipo Willey. O

procedimento resultou em 800 g de material vegetal seco e moido.

4. 1. 2. Preparagao dos extratos brutos

O material vegetal seco e moido (800 g) foi submetido a extracdo por
maceragdo exaustiva em ordem decrescente de polaridade, utilizando os
seguintes solventes: hexano, acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e
metanol/ agua [MeOH/H,O (8:2)]. As solugbdes obtidas foram evaporadas em
evaporador rotatorio, e deixadas em capela de exaustdo até peso constante ou
entao liofilizadas para remogao de tragcos de agua.

O procedimento resultou em 668,4 mg de extrato em hexano ( 0,08 % da
massa do material seco), 4,03 g de extrato em AcOEt (0,5 % da massa do
material seco), 13,17 g de extrato em MeOH (1,72 % da massa do material
seco), 26,73 g de extrato em MeOH/H,0 (3,34% da massa do material seco). O
resumo do procedimento realizado para a obtencdo dos extratos esta descrito

na Figura 19, p.40.
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Madeira LGM

L. guilleminiaus
(800 g)

Y Y

Extrato em Extrato em EX'Ula'g:m Extrato em
Hexano AcOEt e MeOH/H,0O
LGMN LGMA LGMM LGMHZ

668,4 mg 4,039 13179

26,73 g

Figura 19. Preparagao dos extratos brutos da madeira de L. guilleminianus

4. 1. 3. Testes quimicos qualitativos para identificagdo de metabdlitos
secundarios

Teste para identificagao de fendlicos em geral, flavonoides e taninos

Visto que o género Lonchocarpus revela a presenga de substancias
fendlicas (Lima et al., 2009; Magalhdes et al., 2007, Lawson et al., 2006),
preliminarmente ao isolamento e determinacdo estrutural dos constituintes
quimicos dos extratos brutos de L. guilleminianus, foram realizados testes
quimicos qualitativos para identificagcdo de fendlicos em geral. Para tal, foram

realizados testes com Cloreto Férrico (FeCls) e Cloreto de Aluminio (AICIs).

v' Reagao com FeCl;

Dilui-se o extrato com agua na proporgao de 1:5, em seguida colocou-se
em tubos de ensaio 5 mL do extrato diluido, adicionou-se pela parede dos
tubos 1 gota de cloreto férrico 2%. O desenvolvimento de coloragao pode variar
entre verde, amarelo castanho e violeta de acordo com o tipo de composto
(Mouco, Bernardino & Cornélio, 2003).

v Reagdo com AIClI;

Sobre uma placa de toque, depositou-se em cada cavidade algumas
gotas dos extratos AcOEt, MeOH e MeOH/H,O. Em seguida, colocou-se em
cada cavidade 1 gota de solugdo de AICl; 5% em etanol. Verificou-se o
comportamento dos extratos sob a luz ultravioleta. Como padrao utilizou-se o

flavondide quercetina. O aparecimento de fluorescéncia indica a presenca de
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substancias fendlicas e flavondides em geral (Mouco, Bernardino & Cornélio,
2003).

4. 1. 4. Fracionamento dos extratos brutos e purificacao das substancias

de L. guilleminianus

4.1. 4. 1. Tratamento cromatografico do extrato em MeOH/H.O da madeira

de L. guilleminianus

O extrato em MeOH/H,0 da madeira de L. guilleminianus foi dividido em
duas partes. Uma aliquota de 14,0 g foi ressuspendida em MeOH/HO (1:1).
Uma parte do extrato ndo foi soluvel e apés um tempo em repouso houve a
formagcdo de um precipitado (parte insoluvel, LGMH-02) e um sobrenadante
(parte soluvel, LGMH - 01). O precipitado (LGMH-02) foi cuidadosamente
separado do sobrenadante através de filtracdo sobre papel de filtro e deixado
em capela de exaustdo para evaporagao de tragcos de solventes, originando
2,39 g de material sélido. Em seguida foi adicionado uma mistura de MeOH e
AcOEt o que ocasionou em formacdo de um novo precipitado que foi
submetido ao mesmo tratamento descrito anteriormente. O procedimento
resultou nas fragdes LGMH-06 (precipitado; 1,12 g) e LGMH-7, que foi obtida
apos reducado do volume em evaporador rotatério e capela de exaustao até
para produzir 1,06 g de material sdlido.

A fragado LGHM-01 foi submetida a parti¢cao liquido/liquido, com AcOEt e
em seguida n- butanol (BuOH). Esse procedimento resultou em trés fragbes: as
fracdes organicas em AcOEt (3,5 g) e em BuOH (8,09 g) e a aquosa (LGMH-L)
que foi submetida a liofilizagdo originando 753 mg de material solido.

A fracdo em AcOEt foi ressolubilizada com uma pequena quantidade de
MeOH e em seguida adicionou-se AcOEt até formacao de precipitado (LGMH-
03; 755 mg) que foi cuidadosamente separado do sobrenadante através de
filtracdo em papel de filtro. O sobrenadante obtido apresentou uma fase oleosa
mais pesada que a mistura MeOH/AcOEt e que foi separada utilizando-se um
funil de separacdo. A mistura MeOH/AcOEt teve seu volume reduzido em
evaporador rotatério e o residuo de solvente remanescente foi deixado em

capela de exaustao até produzir um solido codificado de (LGMH-04; 1,5 g). O
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oleo (LGMH-5; 1,16 mg) também foi deixado em capela de exaustdo para

eliminar residuo de solvente.

O fluxograma resumido do tratamento cromatografico do extrato em

MeOH/ H,0 esta descrito na Figura 20.

Extrato em
MeOH/ H,O LGMH
14 g
Solubilizagéo
MeOH
Y \
Residuo, Parte solavel
nao soluvel
LGMH-02 LGMH-01
2,39 .
9 Particéo
Precipitagédo liquido-liquido
MeOH AcOEt
AcOEt BuoH
LGMH-06 LGMH-7 )
1,06 g
1129 \j * =
Fragdo em Fragcao aquosa
Fragdo em BuOH, 8,099
AcOEt
3,59
Liofilizagao
MeOH
Precipitagao
LGMH-L *
peso =753 mg
Sobrenadante Oleo LGMH-05
2 fases 1,16 mg
precipitado
LGMH-03
755 mg evaporador
rotatério

Solido, LGMH- 04 *
1,5 mg

* Fragdes ndo trabalhadas devido a complexidade do tratamento cromatografico em CCDA

Figura 20. Fluxograma resumido do tratamento cromatografico do extrato em

MeOH/H,0O da madeira de L. guilleminianus
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4.1. 4. 2. Purificagao da Fragao LGMH-03

A fracdo LGMH-03; (755 mg) foi adicionada uma mistura de MeOH:H,0O
(1:1). O procedimento resultou em duas fases. A parte soluvel teve seu
volume reduzido em evaporador rotatério e o residuo de solvente
remanescente foi deixado em capela de exaustao até produzir um sélido (700
mg) que foi submetido a filtracdo em coluna de vidro empacotada com
Sephadex LH-20, utilizando como eluente: MeOH e em seguida MeOH/CHCI3
(70:30). Esse procedimento resultou em 75 fragbes que foram reunidas por
semelhanca de Rf em CCDA.

A subfracdo (31- 46, 151 mg) foi submetida ao mesmo procedimento
anterior resultando em 47 fragdes, que foram reunidas por semelhanga de Rf
em CCDA. As fragbes (20 - 28, 12 mg) apresentaram-se como um soélido
amarelo, codificada como LG-04. O fluxograma resumido para a obtencao da

substancia LG-04, esta descrito na Figura 21.

Figura 21. Fluxograma resumido de purificagdo da Fragao LGMH-03
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4. 1. 4. 3. Purificagao da Fragao LGMH-05

A fracdo LGMH-05 (1,16 g) foi submetida a filtragdo em coluna de vidro
aberta empacotada com Sephadex LH-20, utilizando como eluente MeOH e
H,O, em gradiente de polaridade crescente, obtendo-se 86 fragbes. Apos
comparagao do perfil cromatografico utilizando CCDA, as mesmas foram
reunidas gerando as subfragdes (34 — 37; 66,7 mg) que foram submetidas a
mesmo procedimento anterior  utilizando-se  como eluente MeOH. O
procedimento resultou em 23 fracbes que foram reunidas com base na
semelhanga de Rf em CCDA. As fragdes 12-17 foram reunidas e codificada
como LG-20 (27 mg). A Figura 22 descreve o procedimento realizado para

obtencao da substancia LG-20.

Oleo LGMH-05
1,16 g

Filtragcao
Sephadex LH-20
86 fracdes

Subfragao (34-37)

66,7 mg Subfragéo (12-17)
Filtragdo ] _27 mg

Sephadex LH-20 codigo LG-20
23 fragoes

Figura 22. Fluxograma resumido de purificagdo da Fracdo LGMH-05
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4.1. 4. 4. Purificagao da Fragao LGMH-7

A fragdo (LGMH-7; 1,06 g), foi submetida a cromatografia liquida de
média pressao (MPLC, Medium Pressure Liquid Chromatography) segundo o
procedimento descrito a seguir: 1,06 g da fracdo soluvel em MeOH foi
dissolvida em 5 mL da mistura CHCIl;: MeOH: n- propanol (PrOH): H,O,
(5:4:1:4). Uma coluna de vidro Buchi (15 mm x 230 mm) empacotada com silica
de fase reversa RP-2 foi condicionada com o sistema de solventes citado
acima. A amostra foi injetada na coluna através de um loop de 5 mL de
capacidade. A eluicado da amostra foi feita com a mesma mistura utilizada na
solubilizacdo, com fluxo de 8 mL/min. A detecgao das fragdes foi feita através
do detector de UV a 280 nm. Foram coletadas 289 fragdes de 20 mL que
foram reunidas por semelhanca de fator de retencdo em CCDA.

As subfragdes (81-96; 104,3 mg) foram submetidas a filtragdo em
coluna de gel de Sephadex LH-20, utilizando como solvente MeOH. Esse
procedimento resultou em 36 fragdes, apds comparagao do perfil
cromatografico utilizando CCDA, as mesmas foram reunidas, gerando assim as
subfragdes (19-25; 26,3 mg). Essa subfragdo apresentou-se como um solido
branco, porém de dificil visualizacdgo em CCDA, por isso uma aliquota foi
submetida a uma reacao de acetilagdo, o procedimento para a reacdo esta
descrito abaixo.

e Reacao de acetilagao da subfracao (19 — 25)

Preparou-se uma solucao de anidrido acético e piridina na proporgao
(9:1) respectivamente.

A aliquota da subfracao (14 mg) foi colocada em um Becker e adicionou-
se aproximadamente 2 mL da solugdo anterior, aqueceu-se levemente a
mistura reacional e deixou-se em repouso por uma noite. Apos este periodo
adicionou-se agua gelada e submeteu-se a extracdo em funil de separacao
utilizando AcOEt por trés vezes .

A fase organica foi lavada com solugao de Sulfato de Cobre (CuSO4) em
agua, varias vezes para retirar residuos de acido e piridina. Em seguida
adicionou-se Sulfato de Sddio anidro (Na;SO.), seguido de filtragdo em papel

de filtro para retirar residuos de agua.
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O solvente do filtrado teve seu volume reduzido em evaporador rotatorio
e o residuo deixado em capela de exaustdo até produzir 20 mg de derivado
acetilado. Este foi submetido a cromatografia em coluna de vidro empacotado
com silica gel 60 (0,063 — 0,2 mm) e utilizado como eluente: CHCI3, AcOEt e
MeOH em ordem crescente de polaridade. Esse procedimento resultou em 26
fragbes que foram reunidas por semelhanca de Rf em CCDA. A subfracdo (18-
20; 7 mg) foi obtida e codificada como LG-5 Ac. O fluxograma resumido para a

obtenc&o da substancia LG-5 Ac esta descrito na Figura 23.

LGMH-7
(1,069)

MPLC

\

289 fragdes |

Y
Subfragao (81-96)
104,3 mg
Filtracédo
Sephadex LH-20

Y
36 fragbes

Subfragéo (19-25)
26,3mg

\ Reacgao de acetilagéao

Coluna de silica Subfracdo
Derivado acetilado (18-20, 7 mg)
20 mg, 26 fragdes Codigo LG-5Ac

Figura 23. Fluxograma resumido de purificagdo da Fragado LGMH-7
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4.1. 4. 5. Purificagao da Fragao LGMH-06

A fragdo LGMH-6 (1,12 g) foi dissolvida em MeOH/H,0O (2:8) e em seguida
submetida a particao liquido/liquido com n-BUOH.

A fragdo em BuOH FB1 teve seu volume reduzido em evaporador rotatorio
e o residuo de solvente remanescente foi deixado em capela de exaustao até
produzir aproximadamente 1g de material solido, que foi submetido a
cromatografia liquida de média pressdao (MPLC, Medium Pressure Liquid
Chromatography), segundo o procedimento descrito a seguir: 1 g amostra foi
dissolvida em 5 mL da mistura MeOH/ H20 (8:2). Uma coluna de vidro Buchi
(15 mm x 230 mm) empacotada com silica tipo Flash (0,04 — 0,063 mm) foi
condicionada com o sistema de solventes citado acima. A amostra foi injetada
na coluna através de um loop de 5 mL de capacidade. A eluicado da amostra foi
feita com a mesma mistura utilizada na solubilizagdo da mesma, com fluxo de 8
mL/min. A deteccio das fracdes foi feita através do detector de UV a 280 nm.
Foram coletadas 308 fragdes de 20 mL que foram reunidas por semelhanca de
Rf em CCDA.

A subfragdo (16 - 29, 172,4 mg) foi submetida a filtracdo em coluna de
vidro aberta empacotada com Sephadex LH-20,utilizando como solvente
MeOH, esse procedimento resultou em 35 fragdes. As mesmas foram
analisadas por CCDA e de acordo com perfil cromatografico foram reunidas. A
subfragdo (8 - 24; 64 mg) foi submetida a uma coluna de vidro aberta
empacotada com silica de fase reversa RP-2 utilizando como solvente
MeOH:H,O (1:1). Esse procedimento resultou em 29 fragcbes que foram
reunidas por semelhanca de Rf em CCDA. A subfracdo (10-19, 36 mg) foi
submetida ao mesmo procedimento anterior e resultou em 26 fracbes que
foram reunidas por semelhanga de Rf em CCDA. A subfracdo (21 - 25, 8 mg),
apresentou-se como um solido amarelo, revelando apenas uma mancha em
CCDA, e codificado como LG-10.

A subfracao (5 -15, 150 mg) da MPLC foi submetida a filtragdo em coluna
de vidro aberta empacotada com Sephadex LH-20, utilizando como solvente
MeOH, esse procedimento resultou em 54 fragdes que foram reunidas por
semelhanga de Rf em CCDA. A subfragao (17-25, 44 mgq) foi codificada como
LG-12.
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O tratamento cromatografico realizado com a fragdgo LGMH-6 para a

obtencdo das substancias LG-10 e LG-12 esta descrito resumidamente na

Figura 24.

LGMH-6
1,12 g, dissolvido
em MeOH:H,0 (2:8)

Extragdo com BuOH

Fracao Fracdo =
em aquosa
BuOH, 950 mg 26 mg
FB1

Y
Subfragdo (16 - 29)
172,4mg
Filtracao
Sephadex LH-20
35 fragdes

Subfragao (8 - 24)
64 mg
Coluna de
Silica RP-2
29 fragoes

Subfragéo (10 -19)
36 mg
Coluna de
Silica RP-2
26 fragdes

MPLC
308 fragdes

Subfragéo (5 -15)
150 mg
Filtragao

Sephadex LH-20

54 fragoes

Subfragao (17 - 25)
44 mg
Cédigo LG-12

Subfragao (21 - 25)
8mg
Cadigo LG-10

* FragOes ndo trabalhadas devido a dificuldades de solubilizagdo da amostra.

Figura 24. Fluxograma resumido de purificagdo da Fracao LGMH-06
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Outra aliquota (1g) do extrato em MeOH/H,O (LGMH;) foi solubilizada
em MEOH/H,O (2:8) e submetido a particdo liquido/liquido com éter etilico,
AcOET e n-BuOH.

4.1. 4. 6. Purificacao da Fragao em Acetato de Etila

A fracdo em AcOEt (191 mg) foi solubilizada com MeOH e AcOEt
formando um precitado e produzindo quantidades adicionais da substancia
LG-04 (5 mg).

O sobrenadante teve seu volume reduzido em evaporador rotatério e o
residuo de solvente remanescente foi deixado em capela de exaustdo até
produzir um solido (191 mg) que foi submetido a filtracdo em coluna de vidro
aberta empacotada com Sephadex LH-20, utilizando como eluente MeOH e
CHCI3; em gradiente de polaridade decrescente . Esse procedimento resultou
em 42 fragcdes que foram reunidas por semelhanga de Rf em CCDA,
produzindo a subfragao (25 - 28; 9,1 mg) codificada como LG-27. O fluxograma
resumido do procedimento experimental para a obtencado das subtancias LG-27

e LG-04, esta descrito na Figura 25, p. 50.
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Extrato em
metanol/agua LGMH

19

particéo

v f

Eter etilico * AcOEt Butanol * g’ggas *
190,5 mg 191 mg 257 mg »o Mg

Y

Y

Sobrenadante 5mg

Precipitado
Cédigo LG-04

Filtragcao
Sephadex LH-20
191 mg
42 fragoes

Subfragao (25-28)
9,1 mg
cédigo LG-27

Fragdes nao trabalhadas devido a complexidade de seu perfil cromatografico, quando analisadas em CCDA.

Figura 25. Fluxograma resumido de purificagdo da Fragdo em Acetato de Etila
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4. 1. 5. Tratamento Cromatografico do Extrato Metandlico de L.

guilleminianus.

O extrato metandlico de L. guilleminianus LGMM (2 g), foi dissolvido com
n-propanol/ agua (35:65) e submetido a uma extracéo liquido-liquido com os

seguintes solventes organicos: AcOEt e n-BuOH (Figura 26).

20g

Extrato Metandlico LGMM |

Alcool n-Propilico/agua (35:65)

Particao liquido/liquido
AcOET
BuOH

I |

Fase aquosa I —I:Fase organica Ii
AcOEt I SuOH
1,01 mg ’7153,8 mg

Figura 26. Fluxograma resumido do tratamento cromatografico do extrato

metandlico de L. guilleminianus

4.1. 5. 1. Purificagao da fase Aquosa

A fase aquosa (579,2 mg), depois de liofilizada foi submetida a uma
coluna de vidro aberta empacotada com DIAION HP-20 e utilizando-se como
eluente, gradiente de: agua, n-propanol e hexano. Esse procedimento resultou
em 32 fragbes que foram reunidas por semelhanga de Rf em CCDA. A
subfragao (21 - 26, 123,9 mg) foi submetida a uma filtragdo em Sephadex LH-
20, utilizando como solvente MeOH, esse procedimento resultou em 51 fragdes
que foram reunidas por semelhanca de Rf em CCDA, a subfragao (48 - 51; 5,6
mg) produziu quantidades adicionais da substadncia LG-20. O fluxograma
resumido do tratamento cromatografico do extrato bruto em MeOH, e
consequente isolamento da substancia LG-20, esta descrito na Figura 27, p.
52.
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Fase aquosa
579,2 mg

liofilizagéo

Diaion HP-20 I

Gradiente isopropanol/agua

| 0:100

T
-
Q
©

L
N
(&)}

ICO

| | |
| zoc0 ]l om0 ) [0 ] (o} 2020 ) — |

32 fragdes I

123,9 mg

Subfragéo (21-26) I

Filtracdo
Sephadex LH-20

51 fragbes tSubfracao (48-51)
5,6 mg

Cadigo LG-20

Figura 27. Fluxograma resumido de purificagdo da fase Aquosa

4.1.5. 2. Purificagao da fragao em BuOH

A fracdo em n-BuOH (153,8 mg) foi submetida a uma coluna de DIAION
HP-20, utilizando como solvente: inicio agua e quantidades crescentes de n-
prOH até 100%. Esse procedimento resultou em 55 fragbes que foram reunidas
por semelhanga de Rf em CCDA e a subfracéo (8 - 9, 15,5 mg ) foi codificada
como LG-14. Uma aliquota dessa fragao (23,4 mg) foi submetida a uma reacao
de acetilacdo conforme o (procedimento descrito no item 4. 1. 4. 4. p. 45.) o
derivado acetilado foi codificado como LG-14 Ac. O fluxograma resumido para
a o isolamento das substancias LG-14 e LG-14 Ac, esta descrito Figura 28, p.
53.
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Extrato

Metanolico LGMM
2049

Alcool (N) Propilico/agua (65:35)

Extragéo liquido-liquido
AcOET
BuOH

’_\_ |
Fase aquosa A
67 mg I Fase organica Ii
AcOEt, 1,01 mg I 15’3“?'4 I
,6 Mg
“—

Diaion HP-20

Y

Subfragéo (8-9)
15,5 mg
Codigo LG-14

acetilacao
\

Derivado acetilado
23,4 mg
cédigo LG-14ac

* FragOes nao trabalhadas devido a complexidade de seu perfil cromatografico,
quando analisadas em CCDA

Figura 28. Fluxograma resumido de purificagdo da fragdo em BuOH

4. 1. 6. Tratamento cromatografico do extrato em AcOEt da madeira de L.

guilleminianus

Ao extrato em AcOEt (LGMA, 1g), foi adicionado uma mistura de
MeOH:H,O (1:1). Parte do extrato foi soluvel e a outra precipitou. A solugéo
entdo foi centrifugada e o precipitado (LGMA,) resultante foi separado do
sobrenadante. O sobrenadante foi posteriormente submetido a particdo
liquido/liquido com os solventes organicos CH,Cl,, AcOet e BUOH até produzir
as fragdes em CH,Cl, (LGMA:;), AcOEt (LGMA;) e BUOH (LGMA,).
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4.1. 6. 1. Purificagado da Fragcao em AcOEt (LGMA;)

A fragdo em AcOEt (95,9 mg), foi submetida a cromatografia em coluna
de vidro aberta empacotada com DIAION HP-20 utilizando como solvente H,O
e MeOH em ordem decrescente de polaridade. Esse procedimento resultou
em 100 fracdes, que foram analisadas por CCDA e de acordo com o perfil
cromatografico foram reunidas. As subfragdes 9 — 15 (3 mg) produziram

guantidades adicionais de LG-10.

4.1. 6. 2. Purificagao do Precipitado (LGMA,)

A LGMA, foi adicionado uma mistura de MeOH/H,0O (x:y) e em seguida
procedeu-se a particdo liquido/liquido utilizando os seguintes solventes
organicos: CH,CI, e AcOEt.

A fragcdo em CH,Cl, (240 mg) foi submetida a cromatografia em coluna
de vidro aberta empacotada com gel de silica tipo flash (0,04 — 0,063 mm)
eluida com os solventes organicos: CHCI3;, AcOEt e MeOH. Esse procedimento
resultou em 54 fragdes, que foram reunidas por semelhanca de Rf em CCDA.

A subfracao 1 (55,3 mg) foi submetida ao mesmo procedimento anterior
utilizando-se silica gel 60 (0,063 — 0,2 mm). Esse procedimento resultou em 47
fracdes que foram reunidas por semelhanga de Rf em CCDA. As fragdes 2 - 11;
(8,5 mg), 29 - 30; (16,6 mg) e 40 - 44; (20,4 mg) apresentaram-se como uma
unica mancha em CCDA e foram codificadas como LGA1, LGA2 e LGA3
respectivamente.

O fluxograma resumido do tratamento cromatografico do extrato em

AcOEt esta descrito na Figura 29, p. 55.
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Extrato
em Acetato de etila
LGMA

19

centrifugacao

| [ roomein )

Precipitado
Sobrenadante I
particéo
Extracéo
CH.Cl,
AcOEt
BuOH

l l CH,Cl,
Y 240 mg

AcOEt
150 mg

* I

CHoClo% AcOEt BuOH * aquosa *
200 mg 95,9 mg 266,5 mg 123,6 mg \

Coluna de

y silica flash

54 fragoes

DIAION HP-20

100 fragcbes

Subfragéo 1

55,3 mg
Y Coluna de Silica

Subfragao (9-15) 47 fragdes

3 mg
Codigo LG-10
Y

Subfragdes (2-11; 8,5 mg),
(29-30; 16,6 mg)
e (40-44; 20,4 mg)

* - -
Fragdes nao trabalhadas Cédigos: LGA1, LGA2 e LGA3

Figura 29. Fluxograma resumido do tratamento cromatografico do extrato em

AcOEt da madeira de L. guilleminianus

4. 1. 7. Tratamento cromatografico do extrato em Hexano da madeira de L.

guilleminianus

O extrato em hexano (LGMN; 668,4 mg) foi submetido a cromatografia
em coluna de vidro aberta empacotada com gel de silica (0,063 — 0,2 mm)
utilizando como eluentes: CH,Cl,, AcOEt e MeOH em gradiente crescente de
polaridade. Esse procedimento resultou em 60 fragbes que foram reunidas por
semelhanga de Rf em CCDA.
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As fragbes 8 - 12; (7,8 mg) apresentaram-se como um solido branco
produzindo quantidades adicionais de (LGA2). As fracbes remanescentes

apresentaram grande quantidade de material graxo e ndo foram trabalhadas.

4. 2. Isolamento e Purificagdao dos constituintes Quimicos da Espécie

C. spruceanum

4. 2. 1. Operagoes Preliminares

v Coleta e Identificagdao do Material Botanico

As cascas do tronco de C. spruceanum foram coletadas no campus da
Universidade Estadual do Norte Fluminense, onde se encontra uma exsicata de

n° H 10151 no herbario da Universidade Estadual do Norte Fluminense.

v Secagem e moagem do material vegetal

As cascas do tronco de C. spruceanum apds seca a temperatura
ambiente foi cortada em pequenos pedacgos e moida em moinho de facas tipo

Willey. O procedimento resultou em 500 g de material vegetal seco e moido.

4. 2. 2. Preparagao dos extratos brutos

O material vegetal seco e moido (500 g) foi submetido a extragao por
maceragdo exaustiva em ordem crescente de polaridade utilizando os
seguintes solventes: hexano, CH,Cl;, MeOH e MeOH/H,0O (8:2). As solugdes
obtidas foram evaporadas em evaporador rotatério, e deixadas em capela de
exaustao até peso constante ou entao liofilizadas para remogao de tragos de
agua.

