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RESUMO

ARAUJO, Marcelo Francisco de; Universidade Estadual do Norte
Fluminense; agosto de 2007; Estudo Fitoquimico e Avaliagao Biologica de
Swartzia apetala; Orientadora: Leda Mathias; Co-orientadores: Raimundo

Braz-Filho, Ivo José Curcino Vieira; Colaborador: Olney Vieira da Motta

O estudo fitoquimico dos extratos de um espécime de Swartzia apetala
Raddi var. glabra (Fabaceae) coletada na reserva do Vale do Rio Doce em
Linhares (ES) em julho de 2002, conduziu ao isolamento e a identificacao de
constituintes de diferentes classes de metabdlitos especiais. Das folhas
foram isoladas duas saponinas: 3-hidroxi-olean-12-en-28-acetato de-O-3-D-
glicopiranosila (SAFM-01), 3-O--D-xilopiranosil-(1"—4")-O-a-D-
ramnopiranosil-olean-12-em-28-acetato de -B-D-glicopiranosila (SAFM-02);
dois flavondides: 3, 5, 7,4’-tetraidroxiflavonol (SAFM-03), 5,7,4’-triidréxi-3- O-
[-D-glicopiranosil-(1” - 6”)-O-a-L-raminopiranosil-(1"” -2")-0-a-L-
raminopiranosil-flavonol (SAFM-04). Da madeira foi isolado um flavondide:
5,7-diidréxiflavanona (SAMH-02); um estilbeno: 3-metoxi-5-hidroxiestilbeno
(SAMH-01); um pterocarpano: 7-hidroxi-3’,4’-metilenodioxipterocarpano
(SAMH-03); um triterpeno: lupeol (SAMH-04); e uma mistura de esteroides:
sitosterol, estigmasterol e campesterol (SAMH-05a/b/c).

As substancias SAFM-01, 02, 03, 04 e SAMH-01 e 02 estdo sendo
citadas pela primeira vez no género Swartzia e pelo melhor do nosso
conhecimento as substancias SAFM-02 e 04 s3o inéditas na literatura.

A determinacdo estrutural das substancias foi realizada através de
técnicas de RMN 'H e *C a uma e duas dimensoes, infravermelho (IV),
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
espectrometria de massa de baixa e alta resolucdo, bem como por
comparacgao com dados da literatura.

Paralelo a avaliagao fitoquimica foram realizados testes biolégicos de
citotoxicidade frente as larvas de Artemia salina e antioxidante utilizando o
método com DPPH, com os extratos brutos; atividade antifungica foi

utilizando o método de difusdo em agar frente a nove cepas padrdao ATCC do
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género Candida, dos extratos brutos e das substancias isoladas. A atividade
antifungica foi observada em todos os extratos testados e as substancias
responsaveis pela atividade nos extratos foram as: SAFM-01, 02, 03 e 04 no
extrato hexanico foram SAMH-01, 02 e 03.
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ABSTRACT

ARAUJO, Marcelo Francisco de; Universidade Estadual do Norte
Fluminense; agosto de 2007; Phytochemistry study and biological evaluation
of Swartzia apetala; Orientadora: Leda Mathias; Co-orientadores: Raimundo

Braz-Filho, Ivo José Curcino Vieira; Colaborador: Olney Vieira da Motta

The phytochemistry study of extracts of a specimen of Swartzia
apetala var. glabra (Fabaceae) collected in the reserve of the Vale do Rio Doce
in Linhares (ES) in July of 2002, lead to the isolation and the constituent
identification of different class of special metabolites. Of leaves two saponins had
been isolated: acid-3-O-B-hydroxi-28-- O-D-glucopyranosyl ester SAFM-01, 3-(3-
D-O-xylopyranosyl- (17 —4”) [a-D-ramnopyranosyl] - 28-O-3-D-glucopyranosyl
ester SAFM-02; two flavonoids: 3, 5, 7,4' - tetrahydroxiflavonol SAFM-03, 5,7,4' -
trinydroxi-3- B-O-D-glucopyranosyl- (1" — 6”) - O-a-L-ramnopyranosyl- (1”7 —2™)
- O-a-L-ramnopyranosyl-flavonol SAFM-04. Of the wood was isolated one
flavonoid: 5,7-dihydroxiflavanone SAMH-02; a stilbene: 3-methoxi-5-hydroxi
stiibene SAMH-01; a pterocarpan: 7-hydroxi-3', 4' - methyilenedioxipterocarpan
SAMH-03; a triterpen: lupeol SAMH-04 and one mixture of steroids: sitosterol,
stigmasterol and campesterol SAMH-05a/b/c.

The substances SAFM-01, 02, 03, 04 and SAMH-01 and 02 were
identified for the first time in the Swartzia genera and for optimum of our

knowledge substances SAFM-02 and 04 they are unknown in literature.

The structural determination of substances was carried through RMN of 'H and *C
techniques to one and two dimensions, infrared (IV), gas chromatography connected to the mass
(CG-EM), spectrometry of mass of low and high resolution, as well as comparison with data of
literature. Followed of the phytochemistry evaluation biological tests had been carried through of
toxicity against the larvae of Artemia salina and antioxidant using the method with DPPH, with
crude extracts; antifungal activity using the method of diffusion in gel front nine yeast standard

ATCC of the Candida genera, crude extracts and isolated substances.
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INTRODUGAO

Desde a antecedéncia de Cristo povos primitivos ja utilizavam plantas
para cura de certas enfermidades. Como exemplo pode-se citar Hipdcrates
considerado pai da medicina moderna e que viveu no século 5 a.C, que tomou
a natureza como guia na escolha de remeédios. Tais plantas possuiam
substancias (principios ativos) capazes de provocar reagdes benéficas no
organismo, causando desta forma a recuperacdo do enfermo. Estas
propriedades intrigaram os estudiosos por varios anos que passaram a
investigar as plantas com a finalidade de identificar esses principios ativos.

Este trabalho arduo envolve a colaboragao de pesquisadores de varias
areas como: botanica, fitoquimica e farmacologia que juntos enriquecem os
conhecimentos sobre a inesgotavel fonte de medicina natural: a flora mundial.

O Brasil € o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno
de 15 a 20% do total mundial conhecido, com destaque para as plantas
superiores mais precisamente as angiospermas, nas quais detém
aproximadamente 20% da biodiversidade (Lewinsohn & Prado, 2004). Entre os
elementos que compde a biodiversidade, as plantas superiores sado as
principais matérias-primas para a fabricagdo de fitoterapicos e outros
medicamentos.

Em uma planta pode conter uma ou varias substancias ativas que atuam

em conjunto formado um complexo fitoterapico.

As plantas, além de seu uso na medicina popular com fins terapéuticos, também sao
importantes para obtengao de fitofarmacos, até hoje amplamente utilizados na clinica. Como
exemplo citamos o cardenolideo digitoxigenina (cardiotonico) isolado de espécies de Digitalis e
o alcaléide morfina (analgésico), isolado de Papaver Sonmniferum, entre outros (Figura 1)
(Hostettmann et al., 2003).

Uma vez obtida a substancia biologicamente ativa, pode-se langar mao de estudos
relacionando estrutura quimica e atividade biolégica para o planejamento racional de moléculas

novas.
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Figura 1 - Substancias utilizadas como fitofarmacos

Dessa forma, essas substancias ativas funcionam como modelo para sintese ou semi-
sintese de substancias analogas mais potentes e seletivas que podem ser obtidas mais
facilmente e, em alguns casos, a custos menores. Um exemplo da aplicagdo deste trabalho é a
sintese, apos Il Guerra Mundial, dos antimalaricos cloroquina e mefloquina apartir do alcaldide

quinina isolado de espécies de Cinchona (Figura 2) (Viegas Jr, et al.2006).
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Figura 2 — Quinina e analogos sintéticos

Outro aspecto importante dentro da quimica de produtos naturais € a espetacular
diversidade molecular de padrdes estruturais que se encontram nas distintas classes de
substancias, como alcaldides, cumarinas, flavondides, terpenoides, saponinas, entre outras
que representam fontes inesgotaveis de modelos originais que possibilitam sua utilizagdo como
matérias-primas na sintese de substancias bioativas.

No intuito de se identificar a diversidade molecular que possa ser utilizada como
fitofarmacos ou modelos para sintese ou semi-sintese, foi realizado o estudo fitoquimico e
avaliagdo da atividade biolégica de um espécime de Swartzia apetala Raddi var. glabra.
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1.1. A Familia Fabaceae

A familia Fabaceae possui uma ampla distribuigdo geografica, que é representada por
aproximadamente 650 géneros e mais de 18000 espécies espalhadas em todo o mundo,
especialmente nas regides tropicais e subtropicais (Barroso et al., 1991; Joly, 2002).

A espécie Swartzia apetala, pertence a familia Fabaceae (ordem Fabales, tribo
Swartizieae). Esta familia € uma das maiores dentre as dicotiledéneas (Heywood, 1971;
Hutchinson, 1971), sendo considerada uma das mais importantes do ponto de vista econémico,
visto constituir-se numa inestimavel fonte de alimentos, como por exemplo, feijao, ervilha,
lentilha, soja, amendoim, entre outros (Buckinghamn, 1994; Heywood, 1971; Rawitscher, 1979).

Espécies desta familia apresentam a propriedade de aumentar a fertilidade do solo, por
meio do mecanismo de fixagdo de nitrogénio por quimiossintese de moléculas organicas,
através de um processo de simbiose com bactérias do género Rhizobium (Joly, 2002).

Outras espécies sdo usadas como plantas forrageiras, ornamentais, como fonte de
taninos, resinas e madeira fina para fabricagdo de méveis em geral (Heywood, 1971; Robins et
al., 1964).

1.2. Divisdo TaxonOmica

A familia Fabaceae estd subdividida em trés subfamilias: Mimosoideae,
Caesalpinoideae e Papilionoideae. A subfamilia Papilionoideae esta representada por
aproximadamente, 482 géneros e 12000 espécies de ampla distribuigdo mundial (Barroso et
al., 1991). A maioria de seus representantes arbdéreos sao encontrados nos tropicos e
hemisfério sul e os arbustivos e herbaceos em regides temperadas do globo (Hutchinson, 1971;
Joly, 2002; Heywood, 1971; Cronquist, 1981).

Do ponto de vista fitoquimico, a subfamilia Papilionoideae caracteriza-se por conter
cerca de 90% dos isoflavondides de origem vegetal identificados (Ingham, 1983). Apesar da
distribuicao restrita dos isoflavondides dentro do reino vegetal, a variagdo estrutural encontrada
nessas substancias é grande, e isto se deve tanto ao niumero e complexidade dos substituintes
existentes no sistema 3-fenilbenzopirano, como também aos diferentes niveis de oxidagdo no

esqueleto basico e a presencga de anéis heterociclicos extra (Dewick, 1988) (Figura 3).
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Sistema 3-Fenilbenzopirano

Figura 3- Estrutura basica de isoflavondides

1.3. O género Swartzia

O género Swartzia compreende aproximadamente 125-150 espécies das quais apenas
nove foram estudadas quimicamente (Tabela 1, p. 7). Sua distribuicdo abrange principalmente
a América do Sul e Africa (Schultes, 1979).

Espécies do género estdo caracterizadas quimicamente pela producédo de flavondides
com atividade larvicida, antibacteriana e antifngica (Bézanger-Beauquesne & Pinkas, 1967;
Osawa et al., 1992; Dubois & Sneden, 1995 e 1996; Sanchez et al., 1999; Rojas et al., 2006)
(Figura 4, p. 8), saponinas com atividade moluscocida, larvicida e ictiotdxica (Suter et al., 1986;
Minjas et al., 1986; Borel & Hostettmann, 1987; Borel et al., 1987; Lwambo & Moyo, 1991;
Sanchez et el., 1999; Abdel-Kader et al., 2000; Magalhaes et al., 2003; Neuwinger, 2004)
(Figura 5, p. 9) e outros metabdlitos especiais bioativos como, por exemplo: os pterocarpanos
(Harper et al., 1965 e 1969; Donnely & Fitzgerald, 1971; Formiga et al., 1975; Braz-Filho et al.,
1980) (Figura 6, p. 10).
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Tabela 1 - Substancias isoladas de espécies de Swatzia

Espécies Material Metabdlito Subst. Referéncias

S. brachyrachis madeira flavonoide 15-16 Sanchez et al., 1999
madeira saponina 177-2"" Sanchez et al., 1999

S. laevicarpa madeira flavonoide 14 Braz-Filho et al., 1980
madeira pterocarpano 11-21 Braz-Filho et al., 1980

S. langsdorffii raiz saponina 1-2 Magalhaes et al., 2003

S. leiocalycina madeira pterocarpano 24-29 Donnelly & Fitzgerald, 1971

S. madagascariensis fruto saponina 17-8” Borel & Hostettmann, 1987
madeira pterocarpano 1-8 Harper et al., 1965
madeira pterocarpano 9-10 Harper et al., 1969

S. polyphylla madeira flavonoide 7-13 Osawa et al., 1992
madeira flavonoide 3-5 Dubois & Sneden, 1995
madeira flavonoide 1-2 Dubois & Sneden, 1996
madeira flavonoide 6e8 Rojas et al., 2006

S. schomburgkii folha saponina 1°-8” Abdel-Kader et al., 2000

S. simplex folha saponina 1-7Ta Borel et al., 1986

S. ulei madeira pterocarpano 22-23 Formiga et al., 1975
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Figura 5 — Saponinas isoladas do género Swartzia
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Figura 6 — Pterocarpanos isolados do género Swartzia

1.4. A espécie Swartzia apetala Raddi var. glabra

A espécie Swartzia apetala Raddi var. glabra é conhecida popularmente como “arruda
rajada”, devido a coloracdo da sua madeira cujo valor comercial reside na sua resisténcia e

durabilidade. A madeira do caule de S. apetala apresenta-se dura, pesada, compacta, lisa,
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muito resistente a deteriorizagdo, facil de plainar e adquirindo brilho intenso mediante
polimento. Devido a sua durabilidade pode ser usada na fabricagdo de tacos luxuosos, estacas,
vigas, construgao civil e obras hidraulicas, visto constar que é impenetravel ao gusano marinho
(Rizzini & Mors, 1995).

Sua regido original de ocorréncia esta no leste de Minas Gerais, em Sergipe € na
floresta da costa do Espirito Santo. A floragéo ocorre entre os meses de fevereiro e agosto e a

maturagéo dos frutos ocorre no més de outubro (Mansano & Tozzi, 1999).

Tabela 2 — Classificagdo botanica da espécie Swatzia apetala Raddi var. glabra

CLASSIFICAGAO BOTANICA

CLASSE ANGIOSPERMAE

SUBCLASSE DICOTILEDONEAE
SUPERORDEM ROSANAE

ORDEM FABALES

FAMILIA FABACEAE

SUBFAMILIA PAPILONOIDEAE

TRIBO SWARTZIEAE

GENERO Swartzia

ESPECIE Swartzia apetala Raddi var. glabra

1.5. Consideragdes sobre os metabdlitos secundarios encontrados no género Swartzia

1.5.1. Saponinas

Séo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Por possuirem em sua
estrutura uma parte lipofilica (triterpeno ou esterdide) e outra hidrofilica (agucar), estes
metabdlitos possuem um poder de redugdo da tensdo superficial da agua garantindo assim
acOes detergentes e emulsificantes, que em solugdo aquosa formam espuma persistente. A
espuma formada ¢ estavel a agéo de acidos minerais diluidos (Schenkel, 1999).

Saponinas sdo metabolitos de elevada massa molecular (600 a 2000u), devido a
presenga de agliconas com um numero variado de gliconas. As mesmas também tem sido de
grande interesse farmacéutico, sejam como adjuvantes em formulagdes, componentes ativos
em drogas vegetais, ou até mesmo, como matéria-prima para a sintese de esteréides (Simdes
etal., 2001).

Esses metabdlitos podem ser classificados em dois grupos baseados na natureza do
esqueleto da aglicona. O primeiro grupo consiste de saponinas esteroidais, os quais sdo quase
exclusivos de monocotiledéneas em angiospermas. O segundo grupo consiste de saponinas
triterpenoidais, onde sua ocorréncia € mais comum principalmente em dicotiledéneas de
angiospermas. Além destes dois grupos, outros autores classificam um terceiro grupo chamado
de aminas esteroidais, € que sdo também classificadas como alcaléides esteroidais (Sparg et
al., 2004).
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As saponinas esteroidais sdo formadas por um esqueleto de 27 atomos de carbonos
dispostos num sistema tetraciclico e apresentam duas estruturas basicas comuns: o

espirostano e o furostano (Simdes et al., 2001) (Figura 7, p. 12).

HO

Furostano Espirostano

Figura 7 - Agliconas esteroidais
As saponinas de carater basico possuem nitrogénio no anel F e sdo conhecidas por
dois tipos de estruturas: o espirosolano (onde o nitrogéno é secundario) e o solanidano (onde o

nitrogénio é terciario) (Simoes et al., 2001) (Figura 8).

Solanidima Solasodina Tomatidina

Figura 8 - Agliconas de carater basico.

No entanto as mais encontradas na natureza sido as triterpénicas. Os triterpenos
pentaciclicos podem ser divididos em trés classes: oleananos (B-amirina), ursanos (a-amirina)
e o lupanos (lupeol) (Simdes et al., 2001). Sua via biossintética deriva do mevalonato (Figura

9).
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Figura 9 - Biossintese das saponinas triterpénicas

Com o avango tecnolégico das técnicas cromatograficas e espectroscépicas esta
classe de metabdlito passou a ser estudada com grande freqiiéncia por varios grupos de
pesquisa tanto em fitoquimica no isolamento e elucidagédo estrutural como em microbiologia
avaliando diversas propriedades biologicas. O comportamento anfifilico das saponinas e a
capacidade de formar complexos com esterdides, proteinas e fosfolipideos de membranas
determinam um numero variado de propriedades biolégicas para essas substancias, as quais
se destacam: atividade hemolitica, ictiotéoxica, moluscocida, antiinflamatéria, antiviral,

microbiana e antiparasitaria (Sparg et al., 2004).

1.5.2. Flavonoides

Sa0 substancias que contém um ou mais substituintes aromaticos que sao
normalmente definidos como fendlicos ou polifendlicos e sdo conhecidos por constituirem um
grupo de metabdlitos especiais mais diversos e difundido no reino vegetal.

O interesse sobre estas substancias resulta particularmente das visiveis e lindas cores
desses pigmentos localizados principalmente em plantas vasculares, estando distribuidos nas
partes aéreas dos vegetais, como flores, folhas e frutos. Os mesmos atuam na defesa quimica
das plantas contra fungos e bactérias. Esta classe € amplamente distribuida no reino vegetal.

Alguns representantes foram identificados em bridfitas, também encontrados em pteriddfitas,
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mas a variedade estrutural € pequena. Todavia, estdo presentes em abundancia em
angiospermas, apresentando nesse grupo enorme diversidade estrutural (Simdes, et al, 2001).

