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RESUMO

QUEIROZ, Débora Contagem de; Universidade Estadual do Norte Fluminense;
novembro de 2008; Constituintes quimicos e avaliagdo citotdéxica e antioxidante
de folhas de Clitoria fairchiliana Howard: uma contribuicdo a quimica do género
Clitoria (Fabaceae); Orientadora: Leda Mathias; Co-orientadores: Raimundo Braz-

Filho e Ivo José Curcino Vieira

O estudo fitoquimico dos extratos de folhas de um espécime de Clitoria
fairchildiana Howard (Fabaceae) coletada no Municipio de Sao Francisco de
Itabapoana (RJ) em janeiro de 2006, conduziu ao isolamento e a identificacéo
de constituintes de diferentes classes de metabdlitos especiais. Do extrato
hexanico das folhas foram isoladas dois terpendides: fitol e lupeol e trés
esterdides: campesterol, estigmasterol e p-sitosterol. Do extrato metandlico
foram isolados sete flavonoides: 3,3',4°,5,7-pentaidroxiflavonol, 5,7,4'-

triildroxiglicopiranosilflavonol 5,7,3',4’- tetraidroxiglicopiranosilflanonol 3,5,4'-

triildroxi-7-O-f-D-glicopiranosilflavonol, 3,5,3",4’-tetraidroxi-7-O-f-D-
glicopiranosilflavonol, 5,7,4’-triidroxi-O-B-D-glicopiranosil-(1"—6")-O-a-L-
rhamnopiranosil-(1""—2"")-flavonol, 5,7,3,4'-tetraidroxi-O-B-D-glicopiranosil-

(1"—6")-O-a-L-ramnopiranosil-(1""—2"")-flavonol. Do extrato hidroalcoodlico foi

isolado um dissacaridio: sacarose peracetilada.

A determinacdo estrutural das substancias foi realizada através de
técnicas de RMN 'H e 3C a uma e duas dimensdes, infravermelho (IV),
espectrometria de massas (EM), bem como por comparagdo com dados da

literatura.

Paralelo a investigacdo fitoquimica os extratos brutos das folhas foram
avaliados quanto a citotoxicidade frente as larvas de Artemia salina Leach e
antioxidante utilizando o método com DPPH. Ambas as atividades foram
observadas significativamente no extrato metanolico o qual se mostrou rico em

flavonoides.
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ABSTRACT

QUEIROZ, Débora Contagem de; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, November 2008; Chemical constituents and cytotoxic and
antioxidant evaluation of leaves of Clitoria fairchiliana Howard: a contribution to the
study of the genus Clitoria (Fabaceae); Advisor. Leda Mathias, Co-mentors:
Raimundo Braz-Filho and Ivo José Curcino Vieira.

Phytochemical study of extracts from leaves of a specimen of Clitoria
fairchildiana Howard (Fabaceae) collected in the city of S&o Francisco de
Itabapoana (RJ) in January 2006, led to the isolation and identification of
constituents of different classes of special metabolites. Of hexane extract of the
leaves had been isolated two terpenoids: phytol and lupeol and three steroids:
campesterol, stigmasterol and [(-sitosterol. Of the methanol extract had been
isolated seven flavonoids: 3,3',4°,5,7-pentahydroxyflavonol, 5,7,4-

trihydroxyglucopyranosylflavonol, 5,7,3",4- tetrahydroxyglucopyranosylflavonol

(CEM-01B), 3,5,4’-trihnydroxy-7-O- -D-glucopyranosylflavonol, 3,5,3,4-
tetrahydroxy-7-O-f-D-glucopyranosylflavonol, 5,7,3,4’-trihydroxy-O-p-D-
glucopyranosyl-(1"—6")-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1"'—2")-flavonol, 5,7,3,4-

tetrahydroxy-O-B-D-glucopyranosyl-(1"—6")-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1""—2"")-
flavonol. Of the hydroalcoholic extract had been isolated from a disaccharide:
sucrose peracethylated.
The structural determination of the substances was carried through *H and
13C NMR techniques to one and two dimensions, infrared (IR), mass spectrometry
(MS) and by comparison with literature data.
Parallel to the phytochemical investigation, the crude extracts from the
leaves had been evaluated through of cytotoxicity against Artemia salina larvae
and antioxidant using the DPPH method. Both activities had been significantly

observed in the methanol extract of which had been isolated the flavonoids.
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1. INTRODUCAO

O género Clitoria pertence a familia Fabaceae e conta com cerca de 60
espécies, que sao encontradas dentro do cinturdo tropical e com poucas
espécies em areas temperadas do globo (Barroso et. al., 1991; Fantz, 1991).

Clitoria fairchildiana Howard € uma arvore muitissimo empregada na
arborizacdo urbana, principalmente no Rio de Janeiro, e, em menor escala,
noutros Estados da Unido, devido ao seu rapido crescimento. Alcanca tamanho
médio, produzindo boa sombra, além de enfeitar o ambiente em virtude das
suas bonitas e magnas flores roxo-azuladas-clara, que florescem a partir de
dezembro e permanecem até fevereiro. E faciimente propagavel pelas
sementes, que germinam otimamente, e com crescimento bastante rapido
(Rizzini & Mors, 1995).



INTRODUCAO — CAPITULO 01 2

1.1. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

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

Fantz, P.R. (1991). Ethnobotany of Clitoria (Leguminosae). Economic Botanic,
45: 511.

Rizzini, C.T. & Mors, W.B. (1995). Botanica Econdmica Brasileira. 22 ed. Rio de

Janeiro, Brasil: Ambito Cultural.



CONSIDERACOES BOTANICAS — CAPITULO 02 3

2. CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1. CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE A FAMILIA FABACEAE

~

A familia Fabaceae pertencente a ordem Fabales apresenta ampla
distribuicdo geografica e cerca de 650 géneros e mais de 18.000 espécies
(Barroso et al., 1991).

Séo plantas que possuem habitos variados, desde grandes arvores das
matas tropicais, a arbustos, subarbustos, ervas anuais ou perene e também
trepadeiras, que vivem nos mais variados ambientes, latitudes e altitudes, mas,
principalmente, nas regifes tropicais e subtropicais do globo (Joly, 2002;
Chagas & Pimentel, 2003).

Varias espécies sao utilizadas como plantas forrageiras, outras como
fonte de taninos, resinas e madeiras finas para fabricacdo de mobilias em geral
(Robbins et al., 1964; Heywood, 1971).

Algumas espécies apresentam a capacidade de aumentar a fertilidade
do solo, pelo fato de viverem simbioticamente com certas bactérias, como
Nitrosomonas e Nitrosococcus, capazes de fixar o nitrogénio do ar (Joly, 2002).

Apresenta grande importancia econdmica, pois constitui-se de
inestimavel fonte de alimentos, como por exemplo o feijao, a soja, 0 amendoim,
a lentilha, entre outros (Heywood, 1971; Rawitscher, 1979; Buckingham, 1994)

A familia é subdividida em trés subfamilias: Mimosoideae,
Caesalpinoideae e Papilionoideae, sendo que no Brasil estima-se a ocorréncia
de 56 géneros e 2.800 espécies na subfamilia Mimosoideae; 152 géneros e
2.800 espécies na Caesalpinoideae e 482 géneros e 12.000 espécies na
subfamilia Papilionoideae (Barroso et al., 1991).

Esta Ultima representa o grupo mais evoluido da familia e € de
distribuicdo mundial. A maioria de seus representantes arbdéreos é encontrada
nos tropicos e hemisfério sul e os arbustivos e herbaceos em regides
temperadas do globo (Hutchinson, 1967; Heywood, 1971;Barroso et al., 1991).

A espécie em estudo apresenta a seguinte classificacao botéanica:
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CLASSIFICACAO BOTANICA
CLASSE ANGIOSPERMAE
SUBCLASSE DICOTILEDONEAE
SUPERORDEM ROSIDAE
ORDEM FABALES
FAMILIA FABACEAE
SUBFAMILIA PAPILIONOIDEAE
TRIBO GLYCINIAE
GENERO CLITORIA
ESPECIE Clitoria fairchildiana

2.2. CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE O GENERO Clitoria

O género Clitoria apresenta aspecto lenhoso, folhas ressupinadas, flores
papilionaceas, calice infundibular com bractéolas, estipulas e estipelas
persistentes e ovarios pedunculares (Fantz, 1991; Correia, 1975).

O nome Clitoria vem de clitéris, referindo-se a semelhanca da forma da

corola da flor com o aparelho genital feminino (Barroso et. al., 1991).

2.3. CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE A ESPECIE Clitoria fairchildiana

Conhecida popularmente como sombreiro € uma arvore que alcanca de
6 a 12 m de altura, muito racemosa, de rapido crescimento, com folhas
trifolioladas, acuminadas, com nervuras laterais obliquas, aproximadas entre si,
retilineas e mais ou menos paralelas; estipulas subuladas e ovaladas;
inflorescéncia, pubescente, pedunculada e multiflorada; fruto mediano,
achatado, percorrido por uma crista espessa, longitudinalmente, em duas faces
opostas e valvas que quando maduras, separam-se e retorcem-se em hélice;
sementes globosas e escuras; flores azuis vistosas de grande efeito
ornamental, geralmente com cerca de 5,5 - 6,0 cm de comprimento (Lorenzi,
1998; Correia, 1975; Rizzini, 1961) (Figura 01, p. 05).
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Sombreirg
Citaria fairchildiana - Dezembrof®

Figura 01. Fotografia da espécie C. fairchildiana

2.4. UsSO NA MEDICINA POPULAR E ASPECTOS FARMACOLOGICOS DO GENERO

Clitoria

Varias espécies do género ja foram utilizadas na medicina popular no
tratamento da esterilidade e em casos de disturbios menstruais (Morton, 1983),
e alguns autores relatam a utilizacdo dessas plantas como antidoto contra
picadas de cobra e escorpifes do género Buthus e Palamnoeus (Chopra et. al.,
1958).

Em algumas regides do Brasil as raizes de C. guaianensis, uma
“catuaba”, sdo colocadas na cachaca e utilizadas como afrodisiaco. O uso
destas com esta finalidade tem sido motivo de controvérsias e varias analogias
tém sido feitas entre a morfologia das flores e o aparelho genital feminino
(Descourtilz, 1826).

A espécie mais pesquisada quanto a acdo medicinal € C. ternatea a qual
€ atribuida propriedades laxante, diurética (Fantz, 1991), antiinflamatéria,

analgésica (Parimala et. al., 2003) e relaxante da musculatura uterina
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(Itthipanichpong et. al., 2001), além da presenca de proteina com atividades
antimicrobiana e inseticida encontrada em suas sementes (Kelemu et. al.,
2004). Testes com extrato metandlico das partes aéreas dessa espécie
mostraram atividade no sistema nervoso central, atuando como antidepressivo
e reduzindo as sensacoes de ansiedade e estresse, porém néo se sabe, até o
momento, a substancia responsavel pela atividade (Jain et. al., 2003).

Algumas espécies do género contém rotenona (1), substancia conhecida
por suas propriedades inseticida e ictiotoxica, que, também, é atribuida, em
menor escala, aos seus analogos isorotenona (2), diidrorotenona (3) e
desidrorotenona (4) (Quadro 01, p. 06). Em Sao Paulo, espécies cultivadas de
C. laurifolia sé@o resistentes ao ataque de fungos e insetos. Na Tailandia o suco
do tubérculo de C. macrophylla é vaporizado sobre vegetais para matar insetos
e 0 suco das raizes em bufalos para matar vermes que se alojam nas costas
desses animais (Smith, 1907).

As raizes de C. javitense possuem um odor com forte acdo repelente
contra insetos, enquanto que as flores sdo utilizadas como atraentes de
formigas e abelhas (Chopra et. al., 1958; Gardner & Bennet, 1956).

Quadro 01- Rotenona e seus analogos

Na espécie C. macrophylla os rotenodides stemonacetal (Shientong et.
al., 1974) (5) e o clitoriacetal (Silva et. al., 1998) (6), reputados como
antiinflamatdrio e antipirético e o 6-desoxiclitoracetal (Silva et. al., 1998) (7),
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reputado como citotdxico em ceélulas P- 388 de leucemia linfocitica podem ser
destacados (Quadro 02, p.07).

OCH,CH3

OMe
6R1=OH Ry=H R3;=OH
7 Ri=H R,=H R3=OH

OMe

Quadro 02 - Rotenodides isolados de raizes de Clitoria macrophylla

A utilizacdo de rotendides devido as suas propriedades inseticida e
ictiotoxica é conhecida desde a antiguidade e varios ensaios sado descritos na
literatura mostrando a agéo de rotendides sobre insetos e animais de sangue
guente. A rotenona, principal representante da classe, apresenta maior toxidez
para peixes e insetos do que para mamiferos (Feinstein & Jacobsen, 1963).
Outras atividades sao atribuidas aos rotenéides, como por exemplo, atividade
antiinflamatéria. O quadro 03 (p. 07) mostra alguns exemplos de rotendides

com comprovada atividade antiinflamatoria (Silva et. al., 2002).