O procedimento resultou em 2,35 g de extrato em hexano (0.47% da
massa do material seco), 2,66 g de extrato em CH,Cl, (0,53% da massa do
material seco), 13,22 g de extrato em MeOH (2,64 % da massa do material

seco), 6, 0 g do extrato em MeOH/H,0 (1,2 % da massa do material seco). O
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resumo do procedimento realizado para a obtengao dos extratos esta descrito

na Figura 30.
C. spruceanum
cascas do tronco
PM(500 g)
Maceragao
Exaustiva
\ Y Y
Extrato em Extrato em Extrato em Extrato em
Hexano CH,Cl, MeOH MeOH/H,0
PMN PMD PMM PMH
2359 2,66 9 13,22 g 609

Figura 30. Preparagdo dos extratos brutos da casca do tronco Calycophyllum

spruceanum
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4. 2. 3. Fracionamento dos extratos brutos e purificagdao das substancias

de Calycophyllum spruceanum

4. 2. 3. 1. Tratamento cromatografico do extrato em MeOH/H,O da casca

do tronco de C. spruceanum.

O extrato em MeOH/H,O PM (1g) foi diluido com metanol e agua na
proporcao (1:9) e depois submetido a extragdo com os seguintes solventes:
éter etilico, AcOEt e BUuOH.

4. 2. 3. 2. Purificagdo da Fragio em Eter Etilico

A fracdo em éter etilico (315 mg) foi submetida a cromatografia em
coluna de vidro empacotada com gel de silica flash (0,04 — 0,063 mm)
utilizando como eluentes: CHCI; e gradiente de polaridade crescente, até
MeOH 100%. O que resultou em 47 fragdes, que foram reunidas por
semelhanca de Rf em CCDA. A subfragdo 20 - 24; (12,6 mg) foi submetida a
cromatografia em coluna de vidro utilizando o mesmo procedimento anterior.
Esse procedimento resultou em 8 fracbes que foram reunidas por semelhanca
de Rf em CCDA. A subfracido 5 produziu um solido marrom escuro, codificado
como PM4.

4. 2. 3. 3. Purificagao da Fragao em Acetato de Etila

A fracdo em AcOEt (65,5mg) foi submetida a filtracdo em coluna de
vidro empacotada com Sephadex LH-20 utilizando como eluente o0 MeOH. O
procedimento resultou em 40 fragdes, que foram reunidas por semelhanca de
Rf em CCDA. A subfracdo (10-17, 30mg) foi submetida ao mesmo
procedimento anterior resultando em 26 fragdes. As subfragcdo 10 — 12; (12,6
mg) produziu um sélido marrom escuro, codificado como PM1. O fluxograma
resumido do tratamento cromatografico do extrato em MeOH/H,O da espécie

C. spruceanum esta descrito na Figura 31, p. 59.
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Extrato em
metanol/agua PMH

19

Extragdo liquido/liquido

- Eter etilico

-Acetato de etila

- Butanol
Fragdo em Acetato *
éter etilico de Butanol
315 mg etila 576 mg

100,5 mg

Coluna de Silica Filtracao
Flasrj Sephadex-LH-20
47 fragbes 40 fragdes

Y Filtracéo
Coluna de Silica Flash Sepadex LH-20
Subfragéo (20-24) Subfragéo (10-17)
12,6 mg 30 mg
8 fragdes 26 fracdes

:

Subfragdo (10-12)

Subfragdo 5 12,6mg
10,4mg C
Cédigo PM4 codigo PM1

*
Fracdes ndo trabalhadas devido a complexidade de seu perfil cromatografico, quando analisadas em CCDA

Figura 31. Fluxograma resumido do procedimento realizado com o extrato

bruto em metanol/agua de C. spruceanum
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4. 3. Substancias isoladas/identificadas de Lonchocarpus guilleminianus e
Calycophyllum spruceanum

O
HO O .
/ Acido elagico (LG-04)
o ){ yon | BT
Procedéncia: Extrato em MeOH/H,0O
0O OH de L. guilleminianus
O
O~_OH
Acido galico (LG-10)
Massa =11 mg
Procedéncia: Extrato em MeOH/H,O
HO OH e acetato de Etila de de L. guilleminianus
OH

2,3- (R)- Hexaidroxidifenoil- D-glicose (LG12)
Massa = 44 mg

Procedéncia: Extrato em MeOH/H,O de

L. guilleminianus

HO OH
HO_ _oH
HO Q L—>—OH Corilagina (LG 20)
O o 0 oH Massa = 32,6 mg
0 o O Procedéncia: Extrato em MeOH e MeOH/H,O
de L. guilleminianus
Q OH
OH OH OH

Metil-B-D-glicopiranosideo (LG-14)
Massa = 15,5 mg

Procedéncia: Extrato em MeOH de
L. guilleminianus
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Metil-B-D-glicopiranosideo tetraacetato

O O- LG-14 Ac(9)
AcO CHg Massa = 23,4 mg
Procedéncia: Extrato em MeOH
AcO OAc de L. guilleminianus
OAc

OAc
AcO,

1,2,3,4-Butanotetrol tetraacetato LG-14 Ac(a)
Massa =23,4 mg

Procedéncia: Extrato em MeOH de

L. guilleminianus

"OAc
AcO
Metil 2,3,4-tri-O-acetil-p-D-xilopyranosideo
Oo. LO. LG-14 Ac(b)
CHj Massa = 23,4 mg
. . Procedéncia: Extrato em MeOH de
AcO' ‘OAc L. guilleminianus
OAc
Tetraacetil-B-L-ramnose LG-14 Ac(c)
~OAc "
: Massa = 23,4 mg
Procedéncia: Extrato em MeOH de
OAc L. guilleminianus
OAc
a-L-Manopiranose -6-desoxi-tetraacetato
HsC.,, _O._,OAc LG-14 Ac(d)
' Massa = 23,4 mg
N Procedéncia: Extrato em MeOH de
AcO” Y “OAc L. guilleminianus
OAc
Lixopiranose tetraacetato LG-14 Ac(e)
O._ OAc Massa = 23,4 mg
Procedéncia: Extrato em MeOH de
L. guilleminianus
AcO OAc I
OAc
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L-lditol hexaacetato LG-14 Ac(f))
Massa = 23,4 mg

Procedéncia: Extrato em MeOH de
L. guilleminianus

D-Glicose, 2,3,4,5,6-pentaacetato LG-14 Ac(h)
Massa = 23,4 mg
OAc OAc Procedéncia: Extrato em MeOH de

_0 L. guilleminianus

AcO

OAc OAc

a-D-Glicopiranose pentaacetato LG-14 Ac(i)
OAC Massa = 23,4 mg

Procedéncia: Extrato em MeOH de

L. guilleminianus

AcO

AcO" “OAc
OAc
AcO D-Manitol hexaacetato LG-14 Ac(j)
Massa = 23,4 mg
WOAC Procedéncia: Extrato em MeOH de

AcO"

L. guilleminianus

OAc

v ”M)\/vk

g; 2 z 1% ggg 2 : ;g Hexadecano (1), Heptadecano (2), Octadecano (3),

(3)n=14 (10)n =21 Nonadecano (4), Eicosano (5), Heneicosano (6),

@) n=15 (11)n=22 Docosano (7), Tricosano (8), Tetracosano (9),

(5)n=16 (12)n=23 Pentacosano (10), Hexacosano (11), Heptacosano (12),
6)n=17 (13)n=25 Nonacosano (13), Pentadecano - 2, 6, 10, 14-tetrametil (14)
(7)n=18 (LGA1)

Massa = 8,5 mg

Procedéncia: extrato em acetato de etila de L. guilleminianus
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Fridelan-3-ona (LGA2)

Massa = 24,4 mg

Procedéncia: Extrato em acetato de etila d
L. guilleminianus

¥ - Sitosterol (LGA3)

Massa = 20,4 mg

Procedéncia: Extrato em acetato de etila
de L. guilleminianus

Estigmasterol (LGA3)

Massa = 20,4 mg

Procedéncia: Extrato em acetato de etila
de L. guilleminianus

H,C OAc AcO o
He) 0 0
AcO
AcO OAc o

AcO
AcO OAc

acido 3-O- B -D-xilopiranosil-(1'— 3 )- B-D-glicopiranosil
(1"> 2" )-a. -ramnopiranosil(1"— 3')-hidroxiolean-
12-en-28-oico (LG5-Ac)

Massa =7 mg

Procedéncia: Extrato em MeOH/H,0 de L. guilleminianus
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O OH
Acido protocatecuico (PM1)
Massa = 12,6 mg
Procedéncia: Extrato em MeOH/H,O de
HO C. spruceanum
OH
—0 o 0] OH

Protocatecuato de metila e

acido protocatecuico (PM4)

Massa = 10,4 mg

HO HO Procedéncia: Extrato em MeOH/H,O de
C. spruceanum

OH OH

4. 4. Resultados e Discussao

4. 4. 1. Testes quimicos qualitativos para identificagcdo de metabdlitos
secundarios
v' Reagao com FeCl;

O teste baseia-se na identificacdo da presenca de substancias fendlicas
em consequéncia da formacdo de complexos coloridos com o cloreto férrico
(Figura 32). O desenvolvimento da coloracdo depende do esqueleto do
flavonoide presente, podendo diversificar entre amarelo-castanho, azul, verde e

violeta (Mouco, Bernardino & Cornélio, 2003).

Figura 32. Exemplo de reacao do flavonoide com o FeCl3
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Nos extratos de L. guilleminianus (AcOEt, MeOH e MeOH/H0)
Observou-se a mudanga de coloragdo (Figura 33). Os tubos a esquerda
representam os extratos antes da adicao de FeCl; e os da direita apds a adi¢cao
de FeCls. Apds um periodo de repouso nos tubos contendo os extratos em
MeOH e MeOH/H,0O ocorreu a formacdo de um precipitado escuro. No tubo
contendo o extrato em AcOEt notou-se somente a mudanca de coloragdo. Os
resultados sao consistentes com a presencga de substancias fendlicas em todos

os extratos testados.

AcOEt MeOH  MeOH/H,0 .. MeOH  MeOH/H,0

Figura 33. Reacao dos extratos brutos de L. guilleminianus com FeCls
v' Reagdo com AICI;

A reacdo com cloreto de aluminio identifica a presenga de flavonoides
através da fluorescéncia visualizada no ultravioleta, uma vez que os cations
AI** formam complexos estaveis com as hidroxilas em posi¢do orfo presentes
no esqueleto flavonoidico, aumentando seu sistema conjugado (Buriol et al.,

2009; Marques et al., 2012; Mouco, Bernardino & Cornélio, 2003) (Figura 34).
O—AICT;

Figura 34. Exemplo de reagao do flavonoide com o AICl3
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Os extratos testados (AcOEt, MeOH e MeOH/H,0) foram comparados
com o flavonoide quercetina e visualizados sob luz ultravioleta (254 nm)
(Figura 35). Somente o extrato em AcOEt apresentou leve fluorescéncia

indicando a presenga de fendlicos em geral e/ou flavondides. Nos outros

extratos ndo observou- se nenhuma modificagéo.

Figura 35. Reacao dos extratos brutos de L. guilleminianus com AICl3, seguido

da visualizagao sob luz ultravioleta a 254 nm

4. 4. 2. Determinagdao Estrutural dos Constituintes isolados de

Lonchocarpus guilleminianus e Calycophyllum spruceanum

4.4.2.1. Determinacgao estrutural da substancia LG-04

A substadncia LG-04 isolada do extrato em MeOH/H,O (8:2) de L.
guilleminianus apresentou-se como cristais amorfos de coloragdo amarelo
claro, soluvel em DMSO e com faixa de ponto de fusdo acima de 360°C.

A analise do espectro em MeOH na regidao do ultravioleta da substancia
LG- 04 mostra a presenca de duas bandas de absorcao em Ans=256 e 364
nm, caracteristico da presenca de hidroxilas fendlicas (Williams & Fleming,
1995). A adigéao de AICl; (2% em MeOH) a solugédo em MeOH promoveu um
deslocamento batocrébmico em ambas as bandas e uma diminuicdo da
intensidade da absorgédo (efeito hipocrdmico) da banda a Amax= 364 nm,
evidenciando a formacado de um complexo entre as hidroxilas em posicao orto
com o AICl3. A adicdo de HCI a solugao nao provocou nenhum efeito sobre a
aparéncia do espectro evidenciando assim a estabilidade do complexo formado
(Figura 36. Tabela. 3, p. 67).

66



Capitulo 4: Estudo Quimico de L. guilleminianus e C. spruceanum | 2017

Il  Espectro em MeOH
[ | Espectro em MeOH + AICl3

I |Espectro em MeOH + AICI3; + HCI.

Figura 36. Espectro de absorgéo na regido do UV-vis da substancia LG-04

Tabela 3. Deslocamentos e absor¢gées maximas na regido do UV- vis da
substancia LG-04.

LG-04
Solvente Amax
MeOH 364,0 256,5
MeOH + AICl; 388,0 272,0
MeOH + AICI; + HCI 386,0 270,0

O espectro de absorcao na regiao do infravermelho (KBr) da substancia
LG-04 apresentou banda larga em 3072 cm™ relativa a deformacdo axial do
grupo hidroxila (OH); 1583 - 1612 cm™ relativa a deformagado axial de ligacdo
C-C de anel aromatico e 1058 — 1195 cm™ relativa a deformagao da ligacéo C-
O de fenol (Ar-C-O). Além dessas absorg¢des o espectro também apresentou
absorgdes intensas a 1350 cm™ relativas ao estiramento de ligagdo C-O
(carbindlico) e a 1697cm™” relativa a deformagao axial de grupo carbonila (C=0)
(Figura 37, p. 68) (Silverstein & Webster, 2000).
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Figura 37. Espectro na regido do infravermelho da substancia LG-04
O espectro de massas da substancia LG-04, via insercao direta (Figuras
38 e 39) apresentou um Gnico pico em m/z = 302 (M**, 100%) compativel com

a férmula molecular C14HgOs.

Figura 38. Cromatograma da substanccia LG-04
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Figura 39. Espectro de massas (insercao direta) da substancia LG-04

As evidéncias espectrais encontradas para LG-04 sugerem tratar-se de
um acido fendlico. O espectro de RMN 'H da substancia LG-04 (Figura 40)
apresentou apenas um sinal simples intenso a &y 7,42 (H-5), evidenciando a
presenga de anel aromatico e caracterizando que todos os hidrogénios da

estrutura sao equivalentes.

LG-4.001.001.1r.esp

742

09

0.8

0.7
z

§ 06

o Voo A
2 09 et

P 4
= 054

E 3

S
Z 047

03

02

0.1

R e e U ——
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Chemical Shift (ppm)

Figura 40. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO) da substancia LG-04

No espectro de RMN'C (Figura 41, p. 70) pode se verificar a presenca

sete sinais na regido entre ¢ 106,56 — 159,34. O sinal em frequéncia mais alta
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em O¢ 159,34 foi atribuido a carbonila (C-7 e C-7’). Através do espectro de
RMN-"3C utilizando a técnica de APT (Figura 42), foi possivel atribuir que o
sinal a ¢ 109,74 pertence a um carbono metinico (C-5 e C-5’) e os demais
sinais aos carbonos nao hidrogenados a d¢ 159,34 (C-7 e C-7’); 6¢c 148,35 (C-4
e C-4’); ¢ 140, 88 (C-3 e C-3’); 8¢ 136,33 (C-2 e C-2’) 3¢ 112,57 (C-1e C-1") e
dc 106,56 (C-6 e C-6').

LG-4.021.001.1r.esp IB8HIL

Normalized Intensity

Chemical Shift (ppm)

Figura 41. Espectro de RMN de "*C (125 MHz, DMSO) da substancia LG-04
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LG-4.023.001.1r.esp I/
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Figura 42. Espectro de RMN de "°C-APT (125 MHz, DMSO) da substancia LG-
04

O mapa de correlacdo heteronuclear a uma ligagdo HMQC ("Jcn) (Figura
43, p. 72) confirmou que o sinal a 8¢c109,74 (C-5 e C-5’) apresenta correlagao

direta com os hidrogénio a dy, 7,42 (H-5 e H-5).
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LG-4.200.001.2rr.esp {

F1 Chemical Shift (ppm)

140

6.5
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 43. Espectro de HMQC da substancia LG-04

O mapa de correlagdo heteronuclear a longa distancia HMBC ("Jcu, n= 2
e n=3) (Figura 44, p. 73) nos auxiliou na determinacéo estrutural da substancia
devido as correlagoes observados entre os hidrogénios (H-5 e H5’) em &y 7,42
com os carbonos (C-6 e C-6’) em 6:106,56 e os carbonos (C4 e C-4’) em
8c148,35 a duas ligagdes. Correlagdes entre os hidrogénios (H-5 e H5’) em &y
7,42 e os carbonos (C-3 e C-3’) em 6¢140,88; (C-1 e C-1') em 6¢112,57 e (C-7
e C-7’) em 3¢159,34 a trés ligagbes e a correlagao entre o os hidrogénios (H-5

e H5’) em &y 7,42 com os carbonos (C-2 e C-2’) em 6¢136,33 a quatro ligagoes.
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LG-4.300.001.2rr.esp

|

105

115

120

125

F1 Chemical Shift (ppm)

T T T T T T T
7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 44. Espectro de HMBC da substancia LG-04

Os dados espectrais apresentados para a substancia LG-04 e a
comparagao com os dados da literatura, possibilitou confirmar a estrutura do
acido elagico (Figura 45). Os deslocamentos quimicos atribuidos para a

substancia LG-04 estdo resumidos na Tabela 4, p. 74.

Figura 45. Estrutura da substancia LG-04 (acido elagico)
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Tabela 4. Dados de RMN de 'H e ™®C (500 e 125 MHZ respectivamente) da
substancia LG-04, utilizando DMSO como solvente e TMS como referéncia

interna. Deslocamentos quimicos (8, ppm).

LG-04 *Literatura (DMSO-dp)
C dc R %Je *Je “Jen S¢ S
1 112,57 - - H-5 - 112,4 -
1 112,57 - - H-5 - 112,4 -
2 136,33 - - - H-5 136,4 -
2 136,33 - - - H-5 136,4 -
3 140,88 - - H-5 - 139,7 -
3 140,88 - - H-5 - 139,7 -
4 148,35 - H-5 - - 148,5 -
4 148,35 - H-5 - - 148,5
5 109,74 7,42 (1H, s) - - - 110,2 7,4(1H, s)
5’ 109,74 7,42 (1H, s) - - - 110,2 7,4(1H, s)
106,56 - H-5 - - 107,5 -
6’ 106,56 - H-5 - - 107,5 -
7 159,34 - - H-5 - 159,2 -
7 159,34 - - H-5 - 159,2 -

*Moura et al., 2011.

4.4.2.2. Determinacgao estrutural da substancia LG-10

A substancia LG-10 isolada do extrato em MeOH/H»0 (8:2) e em AcOEt
apresentou-se como um sélido amorfo de coloragdo amarela, soluvel em
MeOH.

Na analise do espectro em MeOH na regiao do ultravioleta da substancia
LG- 10 observou-se a presencga de duas bandas de absor¢ao em Amax= 215 €
271 nm, caracteristico da presenga de hidroxilas fendlicas (Williams & Fleming,
1995). A adicdo de solugdo AICl; (2% em MeOH) a solugdo metandlica
promoveu um deslocamento batocrémico e a diminuicdo da intensidade da
absorcao (efeito hipocrémico) de ambas as bandas, evidenciando a presenga
de um complexo formado entre hidroxilas em posicao orto e o AICl;. A adigao
de HCI a solugdo, promoveu um deslocamento para menor comprimento de

onda da banda em Ams= 283 (efeito hipsocrbmico) e um aumento na
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intensidade de absorcao, caracteristico da quebra do complexo formado

anteriormente. (Figura 46, Tabela. 5).

Figura 46. Espectro de absorgéo na regido do UV-vis da substancia LG-10

Tabela 5. Deslocamentos e absorgbes maximas na regiao do UV- vis da
substancia LG-10.

LG-10
Solvente Ami
MeOH 271,0 215,5
MeOH + AICl; 300,0 220,0
MeOH + AICI; + HCI 283,0 218,5

O espectro de absorcao na regiao do infravermelho (KBr) da substancia

LG-10 (Figura 47, p. 76), apresentou banda larga em 3400 cm™ relativa a

deformacao axial de ligacao de OH em ligagdo de hidrogénio intramolecular,

banda intensa em 1691 cm™ relativa a deformacdo axial da ligacdo dupla

carbono-oxigénio (C=0) de acido carboxilico, 1446 cm™ deformacéo axial de

ligacdo dupla carbono-carbono (C=C) de anel aromatico, 1030

cm’
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deformacéo angular da ligacdo C-H de anel aromatico no plano e 871 cm’ de
deformacé&o angular fora do plano da ligagdo C-H de anel aromatico tetra
substituido (Bergamini, 2008).

Figura 47. Espectro na regido do infravermelho da substancia LG-10

A andlise atravées de espectrometria de massas com
ionizagao electrospray (ESI-MS) da substancia LG-10 registrado no modo
negativo mostrou o pico do ion molecular em m/z 169,0144 [M — H] (Figura 48,
p. 77), compativel com a formula molecular CsH7O5. A fragmentagdo do ion
molecular pode produzir os fragmentos a m/z 153 (perda de OH) e m/z 125
(perda de CO) A proposta do mecanismo de fragmentagdo da substancia esta
descrita na Figura 49, p. 77. Os dados confirmam a presenga dos grupos

funcionais observados nos espectros de ultravioleta e infravermelho.
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Figura 48. Espectro de massas da substancia LG-10 (ESI — modo negativo)

HO OH
OH
(M- H) = 169

HO

OH
OH

m/z =125

Figura 49. Proposta mecanistica de fragmentagao para a substancia LG-10

O espectro de RMN 'H da substancia LG-10 (Figura 50, p. 78)

apresentou um sinal simples em 0oy 7,06 atribuido aos dois hidrogénios

equivalentes do anel aromatico (H-2 e H-6).
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Figura 50. Espectro de RMN 'H (500 MHz, MeOD) da substancia LG-10

O espectro de RMN™C (Figura 51, p. 79) da substancia LG-10
evidenciou a presenga de cinco sinais na regidao entre 6¢ 110,47 — 170,80. O
sinal em frequéncia mais alta a &8¢ 170,80 foi atribuido a carbonila (C-1’) e os
outros sinais a C-1 (8¢ 122, 46); C-2 (6¢c 110,47); C-3 (d¢c 146,51); C-4 (6¢c
139,68); C-5 (6¢c 146,51); C-6 (6¢c 110,47) confirmam o carater aromatico da

substancia.

Através do numero de linhas espectrais revelado pelo espectro de
RMN'C - APT (Figura 52, p. 79), foi possivel atribuir que o sinal a 5c 110,47
pertence aos carbonos metinicos, (C-2 e C-6’) e os demais, aos carbonos nao

hidrogenados da molécula.
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Figura 51. Espectro de RMN "°C (125 MHz, MeOD) da substancia LG-10
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O mapa de correlagao heteronuclear a uma ligagdo HMQC ('Jcn) (Figura
53) auxiliou nas correlagbes dos carbonos metinicos com os respectivos
hidrogénios, o sinal de carbono a &¢ 110,47 do (C-2 e C6’) esta ligado
diretamente ao hidrogénio (H-2 e H-6) em &y, 7,06. Sugerindo a existéncia de
simetria no anel aromatico, que apresenta somente dois carbonos

hidrogenados.

LG-10.200.001.2rr.esp
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Figura 53. Espectro de HMQC da substancia LG-10

Pelo mapa de correlagdo heteronuclear a longa distancia HMBC ("Jch n=
2 e n=3) (Figura 54, p. 81) foi possivel correlacionar os sinais dos carbonos
(C-1’, C-3, C-4 e C-5) da molécula com os hidrogénios a 6y, 7,06, (H-2 e H-6).
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Figura 54. Espectro de HMBC da substancia LG-10

O conjunto de dados obtidos para a substdncia LG-10 quando
comparados com aqueles descritos na literatura permitiram atribuir a estrutura
do acido galico para a substancia (Figura 55). Os deslocamentos quimicos

atribuidos para a substancia LG-10 estao resumidos na Tabela 6, p. 82.

HO OH
OH

Figura 55. Estrutura da substancia LG-10 (Acido galico)
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H e ™®C (500 e 125 MHZ respectivamente) da
substancia LG-10, utilizando MeOD como solvente e TMS como referéncia

interna. Deslocamentos quimicos (8, ppm).

LG-10 *Literatura (DMSO-d5)
C dc S “Je *Je S¢ S
1 122,46 - - - 120,7 -
2 110,47 7,06 (1H, s) - - 108,8 6,92 (1H, s)
3 146,51 - H-2 - 145,4 -
4 139,68 - - H-2/H-6  138,0 -
5 146,51 - H-6 - 145,4 -
6 110,47 7,06 (1H, s) - - 108,8 6,92 (1H, s)
1 170,80 - - H-2/H-6  167,6 -

*Moura et al., 2001

A substancia LG-27 obtida do extrato em MeOH/H,O (8:2) de L.
gulleminianus , através da analise dos dados espectrais obtidos, apresentou-se

como uma mistura do acido elagico e acido galico, ja discutidos anteriormente.
4. 4. 2. 3. Determinagao estrutural da substancia LG-12.

A substancia LG-12 isolada do extrato em MeOH/H,O (8:2) apresentou-
se como um solido amorfo de coloragao amarelo escuro, soluvel em MeOH e
com coloragdo azul escuro na presenga de solugao alcodlica de cloreto férrico,
quando revelada em CCDA.