Em geral, as agliconas flavonoidicas aparecem sob forma de cristais amarelos quase
sempre soluveis em agua. S&o responsaveis pelo aroma dos alimentos e possuem
propriedades como: antiinflamatérios, antivaricosos, diuréticos, antioxidante e antimicrobiano
(Castro et al., 2001).

Ocorrem com uma variedade de formas estruturais, todas contendo 15 atomos de
carbono em seu esqueleto basico e sdo arranjados em uma configuragcao (CsC3sCs) (Agrawal &
Markham, 1989). Sua via biossintética deriva do acetato e chiquimato (Figura 10, p. 15).

A vasta distribuicdo nas plantas, sua relativa estabilidade quimica e a facilidade com
que sao identificados, tem considerado os flavondides como marcadores taxondmicos na

classificagdo das plantas (Agrawal & Markham, 1989).
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Figura 10 - Biossintese geral dos flavonéides (Winkel-Shirley 2001)

1.5.3. Isoflavondides

Possuem um sistema de trés anéis similar aos flavandides e sao caracterizados por
uma cadeia Cs-Cs- Cs (Agrawal & Markham, 1989).
Ao contrario dos flavonodides, sua distribuicao taxonémica é restrita. Salvo rarissimas

excegoes, sao de ocorréncia exclusiva de Fabaceae. Apesar dessa restricdo a uma so6 familia
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botanica, tal classe apresenta uma diversidade estrutural importante: isoflavonas,
isoflavanonas, isoflavanas, aril-3-cumarinas, pterocarpanos, cumestanos, cumaronocromonas e
rotendides, os quais possuem um carbono complementar no sistema heterociclico (Agrawal &
Markham, 1989) (Figura 11).

Em vegetais, uma grande parte dos isoflavondides comporta-se como fitoalexinas
(substancias produzidas pela planta em resposta a uma infecgdo por um agente patogénico)
(Simdes, et al, 2001).

Isoflavona Isoflavanona Isoflavana

(©) (0] 0. ‘
(&‘
HO
3- Aril-cumarina Pterocarpano Cumestano

Cumaranocromona Rotendide

Figura 11 - Classe de isoflavondides

1.6. Referéncias Bibliograficas.

Abdel-kader, M.S., Bahler, B.D., Malone, S., Werkhoven, M.C.M., Wisse, J.H.,
Neddermann, K.M., Bursuker, |., Kingston, D.G.l. (2000). Bioactive saponins
from swartzia schomburgkii from the Surinami rainforest. Journal Natural
Products. 63(11): 1461p.

Agrawal, P.K., Markham, K.R. (1989). Carbon-13NMR of Flavonoids. Studies in
Organic Chemistry n° 39, Ed. Elsevier. 1-39p.



Capitulo | — Revisao da Literatura 16

Barroso, G.M., Peixoto, A.L., Ichaso, C.L.F., Costa, C.G., Guimaraes, E.T. (1991). Sistematica
de Angiospermas do Brasil. Visoga, UFV. V. 2. 15-97p.

Bézanger-Beauquesne, L., Pinkas, M. (1967). On the flavonoside of the fruit of
the Swartzia madagascariensis. Desv., African leguminous plant. Comptes
Rendus Hebdmadaires des Seances de I'’Academie des Sciences. Serie D:
Sciences Naturelles. 264(2): 401p.

Borel, C., Gupta, M. P. & Hostettmann, K. (1986). Molluscicidal saponins from
Swartzia simplex. Phytochemistry. 26 (10): 2685p.

Borel, C., Hostettmann, K. (1987). Molluscicidal saponins from Swartzia

madagascariensis Desvaux. Helvetica Chimica ACTA. 70: 570-576p.

Braz-Filho, R., Moraes, M.P.L. & Gottlieb, O. R. (1980). Pterocarpans from
Swartzia laevicarpa. Phytochemistry. 19: 2003-2005p.

Buckingham, J. (1994). Ed. Dictionary of natual products. Charpan & Hall:
London. 1774: 283, 3856p.

Cavalcanti, M.S.M., Coelho, L.C.B.B. (1990).Isolation and Partial purification of
a Lectin from Swartzia pickellii Killip (White Jacaranda). Memorias do Instituto
Oswaldo Cruz. 85(3): 371-372p.

Cronquist, A. (1981). An Integrated System of Classification of Flowering Plants. New York: The

New York Botanical Garden, Columbia University Press.

Dewick, P.M. (1988). The flavonoids advances in research. Isoflavonoids. London: New York,

Harbome Chapmam and Hall, 621p.

Donnelly, D.M.X. & Fitzgerald, M.A (1971). Pterocarpanoids constituents of
Swartzia leiocalycina. Phytochemistry. 10(12): 3147 .

Dubois,J.L., Sneden, A.T. (1995). Dihydrolicoisoflavone, a new isoflavanone



Capitulo | — Revisao da Literatura 17

from Swartzia polyphylla. Journal of Natural Products. 58(4): 629p.

Dubois,J.L., Sneden, A.T. (1996). Ferreirinol, a New 3-Hydroxyisoflavanone
from Swartzia polyphylla. Journal of Natural Products. 59: 902-903p.

Formiga, M.D., Gottlieb, O.R.,M.P.H., Midori, K., M., Almeida, E.L., Pereira, M.
O. S. & Magalhdes, M.T.(1974). Constituents of Brazilian Leguminosae.
Phytochemistry. 14(3): 828p.

Harper, H.S., Kemp, D.A., Underwood, E.G.W. (1965). Heartwood constituents

of Swartzia madagascariensis, Chemistry & Industry 562p.

Harper, H.S., Kemp, D.A., Underwood, E.G.W. (1969). Pterocarpanoid
Constituents of the Heartwoods of Pericopsis angolensis and of Swartzia

madagascariensis, Journal of Chemistry Society. Section C. 1109-1116p.

Heywood, V.H. (1971). The Biology and chemistry of the Umbelliferae,
Academic. New York, 438p.

Hutchinson, J. (1971). The genera of flowering plantas. England: Oxford.

University Press.

Ingham, J. (1983). Fortschritte der Chemie Organischer Naturstoffe, 43:1.

Joly, A.B. (2002). Botanica: Introdugdo a Taxonomia Vegetal. Biblioteca universitaria. 371-382p.

Lwambo, N.J. & Moyo, H. G. (1991). The molluscicidal activity of seed pods of
Swartzia madagascarensis on Marisa cornuarietis. East African Medicinal
Journal. 68(10): 827p.

Magalhdes, A.F., Tozzi, A.M.G.A., Snatos, C.C., Serrano, D.G., Zanotti-
Magalhdes, E.M., Magalhdes, E.G., Magalhdes, L.A. (2003). Saponins from
Swartzia langsdorffii: Biological Activities. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz.
98(5):713-718p.



Capitulo | — Revisao da Literatura 18

Mansano, F.V., Tozzi, A.G.M.A. (1999). The taxonomy of some Swartzieae
(Leguminoseae, subfam. Papilionoideae) from southeastern Brazil. Brittonia,
51(2): 149-158p.

Minjas, J.N., Sarda, R.K. (1986). Laboratory Observations on the Toxicity of
Swartzia madagascariensis (Legominosae) extract to mosquito larvae.
Tradicional of the Royal Society of Tropical Medicine and Higiene. 80: 460-
461p.

Neuwinger, H. D. (2004). Plants used for poison fishing in tropical Africa. Toxicon, 44: 417-
430p.

Osawa, K., Yasuda, H.,Maruyamma, T., Morita, H., Takeya, K. & Itokawa, H. (1992).
Isoflavones from the heartwood of Swartzia polyphylla and their antibacterial activity against

cariogenic bacteria. Chemical & Pharmaceutical Bulletin. 40(11): 2970p.

Rawitscher, F. (1979). Elementos Basicos de Botéanica. 318-319p.

Rizzini, C.T. & Mors, W.B. (1995). Botédnica Econémica Brasileira. 2% ed. Rio de

Janeiro, Brasil: Ambito Cultural.

Robbins, W. W., Weier, T. E., Stocking, C. R., Wiley, J. Sons (1964). In: An
introduction to plant Science. 3% Edigao. New York: London, Sydney. 562-565p.

Rojas, R., Bustamante, B., Ventosilla, P., Fernadez, |., Caviedes, L., Gilman,
R.H., Lock, O., Hammond, G.B. (2006). Larvicidal, Antimicobacterial and
Antifungal Compounds from the Bark of the Peruvian Plant Swartzia polyphylla
DC. Chemical Pharmaceutical Bulletin. 54(2):278-279p.

Sanchez, C.S., Rocha, A.F.l.,, Pinheiro, M.L.B., Andrade, C.H.S., Monte, F.J.Q.
(1999). Brachyrachisina: Isoflavona Inédita de Swartzia (Leguminosae).
ACTA Amazédnica. 29(3): 419-422p.

Schenkel, E. P. (1999). Saponinas. In Simodes, C. M. O., Farmacognosia: da



Capitulo | — Revisao da Literatura 19

Planta ao Medicamento, UFRGS/UFSC, Porto Alegre/Florianépolis, 604 p.

Schultes, E. R. (1979). De plantis toxicaris e mundo novo tropicale
commentationes. XX Medicinal and toxic uses of Swartzia in the northwest

Amazon. Journal of Ethonopharmacology. 1(1): 79-87p.

Simoes, C.M.O., Schenkel, E.P., Gosmann, G., Mello, J.C.P., Mentz, L.A.,
Petrovick, P.R. (2001) Farmacognosia: da Planta ao Medicamento, 32 edicao,
UFRGS/UFSC, Porto Alegre/Florianépolis, 597-622p.

Sparg, S.G., Lighit, M.E., Standen, J.V. (2004). Biological Activities and
Distribution of Plant Saponins. Journal of Ethnophamacology. 94: 219-243p.

Suter, R., Tanner, M., Borel, C., Hostettman, K., Freyvogel, T.A. (1986).
Laboratory and field trials at ifakara (Kilombero District, Tanzania) on plant

Swartzia madagascariensis. Acta Tropica. 43(1): 69.

Winkel-Shirley, B. (2001). Flavonoid Biosynthesis. A Colorful Model for
Genetics, Biochemistry, Cell Biology, and Biotechnology. Plant Physiology. 126:
485-493p.






Capitulo Il - Extragao, Fracionamento e Isolamento das substancias 21

2.0. Constituintes quimicos isolados das folhas e madeira de Swartzia apetala

Raddi var. glabra

O estudo fitoquimico das folhas e madeira de Swarizia apetala Raddi var. glabra
permitiu o isolamento e a caracterizacdo de duas saponinas (Figura 12), trés flavonodides
(Figura 13, p. 22), um estilbeno, um pterocarpano, um triterpeno e trés esterdides (Figura 14,
p. 23).

HO

-, H
%

” SAFM-01

OH
0 OH

", H
7,

4

SAFM-02

Figura 12 - Saponinas isoladas de Swartzia apetala




Capitulo Il - Extragao, Fracionamento e Isolamento das substancias 22

OH

(0] HO
HO | O\m\OH
OH (0]
0 OH
HO

SAFM-04 OH
OH
HO O
OH o)
SAFM-03
OH o)

SAMH-02

Figura 13- Flavondides isolados de Swartzia apetala
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Figura 14 - Estilbeno, triterpeno, esterdides e pterocarpano isolados de S.

apetala

2.1. Materiais e Reagentes utilizados.
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No processo de extracao, fracionamento e purificagao foram utilizados

0s seguintes materiais:

2.21.

Na etapa de extragdo bem como no fracionamento e purificagado foi

utilizado solventes Synth e Vetec;

A concentracdo dos extratos foi efetuada sob pressédo reduzida em
evaporador rotativo, Buchi B-480 e Fisatom 802;

As solugdes aquosas foram liofilizadas em liofilizador Thermo Savant;

Nas etapas de fracionamento e purificacdo, foram utilizadas, silica gel
60G (0,063-0,200 mm) Merck, silica gel 60 (0,040-0,063 mm) Merck,
silica gel silanizada 60 (0,063-0,200 mm) Merck, Lichrospher RP-18 (12
pum) Merck, Sephadex LH-20 Pharmacia e Amberlite XAD-2 Merck;

Utilizou como agente dessecante: Na,SO, anidro Vetec;

Nas analises comparativas através de cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizou-se cromatofolhas de silica gel 60 F.s4s € RP-18
F254 Meer;

As cromatoplacas foram reveladas através de irradiagdo com luz na
regido do ultravioleta em comprimento de onda A = 254 e 366 nm e/ou
com revelador cromatogénico [vanilina, cloreto férrico, NP/PEG
(Difenilboriloxietilamina + PoliEtilenoGlicol)] reagentes Merck;

2.2. Procedimento experimental

Levantamento bibliografico

O levantamento bibliografico foi realizado através de pesquisas bibliograficas de

periédicos em bibliotecas e em sitios disponiveis na INTERNET.
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2.2.2. Material botanico: coleta e identificacao

As folhas e a madeira de um espécime de S. apetala Raddi var. glabra
foram coletadas na Reserva Floresta da Cia. Vale do Rio Doce, Linhares — ES
em junho de 2002, onde se encontra uma exsicata de n°. 395 no herbario
CVRD.

2.2.3. Secagem e moagem do material vegetal

O material vegetal apés seco a temperatura ambiente foi moido em

moinho do tipo Willey.

2.2.4. Preparacgao dos extratos brutos
2.2.41. Folhas

As folhas de S. apetala Raddi var. glabra apés secas e moidas foram
pesadas obtendo-se uma massa de 347 g. Em seguida foram submetidas a
extracdo por maceragao exaustiva em ordem crescente de polaridade
utilizando os seguintes solventes e obtendo as respectivas massas de extratos:
(hexano 5,78 g, 1,67 % da massa do material seco, diclorometano 3,41 g,
0,100 % da massa do material seco, metanol 34,5 g, 9,94 % da massa do
material seco e metanol/agua (80:20) 31,9 g, 9,19 % da massa do material

seco (Esquema 1, p. 26).
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Folhas
347 g

Hexano

Extrato em Hexan’g Residuo
SAFH - 5,78 g

CHoCly

Extrato em CH20I2* Residuo

SAFD-3,41¢g
MeOH
Extrato em MeOI-r* Residuo
SAFM -34,5¢g
MeOH/H20(80:20)

*k
Extrato em MeOH/H20
SAFHA -319g

* Extratos inativos aos testes descritos nos itens (2.2.5 -1 e 2) p.28-29.

** Extratos ativos aos testes descritos nos itens (2.2.5 -1 e 2) p. 28-29.

Esquema 1 - Preparacao dos extratos brutos das folhas de S. apetala

2.2.4.2. Madeira

A madeira (580 g) apds seca e moida foi submetida a maceracao
exaustiva com os seguintes solventes: hexano 2,26 g de extrato (0,39 % da
massa do material seco, diclorometano 3,08 g (0,53 % da massa do material
vegetal) e metanol 29,0 g (3,72 % da massa do material vegetal) (Esquema 2,
p. 27).

Assim, os extratos brutos obtidos foram submetidos aos ensaios biolégicos orientando

desta forma o fracionamento cromatogréfico na busca de possiveis principios ativos.
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Madeira
580 g
Extrato em hexano® Residuo
SAMH (2,26 g)
Extrato em CH,Clo* Residuo
SAMD (3,08 g)

Extrato em MeOH* Residuo
SAMM (29,0 g)

* Extratos ativos aos testes descritos nos itens (2.2.5 — 1 e 2) p.28-29.

Esquema 2 - Preparagao dos extratos brutos da madeira de S. apetala

2.2.5. Testes quimicos

2.2.5.1. Teste para saponinas

Para deteccdo de saponinas foi realizado o teste da formacgao de

espuma persistente em solugao de acido diluido (Schenkel, 1999).
« Solucdo Acida:
Teste especifico para saponinas.
Observagao de espuma persistente apds agitagao constante da solugao.
Composigéao:
Solucao 1,00 mol/L de HCI em agua.
Modo de usar:

Diluir 3,00 mg de extrato em 10,0 mL da solugdo acida em um tubo de
ensaio e em seguida agitar fortemente durante 2 a 3 minutos, observando

assim a formagao de espuma persistente (colarinho).
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2.2.5.2. Teste para flavondides

Para deteccao dos flavondides foi utilizado o teste com solucao etandlica
5% de FeCl; e solugdo metandlica de NP e solugao etandlica de PEG [NP/PEG
(formagao de coloragao verde em CCDA e de fluorescéncia respectivamente)]
(Wagner & Blandt, 1995).

* Solugdo metandlica de NP (Difenilboriloxietilamina) e etandlica de PEG
(PoliEtilenoGilicol):

Reveladores especificos para compostos fendlicos com cloragao
alaranjada em exposic¢ao a luz ultravioleta A = 356 nm.
Composicao:

Solugao 1% de NP em metanol.

Solugao 5% de PEG em etanol.
Modo de usar:

Imergir a cromatoplaca na solugédo de NP e em seguida na solugao de

PEG apds imersao, observar a coloragao produzida.

* Solucéao etandlica de Cloreto férrico (FeCls):

Revelador especifico para compostos fendlicos.
Coloracéao especifica para flavonéides: marrom escuro.
Composigao:
5 % de FeCl; em Etanol
Modo de usar:
Borrifar a cromatoplaca com a solugdo observando a formacéo bastante

caracteristica de manchas verdes escura.

2.2.6. Reveladores

e Solucéo de Vanilina sulfurica:

Revelador para terpendides, derivados de fenilpropandides, compostos

fendlicos, etc.
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Coloracao caracteristica: Para terpendides e saponinas é violeta apos
aquecimento.

Para flavonois € amarelada apds aquecimento.

Para derivados de fenilporpandides e flavanonas é vermelho carmim.
Composicao:

3% de vanilina em solugao com 45 mL de agua, 45 mL de etanol e 10
mL acido sulfurico.
Modo de usar:

Borrifar a cromatoplaca com a solugdo e em seguida leva-la ao

aquecimento.

2.2.7. Fracionamento dos extratos brutos e purificagcdo das substancias

2.2.7.1. Fracionamento do extrato metandlico das folhas de S. apetala

O extrato em metanol (34,5 g) foi solubilizado em &agua e submetido a partigdo
utilizando acetato de etila seguido de n-butanol resultando em trés fragcdes. As fragdes em
acetato de etila (10,2 g) e n-butanol (15,5 g) foram concentradas em evaporador rotativo e a
fracdo aquosa (8,40 g) foi liofilizada (Esquema 3).

Extrato em
MeOH
34,59
— Particao
Fracdo* Fracdo* Fragao*
aquosa AcOEt butandlica
8,40 ¢ 10,2 g 15,5 ¢

* Fragdes ativas aos testes descritos nos itens (2.2.5-1 e 2).

Esquema 3 - Fracionamento do extrato em metanol.