9R,=OH R,=HH
4 B2 10R=H R,=aOH, pOH

OMe OMe

Quadro 03 — Rotendides com atividade antiinflamatérios isolados de raizes de

C. fairchildiana
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3. OBJETIVOS

v" O estudo fitoquimico de folhas da espécie Clitoria fairchildiana.

v' Avaliacdo da atividade citotoxica frente as larvas de Artemia salina dos
extratos brutos de folhas de C. fairchildiana.

v Avaliagcdo da atividade antioxidante dos extratos brutos de folhas de C.

fairchildiana.
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4. PESQUISA BIBLIOGRAFICA

4.1. PESQUISA BIBLIOGRAFICA DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DO GENERO
Clitoria COM REGISTRO NA LITERATURA

Pesquisa realizada no Chemical Abstracts, Webofscience, Cyros etc.

registra apenas 03 espécies do género Clitoria estudadas fitoquimicamente, C.

ternateae, C. fairchildiana e C. macrophylla, cujos metabdlitos especiais

pertencem as seguintes classes de substancias: antocianinas, rotendides e

flavonodides.

Na Tabela 01, p. 12 e 13, encontram-se o0s resultados desta pesquisa,

mostrando as espécies estudadas e seus respectivos constituintes isolados e

identificados. As estruturas estédo representadas no Quadro 04, 05 e 06. p. 14

e 15.

Tabela 01 — Constituintes quimicos isolados de espécies do género Clitoria

com registro na literatura.

Substancia Espécie Estrutura Ref.
Delfinidina 3-0-(2 -O-o.z-rarp|n0p|r.an05|l-6 -O- C. ternateae 01 Kazuma et. al.,
malonil)-S-glicopiranosila 2003
Delfinidina 3- O -(6"-0-malonil)-5- glicopiranosila C. ternateae 02 Kazu;noa(\)gt. al.,
Delfinidina 3-neoesperidosila C. ternateae 03 Kazu;noa(ljget. al.,
Delfinidina 3-O-4- glicopiranosila C. ternateae 04 Kazu;noa(lBet. al,
Delfinidina 3,3’,5'-tri-O-4-D-glicopiranosila C. ternateae 05 Tehara et. al,
1990a
6-hidroxi-2,3,9-trimetoxi-[1]-benzopirano[3,4-b] C. fairchildiana 06 Mathias, et. al.,
[1] benzopirano-12 (6H)-ona 2005
6-deoxiclitoriacetal C. macrophylla 07 Lin et. al., 1992
11-deoxiclitoriacetal C. fairchildiana 08 Mathias, et. al.,
1998a
C. macrophylla, Tagushi et. al.,
Clitoriacetal C. fairchildiana 09 1977; Silva et. al.,
1998a
9-demethilclitoriacetal C. fairchildiana 10 Silva et. al., 1998a
S Shientong et. al.,
Stemonal C. fairchildiana 11 1974; Silva et. al.,
1998a
Clitoriacetal 11- O -p-D- glicopiranosila C. fairchildiana 12 Silva et. al., 1998b
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6a, 12a-diidro-6,9,11,12a-tetraidroxi-2,3- C. fairchildiana
dimetoxi-[1]benzopirano[3,4-b][1] benzopiran- ' 13 Silva et. al., 1998b
12(6H)-ona
11 a-O-p-D-glicopiranosilrotenoide C. fairchildiana 14 Mathias et. al.,
1998b
Rotenona C. macrophylla 15 Taguig;st. al,
Isorotenona C. macrophylla 16 Taguig;it. al.,
Diidrorotenona C. macrophylla 17 Taguig;(;t. al,
Desidrorotenona C. macrophylla 18 Taguig;(;t. al,
Canferol-3-O-(2"-O-a-raminosil-6"-O-malonil)-5- C. ternateae 19 Kazuma et. al.,
glicopiranosila 2003
Quercetina-3- O (2"- O -a-raminosil-6"- O - C. ternateae 20 Kazuma et. al.,
malonil)-S- glicopiranosila 2003
Miricetina-3-2-raminosilrutinosila C. ternateae 21 Kazu;noa(ljget. al.,
Quercetina-3-2-raminosilrutinosila C. ternateae 22 Kazugg:(l)gt. al,
Canferol-3-2-raminosilrutinosila C. ternateae 23 Kazugg:(l)gt. al.,
Canferol 3-neoesperidosila C. ternateae 24 Kazu2n10&(1)§t. al.,
Quercetina 3-neoesperidosila C. ternateae 25 Kazu;noa(ljget. al.,
Miricetina 3-neoesperidosila C. ternateae 26 Kazu;noa(ljget. al.,
. . C. ternateae Kazuma et. al.,
Canferol 3-rutinosila 27 2003
. L C. ternateae Kazuma et. al.,
Quercetina 3-rutinosila 28 2003
Miricetina 3-rutinosila C. ternateae 29 Kazuma et. al.,
2003
Canferol 3- glicopiranosila C. ternateae 30 Kazuma et. al.,
2003
. . . . C. ternateae Kazuma et. al.,
Quercetina 3- glicopiranosila 31
2003
L . . . C. ternateae Kazuma et. al.,
Miricetina 3- glicopiranosila 32
2003
5,7-diidroxi, 4’-metoxi-isoflavona C. fairchildiana 33 Gomes et. al., 2005
5,4'-diidroxi, -7metoxi-isoflavona C. fairchildiana 34 Gomes et. al., 2005
5,7,4'-triidroxiisoflavona C. fairchildiana 35 Gomes et. al., 2005
5,7,4'-triidroxiflavanona C. fairchildiana 36 Gomes et. al., 2005
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Quadro 04 — Estrutura das antocianinas isoladas do género Clitoria com
registros na literatura

OH
OH

HO OH

R OH
OH 1 raminosil malonil
OR; 2 H malonil
3 raminosil H
Ry 4 H H
HO oH

OH

Quadro 05 — Estrutura dos rotendides isolados do género Clitoria com registros
na literatura

Ry Ry
70H HH
8 H OHOH

OMe

10 R=H
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Quadro 06 — Estrutura dos flavonodides isolados do género Clitoria com

registros na literatura

OH (¢]

Ri R Rs

H  raminosil

19 H

20 OH H raminosi
21 oH OH raminosil
22 OH H raminosil
23 H H raminosl
24 H H raminosil
25 OH H raminosl

26 OH OH raminosl
27 H H H

28 OH H H
29 OH OH H
30 H H H
31 OH H H
32 OH OH H
Ry Ry
33 H Me
34 OMe H
35 H H

OR,

R4

malonil
malonil
raminosil
raminosil
raminosi|
H
H
H
raminosil
raminosi|
raminosil
H
H
H

HO. O

OH
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5. SUBSTANCIAS ISOLADAS
Do extrato das folhas de C. fairchildiana foram isolados: 07 flavonodides,

03 esteroide, 01 diterpeno linear, 01 triterpeno e 01 dissacarideo.

5.1. FLAVONOIDES 1ISOLADOS DE Clitoria fairchildiana

OH
OH
HO
Ho. o. ‘
] OoH
OH
OH O

5.2. ESTEROIDES E TERPENOIDES ISOLADOS DE Clitoria fairchildiana

5.3. DISSACARIDEO ISOLADO DE Clitoria fairchildiana

ACOCH>
AcO
AcO CH20AC
OAc @) AC

CH2OAC
AcO
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I 6. DETERMINACAO ESTRUTURAL

6.1. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE

Clitoria fairchildiana

O estudo fitoquimico da espécie Clitoria fairchildiana apds utilizacdo de varios
meétodos cromatograficos levou ao isolamento das seguintes substancias: no extrato
hexéanico das folhas: CFFH-01, CFFH-02, CFFH-03, CFFH-04 e CFFH-05; do extrato
metandlico das folhas: CFM-01A, CFM-01B, CFM-03A, CFM-03B, SM-05A, SM-05B e
SM-07 e do extrato hidroalcodlico das folhas: SMA-01.

6.1.1. FLAVONOIDES

A ressonancia magnética nuclear de 3C através do deslocamento quimico dos
trés atomos de carbono do anel C ajuda na distincdo dos diferentes tipos de aglicona
(Tabela 02, p. 19, Quadro 07, p. 20). No que diz respeito ao deslocamento quimico
de RMN H de flavondides podemos sumarizar que os prétons dos anéis A e B
aparecem entre 61 6,0-8,0 e sdo dependentes da presenca de hidrogénios orto ou
meta (J orto =7,9 Hz e J meta ~1,0-2,5 Hz) (Agrawal & Markham, 1989).

Tabela 02. Deslocamento quimico dos carbonos do anel C de flavonoides*

Classes C-2/ multiplicidade C-3/ multiplicidade >C=0/ multiplicidade
Chalcona 136,9-145,4(d) 116,6-128,1(d) 188,6-194,6(s)
Flavanona 75,0-80,3(d) 42,8-44,6(t) 189,5-195,5(s)
Flavona 160,5-165,0(s) 103,0-11,8(d) 176,3-184(s)
Flavonol 145,0-150,0 136,0-139,0 172,0-177,0
Isoflavona 149,8-155,4(d) 122,3-125,9(s) 174,5-181,0(s)
Aurona 146,1-147,7(s) 111,6-111,9(d) (=CH-) 182,5-182,7(s)
Pterocarpano 66,4-66,5(t) (C-6) 39,5-40,2(C-6a) 78,4-78,5(d) (C-11a)

*Marham & Chari, 1976
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Pterocarpano

Isoflavona
Aurona

Quadro 07 — Classes de flavondides

6.1.2 FLAVONOIDE SM-07

No espectro de RMN 'H (Figura 02, p.23, Tabela 03, p.22) da substancia SM-
07, observou-se absorcOes caracteristicas de anel A com padréo de substituicdo
meta em du [6,2 (1H, d, J=1,8 Hz) e 6,4 (1H, d)] e anel B com padréo de substituicao
orto em 6+ [6,9 (1H, d, J=8,2) e 7,2 (1H, d, J=8,2] e meta o [7,7 (1H,S)] e no espectro
de 13C (Figura 06, p.27,, Tabela 03., p.22) os sinais em &c [98,1 (C-6); 93,2 (C-8);
114,6 (C-27); 114,8 (C-5) e 120,3 (C-6’). Os carbonos nao hidrogenados do anel A
foram identificados pelos sinais em 6c [161,1 (C-5); 164 7 (C-7); 156,9 (C-9) e 103,3
(C-10) enquanto que os do anel B estédo caracterizados pelos sinais e 6c [122,8 (C-
1); 144,9 (-3’) e 146,6 (C-4’)]. A carbonila em ligacdo hidrogénio com a hidroxila em
C-5 esta representada pelo sinal em &¢ [175,9 (C-4)].
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Para confirmar a posicdo das hidroxilas no anel A e B foram realizados
espectros bidimensionais COSY (Figura 11, p. 32) e HMQC (Figura 12, p. 33) e
HMBC (Figura 14 p. 35).

O COSY mostra correlacdo entre 6,8 (5") e 7,6 (6'), e 0 mapa de correlacdo
heteronuclear a uma ligacdo HMQC (YJcH) (Figura 12, p. 33) permitiu confirmar as
atribuicdes feitas com base nos espectros de RMN 'H e '3C-APT, através das
correlagdes existentes entre o carbono CH-6 a 6c (98,1) com o hidrogénio H-6 a 61
(6,2); o carbono CH-8 a 6c¢ (93,2) com o hidrogénio H-8 a 61 (6,4); o carbono CH-2' a
dc (114,6) com o hidrogénio H-2" a 6n1 (7,7); o carbono CH-5" a &¢ (114,9) com o
hidrogénio H-5 a 6+ (6,8); o carbono CH-6" a &¢ (120,3) com o hidrogénio H-6' a on
(7,6).

O mapa de correlacdo heteronuclear a longa distancia HMBC ("JcuH) permitiu
correlacionar de forma inequivoca os assinalamentos da substancia SM-07 através
das correlagdes do carbono CH-5 a 6c (161,1) com o hidrogénio H-6 a 61 (6,2); do
carbono CH-7 a 6c (164,7) com o hidrogénio H-6 a on (6,2); do carbono CH-5" a éc
(114,91) com o hidrogénio H-6’ a on (7,6); do carbono CH-8 a dc (93,2) com o
hidrogénio H-6 a 61 (6,2); do carbono CH-6 a ¢ (98,1) com o hidrogénio H-8 a 61
(6,4); do carbono CH-10 a 6c (103,3) com os hidrogénios H-6 a 41 (6,2) e H-8 a don
(6,4); do carbono CH-1" a dc (122,8) com o hidrogénio H-5" a &+ (6,8); do carbono
CH-3’ a 6c (144,9) com o hidrogénio H-5" a é1 (6,8); do carbono CH-2’ a 6c (114,6)
com o hidrogénio H-6" a é1 (7,6); do carbono CH-6" a 6¢ (120,3) com o hidrogénio H-
2" adn (7,7); do carbono CH-4" a 6¢ (146,6) com o hidrogénio H-2" a on (7,7).