O espectro de absorgao na regidao do infravermelho (KBr) (Figura 56, p.
83) da substancia LG-12 apresentou intensa banda de absor¢ao na regido de
3500 - 3100 cm™ de estiramento de OH, bandas de absor¢do em 1350 cm™
(C-0) e em 1736 cm™ indicativa da funcdo éster (Lopes, 2004).
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Figura 56. Espectro na regido de infravermelho da substancia LG-12

A analise do espectro de alta resolugao para a substancia LG-12 através
da técnica de ionizagao electrospray (ESI-MS) registrado no modo negativo
apresentou o pico do ion molecular em m/z 481,0667 [M — H] (Figura 57 e 58,

p. 84) compativel com a férmula molecular CyH1gO014,

Através dos espectros de massas de alta resolugao foi possivel observar
alguns fragmentos caracteristicos da estrutura em (m/z = 301,0087 e
275,0239). O fragmento a m/z 319,0096 foi obtido através do fechamento do
anel para formacdo da lactona e subsequente perda de 162 u.m.a (M™ -
CsH1005). O fragmento a m/z 275,0239 resultante da perda de um fragmento
neutro (m/z 275,0239 — CO;). O fragmento a 300,9990 é resultante da perda
de dois fragmentos neutros de 162 e 18 u.m.a (M™ - CeH1oOs - H.0). A
proposta de fragmentacao para a substancia LG-12 esta descrita na Figura 59,
p. 85.
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Figura 57. Espectro de massas da substancia LG-12 (ESI — modo negativo)
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Figura 58. Espectro de massas da substancia LG-12 [EM/EM do pico a m/z =
481,0667 (M- H)]
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m/z = 319,0096
l -Co,

m/z: 300,9990

HO HO
HO
HO
0 o HO o
OH -
e
>

Figura 59. Proposta mecanistica de fragmentagao da substancia LG-12

A analise do espectro de RMN'H (Figura 60 a 63, p. 86 - 87) evidenciou
sinais caracteristicos de hidrogénios de residuo de acucar a oy 5,33/5,35;
4,96/4,73; 5,04; 3,75; 3,92; 3,86; e 3,46. Os sinais relativos aos hidrogénios do
anel aromatico a &y 6,68/6,67 e 6,59 /6,61 foram atribuidos aos hidrogénios H-
3’ eH-3".
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Figura 60. Espectro de RMN "H (500 MHz, MeOD) da substancia LG-12
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Figura 61. Ampliacao das regides entre (6,4 — 7,5 ppm) do espectro de RMN
'H (500 MHz, MeOD) da substancia LG-12
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Figura 62. Ampliagéo das regides entre (4,8 — 5,7 ppm) do espectro de RMN

'H (500 MHz, MeOD) da substancia LG-12
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Figura 63. Ampliacado das regides entre (3,45 - 4,20 ppm) do espectro de RMN

'H (500 MHz, MeOD) da substancia LG-12
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O espectro de RMN"C (Figura 64) da substancia LG-12 evidenciou a
presencga de sinais na regido entre o¢ 62,22 — 171,51. Os sinais em frequéncia
mais alta a d¢ 171,42/ 171,51 e 170,70/170,83 foram atribuidos a carbonila (C-7’e
C-7”), os sinais na regido entre ¢ 107,89 e 145,99 atribuidos a carbonos de

anel aromatico, enquanto que os na regido entre &¢ 62,22 e 95,29 a residuos

de glicose.
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Figura 64. Espectro de RMN "°C (125 MHZ, MeOD) da substancia LG-12

Através do espectro de RMN'C utilizando a técnica de APT (Figura 65,
p.89), foi possivel atribuir o sinal a &¢c 107,89/108,11 e 108,16/108,19 aos
carbonos métinicos da molécula C-3” e C-3'. Ao residuo de glicose foram
atribuidos os sinais a 8¢ 91,98/ 95,29; 3¢ 73,40/76,24; 5¢ 78,53/79,00; 3¢ 68,59
e Oc 68,80 relativos aos carbonos metinicos C-1; C-2; C-3; C-4 e C-5
respectivamente. O sinal a 6¢c 62,22/62,35 foi atribuido ao carbono metilénico

C-6 da glicose.
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Figura 65. Espectro de RMN de '*C - APT (125 MHz, MeOD) da substancia
LG-12

Através do mapa de correlacdo heteronuclear a uma ligagago HMQC
("Jen) (Figura 66, p. 90) foi possivel confirmar a atribuicdo feita para o C-3” (8¢
107,89/108,11) através da correlagdo com os hidrogénios H-3" (d4 6,59 /6,61).
Foram observadas também correlagbes entre os carbonos C-3° (¢
107,89/108,11) e os hidrogénios H-3’ (64 6,68/6,67). Para o residuo de glicose
foram observadas as seguintes correlagdes: C-1 (¢ 91,98) e H-1 (64 5,35; 1H,
d, J=9, 6 Hz), C-2 8¢ 73,40 e H-2 (644,96, dd, J = 3,5 e 9,6 Hz), C-3 (6¢ 79,00)
e H-3 (845,04, t, J= 9,45 Hz), C-4 (8¢ 68,59) e H-4 (84 3,75), C-5 (8¢ 68,80) e H-
5 (61 3,92), C-6 (6¢62,22/62,35) e H-6 (61 3,86/3,46).
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Figura 66. Espectro de HMQC da substancia LG-12

Pelo mapa de correlagdo heteronuclear a longa distancia HMBC ("Jch n=
2 e n=3) (Figura 67, p. 91 ) verificou-se as correlacbes existentes a trés
ligacdes entre os C-1’ (6¢c 115,31/115, 43) com o H-3'(64 6,68/6,67); C-1", (d¢
115,44/115,47) com o H-3"(54 6,59/6,61); C-5" (6¢ 137,36/137,44) com o H3’ (dn
6,68/6,67); C-5" (6¢c 137,46) com o H-3” (64 6,59/6,61). Também foram
observadas correlagdes a duas ligagdes entre o C-2 (d¢ 76,24) e H-1 (64 5,33);
C- 4 (8¢ 68,59) e 0 H-3 (64 5,04), C-3 (8¢ 78,53/79,00) e 0 H-2 (84 4,96). Além
dessas também foram observadas correlagdes a trés ligacdes entre o carbono
da carbonila C-7° (6¢c 171,42/ 171,51) com o hidrogénio H-3 (6n 5,04). As

correlagdes observadas auxiliaram na confirmacao da estrutura da molécula.
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Figura 67. Espectro de HMBC da substancia LG-12
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Com base na discussdo acima, e dos dados descritos na literatura
(Jossang et al., 1994) foi proposto para a substancia LG-12 a estrutura do 2,3-
(S)-hexaidroxidifenoil-D-glicose (Figura 68). Os deslocamentos quimicos

atribuidos para a substancia LG-12, estdo resumidos na Tabela 7, p. 93.
HO
Hw
o} OH
T
OH ©

HO

HO

0]

Figura 68. Estrutura da substancia (LG-12) 2,3- (R)- hexaidroxidifenoil-D-

glicose
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Tabela 7. Dados de RMN de 'H e *C (500 e 125 MHz respectivamente) da

substancia LG-12, utilizando MeOD como solvente e TMS como referéncia interna.

Deslocamentos quimicos (o, ppm).

LG-12 *Literatura (Me.CO-ds)
C 60 6H 2JCH 3JCH 80 8H
Glicose (isbmero 1a/ isdmero )
1 91,98/ 5,33/5,35 (1H, d, - - 89,7 5,35 (d)
95,29 J=29¢09, 6 Hz) J=3,5Hz
2 7340/ 4,96/4,73 (1H, dd, H-1 - 73,1 4,85 (dd)
76,24 J=35696/14 e J=3,5 e? Hz/ 4,63 (f)
J=9 Hz
8,1 Hz)
3 7853/ 5,04 (1H,t, J=9,45 H-2 - 75,6 5,22 (1)
79,00 J=9Hz/ 4,95 (t) J=9
Hz) Hz
4 68,59 3,75 (m) H-3 - 70,7 3,73 (t) J=9 Hz/ 3,69
(H)=9Hz
68,80 3,92 (m) - - 70,8 3,90 (m)/ 3,50 (m)
62,22/ 3,86 (m), 3,46 (m) - - 64,8 3,87 (m) e 3,37 (m)
62,35
2,3-hexaidroxidifenoil (isémero 1a/ isbmero 3)
1 115,31/ - - H-3’ 114,3
115, 43
17 115,44/ - H-3” 114,6
115,47 -
2" 127,06/ - - 126,1
127,30
2" 126,80/ - - - 123,9
126,84
3 107,89/ 6,68/6,67 (1H, s) - - 1071 6,64/6,98 (s)
108,11
3” 108,16/ 6,59 /6,61(1H, s) - - 107,9 6,58/6,59 (s)
108,19
4 145,91/ - - - 145,1
145,99
4” 145,91/ - - 145,1
145,99 -
5 137,36/ - - H-3’ 136,2
137,44
57 137,46 - - H-3” 136,2
6’ 145,91/ - - - 145,1
145,99
6” 144,72/ - - - 144,2
144,85
7 171,42/ - - H-3 168,1
171,51
77 170,70/ - - - 168,6
170,83

*(Jossang et al

.,1994)
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4.4.2.4. Determinacao estrutural da substancia LG-20

A substancia LG-20 isolada do extrato em MeOH/H20 e do extrato em
MeOH apresentou-se como um solido amorfo de coloragdo amarela, soluvel
em MeOH.

No espectro de infravermelho (Figura 69) da substancia LG-20 foi
observada, bandas em 3385 e 1722 cm-1, referentes a absor¢édo de grupos OH

e de C=0, respectivamente.

Figura 69. Espectro na regido de infravermelho da substancia LG-20

O espectro de massas ESI-EM/EM da substancia LG-20 apresentou
padrao de fragmentagdo caracteristico de taninos elagicos. O espectro de
massas apresentado na Figura 70, p. 94, mostra um fragmento iénico [M — H] a
m/z = 633, 0810 compativel com a formula molecular C,7H220+5. O espectro de
EM/EM (Figura 71, p. 94) da substancia mostra um fragmento iénico a m/z =
463 [M — 170 - H]- relativo a perda de uma molécula de acido galico (C7Hs0s) e
a m/z = 301 [M — 332 — HJ relativo a perda de uma molécula de galoilglicose
(C13H16010). Na Figura 72, p. 96, apresenta-se a proposta de fragmentagao da
substancia LG-20.
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Figura 72. Principais fragmentos verificados no EM da substancia LG-20

O espectro de RMN 'H (Figura 73 a 75, p. 96 e 97) apresenta sinais
de hidrogénios aromaticos a oy 7,06, 6,69 e 6,66. Foram observados também
sinais caracteristicos de residuos de glicose na regido entre (d4 3,99 - 4,17)

além de um sinal duplo a (646,36, d, J = 1,6) atribuido a hidrogénio anomérico.

LG-36.001.001.1r.esp

0.13:
0.12:
0.11 :
0.10:

0.09 =

7.06

0.08 -
0.07 -

0.06 -

Normalized Intensity

0.05 -

6.69
6.66
3235

0.04 -

1

0.03 -

0.02 -

'é
001 - (s
| Ll S

T T
8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25
Chemical Shift (ppm)

Figura 73. Espectro de RMN "H (500 MHz, MeOD) da substancia LG-20

495
54
4.52

96



Capitulo 4: Estudo Quimico de L. guilleminianus e C. spruceanum | 2017

—;LG—36.001 .001.1r.esp
0.13 —g
0.12 :i
0.11 :i
0.10 :i
0.09 :i
0.08 :i

007 3

7.06

0.06 5

005 3
004 5
00343

0025

Normalized Intensity

—6.69
—6.66

N~
o
E N~
0.01 4 N
.

7.3 72 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2
Chemical Shift (ppm)

—=—6.36
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Figura 75. Ampliacdo das regides entre (3,5 — 4,6 ppm) do espectro de
RMN 'H (500 MHz, MeOD) da substancia LG-20

A presencga dos grupos galoil e hexaidroxidifenoil foi evidenciada através
do espectro de RMN de *C e RMN'™C - APT (Figura 76 - 78, p. 98 e 99)
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através dos sinais caracteristicos de carbonila de ésteres a 6¢ 170,31; 168,14 e
166,88 além de apresentar também sinais relativos a carbonos fendlicos na
regiao entre (d¢c 145, 61 - 146,55).

O espectro de RMN™C - APT (Figura 78, p. 99) revelou os sinais dos
carbonos metinicos do residuo de glicose a C-1 (3¢ 95,16); C-2 (6¢ 69,62); C-3
(6c 71,77); C-4 (d¢c 62,63) e C-5 (6¢c 76,36). Observou-se também o sinal de
carbono metilénico (¢ 65,15) atribuido ao carbono C-6 do residuo de glicose

além dos sinais de carbonos metinicos C-3” (6¢c 110,32) e C-3" (5¢ 108,42).
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Figura 76. Espectro de RMN "°C (125 MHz, MeOD) da substancia LG-20
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O mapa de correlacdo heteronuclear HMQC a uma ligagéo ('Jc) (Figura

79 e 80, p. 100 e 101) traz informagdes da correlacdo entre o hidrogénio
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diretamente ligado ao carbono, o que permitiu confirmar as atribuicbes feitas
com base nos espectros de RMN 'H e ®C — APT por meio das correlacdes
observadas entre os carbonos e hidrogénios do residuo de glicose: C-1 (6¢c
95,16) e H-1 (81 6,36), C-2 (8¢ 69,39) e H-2 (34 3,99), C-3 (6¢c 71,77) e H-3 (6n
4,81), C-4 (3¢ 62,63) e H-4 (614 4,47), C-5 (3¢ 76,36) e H-5 (61 4,52).

Foi possivel observar também correlacbes entre os carbonos
metilénicos C-6 (3¢ 65,15) e H-6 (64 4,15 / 4,97). Além das correlagdes entre:
C-2" (8¢ 111,12) e H-2' (84 7,06); C-3” (¢ 110,32) e H-3"(54 6,68); C-3" (3¢
108,42) e H-3"" (3 6,66).
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Figura 79. Espectro de HMQC da substancia LG-20
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Figura 80. Ampliagcado do Espectro de HMQC da substancia LG-20

O mapa de contorno de correlacdo heteronuclear a longa distancia
HMBC ("Jcun= 2 e n=3) (Figura 81 e 82, p.102 e 103) permitiu correlacionar de
os pontos de ligacdo da substancia através de correlacbes a duas ligagdes
entre: C-3’ (8¢ 146,10) e H-2’' (64 7,06). Observaram-se correlagdes do residuo
de glicose entre C-5 (6¢ 76,36) e H-6 (o 4,97), C-4 (6¢ 62,63) e H-5 (61 4,52),
C-6 (8¢ 65,15) e H-5 (8¢ 4,52), C3 (6¢ 71,77) e H2 (81 3,99).

Foi possivel verificar correlagbes a trés ligagoes entre C5” (6¢ 138,47) e
H3” (d4 6,68), C1” (8¢ 117,48) e H3” (64 6,68), C1"” (&¢c 117,03) e H3”
(61 6,66), C7” (3¢ 168,74) e H3”(6n 6,68), C7” (5¢c 170,31) e H3” (54 6,66).
Verificou-se a correlagdes entre o C7”” (6¢c 170,31) da carbonilla e o H6 (dn

4,97) da glicose indicando o ponto de ligacado da molécula de glicose com o
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hexaidrodifenoil, além das correlagdes da glicose a trés ligagdes entre C6 (d¢
76,36) e H1 (81 6,36), C1 (8¢ 95,16) e H5 (61 4,52) e 0 C4 (8¢ 62,13) e H6 (dn
4,15).
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Figura 81. Espectro de HMBC da substancia LG-20
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Figura 82. Ampliacédo do espectro de HMBC da substancia LG-20

Os sinais relativos a hidrogénios aromaticos e residuos de glicose,
observados no espectro de RMN'H, com a analise dos dados de RMN'*C onde
se observou os sinais dos grupos galoil e hexaidroxidifenoil, dados da literatura
e juntamente com o espectro de massas que exibiu pico do ion molecular a m/z
633,0773 [M — H] entre outros, permitiram confirmar a estrutura da substancia
LG-20 como sendo a do elagitanino B—1-O-galoil-3,6-(R)-hexahidroxidifenoil-D-
glucose conhecida como corilagina (Figura 83, p. 104). Os deslocamentos
quimicos atribuidos para a substancia LG-20 estdo resumidos na Tabela 8, p.
104.
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Figura 83. Estrutura da substéancia (LG-20) p-1-O-galoil-3,6-(R)-

hexahidroxidifenoil-D-glicose, (corilagina).

Tabela 8. Dados de RMN de 'H e "*C (500 e 125 MHz respectivamente) da
substancia LG-20, utilizando MeOD como solvente e TMS como referéncia

interna. Deslocamentos quimicos (6, ppm).

LG-20 *Literatura (MeOD/CD3;0D)
C Sc SH 2JCH 3JCH 5(; 5H
Glicose
1 95,16 6,36 (1H, d, - H-5, H-3, 95,1 6,36 (s)
H-2
J=1,9 Hz)
2 69,62 3,99 (1H, dd, H-1, H-3 H-4 69,4 4,05 (s)
J=1,99¢e3, 84
Hz
3 71,77 4,81(1H, s) H-4, H2 H-1,H5 71,6 4,82 (s)
4 62,63 4,47 (1H, s) H-3,H-5 1H-6,H-2 62,5 4,45 (s)
5 76,36 4,52 (1H, dd, 2H-6,H-4 H-1,H-3 76,2 4,52 (dd,J=9,5¢
J=8,15e 10,7 11,5)
Hz)
6 65,15 4,97 (1H, t, J= H-5 - 75,0 4,96 (t, J=11,5Hz)
10,9 Hz)
4.15 (1H, dd 4,09 (dd, J=8,0¢
J=80e 11,05 11 Hz)
Hz)

Galoil
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1" 120,744 - H-2’, H-6’ - 120,7 -
2 111,12 7,06 (2H, s) - H-6’ 111,0 7,10 (2H, s)
3 146,10 - H-2' - 146,4 -
4’ 140,61 - - H-2’, 140,4 -
H-6’
5 146,55 - H-6’ - 146,4 -
6 111,12 - - H-2’ 111,0 -
7' 166,88 - - H-1, H-2’, - -
H-6’
Anel Ae Anel B

1”7 117,48 - - H-3” 117,3 -
2’ 125,58* - - - 125,5 -
3”7 110,32 6,68 (1H, s) - - 110,3 6,68
4” 145,72 - H-3” - 145,7 -
5” 138,47 - - H-3” 138,3 -
6” 145,62** - - - 145,5 -
7" 168,74 - - H-3, H-3” 168,7 -
1”7 117,03 - - H-3" 116,8 -
27 125,58* - - - 125,6 -
3”7 108,42 6,66 (1H, s) - - 108,4 6,65
4” 146,10 - H-3" - 146,0 -
5” 137,93 - - H-3" 137,8 -
6”7 145,75* - - - 145,4 -
7" 170,31 - - H-6, H-3"” 170,2 -

*(Sprenger, et al. 2016/ Moreira, et al. 2013)/ (*), (**) Valores intertrocaveis
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4. 4. 2. 5. Determinagao estrutural do componente majoritario da fragao
LG-14

A amostra LG-14 obtida do extrato metandlico apresentou-se como um
s6lido amorfo de coloragcdo amarelo, soluvel em MeOH.

O espectro de RMN "H da substancia LG-14 (Figura 84 a 86, p. 106 e
107) apresentou sinais entre o4 4,18 - o4 3,16 ppm caracteristicos de sinais de
acucar. O sinal simples a o4 3,53 foi atribuido aos hidrogénios da metoxila e o
sinal duplo a &4 4,18 (1H, d, J = 7,8 Hz) ao hidrogénio anomérico. Os demais
sinais a on 3,35, 04 3,27, 0y 3,16, Oy 3,28 e On 3,88/3,68 foram atribuidos aos
hidrogénios H-2, H-3, H-4, H-5 e H-6 respectivamente.
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Figura 84. Espectro de RMN 'H (500 MHz, MeOD) da amostra LG-14
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Figura 85. Ampliacéo das regides entre (3,3 — 4,2 ppm) do espectro de RMN
'H (500 MHz, MeOD) da amostra LG-14

JLG-14.001.001.1r.esp

Normalized Intensity

Chemical Shift (ppm)

Figura 86. Ampliacado das regides entre (3,13 — 3,28 ppm) do espectro de RMN
'H (500 MHz, MeOD) da amostra LG-14
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O espectro de RMN'™C juntamente com o espectro de RMN™C
utilizando a técnica de APT (Figura 87 e 88) da amostra LG-14 evidenciou a
presenga de sete sinais na regido entre (¢ 105,52 — 57,48), sendo o sinal a
(6¢ 105,52) atribuido ao carbono anomérico C-1 e o sinal a (3¢ 57,48) referente
ao carbono metilico OCHs.

Observou-se também o sinal de carbono metilénico C-6 (6¢c 62,85) além
de outros sinais: C-2 (6¢ 78,18); C-3 (¢ 78,06); C-4 (6¢c 75,20) e C-5 (d¢ 71,76)
dos carbonos metinicos. Os dados de RMN da substancia em conjunto com os
valores descritos na literatura confirmam a estrutura do metil-B-D-

glicopiranosideo.
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Figura 87. Espectro de RMN °C da amostra LG-14 (125 MHz, MeOD) da
substancia LG-14
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Figura 88. Espectro de RMN de "°C - APT (125 MHz, MeOD) da amostra LG-
14

O mapa de correlacdo heteronuclear a uma ligagdo HMQC ('Jcn) (Figura
89, p. 110) permitiu confirmar as atribuicbes feitas com base nos espectros de
RMN "H, RMN e "*C APT, através das correlagdes observadas entre os H-1 (34
4,18) com o C-1 (3105,52). Correlagdes também foram observadas entre C-7
(6c 57,48) e os hidrogénios H-7 (6y 3,53). As outras correlagdes observadas
foram: C-6 (6. 62,85) e os hidrogénios H-6 (64 3,88/3,68) relativos ao grupo
metilénico da molécula, C-5 (6¢ 71,76) e H-5 (64 3,28), C-4 (6¢ 75,20) e H-4 (&4
3,16), C-3 (5c 78,18) e H-3 (01 3,27) e C-2 (d¢ 78,06) e H-2(dx 3,35).
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Figura 89. Espectro de HMQC da amostra LG-14

Pelo mapa de correlagdo a longa distancia HMBC ("Jcyn= 2 e n=3)
(Figura 90) foi possivel correlacionar o sinal do carbono da metoxila C-7 (&¢
57,48) com o hidrogénio H-1 (64 4,18). Também foi possivel verificar
correlagdes a duas ligagées do carbono C-3 (&¢ 78,06) com o hidrogénio H-4
(®n 3,16), C-2 (&c 78,18) com H-3 (&4 3,27) e a trés ligagdes do carbono
anomérico C-1 ( &¢ 105,52) com os hidrogénios H-7 (64 3,53).
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Figura 90. Espectro de HMBC da amostra LG-14

O conjunto de dados de RMN obtidos para substancia LG-14 conferidos
com os dados descritos na literatura permitiram confirmar a estrutura da
substancia como sendo o metil-B-D-glicopiranosideo (Figura 91). Os
deslocamentos quimicos atribuidos para a substancia LG-14 estao resumidos
na Tabela 9, p.112.
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Figura 91. Estrutura da amostra (LG-14) metil-B—D-glicopiranosideo

Tabela 9. Dados de RMN de 'H e ™C (500 e 125 MHz respectivamente) da
substancia LG-14, utilizando MeOD como solvente e TMS como referéncia

interna. Deslocamentos quimicos (8, ppm).

LG -14 *Literatura (D,0O)

C Sc o “Jon Jew Sc S
1 105,52 4,18 (1H, d, J= 7,8 Hz) - H-7 104,27 4,38
2 78,18 3,35 (s) H-3 - 74,19 3,26
3 78,06 3,27 H-4 - 76,95 3,48
4 7520 3,16 (1H, dd, J=9,15 e - - 70,76 3,38

7,95)
71,76 3,28 - - 76,95 3,46
62,85 3,88 (1H, dd, J= 1,95 e - - 61,87 3,93: 3,72
12,05 Hz); 3,68(m)

OCH; 5748 3,53 (3H,s) - H-1 58,24 3,57

*http://www.chemicalbook.com/SpectrumEN_709-50-2_1HNMR.htm
*https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Methyl_beta-D-glucoside

4. 4. 2. 6. Determinagao estrutural dos componentes majoritarios dos

derivados acetilados contidos na fragao LG-14 (fragcao LG-14 Ac).

A fracdo LG-14 Ac foi obtida a partir da acetilagéo da substancia LG-14,

apresentou-se como um sélido gelatinoso de coloragdo amarela, soluvel em

cloroférmio.

A andlise através de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro
de massa (CG/EM) mostrou que a amostra LG-14 Ac trata-se de uma mistura

de 12 substancias. Na Figura 92, apresenta-se o cromatograma da amostra
LG-14 Ac.
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Figura 92. Cromatograma da amostra LG-14 Ac

Através da comparagdo dos tempos de retengdo e razdo massa/carga
(m/z) dos componentes da mistura com a biblioteca NIST do equipamento de
CG/EM foi possivel identificar os componentes da mistura como sendo uma
mistura de &cgucares (Figura 93, p.114) e o Metil- B- D-glicopiranosideo

tetraacetato como componente majoritario (Tabela 10).