A fragdo em AcOEt (10,2 g) foi submetida a processo de precipitagéo
com Eter Etilico. O precipitado (parte insoluvel) foi cuidadosamente separado
do sobrenadante (parte soluvel) gerando assim duas fracdes (FA e FB)
(Esquema 4, p.30).

A fragdo FB soluvel em éter etilico (5,20 g) foi submetida a filtragdo em
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gel Sephadex LH-20 com MeOH como eluente. A filtracdo gerou duas sub-
fracdes FB1 (3,10 g) e FB2 (1,35 g) (Esquema 4). Uma aliquota da sub-fragcédo
FB1 (350 mg) (Esquema 4, p. 30) foi submetida a uma CCDP utilizando o
seguinte sistema de eluentes: [AcOEt/MeOH/H,O (60:10:8)] produzindo a
saponina (SAFM-01, 70,0 mg) (Figura 12 p.21). Utilizando o mesmo
procedimento aplicado para FB1, uma aliquota de (350 mg) da sub-fracéo FB2,

produziu a saponina (SAFM-02, 83,0 mg, Figura 12 p.21) (Esquema 4).

Fracao
AcOEt
10,2 g
Precipitagao
Eter Etilico
Fracao Insoluvel em Fragdo Soluvel em
Eter etilico - FA Eter etilico - FB
4,30 g 5209
Filtracdo gel Sephadex LH-20
em MeOH
FB1 (3,10 g) !:B2 (1,359g)
aliquota 350 mg aliquota 350 mg
CCDP [AcOEt/MeOH/H,0 (60:10:8)]
SAFM-01 SAFM-02
70 mg 83 mg

Esquema 4 — Isolamento das saponinas das folhas de S. apetala

A fracdo FA insoluvel em éter etilico (4,30 g) foi cromatografada em
silica gel RP-18 com [metanol/agua (3:2)] obtendo 25 fragdes (Esquema 5, p
31). Apos comparacao do perfil cromatografico utilizando CCDA as mesmas
foram reunidas gerando assim as sub-fragdes: 1-6 (1,50 g), 7-19 (1,45 g) e 20-
25 (1,08 g).

A sub-fragdo 7-19 (1,45 g) (Esquema 5, p. 31) apés filtragdo em silica
gel silanizada eluida com AcOEt saturado em agua e metanol em ordem
crescente de polaridade, possibilitou o isolamento do flavonol [SAFM-03, (5,00
mg)] (Figura 13, p. 22).
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A sub-fragao 20-25 (1,08 g) (Esquema 5, p. 31) foi submetida a filtracédo
com gel Sephadex LH-20 em MeOH, obtendo desta forma o flavonol [SAFM-
04, (35,0 mg)] (Figura 13, p. 22).

Fracao
AcOEt
10,2 g
Precipitagédo
Eter Etilico
Fracao Insoluvel em Fracéo Soluvel em
Eter Etilico - FA Eter Etilico - FB
4,309 520¢
CCRP-18 em
[MeOH/H,0 (3:2)]
Sub-fragdo 1- 6 Sub-fragao 7-19 Sub-frago 20 - 25
1,50 g 1,459 1,08 g
CC silica silanizada [AcOEt saturado, MeOH]
ordem crescente de polaridade
Inpurezas
SAFM-03 Filtracdo Gel Sephadex LH-20
5,00 mg em MeOH
SAFM-04
35,0 mg

Esquema 5 - Isolamento dos flavondides das folhas de S. apetala

2.2.7.2. Fracionamento do extrato hexanico da madeira de S. apetala

O extrato hexanico (2,26 g) foi solubilizado em diclorometano e
submetido a processo de precipitacdo com AcOEt formando duas fracgodes:
[F1sobrenadante (1,03 g)] e [F2 precipitado (1,09 g)] ( Esquema 6, p. 32).

A fracéo F1 (1,03 g) foi submetida a cromatografia em coluna com silica
gel em ordem crescente de polaridade (hexano, CH,Cl,, MeOH), obtendo assim
47 fragcbes. As mesmas foram analisadas por CCDA e de acordo com perfil
cromatografico foram reunidas formando as seguintes sub-fragdes: F1A (115
mg), F1B (110 mg), F1C (355 mg) e F1D (230 mg) (Esquema 6, p. 32).

A sub-fracédo F1B (110 mg) (Esquema 6, p. 32) apds ser submetida a CC

com silica gel em ordem crescente de polaridade usando (hexano, CH:Cl,,
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AcOEt, MeOH), possibilitou o isolamento de um estilbeno [SAMH-01, (7,00
mgq)] (Figura 14, p. 23) e uma flavanona [SAMH-2 (18,0 mg)] (Figura 13, p. 22).

A sub-fragdo F1C (355 mg) (Esquema 6) apos ser submetida ao mesmo
processo cromatografico anterior, produziu 19 fragées que foram reunidas apés
analise por CCDA: 1-9 (21,0 mg), 10-13 (45,3 mg) e 14-19 (33,5 mQ). A fragao
1-9 (21,0 mq) foi submetida a CCDP [hexano:CH.Cl, (3:2)] o qual possibilitou
no isolamento de um triterpeno [SAMH-04 (4,00 mg)] (Figura 14, p. 23). A
fracdo 14-19 (33,5 mg) foi submetida ao mesmo processo cromatografico da
fracdo (1-9) com o sistema de eluentes: [hexano/AcOEt (4:1)], onde foi possivel
chegar ao isolamento de um pterocarpano [SAMH-03 (13,0 mg)] (Figura 14, p.
23).

A sub-fragdo F1D (230 mg) (Esquema 7, pagina 34) apds ser submetida
CC com silica gel flash usando [éter de petréleo/AcOEt (8:2)], possibilitou o
isolamento de uma mistura de esteréides [SAMH-05a/b/c (35,0 mg)] (Figura
14, p. 23).

Extrato hexanico

2,269
Precipitagdo com
AcOEt
Fracéo - F1 Fragao - F2
1,03g 1,099
CC silica gel

[Hexano, CH,Cl,, MeOH]

Sub-fragdo F1A | | Sub-fragao F1E" Sub-fraggo F1C* Sub-fragéo F1D
115 mg 110 mg 355 mg 230 mg
CC silica gel CC silica gel flesh
_ [Hexano, CH,Cl,, AcOEt, MeOH] [Eter de petréleo/AcOEt (8:2)]
|
Frag&o 1-9 | | Fragdo 10-13 | | Fracdo 14-19 | | gAMH-05a/blc
SAMH-01 SAMH-02 | | 21,0mg 45,3 mg 33,5mg 35,0 mg
7,00 mg 18,0 mg cCDP CCDP

[Hexano/AcOEt (4:1)] [Hexano/CHCI; (3:2)]
SAMH-03 SAMH-04
4,00 mg 13,0 mg

Esquema 6 — Fracionamento cromatografico do extrato hexanico

*Sub-fragées ativas ao teste descrito no item (2.2.5.2) p.29.

2.3. Referéncias bibliograficas.
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3.0. Resultados e Discussao

3.1. Determinagao Estrutural dos Constituintes Quimicos Isolados das Folhas

de Swartzia apetala

O estudo fitoquimico do extrato metandlico das folhas de S. apetala
possibilitou o isolamento e a identificacdo de duas saponinas triterpénicas
(SAFM-01 e SAFM-02) (Figura 12, p. 21) e dois flavonoides (SAFM-03 e
SAFM-04) (Figura 13, p. 22).

3.1.1. Determinagao estrutural da substancia SAFM-01.

O tratamento cromatografico (CCDP [AcOEt/MeOH/H,O (60:10:8)]) da fracao
FB1 (Item 2.2.7.1, p. 29-30) forneceu uma substancia que apresentou-se como um
s6lido branco amorfo, soluvel em MeOH e com faixa de fusdo 219-224 °C.

O espectro de absor¢ao na regido do infravermelho (Figura 16, p. 39), da
substancia SAFM-01, mostra forte absor¢do em 3416 cm™ correspondente a vibragdo da
deformacao axial de O-H, uma banda de estiramento de grupo carbonila de éster 1736
cm’ e bandas intensas de vibragdes assimétricas acopladas (C(=0)-0) e (O-C-C) em
1072 cm™ e 1043 cm™ respectivamente. A banda em 1608 cm™ corresponde ao
estiramento (C=C) de grupo olefinico e a banda em 2943 ¢cm™ a deformagéo axial de
grupos metilénicos de hidrocarbonetos ciclicos (Silverstein & Webster, 2000).

As evidéncias espectrais encontradas para SAFM-01 sugerem tratar-se de uma
saponina triterpenoidal, pois dos 36 atomos de carbono assinalados no espectro de RMN
PC-APT (Figuras 20-23, p. 43-46), 30 foram atribuidos a unidade aglicona € os 6
restantes para o residuo de agucar. Os espectros de RMN de 'H e *C-APT da substancia
apresentaram sinais do residuo aglicona caracteristico do acido oleanoico (Tabelas 3 e
3°, p. 37-38).

O espectro de RMN 'H (Figura 17-19, p. 40-42) mostra sinais caracteristicos de
saponina triterpénica evidenciada pelos sinais relativos aos grupos metila entre &y 0,78-
1,24 (Figura 18, p. 41). O sinal largo em &y 5,41 pode ser atribuido ao hidrogénio H-12.
O residuo de agucar pode ser evidenciado pelo sinal do hidrogénio anomérico da
unidade glicopiranosila a &y 6,29 (d, J= 7,3 Hz) que devido ao alto valor da constante de
acoplamento foi assinalado como S-glicopiranosil ¢ os sinais distintos dos hidrogénios
metilénicos a &y 4,75 (d, J=7,3) e du4,71 correspondentes a H-6’a ¢ H-6"b (Figura 19,
p- 42). Os sinais restantes do residuo de acticar estdo sobrepostos no espectro na regiao
entre Oy 3,50-4,46.

Através da analise dos espectros de RMN “C-APT (Attached Proton Test)
(Figuras 20-23, p. 43-46) foi possivel observar a presenga dos onze carbonos
metilénicos, dez carbonos metinicos, sete carbonos metilicos e oito atomos de carbonos
nao hidrogenados, sugerindo uma estutura triterpénica para a unidade aglicona.

Os triterpenos pertencentes a série olean-12-eno estdo caracterizados pela
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posicao dos deslocamentos quimicos de CH-12, C-13 e CH-18, que na substancia
SAFM-01 aparecem a &c 123,95; 144,01 e 41,62 respectivamente (Mahato & Kundu,
1994). A linha espectral em &c 89,25 ¢ caracteristica de carbono carbinélico e foi
atribuida ao carbono CH-3 do esqueleto triterpénica.

O mapa de correlagdo heteronuclear com detecg¢do no canal de hidrogénio
HMQC ('Jen) (Figuras 24-26, p. 47-49) permitiu verificar os deslocamentos quimicos
dos hidrogénios ligados aos respectivos carbonos, possibilitando desse modo associar
inequivocamente a absor¢do dos carbonos dos grupos metilas com os respectivos
hidrogénios, do hidrogénio olefinico e o carbono C-12, do hidrogénio H-3 e o carbono
carbinolico C-3. O sinal do hidrogénio anomérico H-1a Oy (6,29) € observado através
do sinal 'Jey com C-1" 8¢y (95,63) (Figura 24, p. 47).

A atribuicao dos deslocamentos quimicos dos grupos metilas também pode ser
confirmada considerando-se as interagoes 1,3-sin-diaxiais existentes na molécula
conforme observado na figura 15 (Mahato & Kundu 1994). As metilas em conformagao
axial ndo estdo situadas no dentro do cone de desblindagem provocado pelo efeito
anisotopico dos elétrons o da ligacdo C-C.

Figura 15 - Interagdes 1,3-sin-diaxiais da substancia SAFM-01

O mapa de correlacdo heteronuclear a longa distancia HMBC ("Jcu, n=2 € n=3)
(Figuras 27-29, p. 50-52) permitiu definir inequivocamente a posic¢ao do residuo de
acucar em C-28 devido ao acoplamento a longa distancia existente entre C-28 a &c
(176,34) da aglicona e H-1" a &y (6,29) da unidade [-glicopiranosil (Figura 27, p. 50).

Os demais acoplamentos revelados pelo espectro da substancia SAFM-01 estao
resumidos nas tabelas 3 ¢ 3’ , p. 37 e 38.

Os dados espectrais apresentados para substincia SAFM-01 e a comparagao
com dados da literatura (Wen-Cai Ye et al., 2000) possibilitou confirmar a estrutura do
3-hidroxi-olean-12-en-28-acetato de-O-S-D-glicopiranosila.
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Tabela 3 - Dados espectrais de RMN *C e 'H da saponina SAFM-01 em Py-ds.
Deslocamentos quimicos em ppm.

C d¢c Oc (Wen-Cai Ye et al., 2000) On 2 Jen # Jen
4 39,31 39,4 - 3H-23; 3H-24 -
8 39,77 39,8 - 3H-26 3H-27
10 36,78 36,9 - - -
13 144,01 144.,0 - - 3H-27
14 42,01 42,00 - 3H-27 3H-26
17 46,88 46,9 - - -
20 30,61 30,7 - 3H-29; 3H-30 -
28 176,36 176,4 - - H-1’
CH
3 89,25 88,9 3,28 (d, 8,4) - 3H-23; 3H-24
5 55,66 55,7 0,67 (m) - 3H-23; 3H-24
9 47,86 47,9 1,56 - 3H-25; 3H-26
12 123,95 122,9 5,41 (s) . -
18 41,62 41,6 3,17 (d, 13,2) - -
CH:
1 38,55 38,8 - H-5
2 26,21 26,6 - -
6 18,36 18,4 - -
7 33,92 33,00 - 3H-26
11 23,30 23,7 - -
15 28,14 28,2 - -
16 23,64 23,3 - -
19 46,12 46,2 - 3H-29; 3H-30
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21 31,94 33,9 3H-29; 3H-30
22 32,39 32,5 -

CH;
23 28,09 28,8 1,23 (s) 3H-24
24 16,83 17,00 0,90 (s) H-5; 3H-23
25 15,39 15,5 0,78 (s) -
26 18,51 17,4 1,05 (s) -
27 25,97 26,00 1,24 (s) -
29 33,03 33,1 0,88 (s) 3H-30
30 23,55 33,6 0,87 (s) 3H-29
Tabela 3’ - Dados espectrais da unidade glicosidica da saponina SAFM-01.
C 5c 60 literaturg 6H 2JCH #3JCH
1 95,63 95,7 6,29 (d, 7,3) - H-5’
2 73,98 74,1 4,27 (t, 8,8) H-3’ -
3 79,157 78,8 4,35-4,39 H-2 -
4 71,02 71,0 3,61-3,69 (m) H-3 -
5 78,73 79,3 4,19 H-4 -
6’ 62,12 62,1 4,75 (d, 7,3) - -
4,71(sl)

** Valores intertrocaveis
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%T

-C=0
-CH2 -€=C
e ™ lc-oH
? C(=0)-0""
1\ cm’

Figura 16 - Espectro de infravermelho da substancia SAFM-01
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Figura 17- Espectro de RMN 'H da substancia SAFM-01

Filename
Author
Experiment
Sample_id
Solvent
Creation time
Revision_time
Current_time

Comment
Data_format
Dim_size
Dim_title
Dim units
Dimensions
Site
Spectrometer

Field strength
X_acq_duration
X domain

X freq

X offset

X _points
X_prescans
X_resolution
X:sweep

Mod return
Scans

X _90_width
X:aca_time

X _angle

X_pulse

Initial wait
Phase_preset
Recvr_gain
Relaxation_delay
Temp_get -
Unblank_time

SAFMO3P 1d spectrum-3
Jan Schripsema
single_pulse.exp
SAFMO3P

PYRIDINE-D5
16-APR-2004 19:56:01
12-APR-2007 19:33:36
12-APR-2007 19:40:52

Single Pulse Experime
1D COMPLEX

X
Eclipse+ 400
DELTA_NMR

9.389766[T] (400 [MHz]
2.7312128s]

H

399.78219838 [Miz]
7[ppm]

16384

0

0.36613771[Hz]
5.99880024 [KHz]

1

8

14.7[us]
2.7312128(s]
45[degq]
7.35[us]
1[s]

3[us]

15

4[s]

25[dC
2[us]



40

Capitulo Il — Resultados e Discussdes

€¢-HE

LC-HE

G-H

0022

0082

00ee

002

006

0044

0054

004

0oL

0oL 0L

ajuepunqge

16990

¥18L°0
00€8°0

i281
1883
81660
8€L60

€550°)

vieel
8vvel

88871

9296’}

682t

0626°}
0196°)

50T
6650°C

X: parts per Million : 1H

Figura 18 - Ampliagio do espectro RMN 'H da substincia SAFM-01 (regido de 0,66 a
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Figura 20 - Espectro de RMN "*C-APT da substancia SAFM-01
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Figura 21 - Ampliagdo do espectro RMN "“C-APT da substincia SAFM-01 (regido de 15
a 35 ppm)
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Figura 24 - Espectro de HMQC da substancia SAFM-01
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Figura 25 - Ampliacao do espectro de HMQC da substancia SAFM-01

(regido de 0,7 a 1,8 ppm)
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Figura 26 - Ampliagao do espectro de HMQC da substancia SAFM-01
(regido de 3,6 a 4,7 ppm)
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Figura 27 - Espectro de HMBC da substancia SAFM-01



Figura 28 — Amplia¢do do espectro de HMBC da substancia SAFM-01
(regido de 0,6 a 1,5 ppm)
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Figura 29 — Ampliagao do espectro de HMBC da substancia SAFM-01
(regido de 0,7 a 1,7 ppm)

3.1.2. Determinacao estrutural da substancia SAFM-02.

O tratamento cromatografico (CCDP) da fragdao FB2 (Item 2.2.7.1, p. 29-30)
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forneceu uma substancia que apresentou-se como um so6lido branco amorfo, soluvel em
MeOH e com faixa de fusao 209-216 °C.

O espectro de absorc¢ao na regido do infravermelho (Figura 30, p. 57), da
substincia SAFM-02, mostra forte absor¢do em 2924 cm™ correspondente a vibragdo da
deformagdo axial de grupo alinfatico (-C-H), uma banda intensa de estiramento de
grupo carbonila de éster em 1755 cm™ e bandas intensas de vibragdes assimétricas
acopladas (C(=0)-0) e (O-C-C) em 1076 cm™ e 1039 cm™ respectivamente. A banda
em 2852 cm™ corresponde a deformagdo axial de grupos metilénicos e metinicos de
hidrocarbonetos ciclicos (Silverstein & Webster, 2000).

O espectro de RMN 'H de SAFM-02 (Figuras 31-35, p. 58-62)
apresentou sete sinais simples relativos aos hidrogénios dos grupos metila na
regido de o4 (0,78-1,14) revelando o esqueleto triterpénico para a substancia e
um sinal duplo a &4 (1,23; d, J= 6,6) que foi atribuido aos hidrogénios do grupo
metila 3H-6"" do residuo de ramnose acoplando com o hidrogénio H-5" a &
(4,07; (m)), que foi confirmado através da correlagdo existente entre esses
hidrogénios no mapa de correlagdo homonuclear COSY (Figura 36, p. 63).