2/6/20172/6/2017 DETERMINAGAO ESTRUTURAL — CAPITULO 06 22

Tabela 03. Dados espectrais de RMN *H (400 MHz) e 13C (100 MHz) da substancia

SM-07, em MeOD. Deslocamentos quimicos dc (em ppm).

HMQC HMBC Markham & Chari,
1976*
d¢c OH 2JcH 3JcH d¢c

C

2 1475 - 1477

3 1359 - 136,5

4 1759 - 176,2

5 161,1 - H-6 160,9

7 1647 - H-6 164,3

9 156,9 - 156,6

10 103,3 - H-8, H-6 103,4

T 122,8 - H-5 1254

3 1449 - H-5’ 145,4

4 146,6 - H-2’ 148,1
CH

6 98,1 6,2 (d, 1,8) H-8 98,5

8 93,2 6.4 (d, 1,8) H-6 93,7

2" 1146 7.7 (S) H-6' 116,7

5 1149 6,8 (d, 8,2) H-6’ - 116,3

6’ 120,3 7,6 (d, 8.2) H-2' 121,7

*DMSO)
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Figura 07 — Ampliacdo do espectro de RMN *3C da substancia SM-07

(regido de 89 a 170 ppm)
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Figura 15 — Ampliacdo do espectro de HMBC da substancia SM-07

(regido de 5,9 a 6,5 ppm)
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(regido de 7,4 a 8,0 ppm)
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6.1.3 MISTURA DOS FLAVONOIDES CFM-01A E CFM-01B

CFM-01A CFM-01B

As substancias CFM-01A e CFM-01B obtidas do extrato metandlico das folhas
de C. fairchildiana mostrou-se apos varias analises em CCDA em diversos sistemas
de eluentes como uma Unica mancha de cor escura sob radiagcdo UV 254 nm.

A solubilidade dessas substancias em metanol, revelacéo de cor castanha com
orcinol sulfurico e cor verde-escura em cloreto férrico sugere tratar-se de uma mistura
de flavondides glicosilados.

A elucidacdo estrutural dessas substancias foi possivel através de estudos
comparativos de dados espectrais de RMN 'H e 3C constantes da literatura (Kazuma
et. al., 2003).

O espectro de RMN *H (Figura 19, p. 44) apresentou sinais na regido de [dn
3,5-5,3] que juntamente com os sinais na regido de [6c 61,9-104,3] no espectro de
RMN 13C, sugerem a presenca de residuo de agucar.

O espectro de RMN 'H também apresentou sinais adicionais na regido de
hidrogénios aroméaticos em 6+ (6,2- 8,0) caracteristico dos anéis A e B de flavondides.

O espectro de RMN 13C (Figura 23, p. 48) parcialmente desacoplado de 'H
revelou a presenca de 34 sinais que, juntamente com os resultados obtidos no
espectro de RMN 'H , confirmam a presenca de um esqueleto flavonoidico na mistura
de substéancias.

A substancia CFM-01A estad caracterizada no espectro de RMN 3C pela
presenca dos sinais a 6c 179,36 (C-4) caracteristicos de carbonila em ponte com
hidroxila a C-5 [6c 162,88]. O anel A esta caracterizado pelos sinais a 6c [162,88 (C-
5), 101,12 (C-6), 166,53 (C-7), 94,90 (C-8), 158,43 (C-9), 105,47 (C-10)]. Os sinais a
dc [122,82 (C-1"), 132,23 (C-2', 6"), 116, 04 (C-3’, 5')] caracterizam o anel aromatico
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B, enquanto que os sinais oc [158,40, 135,56 e 179,36] caracterizam o anel
heterociclico C. O residuo de acucar esta caracterizado pelos sinais a dc 104,35
(carbono anomeérico), 75,66 (C-2), 78,28 (C-3), 71,28 (C-4), 78,02 (C-5) e 62,48 (C-6).

A substancia CFM-01B esta caracterizada no espectro de RMN 13C pela
presenca dos sinais a 6c 179,41 (C-4) caracteristicos de carbonila em ponte com
hidroxila a C-5 [6c 162,89]. O anel aromatico A esta caracterizado pelos sinais a dc
162,89 (C-5), 101,12 (C-6), 166,48 (C-7), 94,90 (C-8), 158,99 (C-9), 105,47 (C-10).
Os sinais a 8¢ 122,95 (C-1"), 116,10 (C-2’), 149,85 (C-3"), 149,85 (C-4’), 117, 55 (C-5')
e 123,20 (C-6) caracterizam o anel aromatico B, enquanto que os sinais 6c 158,99;
135,56 e 179,41 caracterizam o anel heterociclico C. O residuo de acucar esta
caracterizado pelos sinais a ¢ 100,12 (carbono anomérico), 75,03 (C-2), 78,28 (C-3),
69,96 (C-4), 77,08 (C-5) e 61,88 (C-6).

As substancias CFM-01 A e B ja foram isoladas no género na espécie C.

ternateae (Kazuma et. al., 2003).
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Tabela 04. Dados espectrais de RMN 3C (100 MHz) da mistura dos flavonodides
CFM-01A e CFM-01B, em MeOD. Deslocamentos quimicos éc (em ppm).

CFM-01A Literatura*
C dc OH dc
2 158,4 - 158,5
3 135,6 - 135,5
4 179,4 - 179,5
5 162,9 - 163,1
7 166,5 - 166,0
9 158,4 - 159,1
10 105,5 - 105,7
1 122,8 - 122,8
4 149,8 - 161,6
CH
6 101,1 6,17 (s) 99,9
8 94,9 6,36 (S) 94,7
2’ 132,2 8,06 (d, 132,3
8,4Hz)
3 116,0 7,72 (d) 116,1
5 116,0 7,72 (d) 116,1
6’ 132,2 8,06 (d, 132,1
8,4Hz)
1” 104,3 - 104,1
2" 75,7 3,0-4,0(m) 75,7
3" 78,3 3,0-4,0(m) 78,0
4" 71,3 3,0-4,0 (m) 71,4
5" 78,0 3,0-4,0 (m) 78,4
CH:
6" 62,5 3,0-4,0 (m) 62,6

* Kazuma et. al., 2003
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Tabela 05. Dados espectrais de RMN *3C (100 MHz) da mistura dos flavonodides
CFM-01A e CFM-01B, em MeOD. Deslocamentos quimicos éc (em ppm).

CFM-01B Literatura*
oc OH oc
C
2 158,9 - 158,5
3 135,6 - 135,6
4 179.,4 - 179,5
5 162,9 - 163,1
7 166,5 - 166,0
9 158,9 - 159,1
1 105,5 - 105,7
1 122,9 - 123,2
3 145,9 - 149,8
4 149,8 - 145,9
CH
6 101,21 6,17 (s) 99,9
8 94,9 6,36 (S) 94,7
2 116,1 7,83 (s) 116,0
5’ 117,5 6,86 (d) 114,9
6’ 132,2 7,57 (d) 123,1
1” 100,1 - 104,2
2" 75,0 3,0-4,0 (m) 75,7
3” 78,3 3,0-4,0(m) 78,1
4” 69,9 3,0-4,0(m) 71,2
5" 77,1 3,0 — 4,0 (m) 78,4
CH:
6" 61,9 3,0—4,0(m) 62,6

* Kazuma et. al., 2003
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Figura 19 - Espectro de RMN *H da mistura dos flavonéides CFM-01A e CFM-01B
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Figura 21 — Ampliacdo do espectro de RMN 'H da mistura dos flavonéides CFM-01A
e CFM-01B (regido de 0,7 — 3,2 ppm)
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Figura 22 - Espectro de RMN *H da mistura dos flavonéides CFM-01A e CFM-01B
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Figura 27 — Ampliacéo do espectro de RMN *3C da mistura dos flavonéides CFM-01A
e CFM-01B (regiao de 128 — 152 ppm)
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Figura 28 — Ampliacéo do espectro de RMN *3C da mistura dos flavonéides CFM-01A
e CFM-01B (regido de 157 — 181 ppm)
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Figura 29 - Espectro de RMN *3C - APT da mistura dos flavonéides CFM-01A e
CFM-01B
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Figura 30 — Ampliacdo do espectro de RMN *3C - APT da mistura dos flavonéides
CFM-01A e CFM-01B (regido de 61 — 79 ppm)
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Figura 32 — Ampliacédo do espectro de RMN 3C - APT da mistura dos flavonéides
CFM-01A e CFM-01B (regido de 101 — 117 ppm)
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Figura 33 — Ampliacdo do espectro de RMN *3C - APT da mistura dos flavonéides
CFM-01A e CFM-01B (regido de 117 — 133 ppm)
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Figura 34 — Ampliacdo do espectro de RMN *3C - APT da mistura dos flavonoéides
CFM-01A e CFM-01B (regiao de 135 — 150 ppm)
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Figura 35 — Ampliacdo do espectro de RMN *3C - APT da mistura dos flavonoéides
CFM-01A e CFM-01B (regido de 158 — 182 ppm)
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6.1.4 DETERMINACAO ESTRUTURAL DA SUBSTANCIA CFM-01B

CFM-01B

A substancia CFM-01B apresentou quando revelada, com solugéo etandlica de
cloreto férrico, coloragéo esverdeada, que indicou a presenca de grupos fendlicos na
molécula.

O espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho (Figura 36, p. 64)
apresentou intenso sinal em von 3224 cm™ indicando a presenca de ligacdes de
hidrogénio, em vc=0 1658 cm sinal caracteristico de grupo carbonila em ligacdo de
hidrogénio intramolecular. A presenca de anéis aromaticos foi confirmada através dos
sinais em v c=c 1604. Os sinais em v con 1199, 1118, 1060 e 1010 cm indicam a
presenca de grupos oximetinicos e metilénicos.

O espectro de RMN *H (Figura 37, p. 65) apresentou sinais na regido de [dn
3,2-5,3] que juntamente com 0s sinais na regido de [6c 61,2-77,0] no espectro de
RMN 3C, sugerem a presenca de residuo de acUcar.

A presenca de sinais na regido de hidrogénios aromaticos em 4+ (6,2- 8,0) e de
acordo com as multiplicidades caracteriza a substancia como sendo um flavondide.

O espectro de RMN ¥C-APT (Figura 41, p. 69) revelou a presenca de 21
sinais que, juntamente com os resultados obtidos no espectro de RMN *H, confirmam
a presenca de um esqueleto flavonoidico ligado a um residuo de acucar na
substancia.

A substancia CFM-01B estad caracterizada no espectro de RMN 3C pela
presenca dos sinais a 6c 178,1 (C-4) caracteristicos de carbonila em ponte com
hidroxila a C-5 [6c 161,6]. O anel aromatico A esta caracterizado pelos sinais a dc
161,6 (C-5), 98,6 (C-6), 164,8 (C-7), 93,5 (C-8), 157,0 (C-9), 104,3 (C-10). Os sinais
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a dc 121,9 (C-1'), 114,7 (C-2'), 1445 (C-3), 148,5 (C-4), 116,3 (C-5) e 121,7 (C-6))
caracterizam o anel aroméatico B, enquanto que os sinais dc 157,7; 134,3 e 178,1
caracterizam o anel heterociclico C. A presenca de um sinal em fase positiva no
experimento de *C-APT em &c 61,2 indica que o residuo de aclcar trata-se de uma
glicose. O residuo de acucar esta caracterizado pelos sinais a 6c 103,1 (carbono
anomeérico), 74,4 (C-2), 77,0 (C-3), 69,9 (C-4), 76,8 (C-5) e 61,2 (C-6).