Tabela 10. Tempos de retencdo (Tgr), relagdo massa/carga (m/z) e
porcentagem de area (Area %) dos componentes da fracdo LG-14Ac

Pico* Tr*™ m/z Area% Substancia (c6digo)

1 10,44 290 4,37 1,2,3,4-Butanotetrol tetraacetato LG-14 Ac(a)

2 11,03 290 4,34 Metil-2,3,4-tri-O-acetil-B-D-xilopyranosideo
LG-14 Ac(b)
3 1232 332 6,81 Tetraacetil-B-L-ramnose LG-14 Ac(c)

4 12,43 332 6,80 «o-L-Manopiranose-6-desoxi- tetraacetato
LG-14 Ac(d)
12,70 316 2,74 Lixopiranose tetraacetato LG-14 Ac(e)
13,62 434 4,35 L-lditol hexaacetato LG-14 Ac(f)
14,55 362 32,27 Metil-B-D-glicopiranosideo tetraacetato

LG-14 Ac(g)

8 14,65 362 17,52 Metil-B-D-glicopiranosideo tetraacetato
LG-14 Ac(9g)

9 15,06 - 3,24 nd

10 15,33 390 5,30 D-Glicose, 2,3,4,5,6-pentaacetato LG-14 Ac(h)

11 16,44 390 8,63 «-D-Glicopiranose pentaacetato LG-14 Ac(i)
12 16,02 434 3,62 D-Manitol hexaacetato LG-14 Ac(j)

nd = ndo determinado.
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Figura 93. Principais componentes identificados na amostra LG-14 Ac

A analise do espectro de absorg¢ao na regiao do infravermelho (Figura

94, p. 115) da amostra LG-14 Ac mostrou forte absorcdo em 1755 cm™

caracteristica

estiramento de grupo carbonila de éster confirmando os

derivados acetilados. Verificou-se também uma torno de 1041 cm™ atribuida ao

estiramento vibracional de C-O-C inerentes a ligagao glicosidica caracteristica

dos monossacarideos (Silverstein & Webster, 2000).
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Figura 94. Espectro de infravermelho da amostra LG-14 Ac

No espectro de massas do componente majoritario da mistura LG-14 Ac

(Figura 95), nao foi possivel observar o pico do ion molecular, porém foi

possivel identificar fragmentos em m/z = 331 [M*™ - 31 (-OCH3)] e m/z = 289

[M*™ - 73 [(-CH2OAc)], cujas propostas de fragmentacédo estdo descritas na

Figura 96, p. 116.
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Figura 95. Espectro de Massa CG-EM da substancia LG-14 Ac(g)
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Figura 96. Proposta mecanistica de fragmentagao da substancia LG-14 Ac(g)

O espectro de RMN'H da mistura LG-14 Ac (Figura 97 a 99, p. 117 e
118) apresentou absor¢des referentes ao hidrogénio anomérico H-1 ( 64 4,45,
1H, d, J = 7,95 Hz), hidrogénio H-2 (64 3,71), sinal do H-3 (6n 4,98), H-4 (&u
5,21, 1H, t, J= 9,45 Hz); H-5 (61 5,09, 1H,t, J= 9,9 Hz) e H-6 (1 4,28 e 4,16).
As metilas dos grupos acetila mostraram absor¢des caracteristicas entre (dn
2,01 e 2,09).
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Figura 97. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da amostra LG-14 Ac
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Figura 98. Ampliacao das regides entre (3,4 — 5,7 ppm) do espectro de RMN
'H (500 MHZ, CDCl3) da amostra LG-14 Ac
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Figura 99. Ampliagdo das regides entre (1,9 — 2,7 ppm) do espectro de RMN
'H (500 MHz, CDCls) da amostra LG-14 Ac

No espectro de "*C (Figura 100, p. 119), os sinais entre (8¢ 20,56 e
20,75) e os sinais entre (6¢ 169,41 e 170,69) foram atribuidos aos carbonos
grupo acetil (CHs e C=0), respectivamente. Para o restante da molécula foram
feitas as seguintes atribuicbes: C-1 (&¢ 101,61), C-2 (6¢ 71,81), C-3 (8¢ 71,29),
C-4 (8¢ 72,90), C-5 (8¢ 68,49), C-6 (6c61,96), e OCH3 (8¢ 56,97).

Através do espectro de RMN C — APT da mistura LG-14 Ac (Figura
101, p. 120), foi possivel confirmar os sinais referentes aos carbonos metinicos
entre (&¢c 68,49 e 72,90) C-2 a C-5. O sinal do carbono metilénico C-6 (&¢
61,96). Além dos sinais caracteristicos dos grupos acetil e sinal do carbono da

metoxila a dc 56,97.
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Figura 100. Espectro de RMN "°C (125 MHz, CDCIls) da amostra LG-14 Ac
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Figura 101. Espectro de RMN de "°C-APT (125 MHz, CDCls) da amostra LG-
14 Ac

O mapa de contorno de correlagdo heteronuclear a uma ligagaéo HMQC
(Figura 102, p. 121) revela as correlagdes existentes entre o carbono C-1 (8¢
101,61) e o hidrogénio anomérico H-1 (dn 4,44). Verificou-se também
correlagdes entre C-2 (6¢ 71,81) e H-2 (6n 3,7), C-3 (8¢ 71,29) e H-3 (04 4,98),
C-4 (8¢ 72,92) e H-4 (01 5,21) e C-5 (6¢ 68,48) e H-5 (64 5,09). Além dessas
verificou-se também correlagbes entre C-6 (8¢ 61,96) e os hidrogénios H-6 (&n
4,16/4,28).

Observou-se que o carbono da metoxila a (6¢c 56,97) apresentou
correlagédo com os hidrogénios OCH3; (61 3,51) enquanto que os carbonos das
metilas do grupo acetil (6¢c 20,56 — 20,75) apresentaram correlagdes com

hidrogénios entre (64 2,01- 2,09).
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Figura 102. Espectro de HMQC da amostra LG-14 Ac

No mapa de contorno de correlagdo a longa distdncia HMBC (Figura
103) pode-se confirmar a localizacdo da metoxila devido a correlagdo a trés
ligacdes entre o carbono OCH3 (6¢ 56,97) e H-1 (04 4,44). Foram observadas
também correlagdes a duas ligagdes entre C-5 (8¢ 68,49) e C-3 ( 6¢ 71,29) com
H-4 (dn 5,21), C-6 (8¢ 61,96) e C-4 (d¢c 72,90) com H-5 (&4 5,09) e C-4 (d¢
72,90) com o H-3 (64 4,98), entre outras.

Pode se também confirmar as posicdes dos grupos acetil através das

correlagdes do carbono das carbonilas com os respectivos hidrogénios, a trés
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ligagdes: 6¢ 170, 28 com o H-4 (04 4,98), &¢c 170,69 com o H-6 (dn 4,28), d¢
169,41 com o H-3 (6¢ 4,98).
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Figura 103. Espectro de HMBC da amostra LG-14 Ac

Os dados obtidos anteriormente para a substancia LG-14, juntamente
com os dados espectrais obtidos para o seu derivado acetilado LG-14 Ac, nos
permite concluir que a reacao de acetilacdo ocorreu de forma satisfatéria e que

constituinte majoritario da fragdo LG-14Ac trata-se do metil-B-D-
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glicopiranosideo tetraacetato cujos deslocamentos quimicos estdo resumidos

na Tabela 11.

Tabela 11. Dados de RMN de 'H e ™C (500 e 125 MHZ respectivamente) da
substancia LG-14 Ac, utilizando CDCIs; como solvente e TMS como referéncia

interna. Deslocamentos quimicos (8, ppm).

LG-14 Ac
C dc OH *JeH *Jen
1 101,61 4,45 (1H, d, J= 7,95 Hz) OCH;
2 71,81 3,71 (m) H-3 ;
3 7129 4,98 (m) H-4 ]
4 72,90 5,21 (1H, t, J= 9,45 Hz) H-3, H-5 -
5 68,49 5,09 (1H, t, J= 9,9 Hz) H-6, H-4 -
6 61,96 4,28 (dd, J= 12,2 e 4,75 Hz) H-5 -
416 (dd. J= 2,6 & 12,35 Hz)
OCHj; 56,97 3,51 (3H, s) - H-1
CH3; 20,75 2,09 (3H, s) - -
CH; 20,67 2,05 (3H, s) - -
CH; 20,65 2,02 (3H, s) - -
CH; 20,56 2,01 (3H, s) - -
C=0 170,69 - - H-6
Cc=0 170,28 - - H-4
Cc=0 169,41 - - H-3
C=0 169,41 - - -
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4. 4.2.7. Determinagao estrutural da substancia LGA1

A substédncia LGA1 isolada do extrato em Acetato de etila de L.
guilleminianus apresentou-se como um solido branco amorfo, soluvel em
diclorometano.

A andlise através de cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro
de massa (CG/EM) mostrou que a amostra LGA1 trata-se de uma mistura de
14 substancias. Na Figura 104, apresenta-se o cromatograma da amostra
LGA1.

Figura 104. Cromatograma da fracdo LGA1

Através da comparagao dos tempos de retencao e razdo massa/carga
(m/z) dos componentes da mistura com a biblioteca NIST do equipamento de
CG/EM foi possivel identificar os componentes da mistura como sendo uma
mistura de hidrocarbonetos saturados. O pentacosano e heptacosano foram os

componentes majoritarios (Figura 105 e Tabela 12, p. 125).
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Tabela 12. Tempos de

porcentagem de area (Area %) dos componentes da fracdo LGA1

retencdo (TRr), relagdo massa/carga (m/z) e

Pico* Tr*™ m/z Area% Substéancia (cédigo)
1 10,74 226 1,04 Hexadecano LGA1(a)
2 11,87 240 1,24 Heptadecano LGA1(b)
3 11,93 268 0,99 Pentadecano-2,6,10,14-tetrametil LGA1(c)
4 12,94 254 2,38 Octadecano LGA1(d)
5 13,97 268 1,84 Nonadecano LGA1(e)
6 14,95 282 2,42 Eicosano LGA1(f)
7 15,89 296 2,14 Heneicosano LGA1(g)
8 16,79 310 217 Docosano LGA1(h)
9 17.65 324 6,36 Tricosano LGA1(i)
10 18,48 338 4,37 Tetracosano LGA1(j)
11 19,30 352 44,71 Pentacosano LGA1(k)
12 20,04 366 4,10 Hexacosano LGA1(l)
13 20,85 380 18,46 Heptacosano LGA1(m)
14 22,84 408 7,71 Nonacosano (LGA1N)
i SO
LGA1 (a)n=12 LGA1 (i) n=19
LOAT (d)n= 14 LOAI (9n =21 LGA1 ()
LGA1 (e)n=15 LGA1(l) n=22

LGA1 (f)n = 16
LGA1(g)n =17
LGA1 (h)n =18

LGA1 (m) n =23
LGA1 (n) n=25

Figura 105. Constituintes identificados da fragcao LGA1

Nas Figuras 106 e 107, p. 126, sdo apresentados os espectros de

massas das substancias LGA1(k) e LGA1(m) realizado através de ionizacao

quimica com CH4 em modo positivo.
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4.4. 2. 8. Determinacgao estrutural da substancia LGA2

O tratamento cromatografico do extrato em acetato de etila e do extrato em
hexano possibilitou o isolamento da substancia LGA2, apresentando-se como
um solido branco e amorfo, soluvel em cloroférmio.

O espectro obtido na regido do infravermelho (Figura 108) apresenta
bandas de absorcdo em 2926 e 2868 cm™', que evidenciam o carater alifatico
da amostra. Apresenta ainda banda em 1714 cm™ referente ao grupo

carbonilico e banda na regido de 3500 cm™ (Silverstein & Webster, 2000).

Figura 108. Espectro na Regido de infravermelho da substancia LGA2

A analise da substancia LGA2 através de cromatografia de gas acoplada
ao massas (CG-EM) revelou a existéncia de um unico pico com t, = 38,00 min
(Figura 109, p. 128).

O espectro de massas apresentou pico do ion molecular a m/z 426,
compativel com a férmula molecular C3oHs00 (Figura 110, p. 129). De acordo
com comparacao dos dados da biblioteca NIST do equipamento de CG/EM,
sugere-se para a substdncia LGA2 a estrutura do triterpeno pentaciclico,

friedelan-3-ona.
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Figura 109. Cromatograma da substancia LGA2

A substancia LGA-2 apresentou IDH de seis equivalentes de deficiéncia
de hidrogénio, sendo proposta a presenga de uma dupla ligagao e cinco anéis
de seis membros, tipicos de estrutura terpénica pentaciclica.

O espectro de massas apresentou fragmentos a m/z: 411 (M™* - *CHj),
302 (M™ - CgHe), 274 (- CoH4), 273 (- *H). Esse padrdo de fragmentagdo é
caracteristico triterpenos pentaciclicos de esqueleto de friedelano (Hirota et al.,
1975) (Figura110). Uma sugestao de esquema de fragmentagado é mostrada na
Figura 111, p. 129.
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Figura 111. Proposta mecanistica de fragmentag¢ao da substancia LGA-2

O espectro de RMN'H (Figuras 112 a 114, p. 130 e 131) da substancia

LGA2 apresentou valores de deslocamentos quimicos semelhantes aos

descritos na literatura para friedelina (Shiojima et al., 1992). Também foi
observado um duplo dubleto duplo em &y 2,39 (ddd, J = 13,75; 5,15 e 2,1 Hz,

H-2), multipletos entre 64 2,23 - 2,33 (m, 2H), além de sinais intensos entre (dn
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0,73 - 1,26) atribuidos a hidrogénios dos grupos metila, de acordo com dados

da literatura registrados para friedelina, (Abreu et al., 2011).
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Figura 112. Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCIs) da substancia LGA2
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Figura 113. Ampliacdo das regides entre (1,9 — 3,4 ppm) do espectro de
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O espectro de RMN '3C (Figura 115 e 116, p. 132 e 133), apresentou um
sinal em (d¢c 213,25) C-3 caracteristico de carbonila de cetona. Observou-se
um sinal em d¢ 6,8 referente a metila C-23, essa absorgao referente a metila
foi atribuida com base no efeito protetor y—gauche exercido pela carbonila C-3

O espectro de RMN "®C-APT da substancia LGA2 (Figura 117, p. 133)
apresentou dezoito sinais relativos a CH, e carbono quaternario e doze sinais
referentes a CH; e CH. Observaram sinais em C-24 (¢ 14,64), C-25 (3¢ 17,93),
C-26 (8¢ 18,65), C-27 (8¢ 20,25), C-28 (6¢ 32,08), C-29 (¢ 35,01), C-30 (3¢
35,33) atribuidos aos grupos metila da série friedelano (Mahato e Kundu,
1994).
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Figura 115. Espectro de RMN "*C (125 MHz, CDCls) da substancia LGA2
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Figura 116. Ampliagdo das regides entre (5 — 65 ppm) do espectro de

RMN "3C (125 MHz, CDCls) da substancia LGA2
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Figura 117. Espectro de RMN de ""C-APT (125 MHz, CDCls) da substancia
LGA2
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A partir da analise do espectro de correlagdo a uma ligagdo (HMQC)
("Jen) (Figura 118 e 119, p. 134 e 135) pode se confirmar a localizacdo das
metilas da substéncia LGAZ2 através das correlagbes entre C-23 (6¢ 6,81) e H-
23 (84 0,89), C-24 (8¢ 14,64) e H-24 (840,73), C-25 (8¢ 17,93) e H-25 (84 0,88),
C-26 (6¢c 18,65) e H-26 (34 1,06), C-27 (8¢ 20,25 e H-27 ( 4 1,01), C-28 (6¢c
32,08) e H-28 (64 1,19), C-29 (8¢ 35,01) e H-29 (341,00), C-30 (8¢ 35,33) e
H-30(5+ 0,96).
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Figura 118. Espectro de HMQC da substancia LGA2
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Figura 119. Ampliacado do espectro de HMQC da substancia LGA2

A partir da analise do espectro de correlagdo a longa distancia (HMBC)
as seguintes correlagdes a trés ligagdes foram observadas: C-3 (8¢ 213) e H-23
(6w 0,89), C-12 (¢ 30,49) e H-26 (64 1,06), C-10 (3¢ 59,46) e H-24 (54 0,73), C-8
(8¢ 53,09) e H-25 (64 0,88), C-10 (8¢ 59,46) e H-25 (64 0,88), C-18 (8¢ 42,77) e
H-26 (64 1,06) (Figura 120 e 121 p. 136 e 137).
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Figura 120. Espectro de HMBC da substancia LGA2
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Figura 121. Ampliacao do espectro de HMBC da substancia LGA2

A comparagado do padrédo de fragmentagdo de massas e os dados
obtidos de RMN 'H e *C com os descritos na literatura permitiu a identificagéo
da substancia LGA2 como sendo a friedelina (Figura 122). Os deslocamentos
quimicos atribuidos para a substancia LGA2 estdo resumidos na Tabela 13, p.
138.

Figura 122. Estrutura da Substancia LGA2 (Friedelina)
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Tabela 13. Dados de RMN de 'H e *C (500 e 125 MHz respectivamente) da

substancia LGA2, utilizando CDCIl; como solvente e TMS como referéncia

interna. Deslocamentos quimicos (0, ppm).

LGA2 *Literatura CDCl;
C Sc Su *Jon *Jen dc O
1,96 (m)
1 2297  197(m. 169 H-2 H- 223 1,68 (dg, J = 13,0:
(m) 10 b
2,30 (ddd, J = 239 (gc%‘/g:) 13.7:
2 4152 13,251, %;5e i i N5 Haeom /has:
: 13,6; 6,5)
3 21325 ] H2, H4  H-23 2132 ]
4 5821 2,26 (m) i ] 582  2.24(q, J= 65)
5 4214 i H-4 ] 421 )
1,75 (m) 1,75 (m)
6 4127 128 om) ] ; 413 o o)
1,58 (m) 1,59 (m)
7 1822 125 om) H-8 ; 18,2 a7 o
1.40 (m) 1,44 (m),
53,00 130 (m) ; H25 533 pegils
3743 : ; ; 375 :
10 5946 1,55 (m) ; :-2245/ 595 1,55 (m)
11 3561 1,38 (m) i i 356 1,38 (m)
12 3049 1.35 (m) i H26 305 1.35 (m)
13 3968 ; ; : 397 i
14 3828 ; ; ; 383 ;
1,47 (m) 1,47 (m)
15 32,08 126 (m) ; ; 328 o7 )
1,55 (m) 1,54 (m)
16 3599 1% om) ; ; 36.0 136 om)
17 2098 ; ; ; 300 -
18 4277 1,57 (m) i H26 428 1,56 (m)
19 3533 1.36 (m) i i 354 1,37 (m)
20  28.16 ; ; ; 282 ;
21 32.40 1,49 (m) i 324 1,49 (m)
22 3923 1.48 (m) i i 393 1.48 (m)
23 6,81 0,89 (s) H-4 i 68 0,87 (d J=65Hz)
24 14,64 0,73 (s) i 14,7 0,73 (s)
25  17.93 0.88 (s) i i 17.9 0.88 (s)
26 18.65 1,06 (s) i 18.7 1.05 (s)
27 2025 1,01 (s) i i 203 1.01 (s)
28 32.08 1,19 (s) i i 321 1.18 (s)
29 35.01 1,09 (s) i i 350 1,00 (s)
30 3533 0,96 (s) i i 350 0,95 (s)

*(Mahato e Kundu, 1994)
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4. 4. 2. 9. Determinagao estrutural da substancia LGA3

A substéncia LGA3 isolada do extrato em Acetato de etila de L.
guilleminianus apresentou-se como um solido branco amorfo, soluvel em
diclorometano.

No espectro na regido do infravermelho (Figura 123) foi possivel
identificar bandas de absorcéo relativas a esteroides, pois os mesmos exibem
uma banda intensa e larga de absorcdo em torno de 3400 cm™' caracteristica
do estiramento da ligagdo O-H, uma banda intensa em 2930 cm’
correspondentes a estiramentos de C—H. Os estiramentos C=C aparecem em
torno de 1637cm’ (Silverstein & Webster, 2000).

Figura 123. Espectro na regido de infravermelho de LGA3
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A analise do cromatograma da amostra LGA3 (Figura 124) apresentou
dois picos, sendo um em maior proporgao, evidenciando a presenga de uma

mistura de duas substancias.

AbuncEnce

L :

S P
L L L L L L U L L L L L AL L LI L L L L LS L O DL L L DL LI L
S5.00 10.00 1500 2000 25.00 30,00 35.00 4000 4500

TimMe—

Figura 124. Cromatograma da amostra LGA3.

A partir da comparacao dos espectros de massas com a biblioteca do
aparelho (NIST) sugeriu-se que a substancia LGA3 trata-se dos esteroides

estigmasterol e y-sitosterol.

Os espectros de massas da amostra LGA3 mostrou pico do ion
molecular a M™ 412 u.m.a compativel com a foérmula molecular CagH4s0O
referente ao esteroide estigmsterol. O espectro de massas (Figura 125, p. 141)
mostrou, entre outros, fragmentos a m/z = 394 (M™ - H,0), 273 (M™* - *C1oH19),
255 (M - Hy0), 231(M™ - *C13H2s) € 213 (M™ - H.0).
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Figura 125. Espectro de massas da amostra LGA3 (estigmasterol)

Na Figura 126 apresenta-se a proposta de fragmentagdo para o

esteroide estigmasterol.

— —

- B

Figura 126. Proposta mecanistica de fragmentagcao para a amostra LGA3

(estigmasterol)
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A analise do espectro de massas do esteroide y- sitosterol revelou pico
do ion molecular a M™ 414 u.m.a. compativel com a férmula molecular
C29H500. O espectro de massas (Figura 127) mostrou, entre outros, fragmentos
a m/z =399 (M™ - *CHjs), 381 (M™* - H;0), 329 (M™ - *CgH13), 273 (M™ - “C4Hy),
255 (M™ - Hx0), 231 (M™ - *C43H27), 213 (M™ - H0).

1004 o 105 s
55
95
296
69
133 [ 155 414
213
501
25 w3 329
381
173 i}
21 | 23
341
0 ..LLu | W R
0 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480 520

Figura 127. Espectro de massas da amostra LGA3 (y-sitosterol)

A proposta de fragmentagao do esteroide y-sitosterol consiste na perda
de uma molécula de H,O (m/z = 381). Também pode ser observada a perda de
85 u.m.a (m/z = 329), consistente com um radical *CgH43, com subsequente
eliminagéo de *C4Hg (m/z = 273) e H,O (m/z = 255). O ion m/z 213 foi atribuido
a perda de 183 u.m.a (m/z = 231), referente ao radical *C3H7, seguido da

eliminagao de H,O (Gongalves, 2011).

Na Figura 128 p. 143, esta ilustrado a proposta de fragmentacao para o

y-sitosterol
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Figura 128. Proposta mecanistica de fragmentagdo para a amostra LGA3

(y-sitosterol)

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) (Figura 129 a 131, p. 144 e
145) da mistura apresentou um grande acumulo de sinais entre as regides (on
0,69-2,32), referentes a absorgéo de grupos metilicos, metilénicos e metinicos
de esteroides. O espectro ainda revelou a presenca de um multipleto entre (6H
3,50-3,56) atribuido ao hidrogénio H- 3 verificou-se um dubleto largo em (64
5,36, dI, J= 5,2 Hz) comum em ambos os compostos, relativo ao hidrogénio H-
6.

Observou-se também os duplo-dubletos a (dy 5,02) H-22 e (64 5,15) H-
23, que caracterizam os hidrogénios olefinicos do estigmasterol (Zanon et al.,
2008).

Fitoesteroides ocorrem largamente nos vegetais, normalmente eles
aparecem como mistura de dificil separacdo por apresentarem propriedades
espectroscopicas semelhantes.

O estigmasterol é facilmente identificado no espectro de RMN 'H, pelos
sinais referentes aos hidrogénio vinilicos (H-22 e H-23) que aparecem como

sinais duplos.
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Figura 129. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da amostra LGA3
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Figura 131. Ampliacédo das regides entre (0,6 — 2,5 ppm) do espectro de

RMN 'H (500 MHz, CDCls) da amostra LGA3

O espectro de RMN de ®*C da mistura (Figura 132, p. 146) indicou a
presenca de 31 atomos de carbonos. Quatro sinais na regiao de carbonos sp?
(6c 121,71, 129,26, 138,30 e 140,74) indicam duas ligagbes duplas. Os sinais
em (6c 121,71 e 140,74) sao caracteristicos de esteréides com uma ligagéo
dupla entre C-5 e C-6 e os sinais em (6¢c 129,30 e 138,30) sado caracteristicos

de uma ligagdo dupla entre C-22 e C-23 presente apenas no estigmasterol.
(Seo et al., 1988).
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Figura 132. Espectro de RMN "°C (125 MHz, CDCl3) da amostra LGA3

A analise do espectro de RMN '*C — APT permitiu identificar o padrdo de

hidrogenagcdo dos atomos de carbono presentes nas estruturas dos dois

esteroides (Figura 133).
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Figura 133. Espectro de RMN "°C — APT (125 MHz, CDCIz) da amostra LGA3
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A distincdo entre as substancias foi feita principalmente pela analise de
CG/EM e espectros de RMN'H e ®*C. O conjunto de dados obtidos para a
substancia LGA3 quando comparados com aqueles descritos na literatura
permitiram atribuir a estrutura dos esteroides estigmasterol e y- sitosterol
(Figura 134). Os deslocamentos quimicos atribuidos para a substancia LGA3

estdo resumidos na Tabela 14 e 15 p. 148 e 149.

Estigmasterol sitosterol

Figura 134. Estrutura da Substéncia LGA3 os esteroides estigmasterol e v-

sitosterol
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Tabela 14. Dados de RMN de 'H e *C (500 e 125 MHz respectivamente) da
substancia LGA3 (estigmasterol) utilizando CDCl; como solvente e TMS como

referéncia interna. Deslocamentos quimicos (8, ppm)

LGA3 (estigmasterol) *Literatura CDCl;
C 60 6H 80 8H
1 37,23 - 37,2 -
2 31,89 - 31,9 -
3 71,81 3,53 (m) 71,8 3,49 (m)
4 42,28 - 42,2 -
5 140,74 - 140,7 -
6 121,71 5,36 (dl, J= 5,2 Hz) 1217 5,36 (dl)
7 33,93 - 33,9 -
8 31,64 - 31,6 -
9 50,12 - 50,1 -
10 36,13 - 36,2 -
11 21,07 - 21,1 -
12 39,76 - 39,8 -
13 42,28 - 42,2 -
14 56,75 - 56,8 -
15 24,29 - 24,3 -
16 28,23 - 28,2 -
17 56,04 - 56,1 -
18 11,96 1,02 (s) 11,9 1,03 (s)
19 19,38 0,68 (s) 19,4 0,71 (s)
20 39,76 - 39,8 -
21 19,81 0,93 (d, J= 6,55 Hz) 19,8 0,91 (d, J=6,2 Hz)
5,03 (dd, J= 8,7 e 5,02 (dd, J=8 e 16
22 138,30 151 Hz) 138,3 Hz)
23 12026  >16(dd, J‘Hi')% €1495 41393 5,16 (dd, J = 8 & 15 Hz)
24 50,12 - 51,2 -
25 31,64 - 31,6 -
26 21,07 - 21,1 -
27 19,81 - 19,8 -
28 26,05 - 26,1 -
29 11,85 0,83 (t. J=6,8 Hz) 11,8 0,83 (t. J=7,1 Hz)

*(Mahato e Kundu, 1994)
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Tabela 15. Dados de RMN de 'H e *C (500 e 125 MHz respectivamente) da

substancia LGA3 (y-sitosterol), utilizando CDCI; como solvente e TMS como

referéncia interna. Deslocamentos quimicos (8, ppm).

LGAS3 ( sitosterol)

*Literatura CDCl;

C Sc S Sc S

1 37,23 - 37,3 -

2 31,89 - 31,9 -

3 71,81 - 71,8 -

4 42,31 3,53 (m) 42,4 3,49 (m)
5 140,74 - 140,7 -

6 121,71 - 121,7 ;

7 3393  536(dl, J=52Hz) 34,0 5,36 (dI)
8 31,89 - 31,9 -

9 50,12 - 50,1 -

10 36,13 - 36,1 -

11 21,07 - 21,1 ;

12 39,76 - 39,8 -

13 42,31 . 42,3 .