Através do numero de linhas espectrais revelado pelo espectro de RMN
®C-APT (Figuras 37-39, p. 64-66) foi possivel observar a presenga de 47
sinais, sendo [7 carbonos ndo hidrogenados; 19 carbonos metinos CH dos
quais 9 sao carbinolicos a dcn (90,89; 73,94; 78,29; 69,75; 71,17; 78,67; 72,32;
72,70; 74,16) ; 5 fazendo parte ao grupo éter]; 12 metilénicos CH,, sendo dois
oximetilénicos a dcn. (62,45 € 68,56) e 8 metilicos CHs.

O sinal a & 177,97 confirma a fungcdo detectada no espectro de
infravermelho através da banda forte a 1755 cm™ referente a estiramento de
grupo C=0O de éster (Figura 30, p. 57). As interagbes 1,3-sin-diaxias
observadas nos grupos metilas C-24, C-25 e C-26 de SAFM-01 também
aparecem na substancia SAFM-02 confirmando sua estereoquimica.

O mapa de correlagao heteronuclear a uma ligagdo HMQC ("Jcn) auxiliou
no assinalamento inequivoco dos carbonos metilicos com os respectivos
hidrogénios, do carbono olefinico C-12 com o respectivo hidrogénio as demais
correlagdes estdo resumidas nas figuras 40-41, p. 67-68.

O mapa de correlagéo heteronuclear HMBC (Figura 42-43, p. 69-70) nos
auxiliou nas atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono,
principalmente os ndo hidrogenados revelando o acoplamento entre o atomo
de carbono ndo hidrogenado C-28 e o hidrogénio anomérico H-1’, o carbono

CH-2” e o hidrogénio anomérico H-1”, o carbono metinico CH-3 e o hidrogénio
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anomérico H-1", o carbono metinico CH-3" e o hidrogénio H-2”, carbono
metinico CH-4” e os hidrogénios 2H-5" e H-1"". Essas correlagdes confirmam as
ligacbes do residuo de glicose ao carbono C-28 da aglicona e a ligagdo do
residuo de ranmose ligado ao CH-4”" de um residuo de xilose e este ligado ao

CH-3 da aglicona.

A andlise do conjunto de dados juntamente com a comparagdo com dados da literatura
(Wen-Cai Ye et al., 2000), possibilitou confirmar a estrutura da substancia SAFM-02 como
sendo a 3-O-B-D-xilopiranosil-(1"—4")-O-a-D-ramnopiranosil-olean-12-em-28-acetato de -3-D-
glicopiranosila.

Pelo melhor do nosso conhecimento, a substancia SAFM-02 esta sendo

citada pela primeira vez na literatura.
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Tabela 4 - Dados espectrais de RMN *C e 'H da saponina SAFM-02 em
CD;OD. Deslocamentos quimicos &c (em ppm).

C Oc Oc (Wen-Cai Ye et On 2Jew SJcn
al., 2000)
4 40,18 39,4 - 3H-23; 3H-24
8 40,70 39,8 - 3H-26 3H-27
10 37,88 36,9 - H-9
13 144,75 144,0 - H-18 3H-27
14 42,91 42,00 - 3H-27 H-12; 3H-26
17 48,07 46,9 -
20 31,52 30,7 - 3H-29; 3H-30
28 177,97 176,4 - H-1""
CH
3 90,89 88,9 3,17(dd,11,3; 3,7) H-1’; 3H-23; 3H-24
5 56,94 55,7 0,77 (dl) 3H-23; 3H-24; 3H-25
9 48,79 47,9 1,57 (d, 7,0) H-12; 3H-25; 3H-26
12 123,86 122,9 5,24 (sl) H-18
18 42,62 41,6 2,83 (dd,7,0; 3,6) H-12
CH;
1 39,82 38,8 3H-25
2 26,89 26,6 2,01; 1,69
6 19,35 18,4 1,70; 1,39
7 34,94 33,00 1,51; 1,49 3H-26
11 24,01 23,7 1,88
15 28,89 28,2 3H-27
16 24,58 23,3
19 4717 46,2 1,72; 1,20 3H-29; 3H-30
21 33,14 33,9 3H-29; 3H-30
22 33,95 32,5
CH;
23 28,57 28,8 1,03 (s) 3H-24
24 17,04 17,00 0,83 (s) 3H-23
25 16,04 15,5 0,92 (s)
26 17,89 17,4 0,78 (s)
27 26,29 26,00 1,14 (s)
29 33,47 33,1 0,90 (s)
30 23,98 33,6 0,93 (s) 3H-29

Tabela 4’ - Dados espectrais das unidades glicosidicas da saponina SAFM-02

C Oc Oc (Wen-Cai Ye O 2JCH 3JCH
et al., 2000)
7 95,70 95,7 4,33 (d, 8,04) H-2’
2 73,94 73,9 3,33
K 78,29 78,3 3,38 H-2’
4 69,75 71,1 3,50 2H-5’ H-1”
5 76,16 78,7 3,79
6’ 62,45 62,4 3,82
1" 106,48 105,2 5,17 (s)
2 71,17 75,2 3,93 (m) H-1"
3’ 78,67 77,6 3,57
4 83,60 71,2 3,69 3H-6"
5" 68,56 66,9 4,08 (m) 3H-6"
1 102,44 5,37 (d, 7,7)
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Figura 30 - Espectro de infravermelho da substancia SAFM-02
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Figura 31 - Espectro de RMN 'H da substincia SAFM-02
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Figura 32 - Ampliagdo do espectro de RMN 'H da substancia SAFM-02

(regido de 0,7 a 1,4 ppm)
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Figura 33 — Ampliagdo do espectro de RMN 'H da substincia SAFM-02
(regido de 1,3 a 2,1 ppm)



abundance

Capitulo Il — Resultados e Discussdes

60

100.0 110.0 120.0 130.0
| | |

90.0
|

10.0
|

H-4

Thy

H-5'
H-3"

2H-6’

H-3'

e

H-2"

w
3

38 3.6

3.5024 —®
o

38211 —
3.7945 ——
3.7286 ——
3.7204 —
3.7057

3.6956

3.6782 ——
3.6572 ——
3.6489 ——
3.6389 ——
3.5885 ——
3.5674 ——
3.5372 ——
3.5161 ——
3.4813 —

X: parts per Million : 1H

Figura 34 - Ampliag¢do do espectro de RMN 'H da substancia SAFM-02
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Figura 35 - Ampliagdo do espectro de RMN 'H da substancia SAFM-02
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Figura 36 - Espectro de COSY ("H x 'H) da substancia SAFM-02
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Figura 37 - Espectro de RMN "C-APT da substincia SAFM-02
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Figura 38 - Ampliagdo do espectro de RMN "“C-APT da substancia SAFM-02

(regido de 16 a 50 ppm)
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(regido de 57 a 84 ppm)



Capitulo Il — Resultados e Discussdes 66

g =
e o7
s o~
2 A
3 1=
® o1 Filename = SAFM02-HMQC PFG-3.jdf
Author = Roberto Couto
Experiment = hmqe_irr pfg m.e
Sample id = SAFMO6
] Solvent = METHANOL-D3
o ! Creation_time = 18-APR-2007 14:06:46
o ' Revision_time = 23-APR-2007 10:44:37
N ) Current_time = 23-APR-2007 11:06:07
o 4 Content = gradient enhanced HMQ
] t . Data_format = 2D REAL REAL
! Din_size = 1024, 256
o 3 @ Dim_title = 1H 13C
pl Dim units = [ppm] [ppm]
< Dimensions =XY
! Site = Eclipset 400
< ' 6 ' @ Spectrometer = DELTA NMR
gl
w Field strength = 9.389766[T] (400 [MHz]
4 ' X_acq:du:ation = 0.1067008(s]
b X domain =18
8] ‘ [ ) X freq = 399.78219838 [MHz]
| X offset = 8[ppm]
o X _points = 1024
= ) 4 X _prescans =4
~ [} X_resolution = 9.37200096 [Hz]
X sweep = 9.59692898 [kHz]
o @ Y domain =13
o Y freq = 100.52530333 [MHz]
o Y offset = 120[ppm]
b Y:paints =128
=g 9 9 { Y_prescans =0
=4 ' Y_resolution = 197.28535354 [Hz]
[} Y sweep = 25.25252525[KHz]
o ! . Mod_return =
o | | 0 = Scans =16
e ' :
i = X acq time = 0.1067008[s]
i 0 = X:pu%Ee =
o4 i =
2 ‘ Y acq_time =
-~ Y_pulse =
o , ) Grad 1 =
o : Grad 1 amp =
o | ¢ Grad 2 =
i ' ) Grad:Z_alnp =
3 &2 e
J T =
21 H-12 ) ) = Grad_rgcose: =
o g . Grad:selection =
0 d Grad_shape =
4 S ' Grad:type =
.. Initial wait =
= o J_constant =
L o1 . . Phase_preset =
= 2 Recvr_gain =30
= Refocus_comp = 2.44827586[ms]
s < @ Relaxation delay = 1[s]
o S J T1 - = 1[us]
.E -~ Temp_get = 25[dC]
S o . Unblank_time = 2[us]
.. 2 .
P =
o
o
2] ) J
e e A e e e e LA A e s s e e e L s L B e e e s I
5.0 40 30 20 10 -100.0 200.0
X: parts per Million : 1H abundance

Figura 40 - Espectro de HMQC da substancia SAFM-02
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Figura 41 - Ampliagao do espectro de HMQC da substancia SAFM-02
(regido de 0,7 a 1,5 ppm)
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Figura 42 - Espectro de HMBC da substancia SAFM-02

Filename
Author
Experiment
Sample_id
Solvent
Creation_time
Revision_time
Current_time

Comment
Data_format
Dim_size
Dim_title
Dim_units
Dimensions
Site
Spectrometer

Field strength
X_acq_duration
X_domain

X_points
X_prescans
X_resolution
X_sweep

Y domain
Y_freq
Y_offset
Y_points

Y prescans

¥ resolution
Y_sweep
Mod_return
Scans

X_acq_time
X_pulse

Y acq_time
Y pulse
Grad_1
Grad_1_amp
Grad 1 value

Grad_recover
Grad_selection
Grad_shape
Grad_type
Initial_wait
J_constant
Long_range_j
Phase_preset
Recvr_gain
Relaxation_delay
T1

Temp_get
Unblank_time

— e
[
2 ]
© 4
8 ]
H ]
E
o]
o F
e
9 ] &
=B
N7
o]
5
o]
g @
o ] il @
8
o]
2]
©] CH-5"
o] H-6"g —eeee-CH-5"
=8 0 g s
o 4 @
87 CH-4’§@
o1 M CH-3
8] 3H-23
Sk o 3H-24 :
€1
o]
e E
o ;
& E
o] 3
81 E
s ‘
8 % c-1
2] 3H-2 3
é 24 oH OH E
= 1 E
g g, EYO —77% OHOH E
e <] % "Ho ;
] 6] H
231 cos :
> S H-1’ E
8] © —C-18
e Y R Y T
X: parts per Million : 1H (Thousands)

SAFM02_pfg_hmbc-2. jdf
Jan Schripsema

hmbc pfg_s.ex
SARMOB = T
METHANOL-D3
19-SEP-2004 18:44:25
12-APR-2007 20:46:55
12-APR-2007 20:52:36

gradient enhanced HMB
2D REAL REAL

[ppm] [ppm]
Xy

Eclipse+ 400
DELTA_NMR

9.389766([T] (400 [MHz]
0.4268032[s]
1H

399.78219838 [MHz]
3.0[ppm]
1024

4
2.34300024 [Hz]
2.39923225 [kHz]

13c
100.52530333 [MHz]
100 [ppm]

128

0
157.51008065 [Hz]
20.16129032 [kHz]
1

256

0.4268032[s]
14.7[us]
6.3488[ms]
9.5[us]
1[ms]
10[pnt]
10[pnt*ms]
1[ms]
10[pnt]
10[pnt*ms]
1[ms]
5[pnt]
5[pnt*ms]



abundance

Capitulo Il — Resultados e Discussdes 69

Y @ parts per MilTion : 13C

CH3-26 CH3-25
@ H-9 H3-24
\ \ wemeeee-CH 3-26
! @ oo o <iim et 0000 |—— CH 3-30
M Y ANy | S CH 3-27
CH2-2
------------ CH 3-23
CH2-15
” Q O~ el N Aaaan || == CH-29
=en-CH 2-1
i
CH2-19
3H-23 ; r—l‘\ \
0 ﬂ\l\éz\)ﬂ CH5
& Y
21 20 19 18 17 15 15 14 13 12 11 10 09 08 07  |-3000000 1000 3000500
X: parts per Million : 1H abundance

Figura 43 - Ampliagao do espectro de HMBC da substancia SAFM-02
(regido de 0,7 a 2,1 ppm)

3.1.3. Determinacgao Estrutural da substancia SAFM-03.

O tratamento cromatografico (CC-silica silanizada) da sub-fracdo 7-19 oriunda
da fragcdo FA (Item 2.2.7.1, p. 30) forneceu uma substancia que se apresentou como um
solido amarelo amorfo, soltivel em MeOH e com coloragdo verde escura na presenga de
solucdo alcoolica de cloreto férrico (Item 2.2.5.2, p. 28).
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O espectro de absorcao na regido do infravermelho (Figura 44, p. 74), da
substincia SAFM-03, mostra forte absor¢do em 3321 cm™ correspondente a vibragdo da
deformacgdo axial de O-H, uma banda intensa de estiramento de grupo carbonila de
cetonas em 1614 cm™ e uma banda a 1506 cm™ atribuida a carbonos (C=C) do anel
aromatico. As bandas em 1176 ¢ 1009 cm™ correspondem a deformagdes axiais
assimétrica e simétrica do sistema (C-O-C) de grupo éter respectivamente. (Agrawal,
1989 e Silverstein & Webster, 2000).

O espectro de massas (Figura 45, p. 75) da substancia SAFM-03
apresentou pico do ion molecular a m/z 286. Este valor aliado as informagdes
do espectro de RMN 'H permitiu deduzir a férmula molecular C1sH1¢Os.

O espectro de RMN 'H (Figura 46, p. 76) apresenta sinais tipicos de
substituicdo para padrdo de flavonol, evidenciado por dois sinais duplos e
duplos sinais duplos em &y [6,17 (d, J= 1,9); 6,39 (d, J= 2,1)] que sé&o
caracteristicos de hidrogénios com acoplamento meta no anel A de
flavondides.

Os sinais a &4 [8,08 (dd, J= 9,1; 2,2) e 6,89 (dd, J= 9,1; 2,2)] sado
caracteristicos de sistema AA’ BB’ do anel B do flavonol. A auséncia de um
sinal simples na regido de oy (6,3) que seria atribuido ao H-3 sugere para a
substancia SAFM-03 a estrutura de um flavonol (Markham & Mabry, 1975). A
analise desse resultado juntamente com os padrdes de fragmentagdo do
espectro de massas m/z 152 e 108 [relativos a fragmentagao retro Diels-Alder
do anel C ( Budzikiewicz et al., 1964)] e o sinal m/z 258 (relativo a perda da
carbonila do anel C), confirmam para SAFM-03 a estrutura de um flavonol
(Esquema 7, p. 72).

O espectro de RMN "C-APT (Figura 47, p. 77) revelou a presencga de
quatro sinais de carbonos metinicos que estdao de acordo com o padrao de
substituicdo do anel A deste flavonol. O sistema AA’ BB’ do anel B esta
representado pelo deslocamento a dc (129,30) para os CH-2'/6° e em &
(115,02) para os CH-3/5 que juntamente com os resultados obtidos no
espectro de hidrogénio e massas confirmaram a identificagdo deste produto
natural como sendo um flavonol onde o anel A encontra-se disubstituido &¢c
[(93,12 CH-8) e (97,96 CH-6)] e 0 anel B monosubstituido &¢c [129,30 (CH-2'/6’)
e 115,02 (CH-3/5)]. Os sinais do anel heterociclico C aparecem a ¢ [147,19
(C-2); 134,96 (C-3) e 177,60 (C-4)]. Os carbonos C-5, C-7, C-9, C-10, C-1’ e C-
4’ aparecem a Oc (160,49; 164,36; 156,97; 100,96; 122,43 e 159,48)
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respectivamente. O conjunto desses dados, aliados a comparagao com dados
da literatura (Markham & Chari, 1976), confirmam que a substadncia SAFM-03
corresponde ao flavonol (3, 5, 7,4-tetraidroxiflavonol), conhecido como
canferol.

A substancia SAFM-03 esta sendo citada pela primeira vez no género
Swartzia.

OH e OH o OH O m/z 286
- m/z 286 *CaHs Oi
O ot OH
HO o)
e T
| * . C
OH m/z 93 O m/z 121
m/z 258

OH

OH

Esquema 7 - Propostas de fragmentag¢ao da substancia SAFM-03

Tabela 5 - Dados espectrais de RMN "*C e 'H do flavondide SAFM-03 em
CD;OD.

C 6C 60 literatura (DMSO) 6H
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oocng-'é—:gco\lmhoom

2'[6’
35

147,19
134,96
177,60
160,49
164,36
156,97
100,96
122,43
159,48

97,96
93,12
129,30
115,02

146,8
135,6
175,9
160,7
163,9
156,2
103,1
121,7
159,2

98,2
93,5
129,5
115,4

6,17 (d, 1,9)
6,39 (d, 2,1)
8,08 (d, 9,1; 2,2)
6,89 (d, 9,1: 2,2)
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Figura 44 - Espectro de infravermelho substancia da SAFM-03
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Figura 45 - Espectro de massas da substéncia SAFM-03
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Figura 47 - Espectro de RMN "C-APT da substancia SAFM-03

3.1.4. Determinacgao estrutural da substancia SAFM-04.

Filename = SAFMO5A apt-2.jdf
Author = Jan Schripsema
Experiment = apt.exp
Sample_id = SAFMO5A

Solvent = METHANOL-D3

Creation_time = 5-0CT-2004 15:52:28
Revision_time = 25-APR-2007 19:15:01
Current_Time = 25-APR-2007 19:17:06

Content APT Experiment

Data_format = 1D COMPLEX

Dim size = 32768

Dim_title =13C

Dim_units = [ppm]
Dimensions =X

Site = Eclipse+ 400
Spectrometer = DELTA_NMR

Field strength = 9.389766[T] (400[MHz]
X_acq_duration = 1.3008896[s]
X_domain = 13C

X_freq = 100.52530333 [MHz]
X offset = 100 [ppm]
X_points = 32768
X_prescans =4

X_resolution = 0.76870474 [Hz]
X_sweep = 25.18891688 [kHz]
Irr_domain = 1H

Irr_freq = 399.78219838 [MHz]
Irr_offset = 5[ppm]
Mod_return =1

Scans =8

X_90_width = 10[us]
X_acq_time = 1.3008896(s]
X_angle = 45[deg]

X_pulse = 5[us]

Initial wait =1[s]

J_constant = 140[Hz]
Phase_preset = 3[us]
Recvr_gain =15

Relaxation delay = 1[s]

Temp_get = 30.1[dC]
Unblank_time = 2[us]

O tratamento cromatografico (CC-Sephadex LH-20/MeOH) da sub-
fracdo 20-25 oriunda da fracdo FA (ltem 2.2.7.1, p. 30) forneceu uma

substancia que apresentou-se como um soélido amarelo amorfo, com faixa de

fusdo de 157-169 °C, soluvel em MeOH e com coloracdo verde escura na

presenca de solugao alcodlica de cloreto férrico (Item 2.5.5.2, p. 28).