A substancia CFM-01B ja foi isolada no género na espécie C. ternateae
(Kazuma et. al., 2003).
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Tabela 06. Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) e 13C (100 MHz) do flavondide

CFM-01B, em MeOD. Deslocamentos quimicos dc (em ppm).

c ©&c Oc (Kazuma, et. al., OH 2J cH 3JcH
2003)

2 157,7 158,5 - - H-2"; H-6’
3 134,3 135,6 - - H-1"

4 178,1 179,5 - - -

5 161,6 163,1 - H-6 -

7 164,8 166,0 - H-8 -

9 157,0 159,1 - H-8 -

10 104,3 105,7 - - H-6; H-8
I 121,9 123,2 - H-2’ H-5’

3 1445 149,8 - H-2’ H-5’

4 148,5 145,9 - H-5’ H-6"; H-2’
CH

6 986 99,9 6,16 (S) i H-8

8 935 94,7 6,34 (s) i H-6

> 1147 116,0 7,70 (s) i i

5 1163 114,9 6,85 (d, 8,2 H) H-6' i

6’ 121,7 123,1 7,56 (d, 8,2 Hz) H-5’ H-2’
1" 1031 104,2 5,22 (d, 7,0 Hz) H-2" i

2" 74,4 75,7 3,46 (m) H-6" -

3 77,0 78,1 3,24(m) H-4": H-2" i

4” 69,9 71,2 3,35 (m) H-3” H-6"; H-2”
5" 768 78,4 3,30 (m) H-4" i
CH2

6" 61,2 62,6 3,71 (dd, 14,1; 2,4) 3,58 - H-4"

*(DMSO)
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Figura 36 - Espectro de infravermelho da substancia CFM
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Figura 37 - Espectro de RMN H do flavonéide CFM-01B (400 MHz, MeQD).
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Figura 38

(regido de 3,1 — 3,9 ppm)
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Figura 39 — Ampliacéo do espectro de RMN !H da substancia CFM-01B
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6.1.5. MISTURA DOS FLAVONOIDES CFM-03A E CFM-03B

CFM-03A H
CFM-03AeB CFM-03B OH

A mistura de substancias codificadas de CFM-03A e CFM-03B apresentaram-
se como uma unica mancha em CCDA em vérios sistemas de solventes.

O espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho (Figura 48, p. 81)
apresentou intenso sinal em von 3440 cm™ indicando a presenca de ligacdes de
hidrogénio intermolecular, em vc=o0 1654 cm sinal caracteristico de grupo carbonila
em ligacdo de hidrogénio intramolecular. A presenca de anéis aromaticos foi
confirmada através dos sinais em v c=c 1747 cm?, v =cH 2854 cm?. A natureza
glicosidica destas substancias foi indicada pelo niumero de sinais oximetilénicos e
oximetinicos observados nos espectros de RMN 'H e de 3C.

A elucidagdo estrutural dessas substancias foi possivel através de estudos
comparativos de dados espectrais de RMN 'H e 3C constantes da literatura (Kazuma
et. al., 2003).

O espectro de RMN 13C (Figura 54, p. 87) parcialmente desacoplado de 'H
revelou a presenca de 28 sinais que, juntamente com os resultados obtidos no
espectro de RMN 'H, confirmam a presenca de um esqueleto flavonoidica na mistura
de substéancias.

A substancia CFM-03A esta caracterizada no espectro de RMN 13C pela
presenca dos sinais a 6c 178,0 (C-4) caracteristicos de carbonila em ponte com
hidroxila a C-5 [6c 165,4]. O anel aromatico A esta caracterizado pelos sinais a dc
165,4 (C-5), 98,9 (C-6), 165,7 (C-7), 93,7 (C-8), 160,2 (C-9), 103,5 (C-10). Os sinais
a oc 122,2 (C-17), 131,1 (C-2', 6), 116, 0 (C-3’, 5’) caracterizam o anel aromatico B,
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enquanto que os sinais 6c 161,6, 135,560 e 178,0 caracterizam o anel heterociclico
C.

A substancia CFM-03B esta caracterizada no espectro de RMN 3C pela
presenca dos sinais a 6c 178,1 (C-4) caracteristicos de carbonila em ponte com
hidroxila a C-5 [6c 161,8]. O anel aromatico A esta caracterizado pelos sinais a oc
161,8 (C-5), 98,9 (C-6), 165,7 (C-7), 93,7 (C-8), 160,2 (C-9), 104,3 (C-10). Os sinais
a 8c 121,7 (C-1), 116,6 (C-2'), 145,5 (C-3"), 148,6 (C-4"), 116,6 (C-5') e 121,6 (C-6')
caracterizam o anel aromatico B, enquanto que os sinais éc 135,0; 178,1 e 161,8
caracterizam o anel heterociclico C.

Os residuos de acucar de ambas as estruturas estdo caracterizados pelos
sinais a dc 104,7 [carbono anomérico (C-1")], 75,9 (C-2™), 76,8 (C-3”), 71,0 (C-4"),
76,9 (C-5"), 68,9 (C-6") e 103,5 [carbono anomérico (C-1")], 72,6 (C-2), 72,5 (C-
3", 73,8 (C-4™), 70,1 (C-5), 16,6 (C-6""), os quais foram comparados com 0s
deslocamentos quimicos de carboidratos registrados na literatura (Agrawal, 1989,
Tabela 08, p.80) e atribuidos aos residuos de glicose e ramnose.

O espectro de RMN 'H (Figura 49, p. 82) da mistura de substancias
apresentou sinais na regiao de on (3,3-5,1) que juntamente com 0s sinais na regiao
de 8¢ (68,1-104,8) no espectro de RMN *3C, sugerem a presenca de residuos de
acucares. Sendo que os sinais a ¢ (18, 2 e 16,6) sugerem a presenca de ramnose
como sendo um dos agucares.

O espectro de RMN 'H também apresentou sinais adicionais na regido de
hidrogénios aromaticos em 8n (6,2 a 8,0) caracteristicos dos anéis A e B das
substancias CFM-03A e CFM-03B. A analise mais detalhada desse espectro mostra
que dois desses sinais mantém entre si interagdo meta e deslocamentos quimicos
compativeis 6n [6,2 (s, H-6) e 6,4 (s, H-8); sistema AX], com o anel aromético A de
flavondides 5,7-dissubstituidos e os sinais a 6+ [6,9 (d, J=8,3, H-3'-5"); e 8,0 (d, J=8,6,
H-2'-6"); com sistema AB de flavonéides com anel B 4'-monooxigenado e a o+ [7,9 (s,
H-2'), 6,9 (d, J=8,3, H-5") e 7,6 (m, H-6")] com sistema AMX de flavondides com anel
B 3',4'-dioxigenado. Sendo assim, as unidade agliconicas dos glicosideos CFM-03A e
CFM-03B foram caracterizadas como 3,4',5,7-tetraidroxiflavonol (canferol) e
3,3',4,5,7-pentaidroxiflavonol (quercetina). A presenca dos dois residuos de acucar foi

reconhecido pelos sinais correspondentes a dois hidrogénios anoméricos a &n [5,0
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(d) e 4,5 (s), além do sinal do grupo metila caracteristico do carboidrato ramnose &H
[1,1 (d, J=6,5)].

A comparagdo dos dados de RMN de CFM-03A e CFM-03B com os
constantes na literatura para o canferol e quercetina mostraram que ocorreram
desprotecdes caracteristicas de glicosilacdo no carbono C-3. O deslocamento
quimico em direcdo a frequiéncia alta verificado no carbono metilénico da glicose 6c
[68,6 (C-6)] também é indicativo de que a ligacéo glicosidica entre glicose e ramnose
ocorre entre o C-6 da glicose e C-1 da ramnose (6—1). Desse modo, 0 conjunto
desses dados permitiram propor para as substancias CFM-03A e CFM-03B a
estrutura do 5, 7, 4’-triidroxi-3-O-S-glicopiranosil-(1""—6")-0O-a-L-
ramnopiranosilflavonol (canferol) e 5,, 7, 3, 4’-tetraidroxi-3-O-B-glicopiranosil(1”—6"-
O-a-L-ramnopiranosilflavonol (rutina) respectivamente.

Essas substancias ja foram isoladas na espécie C. ternateae (Kazuma et. al.,
2003).
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Tabela 07. Dados espectrais de RMN 'H (400 MHz) e *3C (100 MHz) das substancias
CFM-03A e CFM-03B, em MeOD. Deslocamentos quimicos dc (em ppm).

CFM-03A CFM-03B
dc SH dc OH 2JcH 3JcH
C
2 161,6 - 157,3 - 1H-1"
3 135,0 - 135,0 -
4 178,0 - 178,1 -
5 165,4 - 161,8 -
7 165,7 - 165,7 -
9 160,2 - 160,2 -
10 103,5 - 104,3 - 1H-8; 1H-6
1 122,2 - 121,7 - 1H-6’
3 116,0 - 1455 -
4 160,2 - 148,6 - 1H-2"; 1H-6’
CH
6 98,9 6,2 (S) 98,9 6,2 (S) 1H-8
8 93,7 6,4 (s) 93,7 6,4 (S) 1H-6
2' 131,1 8,0 (d,J=8,6) 116,6 7,9 1H-5
3 116,3 6,9 (d,J=8,3) 1445 -- 1H-5"; 1HY’ 1H-6’
5' 116,6 6,9 (d,J=8,3) 116,6 6,9 (d, J=8,3) 1H-3’
6' 131,0 8,0 (d, 8,6) 121,6 7,6 (M)
Unidade carboidratica
1" 104,7 5,0 (d) 104,7 5,0 (d)
2" 75,9 - 75,89
3" 76,9 3,4 76,9 3,4
4" 71,0 3,5 71,1 3,5
5" 76,9 3,3 76,9 3,3
6" 68,9 3,8-3,7 68,4 3,8-3,7 1-H6™
1" 103,4 4,5 103,5 4,5
2™ 72,6 3,6 72,6 3,6
3" 72,5 - 72,5 -
4™ 73,8 3,3 73,8 3,3
5" 70,1 - 70,1 -
6™ 18,2 1,1 (d, J=6,5) 16,6 1,1(d, J=6,5)
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Tabela 08. Dados espectrais, da literatura, de RMN *H (400 MHz) e 13C (100 MHz)

das substancias CFM-03A e CFM-03B, em MeOD. Deslocamentos quimicos ¢ (em

ppm).
CFM-03A CFM-03B
dc OH oc OH
C
2 161,5 - 158,5 -
3 135,5 - 135,6 -
4 179,4 - 179,4 -
5 163,0 - 163,0 -
7 166,0 - 166,0 -
9 158,6 - 159,3 -
1 105,7 - 105,7 -
1 122,8 - 123,1 -
3 116,1 6,9 (d, 9,0) 145,8 -
4' 159,4 - 149,8 -
CH
6 99,9 6,2 (d, 1,8) 99,9 6,2 (d, 2,0)
8 94,9 6,4 (d, 1,8) 94,9 6,4 (d, 2,0)
2' 132,4 8,1(d, 9,0 117,7 7,7(d, 2,1)
5' 116,1 6,9 (d, 9,0) 116,1 6,9 (d, 8,5)
6' 132,4 8,1(d, 9,0 123,5 7,6 (dd, 2,1; 8,5)
Unidade carboidratica
1” 104,6 52(d,7,3) 104,7 51(d,7,7)
2" 75,8 3,4 (dd, 7,3; 8,8) 75,7 3,5(dd, 7,7; 8,9)
3" 78,1 3,4 (t, 8,8) 78,2 3,4 (t, 8,9)
4" 71,5 3,2 (t, 8,8) 71,4 3,3 (t, 8,9)
5" 77,2 3,2 (ddd, 1,0; 6,1; 77,2 3,3 (ddd, 1,2; 6,1;
8,8) 8,9)
6" 68,6 3,4 (dd, 6,1; 12,5) 68,6 3,4 (dd, 6,1; 11,0)
1" 102,4 4,5 (d, 1,5) 102,4 4,5 (d, 1,5)
2" 72,1 3,6 (dd, 1,5; 3,2) 72,1 3,6 (dd, 1,5; 3,4)
3™ 72,3 3,5 (dd, 3,2; 9,5) 72,3 3,5 (dd, 3,4; 9,6)
4™ 73,9 3,3 (t,9,5 73,9 3,3 (t, 9,6)
5™ 69,7 3,4 (dd, 6,1; 9,5) 69,7 3,4 (dd, 6,1; 9,6)
6" 17,9 1,1(d, 6,1) 17,9 1,1(d, 6,2)

*Kazuma et. al., 2003
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Figura 48 - Espectro de infravermelho das substancias CFM-03A e CFM-03B
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Figura 49 - Espectro de RMN *H das substancias CFM-03A e CFM-03B
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Figura 52 — Ampliacdo do espectro de RMN 'H das substancias CFM-03A e

CFM-03B (regiao de 6,1 — 7,0 ppm)
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Figura 53 — Ampliacédo do espectro de RMN *H das substancias CFM-03A e CFM-
03B (regiao de 7,4 — 8,3 ppm)
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Figura 54 — Espectro de RMN 13C das substancias CFM-03A e CFM-03B