14 56,75 - 56,8 -

15 24,29 . 24.3 .

16 28,23 - 28,9 .

17 56,04 - 56,0 -

18 11,96 1,02 (s) 12,3 1,01 (s)
19 19,38 0,68 (s) 19,4 0,68 (s)
20 39,76 - 39,8 -

21 18,77 0,93 (d, J=6,55Hz) 188 0,93 (d, J= 6,5Hz)
22 31,89 - 32,0 -

23 26,05 - 26,0 -

24 45,82 - 458 -

25 29,13 - 29,0 -

26 19,02 - 19,1 -

27 19,81 - 19,8 -

28 23,05 - 23,0 -

29 11,85 0,83(t J=68Hz) 11,8 0,84 (t.J=7,2Hz)

*(Mahato e Kundu, 1994)
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4. 4.2.10. Determinagao estrutural da substancia LG-5Ac

A substancia LG-5Ac foi obtida a partir da acetilacdo da fracdo LG-5 do
extrato em MeOH/H,0, apresentou-se como um sélido branco soluvel em
CHCI;3,

A substancia quando analisada através de CCDA seguida de
pulverizagdo com vanilina sulfurica e aquecimento, apresentou
desenvolvimento de coloragdo azulada, caracteristica de esqueleto
triterpenoidal e Rf maior do que o da fracdo LG-5, confirmando a reagao de
acetilagao.

A estrutura da substancia LG-5Ac foi caracterizada a partir da analise
dos dados espectrométricos (RMN de 'H e ™*C, APT, COSY, HMQC, HMBC e
ESI- EM/EM) e por comparagao com os dados disponiveis na literatura.

A analise do espectro de RMN-"C desacoplado de hidrogénio e RMN-
3C utilizando a técnica de APT (Figura 135, 136 e 137, p. 151 e 152), permitiu
reconhecer a presenga de dezesseis sinais correspondentes a dezesseis
carbonos nao hidrogenados [(C)1s: seis sp° e dez sp? (incluindo oito carbonilas
entre d¢c 169,01 — 170,77; relativas a oito grupos acetila e uma a ¢ 181,23,
correspondente ao carbono carbonilico C-28 e um sp? vinilico a 8¢ 143,51,
correspondente ao C-13)], 19 metinicos [(CH)1e: dezoito sp® (13 ligados a
atomos de oxigénio, um sp? olefinico a &c 122,64 (CH-12) e trés a ¢ 104,44;
99,43 e 96,37 ligados aos carbonos anoméricos CH-1’, CH-1" e CH-1"
respectivamente], doze metilénicos [(CH2)12, todos sp’] e 16 metilicos [(CHa)qs:
oito ligados aos grupos acetilas, permitindo deduzir, com base na presenca de
seis ligagdes éter envolvendo trés unidades de residuo de agucar, oito grupos
acetil e uma fungao acido carboxilico, a formula molecular expandida para (C)+s
(CH)19(CH2)12(CH3)16, ou seja, Cg3Hg2024, correspondente a 18 graus de
insaturacdo, nove grupos carbonilas, uma ligacao dupla e oito anéis (cinco da

aglicona triterpénica e trés correspondentes aos residuos de acgucar).
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Figura 135. Espectro de RMN "°C (125 MHz, CDCls) da substancia LG5-Ac
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Figura 136. Ampliacdo das regides entre (80 — 192 ppm) do espectro de
RMN "3C (125 MHz, CDCls) da substancia LG-5Ac
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Figura 137. Espectro de RMN °C — APT (125 MHz, CDCl3) da substancia LG-
5Ac

A férmula molecular proposta através dos dados de RMN foi confirmada

através do espectro de massa (ESI EM/EM) obtido utilizando através dos

modos negativo e positivo que revelaram picos a [M — H + 2 CH3CN] a m/z
1313,5262 (calculado para Ce3zHg2024 m/z = 134,5979) e [M + Na] a m/z
1255,5715 (calculado para Cg3Ho2O24 m/z = 1255,5979), respectivamente
(Figura 138 e 139 p. 153).
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Figura 138. Espectro de massa da substadncia LG-5Ac ES/EM (modo

negativo).
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Figura 139. Espectro de massa da substancia LG-5Ac ES/EM (modo positivo).
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No espectro de massas modo positivo verificou-se também um
fragmento significante a m/z = 817,2309 [(M + Na) correspondente a quebra da
ligagéo glicosidica entre a aglicona (triterpeno) e a glicona (residuo de agucar)
(Figura 140 e 141). O espectro de massa/massa do pico a m/z 817,2256 feito
no modo positivo mostrou um fragmento iénico a m/z 545, 1308 atribuido a
perda de um residuo de 2,3,4 acetil ramnose e a m/z 757,1847 e m/z 697,1689
relativo a perda consecutiva de dois grupos acetatos (m/z 817,2256 — 2 AcOH)
consecutivos. Além desses, também foram observados fragmentos a m/z
765,6539 e m/z 19,0455 que também confirmam a existéncia de trés residuos
de agucar na molécula. A proposta de fragmentagéo para LG-5Ac encontra-se

resumida na Figura 142, p.156.

Figura 140. Espectro de massa/massa modo positivo do pico a m/z 817,2256
da substancia LG-5Ac
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Figura 141. Espectro de massa/massa modo positivo do pico a m/z 817,2256
da substancia LG-5Ac
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Na analise dos residuos de acucares por RMN, considerou-se,
inicialmente os sinais que aparecem na regido entre 6¢c 90 - 110 ppm nos
espectros de RMN-"3C (Figura 135, p. 151) e &4 3,5 — 6,0 ppm no de RMN-"H.

O espectro de RMN-"H (1D e 2D 'H x "H-COSY) de LG-5Ac Figuras 143
e 144) mostrou sinais correspondentes seis atomos de hidrogénios a o4 4,34
(1H, d, J = 7,3 Hz, carbono anomérico CH-1’), 4,32 (1H, m, H-2’), 5,09 (1H, m,
H-3'), 3,92 (1H, m, H-4’), 3,48 e 3,95 (2H, m, 2H-5’) correspondentes a um
residuo de xilose; 64 4,74 (1H, d, J = 7,6 Hz, carbono anomérico CH-1"), 4,89
(1H, dd, J=7,9 e 9,6 Hz, H-2"), 5,22 (1H, t, J=9,5 Hz, H - 3”), 5,06 (1H, t, J =
10,1 Hz, H- 4”), 3,50 (1H, m, H — 5”), 413 e 4,27 (2H, m, H - 6"),
correspondentes a um residuo de glicose e a 6y 5,31 (1H, s/, carbono
anomérico CH-1""), 5,04 - 5,13 (1H-2""), 5,35 (1H, dd J = 3,5 e 10 Hz, H- 3"),
503 (1H, t,J=10Hz, H-4"),4,27 (1H, m,H-5"), 1,19 (3H, d, J=6,3 Hz, H

—6’"), correspondentes a um residuo de ramnose.
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Figura 143. Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCls) da substancia LG-5Ac
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Figura 144. Mapa de correlagdo homonuclear 1H x 1H (COSY) da substancia
LG-5Ac

Através da analise do espectro de RMN-"°C (HMQC) permitiu verificar
que os sinais de RMN-"H dos residuos de acuicar estdo correlacionados no
espectro de ">C com os sinais a 5c 104,44 (C-1’), 79,33 (C-2’), 68,59 (C-3),
72,38 (C-4’) e 64,13 (C-5) do residuo de xilose respectivamente; 5¢c 99,43 (C-
17), 71,69 (C-2”), 72,77 (C-3”), 68,19 (C-4"), 72,03 (C-5") e 61,18 (C-6”) do
residuo de glicose respectivamente e; d¢ 96,37 (C-1""), 70,67 (C-2""), 68,83 (C-
3”), 71,03 (C-4"), 66,43 (C-5) e 17,15 (C-6"") do residuo de ramnose
respectivamente (Figura 145, p.159).
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Figura 145. Espectro de HMQC da substancia LG-5Ac

Os espectros em 1D de RMN-"H e "*C, 2D homonuclear (Hx'"H-COSY)
e heteronuclear "Hx"*C-COSY-"JCH (n=1, HMQC; n=2 e 3, HMBC) de LG-5Ac
também mostraram sinais de deslocamentos quimicos compativeis com
agliconas de saponinas triterpenoidais monodesmosidicas com esqueleto do
acido oleandico (acido 3p-hidroxi-12-en-28-6ico), caracterizado por uma ligagao
dupla trissubstituida entre C-12 e C-13 representada pelos sinais a dc
122,64/54 5,26 € dc 143,51 (Mahato & Kundu, 1994). Os espectros também
revelaram sinais a 8¢ 26,17 e 89,49 caracteristicos dos carbonos C-2 e C-3 de
3-0O-glicosideos. O sinal em 8¢ 181,23 foi atribuido ao carbono carbonilico C-28

nao glicosilado.
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A presencga de um residuo de xilose ligado ao carbono C-3 da aglicona
foi confirmado através de correlacdo heteronuclear a longa distancia (*Jcn €
3Jen) entre C-3 (8¢ 89,49) e o hidrogénio anomérico da xilose H-1’ (84 4,34) e
os hidrogénios das metilas a CH3-23 e CH3-24. Além dessas, também foram
observadas correlagdes entre C-3 (6¢c 89,49) e C-5 (6¢ 56,00) e os hidrogénios
das metilas (CH3-23, CHs- 24 e CH3-25) (Figura 146).
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Figura 146. Espectro de HMBC da substancia LG-5Ac
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A analise completa dos espectros de HMBC em conjunto com dados
espectrais de RMN adicionais e comparagao com deslocamentos quimicos de
3C descritos na literatura para o acido oleandico (acido 3B-hidroxi-12-en-28-
oico) (Mahato & Kundu, 1994), permitiram a caracterizacédo e a atribuicdo dos
deslocamentos quimicos de 'H e *C da aglicona de LG-5Ac conforme
resumido nas Tabelas 16 e 17 p.162 e 163.

As constantes de acoplamento J = 11 Hz e J = 4,25 Hz observadas nos
sinais de H-3 (84 3,14) no espectro de RMN-'H permitiu definir as
estereoquimica deste atomo de carbono conforme indicado na Figura 147.
Desse modo, com base nas evidéncias acima mencionadas, a estrutura
quimica da saponina acetilada LG-5AC foi caracterizada como sendo
acido 3-0O-B-D-xilofuranosil-(1’—3)-pB-D-glicopiranosil(1”"—2’)-o.-
ramnopiranosil(1””’—3’)-hidroxiolean-12-en-28—oico. Vale ressaltar que este é o
primeiro relato de isolamento de saponina no género Lonchocarpus.

O resumo dos deslocamentos quimicos de RMN 'H e *C observados

para a substancia LG-5Ac encontram-se nas Tabelas 16 e 17 p.162 e 163.

HsC OAc AcO o
BT
o0 OAc
Aco/%/

AcO

Correlagdes observadas no HMIBC

() e one (*c
AcO OA
C CH
3C w-/ °
AcO ~ . ~
AcO —>» Correlagdes a 2 ligagdes

—> Correlagdes a 3 ligagbes

T

Figura 147. (a) estrutura da saponina acido 3-O-B-D-xilofuranosil-(1’—3)-p-D-

glicopiranosil (1”—2’)-a-ramnopiranosil(1’”’—3’)-hidroxiolean-12-en-28-oico)

(LG — 5Ac); (b) correlagdes a longa distancia verificadas no espectro de HMBC
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Tabela 16. Dados de RMN de 'H e *C (500 e 125 MHz respectivamente) da
substancia LG-5Ac, utilizando CDCIl; como solvente e TMS como referéncia

interna. Deslocamentos quimicos (0, ppm).

HMQC HMBC

C dc dn “Jen *JeH
Xilose em C-3

1’ 104,44 4,34 (1H, d, J=7,3 Hz) H-2 H-3;2H-5
2’ 79,33 4,32 (1H, m) H-3 H-47H-1"
3 68,59 5,09 (1H, m) H-1"
4 72,38 3,92 (1H, m) 2H-5% -
5 64,13 3,48 ax (1H, m) - -

3,95 eq (1H, m)

Glicose em C-2’

1”7 99,43 4,74 (1H, d, J=7,6 Hz) H-2" -
2" 71,69 4,89 (1H,dd, J=79¢e¢ H-17H-3" -
9,6 Hz)
3”7 72,77 5,22 (1H, t, J=9,5) H-2" -
4” 68,19 5,06 (1H, t, J=10,1) - -
5” 72,03 3,50 (1H, m) - -
6” 61,18 4,13 (1H, m) -
4,27 (1H, m)
Ramnose em C-3’
17 96,37 5,31 (1H, s/) - -
2" 70,67 5,04 -5,13 - -
37 68,83 5,35 (1H, dd J=3,5¢e 10 H-27 H-1"
Hz
4" 71,03 5,03 ((1H, t, J=10 Hz) 3H-6"
57 66,43 4,27 (1H, m) 3H-6" H-1"
6" 17,15 1,199 (3H, d, J=6,3Hz) H-4"
Grupos acetila
dc On
CH; 21,02 - 20,31 2,18 -1,97 -

C=0 170,77 - 169,01 -
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Tabela 17. Dados de RMN 'H e ®*C (500 e 125 MHz respectivamente) obtidos
para a aglicona da substancia LG-5Ac utilizando CDCl; como solvente e TMS

como referéncia interna. Deslocamentos quimicos (8, ppm)

HSQC HMBC
60 6H 2JCH 3JCH
LG- 5Ac *Literatura CDCl3
Carbono nao hidrogenado

4 39,13 - 38,7
8 39,29 - 39,3
10 36,75 - 37,0
13 143,51 - 143,4
14 41,68 - 41,6
17 45,86 - 46,6
20 30,67 - 30,6
28 181,23 - 181,0

CH
3 8949 3,14 (dd, J=4,25e 11 Hz) H-1’, 3H-23; 78,7

3H-24

5 56,00 0,72 (m) 55,2
9 47,63 1,54 (m) 47,6
12 122,64 5,26 (tl, J=3,9 Hz) 1221
18 41,13 2,8(dd, J= 3,5e 11,0 Hz) 41,3

CH,
1 39,29 1,54 (m); 0,94 (6,7 Hz) 38,5
2 2617 1,69 (m) 27,4
6 18,19 1,54 (m); 1,33 (m) 18,3
7 32,65 1,26 (m) 32,6
11 23,37 1,81 (m) 23,1
15 27,62 1,73 (m) 27,7
16 23,37 1,87 (m) 23,4
19 45,86 1,61 (m) 45,8
21 33,80 1,63 (m) 33,8
22 32,42 1,71 (m) 32,3

CHs
23 27,97 1,08 (s) 28,1
24 16,35 0,84 (s) 15,6
25 1545 0,89 (s) 15,3
26 16,91 0,74 (s) 16,8
27 25,87 1,13 (s) 26,0
29 33,05 0,87 (s) 33,1
30 23,55 0,90 (s) 23,6

"Mahato & Kundu, 1994
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4.4. 2. 11. Determinacgao estrutural da substancia PM-1

A substéncia PM-1 isolada do extrato em MeOH/H,O de C. spruceanum
apresentou-se como um sélido amorfo de coloragdo marron escuro, soluvel em
MeOH.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) da substancia
PM-1 (Figura 148) apresentou bandas de absorgdo de deformagédo axial do
grupo hidroxila de forma intensa e larga na regido de 3500- 3000 cm™. Os
estiramentos C=C aparecem em torno de 1689 — 1604 cm™ (Silverstein &
Webster, 2000).

Figura 148. Espectro na regido de infravermelho da substancia PM-1

O espectro de massas ESI-EM/EM (modo negativo) da substancia
apresentou pico do ion molecular em m/z 153,0215 [M — H], compativel com a
férmula molecular C;HgsO4. O espectro de massas (Figura 149, p.165) da
substancia mostra um fragmento iénico a m/z = 109 relativo a perda de (CO2H)
e a m/z = 137 relativo a perda de hidroxila (OH). Uma proposta para o

mecanismo de fragmentacao esta descrita na Figura 150, p.165.
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Figura 149. Espectro de massas da substancia PM-1 (ESI — modo negativo)

OH
m/z =153

A HO

OH
m/z =109

OH
m/z = 137

Figura 150. Proposta mecanistica de fragmentagao para a substancia PM-1
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O espectro de RMN de 'H da substancia PM-01 (Figura 151) apresentou
sinais caracteristicos de anel aromatico na regido entre (on 7,43- 7,41).
Verificou-se os sinais dos hidrogénios metinicos H-2 (o 7,41 d, J=2 Hz); H-5
(6n 6,79, d, J= 8,25 Hz) e H-6 (&n 7,43, dd, J=1,95 e 7,75 Hz).
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Figura 151. Espectro de RMN 'H (500 MHz, MeOD) da substancia PM-1

O espectro de RMN de *C (Figura 152) apresentou sete sinais entre as
regioes (d¢c 171,06 — 115,84) observou-se que o sinal em frequéncia mais alta a
dc171, 06 foi atribuido a carbonila (C-17).

Através do espectro de RMN'*C - APT (Figura 153, p.167) foi possivel
confirmar a estrutura observando-se quatro sinais relativos aos carbonos
quaternarios a C-1’ (5¢ 171,06); C-1 (d¢c 123,92); C-3 (6¢c 146,12); C-4 (6¢c
151,36) e trés sinais relativos aos carbonos metinicos C-2 (6¢c 117,88); C-6 (o¢c
124,18) e C-5 (5¢ 115,83) da molécula.
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Figura 152. Espectro de RMN "*C (125MHz, MeOD) da substancia PM-1
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Figura 153. Espectro de RMN de °C - APT (125MHz, MeOD) da substancia
PM-1

No mapa de correlagdo heteronuclear a uma ligagdo HMQC ('Jcn)
(Figura 154, p.168) observou-se as correlagdes entre os carbonos metinicos C-
2 (d¢c 117,88) e H-2 (b1 7,41); C-5 (5¢c 115,84) e H-5 (b4 6,79); C-6, (dc 124,18)
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e H-6 (dy 7,43), auxiliando na elucidagdo e confirmagdo da estrutura da

molécula.
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Figura 154. Espectro de HMQC da substancia PM-1

Por meio do mapa de correlagédo a longa distancia HMBC ("Jch n=2 e
n=3) (Figura 155, p.169) foi possivel correlacionar os sinais a duas ligagdes
referentes a C-3 (d¢c 146,12) e H-2 ( o 7,41); C-6 (d¢c 124,18) e H-5 (64 6,79);
C-4 (d¢c 151,36) e H-5 (64 6,81). Observaram-se também correlagdes a trés
ligagdes entre C-2 (3¢ 117,88) e H-6 (64 7,43); C-6 (dc 124,18) e H-2 (6n 7,41);
C-4 (8¢ 151,36) e H-6 (64 7,43); C-3 (6¢c 146,12) e H-5 (64 6,79), além das
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correlagdes entre a carbonila C-1" (6¢ 171,06) com H-2 (64 7,41) e o H-6 (on

PM 1.300.001.2rr.esp

7,43) respectivamente.

|

F1 Chemical Shift (ppm)

T
85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45
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Figura 155. Espectro de HMBC da substancia PM1

O conjunto de dados obtidos para a substancia PM-1 quando
comparados com aqueles descritos na literatura permitiram atribuir a estrutura
do acido protocatecuico, acido 3,4-diidroxibenzoéico (Figura 156). Os
deslocamentos quimicos atribuidos para a substancia PM-1 estdo resumidos
na Tabela 18.
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HO

OH

Figura 156. Estrutura da substancia PM-1 (acido protocatecuico)

Tabela 18. Dados de RMN de 'H e ™C (500 e 125 MHz respectivamente) da

substancia PM-1, utilizando MeOD como solvente e TMS como referéncia

interna. Deslocamentos quimicos (8, ppm).

PM-1 *Literatura DMSO-dg
C Sc SH *Jen *Jen dc OH
1 123,92 - - -
1" 171,06 - - H2, H6  167,0 -
2 117,88 7,41 (d, J= 2 Hz) - H6 1171 7,32 d, J=1,5 Hz
3 146,12 - H2 H5 145,0 -
4 151,36 - H5 H6 150,0 -
5 115,84 6,79 (d, J= 8,25 Hz) - - 114,4 6,76 d, J=8,5 Hz
6 12418 7,41 (dd, J=1,95e 7,75 H5 H2 1224 7,27 (dd, J=8,5

Hz)

e 1 Hz)

*(Moura et al., 2011)
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4.4. 2. 12. Determinacgao estrutural da substancia PM-04

A substancia PM-04 isolada do extrato em MeOH/H,O de C.
spruceanum apresentou-se como um sélido amorfo de coloragdo marrom
escuro, soluvel em MeOH, que ao ser analisada por meio de CCDA revelou

duas manchas com Rf préximos quando revelada com FeCls.

O espectro na regido do infravermelho (Figura 157) apresentou banda
de estiramento C=0 (conjugado) em 1691 cm™, banda de estiramento C=C
(aromatico) em 1300 cm™ e bandas de absorgdo de deformacdo axial do grupo
hidroxila na regido de 3419 cm™ coerentes com é&cido carboxilico aromatico
(Silverstein & Webster, 2000).

Figura 157. Espectro na regido do infravermelho da amostra PM-4

O espectro de massas ESI-EM/EM (modo negativo) da amostra
apresentou pico do ion molecular em m/z 167,0371[M — H]’, compativel com a
férmula molecular CgHgO4. No espectro de massas (Figura 158, p. 172) da
amostra verifica-se um fragmento i6nico a m/z = 152, relativos a perda de
(CH3), m/z = 135 relativo a perda de (OCH?3;) e fragmento iénico a m/z 124
relativa a perda de (OCHz e CO). Uma proposta para o mecanismo de

fragmentagao esta descrita na Figura 159, p. 172.
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Figura 159. Proposta mecanistica de fragmentagao para a amostra PM-4

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, MeOD) da amostra PM-04 (Figura

160, p. 173) apresentou sinais caracteristicos de anel aromatico nas regides
entre (04 7,42 — 7,40). Verificou-se o sinais dos hidrogénios H-2 (64 7,42), H-5
(61 6,80) e H-6 (& 7,40) além da presenca de um singleto a &y 3,83 referente a
OCHs.
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Figura 160. Espectro de RMN "H (500 MHz, MeOD) da amostra PM-4

No espectro de RMN de >C observaram-se sinais nas regides entre (8¢
169,01 — 52,40), o sinal em frequéncia mais alta (6¢c 169,01) foi atribuido a
carbonila C- 1° e o sinal a d¢c 52,40 atribuido ao grupo metoxila OCH; da
molécula (Figura 161, p. 174).

No espectro de RMN'C - APT (Figura 162, p. 174) foi possivel confirmar
as estruturas observando-se a presenga dos sinais C-1 (6¢ 122,73); C-3
(6c 146,34); C-4 (6¢c 151,86); relativos aos carbonos quaternarios da molécula,
além dos sinais dos carbonos C-2 (6¢ 117,56), C-5 (6¢ 116,00), e C-6 (&¢c

123,76) relativos aos carbonos metinicos.
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Figura 162. Espectro de RMN "°C - APT (125 MHz, MeOD) da amostra PM-4

No mapa de correlagdo heteronuclear a uma ligacgo HMQC ('Jcn)

(Figura 163, p. 175) observou-se as correlagbes entre os carbonos metinicos
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C2 (8¢ 117,56) e H2 (81 7,42); C5 (6¢ 116,00) e H5 (61 6,80) e C6 (6¢c 123,75) e
H6 (On 7,42). Verificaram-se também os sinais da metoxila a (¢ 52,39 e on
3,83).
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Figura 163. Espectro de HMQC da amostra PM4

Por meio do mapa de correlagdo heteronuclear a longa distancia HMBC
("Jeun= 2 e n=3) (Figura 164, p. 176) foi possivel correlacionar os sinais a duas
ligacdes entre C3 (6¢ 146,34) e H2 (o1 7,42); C6 (d¢c 123,75) e H5 (64 6,80); C4
(6c 151,86) e H5 (on 6,80), verificou-se os sinais a trés ligagdes entre C2 (d¢c

117,56) H6 (5, 7,40); C6 (5c 123,75) e H2 (84 7,42); C4 (5c 151,86) e H6 (54
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7,40); C3 (6¢c 146,34) e H5 (64 6,80) além das correlagdes entre o carbono
C1°(6¢ 169,01) com H2 (6w 7,42) e H6 (61 7,40) respectivamente.
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Figura 164. Espectro de HMBC da amostra PM4

O conjunto de dados espectrais obtidos para a amostra PM-4 quando
comparados com os dados espectrais da substancia PM-1, mostraram
semelhangas, o que nos foi permitido concluir que a substancia PM-4 trata-se
da mistura dos acidos protocatecuico e o protocatecuato de metila (metil-3,4-
diidroxibenzoato) (Figura 165). Os deslocamentos quimicos atribuidos para a

mistura PM-4 estao resumidos na Tabela 19, p. 177.
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Figura 165. Estruturas das substancias PM-4 acido protocatecuico e o éster

metilico do acido protocatecuico, (protocatecuato de metila).

Tabela 19. Dados de RMN de 'H e ™C (500 e 125 MHz respectivamente) da

mistura PM4, utilizando MeOD como solvente e TMS como referéncia interna.

Deslocamentos quimicos (8, ppm).

PM-4 *Literatura DMSO-dg
C Sc SH *JeH *Jew dc OH
1 122,73 - - -
1 169,01 - - H2, H6, OCH; 167,0 -
2 117,56 7,42 (d, J=1,4 Hz) - H6 1171 7,32 d,
J=15Hz
3 146,34 - H2 H5 145,0 -
4 151,86 - H5 H6 150,0 -
5 116,00 6,80 (d, J=8,7 Hz) H6 - 114.,4 6,76 d,
J=8,5 Hz
6 123,75 7,40 (d, J= 2,1 Hz) H5 H2 122.,4 7,27 dd,
J=85e1Hz
OCHj; 52,39 3,83 (s) - - - -

*(Moura et al., 2011)
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5. Atividade Antioxidante
5. 1. Introducgao

Um dos grandes responsaveis, nos ultimos anos, por doengas como
cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune,
disfungdes cerebrais e diabetes mellitus tipo |, sdo os radicais livres e outros
oxidantes. A producdo de radicais livres ocorre naturalmente durante ag¢des
cataliticas de enzimas, no metabolismo celular ou pela exposicao a fatores
exdgenos, como a radiagdo gama e ultravioleta, o cigarro, as dietas, entre
outros (Barreiros et al., 2006; Souza et al., 2007).