O espectro de absorgao na regiao do infravermelho (Figura 49, p. 83), da

substancia SAFM-04, mostra forte absor¢gdo em 3392 cm™ correspondente a
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vibragéo da deformagéo axial de O-H, uma banda em 2933 cm™ de deformacéao
axial de grupo metila, uma banda de estiramento de grupo carbonila de cetonas
em 1662 cm™ e bandas a 1608 e 1508 cm™ atribuida a anéis aromaticos. As
bandas em 1209 e1051 cm™ correspondem a deformacao axial assimétrica do
sistema (C-O-C) de grupo éter. (Agrawal, 1989 e Silverstein & Webster, 2000).

O espectro de massas de alta resolugdo QTOF com analise em modulo
negativo [M-H] (Figura 48, p. 82) da substancia SAFM-04 exibiu pico do ion
molecular a m/z 739,2065 apresentando para formula Cs3H40O19 uma margem
de erro de apenas (2,84 ppm) em relagdo ao valor calculado de 740,2164
confirmando a formula para a substancia.

A analise do espectro de RMN "H do flavonol SAFM-03 (Figura 46, p. 76;
Tabela 5 p. 73) foi utilizada para comparagao e, a partir deste, percebemos a
existéncia de sinais adicionais na regidao de oy (5,60-3,34) que sugerem a
presenca de residuos de agucar. Os sinais a o4 5,59 (1H, d, J= 7,5), 5,21 (1H,
S) e 4,49 (1H, s) foram atribuidos a hidrogénios anoméricos dos residuos de
agucar. O valor elevado da constante de acoplamento do hidrogénio anomérico
da glicose (J > 6 Hz), permite sugerir um [-glicopiranosil. Os hidrogénios
anoméricos dos residuos de raminose aparecem como sinais simples
sugerindo tratar-se de residuos a-raminosil (Figura 50-52, p. 84-86).

Na regido de hidrogénios de anéis aromaticos observamos dois pares de
sinais duplos a d4[6,17 (d, 1,9) e 6,37 (d, 1,9)] atribuidos aos hidrogénios H-6 e
H-8 meta acoplados, caracteristicos do anel A e 8,4[8,05 (d, 9,1) e 6,89 (d, 8,8)]
que foram atribuidos ao sistema AA’BB’ dos hidrogénios H-2'/6’ e H-3’/5" do
anel B. Esses dados mostram que o padrao de substituicdo dos anéis A,Be C
sao idénticos aqueles verificados para substancia anterior SAFM-03.

O espectro de RMN "C-APT (Figuras 54-56, p. 88-90) apresentou 31
sinais sendo que 13 deles compativeis com aglicona de esqueleto flavonoidico.
Os deslocamentos quimicos a &c [179,40 (atribuido a carbonila de cetona C-4
em ligacdo de hidrogénio com a hidroxila HO-5); 158,68 e 134,46 atribuidos
aos carbonos C-2 e C-3 do anel heterociclico C]. Para o anel A foram
observados os sinais a &c [99,74 e 94,66 (atribuidos aos carbonos metinicos
CH-6 e CH-8) e 163,07; 165,55; 158,39 e 105,85 (atribuidos aos carbonos néo

hidrogenados C-5, C-7, C-9 e C-10)]. Para o anel B foram observados os sinais
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a & [132,17 e 116,15 (atribuidos ao sistema AA’BB’ dos carbonos metinicos
CH-2'/6 e CH-3/5’) e 123,05 e 161,27 (atribuidos aos carbonos nao
hidrogenados C-1' e C-4’)]. Os 18 sinais restantes foram atribuidos aos trés
residuos de acgucar. Os sinais observados a d¢ (100,84; 102,56 e 101,80) foram
atribuidos aos carbonos anoméricos CH-1”", CH-1” e CH-1"" respectivamente.
Os sinais a &: (17,47 e 17,93) foram atribuidos aos carbonos metilicos CH;-6"'/
6" dos residuos de raminose e o sinal a & (67,12) foi atribuido ao carbono
metilénico CH>-6" do residuo de glicose.

O mapa correlagdo heteronuclear a uma ligagdo HMQC ('Jcu) (Figuras
57-58, p. 91-92) permitiu confirmar a atribuicdo feita para o CH-6 dc (99,74)
através da correlagdo com o hidrogénio H-6 o4 (6,17); do carbono CH-8 &c
(94,66) com o hidrogénio H-8 & (6,37); do carbono CH-3/5’ &: (116,15) com os
hidrogénios H-3'/5" o4 (6,89), do carbono CH-1" ¢ (100,84) com o hidrogénio H-
1”7 04 (5,59), do carbono CH-1" &¢ (102,56) com o hidrogénio H-1" & (5,21) e do
carbono CH-1"" 8¢ (101,80) com o hidrogénio H-1"" &4 (4,49).

O mapa de correlagao heteronuclear a longa distancia HMBC ("Jcn, n=2
e n=3) permitiu, confirmar inequivocamente os pontos de ligacdo dos residuos
de agucar através das seguintes correlagdes: C-3 &c (134,46) com o H-1" &y
5,59 (d, J=7,5); o CH-1" ¢ (102,56) com o H-2" &4 (3,88) e 0 CH»>-6" 8¢ (67,12)
com o H-1"" &4 (4,49). As demais correlagdes encontradas para a molécula
estdo resumidas nas figuras 59-60, p. 93-94.

Com base na discussdo acima, e dos dados descritos na literatura
(Markham & Chari, 1976) foi proposto para a substancia SAFM-04 a estrutura
da 5,7,4’-triidroxi-3-O--D-glicopiranosil-(1” — 6”)-a-O-L-raminopiranosil-(1"" -
2”)-a-O-L-raminopiranosil-flavonol.

Pelo melhor do nosso conhecimento, a substédncia SAFM-04 esta sendo

citada pela primeira vez na literatura.



Capitulo Il — Resultados e Discussdes

79

Tabela 6 - Dados espectrais de RMN *C e 'H do flavonéide SAFM-04 em

CD;0D.
Cc oc Oc (Markham & Chari, 1976) On
2 158,68 156,6 -
3 134,46 133,5 -
4 179,40 177,5 -
5 163,07 161,3 -
7 165,55 164,2 -
9 158,36 156,9 -
10 105,85 104,2 -
1 123,05 121,1 -
4 161,27 159,9 -
CH
6 99,74 98,8 6,17 (s)
8 94,66 93,8 6,37 (s)
2'/6° 132,17 130,9 8,05 (d, 9,1)
3/5 116,15 115,2 6,89 (d, 8,8)

Tabela 6’ - Dados espectrais das unidades glicosidicas do flanondide

SAFM-04.

C Oc dc(Pizzolatti et al., S

2003)
1”7 100,84 101,4 5,59 (d, 7,5)
2”7 77,54 81,5 3,88 (m)
37 75,68 77,5 3,78 (m)
4” 69,83 71,9 3,72 (m)
5” 75,23 77,7 3,64 (t, 6,4)
6” 67,12 63,3 3,72; 3,44 (m)
1 102,56 101,8 5,21 (s)
2" 72,27 72,6 3,92 (dd, 9,2; 7,8)
3” 72,36 71,8 3,69
4 74,04 73,8 3,34 (t, 9,6)
5” 70,70 71,5 3,99 (m)
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6" 17,93 17,1 0,97 (d, 5,8)

17 101,80 4,51 (s)

2" 72,05 3,57 (m)

37 72,31 3,52

4 73,86 3,24

5" 69,68 3,51 (m)

6" 17 47 1,17 (d, 6,5)
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Figura 48 - Espectro de massas da substancia SAFM-04
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Figura 49 - Espectro de infravermelho da substancia SAFM-04
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Figura 50 - Espectro de RMN 'H da substancia SAFM-04
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Figura 60 - Ampliagdes do espectro de HMBC da substancia SAFM-04

3.2. Determinacao Estrutural dos Constituintes Quimicos Isolados da Madeira

de S. apetala
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O estudo fitoquimico do extrato hexanico da madeira de S. apetala
possibilitou o isolamento de um estilbeno (SAMH-01), uma flavanona (SAMH-
02) e um pterocarpano (SAMH-03), um triterpeno (SAMH-04) e mistura de trés
esteréides (SAMH-05a/b/c) (Figura 13-14, p. 22-23).

3.2.1. Determinacao estrutural da substancia SAMH-01.
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A fracéo F1B (ltem 2.2.7.2, p. 31) apods fracionamento em (CC-silica gel)
forneceu uma substancia que apresentou-se como um sdlido branco amorfo,
soluvel em CHCI; e com coloracdo verde escura na presenca de solugao
alcodlica de cloreto férrico e vermelho carmim quando revelado em CCDA com
solugdo de vanilina sulfurica (ltens 2.5.5.2 € 2.5.6, p. 28).

O espectro de RMN 'H (Figuras 62-63, p. 99-100) apresentou um sinal
simples a &y (3,82) caracteristico de hidrogénios de grupo metoxila e um sinal
largo a o (4,89) atribuido a hidrogénio de hidroxila. A presenca de sinais na
regido de o4 (7,50-6,33) sdo indicativos da presenca de anéis aromaticos na
substancia. Os sinais duplos a &4 [6,99 (d, J= 17,2) e 7,06 (d, J= 15,8)], que
devido ao valor das constantes de acoplamento caracterizam uma olefina trans
conjugada com o sistema aromatico (Silverstein & Webster, 2000).

O padrao de substituicdo (1,3,5-trissubstituido) do anel aromatico A foi
estabelecido com base na multiplicidade dos sinais dos hidrogénios a & [6,64
(sl) H-4; 6,33 (sl) H-2 e 6,60 (s/) H-6]. Os sinais a 6 [7,49 (d, J=7,3); 7,25 e
7,35 (t, J= 9,52)] foram atribuidos ao anel aromatico B.

O espectro de *C-APT (Figuras 64-65, p. 101-102) apresentou 13 sinais
sendo um atribuido a carbono metilico sp3, oito a carbonos metinico sp2 e
quatro a carbonos n&o hidrogenados sp2. A analise desses resultados
juntamente com a analise do espectro de massas de baixa resolugéo (Figura
61, p. 98) que exibiu pico do ion molecular a m/z 226 e fragmentos com m/z
211(relativo a perda de metila) e a m/z 194 (relativo a perda de CH;OH)
(Esquema 8, p. 98) sugerem para a substancia SAMH-01 a férmula molecular
C1sH4140,, correspondente a estrutura de um trans-estilbeno.

O sinal a &c¢ (55,46) foi atribuido ao carbono do grupo metoxila e os
sinais a ¢ (149,38 e 156,94) foram atribuidos aos carbonos C-5 (C-OH) e C-3
(C-OCHs) do anel aromatico A. Os demais sinais estao listados na tabela 6, p.
97. O mapa de correlagdo heteronuclear a longa distdncia HMBC ("Jcn)
(Figuras 66-67, p. 103-104) auxiliou nas atibuicbes feitas para a molécula,
através da correlacdo existente entre o carbono C-3 a &c (156,94) e os
hidrogénios da metoxila a o4 (3,82); do carbono CH-7 a &c¢ (128,39) e o
hidrogénio H-6 a &+ (6,61); do carbono C-1 a &¢ (139,66) e o hidrogénio H-8 a
0+ (6,99); dos carbonos CH-10/14 a d¢(126,69) e o hidrogénio H-12 a &+ (7,25).

As demais correlagbes encontradas para a molécula estdo ilustradas nas
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figuras 66-67, p. 103-104. O conjunto desses dados comparados com a
literatura (Ngo & Brown, 1998), confirmam que a substancia SAMH-01 trata-se
do estilbeno (3-metoxi-5-hidroxiestilbbeno) conhecido como pinosilvina-

monometil éter citado pela primeira vez no género.

Tabela 7 - Dados espectrais de RMN *C e 'H do estilbeno SAMH-01 em

CDCls.

C 6(3 6(; (Ngo & Brown, 1997) 6H 2JCH 3JCH

1 140,66 139,6 - - -

3 156,94 160,9 - OMe -

5 149,38 157,3 - - H-8

9 137,65 137,1 - - H-11/13
CH

2 105,05 104,7 6,33 (s/) - H-6

4 101,08 101,2 6,64 (sl) - H-6

6 106,00 106,3 6,60 (s/) - -

7 128,39 128,4 7,06 (d, 15,8) - H-6
8 129,49 129,2 6,99 (d, 17,2) - -
10/14 126,69 126,6 7,49 (d, 7,3) - H-12
1113 128,78 128,6 7,35 (t,7,9) H-11/14 -
12 127,88 127,7 7,25 H-11/13 -

MeO 55,46 55,3 3,82 (s) - -
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Figura 61 - Espectro de massas da substancia SAMH-01
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Figura 65 - Ampliagdo do espectro de RMN "*C-APT da substancia SAMH-01
(regido de 101 a 130 ppm).
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Figura 66 - Espectro de HMBC da substancia SAMH-01.
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Figura 67 - Ampliagdo do espectro de HMBC da substancia SAMH-01
(regido de 6,6 a 7,6 ppm).

3.2.2. Determinagao estrutural da substancia SAMH-02.

A segunda substancia obtida do fracionamento em coluna (CC-silica gel)
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da fracdo F1B (Esquema 6, p. 32) apresentou-se como um sélido amarelo
escuro, amorfo, soluvel em CHCI; e com coloracao verde escura em presenca
de solucao alcodlica de cloreto férrico (Item 2.2.5.2, p. 28).

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (Figura 69, p. 110), da
substincia SAMH-02 mostra banda de deformagio axial em 2924 cm™ caracteristico de
grupo metino de hidrocarbonetos alinfaticos e 1466 cm™ atribuida a estiramento (C=C)
de aromaticos, uma banda intensa de estiramento de grupo carbonila conjugada (=C-
C=0) em 1632 cm™. As bandas de absor¢do em 1302 ¢ 1169 cm™ que foram atribuidas a
deformacao axial (C-O) de fenois e (C-O-C) de éteres, respectivamente (Silverstein &
Webster, 2000).

O espectro de massas de baixa resolucdo da substancia SAFM-02
(Figura 68, p. 109) exibiu pico do ion molecular a m/z 256 correspondente a
férmula molecular C1sH120..

O espectro de RMN "H (Figura 70, p. 111) apresentou um sinal duplo em
O [5,4 (J= 13,6)] atribuido ao hidrogénio oximetinico H-2 que acopla com os
hidrogénios metilénicos H-3a, 64 (2,8 (d,J= 17,2)] e H-33, &4 [3,09 (t, J= 16,5)]
caracteristicos de flavanonas (Mabry et al., 1970). A presenga um sinal simples
a oy [6,0 (H-6/8) e um sinal simples de intensidade maior a &4 [7,4 (H-
2'/3’14°/5°/6’)] indicam um padrao dissubstituido para o anel A e a auséncia de
substituintes no anel B. O sinal simples a &¢ (12,04) foi atribuido ao hidrogénio
fendlico OH-5 em ligagao hidrogénio com o carbono carbonilico C-4.

O espectro de RMN "C-APT (Figura 71, p. 112) apresentou doze sinais
sendo um sinal de carbono metilénico, cinco de carbonos metinicos e seis de
carbonos néo hidrogenados. A presenga dos sinais a &c [79,3 (CH-2); 43,4
(CH2-3) e 195,9 (C-4)] atribuidos ao anel heterociclico C confirmam a estrutura
de uma flavanona para a substancia SAMH-02 (Mabry et al., 1970; Markham &
Chari, 1976). Os sinais a d¢ (126,2 e 128,9) atribuidos aos carbonos (CH-2’/6’)
e (CH-3/4’/5’) respectivamente confirmam a auséncia de substituintes no anel
B. A presencga dos sinais a 6¢[96,8 (CH-6) e 95,5 (CH-8)] confirmam o padrao
de substituicdo do anel A. Os demais carbonos nao hidrogenados C-5, C-7, C-
9, C-10 e C-Taparecem a 0oc (164,6; 164,5; 163,2; 103,3 e 138,4)
respectivamente.

O mapa de correlagdo heteronuclear a uma ligagdo HMQC ('Jcn) (Figura
72, p. 113) permitiu confirmar as atribuigdes feitas com base nos espectros de

RMN 'H e *C-APT, através das correlagdes existentes entre o carbono CH,-3 a
Oc (43,4) com os hidrogénios H-3a a 6+4(2,8) e H-3p3 a 64 (3,09); o carbono CH-2
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a Oc¢ (79,3) com o hidrogénio H-2 a d4(5,43); os carbonos C-6 a 6¢(96,8) e C-8
a &c (95,5) com os hidrogénios H-6/8 a &4 (6,0); os carbonos C-2'/6" a &¢(126,2)
e C-3'/4’/5 a d¢ (128,9) com os hidrogénios H-2'/3'/14’/5’/ 6’ a &u (7,4).

O mapa de correlacdo heteronuclar a longa distancia HMBC ("Jcn)
permitiu correlacionar de forma inequivoca os pontos de ligacéo da substancia
através das correlagbes do carbono CH-2 a &¢ (79,3) com os hidrogénios H-
2’'/6’ a dn(7,4); do carbono C-4 a 6¢(195,9) com o hidrogénio H-3a a o+(2,8); do
carbono C-10 a &¢ (103,3) com os hidrogénios H-6/H-8 a &4 (6,0). As demais
correlagdes encontradas na substancia estao na figura 73, p. 114.

Os sinais relativos ao hidrogénio oximetinico H-2 a 64 [5,4 (J= 13,6)] e a
On (5,3) e os sinais dos hidrogénios metilénicos H-3a, a 6x[2,8 (d, J= 17,2)] e
H-38, a dx [3,09 (t, J= 30,4)] juntamente com a andlise dos dados de RMN "C-
APT e do espectro de massas que exibiu sinal do ion molecular a m/z 256 e
padrées de fragmentagcdo a m/z 152 e 124 relativos a decomposi¢ao do tipo
retro Diel-Alder do anel C (Budzikiewicz et al., 1964) e o sinal m/z 179 relativo a
perda do anel B (Esquema 9, p. 107) permitiram confirmar a estrutura da
substancia SAMH-2 como sendo a da flavanona (5,7-diidroxiflavanona)
conhecida como pinocembrina (Markham & Chari, 1976).