2/6/20172/6/2017 DETERMINAGAO ESTRUTURAL — CAPITULO 06 88

R1
CFM-03A H
CFM-03AeB CFM-03B OH
PLlw - :—:: k. jaf
?.r:h::-. - JEn :E;-;_;.
X i T Lk O - Mt e
q - CReY
B oy m3
Craatics_ tine = B=0CT-300d 10:EE: IR
Mavimize_tins = LL= =208 20:La: D4
Carrwnt_tlms - Li=-FH-200d 20:LE: 14
CamsEt = AFT Dxpmcimsat
Owrta_fzrmwt — 0 COWPLEX
Diry miom - AITEE
Oiry it - LI
H Diny meitas = [Fpm]
Dinsneicos -X
dite = Eclipms+ &1
I Spmch o tar - Ok
Pisl ek - W NETERIT] (400 IR
| k-:._?‘-;.:'n'gm o 1Y !
Semuin - iX
(41 -4 = L20. RIRI0GIZ(NEE]
=ffmut - ian
Lotw - AITs
0 CAn -4
ol s Tuk Lan - 0. TeNTI4T AL IL
BTN — ZE 3RERaSRA [kRz]
c_damadin - LR
Frag — NEE. THIIWEIE MR
EI:\-BHHE - Elpmm] : =
THtLrn -1
Scanm - &
Ao bim g = PP
tina - L ]
ﬁ- = ik lawg]
i- :g_pql.u - Eley|
- 1ikinl malt - |.rl:|
T J_exmmtank — i4nigs]
FRars_ To8 BaE = Aley]
T Tarslien_ulay = Lm
oSk 3, 1045
Maklssk bios = Zlew]
=
i
L]
L]
I
K
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
58 Jis 3O Mo A0 e Tﬂ IGO0 HO0 4§ N0 220 ZLD HE Jag ‘lllil IT.DI’II'I&.I Eo MO JA§ jz0
= = @
i O
K 5 £k
X o panis por Bk 150

Figura 55 — Ampliacdo do espectro de RMN 3C das substancias CFM-03A e
CFM-03B (regiao de 12 — 33 ppm)
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Figura 56 — Ampliacédo do espectro de RMN *3C das substancias CFM-03A e
CFM-03B (regiao de 66 — 78 ppm)
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Figura 57 — Ampliacédo do espectro de RMN *3C das substancias CFM-03A e
CFM-03B (regiao de 90 — 132 ppm)
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Figura 58 — Ampliacédo do espectro de RMN *3C das substancias CFM-03A e

CFM-03B (regiao de 150 — 180 ppm)
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Figura 59 — Espectro de COSY das substancias CFM-03A e CFM-03B
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Figura 60 — Ampliacao do espectro de COSY das substancias CFM-03A e CFM-03B
(regido de 0 — 9,0 ppm)
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Figura 61 — Ampliacao do espectro de COSY das substancias CFM-03A e CFM-03B
(regido de 0,3 - 2,1 ppm)
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Figura 62 — Ampliacdo do espectro de COSY das substancias CFM-03A e

CFM-03B (regiao de 2,9- 4,4 ppm)
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Figura 63 — Ampliacdo do espectro de COSY das substancias CFM-03A e
CFM-03B (regiao de 6,0 — 8,3 ppm)
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Figura 64 — Espectro de HMQC das substancias CFM-03A e CFM-03B
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Figura 65 — Ampliacao do espectro de HMQC das substancias CFM-03A e CFM-03B

(regido de 2,8 — 5,3 ppm)
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Figura 66 — Ampliacao do espectro de HMQC das substancias CFM-03A e

CFM-03B (regiao de 3,0 — 9,0 ppm)
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Figura 67 — Espectro de HMBC das substancias CFM-03A e CFM-03B
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6.1.6- DETERMINACAO ESTRUTURAL DA MISTURA DE SUBSTANCIAS SM-05A E SM-058

Rl R2
SM-05A Gli H
SM-05B Gli OH

O espectro de RMN H (Figura 70, p. 107; Tabela 09, p. 104) da mistura de
substancias SM-05A e SM-05B apresentou um perfil de substancia flavonoidica
semelhante ao da substancia SM-07, com excec¢ao de sinais adicionais na regiao de
dH (3,0 -5,2) que juntamente com 0s sinais na regido de 4c, 60,6 e 61,2 no espectro
de RMN 13C (Figura 77, p. 114), sugerem a presen¢a um residuo de agucar. O
espectro de RMN H apresentou também dois sinais duplos na regido de hidrogénios
aromaticos o (6,2, J= 2,3 Hz e 6,4 J= 2,3 Hz) referentes aos hidrogénios H-6 e H-8,
respectivamente de anel A de flavondides substituidos nas posicdes 5 e 7 (Harbone,
1996). A substancia SM-05A foi caracterizada como um flavonéide derivado do
canferol pela presenca de dois sinais duplos no espectro de RMN 'H a &1 (7,7 e 6,8)
caracteristicos dos hidrogénios H-2'/H-6’ e H-3'/H-5’ do anel aromético B de derivado
de canferol. A substancia SM-05B foi caracterizada como um derivado da quercetina
pela presenca de sinais a o (7,7, 68 e 7,6) caracteristicos de hidrogénios H-2’, H-5" e

H-6’) do anel aromatico B da quercetina (Harbone, 1996).

A presenca do residuo de acgucar péde ser deduzida a partir dos sinais entre on
(5,2 e 3,2). A ampliacdo dos sinais dos hidrogénios anomeéricos permitiu observar a
presenca de dois hidrogénios anoméricos em 6+ (5,2, J= 7,6 Hz e 5,1,J=7,6 Hz). A
configuracédo relativa da unidade de acucar foi determinada através da constante de
acoplamento entre H-1 e H-2. Valores proximos a 1,5 Hz indicam configuracdo o,

enguanto que valores préximos a 7,0-9,0 Hz indicam configuracéao £ (Harbone, 1996).
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Sendo assim estabeleceu-se a configuracdo g para o residuo de aglcar da

mistura de flavonodides.

O espectro de RMN 13C (Figura 77, p. 114) também exibiu dois carbonos
anomeéricos em oc (103,0 e 104,1). A regido entre dc (68,7 e 77,0) apresentou-se
complexa com varios sinais. Comparando-se os dados de RMN *3C do residuo de
acucar e o anel A do canferol-7-O-B-D-glicopirandsideo e quercetina-7-O-B-D-
glicopiranésideo (Tabela 09, p. 104) observou-se proximidade de valores (Agrawal,
1989), podendo sugerir a presenca de um residuo de glicose na posicédo 7 de ambos

os flavonodides.

O mapa de correlagdo homonuclear RMN-COSY (Figura 92, p. 129) forneceu
correlagcdes diretas entre os hidrogénios H-6 (6,2 8) e H-8 (6,45) pertencentes ao anel
A de ambos os flavondides e os hidrogénios [H-2'/6" (8,0 &) e H-3'/5" (6,9 8)] e [H-2’
(7,7 8) e H-6' (7,6 d); H-5 (6,8 8) e H-6' (7,6 J)] pertencentes ao anel B dos
flavondides SM-05A e SM-05B, respectivamente.

O mapa de correlagéo heteronuclear RMN-HMQC (Figura 85, p. 122) forneceu
correlagcbes diretas entre carbonos e hidrogénios. No caso do hidrogénio H-6
observou-se correlagdo como carbono a éc 98,6 e para o hidrogénio H-8 observou-se
correlagdo com o carbono a 6c 93,4. Foram também observadas correlagdes entre o
hidrogénio H- H-2' com o carbono a 6c 114 (C-3’); H-6" com o carbono a 6c 121,9; H-
5’ com o carbono 114,8 e também entre os hidrogénios anoméricos e os carbonos a
dc 103 e 104.

O mapa de correlacdo heteronuclear RMN-HMBC (Figura 82, p. 119) que
fornece interacdes a longa distancia, foi importante para confirmar as atribuicdes dos
hidrogénios e carbonos da aglicona. Também foram observadas correlacdes entre os
hidrogénios a 8w 6,2 (H-8) e 8¢ 93,6 (C-6) e 161,6 (C-5), 104,2 (C-10), 51 6,4 (C-8) e
51 6,38 e 8¢ (175,5) 7,6 (148,6) 7,6 (114,9) 6,8 (122 e 121), 144,5 e 148,9.

O mapa de interacdo espacial RMN-NOESY (Figura 90, p.127) mostrou
correlacao existente entre o hidrogénio anomérico e o H-8 no anel A flavonaidico.

Sendo assim, a mistura das substancias SM-05A e SM-05B é composta pelo

canferol-7-O-B-D-glicopiranosideo e quercetina-70-B-D-glicopiranosideo.
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Figura 68 — Correlacéo entre hidrogénio anomérico e o hidrogénio H-8 do

anel A 6+ (6,4)
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Tabela 09. Dados espectrais de RMN *H (400 MHz) e 13C (100 MHz) da substancia

SM-05, em MeOD. Deslocamentos quimicos dc (em ppm).

Mistura SM-05A (mono) SM-05B (di)

C SH dc SH OH

2 148,5 148,5

3 134,3 134,3

4 178,1 178,1

5 161,1 161,1

7 165,1 165,1

9 156,1 156,1

10 103,0 103,0

I 121,8 121,8

3 114,6 (CH) 116,2

4 157,6 157,6
CH

6 98,8 6,2 (S) 98,7 6,2 (S)
8 94,4 6,4 (S) 93,5 6,4 (s)
2’ 114,7 130,8 116,1 7,7(d)
3 131,0 144.,6

5’ 131,7 114,6 (CH) 6,8 (d) 114,8 6,8 (d)
6 121,7/121,9 130,8 121,7 7,6 (dd)
1 104,1 5,2 (d, J=7,6) 104,2 5,1 (d, J=7,6)
2" 75,9 76,8

3" 77,1 77,1

4” 71,8 69,9

5” 74,4 73,7

6" 77,1 77,1




2/6/20172/6/2017 DETERMINAGAO ESTRUTURAL — CAPITULO 06 105

Tabela 10. Dados espectrais de HMQC e HMBC da substancia SM-05, em MeOD.

Deslocamentos quimicos ¢ (em ppm).

HMQC HMBC Markham & Chari, 1976*
Sc SH 2JcH 3JcH dc
C
2 148,5 - 147,7
3 134,3 - 136,5
4 178,1 - 176,2
5 161,6 - H-6 160,9
7 165,1 - H-6 164,3
9 157,6/15 - 156,6
7,1
10 104,2 - H-8, H-6 103,4
I 122,8 - H-5’ 125,4
3 1449 - H-5’ 145,4
4 146,6 - H-2’ 148,1
CH
6 98,7/98,8 6,2 (d, 1,8) H-8 98,5
8 93,5/94,4 6.4 (s) H-6 93,7
2 1147 7.7 (s) H-6' 116,7
5 114,8 6,8 (d, 8,2) H-6’ 116,3
6 121,8/12 7.6 (d, 8.2) H-2' 121,7
1,7

*DMSO)
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Figura 69 — Espectro de infravermelho da mistura das substancias SM-05A e
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Figura 80 — Ampliacédo do espectro de RMN 3C- PENDANT da mistura de
substancias SM-05A e SM-05B (regiao 113 — 124 ppm)
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Figura 81 — Ampliacdo do espectro de RMN 13C- PENDANT da mistura de

substancias SM-05A e SM-05B (regiao 140 — 180 ppm)
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Figura 82 — Espectro de HMBC da mistura de substancias SM-05A e SM-05B
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Figura 83 — Ampliacdo do espectro de HMBC da mistura de substancias SM-05A e

SM-05B (regiao 7,4 — 8,1 ppm)
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Figura 84 — Ampliacdo do espectro de HMBC da mistura de substancias SM-05A e

SM-05B (regido 6,6 — 7,2 ppm)
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Figura 85 — Espectro de HMQC da mistura de substancias SM-05A e SM-05B
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Figura 86 — Ampliacao do espectro de HMQC da mistura de substancias SM-05A e
SM-05B (regido 2,7— 4,1 ppm)
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Figura 87 — Ampliacao do espectro de HMQC da mistura de substancias SM-05A e

SM-05B (regido 3,7 — 6,4 ppm)
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Figura 88 — Ampliacao do espectro de HMQC da mistura de substancias SM-05A e
SM-05B (regiao 5,9 — 8,2 ppm)
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Figura 89 — Ampliacao do espectro de HMQC da mistura de substancias SM-05A e

SM-05B (regiao 7,1 — 8,8 ppm)
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Figura 90 — Espectro de NOESY da mistura de substancias SM-05A e SM-05B
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Figura 91 — Ampliacdo do espectro de NOESY da mistura de substancias SM-05A e
SM-05B (regiao 5,4 — 8,8 ppm)
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Figura 92 — Espectro de COSY da mistura de substancias SM-05A e SM-05B
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6.2. ESTEROIDES E TERPENOIDES

6.2.1. MISTURA DO ESTEROIDE CFFH-01 E DO DITERPENO LINEAR CFFH-02

18
20 19 17

Fitol (CFFH-01)

O cromatograma de gas da mistura de substancias apresenta picos com tempo
de retencéo tr1 = 9,5 min (20,8%) e trz = 20,3 min 79,2%) (Figura 94, p. 135). ,
sugerindo mistura do diterpeno linear fitol (CFFH-01) e do triterpeno lupeol (CFFH-02)
respectivamente.