Um desafio para a pesquisa industrial nos ultimos anos € a descoberta
de antioxidantes naturais que sejam utilizados na fabricacdo de produtos
alimenticios, cosméticos e farmacéuticos. De maneira que esses antioxidantes
sejam de origem vegetal, como por exemplo, os compostos fendlicos, acido
ascorbico e carotenoides que atuem na prevencido do desencadeamento das
reagcoes oxidativas. Nesses produtos hd um grande interesse pelo estudo da
oxidacao lipidica, em virtude da deterioracdo que este tipo de dano oxidativo
pode causar (Laguerre et al., 2007).

Visando a substituicdo dos antioxidantes sintéticos, que sao prejudiciais
ao organismo animal, quando ministrados em altas doses, no século passado,
a partir dos anos 80, iniciaram-se as pesquisas com antioxidantes naturais
(Duran, 1993).

Novos compostos com atividades antioxidantes oriundos de fontes
vegetais tém sido identificados e purificados com o intuito de agir sozinhos ou
sinergicamente com outros aditivos, na prevencao da degradacao oxidativa de
alimentos e consequente diminuicdo do consumo de antioxidantes sintéticos
(Shahidi et al., 2007).

As frutas e os vegetais contém substancias antioxidantes distintas, a
presenca de compostos fendlicos como os flavonoides, acidos fendlicos,
antiocianinas, além dos ja conhecidos; vitaminas C, E e carotenoides, conferem
a esses alimentos efeitos benéficos para saude (Ajaikumar et al, 2005, Silva et
al, 2004). Estudos reportam que o uso desses alimentos leva a uma
significativa redugcdo do cancer, e evidéncias epidemioldgicas demonstram

correlagao inversa entre doengas cardiovasculares e consumo de alimentos
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fonte de substancias fendlicas, o que possivelmente se deve ao fato de suas

propriedades antioxidantes (Karakaya, 2004), (Ninfali et al, 2005).

5. 2. Atividade Sequiestradora de Radical Livre DPPH

Testes preliminares qualitativos para a identificagdo de substancias
fendlicas em geral foram realizados com os extratos em MeOH e MeOH/H,0
do caule de L. guilleminianus e resultados positivos foram obtidos. Afim de se
verificar quantitativamente os resultados, o método indireto da avaliagdo da
atividade antioxidante utilizando a reducé&o de radical livre DPPH (2,2’-difenil-1-
picrihidrazil), foi utilizado. O método consiste em um ensaio qualitativo e
quantitativo do grau da atividade antioxidante e na habilidade das substancias
de agirem como sequestradoras de radicais livres.

* Principio

O DPPH é um radical livre estavel, de coloracdo purpura em etanol, e
devido ao seu elétron impar, a solugao etandlica exibe uma forte banda de
absorcao na faixa de 515-518nm. O DPPH reage com doadores de hidrogénio,
(Figura 166, p. 183) na presencga de substancias antioxidantes, ele recebe H®
sendo entdo reduzido, e passa a ter coloracido amarela.

Estudos recentes demonstram que a interacdo de um potencial
antioxidante com DPPH depende da conformagdo estrutural da molécula

analisada, (Mensor et al, 2001).
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NO,

Figura 166. Possivel interacao entre o DPPH e o flavonoide Rutina
5. 2. 1. Materiais e Reagentes Utilizados

e DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil);

e Etanol;

e Baldo volumétrico (10; 25; 50; 100 mL);

e Pipetas volumétricas (0,5; 1,0; 2,0; 2,5; 5 mL);
e Espectrofotdometro;

e Tubos de ensaio;

e Rutina.
5. 2. 2. Procedimento Experimental

Construcio da Curva de calibracdo do DPPH

Primeiramente foram preparados 50 mL de solugdo estoque de DPPH
em MeOH na concentracéo de 40ug/mL. A solugao foi mantida sob refrigeracao
e protegida da luz. Foram feitas diluicbes de 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5, e
1ug/mL. A curva de calibracao (Grafico 5) foi construida a partir dos valores de
absorbancia a 515 nm de todas as solugbes (1 a 40ug/mL), medidas em
cubetas de vidro com percurso 6tico de 1cm e tendo como “branco” o metanol .
As medidas de absorbancia foram efetuadas em ftriplicata e em intervalos de
1min entre cada leitura. A equacdo da curva de calibragcdo do DPPH foi: C=

0,022A - 0,0238, onde C corresponde a concentragao de DPPH no meio, A é a
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absorbancia medida no comprimento de onda de 516 nm e o coeficiente de

correlagao R= 0,9909.

1 -
0,9 - Curva de calibragao do DPPH
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Grafico 5. Curva de calibragao do DPPH

Leitura das Medidas das Absorbancias nas amostras

No ensaio uma solucdo estoque dos extratos brutos de Calycophyllum
spruceanum e Lonchocarpus guilleminianus (500 pg/mL) em metanol foram
diluidas nas concentragdes de (10, 30, 50, 70, 90 e 100 pg/mL). As medidas
das absorbancias das misturas reacionais (0,3 mL da solugdo da amostra ou
do controle positivo e 2,7 mL da solugao estoque de DPPH na concentracédo de
40 ug/mL) foram feitas a 515 nm (Figura 167, p. 185). Apds 30 minutos, foi
feita a leitura em um espectrofotobmetro. As andlises foram realizadas em

triplicata.
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Figura 167. Procedimento Experimental realizado na atividade

sequestradora de radicais livres DPPH.

O percentual de Atividade Antioxidante (AA%) das amostras foi

calculado a partir do valor das absorbancias verificadas.

AA%= 100 — { [(Absamostra - Absbra\nco) X 100]/ Abscontrole}

O controle positivo foi feito utilizando o flavonoide rutina através do
mesmo procedimento utilizado para os extratos brutos.
A leitura do branco foi feita com 0,3 mL de solugdo das concentracdes

dos extratos brutos adicionado de 2,7 mL de MeOH.
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5. 2. 3. Resultados e Discussao:

Foram testados na avaliagdo da atividade antioxidante (DPPH) os
extratos em MeOH, MeOH/H,O e AcOEt de L. guilleminianus e extratos em
MeOH, MeOH/H,0 de C. spruceanum.

Quanto maior o consumo de DPPH pela amostra maior € sua atividade
antioxidante (AA) (Alves, 2007). Sendo assim, quanto maior a concentracéo da
amostra e menor a absorbancia, maior o consumo de DPPH. Todas as
amostras apresentaram capacidade de consumo de DPPH, visto que as
absorbancias apds reagdao de DPPH com as diferentes concentracdes testadas
foram significativamente menores comparados com as absorbancias obtidas
para o controle negativo (DPPH + solvente), o que pode demonstrar
preliminarmente a atividade antioxidante para os extratos testados.

A menor (AA) foi evidenciada para o extrato em AcOEt, na concentracao
de 10 pyg/mL, porém foi observado significativo percentual para esta mesma
amostra nas outras concentragdes. Quanto aos extratos de C. spruceanum o
extrato em MeOH foi o que apresentou maior atividade antioxidante quando
comparados os seus valores de %AA com o padrao rutina. As porcentagens de

atividade antioxidante estao descritas nas Tabelas 20 e 21 e Grafico6 e 7.

Tabela 20. Porcentagem de Atividade Antioxidante dos extratos brutos de L.
guilleminianus

Concentragées (ug/mL)

Amostras 10 30 50 70 90 100
Rutina 21,3 34,48 49,34 66,14 79,66 85,14

MeOH/H,0 15,74 23,56 35,63 46,18 57,21 65,60
MeOH 15,6 26,98 45,52 52,66 66,79 70,22
AcOEt 14,71 25,81 39,89 53,07 61,19 70,31
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Tabela 21. Porcentagem de Atividade Antioxidante dos extratos brutos de C.
spruceanum

Concentragdes (ug/mL)

Amostras 10 30 50 70 90 100
Rutina 21,3 34,48 49,34 66,14 79,66 85,14

MeOH/H,O 13,05 21,48 29,19 35,15 41,52 48,67
MeOH 14,49 23,33 36,59 46,04 52,41 58,89

M Rutina
B Metanol / Agua

= Metanol

B Acetato de Etila

10 30 50 70 90 100
Concentragdo pg / ml

Graficos 6. Grafico da porcentagem de Atividade Antioxidante versus

concentragao dos extratos brutos em L. guilleminianus.

100 -
80 -
< 60 A H Rutina
<
¥ 40 - B MeOH/H20
20 - = MeOH
0 -

10 30 50 70 90 100

Concentragdo pg / mi

Grafico 7. Grafico da porcentagem de Atividade Antioxidante versus

concentragao dos extratos brutos em C. spruceanum.

187



Capitulo 5: Atividade Antioxidante | 2017

A quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentragcao
inicial de DPPH em 50% (ECs) foi determinada usando a metodologia descrita
por Rufino et al. (2007).

De acordo com os resultados expostos na Tabela 22 conclui-se que a
ECso, foi mais efetiva no extrato em AcOEt, seguida do extrato em MeOH/H,O
e MeOH de L. guilleminianus. Comparados com o padrédo Rutina, cuja ECso=
17,91, todos os extratos apresentaram valores de ECsp inferiores, conferindo
assim um bom resultado, pois a Rutina € uma substancia pura e nos extratos
testados temos uma mistura complexa de substancias.

Uma vez que, quanto menor for o valor da ECsy, maior sera a atividade
antioxidante, conclui-se entdo que o extrato em AcCOEt possui a maior
capacidade sequestradora do radical DPPH.

A espécie C. spruceanum quando avaliada quanto sua atividade

antioxidante obteve valores significativos de ECsp, evidenciando o extrato em

MeOH, como o mais ativo.

Tabela 22. Valores de EC5p para os extratos em AcOEt, MeOH e MeOH/H,0

de L. guillemininus e MeOH e MeOH/H,0 de C. spruceanum

Valores de ECsp (mg/L) Extratos

AcOEt MeOH MeOH/H,0

L. guillemininus 13,14 15,72 14,34

C. spruceanum . 19.41 24,80

*Padrao: Rutina EC5¢ = 17,91

5. 3. Método do Radical ABTS

Diferente do DPPH que é um radical livre estavel a temperatura
ambiente o radical ABTS®" é produzido a partir de um precursor, o acido 2,2-
azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico.

O radical ABTS**pode ser gerado por reacdes enzimaticas ou quimicas.
Enzimaticamente o radical ABTS®*" é gerado do ABTS pela sua reagdo com o

radical ferromioglobina e H,O, (agua oxigenada) na presenca de peroxidase
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(Campos e Lissi, 1997). Novos métodos de geragdo do radical ABTS®*" foram
desenvolvidos, como a partir da oxidacdo do sal por persulfato de potassio,
cuja reacdo ocorre na auséncia de luz, por um periodo 12 a 16 horas. A
energia de ativagédo requerida € baixa e a reagao comega imediatamente, mas
nao alcanga um maximo de absorbancia até o transcurso de 6 horas.

O ABTS reage estequiometricamente a uma relagdo 1: 0,5 com o
persulfato de potassio. (Henriquez et al, 2002). Esse método baseia-se na
geragdo do ABTS®", que apresenta cor verde escuro, por meio da reagédo do
ABTS com persulfato de potassio que possui absorcdo maxima em 645, 734 e
815 nm. Com a adicdo de um antioxidante, ocorre a reducdo do ABTS™ a
ABTS promovendo a perda da coloragao do meio reacional (Figura 168). Com
a perda de cor, a porcentagem de inibicdo do ABTS*¢é determinada em fungéo
do Trolox (acido-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), um padréo
submetido as mesmas condicbes de analise do antioxidante. O método é
aplicavel ao estudo de antioxidantes hidrossoluveis e lipossoluveis, compostos

puros e extratos vegetais.

©
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Figura 168. Estabilizacdo do radical ABTS™ por um antioxidante e sua formagao

pelo persulfato de potassio. Adaptada de Souza et al, 2007.

O radical formado pode ser solubilizado em meios organicos e aquosos
nos quais a atividade antioxidante pode ser determinada, dependendo da

natureza dos compostos antioxidantes (Arnao, 2000).

Este método apresenta vantagem em relagdo ao método do radical livre
DPPH, pois pode ser utilizado tanto para amostras hidrossoluveis quanto
lipossoluveis (Lima, 2008; Kuskoski et al., 2006). Além disso, o radical
apresenta excelente estabilidade, sendo um dos testes mais rapidos de
atividade antioxidante e que oferece resultados reprodutiveis (Kuskoski et al,
2006).
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5. 3.1. Materiais e Reagentes Utilizados
e Metanol;
o Agua destilada;
e Frasco de vidro;
e Acetona;
e ABTS;
e Persulfato de Potassio;
e Trolox;
e Alcool etilico;
e Frasco de vidro ambar
e Espectrofotdmetro;
e Micropipeta automatica;
e Pipeta volumétrica (1,0; 2,0; 5,0 mL);
e Baldo Volumétrico (1000; 50; 10 mL).

5. 3. 2. Procedimento Experimental

Preparo de Solucdes:

Solugao de MeOH a 50% - Em baldo volumétrico de 1 L, adicionou-se 500 mL
de alcool metilico; completou-se o volume para 1.000 mL com agua destilada,
homogeneizou-se e transferiu para um frasco de vidro, devidamente

etiquetado. Armazenou-se em temperatura ambiente por tempo indeterminado.

Solugao de acetona a 70% -Em baldo volumétrico de 1 L, adicionou-se 700
mL de acetona; completou-se o volume para 1.000 mL com agua destilada,
homogeneizou-se e transferiu para um frasco de vidro, devidamente

etiquetado. Armazenou-se em temperatura ambiente por tempo indeterminado.

Solugao estoque de ABTS 7mM- Dissolveu-se 192 mg de ABTS em agua
destilada e completou-se volume para 50 mL em um baldo volumeétrico com
agua destilada, homogeneizou-se e transferiu para um frasco de vidro ambar,

devidamente etiquetado. Armazenou-se sob refrigeragdo por até um més.
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Solucao de persulfato de potassio 140 mM - Dissolveu-se 378,4 mg de
persulfato de potassio em agua destilada e completou-se o volume para 10 mL
em um baldo volumétrico com agua destilada, homogeneizou-se e transferiu
para um frasco de vidro ambar, devidamente etiquetado. Armazenou-se em
temperatura ambiente por até um més.

O radical ABTS *foi preparado a partir da reacdo de 5 mL da solucéo
estoque de ABTS com 88 uL da solugéo de persulfato de potassio. Manteve-se
a mistura no escuro, a temperatura ambiente, por 16 horas. Em seguida, dilui-
se 1mL desta mistura em alcool etilico até obter uma absorbancia de 0,70 nm +
0,05 nma 734 nm.

Solugdo padrao de trolox 2mM - Dissolveu-se 25 mg de trolox em alcool
etilico e completou-se o volume para 50 mL em um baldo volumétrico com
alcool etilico, homogeneizou-se e transferiu para um frasco de vidro ambar,
devidamente etiquetado.

Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de 30 puL de cada
solugao de trolox (100 uM, 500 uM, 1.000 pM, 1.500 pM e 2.000 uM) para
tubos de ensaio, misturou-se com 3,0mL da solucdo do radical ABTS e
homogeneizou-se em agitador de tubos. Realizou-se a leitura (734 nm) apds 6
minutos da mistura e utilizou-se alcool etilico como branco para calibrar o
espectrofotobmetro. Plotou-se as concentragbes de trolox no eixo X e as
respectivas absorbancias no eixo Y e calculou-se a equacgao da reta. A partir da
equacao da reta, calcula-se a absorbancia referente a 1.000 yM de trolox
(Nemadis et al., 2004).

5. 3. 3. Resultados e Discussao

A determinacdo da atividade antioxidante total (ATT) foi realizada com
base na metodologia de Rufino et al. (2007) e expressos como capacidade
antioxidante total equivalente ao Trolox (valores TEAC).

Os extratos testados neste experimento foram os extratos em MeOH,
MeOH/H,0 de L. guilleminianus.

O calculo da atividade antioxidante total (ATT) foi realizado substituindo

na equacao da reta a absorbancia equivalente a 1000 uM do padrao Trolox. O
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valor obtido para o termo x corresponde a diluicdo da amostra (mg/L)

equivalente a 1000 uM de trolox.

0,8 ~
.E 0,6 | -
(8]
= CHs
<€ 0,4 |HO o]
2
2 0,2 HC o~ et
CHs
0 TroloxI : : : .
0 500 1000 1500 2000 2500
Concentragao de Trolox (1M)

Grafico 8. Curva de calibragao do Trolox
e Equacao da reta do Trolox (Grafico 8): calcular a absorbancia referente a
1000 uM de trolox.
y = 0,0003x + 0,7042
y =0,4042
e Substituir na equacao da reta a absorbancia referente a 1000 yM de trolox
para obter o valor correspondente a diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a

1000 pM de trolox.(Gréfico 9 e 10).

Extrato MeoH/H,0
y =-0,0002x + 0,7077
0,4042 - 0,7077 = - 0,0002x
x=1517,5 mg/L
Extrato MeOH
=-0,0001x + 0,7127
0,4042 - 0,7127 = - 0,0001x
x = 3085 mg/L

A partir do resultado encontrado (x), dividir por 1.000 para ter o valor em
g. O resultado final é calculado pela divisdo de 1.000 (uM) pelo valor de X(g) e

multiplicado por 1(g) para encontraro valor final que é expresso em uM trolox /

g de extrato.

¢ Dividir o valor de x por 1000 para ter o resultado em g:

Xg = 1517,5/1000 = 1,5175 g/mL
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Xg = 3085/1000 = 3,085 g/mL
e Atividade antioxidante total
MeOH/H0
AAT =1000/1,5175 x 1 = 658,97 puM de trolox/ g de extrato
MeOH
AAT =1000/ 3,085 x 1 = 324,14 pM de trolox/ g de extrato

Extrato em MeOH/H,0

0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

y =-0,0002x + 0,7077
R*=0,9174

Absorbancia

0 500 1000 1500 2000 2500

Concentragao do Extrato

Grafico 9. Equacdo da reta para o extrato em MeOH/H.O de L.

guilleminianus

Extrato em MeOH

Absorbancia
o
N
1

0,2 1 -

0 T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 2500

Concentragao do Extrato em MeOH

Grafico 10. Equacdao da reta para o extrato em MeOH de L.

guilleminianus

193



Capitulo 5: Atividade Antioxidante | 2017

A partir da analise dos resultados da atividade antioxidante pelo método
do ABTS, constata-se que o extrato em MeOH/H,O de L. guilleminianus

apresentou uma maior porcentagem de inibigdo do ABTS em fung¢ao do trolox.

5. 4. Avaliagao do Teor de Fendlicos Totais

O método de Folin-Ciocalteau foi utilizado com a finalidade de se
relacionar a atividade antioxidante com o teor de fendlicos totais. De acordo
com Souza et al. (2007), as substancias fendlicas (Figura 169) distribuem-se
nas seguintes categorias: fendis simples, acidos fendlicos (derivados do acido
benzoico e cindmico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados

e hidrolisaveis, lignanas e ligninas.

OH
X COOH OH OH
OH N Ho o HO x
" X oo LI ()
OH OH OH
acido caféico catecol benzo- a.- pirona OH O OH
quercetina resveratrol

O OH
HO o oH 0
HO 6]
OH
L oL g4 o

catequina
o OH

o}
acido elagico

pinoresinol

Figura 169. Exemplo de substancias fendlicas

Tais substancias possuem a capacidade de inibirem a peroxidagao
lipidica e a lipooxigenase in vitro.

Como forma de quantificagdo do acido urico na urina, iniciou-se os
métodos de doseamento de polifendis baseados em reagao de oxi-reducao.
Para tal utilizou-se o reagente fosfotungstico (Folin e Macallum, 1912) que foi
modificado posteriormente e denominado reagente de Folin-Denis (Folin
& Dennis, 1912).

Outro método de quantificacdo de fendis € o que utiliza o reagente de
Folin-Ciocalteu inicialmente denominado fenol modificado que difere do

reagente de Folin-Dennis pela presenca de sulfato de litio, que é adicionadao
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para evitar a formagdo de precipitados (Folin; Ciocalteau, 1927; Scalbert,
1992).

Os métodos de oxido-redugdo envolvem o doseamento de polifendis
(quantificados por espectrofotometria), por meio de formagdo de um complexo
com coloragdo azul, derivado da redugdo do reagente pelas hidroxilas
fendlicas, essa coloragdo ocorre em meio alcalino e € pouco estavel em
excesso de base fraca, pois quando uma base forte é acrescentada ao meio,
observa-se uma perda rapida de coloragdo (Folin; Dennis, 1912; Scalbert,
1992).

O método utilizado neste trabalho para se determinar o teor de fendis,
fazendo-se uso do reagente de Folin Ciocalteu, € um dos mais utilizados pelos
pesquisadores. O referido reagente consiste em uma mistura dos &cidos
fosfomolibdico e fosfotunguistico, onde o molibdénio e o tungsténio se
encontram em um estado de oxidagcdo +6. (Figura 170). Na presenca de
agentes redutores, ocorre a formagdo de molibdénio e tungsténio azul, cujo
estado de oxidagdo se encontra entre +5 e +6. Esta mudancga na coloracao
permite que seja determinada a concentragéo de substancias redutoras, neste

caso, 0os compostos de natureza fendlica (Chaves et al., 2010).

COOH

coo
N62003
HO OH — » Ho OH
OH OH
coo
Ccoo
+2Mo®*
HO OH —= +5 4 opt
+2Mo*5 + 2H
OH o) OH
o)

Figura 170. Reagao do acido galico com molibdénio, componente do reagente

de Folin-Ciocalteu.
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5. 4. 1. Reagentes e Materiais Utilizados
e Baldo volumétrico (100; 50; 10 mL);;
e Pipeta volumétrica (0,5; 1,0; 2,0 mL);
e Micropipeta automatica;
e Agua destilada;
e Reagente de Folin Ciocalteu;
e Carbonato de Sddio;
e Espectrofotémetro;

e Metanol.

5. 4. 2. Procedimento Experimental

Para a analise de fendis totais, uma solugado de 100 mg do extrato bruto
dissolvido em 100 mL de MeOH foi preparada. Uma aliquota de 7,5 mL desta
solucdo foi transferida para baldao de 50 mL e uma aliquota de 100 pyL desta
ultima solugéo foi agitada com 500 pL do reagente de Folin Ciocalteu e 6 mL de
agua destilada por 1 min. A adicionou-se 2mL de Na,CO3; a 15% e agitou-se a
mistura por 30 segundos . A solugao teve seu volume acertado para 10 mL
com agua destilada. Apés 2 horas as absorbancias das amostras foram
medidas a 750 nm utilizando como “branco” o MeOH e todos os reagentes,
menos o extrato.

O teor de fendis totais foi determinado por interpolacao da absorbancia
das amostras contra uma curva de calibragéo construida com padrdes de acido
galico (10 a 350 pg/mL) e expressos como mg de EAG por grama de extrato.

Apos a reagao do acido galico com (RFC) foram feitas leituras das
absorbancias cujos valores permitiram tragar o grafico das absorbancias versus
concentragdes de acido galico. (Grafico 11). A quantidade de fendis totais do
extrato bruto foi calculada através de equacgao obtida por regressao linear dos
valores experimentais da solugdo padrao de acido galicos sendo no eixo das
abscissas, colocadas as concentragdes da amostra e no eixo das ordenadas as
absorbancias medidas. Os dados de no minimo trés experimentos
independentes serao tratados estatisticamente, sendo que o valor médio obtido

foi utilizado.
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Curva de calibragao do acido
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Grafico 11. Curva de calibragédo do acido galico

5. 4. 3. Resultados e Discussao

Para os extratos em MeOH, MeOH/H,O e AcOEt do caule de L.
guileminianus e extratos em MeOH, MeOH/H,O de C. spruceanum os
resultados obtidos na determinagdo do teor de fendis totais (FT), utilizando o
meétodo Folin-Ciocalteu estdo apresentados na Tabela 23. Os resultados foram
expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por grama de material
vegetal seco, e observou-se que o extrato em MeOH foi o que apresentou um

maior teor de fendlicos totais nas duas espécies.

Tabela 23. Teor de fendis totais dos extratos brutos de L. guilleminianus e C.

spruceanum

Teor de Fendlicos Totais (mg de EAG/g de extrato)

Extratos

AcOEt MeOH MeOH/H,0

L. guilleminianus 143,71 163,71 150,86

C. spruceanum - 102,29 93,71
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Figura 171. Reacao do reagente Folin-Ciocalteu com o acido galico e o extrato

em MeOH de L. guilleminianus em diferentes concentracdes.

5. 5. Avaliacao do Teor de Flavonoides Totais

Com o intuito de correlacionar a atividade antioxidante com o teor de
flavonoides, pode-se utilizar a metodologia que usa rutina como padrdo, em
solugao de cloreto de aluminio (AICl3).

O cloreto de aluminio, depois da década de 60 passou a ser largamente
empregado como um reagente de deslocamento batocrdbmico em
espectrometria no UV- visivel para a determinagéo estrutural de flavonoides e
foi utilizado pela primeira vez para identificar antocianidinas (Mabry et al.,
1970), nos ultimos anos o cloreto de aluminio tem sido utilizado largamente
para a determinacédo do teor de flavonoides totais em plantas (Vennat et al .,
1992).

A formacdo de um complexo estavel com o cation aluminio e os
flavonoides, em metanol, (Figura 172, p. 199) é observada ao realizar uma
analise espectrofotométrica com tais substancias, pois ha um desvio
batocrbmico e uma intensificagdo da absorcdo, o que torna possivel a
determinagcao do teor de flavonoides evitando a interferéncia de outras
substancias fendlicas, substancias essas que formam complexos com o cloreto
de aluminio, porém absorvem em comprimento de ondas inferiores (Mabry et
al., 1970).
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OH O Al
cl’ cl

Quercetina Quercetina-Al¥*

Figura 172. Formacao do complexo Flavonoide-Al, em solugdo metandlica de
cloreto de aluminio

O comprimento de onda selecionado para o método, 425 nm,
corresponde a banda de absor¢cdo do complexo quercetina-aluminio, o que faz
com que o método ndo seja considerado exato para a determinacdo de
flavonoides, pois o valor médio € medido e o valor real € mais proximo quanto
maior a proporgao de flavondis e menor a proporgao de flavonas e isoflavonas

existentes na planta (Marcucci et al., 1998).