A substancia esta sendo citada pela primeira vez no género Swartzia.
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Esquema 9 - Propostas de fragmentag¢ao da substancia SAMH-02
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Tabela 8 - Dados espectrais de RMN *C e 'H da flavanona SAMH-02 em

CDCls.
C Oc Oc (Markham & Mabry, On 2Jen 3Jeh
1975)
4 195,8 195,8 - H-3a
5 164,6 163,6 -
7 164,5 166,6 - H-6 e H-8 OH
9 163,2 162,7 - H-8
10 103,3 101,9 - OH H-6 e H-8
1 138,4 138,0 -
CH
2 79,3 78,4 5,3 (sl) H-2’ e H-6’
5,43 (d, 17,2)
6 96,8 96,1 6,00 (s) OH
8 95,5 95,1 6,00 (s)
2'/6’ 126,2 126,5 7,43
3415 128,9 128,5 7,43
CH;
3 43,4 42,2 3,09 (t, 16,5)

2,83 (d, 17,2)
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Mass Peak # : 355 Ret. Time : 11.967 B.G. Time : ( 12.050 - 12.587 )

Base Peak : 179.05 (  103585)
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Figura 68 - Espectro de massas da substancia SAMH-02.
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Figura 73 - Espectro de HMBC da substancia SAMH-02

3.2.3. Determinacao estrutural da substancia SAMH-03

O tratamento cromatografico [CCDP-hexano:AcOEt (4:1)] da fracdo 14-
19 oriunda da sub-fragdo F1C (item 2.2.7.2, p. 31) resultou no isolamento de
um solido amarelo escuro, amorfo, soluvel em CHCI;, com coloragao verde
escura em presenca de solucao alcodlica de cloreto férrico e vermelho carmim
quando revelado com solugdo acida de vanilina em CCDA (Item 2.2.6, p. 28).

O espectro de massas da substancia SAMH-03 (Figura 74, p. 118)
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apresentou pico do ion molecular a m/z 284 e sinais no espectro de RMN 'H e
'3C caracteristico para estrutura de pterocarpano (Braz-Filho et al., 1980).

O espectro de RMN 'H (Figura 75, p. 119) apresentou sinais
caracteristicos do anel heterociclico C a d4[3,63 (f, J= 11 Hz) e 4,22 (dd, J= 11
e 4,8 Hz)] relativos aos hidrogénios metilénicos 2H-2; &, [3,46 (m)] relativo ao
hidrogénio de carbono metinico H-3 e a & [5,47 (d, J= 6,9 Hz)] relativo ao
hidrogénio de carbono metino H-4. Sabe-se que pterocarpanos naturais
ocorrem em duas formas enantioméricas, 3S, 4S e 3R, 4R e comparando os
valores das constantes de acoplamento dos hidrogénios do grupo metileno
CH.-2 e os hidrogénios do grupos metinicos CH-3 e CH-4 conclui-se que a
substancia possui uma jungao-cis do anel C com o anel D (Maximo &
Lourengo, 1998). Os hidrogénios do grupo metilenodioxi (-OCH,O-) aparecem
a o4 (5,89 e 5,93). Os anéis aromaticos estdo caracterizados pelos sinais a &
[7,36 (H-5, d, J= 8,4); 6,55 (H-6, d, J= 8,04) 6,42 (s) H-8] atribuidos ao anel A e
[6,72 (s) H-2' e 6,43 (s) H-5] atribuidos ao anel B.

O espectro de RMN "®C-APT (Figura 76, p. 120) apresentou 16 sinais,
sendo dois grupos metilénicos a &c [66,44 (CH»-2) e 101,28 (O-CH»-O)] e dois
carbonos metinicos sp® a & [40,14 (CH-3) e 78,44 (CH-4)]. Os sinais restantes
foram atribuidos aos anéis aromaticos A e B através dos deslocamentos a dc
[132,10 (CH-5); 109,76 (CH-6); 157,04 (CH-7); 103,66 (CH-8); 156,62 (C-9);
112,62 (C-10); 117,90 (C-1’); 104,72 (CH-2’); 141,71 (C-3’); 148,09 (C-4’);
93,82 (CH-5’) e 154,31 (C-6')].

O mapa de correlagéo heteronuclear a uma ligagdo HMQC ("Jcn) (Figura
77, p. 121) permitiu confirmar as atribuices feitas anteriormente nos espectros
de RMN 'H e *C-APT, através das correlacdes existentes entre o carbono CH-
4 a &c (78,44) com o hidrogénio H-4 a 64 (5,47); o carbono CH-5" a &¢ (93,82)
com o hidrogénio H-5 a o4 (5,92); o carbono C-2° a &¢ (104,72) com o
hidrogénio H-2’ a &4 (6,72); o carbono C-6 a 6¢(109,76) com o hidrogénio H-6 a
on (6,55); o carbono metilenodioxi (O-CH.-O) a &¢ (101,28) com seus
respectivos hidrogénios a 6+ (5,89 e 5,93).

O mapa de correlacdo heteronuclar a longa distancia HMBC ("Jcw)
permitiu correlacionar de forma inequivoca os pontos de ligagéo da substancia

através das correlagdes do carbono C-7 a &¢ (157,04) com os hidrogénios [H-5
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a ou(7,4); OH-7 a 4 (5,11)]; do carbono CH-3 a &¢ (40,14) com os hidrogénios
[H-2a0 a 64 (3,63) e H-2p a d4 (4,22)]; do carbono C-4’ a dc¢ (148,09) com os
hidrogénios do grupo metilenodioxi a &4 (5,89 e 5,93). As demais correlagdes
encontradas na substancia estao assinaladas na figura 78, p. 122.

O conjunto dos dados de RMN analisados da substidncia SAMH-03
juntamente com espectro de massas que exibiu sinal do ion molecular a m/z
284 e fragmentagdes em m/z 267 relativo a perda de radical hidroxila e m/z 162
relativo a decomposicao do tipo retro Diel-Alder do anel C (Budzikiewicz et al.,
1964) (Esquema 10, p. 118) mostraram similaridade com aqueles descritos
para (7-hidroxi-3’,4’-metilenodioxipterocarpano) conhecida como maackiaina
descrita no género (Bedir et al., 1999; Braz-Filho et al., 1980).

Tabela 9 - Dados espectrais de RMN C e 'H do pterocarpano SAMH-03 em
CDCls.

C Oc *O¢ Bedir et al., 1999 OH 2Jcn 8 Jch




Capitulo lll — Resultados e Discussdes 116
7 157,04 159,7 - HO-7 H-5
9 156,62 157,2 - H-8 H-23; H-4
1 117,90 118,0 - - H-5
3 141,71 141,8 - H-2’ H-5’
4 148,09 148,2 - H-5 H-2’; OCHO
6’ 154,31 154,3 - - H-2’
10 112,62 112,6 - - H-6
CH
5 132,10 132,2 7,36 (d, 8,4) - H-4
6 109,76 109,8 6,55 (d, 8,04) - H-8
8 103,66 103,8 6,42 (s) - H-6
3 40,14 40,2 3,44-3,49 (m) H-2a; H-2[3 H-2’
2 104,72 104,8 6,72 (s) - -
5 93,82 93,9 5,92 (s) - -
4 78,44 78,6 5,47 (d, 6,9) - H-5
CH.
2 66,44 66,6 3,63 (t, 11) - H-4
4,22 (dd, 11; 4,8)
OCH.O 101,28 101,4 5,89 (s) - -

5,93 (s)
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Figura 74 - Espectro de massas da substédncia SAMH-03.
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O tratamento cromatografico da fragédo 1-9 [CCDP hexano:CH.CI; (3:2)]
originaria da sub-fracdo F1C (item 2.5.7.2, p. 31) possibilitou o isolamento de
um solido branco e amorfo, soluvel em CHCls.

A elucidagao estrutural da substancia SAMH-04 foi feita com base na
analise dos espectros de RMN 'H e *C-APT, CG-EM e comparagdo com dados
da literatura (Campos et al., 1991; Arisawa, et al., 1980)

O espectro de RMN "H (Figura 79, p. 125) mostra sinais caracteristicos
de triterpenos com o aparecimento de sinais simples a & (0,75-1,67), sendo
que o sinal a & (1,67) foi atribuido aos hidrogénios da metila CH3-30 que
aparece em frequéncia mais alta pelo fato de estar ligada a um carbono com
hibridizagdo sp®. Na regido de hidrogénios carbindlicos foi observado um duplo
sinal duplo a &4 [3,18 (dd, J=10,4 e 4,8 Hz)] relativo ao hidrogénio do carbono
metinico CH-3. A presenga do metileno terminal foi confirmada através dos
sinais na regiao de hidrogénios olefinicos a o [4,68 (d, J=2,2 Hz) e 4,59] cujo
valor da constante de acoplamento confirma a ocorréncia de um acoplamento
geminal (Silverstein & Webster, 2000). Podemos observar ainda o sinal multiplo
a o4 (2,36 m) relativo ao hidrogénio H-19.

O espectro de RMN "*C-APT (Figuras 80 e 81, p. 126 e 127) confirmou
as atribuicoes feitas no espectro RMN 'H. Neste podemos notar a presencga
dos carbonos sp2 de vinila em &c [153,31(CH-20) e 109,40 (CH-29)], um
carbono oxigenado em &¢ [79,08 (CH-3)]. As demais atribuigbes feitas para a
molécula estdo resumidas na tabela 10, p. 124.

O espectro de massas (Figura 82, p. 128) que apresentou o pico do ion
molecular a m/z 426 e em m/z 218 relativo a fragmentagao do anel C e em m/z
411 relativo a perda de grupo metila (-CHs;) (Budzikiewicz et al., 1967)
confirmam a estrutura do triterpeno lupeol para a substancia SAMH-04, as

demais fragmentacgdes estao ilustradas no esquema 11, p. 128.

Tabela 10 - Dados espectrais de RMN "C do triterpeno SAMH-04 em CDCls.
SAMH-04 Lupeol*

C Oc Oc (Camposet al., 1991 e Arisawa, et al., 1980)
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Figura 79 - Espectro de RMN 'H da substancia SAMH-04
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3.2.5. Determinacao estrutural da substancia SAMH-05

Os fitoester6ides ocorrem amplamente no reino vegetal. Normalmente
aparecem em mistura de dificil separacdo, pois apresentam propriedades
espectroscopicas semelhantes.

Misturas contendo estigmasterol sao facilmente identificadas nos
espectros de RMN 'H, pelos sinais referentes aos hidrogénios vininilicos (H-22
e H-23) que aparecem como dois duplos dupletos entre & 5,00 e 5,20.

Na determinacdo do numero de fitoesteréides em uma mistura, bem
como sua identificagdo, a técnica de CG-EM é muito util. Esta técnica foi
utilizada primeiramente para identificar a mistura de fitoesteroides presentes
em SAMH-05 isolada da sub-fracdo F1D (Esquema 6, p. 32) como um sélido
cristalino, soluvel em CHCls.

A analise do cromatograma (Figura 86, p. 135) da substancia SAMH-05
mostrou tratar-se de uma mistura de esterdides. O espectro de massas de
cada componente confirmou a presenca do (-sitosterol, pico do ion molecular a
m/z 414, estigmasterol a m/z 412 e campesterol a m/z 400 (Figura 87-89, p.
135-136).

O espectro de RMN 'H (400 MHz) da mistura (Figura 83, p. 132),
apresentou dois sinais largos a &¢ (3,53), atribuido ao hidrogénio do carbono
carbindlico H-3 e a &¢ (5,35) referente ao hidrogénio olefinico H-6. Foram ainda
observados um grande acumulo de sinais na regiao de &¢ (0,68 a 1,01) relativo
aos hidrogénios dos grupos metilicos esqueleto esteroidal. Os dois duplos
sinais duplos a &¢ 5,01 (dd, J= 8,08; 14,5 Hz, H-22) e 5,15 (dd, J= 8,4; 14,8 Hz,
H-23) foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral da estrutura
do estigmasterol.

O espectro de RMN "C-APT da mistura (Figuras 84-85, p. 133-134),
possibilitou distinguir as substancias SAMH-05a e b através dos sinais a &¢
(121,70 e 140,72) (CH-6 e CH-5) presentes no S-sitosterol e no estigmasterol e
Oc (129,24 e 138,30) (CH-23 e CH-22), presente apenas no estigmasterol (Seo,
S., etal., 1988).

O outro esterdide detectado na mistura, o campesterol SAMH-05c,
apresentou grande semelhanga com o S-sitosterol, com a exce¢ao de um grupo

metilénico a menos em CH-24 na cadeia lateral, o que torna praticamente
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indistinguivel do B-sitosterol no espectro de RMN 'H. A distingdo entre as
substancias foi feita principalmente pela analise de CG/EM, cujos fragmentos

estdo ilustrados nos esquemas 12, 13 e 14, p. 137 e 138.

SAMH-05a SAMH-05c
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Tabela 11 - Dados espectrais de RMN *C dos esteroides SAMH-05a/b/c em

CDCls.
SAMH-05a Sitosterol SAMH-05b  Stigmasterol SAMH-05¢  Campesterol

C Oc Oc Oc Oc Oc Oc

1 37,34 37,3 37,34 37,3 37,34 37,3
2 31,74 31,9 31,74 31,9 31,74 31,9
3 71,90 71,8 71,90 71,8 71,90 71,8
4 42,37 42,2 42,37 42,2 42,37 42,2
5 140,83 140,7 140,83 140,7 140,83 140,7
6 121,81 121,7 121,81 121,7 121,81 121,7
7 34,02 33,9 34,02 33,9 34,02 33,9
8 31,97 31,9 31,97 31,9 31,97 31,9
9 50,23 50,1 50,23 50,1 50,23 50,1
10 36,60 36,1 36,60 36,1 36,60 36,1
11 21,16 21,1 21,16 21,1 21,16 211
12 39,77 39,8 39,77 39,8 39,77 39,8
13 42,37 42,3 42,37 42,3 42,37 42,3
14 56,95 56,8 56,95 56,8 56,95 56,8
15 24,46 24,3 24,46 24,3 24,46 24,3
16 29,01 28,9 29,01 28,9 29,01 28,9
17 56,03 56,0 56,03 56,0 56,03 56,0
18 12,35 12,3 12,35 12,3 12,35 12,3
19 19,48 19,4 19,48 19,4 19,48 19,4
20 40,60 39,8 40,60 39,8 36,23 37,3
21 19,07 18,8 19,91 20,5 19,07 141
22 31,74 32,0 138,41 138,3 31,74 32,0
23 26,14 26,0 129,36 129,3 28,34 31,6
24 45,91 45,8 51,33 51,2 45,91 45,8
25 29,22 29,0 31,97 31,9 31,97 31,9
26 19,91 19,8 21,31 21,2 21,31 21,2
27 19,48 19,8 19,48 19,8 21,18 20,2
28 23,15 23,0 23,15 25,4 18,87 18,2

29 11,95 11,8 12,14 11,9 - -
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Figura 85 - Ampliagdo do espectro de RMN "*C-APT das substancias SAMH-
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Figura 88 - Espectro de massas da substancia SAMH-05b
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Figura 89 - Espectro de massas da substancia SAMH-05¢c
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Esquema 14 - Padrdes de fragmentagao da substancia SAMH-05¢

3.3. Constantes Fisicas e Dados Espectroscépicos das Substancias Isoladas

Saponina (SAFM-01)
acido-3-0-f-hidroxi-28-£-0-D-glicopiranosil éster
F.M. = C36Hss0s

P.M. =618 um.a.

Pf=219-224 °C
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Aspecto = solido branco

Solubillidade = metanol

Espectroscopia de RMN 'H (400 MHz, Piridina-ds, Hz): & (3,28, d 8,4, H-3); (0,67, m, H-5);
(1,56, H-9); (5,41, s, H-12); (3,17, d 13,2, H-18); (1,23, s, H-23); (0,90, s, H-24); (0,78, s, H-25);
(1,05, s, H-26); (1,24, s, H-27); (0,88, s, H-29); (0,87, s, H-30); (6,29,d 7,3, H-1"); (4,27, t 16,5,
H-2'); (4,35-4,39, m, H-3’); (3,61-3,69, m, H-4’); (4,19, H-5'); (4,57, d 7,3; 4,71, sl; 2H-6").

Espectroscopia de RMN *C (100 MHz, Piridina-ds, Hz): & 38,55 (CH.-1); 26,21 (CH.-2);
89,25 (CH-3); 39,31 (C-4); 55,66 (CH-5); 18,36 (CH»-6); 33,92 (CH»-7); 39,77 (C-8); 47,86 (CH-
9); 36,78 (CH-10): 23,30 (CHx-11); 123,95 (CH-12); 144,01 (C-13); 42,01 (C-14); 28,14 (CH,-
15); 23,64 (CH-16); 46,88 (C-17); 41,62 (CH-18); 46,12 (CH.-19); 30,61 (C-20); 31,94 (CH.-
21); 32,39 (CH-22); 28,09 (CHs-23); 16,83 (CHs-24); 15,39 (CHs-25); 18,51 (CHs-26); 25,97
(CHs-27); 176,36 (C-28); 33,03 (CHs-29); 23,55 (CHs-30); 95,63 (CH-1’); 73,98 (CH-2'); 79,15
(CH-3’); 71,02 (CH-4’); 78,73 (CH-5"); 62,12 (CH,-6’).

Espectroscopia na regido do infravermelho: V.. KBr (cm™): 3616, 2943, 1736, 1608, 1414,
1385, 1072, 1043.

Saponina (SAFM-02)
3-3-D-O-xilopiranosil-(1’”—4”)[a-D-ramnopiranosil]-28-0-f-D-glicopiranosil éster
F.M. = C47H7O16

P.M. = 897 u.m.a.