A analise dos fragmentogramas (Figura 95, p. 135 e Figura 96, p. 137)
originados por cada pico obtidos no espectrdmetro de massas quando comparados
com o banco de dados da biblioteca do equipamento permitiu identificar trt como
sendo o diterpeno linear fitol (CFFH-01, m/z = 296) e trz como sendo o triterpeno
lupeol (CFFH-02, m/z = 426).

A presenca do fitol na mistura [PM = 296 (C20H400)] esta caracterizada pela
presenca de um pico a m/z 278, compativel com a perda de 18 unidades de massa
atbmica (M* - 18), relativo & da perda de uma molécula de H20 da molécula
(Esquema 01., p. 131). O pico a m/z = 426 apresentou-se compativel com a formula
molecular C3oHsoO e foi atribuido ao pico do ion molecular do lupeol. Também foram
observados os picos a m/z = 189 (quebra do tipo retro Diels-Alder do anel C) e m/z =
203 caracteristicos de triterpenos pentaciclicos da classe lupano (Esquema 02, p.
132).

A andlise dos espectros de RMN 'H (Figura 97, p. 138) confirmou tratar-se de
uma mistura de substancias. Nele podemos notar a presenca de sete sinais simples,
relativos a grupos metilas, sendo que um deles em 61 1,68 (Me-30), atribuido a um
grupo metila ligado a um carbono sp2. Também foram observados dois sinais duplos

largos na regido de hidrogénios olefinicos em 6+ 4,68 (d, J=1,8 Hz, H-29a) e 4,56 (d,
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J=1,0 Hz, H-29b), confirmando a existéncia de um grupo metilénico terminal. O sinal
em on 3,17 (dd, J=10,9 e 5,3 Hz, H-3ax), caracteriza a presenca de um grupo
hidroxila HO-f ligado ao atomo de carbono C-3, e o triplo sinal duplo em &1 2,36 (td,
J=5,7 e 11,4 Hz) o hidrogénio olefinico.

Na andlise do espectro de RMN 2C (Figura 103, p. 144) foi observado a
presenca de dois carbonos olefinicos (sp?) em 6c 150,8 (C-20) e 109,30 (C-29), um
carbono oxigenado em 8c 78,96 (C-3), e outros sinais de carbonos sp® quaternarios,
metinicos, metilénicos e metilicos.

Vale ressaltar que a substancia CFFH-01 (fitol) € um 4&lcool altamente
hidrofobo com 20 atomos de carbonos (6, 7, 10, 11, 14,15-hexaidrogeranilgeraniol)
cuja importancia dentro classe dos diterpenos lineares deve-se ao fato de constituir a

cadeia lateral lipofilica da molécula de clorofila A (Torssell, 1997).

|
o+- +
j A_ T -H,0 :
—
4\\’“\(-CH—CH2R /CHR
m/z 296 m/z 278

Esquema 01 — Proposta de fragmentacao do fitol (CFFH-01)
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m/z 426 m/z 218

l ll ) le3 )

l L m/z 203

+.

i m/z 208 ] miz 207

— m/z 189

Esquema 02 — Proposta de fragmentacao do lupeol (CFFH-02)
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Tabela 11. Dados espectrais de RMN 13C(100 MHz) do fitol (CFFH-01) e do lupeol
(CFFH-02), em CDClIs. Deslocamentos quimicos dc (em ppm)

Carbono Fitol Literatura* Lupeol Literatura**
1 59,3 59,4 38,7 38,6
2 123,0 123,1 27,4 27,3
3 140,2 140,2 78,9 78,9
4 39,9 39,9 38,8 38,8
5 25,1 25,1 55,3 55,2
6 36,6 36,6 18,3 18,2
7 34,2 32,7 34,3 34,2
8 37,4 37,3 40,8 40,7
9 24,4 24,5 50,4 50,3
10 32,7 32,4 37,1 37,1
11 34,2 32,8 20,9 20,9
12 37,4 37,3 25,1 25,0
13 24,7 24.8 38,1 38,0
14 39,9 39,3 42,8 42,7
15 27,9 28,0 27,4 27,4
16 22,6 22,6 35,6 35,5
17 22,7 22,7 43,0 42,9
18 19,7 19,7 48,3 48,2
19 19,6 19,7 47,9 47,9
20 16,1 16,1 150,8 150,8
21 - - 29,8 29,8
22 - - 40,0 39,9
23 - - 28,0 27,9
24 - - 15,3 15,3
25 - 16,1 16,1
26 - - 16,0 15,9
27 - - 14,5 14,5
28 - - 18,0 17,9
29 - - 109,3 109,3
30 - - 19,3 19,2

*Aridoni et. al., 1999
** Mahato & Kundu, 1994
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Figura 93 — Espectro de infravermelho das substancias CFFH-01 e CFFH-02
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Fitol (CFFH-01)
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Figura 94 - Cromatograma de gas da mistura das substancias fitol (CFFH-01) e
lupeol (CFFH-02)
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Fitol (CFFH-01)
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Figura 95 - Espectro de massas da substancia fitol (CFFH-01)
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Figura 97 - Espectro de RMN H da mistura das substancias fitol (CFFH-01) e lupeol
(CFFH-02)
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do triterpeno CFFH-02 (regido 0,6 — 1,8 ppm)
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Fitol (CFFH-01)
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Figura 99 — Ampliacédo do espectro de RMN *H da mistura do diterpeno CFFH-01 e
do triterpeno CFFH-02 (regiao 1,8 — 3,3 ppm)
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Figura 100 — Ampliacédo do espectro de RMN 'H da mistura do diterpeno CFFH-01 e
do triterpeno CFFH-02 (regido 3,1 — 4,3 ppm)
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Figura 101 — Ampliacédo do espectro de RMN 'H da mistura do diterpeno CFFH-01 e

do triterpeno CFFH-02 (regido 4,1 — 4,8 ppm)
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Figura 102 — Ampliacédo do espectro de RMN *H da mistura do diterpeno CFFH-01 e

do triterpeno CFFH-02 (regiao 5,3 — 5,5 ppm)
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Figura 103 - Espectro de RMN 3C da mistura do diterpeno CFFH-01 e do triterpeno
CFFH-02
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Figura 104 — Ampliacéo do espectro de RMN *3C da mistura do diterpeno CFFH-01 e
do triterpeno CFFH-02 (regido 13 — 44 ppm)
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Figura 105 — Ampliacéo do espectro de RMN *3C da mistura do diterpeno CFFH-01 e

do triterpeno CFFH-02 (regido 46 — 60 ppm)




2/6/20172/6/2017 DETERMINAGAO ESTRUTURAL — CAPITULO 06 147

6.2.2. MISTURA DOS ESTEROIDES CFFH-03, CFFH-04 E CFFH-05

R = Me, Campesterol (CFFH-03)

2
HO R = Et, VA ,Estigmasterol (CFFH-04)
R = Et, Sitosterol (CFFH-05)

Os fitoesterdides sdo frequentemente encontrados dentro do reino vegetal,
sendo que os mais comuns dentro desta classe de substancias séo o estigmasterol e
o p-sitosterol. No entanto, quase sempre estas substancias ocorrem em misturas
devido as suas semelhangas estruturais, dificultando desse modo sua separacao
através de técnicas cromatograficas usuais. Sendo assim, na maioria das vezes, a
identificacdo dessas substancias quando misturadas é realizada através da analise
de dados obtidos utilizando-se as técnicas de cromatografia de gas acoplada ao
espectrometro de massas e espectrometria de ressonancia magnética nuclear de
carbono-13.

O cromatograma de gas apresentou trés picos com tempo de retencdo tri
=17,5 min (4,5%), trz = 18,0 min (12,9 %) e trs = 19,0 min (82,5 %) (Figura 106, p.
151), A analise dos fragmentogramas no CG-EM obtidos a partir de cada pico
permitiu identificar tr1 como sendo o campesterol (CFFH-03, m/z = 400), trz como
sendo o estigmasterol (CFFH-04, m/z = 412 e trz como sendo o sitosterol (CFFH-05,
m/z = 412) respectivamente (Figura 107., p. 152; Figura 108, p. 153 e Figura 109, p.
154).

A andlise dos espectros de RMN 'H (Figura 110, p. 155) da mistura de
fitoesterdides evidenciou um dubleto de linhas largas em 61 5,35, relativo ao
hidrogénio H-6; um multipleto em dn 3,52 relativo ao hidrogénio H-3 e ainda um
grande acumulo de sinais intensos na regido de 6+ 2,28 a 0,68, relativos aos varios
grupos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos do esqueleto esteroidal do -

sitosterol e estigmasterol.
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Campesterol e sitosterol apresentam grande semelhanca estrutural (com
excecdo de um grupo metilénico a menos no atomo de carbono C-24 da cadeia
lateral), que mostra uma grande semelhanca nos seus espectros de RMN H, porém
a identificacdo da presenca do estigmasterol é possivel observando-se as absorcdes
dos hidrogénios olefinicos da cadeia lateral em 61 5,03 (dd, J=8,8 e 15,4 Hz, H-22) e
5,14 (dd, J= 8,8 e 15,2 Hz, H-23).

Outros sinais relativos ao campesterol aparecem em 6+ [5,03 (dd, J=8,8 e 15,4
Hz, H-22) e 5,14 (dd, J= 8,8 e 15,2 Hz, H-23)] relativas aos hidrogénios olefinicos da
cadeia lateral.

A distingdo entre o p-sitosterol e o estigmasterol foi evidenciada através da
andlise dos sinais observados no espectro de RMN 3C (Figura 115, p. 160.) em &c
121,70 e 140,80 (C-6 e C-5) de ambas as estruturas e 6c 129,30 e 138,29 (C-23 e C-
22), presentes apenas no estigmasterol (Seo et. al., 1988).

Desse modo, os dados fornecidos pelos espectros de RMN 'H e RMN %3C,
aliados a comparacdo com dados existentes na literatura (Breitmaier & Voelter, 1987)
foi possivel a atribuicdo dos sinais de cada esteréide com bastante coeréncia. Sendo
assim, a Tabela 12 (p. 150) resume os deslocamentos quimicos atribuidos a cada

fitoesterdides presentes na mistura.
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Esquema 03 - Proposta de fragmentacao para as substancias CFFH-03, CFFH-04 e
CFFH-05 (Ogunkoya, 1981; Muccino & Djerassi, 1974)
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Tabela 12 - Dados espectrais de RMN 3C (100 MHz) da substancia CFFH-03, CFFH-
04 e CFFH-05, em CDClIs. Deslocamentos quimicos dc (em ppm).

Carbono CFFH-03 Literatura* CFFH-04 Literatura* CFFH-05 Literatura*

1 37,3 37,3 37,3 37,3 37,3
2 31,9 31,9 31,9 31,9 31,9
3 71,8 71,8 71,8 71,8 71,8
4 42,2 42,3 42,2 42,3 42,4
5 140,7 140,8 140,7 140,8 140,7
6 121,7 121,7 121,7 121,7 212,7
7 33,9 34,0 33,9 34,0 33,9
8 31,9 31,9 31,9 31,9 31,9
9 50,1 50,2 50,1 50,2 50,1
10 36,1 36,2 36,1 36,5 36,1
11 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1
12 39,8 39,8 39,8 39,8 39,8
13 42,3 42,3 42,3 42,3 42,3
14 56,8 56,8 56,8 56,8 56,8
15 24,3 24,3 24,3 24,3 24,3
16 28,9 28,9 28,9 28,9 28,9
17 56,0 56,1 56,0 56,1 56,0
18 12,3 12,0 12,3 12,0 12,3
19 19,4 19,4 19,4 19,4 19,4
20 37,3 39,8 39,8 39,8 39,8
21 14,1 19,1 20,5 18,8 18,8
22 32,0 138,3 138,3 31,9 32,0
23 31,6 129,3 129,3 26,2 26,0
24 45,8 50,2 51,2 45,9 45,8
25 31,9 31,7 31,9 29,7 29,0
26 21,2 21,2 21,2 19,8 19,8
27 20,2 19,8 19,8 19,8 19,8
28 18,2 25,4 25,4 23,1 23,0
29 - 12,00 - 11,9 -

30 - 37,3 - 37,3 -

*Seo, et al., 1988
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R = Me, Campesterol (CFFH-03)

2
R = Et, & ,Estigmasterol (CFFH-04)

HO R = Et, Sitosterol (CFFH-05)

**% CLASS-5000 *** Report No. = 1 Data @ CFH-03.B01 ©02/12/12 10:56:11
Sample : efH--03

1D :