5. 5. 1. Reagentes e Materias Utilizados:

e Cloreto de aluminio;

¢ Rutina;

e Agua destilada;

e Metanol;

e Baldo Volumétrico (25; 50; 100 mL);

e Espectrofotdmetro;

e Pipeta volumétrica (0,5, 1,0, 2,0, 5,0 mL).

5. 5. 2. Procedimento Experimental

A quantificacao foi feita de acordo com a metodologia proposta por Rio
(1996) modificado, utilizou-se rutina como padrdao, em solugédo de cloreto de
aluminio. Foi preparada uma solugcdo contendo 10 mg do extrato bruto em

baldo volumétrico de 100 mL. Uma aliquota de 15 mL foi colocada em baléo
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volumétrico de 50 mL onde adicionou-se 1 mL de solu¢cdo de cloreto de
aluminio (5 g de cloreto de aluminio em 100 mL de MeOH). Apés repouso de
30 minutos, fez-se leitura a 425 nm em espectrofotdmetro UV/visivel Beckman

DU 70 para se obter a concentracéo de flavondides (mg/mL).

5. 5. 3. Resultados e Discussao

A analise foi feita em triplicata. Os dados de absorbancia das amostras
foram comparados com uma curva padrao (Grafico 12), construida a partir de
solucbes com concentracdes crescentes de rutina. A solugdo padrao de rutina
foi preparada com MeOH 70% numa concentragao de 100 mg/mL. Aliquotas de
3,5 (7,5 mg/mL) a 7,5 mL (15mg/mL), com intervalos de 0,5 mL foram utilizadas
para a confecgao da curva-padrao, acrescidas de 1 mL de cloreto de aluminio e
completadas para 50 mL com MeOH 70%.

Os teores de flavonoides totais dos extratos testados foram calculados a
partir da equagao obtida por regressao linear dos valores experimentais da
solucdo padrao de rutina, sendo que no eixo das abscissas foram colocadas as
concentracbes das amostras e no eixo das ordenadas as absorbancias
medidas em 425 nm. Os dados de no minimo trés experimentos
independentes foram tratados estatisticamente onde a média obtida foi

utilizada.

Curva de calibracao da Rutina
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2
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Concentragao de Rutina

Grafico 12. Curva de calibracdo da Rutina

Os extratos testados na avaliagao do teor de flavonoides totais foram os
extratos em MeOH, MeOH/H,O e AcOEt de L. guilleminianus e extratos em
MeOH, MeOH/H,0 de C. spruceanum.
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Com a equacéo da reta obtida na curva de calibracido da rutina e o valor
médio das absorbancias encontradas, determinou-se o teor de flavonoides,

expressos em pg/ml. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 24.

Tabela 24. Teor de flavonoides totais dos extratos brutos de L. guilleminianus e

C. spruceanum

Teor de Flavonoides Totais pg/mi

Extratos

AcOEt MeOH MeOH/H,0
L. guilleminianus 2,06 1,43 1,87

C. spruceanum - 222 1,34

Os resultados do teor de Flavonoides totais calculado mostraram-se
analogos aos do ECsp, com maior concentragao de flavonoides totais para o
extrato em AcOEt de L. guilleminianus.

Observou-se uma correlacéo entre os teores de flavonoides totais e a
ECso0, no entanto no teor de fendlicos totais e no teste que utiliza o ABTS nao
se observa este comportamento, essa analise sugere que existe algum
constituinte no extrato em AcOEt que contribui particularmente para acéao

sequestradora de radicais livres (DPPH) e no teor de flavonoides totais.

Os constituintes quimicos isolados da espécie L. guilleminianus sao de
natureza fendlica e em sua maioria isolados do extrato em MeOH/H,O (extrato
mais trabalhado fitoquimicamente) e MeOH.

As substancias: acido elagico, acido galico, 2,3-(S) hexaidroxidifenoil-D-
glicose e a p-1-0O-galoil-3,6-(R)-hexahidroxidifenoil-D-glicose (corilagina) e a
saponina acido 3-O-B-D-xilofuranosil-(1’—3)--D-glicopiranosil  (1"—2’)-a-
ramnopiranosil(1”’—3’)-hidroxiolean-12-en-28—oico foram isoladas do extrato
em MeOH/H;O, do extrato em MeOH foram identificados a (corilagina) e

acucares e do extrato em AcOEt : o acido galico. Esses extratos apresentaram
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valores satisfatérios em todos os resultados para a avaliagao de sua atividade
antioxidante.

Os valores da ECsp calculados para os extratos, bem como os valores
de fendlicos e flavonoides totais evidenciam a atividade antioxidante da C.
spruceanum.

Do extrato em MeOH/H,O de C. spruceanum foram isolados o acido
protocatecuico e o protocatecuato de metila, caracterizando assim a natureza

fendlica do extrato.
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6. Ensaios Bioldgicos
6. 1. Atividade Citotoxica
Letalidade Frente as larvas do microcrustaceo artemia salina leach.

6. 1. 1. Introdugao

A avaliagao biolégica de compostos organicos geralmente € pouco viavel
em laboratérios tradicionais de quimica. A existéncia de programas de
colaboragédo com bidlogos ou farmacdlogos auxilia muito neste aspecto.

Surge entédo a necessidade da realizagao de ensaios com procedimentos
simples e rapido. Na atividade citotoxica avaliada frente as larvas de Artemia
salina leach, analisa-se a letalidade de organismos simples e monitorara-se sua
resposta biolégica. No bioensaio existe apenas um parametro envolvido: morte
ou vida, ele é considerado essencial como um teste preliminar no estudo de
compostos com potencial atividade biolégica (Colegate, 1993).

Um dos animais que tem sido utilizado nestes bioensaios € uma espécie
de crustaceo marinho, Artemia salina Leach (larva de camarao de agua salgada)
utilizado como alimento para peixes. O primeiro trabalho relativo ao uso da
Artemia salina em bioensaios foi publicado em 1956 (Michael, 1956) e, a partir
dai inumeros artigos tem sido reportados na literatura. A técnica tem a vantagem
de apresentar baixo custo, rapidez e ndo exigir técnicas assépticas (Meyer et al.,
1982). O bioensaio €& caracterizado por ser uma forma simples de determinar a
DLso (Mg/mL) para substancias puras, extratos brutos e fragbes (McLaughlin et
al., 1995).

Em altas doses as substancias ativas apresentam uma toxicidade, de
modo que a letalidade in vivo de organismos que possuem uma maior
simplicidade na escala zooldgica, pode indicar a atividade de substancias
presentes em extratos vegetais.

A literatura relata alguns trabalhos relacionando a toxicidade sobre as
larvas de A. salina com atividades, tais como: antifungica, viruscida,
antimicrobiana, parasiticida e tripanossomocidas (Siqueira et al., 1998) e
também com células cancerosas do tipo P-388 (Meyer et al., 1982).

Segundo McLaughlin, valores de DLs,< 1000 ug/mL sao considerados

ativos para extratos brutos e < 30 pg/mL, muito ativos para substancias puras.
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Os dados obtidos no bioensaio sao facilmente tratados estatisticamente
(Cavalcante et al., 2000).

6. 1. 2. Materiais e Reagentes Utilizados

e Larvas de Artemia salina;

e Agua do mar (coletada na praia de Costa Azul, Rio das Ostras);
e Dicromato de Potassio K,Cr,07 (50,0 mg);

e Dimetilsulféxido DMSO;

o Agua destilada;

e Pipeta automatica (100 pL);

e Pipeta Pasteur;

e Recipiente (10X5X3 cm);

e Baldo volumétrico (5,00 mL);

e Tubos de ensaio;

e Luminaria.

6. 1. 3. Procedimento Experimental

Na analise foram utilizados 50 mg de cada extrato diluido em um volume
de 5 mL no seguinte sistema de solventes: [H,O:DMSO (3:2)], formando
solugdes estoque de 10 mg/mL. Em tubos de ensaio foram adicionadas
aliquotas de: 50, 100, 200, 300 e 500 uL as quais foram diluidas com agua do
mar artificial até atingir um volume final de 5mL As concentragdes finais foram
de: 100, 200, 400, 600 e 1000 pg/mL.

Em cada tubo de ensaio foram adicionadas aproximadamente 15 larvas
de A. salina. Apds 24 horas sob iluminagao artificial foi realizada a contagem dos
individuos vivos e mortos (Figura 173, p. 209). A quantificagdo dos resultados foi
realizada através do programa Finey Probit que permite calcular a (DLsp), isto €,
a dose letal para 50% da populagdo de microcrustaceo presente nos tubos nas
concentragdes acima definidas. Como controle positivo foi utilizado uma solugao
de dicromato de potassio (K2.Cr,O7), nas mesmas concentragdes das amostras e
como controle negativo foi utilizado a mistura de solventes H,O:DMSO (3:2) a

uma concentracao de 100 ug/mL.
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Figura 173. Esquema do experimento realizado para a avaliagdo da atividade
citotoxica

A avaliagdo da atividade citotoxica, segundo metodologia proposta por
McLaughlin, dos extratos de L. guilleminianus e C. spruceanum apresentaram os

resultados mostrados na Tabela 25.
6. 1. 4. Resultados e Discussiao

Segundo McLaughlin, valores de DLsy < 10°ug/mL sdo considerados
ativos para extratos brutos. Os resultados obtidos na Tabela 25 apontam os
extratos de L. guilleminianus em MeOH/H,O e MeOH respectivamente como os
que apresentaram melhor atividade e os extratos de C. spruceanum em MeOH e

MeOH/H,O como mais ativos, respectivamente.

Tabela 25. Valores de DLspdos extratos de L.guilleminianus e C. spruceanum

DLso
Espécies MeOH MeOH/H,0 AcOEt
L. guilleminianus 497.770 111.074 > 1000
C. spruceanum 480.109 939.242 -
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Estudos indicam que espécies do género Lonchocarpus apresentam
atividade citotoxica contra as larvas de A. salina.

Extratos e substancias isoladas da espécie L. montanus apresentaram
alta toxicidade no ensaio de letalidade com A. salina, os extratos foram: éter de
petroleo, CH,Cl, e MeOH as substancias foram: pongamol, laceolatina B,
derriobtusona A e (E)-7-O-metoxipongamol (Magalhaes et al., 2007).

Os extratos em éter de petréleo, CH2CIl, e MeOH das cascas das raizes
de L. filipes mostraram-se fortemente ativos no ensaio de toxicidade sobre A.
salina, podendo essa atividade ser correlacionada com atividade antitumoral

e/ou inseticida (Santos et al., 2009).

6. 2. Atividade Antimicrobiana

6. 2. 1. Introducgédo

Existem varios estudos sobre a atividade antimicrobiana em extratos
vegetais, e uma busca crescente pela descoberta de substancias
antimicrobianas potentes capazes de combater as novas espécies de bactérias
que exibem efeitos colaterais e resisténcia clinica aos antibidticos convencionais.
A evolucido dessas bactérias € um sério problema tanto em paises
desenvolvidos como em desenvolvimento. Os “Antibioticos Naturais” possuem o
potencial de ultrapassarem a resisténcia antimicrobiana (Ravishankar et al.,
2012; Carlos et al., 2010; Park et al., 2009; Caili et al., 2006).

Por apresentarem uma diversidade de constituintes, as plantas medicinais
estdo entre os produtos naturais de maior interesse cientifico, pois elas possuem
a capacidade de se tornarem farmacos eficazes e por proporcionarem grandes
chances de obterem-se moléculas protétipos (Nascimento et al., 2000; Pessini et
al., 2003; Duarte et al., 2004; Michelin et al., 2005; Lima et al., 2006).

O consumo excessivo de antibidticos e a subsequente reducédo do
numero destes validos disponiveis € atualmente um grande problema da saude
publica mundial e o maior obstaculo para o sucesso terapéutico (SILVA et al.,
2010). Os antimicrobianos vegetais representam uma alternativa eficaz e
econbmica no combate a microrganismos patogénicos mutantes resistentes
(Vargas et al., 2004).
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As principais bactérias de interesse em estudos da atividade
antimicrobiana sdo: Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, que sao responsaveis por diferentes processos patogénicos tanto
em pacientes imunocompetentes quanto em paciente imunocomprometidos
(Antunes et al., 2006; Cat&o, 2007; Catéo et al., 2010).

v O Género Staphylococcus

Um dos principais agentes responsaveis por infeccbes hospitalares é a
espécie S. aureus sendo responsavel por 45% das toxinfeccbes em todo o
mundo (Neto et al., 2002). Apesar de estar presente na microbiota normal do
corpo humano, o microrganismo € responsavel pela causa de infecgbes
superficiais (abcessos cutaneos, infecgdes de feridas), e até mesmo infecgbes
sistémicas como bacteremia, endocardite, pneumonia entre outras. (Azulay &
Azulay, 1997; Teixeira et al., 2005).

De facil disseminagado € um microrganismo que esta presente néo sé em
ambientes hospitalares como também em locais de circulagdo humana como
barras para as maos nos Onibus, equipamentos atléticos compartilhados em
academias, toalhas compartilhadas apds o banho, dentre outros. (Cardoso,
1986; Torres et al., 2007).

A partir da década de 60, o uso constante de penicilinas, como a
oxacilina, no tratamento de infec¢des estafilocdcicas, favoreceu o surgimento de
cepas resistentes a esses antimicrobianos, essas cepas de S. aureus resistentes
a oxacilina (ORSA), também apresentavam resisténcia aos antimicrobianos da
classe dos B-lactamicos em detrimento disto essa bactéria € um dos principais
agentes causadores de infecgao hospitalar desde a década de 70 até os dias
atuais (Finan et al., 2001; Sousa et al., 2011).

As doengas provocadas pelo S. aureus podem ser decorrentes da invasao
direta dos tecidos, de bacteremia primaria ou, exclusivamente, ser devidas as
toxinas que ele produz. Essas infecgdes podem se localizar em um ou em
multiplos sitios, e, de acordo com a localizagao e outras caracteristicas, recebem
diferentes designagdes, como foliculite (infeccao do foliculo piloso); sico (bicho-
do-pé); carbunculo; antraz; furinculos localizados na regido cervical posterior;
hordéolo (tercol); hidradenite (inflamacao das glandulas sudoriparas); e impetigo.

Além das piogénicas, o S. aureus pode causar outras infecgdes mesmo durante
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um processo infeccioso ou ndo. Esses diferentes mecanismos e patologias
fazem com que o S. aureus possua varias caracteristicas que, por vezes, nao
sdo encontradas em todas as cepas desse Gram-positivo, surgindo, entretanto,
a medida que nele sao identificadas novas e diferentes propriedades
patogénicas (Dos Santos et al., 2007).
v" O género Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis € um dos principais agentes responsaveis
pelas infecdes nosocomiais, como por exemplo, a bacteremia e as infecdes
associadas a dispositivos médicos, estando comummente associado a
resisténcia a antibioterapia convencional. A bactéria S. epidermidis €
considerada a espécie mais importante de Staphylococcus coagulase-negativos.
Uma vez que esta espécie se encontra amplamente distribuida pela superficie
do corpo humano (O'Gara and Humphreys, 2001).

A patogenicidade das infegbes causadas por S. epidermidis esta
associada a capacidade desta espécie em colonizar as superficies dos

dispositivos médicos, produzindo biofilme (Mack et al., 2004).

6. 2. 2. Materiais e Reagentes Utilizados
e Placas de Petri;
e Alca de Platina;
e Capela de Fluxo laminar;
e Densitdbmetro, Densimat, Bioméreux D.O. 550nm;
e Estufa bacterioldgica;
e Paquimetro;
e Swab;
e Tubos de ensaio;
e Cloreto de Sadio, 90%, Vetec;
e Agar Muller-Hinton, Acumedia, india;
e Gentamicina, Sigma-Aldrich, (EUA).
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6. 2. 3. Procedimento Experimental

Segundo Macrae e colaboradores (1998) existe uma correlagdo entre

atividade citotdxica frente a A. salina e a atividade antimicrobiana.

As amostras testadas no ensaio bioldgico foram os extratos brutos L.
guilleminianus: Extrato (4) em MeOH/H,O e C. spruceanum: Extrato (5) em
MeOH/H,O0.

Uma particao liquido-liquido, foi realizada com o extrato em MeOH/H,0
das duas espécies de plantas. Fragdes obtidas desta particdo foram testadas e
codificadas como (LGH) fragdo em HyO, (LGB) fracdo em BuOH de L.
guilleminianu (PMH) fracdo em H,0, (PMB) fracdo em BuOH de C. spruceanum
(Figura 174), e a substéncia 2,3-(S)-hexaidroxidifenoil-d-glicose isolada do
extrato em MeOH/H,O de L. guilleminianus (LG-12) também foi testada. O

isolamento da substancia esta descrito nas paginas 47 e 48 do capitulo 4.

Extrato em
MeOH/H,0 de
L. guilleminianus (19)

Particao
liquido- liquido

Fracdo em BuOH Fragdo em agua
LGB LGH

Figura 174. Fluxogramas da particao realizada com os extratos em MeOH/H,O de

L. guilleminianus e C. spruceanum
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Extrato em
MeOH/H,0 de
C. spruceanum (19)

Particdo
liquido- liquido

Fracdo em BuOH Fracdo em agua
PMB PMB

Figura 174. Continuacéo

Todas as amostras foram solubilizadas em DMSO estéril na concentragao
de 15000 ppm. (estoque em temperatura ambiente), em seguida foram

realizadas diluigbes em agua estéril, concentragao final de 5000 ppm.

As amostras microbianas sédo patrimbnio biolégico do Laboratério de
Sanidade Animal integrantes da bacterioteca e micoteca do Prof. Olney Vieira da
Motta.

Os microrganismos utilizados neste trabalho foram a bactéria
S. epidermidis ATCC 12228, trés cepas de S. aureus: cepa-padrao ATCC 25923,
ATCC 33591 que é uma cepa de S. aureus resistente a meticilina (MRSA,
Multiple-resistant Staphylococcus aureus). A meticilina € um antibiético usado
para tratar a S. Aureus. As MRSA sao resistentes a meticilina e normalmente a
outros antibiodticos frequentemente utilizados para tratar infecgdes provocadas
pela S. Aureus. Uma cepa clinica LSA 88 que foi isolada pelo LSA/UENF de leite
de vaca com mastite subclinicas, em rebanho da regido Norte Fluminense,
Burkholderia cepacia ATCC 25416 e Escherichia coli ATCC 17759 também

foram usadas. Conforme descrito na Tabela 26.
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Tabela 26. Microrganismos utilizados no Ensaio Biologico

Microrganismo Grupo Cepa Procedéncia

S. aureus Gram-positiva ATCC 25923 Fundacdo Oswaldo
Cruz

Fio- Cruz, RJ.

S. aureus Gram-positiva ATCC 33591 Fundacdo Oswaldo
Cruz

Fio- Cruz, RJ.
S. aureus Gram-positiva LSA 88 Cepa Clinica

(isolada de mastite

bovina)

S. epidermidis Gram-positiva ATCC 12228 Fundagao Oswaldo
Cruz
Fio- Cruz, RJ.

B. cepacia Gram-negativa ATCC 25416 Fundac&o Oswaldo
Cruz

Fio- Cruz, RJ.

E. coli Gram-negativa ATCC 17759 Fundagao Oswaldo
Cruz

Fio- Cruz, RJ.

A avaliagdo do potencial antibacteriano dos extratos e particoes foi
realizada através do método que tem apresentado resultados satisfatorios, de
contagem de colbnias de bactérias e de leveduras, que esta sendo utilizada na
rotina de laboratério. Foi utilizada a metodologia (modificada) da diluicdo em
meio liquido (Lemos, 1997).

As cepas dos microrganismos foram cultivadas em agar estoque (BHA-
Brain Heart agar, Himedia, india), previamente reativadas em tubos de ensaio
contendo caldo BHI (Himedia, india) e levadas & estufa de crescimento
bacteriolégico (Quimis) a 37°C por 24 horas. A concentragao inicial de cada
inéculo foi obtida através da transferéncia de colénias ativadas para caldo BHI

estéril até atingir uma turbidez equivalente a uma concentracdo de 0,5
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MacFarland em fotémetro Densimat®, bioMérieux, Franga com o comprimento
de onda 550 nm (Araujo et al., 2004).

Os extratos e substancias puras foram solubilizados em DMSO P.A. As
concentragdes foram definidas realizando-se testes para verificagado da inibicao
do extrato em relagcdo aos microrganismos.

Para a realizagcdo do teste posteriormente, 10 yL da amostra diluida
foi adicionada a 170 pL do meio Miiller Highton (MH) liquido (Acumedia, india)
em tubos do tipo eppendorfs (2,0 mL), juntamente com um volume de 20 uL de
suspensao da bactéria utilizada, padronizada pela turvagao equivalente a 0,5 da
escala de MacFarland (indculo). Apds a incubagéo, os tubos foram colocados
em estufa de crescimento bacteriano a 37°C por 6 horas, uma aliquota de 50 pL
do conteudo de cada tubo foi semeada, com auxilio de swab, em placas de Petri
contendo meio MH sdlidificado (Acumedia, india). Apds o periodo de incubacéo
das placas (em estufa de crescimento bacterioldgico a 37°C por 24 horas), foi
identificada a presenga ou nédo de UFCs (Unidades Formadoras de Colbnias)
obtidas em cada experimento, com subsequente comparagado com o controle, (0
procedimento experimental esta representado na Figura 175, p. 217).

Os controles foram preparados de maneira semelhante aos extratos e
substancias puras, sendo que sao adicionados 170 pyL de meio MH liquido e 20
ML de indculo, 10 pyL do antibidtico gentamicina na concentragéo de 200 pg/mL
como controle positivo, e 170 pL de meio MH liquido e 20 pL de inéculo, como
controle negativo. Os experimentos foram realizados em ftriplicatas (Lemos,
1997).

Observou-se que mudando a metodologia descrita utilizando uma menor
quantidade do in6culo obtivemos melhores resultados frente as bactérias: S.
aureus, entao no procedimento modificado utilizou-se 180 yL do meio de cultura,
10 uL do in6culo e 10 pyL do extrato e um tratamento controle com 190 uL de

meio de cultura e 10 uL de in6culo.
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Figura 175. Esquema do experimento realizado para a avaliagdo da atividade
antibacteriana

Os antibiogramas foram realizados apd6s a incubagdo das cepas com as
amostras. Colbénias puras de cada cepa (que apresentou resultados positivos
nos testes realizados anteriormente) foram cultivadas em placas de agar Muller
Hinton, para a difusdo dos discos contendo os antibiéticos a serem testados. O
halo formado em torno de cada disco foi medido e o experimento foi realizado
em triplicata. Os discos continham os seguintes farmacos:
amoxicilina (AMO, 10 png), amoxicilina + acido clavulanico (AMC, 30 ng),
clindamicina (CLIN- 2 ug), gentamicina (GEN, 10 ug), penicilina G (PEN, 10 U),
vancomicina (VAN, 30 ng), cefalexina (CEF, 30 ng), tetraciclina (TET, 30 ug),
oxacilina (OXA, 1 ug) (Laborclin, PR, Brazil).

6. 2. 4. Resultados e Discussao

E importante ressaltar que pelo melhor do nosso conhecimento, esse é o
primeiro relato de atividade antibacteriana com o extrato bruto e fragdes de C.
spruceanum e extrato bruto, fragcdes e substancia isolada de L. guilleminianus.

A analise foi feita de acordo com os seguintes parametros: a auséncia de
crescimento no agar correspondeu ao néo crescimento de nenhuma unidade
formadora de colénia (UFC), a presenca de crescimento aparente com a
formacéao entre 30 e 300 UFC, correspondente a concentracdo minima inibitoria
(CMI), e a presengca de um numero superior a 300 UFC, com aspecto de

confluéncia de col6nia, foi considerado como auséncia de atividade.
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O extrato MeOH/H,O (8:2) de L. guilleminianus (extrato 4), a fracao
aquosa (LGH), butandlica (LGB) e a substancia isolada 2,3-(S)-
hexaidroxidifenoil- D-glicose (LG-12) quando submetidos ao teste em meio
liquido e difusdo em agar promoveram a inibicdo do crescimento das cepas de
S. epidermidis ATCC 12228 apresentando uma inibigdo aparente.

Controles negativos apresentaram crescimento confluente, enquanto os
tratamentos apresentaram contagens de UFC inferiores a 300 e acima de 30.

Valores significativos ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey, valores comparativos das médias do numero de colbnias entre os

tratamentos estio descritos na Tabela 27.

Tabela 27. Média do numero de col6nias da cepa S. epidermidis ATCC 12228
tratadas com o extrato 4, as fragbes LGB, LGH e a substéncia 2,3-(S)-

hexaidroxidifenoil-D-glicose (LG-12)

S. epidermidis ATCC 12228

Tratamentos Numero médio de colénias
LG-12 (substancia isolada) 47.55 B
LGB (fragdo em BuOH) 62.78 B
LGH (fracao aquosa) 76.11 B
Ext.4 (extrato bruto em MeOH/H,0) 150.66 A

Médias seguidas pela mesma letra mailusculas na coluna nao diferem estatisticamente entre si
no teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Da mesma forma observou-se que, a substancia isolada do extrato
MeOH/H,O de L. guilleminianus a 2,3-(S)-hexaidroxidifenoil-D-glicose (LG-12)
também promoveu a inibicdo no crescimento das cepas de S. aureus ATCC
33591. Valores comparativos das médias dos numeros de colbénias entre as
duas cepas ATCC 33591 e ATCC 12228 quando tratadas com a substancia LG-

12 estao descritos na Tabela 28.
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Tabela 28. Média do numero de colénias das cepas S. aureus ATCC 33591 e S.
epidermidis ATCC 12228 tratadas com a substancia 2,3-(S)-hexaidroxidifenoil-D-
glicose (LG-12).