Pf =209-216 °C

Aspecto = sélido branco

Solubilidade = metanol

Espectroscopia de RMN 'H (400 MHz, MeOH-d., Hz): & (3,17, dd 11,3; 3,7; H-3); (0,77, dI, H-
5); (1,57, d 7,0, H-9); (5,24, sl, H-12); (2,83, dd 7,0; 3,6; H-18); (2,01; 1,69; 2H-2); (1,70; 1,39;
2H-6); (1,51; 1,49; 2H-7); (1,88, 2H-11); (1,72; 1,20; 2H-19); (1,03, s, H-23); (0,83, s, H-24);
(0,92, s, H-25); (0,78, s, H-26); (1,14, s, H-27); (0,90, s, H-29); (0,93, s, H-30); (4,33, d 8,04, H-
1); (3,33, H-2); (3,38, H-3), (3,50, H-4"), (3,79, H-5'); (3,82, 2H-6’); (5,17, s, H-17); (3,93, m, H-
2%); (3,57, H-3"); (3,69, H-4"); (4,08, m, 2H-5"); (5,37, d 7,7, H-1"); (3,30, H-2""); (3,71, H-3");
(3,36, H-4); (3,64, m, H-5"); (1,23, d 6,6, 3H-6").
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Espectroscopia de RMN *C (100 MHz, MeOH-d,, Hz): 639,82 (CH:-1); 26,89 (CHx-2); 90,89
(CH-3); 40,18 (CH-4); 56,94 (CH-5); 19,35 (CH,-6); 34,94 (CH.-7); 40,70 (C-8); 48,79 (CH-9);
37,88 (C-10); 24,01 (CH--11); 123,86 (CH-12); 144,75 (C-13); 42,91 (C-14); 28,89 (CH»-15);
24,58 (CH2-16); 48,07 (C-17); 42,62 (CH-18); 47,17 (CH>-19); 31,52 (C-20); 33,14 (CH>-21);
33,95 (CH»-22): 28,57 (CHs-23): 17,04 (CH:-24); 16,04 (CHs-25); 17,89 (CH3-26); 26,29 (CHa-
27); 33,47 (CH5-29): 23,98 (CHs-30); 95,70 (CH-1'); 73,94 (CH-2'); 78,29 (CH-3'); 69,75 (CH-4');
76,16 (CH-5'); 62,45 (CH,-6"); 106,48 (CH-1"); 71,17 (CH-2"); 78,67 (CH-3"); 83,60 (CH-4");
68,56 (CH.-5"); 102,44 (CH-1"); 72,32 (CH-2"); 72,70 (CH-3"); 74,16 (CH-4"); 69,16 (CH-5");
17,76 (CHs-6™).

Espectroscopia na regido do infravermelho: V.« KBr (cm™): 2924, 2852, 1755, 1464, 1373,
1225, 1076, 1039.

Flavonéide (SAFM-03)

3,5,7,4’-tetraidroxiflavonol

F.M. = C45H10O0s

P.M. = 286 u.m.a.

Aspecto = solido amarelo

Solubilidade = metanol

Espectroscopia de RMN 'H (400 MHz, MeOH-d,, Hz): (6,17, d 1,9, H-6); (6,39, d 2,1, H-8);
(8,08, dd 9,1; 2,2; H-2'/6’); (6,89, dd 9,1; 2,2; H-3'/5’).

Espectroscopia de RMN "*C (100 MHz, MeOH-d,, Hz): 8 147,19 (C-2); 134,96 (C-3); 177,60
(C-4); 160,49 (C-5); 97,96 (CH-6); 164,36 (C-7); 93,12 (CH-8); 156,97 (C-9); 100,96 (C-10);
122,43 (C-1’); 159,48 (C-4’); 129,30 (CH-2'/6’); 115,02 (CH-3'/5’).

Espectroscopia de massas: (70 eV) m/z (int. rel): 286 (M*, 100), 121 (45), 65 (32), 51 (27),
258 (18), 229 (16), 93 (15), 143 (14), 213 (11).

Espectroscopia na regido do infravermelho: V..« KBr (cm™): 3321, 1614, 1506, 1176, 1009,
819.

Flavonoéide (SAFM-04)

5,7,4’-triidroxi-3-3-O-D-glicopiranosil-(1”’ - 6”)-O-a-L-raminopiranosil-(1”” -2"’)-O-a-L-
raminopiranosil-flavonol

F.M. = C33H4001o

P.M. =740 u.m.a.

Pf=157-169 °C

Aspecto = solido amarelo
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Solubilidade = metanol

Espectroscopia de RMN 'H (400 MHz, MeOH-d,, Hz): & (6,17, s, H-6); (6,37, s, H-8); (8,05, d
9,1, H-2'/6); (6,89, d 8,8, H-3'/5); (5,59, d 7,5, H-1"); (3,88, m, H-2"); (3,78, m, H-3"); (3,72, m,
H-4"); (3,64, t 12,4, H-57); (6,72 m; 3,44 m; 2H-6"); (5,21, s, H-1"); (3,92, dd 9,2; 7,8; H-2"");
(3,69, H-3); (3,34, t 9,6, H-4"); (3,99, m, H-5""); (0,97, d 5,8, 3H-6""); (4,51, d 8,9, H-1""); (3,57,
m, H-2"); (3,52, H-3""); (3,24, H-4""); (3,51, m, H-5""); (1,17, d 6,5, 3H-6"").

Espectroscopia de RMN **C (100 MHz, MeOH-d,, Hz): & 158,68 (C-2); 134,46 (C-3); 179,40
(C-4); 163,07 (C-5); 99,74 (CH-6); 165,55 (C-7); 94,66 (CH-8); 158,36 (C-9); 105,85 (C-10);
123,05 (C-1'); 161,27 (C-4’); 132,17 (CH-2'/6"); 116,15 (C-3'/5’); 100,84 (CH-1"); 77,54 (CH-2");
75,68 (CH-3"): 69,83 (CH-4"); 75,23 (CH-5"); 67,12 (CH.-6"); 102,56 (CH-1"); 72,27 (CH-2"):
72,36 (CH-3"); 74,04 (CH-4"); 70,70 (CH-5"): 17,93 (CHs-6""); 101,80 (CH-1""); 72,05 (CH-2"");
72,31 (CH-3"); 73,86 (CH-4""); 69,68 (CH-5"); 17,47 (CH4-6").

Espectroscopia na regido do infravermelho: IV.x KBr (cm™): 3416, 2943, 1608, 1385, 1072,
669.

Estilbeno (SAMH-01)
3-metoxi-5-hidroxiestilbeno
F.M. = C5H1.0;

P.M. =226 u.m.a.

Aspecto = solido branco

Solubilidade = cloroférmio

Espectroscopia de RMN 'H (400 MHz, MeOH-d,, Hz): & (6,33, s/, H-2); (6,64, sl, H-4); (6,60,
sl, H-6); 7,06, d 15,8, H-7); (6,99, d 17,2, H-8); (7,49, d 7,3, H-10/14); (7,35, t 7,9, H-11/13);
(7,25, H-12); (3,82, s, MeO).

Espectroscopia de RMN "°C (100 MHz, MeOH-d,, Hz): & 140,66 (C-1); 105,05 (CH-2); 156,94
(C-3); 101,08 (CH-4); 149,38 (C-5); 106,00 (CH-6); 128,39 (CH-7); 129,49 (CH-8); 137,65 (C-
9): 126,69 (CH-10/14); 128,78 (CH-11/13); 127,88 (CH-12); 55,46 (OMe).

Espectroscopia de massas: (70 eV) m/z (int. rel): 226; 221; 194; 165.

Flavanona (SAMH-02)
5,7-diidroxiflavanona
F.M. = Ci5H,04

P.M. =256 u.m.a.
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Aspecto = solido amarelo

Solubilidade = cloroférmio

Espectroscopia de RMN 'H (400 MHz, MeOH-d,, Hz): & (5,43, sl 17,2, H-2); (6,00, s, H-6/8);
(7,43, s, H-2-6"); (3,07, dd 15,0, H-3p); (2,83, dd 17,2, H-3q).

Espectroscopia de RMN "*C (100 MHz, MeOH-d,, Hz): & 79,3 (CH-2); 43,4 (CH,-3); 195,8 (C-
4); 164,6 (C-5); 96,8 (CH-6); 164,5 (C-7); 95,5 (CH-8); 163,2 (C-9); 103,3 (C-10); 138,4 (C-1");
126,2 (CH-2'/6’); 128,9 (CH-3'/4'/5’).

Espectroscopia de massas: (70 eV) m/z (int. rel): 256; 238; 213; 179; 152; 124; 69.
Espectroscopia na regido do infravermelho: IVm.x KBr (cm™): 2924, 1632, 1466, 1302, 1169.

Pterocarpano (SAMH-03)

7-hidroxi-3’,4’-metilenodioxipterocarpano

F.M. = C16H1205

P.M. = 284 u.m.a.

Aspecto = solido amarelo

Solubilidade = cloroférmio

Espectroscopia de RMN 'H (400 MHz, MeOH-d,, Hz): & (7,36, d 8,4, H-5); (6,55, d 6,6, H-6);
(6,42, d 6,2, H-8); (3,44-3,49, m, H-3); (6,72, s, H-2'); (5,92, s, H-5'); (5,47, d 6,9, H-4); (3,63, H-
2a); (4,22, dd 15,8; 4,8; H-203); (5,89; 5,93; OCH.0).

Espectroscopia de RMN *C (100 MHz, MeOH-d,, Hz): § 66,44 (CH.-2); 40,14 (CH-3); 78,44
(CH-4); 132,10 (CH-5); 109,76 (CH-6); 157,04 (C-7); 103,66 (CH-8); 156,62 (C-9); 112,62 (C-
10); 117,90 (C-1°); 104,72 (CH-2’); 141,71 (C-3’); 148,09 (C-4’); 93,82 (CH-5’); 154,31 (C-6’);
101,28 (OCH0).

Espectroscopia de massas: (70 eV) m/z (int. rel): 284, 267, 162, 134, 175.

Triterpeno (SAMH-04)
Lupeol

F.M. = C30H500

P.M. =426 u.m.a.
Aspecto = solido branco

Solubilidade = cloroférmio

Espectrometria de RMN *C (100 MHz, MeOH-d,, Hz): & 38,80 (CH.-1); 26,02 (CH,-2); 79,08
(CH-3); 38,96 (C-4); 55,39 (CH-5); 18,40 (CH.-6); 34,37 (CH>-7); 41,09 (C-8); 50,52 (CH-9);
39,34 (C-10); 21,01 (CHx-11); 25,22 (CH.-12); 37,20 (CH-13); 43,08 (C-14); 27,51 (CH:-15);
35,67 (CH:-16); 42,40 (C-17); 48,07 (CH-18); 47,49 (CH-19); 150,31 (C-20); 29,45 (CH2-21);
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40,08 (CH,-22); 28,07 (CHs-23); 15,44 (CHs-24); 16,19 (CH3-25); 16,19 (CHs-26); 14,20 (CHs-
27); 18,09 (CH5-28); 109,40 (CH,-29); 19,65 (CH-30).

Espectrometria de massas: (70 eV) m/z (int. rel): 426, 411, 315, 218, 207, 189, 135, 107, 95,
81.
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4.0. Introdugao

A biodiversidade da vegetacdo dos paises tropicais esta sendo pouco
explorada. Os produtos naturais do terceiro mundo € um recurso valioso o qual
existe uma grande diversidade de plantas e uma medicina folclorica
inexplorada.

O aparecimento de resisténcia a antibidticos e outras drogas
antimicrobianas, foi e continuara sendo um dos grandes problemas da
medicina, pois € causado pelo que ha de mais natural e essencial para a
origem e evolugao dos microrganismos: “mutacao espontadnea e recombinacao
de genes (reprodugao), que criam variabilidade genética sobre a qual atua a
selegdo natural, dando vantagem aos mais aptos” (Souza, 1998).

Um dos objetivos de muitos fitoquimicos das nag¢des do terceiro mundo é
simplesmente isolar, caracterizar e publicar um grande numero de novas
substancias de origem natural, sem se importar muito com as possiveis
atividades biologicas que estas substéncias possam apresentar.

O emprego de bioensaios sensiveis para estudar, fracionar e isolar
novos prototipos de drogas € um dos objetivos do quimico de produtos naturais
da atualidade, o qual combina trés técnicas essenciais para este trabalho que
sdo: técnicas de separagao (cromatografia), métodos de elucidagao estrutural e
bioensaios simples.

Visando este enfoque atual utilizou-se ensaios quimico e bioldgicos
paralelos ao estudo fitoquimico de um espécime de Swartzia apetala Raddi var.

glabra em busca de substancias bioativas.
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4.1. Avaliagédo do Potencial Antioxidante

O uso de plantas com fins terapéuticos parece ser tdo antigo quanto a
propria espécie humana. Entretanto, o conhecimento de suas propriedades
antioxidantes é relativamente recente, especialmente nas Uultimas décadas
observou-se um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido
principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo.

A oxidacao é parte fundamental da vida aerdbica e do metabolismo
humano e, desse modo, os radicais livres sao produzidos naturalmente ou por
alguma disfuncdo bioldgica. Esses radicais livres possuem espécies que
apresentam elétrons desemparelhados principalmente nos atomos de oxigénio
e nitrogénio sendo classificados pelas siglas ERO (Espécies Reativas de
Oxigénio) e ERN (Espécies Reativas de Nitrogénio) (Barreiros et al., 2006).

Essas espécies encontram-se no organismo envolvidos com a produgao
de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular e sintese de
substancias biologicas. Seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como:
peroxidagao de lipidios de membranas, enzimas, carboidratos e DNA (Babior,
2000).

A ocorréncia desses efeitos esta relacionada a varias patologias tais
como: artrite, choque hemorragico, doengas cardiovasculares, catarata,
disfungdes cognitivas e cancer (Barreiros et al., 2006).

O excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes
produzidos pelo corpo ou absorvido da dieta. Antioxidantes sdo substancias
que dificultam ou retardam a oxidacdo de outras substancias, dificultando

desse modo o inicio da propagacao de reagdes em cadeia (Bergman, 2001).

Antioxidantes naturais constituem uma larga gama de substancias incluindo
nitrogenadas, fendis, carotendides, terpendides, saponinas entre outras. Existem varios relatos
sobre a correlagdo de substancias antioxidantes com outros efeitos biolégicos como: agéo
antibacteriana, doencgas cardiovasculares, antiviral, envelhecimento precoce (Yunes & Calixto,
2001).

A técnica para avaliagdo do potencial antioxidante, que utiliza o DPPH (1,1-difenil-
2-picril-hidrazil) como radical livre, baseia-se em um ensaio qualitativo e quantitativo do grau da
atividade antioxidante e na habilidade das substancias de agirem como sequestrantes de

radicais livres.
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DPPH é um radical livre estavel a temperatura ambiente com produgéo de uma solugao
de coloragao violeta em etanol (Mensor et al., 2001). Devido ao seu elétron impar, a solugéo
etanodlica de DPPH exibe uma forte banda de absorc¢ao na faixa de 515-518 nm. Sua fung&o no
ensaio é a captura dos radicais hidrogénio em substancias estaveis avaliando-se desse modo o

comportamento das substancias como radical livre (Esquema 15).

NO; NO,
. (Ph H Ph
O:N N—N¢ + ROH —> ON bene s ro
Ph o Ph
NO; NO;

Esquema 15 - Mecanismo de agao do DPPH frente a substancias fendlicas
Estudos recentes demonstram que a relagdo do potencial antioxidante com DPPH
depende da conformacéo estrutural, da posicdo e do nimero de grupos hidroxilas presentes na

molécula analisada (Mensor et al., 2001) (Esquema 16).

OH

Sk e

R=H,R=0H

Esquema 16 - Relacgéo estrutura versus atividade antioxidante de flavondides
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4.1.1. Materiais e reagentes utilizados

Na analise qualitativa foram utilizados os seguintes reagentes e materiais:

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

¢ Metanol;

< Baldo volumétrico (5,0 mL);

« Pipetas volumétricas (0,5 e 2,0 mL);

* Cromatofolha de silica gel;

e Capilares;

« Recipiente de plastico (30X10X5 cm);

¢ Rutina.

Na analise quantitativa foram utilizados os seguintes reagentes e materiais:

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

» Etanol absoluto;

e Balbes volumétricos (10, 20 e 25 mL);
* Pipetas volumétricas (0,5, 1,0, 2,5 mL);
e Espectrofotdmetro;

*  Tubos de ensaio;

* Rutina.

4.1.2. Procedimento experimental

As analises foram realizadas no Laboratorio de Quimica de Produtos
Naturais (fitoquimica) e Quimica Analitica LCQUI-UENF.

Na andlise qualitativa e quantitativa foi empregado o método com o
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DPPH como radical livre (Mensor et al., 2001; Argolo et al., 2004).

No meétodo qualitativo foi feito uma solugdo estoque 5,00 mg/mL em
etanol com as amostras e com o controle positivo que foram diluidas nas
seguintes concentracgdes: 2,50; 1,25; 0,625; 0,312 e 0,156 mg/mL. Aplicou-se
2L de cada concentracdo das amostras, do controle positivo e do negativo em
uma cromatofolha de silica gel 60 e em seguida imergiu-se a cromatofolha em
uma solugéo etandlica 0,3 mM de DPPH durante 15 segundos. A observagao
da atividade antioxidante foi confirmada com a mudanga de coloragao das
amostras aplicadas na placa de silica e comparagdo com o controle positivo.
Como controle negativo foi utilizado metanol, solvente onde amostras foram
solubilizadas.

No método quantitativo uma solugdo estoque de concentragao 1,00
mg/mL foi preparada com 10,0 mg de amostra em 10,0 mL de etanol, a qual foi
submetida a uma série de dilui¢des de: 25,0; 50,0; 125 e 250 ug/mL. A analise
foi realizada reagindo-se 1,00 mL de uma solugao etandlica 0,30 mM de DPPH
com 2,50 mL de cada concentracdo das amostras em triplicata. Apos 30
minutos, fez-se a leitura em um espectrofotdmetro de luz ultravioleta a 518 mn
(Esquema 17, p. 152).

Os valores das absorbancias foram convertidos para porcentagem de Atividade

Antioxidante (AA%) usando a seguinte férmula:
AA%= 100 - { [(Absamostra - Absbranco) X 100]/ Abscontrole}

O valor da concentragao efetiva necessaria para se obter 50% do efeito antioxidante
maximo estimado em 100% (ECso) foi calculado através de uma regresséo linear para cada
extrato onde a abscissa representa as concentracdes da amostra e a ordenada a porcentagem
de Atividade Antioxidante (AA%).

Como controle positivo foi utilizando o flavondide rutina Merk® utilizando o mesmo
procedimento feito para as amostras. Esse controle foi utilizado para comparagao dos valores
de (ECs0) das amostras analisadas, onde valores menores ou préximos aos obtidos para o

controle indica que as amostras sao ativas.

Como controle negativo foi utilizado 1 mL de solu¢gdo de DPPH e 2,5 mL
de etanol. A leitura do branco foi feita com 2,5 mL de cada diluigdo das

amostras mais 1 mL de etanol.
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Esquema 17 - Procedimento experimental (analise quantitativa)

4.1.3. Resultados e discussao

A analise qualitativa indicou a presencga de atividade antioxidante nos
extratos metandlico (SAFM) e hidroalcodlico (SAFMA) das folhas e hexanico da
madeira quando comparados ao controle positivo (Rutina) que mostrou
atividade em quase todas as concentragdes. Observando o controle negativo

(MeOH), conclui-se que o mesmo nao interferiu na analise (Figura 90).
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Figura 90 - Analise qualitativa da atividade antioxidante.

Com os resultados obtidos na analise qualitativa, realizou-se a analise
quantitativa onde os resultados da CEs, de cada extrato estdo ilustrados tabela
12 com os respectivos desvios padrao (s) e coeficiente de variagéo (C.V.). Os
extratos mais polares foram os que apresentaram maior capacidade de
sequestrar radicais livres na metodologia testada, provavelmente pela presenga
de substancias fendlicas (Cotelle et al., 1996).