Sample Amount 2 A

Dilution Factor : 1

Type : Unknown

Operator : Wallace T C

Method File Name : ALKl.MET

Vial No. e 0

Barcode i

EExE Pealk Report *r%F

PKNO R.TJ_‘_me I.Time - F.Time Area Height A/H({sec) MK %Total Name
£ AT7-550 17,4867 - 17700 720320 169238 4_256 4.58
g 80020 X1_ 908 = 18.115 2033229 497028 4.091 8 12,93
3 19.0237 18.808 - 18.350 12976421 2359631 5.499 82.49%

Total 15729969 100.00
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Figura 106 — Cromatograma de gas da mistura das substéncias CFFH-03, CFFH-04
e CFFH-05
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R = Me, Campesterol (CFFH-03)

HO R = Et, Sitosterol (CFFH-05)
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Figura 107 - Espectro de Massas (70 eV) do esteroide CFFH-03
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Figura 108 - Espectro de Massas (70 eV) do esterdide CFFH-04
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Figura 109 - Espectro de Massas (70 eV) do esteroide CFFH-05
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HO R = Et, Ez,EstigmasteroI (CFFH-04)
R = Et, Sitosterol (CFFH-05)
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Figura 110 - Espectro de RMN 'H da mistura dos esteréides CFFH-03, CFFH-04 e
CFFH-05
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Figura 111 — Ampliacéo do espectro de RMN H da mistura dos ester6ides CFFH-03,
CFFH-04 e CFFH-05 (regiao 0,6 — 1,7 ppm)
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Figura 112 — Ampliacéo do espectro de RMN *H da mistura dos esteréides CFFH-03,
CFFH-04 e CFFH-05 (regido 0,6 — 2,3 ppm)
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Figura 113 — Ampliacéo do espectro de RMN *H da mistura dos esteréides CFFH-03,
CFFH-04 e CFFH-05 (regido 3,3 — 3,9 ppm)
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Figura 114 — Ampliacéo do espectro de RMN *H da mistura dos esteréides CFFH-03,
CFFH-04 e CFFH-05 (regido 5,0 — 5,4 ppm)
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Figura 115 - Espectro de RMN 13C da mistura dos esteréides CFFH-03, CFFH-04 e
CFFH-05
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Figura 116 — Ampliacédo do espectro de RMN 3C da mistura dos esteréides CFFH-
03, CFFH-04 e CFFH-05 (regiao 11 — 32 ppm)
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Figura 117 — Ampliacéo do espectro de RMN *3C da mistura dos esteréides CFFH-
03, CFFH-04 e CFFH-05 (regiao 33 — 72 ppm)
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Figura 118 — Ampliacédo do espectro de RMN 3C da mistura dos esteréides CFFH-
03, CFFH-04 e CFFH-05 (regiao 2,9 — 4,0 ppm)
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Figura 119 — Ampliacédo do espectro de RMN 3C da mistura dos esteréides CFFH-
03, CFFH-04 e CFFH-05 (regido 4,7 — 5,5 ppm)
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Figura 120 — Ampliacéo do espectro de RMN *3C da mistura dos esteréides CFFH-
03, CFFH-04 e CFFH-05 (regido 6,0 — 8,2 ppm)
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5.3. DISSACARIDEO

5.3.1. SACAROSE

OH
OH
HO ]
HO H OH
SN OH
OH
OH
Sacarose
OH

Sacarose € um dissacarideo cuja hidrolise produz uma molécula de glicose e
outra de frutose. Sua producgédo pela planta ocorre na realizagdo do processo de
fotossintese. A sacarose é também o aclUcar mais abundante encontrado na
natureza. Sua producdo entre as plantas superiores ocorre principalmente na cana-
de-acucar (Saccharum officinarum) e na beterraba (Beta vulgaris), sendo que o suco
da cana-de-agucar, a garapa, contém cerca de 15-20% de sacarose enquanto que o
suco da beterraba contém 14-18%. Sua producdo a partir da cana-de-acucar e
utilizacdo como alimento e adocante data de 2000 a.C. A cana-de-agclUcar € uma
planta tropical de habito perene originara do Pacifico do Sul e pertencente ao género
Saccharum (Barbosa-Filho et. al., 2000).
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6.3.2 DISSACARIDEO SMA-01 (SACAROSE PERACETILADA)

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Figura 121, p. 170)
apresentou sinal intenso em vc=o0 1762 cm caracteristico de carbonila de éster, os
sinais em vchz 2966, 1434 e 1373 cm* indicam a presenca de grupos metilicos na
molécula. Os sinais em vc.o 1226, 1218 cm? indicam a presenca de grupos
oximetinicos na molécula.

A substancia SMA-01 foi identificada como sacarose na forma de seu derivado
peracetilado, seu espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls (Figura 122, p. 171; Tabela
13, p. 168) apresentou absorcdes referentes ao H-1 (hidrogénio anomérico) em &H
5,7 (d), ao hidrogénio H-2 em 61 4,9 (dd), ao H-4 o1 5,1 (t, J= 9,9 Hz), ao H-5 o1 4,2
(m) e ao H-6 entre dn 4,1- 4,2, todos atribuidos ao residuo de glicose; as metilas dos
grupos acetila mostraram absor¢cfes caracteristicas entre 6n4 2,0 e 2,2 (sinais
simples). No espectro de RMN *3C (100 MHz, CDCls, Figura 127, p. 176; Tabela 14,
p. 169), os sinais entre 6c 20,5 e 20,6 e o0s oito sinais entre 6c 169,4 e 170,6 foram
atribuidos aos grupos acetilas (CHs e C=0), respectivamente. Os sinais atribuidos
aos carbonos do residuo de frutose foram localizados a 6¢c 63,5 (CH2, C-6), 6c 74,9
(CH, C-4), 6c 75,6 (CH, C-3), 6c 70,2 (CH, C-5) e 6c 103,9 (CH, C-2), sendo este
altimo atribuido ao carbono anomérico da frutose envolvido na ligacdo glicosidica
entre os dois agucares. Os sinais atribuidos aos hidrogénios do residuo de frutose
foram localizados H-1 em &1 4,1 (S), H-3 em 6n 4,6 (d. J= 2,9), H-4 em 61 5,3 (t J=
5,9), H-5 em dn 4,2 (s) e H-6 entre 61 4,4 - 4,3.

Para o residuo de glicose foram atribuidas as seguintes absor¢des
caracteristicas 6c 61,6 (CH2, C-6), 6c 68,1 (CH, C-4), 6c 68,4 (CH, C-5), 6c 69,5 (CH,
C-3), 6c 70,2 (CH, C-2) e 6c.89,8 (CH, C-1) [(carbono anomérico da glicose)]. A
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confirmacédo destas atribuicdes se deu através de comparacédo de dados da literatura
(Nishida, 1986; Binkley,1969).

Tabela 13. Dados espectrais de RMN 'H de sacarose octaacetilada (SMA-01)
(400 MHz,CDCls)

Hidrogénio SMA-01 SMA-01 Literatura*
OAC (CHa)*
G1 5,6 (d, J=2,9) - 5,69 -
G2 4,9 (dd, J=7,6) 2,1 4,87 2,10
G3 5,4 (t, J=5,9) 2,0 5,44 2,02
G4 5,1 (t, J=5,9) 2,0 5,08 2,05
G5 4,2 (m) - 4,28 -
G6 4,1, 4,2 2,1 4,14, 4,28 2,10
F1 4,1 (s) 2,1 4,17 2,12
F2 - - - -
F3 5,6 (d, J=2,9) 2,2 5,47 2,18
F4 5,3 (t, J=5,9) 2,1 5,36 2,11
F5 4,2 - 4,21 -
F6 44,43 2,1 4,35; 4,29 2,12

* Dados da literatura em CDCl3, 300 MHz (Nishida, 1986).
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Tabela 14. Dados de RMN 3C de sacarose octaacetilada (SMA-01) (100

MHz,CDCl3)
Carbono SMA-01 SMA-01 SMA-01 Literatura*
(C=0) (CHs)

G1 89,8 - - 89,93 - -
G2 70,2 170,0 20,6 70,26 170,07 20,64
G3 69,5 169,9 20,6 69,61 170,01 20,66
G4 68,1 169,4 20,6 68,17 169,50 20,61
G5 68,4 - - 68,50 - -
G6 61,6 170,6 20,5 61,75 170,66 20,58
F1 62,8 170,1 20,6 62,85 170,09 20,69
F2 103,9 - - 104,02 - -
F3 75,6 169,6 20,5 75,68 169,65 20,56
F4 74,9 169,9 20,6 74,98 169,88 20,72
F5 70,2 - - 70,14 -
F6 63,5 170,4 20,6 63,63 170,46 20,63

* Dados da literatura em CDCl3s, 75 MHz (Nishida, 1986).
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Figura 122 - Espectro de RMN *H da substancia SMA-01




2/6/20172/6/2017 DETERMINAGAO ESTRUTURAL — CAPITULO 06

172

(Thousands)

I S

-

9.98

éd

6.0 B0
| ARUIA
€ CERERzDERE
B $39209SE5 22
R S e b

X : parts per Million: 1H

1.2581

Filenams
Ruthor

Exper iment
Sample id
Solvent
Creation time
Revision time
Current time

Comment
Data_format
Dim =size
Dim title
Dim units
Dimengions
Bite
Spectrometer

Field strength
acqg duration
demain

freg

offast
pointe
prescans
Tezolution
swesp

Med return
Scana

P e i e o

Initial wait
Phaze presst
Recwr gain
Relaxation delay
Temp get

Unblank time

SMAD1-1H-23.3df
ROBERTO COUTS
single pulee.exp
SMADL
CHLOROFORM-D
17-00T-2007 13:35:
24-0CT-2007 18
24-0CT-2007 18

Singls Pulss Bxperime
1D COMPLEX

16384
1H

[pEm]

X

Eclipss+ 400

DELT2 MMR

5.385766[T] (400 [MH=]
1.7072128 [a]

1H

385,78219838 [MHz]
1

1]
0.58575006 [Hz]
9.59502898 [kHz]
1

8

12.5[us]
1.7072128 [a]

Figura 123 — Espectro de RMN

H

integrado da substancia SMA-01




2/6/20172/6/2017 DETERMINAGAO ESTRUTURAL — CAPITULO 06

173

(Thousands)

X : parts per Million : 1H

2\2| | |2T | |2,{| |9|
5 g o gz 3
2 EEE 3 & 2 £

Filenams
Zuthor
Experiment
Sample id
Solvent
Creation time
Revision time
Current_tims

Comment
Data format
Dim_=zize
Dim title
Dim units
Dimenegiones
Site
Speotrometer

Field strength

acq duration
ain

frag

offest

points

prescans

regolution

awesp

Mod return

Boanz

B

I
X
I
I
X
I

B

X 90 width
¥ acqg time

X angle

X pulsze

Initial wait
Phase presst
Recvr gain
Relaxation delay
Temp get

Unblank tims

SMBO1-1H-17.3df
ROBERTO COUTO
single pulss.sxp
SMROL

CHLOROPORM-D
17-00T-2007 13:35:50
24-00T-2007 18:24.18
24-00T-2007 18:24:45

Single Pulss Experime
1D COMPLEX

Bolipase+ 400
2

DELTA
= 5.389786[T] (400 [MHz]

1.7072128 [a]
1

300.78210838 [MH=]
1

]
0.58575006 [Hz]
§.E50802808[kHz]
i

8

12.5[us]
1.7072128 [a]
45 [deg]
£.25[ns]
1[=]

3 [us]

1[=]
25[dC]
2 [us]

Figura 124 — Ampliacdo do espectro de RMN *H da substancia SMA-01

(regido 1,8 — 2,3 ppm)
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Figura 125 — Ampliacéo do espectro de RMN *H da substancia SMA-01
(regido 3,8 — 4,6 ppm)
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Figura 126— Ampliacéo do espectro de RMN *H da substancia SMA-01
(regido 4,8 — 5,7 ppm)
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Figura 127 — Espectro de RMN *3C da substancia SMA-01



2/6/20172/6/2017 DETERMINAGAO ESTRUTURAL — CAPITULO 06 177

2.0 0 40

2.0 —1.0

3.0

{Thousands}
-12.0 -11.0 -100 -90 -BO -T7.0 -6&0

-13.0

dd

Filename SIMA01-13C DENDANT-O. 3
Ruthor RCBERTO COUTO
Experiment pendant . exp

Sample id SROL

Solvent CHLOROFCRI-D

17-0CT-2007 14:4
24-00T-2007 17
24-0CT-2007 17:

Creation time
Revigion time
Current time

Comment = Pendant
Data format = 1D COMPLEX
Dim_size = 32768
Dim_title = 13c

Dim unitas = [ppm]
Dimenzicnes =

Site = Bclipse+ 400
Spectrometer = DELTA NMR

Field strength 5.385786([T] (400 [MH=z]

I acqg duration = 1.3008806 [a]

X demain = 130

¥ Freg = 100.52530333 [MHz]
I offset = 120 [ppm]

¥ pointa - 32768

¥ prescans =0

X resolution = 0.76870474 [Hz]

I awesp = 25.18801688 [kHz]
Irr_domain = 1H

Irr frag = 309.78210838 [MHz]
Irr offset = E[ppm]

Mod return =1

Scans = 8oz

% acq time

1.3008886 [a]
¥ pulss 13.72 [us]

Irr pules = 45[ua]
Initial wait = 1[=s]

J constant = 145[Hz]
Phass presst = 3[us]
Recvr gain =
Relaxation delay = 1[=]
Temp get = 25[4C]
Unblank time = 2[us]

T T T T T T
172.0 1710 169.0 168.00 167.0 166.0

—_—
—
—=
T

e u zaes s
2 g gS?—:S &2
2 & SSo= oa X
£ £ gsge eg

X : parts per Million : 13C

Figura 128 — Ampliacéo do espectro de RMN *3C da substancia SMA-01
(regido 166 — 173 ppm)
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Figura 129 — Ampliacédo do espectro de RMN 3C da substancia SMA-01

(regido 60 — 103 ppm)




2/6/20172/6/2017 DETERMINAGAO ESTRUTURAL — CAPITULO 06 179

6.4 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Agrawal, P. K. (1989). Studies in Organic Chemistry 39: Carbon-13 NMR of
Flavonoids. Oxford, New York, Tokyo: Elsevier 564p.