Substancia LG-12

S. aureus ATCC 33591 S. epidermidis ATCC 12228

Numero médio de colonias LG-12

58,77 A 47,55 A

Médias seguidas pela mesma letra maiusculas na linha (tratamento) n&o diferem
estatisticamente entre si no teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Nas Figuras 176 a 179, p. 220 e 221 estao apresentadas a atividade do
controle negativo, o controle positivo e as atividades dos tratamentos LG-12,
LGH, LGB e o extrato 4 contra a cepa S. epidermidis ATCC 12228. No controle
negativo o crescimento bacteriano observado foi confluente, no controle positivo
(antibidtico gentamicina) o crescimento bacteriano foi totalmente inibido (n&o
houve UFC na placa de Petri) e nos tratamentos observou-se inibicao

significativa no crescimento das bactérias, crescimento bacteriano aparente.
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Figura 176. Experimento realizado com a substéncia LG-12 frente a bactéria
S.epidermidis ATCC 12228

Figura 177. Experimento realizado com a fragdo LGH frente a bactéria
S.epidermidis ATCC 12228
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Figura 178. Experimento realizado com a fracdo LGB frente a bactéria
S.epidermidis ATCC 12228

Figura 179. Experimento realizado com o extrato 4 frente a bactéria
S.epidermidis ATCC 12228
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No experimento realizado com S. aureus ATCC 33591 tratada com a
substancia LG-12 (Figura 180), observou-se o crescimento menor de UFCs que

no controle negativo, sugerindo uma significativa atividade antibacteriana

Figura 180. Experimento realizado com a substancia LG-12 frente a bactéria
S .aureus ATCC 33591

Quando o extrato 4 (extrato em MeO/ H,O de L. guillemenianus), as
fracbes LGH e LGB foram testadas contra as cepas das bactérias S. aureus
ATCC 25923 (Figuras 181, 182 e 183, p. 223 e 224) e S. aureus ATCC 33591
(Figuras 184, 185 e 186, p. 224 e 225) observou-se que apesar de inibir algumas
coloénias de bactérias, essa inibicao se manifestou em numero superior a 300

UFC, com aspecto de confluéncia de colbnia.
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Figura 181. Experimento realizado com a fragdo em &agua LGH de L.

guilleminianus frente a bactéria S. aureus ATCC 25923

Figura 182. Experimento realizado com a fragdo em BuOH LGB de L.

guilleminianus frente a bactéria S. aureus ATCC 25923
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Figura 183. Experimento realizado com o extrato 4 de L. guilleminianus frente a
bactéria S. aureus ATCC 25923

Figura 184. Experimento realizado com o extrato 4 de L. guilleminianus frente a
bactéria S. aureus ATCC 33591
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Figura 185. Experimento realizado com a fragdo em H;O LGH de L.

guilleminianus frente a bactéria S. aureus ATCC 33591

Figura 186. Experimento realizado com a fracdgo em H,O LGB de L.

guilleminianus frente a bactéria S. aureus ATCC 33591
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No Extrato 5 (extrato em MeOH/ H;0) e nas fracbes PMH (fracdo em
H,O) e PMB (fracio em BuOH) oriundas da espécie C. spruceanum o
crescimento bacteriano foi semelhante ao do controle negativo, onde nao
ocorreu inibicdo no crescimento das cepas analisadas. Assim como ndo houve
uma acgao antibacteriana quando as amostras foram analisadas frente as cepas
testadas. O resumo dos resultados obtidos pode ser observado na Tabela 29 e

Figura 187.

Figura 187. Experimentos realizados com as fragdes em H,O e BuOH (LGH),
(LGB), (PMH), (PMB) de L. guilleminianus e C.spruceanum, os extratos 4 e 5 e a

substancia (LG-12) frente a bactéria E. coli.
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Tabela 29. Resumo dos resultados obtidos da Avaliagdo da Atividade
Antibacteriana das diferentes fragdes testadas contra diferentes espécies

bacterianas.

Amostras

Microrganismos LGH LGB PMH PMB LG-12 Ext.4 Ext.5

S. aureus - - - - - - -
ATCC 25923

S. aureus - - - - + - -
ATCC 33591

S. aureus - - - - - - -

LSA 88

S. epidermidis + + - - + + -
ATCC 12228

B. cepacia - - - - - - -
ATCC 25416

E. coli - - - - - - -

ATCC 17759

Legenda: - UFC > 300, + UFC < 300

Posteriormente aos testes, foram realizados antibiogramas para
comprovacgao da atividade.

Os antibiogramas foram realizados com a cepa S. epidermidis ATCC
12228 e as fragdes e substancia isolada que apresentaram atividade e a cepa S.
aureus ATCC 33591 e a substancia LG-12, juntamente com os discos de
antibioticos.

O antibiograma realizado com a LG-12 e a cepa S. aureus ATCC 33591
mostrou um diametro no halo de inibicdo significativamente maior que o do
respectivo controle, entre sete dos dez antibidticos testados, sugerindo-se que
houve sinergismo. Apenas os antibiéticos, vancomicina (VAN), cefalexina (CEF)
e clindamicina (CLIN) nao alteraram a atividade do farmaco (Tabela 30, p. 229),

vale ressaltar que com o antibiético oxacilina (OXA), a cepa mostrou-se
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resistente no controle (halo de inibicdo igual a zero) e no tratamento (LG-12)

houve halo de inibigao.

Comparando os resultados entre os antibidticos nas colunas da Tabela 30
a amoxicilina + acido clavulanico (AMC), gentamicina (GEN) e vancomicina
(VAN) foram os que obtiveram um melhor efeito, uma melhor interagcdo com o

tratamento frente a cepa de S. aureus ATCC 33591.

Os resultados dos antibiogramas da cepa S. aureus ATCC 33591

tratadas com a substancia (LG-12) sdo mostrados na Tabela 30 e Figura 188.

Figura 188. Antibiograma realizado com a LG-12 frente a cepa de S.
aureus ATCC 33591.
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Tabela 30. Antibiograma da cepa S. aureus ATCC 33591, tratado com a
substancia 2,3-(S)-hexaidroxidifenoil-D-glicose (LG-12) e dez antibidtcos,

avaliada por método da difus&do em agar (diametro do halo medido em mm).

S. aureus ATCC 33591

Antibiéticos Controle Tratamento (LG-12)
AMO 9,09 Bb 22,32 Aa
AMC 20,77Ba 29,68 Aa
AMP 12,89 Bab 22,62 Aa
CLIN 0,00 Ac 6,79 Ab
GENT 21,92 Ba 27,49 Aa
PEN 0,00 Bc 16,96 Aab
VAN 21,12 Aa 28,61 Aa
CEF 7,50 Ab 17,56 Aa
TET 0,00 Bc 17,86 Aab
OXA 0,00 Bc 15,79 Aab

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna (tratamento) e letras mailsculas na linha (antibiético) nao
diferem estatisticamente entre si no teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O resultado dos antibiogramas realizados com a cepa S. epidermidis
ATCC 12228 tratados com o extrato 4, as fragdes (LGH), (LGB) e a substancia
(LG-12) podem ser observados na Tabela 31, p. 233 Figuras 189 a 192, p. 230
a 232. Os resultados demonstram a interagao que ocorre entre os antibioticos e

os tratamentos, conforme o tamanho do didmetro formado no halo de inibi¢ao.

O didmetro dos halos dos tratamentos (LGH) e o extrato 4, nao
apresentaram alteracgao significativa quando comparados com o controle, o que
sugere que ndo houve interagao entre os antibidticos testados e os tratamentos

os resultados ndo se diferem estatisticamente.
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Em contrapartida analises observadas no tratamento LGB demonstraram
interagdo com os antibioticos amoxicilina (AMO) e clindamicina (CLI) e no
tratamento LG-12 com os antibiéticos amoxicilina (AMO), amoxicilina + acido
clavulanico (AMC), ampicilina (AMP), gentamicina (GEN), penicilina (PEN),
vancomicina (VAN) e clindamicina (CLIN), com o aumento da zona de inibicéo,
sugerindo um efeito sinérgico para a substancia isolada LG-12 e a fracdo

butandlica LGB com os respectivos antibioticos.

Comparando os resultados entre os antibiéticos (coluna da Tabela 31), a
cefalexina (CEF) e a clindamicina (CLIN) evidenciaram maior atividade do que

os outros antibiéticos testados contra a cepa S. epidermidis ATCC 12228.

Observou-se também uma consideravel interacdo da tetraciclina (TET)
com as fragbes LGB, LGH e a substancia LG-12. Ao analisarmos a linha da
tabela, nos trés casos descritos acima houve uma mudanga no halo de inibigao
dos controles (halo de inibicdo igual a zero), para os tratamentos (halo de

inibicao diferente de zero).

Figura 189. Antibiograma realizado com a fracdo LGH frente a cepa de S.
epidermidis ATCC 12228
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Figura 190. Antibiograma realizado com a fracdo LGB frente a cepa de S.
epidermidis ATCC 12228

Figura 191. Antibiograma realizado com o extrato 4 frente a cepa de S.
epidermidis ATCC 12228
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Figura 192. Antibiograma realizado com a LG-12 frente a cepa de S. epidermidis
ATCC 12228

232



Capitulo 6: Ensaios Bioldgicos

2017

Tabela 31. Antibiograma da cepa S. epidermidis ATCC 12228, tratado com a fragdo aquosa (LGH) a fragdo butandlica (LGB), a
substancia (LG-12) e o extrato em MeOH/H,0 (Ext.4) e dez antibidticos, avaliada por método da difusdo em agar (didmetro do halo

medido em mm).

S. epidermidis ATCC 12228

Antibiéticos Cont. Trat.(LGH) Cont. Trat. (LGB) Cont. Trat. (LG-12) Cont. Trat.(Ext.4)
AMO 18,25 Ade 18,66 Abc 18,25 Bde 22,66 A abc 18,25 Bde 25,40 Aab 18,25 Ade 20,32 Acde
AMC 31,85 Aab 32,31 Aab 31,85 Aab 32,64 Aab 31,85 Bab 36,96 Aab 31,85 Aab 28,48 Aabc
AMP 20,67 Ade 20,01 Aabc 20,67 Ade 23,34 Aabc 20,67 Bde 26,94 Aab 20,67 Ade 16,19 Ade
CLIN 32,03 Aab 34,53 Aab 32,03 Bab 40,53 Aa 32,03 Aab 39,10 Aa 32,03 Aab 34,41Aa
GEN 29,93 Aabc 30,35 Aab 29,93 Aabc 33,7 Aab 29,93 Babc 36,93 Aab 29,93 Aabc 31,16 Aab
PEN 15,90 Ae 13,83 Ac 15,90 Ae 18,50 Abc 15,90 Be 20,50 Ab 15,90 Ae 12,93 Be
VAN 23,40 Acd 23,55 Aabc 23,40 Acd 25,01 Aabc 23,40 Bcd 27,93 Aab 23,40 Acd 22,83 Abcd
CEF 36,38 Aa 35,54 Aa 36,38 Aa 37,02 Aab 36,38 Aa 36,63 Aab 36,38 Aa 36,87 Aa
TET 0,00 Af 3,74 Ad 0,00 Af 12,04 Ac 0,00 Af 9,72 Ac 0,00 Af 0,00 Af
OXA 28,55 Abc 25,41 Aabc 28,55 Abc 29,56 Aab 28,55 Abc 28,88 Aab 28,55 Abc 28,88 Aabc

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna (antibidticos) e letras maiusculas na linha (tratamentos) ndo diferem estatisticamente entre si no

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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As Tabelas 32a e 32b mostram que a cepa S. epidermdis ATCC 12228,

permaneceu menos sensivel ao tratamento (LG-12) e aos antibidticos.

A cepa S. aureus ATCC 33591 mostrou sensibilidade quando tratadas
com o tratamento (LG-12) e os seguintes antibidticos: amoxicilina (AMC),
amoxicilina + acido clavulénico (AMC), ampicilina (AMP), penicilina (PEN) e

vancomicina (VAN).

Sugerindo entdo que a cepa S. aureus ATCC 33591 obteve uma melhor
resposta ao tratamento utilizando-se os antibiéticos e a substancia isolada LG-
12.
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Tabela 32a. Comparacéo da inibigdo entra as cepas S. aureus (ATCC 33591) e S. epidermidis (ATCC 12228), tratadas com a

substancia LG-12 e submetidos a cinco antibidticos, avaliados por método da difus&do em agar (didmetro do halo medido em mm).

Antibiéticos AMO AMC AMP CLIN GEN

Cepas Cont. Trat. Cont. Trat. Cont. Trat. Cont. Trat. Cont. Trat.

ATCC 33591 9,09Bb  22,32Ab 20,77Bb 29,68Aa 12,89Ba  22,62Ab  0,00Bb 6,79Bb 21,92Bb  27,49Bb

ATCC 12228 18,25Aa 2540Aa 31,85Aa 36,96Aa 20,67Aa 26,94Aa 32,03Aa 39,10Aa 29,93Aa 36,93Aa

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna (cepas) e letras maiusculas na linha (tratamento) ndo diferem estatisticamente entre si no teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 32b. Comparacgao da inibigao entra as cepas S. aureus (ATCC 33591) e S. epidermidis (ATCC 12228), tratadas com a

substancia LG-12 e submetidos a cinco antibiéticos, avaliados por método da difusdo em agar (didametro do halo medido em mm).

Antibiéticos PEN VAN CEF TET OXA

Cepas Cont. Trat. Cont. Trat. Cont. Trat. Cont. Trat. Cont. Trat.

ATCC 33591 0,00Bb 16,96Aa 21,12Bb 28,61Aa 7,50Bb 17,56Bb  0,00Aa 17,86Aa 0,00Bb  15,79Bb

ATCC 12228 15,90Aa 20,50Aa 23,40Aa 27,93Aa 36,38Aa 36,63Aa 0,00Aa 9,72Aa 28,55Aa 28,88Aa

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna (cepas) e letras mailsculas na linha (tratamento) ndo diferem estatisticamente entre si no teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Quase todas as cepas de S. aureus sao resistentes a penicilina, (Carlos et
al., 2010) no presente estudo a cepa ATCC 33591 apos o tratamento com LG-

12 tornou o farmaco mais eficiente quando comparado com o controle.

De acordo com a literatura substancias isoladas de espécies do género
Lonchocarpus apresentaram atividade antimicrobiana frente a cepas da bactéria
S. aureus, como por exemplo, os extratos em éter de petréleo, CH,Cl, e MeOH e
as substancias isoladas da espécie L. montanus: pongamol, lanceolatina B,
isolonchocarpina, derriobtusona A e medicarpina (Figura 193) foram ativas nos
ensaios de bioautografia contra S. aureus (Magalhaes et al., 2007).

Assim como a substancia derriobtusona A isolada da espécie L. obtusus
mostrou potencial atividade antibacteriana contra S. aureus e sua capacidade

para inibir formacao de biofilme (Vasconcelos et al., 2014).

lanceolatina B pongamol isolonchocarpina

OMe

derriobtusona A medicarpina

Figura 193. Substancias isoladas do género Lonchocarpus com potencial

atividade antibacteriana contra S. aureus

As substancias isoladas de espécies de Lonchocarpus que demostraram
atividade antibacteriana frente a cepa S. aureus, foram da classe dos
flavonoides, uma flavona, uma chalcona, uma flavanona, uma aurona e um

pterocarpano.
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O presente trabalho sugere para a substdncia (LG-12) 2,3-(S)
hexaidrodifenoil-D- glicose (Figura 194) atividade antibacteriana frente a
bactérias S. aureus ATCC 33591 e S. epidermidis.

A substancia (LG-12) foi isolada do extrato em MeOH/H,O de L.
guilleminianus e € um tanino hidrolisavel.

Os taninos hidrolisaveis sdo formados por ésteres de glicose (ou de
outros agucares) e de acidos fendlicos: acido galico (taninos galicos) ou acidos
hexaidroxidifénicos e seus derivados (taninos elagicos). E caracterizado por um
poliol central (B-D-glicose) cujas fungdes hidroxilas sao esterificadas com o acido

galico.

OH

Figura 194. Estrutura do 2,3-(S) hexaidrodifenoil-D- glicose (LG-12)

Substancias do metabolismo secundario vegetal ou metabolismo especial
apresentam um amplo valor nas interacdes entre a planta e seu ecossistema
exercendo, por exemplo, a fungao de fagoinibidores (substancia que desestimula
0 uso de alimento por predador sem causar dano a este) contra herbivoros ou
como agentes antimicrobianos (Sant’ana et al.,, 2002). Dentre os metabdlitos
secundarios, os taninos sao substancias fendlicas de grande importancia
econdmica e ecologica. Apresentam solubilidade em agua e peso molecular
compreendido entre 500 e 3000 Dalton, possuindo a habilidade de formar
complexos insoluveis em agua com proteinas, gelatinas e alcaloides (Mello et
al., 2001). Os taninos sao responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e
produtos vegetais, devido a precipitagdo de glucoproteinas salivares, o que
ocasiona a perda do poder lubrificante (Bruneton, 1991). A ligacao entre taninos
e proteinas ocorre, através de pontes de hidrogénio entre os grupos fendlicos
dos taninos e determinados sitios das proteinas, emprestando uma duradoura

estabilidade a esses complexos.
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As aplicagdes de drogas com taninos estdo relacionadas, principalmente,
a essa propriedade que os taninos possuem. Por via interna exercem efeito
antidiarréico e anti-séptico; por via externa impermeabilizam as camadas mais
expostas da pele e mucosas, protegendo assim as camadas subjacentes
(Bruneton et al., 1991). Ao precipitar proteinas, os taninos propiciam um efeito
antimicrobiano e antifungico, eles sdo hemostaticos e, como precipitam
alcaldides, pode servir de antidoto em casos de intoxicagdes (Bruneton et al.,
1991). Os taninos também auxiliam em processos de cura de feridas,
queimaduras e inflamagdes formando uma camada protetora (complexo tanino-
proteina e/ ou polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, auxiliando no

processo curativo, podendo o mesmo ocorrer naturalmente (Mello et al., 2001).

Os taninos possuem propriedades antimicrobianas conhecidas e
relatadas. Moléculas de taninos estdo sendo testadas com a intencdo de se
descobrir uma droga eficiente no combate ao virus HIV (Chung et al., 1998;
Kilkuskie et al., 1992). Kilkuskie e colaboradores observaram que taninos
hidrolisaveis caracterizados por um nucleo (glicose) esterificado com acidos
galicos o0s “galotaninos” mostraram atividade inibitoria somente em
concentragbes toxicas, elagitaninos e taninos condensados que sédo polimeros
da flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, derivados do metabolismo de
fenilpropanoides inibiram fracamente a replicagcéo viral e os taninos complexos
mostraram potente atividade contra a replicagdo do HIV. Avaliaram que a
atividade anti-HIV exibida por taninos é devida a inibicdo da transcriptase
reversa, dificultando assim a replicagao viral. Além disso uma série de bactérias
sdo sensiveis aos taninos, dentre elas S. aureus, Streptococcus pneumonia,
Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae e, em concentragdes minimas (0,5 g/L),

o fungo Fomes annosus teve seu crescimento inibido (Castro et al., 1999).
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7. Consideracgoes Finais

O estudo fitoquimico da madeira da espécie de Lonchocarpus
guilleminanus e das cascas do tronco de Calycophyllum spruceanum resultou
no isolamento e/ou identificacdo de 34 substancias: acido elagico (LG-04),
acido galico (LG-10), 2,3- (R)- hexaidroxidifenoil-D-glicose (LG-12), p—1-O-
galoil-3,6-(R)-hexahidroxidifenoil-D-glicose (LG-20), metil-B-D-glicopiranosideo
(LG-14), 1,2,3,4-Butanotetrol tetraacetato [LG-14 Ac (a)], Metil 2,3,4-tri-O-
acetil-p-D-xilopyranosideo tetraacetato [LG-14 Ac (b)], tetraacetil-p-lI-ramnose
[LG-14 Ac (c)], a-I-Manopiranose,6-desoxi-tetraacetato [LG-14 Ac (d)],
Lixopiranose tetraacetato [LG-14 Ac (e)], L-Iditol, hexaacetato [LG-14 Ac (f)],
Metil- B- D-glicopiranosideo tetraacetato [LG-14 Ac (g)], D-Glicose, 2,3,4,5,6-
pentaacetato [LG-14 Ac (h)], a-D-Glicopiranose pentaacetato [LG-14 Ac (i)],
D-Manitol hexaacetato [LG-14 Ac (j)], uma mistura de hidrocarbonetos:
Hexadecano LGA1(a), Heptadecano LGA1(b), Pentadecano-2,6,10,14-
tetrametil LGA1(c), Octadecano LGA1(d), Nonadecano LGA1(e), Eicosano
LGA1(f), Heneicosano LGA1(g), Docosano LGA1(h), Tricosano LGA1(i),
Tetracosano LGA1(j), Pentacosano LGA1(k), Hexacosano LGAA1(l),
Heptacosano LGA1(m), Nonacosano LGA1(n), friedelina LGA2, estigmasterol
e y-sitosterol LGA3, acido 3-O-B-D-xilofuranosil-(1'—3)-p-D-glicopiranosil
(1"—>2")-a-ramnopiranosil(1’’—3’)-hidroxiolean-12-en-28—-oico LG-5Ac, acido
protocatecuico PM1 e protocatecuato de metila PM4.

A revisao bibliografica de Lonchocarpus guilleminianus mostrou que as
substancias: acido elagico (LG-04), acido galico (LG-10), 2,3- (S)-
hexaidroxidifenoil-D-glicose (LG-12), p-1-O-galoil-3,6-(R)-hexahidroxidifenoil-
D-glicose (LG-20) e (LG-5Ac) acido 3-O-B-D-xilofuranosil-(1’—3)-p-D-
glicopiranosil (1”—>2’)-a-ramnopiranosil(1’”—3’)-hidroxiolean-12-en-28—oico,
pelo melhor do nosso conhecimento s&o inéditas no género e na espécie,
assim o presente trabalho contribuiu para o conhecimento de sua composigao
quimica.

A revisao bibliografica da espécie Calycophyllum spruceanum mostrou
que as substancias: acido protocatecuico PM1 e seu éster metilico

protocatecuato de metila PM4, pelo melhor do nosso conhecimento sao
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inéditas no género e na espécie, assim o presente trabalho contribuiu para o
conhecimento da composi¢cdo quimica da espécie.

A avaliagdo do potencial antioxidante dos extratos de L. guilleminianus e
C. spruceanum usando o método do radical DPPH e ABTS, assim como a
avaliacdo dos teores de fendis e flavonoides totais, confirmou a correlagéo
existente entre a atividade e a presenca de substancias fendlicas nos extratos
testados.

A avaliagdo da citotoxicidade com larvas de Artemia salina indicou os
extratos em MeOH e MeOH/H,0 de L. guilleminianus e C. spruceanum como
ativos de acordo com a metodologia proposta por McLauglhin.

A analise da atividade antibacteriana das fragcdes, extrato e substancia
isolada 2,3- (S)- hexaidroxidifenoil-D-glicose (LG-12), de L. guilleminianus,
sugere que as fragdes (LGH), (LGB), a substancia (LG-12) e o extrato 4 possui
uma atividade antibacteriana frente a cepa S. epidermidis ATCC 12228 e a
substancia isolada 2,3- (S)- hexaidroxidifenoil-D-glicose (LG-12) frente a cepa
S. aureus ATCC 33591.

O acido elagico (LG-04) ocorre especialmente em frutas como nozes,
morango, framboesa, uvas e amoras, € uma lactona fendlica presente na forma
de elagitaninos, como componente estrutural da membrana e parede celular
vegetal (Vattem & Shetty, 2005). Diversas propriedades biolégicas tém sido
descritas para o acido elagico: anticarcinogénica e antimutagénica (Aggarwal &
Shishodia, 2006); antioxidante (Sudheer et al., 2007; Devipriya et al.,2007);
antiinflamatéria (Rogério et al., 2006; Yu et al., 2007; Papoutsi et al., 2008);
antiulcerogénica , gastroprotetora (Lino et al., 2001 e 2002); antimicrobiana,
(Vattem & Shetty, 2005); inibidora da sintesede tromboxano B2 (Murakami e
colaboradores, 1991); hepatoprotetora (Vattem & Shetty, 2005); anti-
aterosclerotico (Yu et al., 2007); e inibidora da DNA topoisomerase (Vattem &
Shetty, 2005).

Entre varios polifenéis, o acido galico (LG-10) (acido 3,4,5-
trinidroxibenzdéico), um composto trifendlico de baixo peso molecular que ocorre
naturalmente, emergiu como um antioxidante forte. A partir da
biodisponibilidade e da via biossintética do acido galico a literatura inclui varios
estudos in vitro, in vivo e in silico, fornecendo o modo de atividade de

eliminagao de radicais, capacidade de inibir a peroxidagao lipidica, manutencao
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de sistemas de defesa e quelacdo de ion metalicos por esta molécula
trifendlica.

Os derivados do acido galico também foram encontrados em diversos
fitoterapicos com diversas atividades biologicas e farmacolégicas como
bloqueio de radicais, interferéncia com as vias de sinalizagdo celular e
apoptose de células cancerosas. As diversas aplicacdes deste polifenol simples
€ devida a combinagao entre os seus antioxidantes e o potencial pré-oxidante
(Badhani e colaboradores 2015).

Ellagitaninos como a substancia isolada (LG-20) sdo uma classe
biolégica e estruturalmente diversa de substancias. A estrutura consiste
tipicamente em um grupo galoil e um grupo Hexahidroxidifeoil esterificado a
uma glicose. Recentemente uma gama de atividades bioldgicas foi relatada
para a corilagina, por exemplo, a potenciacdo de antibidticos B-lactdmicos
contra MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina), atividades
antivirais e antimicrobianas, efeito anti-hipertensivo e inibicdo de uma quitina
sintase (Yamada et al., 2008).

Dados experimentais demonstraram que a corilagina exibe atividade
anti-hiperalgésica que pode ser devido a interagdo com o sistema
glutamatérgico (Moreira et al., 2013).

Além dos taninos foi isolada do extrato em MeOH/H,O de L.
guilleminianuns a saponina acido 3-O-B-D-xilofuranosil-(1'—3)-p-D-glicopiranosil
(1"—>2)-a-ramnopiranosil(1”’—3’)-hidroxiolean-12-en-28—oico, as saponinas em
solugdo aquosa formam espuma persistente e abundante. Essas atividades
provem do fato de apresentarem em sua estrutura uma parte lipofilica
denominada aglicona ou sapogenina e uma parte hidrofilica constituida por um
ou mais acgucares (Schenkel et al.,, 2001). O comportamento anfifilico das
saponinas e a capacidade de formar complexos com esteroides, proteinas e
fosfolipideos de membranas possibilitam agdes biolégicas variadas, como agao
antifungica e hipocolesterolmiante (Cunha & Roque, 2005).

Assim, apos o estudo fitoquimico-biologico e antioxidante das espécies
L. guilleminianus e C. spruceanum obteve-se resultados promissores que
podem servir como um incentivo para estudos biolégicos mais especificos,
podendo levar a utilizagcdo dessas espécies de plantas, como fonte de novos

farmacos para uso na terapéutica.
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