Os valores de CEso (tabela 12) foram comparados por analise de
variancia pelo teste ANOVA, seguido do teste de TuKey-Kramer, sendo

estatisticamente significativo quando p<0,05.

Tabela 12 - Valores de CEs, e dados estatiticos dos extratos de S. apatala.

Rutina foi usado como padrao.

Extratos CEsots Coeficiente de Variagao
SAFD 56,54 +0,32 pug/mL 0,57 %

SAFM 15,54 £0,07 pg/mL 0,45 %
SAFMA 5,36 £0,03 pg/mL 0,56 %

SAMH 29,49 +0,16 pg/mL 0,54 %
RUTINA 26,96 +£0,19 pg/mL 0,70 %

Os valores de CEs indicam a Concentragao Efetiva suficiente para obter
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50% do maximo da eficiéncia estimada em 100% para reduzir o radical livre
DPPH. Os valores baixos de (s) e (C.V.) mostram a alta precisdo das analises
que confirmam a influéncia minima de fatores ndo controlados, o que se chama
de variagao do acaso.

O extrato hexanico da madeira apesar de ser um extrato apolar, mostrou
uma atividade antioxidante bastante acentuada CEs;= 29,49 10,16 pg/mL,
quando comparado com o controle positivo rutina CEs= 26,96 +0,19 ug/mL
confirmando mais uma vez a correlagédo da atividade com substancias fendlicas
presentes no extrato (capitulo 2, p. 22-23).

Observando a figura 91, pode-se concluir que ocorre um aumento linear
da porcentagem de atividade antioxidante com o aumento da concentragéo.
Somente o extrato hidroalcodlico das folhas (SAFMA) permaneceu quase que

constante em todas as concentragdes analisadas.

Potencial antioxidante

128 O Rutina
< & W SAFM
; 40 [0 SAFMA

00 SAFD

28 | } B SAVH

25 50 125 250
Concentragao (pg/mL)

Figura 91 - Avaliagcdo do potencial antioxidante (%AA x concentragao).

4.2. Bioensaio de letalidade contra as larvas de Artemia salina Leach

O bioensaio que utiliza larvas de camarao de agua salgada (A. salina) foi proposto por
McLaughlin e é caracterizado como um ensaio simples para determinar a DLso (ug/mL) para
substancias puras e extratos. (McLaughlin et al., 1995).

Artemia salina € um microcrustaceo de agua salgada que é utilizado como alimento
para peixes e seus ovos podem ser facilmente encontrados em lojas de piscicultura. A
praticidade e simplicidade que envolve o bioensaio favorecem sua utilizagdo sistematica dentro
de um laboratério de pesquisa. A técnica tem a vantagem de apresentar baixo custo, rapidez e

nao exigir técnicas assépticas (Meyer et al., 1982).
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Entdo com o objetivo de se identificar substancias bioativas presentes na espécie S.
apetala foi realizado neste trabalho a investigacdo da atividade citotdxica dos extratos brutos
das folhas e madeira frente as larvas de A. salina.

O teste baseia-se no principio da toxicidade que as substancias bioativas apresentam
em altas doses. Deste modo, a mortalidade in vivo de organismo de maior simplicidade na
escala zooldgica pode indicar a bioatividade de novas substancias. Na literatura ha varios
trabalhos que tentam relacionar a toxicidade sobre as larvas de Arfemia salina com atividades,
tais como: antifungica, viruscida, antimicrobiana, parasiticida e tripanossomocida (Siqueira et
al., 1998).

A literatura também mostra a correlagao existente entre a toxicidade sobre o crustaceo
e a citotoxicidade para células cancerosas do tipo P-388 (Meyer et al., 1982).

Segundo MclLaughlin, valores de DLs, < 1000 pg/mL s&o considerados ativos para

extratos brutos e < 30 pg/mL, muito ativos para substancias puras.

4.2.1. Materiais e Reagentes utilizados

* Ovos de Artemia salina;

» NaCl (24,0 mg), CaCl,.2H,O (1,50 mg), KBr (0,10 mg), KCI (0,70 mg), Na,SO. (4,00
mg), NaHCOs (0,20 mg) e MgCl.6H.O (11,0 mg) (Para 2,00 L de solu¢do de agua do
mar artificial);

*  K:Cr;07 (50,0 mg);

« DMSO;

*  H0;

e Pipeta automatica (100 pL);

¢ Pipeta Pasteur;

* Recipiente (10X5X3 cm);

e Balao volumétrico (5,00 mL);

* Tubos de ensaio

¢ Luminaria.

4.2.2. Procedimento Experimental

As analises foram realizadas no Laboratorio de Quimica de Produtos
Naturais (fitoquimica) LCQUI-UENF.
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Na analise foi utilizado 50 mg de cada extrato que foram diluidos em um
volume de 5 mL no seguinte sistema de solventes: [H.O:DMSO (3:2)],
formando solugdes estoque de 10 mg/mL.

Foram adicionados em tubos de ensaio aliquotas de: 50, 100, 200, 300 e
500 pL que foram diluidas a um volume final de 5 mL com agua do mar
artificial. As concentragdes finais das aliquotas foram de: 100, 200, 400, 600 e
1000 pg/mL. O teste foi realizado em quaduplicata.

Em cada tubo foram adicionadas aproximadamente 15 larvas de A.
salina com as diluigbes descritas acima, apdés 24 horas em presenga de luz foi
realizada a contagem dos individuos vivos e mortos. A quantificacdo dos
resultados foi realizada através do programa Finey Probit que forneceu a
(DLso), dose letal para 50% da populagédo de microcrustaceos presente nos
tubos nas concentragdes definidas.

Para o controle positivo foi utilizado uma solugdo de dicromato de
potassio (K.Cr.O7), nas mesmas concentragdes das amostras.

Para o controle negativo foi utilizado o sistema de solventes H,O:DMSO

(3:2) a uma concentracao de 100 pg/mL.

4.2.3. Resultados e discussao

Segundo McLaughlin, valores de DLsy < 10° pg/mL sdo considerados ativos para
extratos brutos.

Os resultados obtidos no ensaio estdo ilustrados na tabela 12, onde se pode observar
que os extratos diclorometanico das folhas (SAFD) e hexanico da madeira (SAMH)
apresentaram DLs; >> 10° ug/mL sendo considerados desta forma inativos. Os extratos
hidroalcodlico das folhas (SAFMA) (DLso= 467,4 ug/mL) e o metandlico das folhas (DLso= 289,8
pg/mL) foram ativos frente as larvas, o que pode se associado a detecgdo uma grande

concentragao de saponinas.

Tabela 13 - Resultados do bioensaio com larvas de Artemia salina.

Porcentagem de mortos apos 24 H

Extratos 100 200 400 600 1000 DLso Intervalo de
pg/mL ug/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL confianca a 95%
SAMH 1,92 1,92 7,69 11,54 36,54 >1000 -
SAFD 1,92 3,47 5,77 7,69 9,61 >1000 -
SAFM 5,77 11,54 40,38 48,09 80,77 289,8 (217,2-432,5)
SAFMA 3,85 13,46 15,38 23,07 48,08 467 .4 (349,1-757,6)
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4.3. Avaliacao da atividade antifungica

Nas ultimas duas décadas houve um consideravel aumento nos casos de infecgdes
causadas por microrganismos, que pode ser associado a imunodeficiéncias causadas pelo HIV,
quimioterapias e transplantes.

A descoberta de novas substincias com atividade antimicrobiana constitui uma
necessidade urgente devido ao aumento da incidéncia de enfermidades infecciosas novas e re-
emergentes e também, devido a alta capacidade dos microrganismos de desenvolverem
resisténcia aos antibidticos usados clinicamente (Mallavarapu, 2001).

Diversos microrganismos sado patégenos aos seres vivos. Nos homens, esses
microrganismos causam varias doencas.

O género Swartzia é caracterizado pela producdo de flavondides, substancias que
possuem grupos fendlicos (Bézanger-Beauquesne & Pinkas, 1967; Osawa et al., 1992; Dubois
& Sneden, 1995 e 1996; Sanchez et al., 1999; Rojas et al., 2006). Fendis sdo grupos quimicos
que se caracterizam como anti-sépticos pelo fato de lesionarem as células microbianas pela
alteracao da permeabilidade seletiva da membrana citoplasmatica, causando o extravasamento
das substancias intracelulares vitais (Pelczar Jr. et al., 1997) (Tabela 14). Dependendo da

concentragao utilizada, eles podem atuar como bactericidas ou bacteriostaticos.

Tabela 14 - Atividade antimicrobiana do fenol e derivados (coeficiente fendlico)

Microrganismos/substancias Salmonela typhy S. aureus C. albicans

Fenol 1,0 1,0 1,0

o-Cresol 2,3 2,3 2,0

m-Cresol 2,3 2,3 2,0

p-Cresol 23 2,3 2,0

Etilfenol 6,3 6,3 7,8
2,4-Dimetilfenol 5,0 4.4 5,0

4.3.1. Fungos

Sao organismos eucariotos que possuem parede celular rigida e podem ser uni ou
multicelulares. Podem ser classificados em bolores ou leveduras.
Espécies de Candida sido reconhecidas como as leveduras mais usualmente

envolvidas na etiologia de infecgdes micoticas. A candidiase caracteriza-se como uma infecgéo
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fungica mais comum, sendo C. albicans seu agente etioldégico mais freqliente. Esta levedura
tem um papel relevante no desencadeamento de infecgdes bucais, porém espécies
consideradas patogénicas como C. krusei, C. tropicalis, C. glabrata, entre outras tem sido em
casos de candidose principalmente em individuos relacionados a imunodepressao (Anaissie,
1992).

4.3.2. Materiais e Reagentes utilizados

* Placas de Petri

* Cloreto de Sadio

e Meio Saboraud dextrose (agar)
e Suabe

« Nitrato de Miconasol (Vodol®)

e Tubos de ensaio

*  Fotdbmetro

* Alga de Drigalsky

Tabela 15 - Fungos utilizados no ensaio

Espécies Descricéo
Candida albicans ATCC 36802
Candida inconspicua ATCC 16783
Candida glabrata ATCC 2001
Candida tropicalis ATCC 13803
Candida krusei ATCC 34135
Candida guilliermondii ATCC 6260
Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida lusitaniae ATCC 34449
Candida spp. ATCC 34147

4.3.3. Procedimento Experimental

As analises foram realizadas no Laboratério de Sanidade Animal LSA-
UENF.
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Para a realizagcao deste ensaio, foi empregada a técnica de difusdo em
agar (Hadaceck & Greger, 2000).

Difusdo em agar

Como meio de cultura foi utilizado Agar Sabouraud dextrose (Acumedia,
EUA) que foi adicionado em placas de Petri de 14 cm de diametro até atingir
uma espessura de 5 mm de agar.

Com o auxilio de um suabe foi semeada sobre o meio uma alicota de
100uL do inoculo das leveduras (Tabela 15) previamente preparada com uma
suspensdo de células em solucdo salina. A padronizagcdo da solucédo foi
realizada pela Escala de McFarland n° 0,5 (1,5x10® células/mL). Apds a
semeadura do microrganismo, foram feitas perfuragdes (pogos no meio de
cultura), que receberam um volume de 50 pyL das amostras analisadas. Foi
utilizado uma concentragdo de 25 mg/mL para extratos e 3 mg/mL para
substancias puras isoladas. Como controle positivo foi utilizado uma solugao 20
ug/mL de Nitrato de Miconazol (Vodol®lote 606401, Unido Quimica, Brasil).

Apés aplicagdo das amostras e do controle as placas foram incubadas
em estufa por um periodo de 24-36 h a 37 °C.

Uma distancia de aproximadamente 1,5 cm foi mantida para que nao
ocorresse sobreposi¢ao dos halos.

A leitura dos resultados foi realizada medindo-se o didmetro dos halos
de inibicdo, considerando ativas as amostras que apresentaram um halo de
inibicdo = 1,00 cm de didmetro (Lima et al., 2006). O ensaio foi realizado em

triplicata.

4.3.4. Resultados e discussao

Foram testados os extratos metandlico (SAFM), diclorometanico (SAFD)
e hidroalcodlico (SAFMA) das folhas e o extrato hexanico (SAMH) da madeira.
Todas as substancias isoladas também foram testadas, os dados relativos
avaliagao da atividade antifungica dos extratos e substancias isoladas através
da formacgado do halo de inibicdo do crescimento fungico em diadmetro (cm)

estdo compilados nas tabelas (16-18, p. 161-163).
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Os resultados mostraram uma discreta atividade dos extratos
comparada aos valores obtidos para o controle positivo frente as leveduras.
Destacam-se entre os extratos o diclorometanico das folhas (SAFD) com
melhor reagao frente a C. albicans (2,2) e C. parapsilosis (1,4) e o extrato
hexanico da madeira (SAMH) com melhores valores de halos de inibigao frente
a C. guillermondii (1,85) e C. inconspicua (1,7). Os resultados obtidos para os
extratos metandlico (SAFM) e hidroalcodlico (SAFMA) estdo descritos na tabela
16, p.162.

Tabela 16 - Inibicdo do crescimento fungico dos extratos de S. apetala

Dentre as substancias isoladas no extrato destacam-se os resultados
obtidos para os flavondéides SAFM-03 frente as leveduras C. albicans (2,00), C.
parapsilosis (1,50) e C. Krusei (1,20) e SAFM-04 frente a C. albicans (2,10), C.
spp. (1,10), C. parapsilosis (1,10), C. guillermondii (1,10). A saponina SAFM-01
apresentou uma discreta atividade frente a apenas trés cepas C. fropicalis
(1,00), C. parapsilosis (1,00) e C. glabrata (1,20) e a saponina SAFM-02
apresentou atividade apenas em C. spp. (1,10) e C. glabrata (1,20). A atividade
dos flavonoides apesar de discreta a maioria das leveduras deve-se a presenca
de grupos fendlicos que caracterizam esta classe de substancias (Pelczar Jr. et

al., 1997). Os demais resultados estdo ilustrados na tabela 17, p. 163.
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Tabela 17 - Inibicdo do crescimento fungico das substancias isoladas do

extrato metandlico das folhas de S. apetala

Os resultados obtidos para as substancias isoladas no extrato hexanico
da madeira mostrou que a atividade encontrada neste extrato deve-se a
presenca de trés substancias fendlicas no extrato. O estilbbeno SAMH-01 e o
flavonéide SAMH-02 mostraram atividade frente a todas as cepas analisadas
destacando os valores de (1,5 + 0,45) C. albicans, (1,6 £ 0,66) C. parapsilosis e
(1,6 £ 0,85) C. guillermondii para SAMH-01 e (1,4 + 0,51) C. albicans e (1,5
0,60) C. parapsilosis para SAMH-02. Dentre os resultados para o pterocarpano
SAMH-03 destaca-se (1,3 + 0,53) obtido frente a cepa de C. guillermondii. Os

demais resultados estédo ilustrados na tebela 18, p. 164.

Tabela 18 - Inibigdo do crescimento fungico das substancias isoladas do

extrato hexanico da madeira de S. apetala
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Conclusbes

O estudo fitoquimico do extrato metandlico das folhas (SAFM) e

haxanico da madeira (SAMH) de Swartzia apetala var. glabra resultou no
isolamento de duas saponinas: 3-hidroxi-olean-12-en-28-acetato de-O-3-D-
glicopiranosila SAFM-01, 3-O-3-D-xilopiranosil-(1"—4”)-O-a-D-ramnopiranosil-
olean-12-em-28-acetato de -S-D-glicopiranosila (SAFM-02); trés flavondides: 3,
5, 7,4’ -tetraidroxiflavonol (SAFM-03), 5,7,4’-triidroxi-3- O-f-D-glicopiranosil-(1”
— 6”)-O-a-L-raminopiranosil-(1"”
04), 5,7-diidroxiflavanona (SAMH-02); um estilbeno: 3-metoxi-5-hidroxiestilbeno

(SAMH-01); um pterocarpano: 7-hidroxi-3’,4’-metilenodioxipterocarpano

- 2"")-O-a-L-raminopiranosil-flavonol (SAFM-

(SAMH-03); um triterpeno: lupeol (SAMH-04); e uma mistura de esterodides:

sitosterol, stigmasterol e campesterol (SAMH-05a/b/c).

A revisao bibliografica da espécie mostrou que até o momento nao ha
estudo fitoquimico com a mesma. Embora existam referéncias na literatura com
o isolamento de saponinas, flavondides e pterocarpanos em espécies do
género, encontramos referéncias que descrevem apenas o isolamento do
pterocarpano 7-hidroxi-3’,4’-metilenodioxipterocarpano (SAMH-03) sendo as
saponinas (SAFM-01 e 02), os flavonoides (SAFM-03 ¢ 04 e SAMH-02) e o

estilbeno (SAMH-01) descritos pela primeira vez no género.

As substancias 3-O-3D-xilopiranosil-(1""—4”)-O-a-D-ramnopiranosil-
olean-12-em-28-acetato de -B-D-glicopiranosila (SAFM-02) e 5,7,4’-triidréxi-3-
O-B-D-glicopiranosil-(1” -  6")-O-a-L-raminopiranosil-(1”” -2")-0-a-L-
raminopiranosil-flavonol (SAFM-04), pelo melhor do nosso conhecimento, sdo

inéditas na literatura.

A avaliacdo da citotoxicidade com larvas de Artemia salina indicou os
extratos polares (SAFM e SAFMA) como ativos de acordo com a metodologia

proposta por McLaughlin.

A avaliagao do potencial antioxidante dos extratos usando o método com

o radical livre DPPH, confirmou a correlacdo existente entre a atividade e a
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presenca de substéncias fendlicas no extrato. Os extratos que apresentaram
maior potencial foram os extratos metandlico (SAFM) e hidroalcodlico (SAFMA)
das folhas apresentando atividade superior ao do controle rutina e o hexanico

da madeira que apresentou atividade préxima ao do controle (SAMH).

A analise da atividade antifungica dos extratos e substancias isoladas
frente a cepas padrao de espécies Candida, apresentou os extratos
diclorometanico das folhas (SAFD) e hexanico da madeira (SAMH) como os
que demonstraram melhor desempenho frente a maioria das cepas. Entre as
substancias isoladas as que apresentaram maior desempenho foram as
substancias fendlicas isoladas da madeira (SAMH-01, 02 e 03) e os
flavondides isolados das folhas (SAFM-03 e 04).

O presente trabalho contribuiu para o conhecimento da composicao
quimica da espécie Swartzia apetala var. glabra e da avaliagdo da atividade
biolégica dos extratos e substancias isoladas incentivando desta forma ao
estudo dos demais extratos e avaliagao de outros testes biologicos, ja que as
substancias isoladas se apresentam estruturalmente semelhantes a outras

descritas na literatura com atividades biologicas ja definidas.
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