Aridoni, D., Eisenreich, W., Latzel, C., Sagner, S., Radykewiez, T., Zenk, M. M.,
Bacher, A. (1999). Dimethylallyl pyrophosphate is not the committed precursor of
isopentenyl pyrophosphate during terpenoid biosintesis from 1-deoxyxylulose in
higer plants. Proc. Natl. Acad. Sci. 96 (4): 1309-1314.

Barbosa-Filho, J. M., Pamplona, F. V., Rabelo, L. A., Lemos, V.S., Piuvesam, M.R.,
de Souza, M. F. V., da Cunha, E. V. L., da Silva, M. S., Macedo, R. O. (2000).
Uma revisdo sobre a ocorréncia de sacarose no reino vegetal. Farmacia &
Quimica. v. 33. p. 22-2000.

Binkley, W. W., Horton, D. & Bhacca, N. S. (1969). Physical studies on
oligosaccharides related to sucrose. Part I. NMR studies on the peracetate of

sucrose, 1-ketos and nystose. Carbohydrate Research. 10(2): 245-258.

Breitmaier, E., Voelter, W. (1987). Carbon-13 NMR Spectroscopy High-Resolution
Methods and Application in Organic Chemistry and Biochemistry. Trird Edition,
VCH, Weinhein. p. 515.

Harbone, J. B. (1996). The flavonoids: Advances in Research. Chapman &Hall ed.
London. P. 464.

Kazuma, K., Noda, N., Suzuki, M. (2003). Malonylated flavonol glycosides from the
petals of Clitoria ternatea. Phytochemistry 62 (2): 229-237.

Mahato, S. B., Kundu, A. P. (1994). 13C NMR spectra of pentacyclic triterpenoids a
compilation and some salient feacture. 37(6): 1517-1575.



2/6/20172/6/2017 DETERMINAGAO ESTRUTURAL — CAPITULO 06 180

Markam, K, R., Chari, V. M. (1976). Carbon-13 NMR Spectroscopy of Flavonoids. The
flavonoids Advances research. London: (ed. By Harboline, J. H. & Mabry, T. J.),
Champman and Hill, (83), 113p.

Muccino, R. R., Djerassi, C. (1974). Mass Spectrometry in Strutural and
Stereochemical Problems. CCXXXIX. Elucidation of the Ring D Cleavage in

Lanostane. Journal of the American Chemical Society. 96:2. 546-560.

Nishida, T., Enzell, C. R. & Morris, G. A. (1986). Concerted use of homo and hetero-
nuclear 2D NMR: 13C and 1H assignment of sucrose octaacetate. Magnetic
Resonance in Chemistry. 24(2): 179-182.

Ogunkoya, L. (1981). Application of mass spectrosmetry in structural problems in

triterpenes. Phytochemistry, v. 20. p. 121-126.

Seo, S., Womori, A., Yoshimura, Y., Takeda, K., Seto, H., Ebizuka, K., Noguchi, H.,
Sankawa, U. (1988). Biosynthesis of sitosterol, cycloartenol, and 24-
methylenecycloartanol in tissue-cultures of higler-plants and of ergosterol in yeast
from [1,2-C-13 (2)] — acetate and [2-C-13-H-2 (3)] — acetate and [5-C-13-H-2 (2)]
MVA. Journal of the Chemical Society — Perkin transactions 1(8): 2407-2414.

Torssell, K. B. G. (1997). Natural Product Chemistry — A mechanistic, biosynthetic and
ecological approach. Second Edition. A potekarso Cienteten. Swedish

Pharmaceutical Society, p. 480.



ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E FLAVONOIDES TOTAIS — CAPITULO 07 181

7. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E FLAVONOIDES TOTAIS

7.1. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE
Clitoria fairchildiana

Vérias evidéncias tém mostrado que dietas ricas em vegetais, frutas e
grédos podem reduzir o risco de inUmeras doencas, e os beneficios desses
alimentos, segundo alguns autores, estdo associados a presenca de
substancias antioxidantes.

Assim, a necessidade de pesquisas sobre antioxidantes naturais é
necessaria, principalmente, porque estudos toxicoldgicos tém demonstrado que
0s antioxidantes sintéticos, como o butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno
(BHT) podem provocar efeitos indesejaveis nos organismos humano e animal,
apresentando, entre outras, atividade carcinogénica (Rodrigues et. al., 2003).

Entre os antioxidantes que tém recebido maior atencéo, por sua agao
benéfica, estdo as vitaminas C (acido ascébico) e E (tocoferol), os carotendides
e os flavondides, mas, sem duvida, os flavondides constituem o grupo mais
representativo, encontrado com elevada diversidade de formas. As maiores
fontes desses flavondides na dieta humana estéo no cha, cebola, maga e vinho
tinto (Yunes & Calixto, 2001).

Dessa forma, as propriedades antioxidantes dos flavondides tém atraido
a atencao, pois eles protegem contra o dano oxidativo, o que contribui para a
prevencdo de importantes patologias, como doencas cardiovasculares,
envelhecimento e canceres (Rice-Evans, 2001).

A oxidacao é parte fundamental da vida dos organismos aerébicos no
processo de geragdo de energia, no entanto o oxigénio € um forte oxidante, o
que torna possivel uma série de oxidagbes secundérias, as quais podem
acarretar graves consequéncias se 0s seus produtos ndo forem neutralizados
por um sistema antioxidante eficiente (Silva, 2008).

A reducdo completa do oxigénio molecular resulta em agua como
produto final da cadeia respiratéria, porém podem ocorrer situagcdes em que o
oxigénio é parcialmente reduzido, resultando como produto final dessas
reacoes secundarias varios intermediarios, como o radical hidroxil, com alto
poder oxidante. Outras fontes de espécies oxidantes sdo poluentes do ar,

fumo, radiacdo UV e uma dieta rica em acidos poliinsaturados (Silva, 2008).
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Nesse contexto, tem sido proposto que os flavondides blogueiam as
reacoes em cadeia provocadas pelos radicais hidroxil (OH) e peroxil (ROO)
através da doacdo de atomos de hidrogénio a esses radicais, formando
flavondides-radicais, que sdo espécies mais estaveis. Por outro lado, ja foi
reportado que os flavonoides tém a capacidade de sequestrar o anion radical
superoéxido. (Yunes & Calixto, 2001).

No Esquema 04 (p. 183) estdo propostas as possiveis interacdes que
ocorrem entre o DPPH e o flavonoide rutina. E importante ressaltar, que o
mecanismo reacional entre o antioxidante e o DPPH depende da conformacao
estrutural do antioxidante (Bondet et. al., 1997).

De modo geral, a atividade antioxidante dos flavondides depende da sua
estrutura e pode ser determinada por cinco fatores: reatividade como agente
doador de H e elétrons, estabilidade do radical flavonoil formado, reatividade
em frente a outros antioxidantes, capacidade de quelar metais de transicéo e
solubilidade e interagcdo com as membranas (Barreiros et. al., 2006).

A atividade antioxidante pode ser analisada utilizando o DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) como capturador de radical livre, uma vez que € uma
maneira rapida e facil de ser realizado em laboratério. O DPPH € um radical
livre a temperatura ambiente e produz uma solugéo violeta em etanol. Essa
coloracdo € reduzida dependendo da presenca de espécies antioxidantes
(Mensor et. al., 2001).

No teste proposto é utilizado como padrdao o flavondide rutina para
comparagdo com as amostras analisadas, visto que estudos anteriores
comparando os efeitos do a-tocoferol, do acido ascorbico e da rutina no
processo de peroxidagcdo, mostram a rutina como potente inibidor de radicais
livres, devido a capacidade da rutina em neutralizar radicais hidroxil e

superoéxido (Cotelle et. al., 1992).
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NO»

R=Rutinose

Esquema 04- Possivel interacéo entre DPPH e o flavondide rutina

7.2. RESULTADOS E DISCUSSOES DA DETERMINAGAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE
A analise qualitativa dos extratos brutos indicou a presenca de atividade
antioxidante mais pronunciada no extrato metandlico (CFM) quando
comparados ao controle positivo (Rutina), que possui atividade em
praticamente todas as concentracdes testadas (Figura 130, p. 183).

Figura 130. Analise antioxidante qualitativa dos extratos brutos
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Legenda:
CFH — Extrato hexanico de C. fairchildiana
CFD — Extrato em diclorometano de C. fairchildiana
CFM — Extrato metandlico de C. fairchildiana

De posse dos resultados obtidos na andlise qualitativa realizou-se a
analise quantitativa, na qual se obteve os resultados da CEso (Tabela 15, p.
184) de cada extrato conforme tabela abaixo.

Tabela 15 - Valores de ECso dos extratos de C. fairchildiana, utilizando a

Rutina como padréo.

Espécie Extrato ECso (ng/mL)
C. fairchildiana Diclorometanico (folhas) 1378, 10
Metandlico (folhas) 42,18
Hidroalcodlico (folhas) 93,62
Rutina Metanolico 26,96

Os valores de ECso indicam a Concentracdo Efetiva suficiente para obter
50% do méaximo da eficiéncia estimada em 100% para reduzir o radical livre
DPPH. De acordo com os resultados obtidos observamos correlacdo entre as
analises qualitativa e quantitativa, na qual ambas indicam o extrato metandlico
com maior atividade antioxidante, fato que também esta em acordo a
investigacdo fitoquimica, que indica o referido extrato como rico em
flavonoides, especialmente os flavondides rutina e quercetina.

Pode-se ainda observar, de acordo com a Figura 131 (p. 185), que ha
um aumento linear da porcentagem de atividade antioxidante com o aumento

da concentragéo.
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Potencial Antioxidante

100 - -
75 | | | O Diclorometano
:E 50 || @ Metanol
S , O Metanol/agua
o I ‘ O Rutina
O .

25 50 125 250
Concentracao (ng/mL)

Figura 131 - Avaliacao do potencial antioxidante (%AA x Concentracao).

7.3. DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS DOS EXTRATOS DE
Clitoria fairchildiana

Nos ultimos anos, varias evidéncias tém indicado os radicais livres e
outros oxidantes como responsaveis pelo envelhecimento e pelas doencas
degenerativas associadas ao envelhecimento, como canceres, doencas
cardiovasculares, cataratas, declinio do sistema imune e disfuncfes cerebrais
(Souza et. al., 2007).

Assim, é crescente o interesse em encontrar antioxidante naturais como
forma de prevenir essa série de doencas, principalmente flavondides, por
serem substancias naturais que apresentam efeito importante contra espécies
reativas de oxigénio derivadas de radicais livres, podendo interagir e penetrar
na camada lipidica da membrana, prevenindo a lipoperoxidacdo e,
consequentemente, as doencas associadas aos radicais livres (Zheng et. al.,
2003).

Entdo, com o intuido de correlacionar a atividade antioxidante com o teor
de flavondides presentes nos extratos da espécie em estudo foi utilizada a
metodologia proposta por Rio (1996) modificada, onde se utiliza rutina como
padrao, em solucéo de cloreto de aluminio (Santos & Blatt, 1998).

O uso de cloreto de aluminio no diagnéstico de grupamentos quimicos
em flavondides ocorre pelo fato dele ser um reagente promotor de desvio
batocrémico e hipocrébmico em espectrometria no UV-visivel, onde o cation

aluminio forma complexos com os flavondides em solugcdo metandlica
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(Esquema 05, p. 186), ocorrendo na analise espectrométrica um desvio para
maiores comprimentos de onda e uma intensificacdo na coloracdo. Assim, &
possivel quantificar o teor de flavonoides totais em extratos brutos (Woisky,
1996).

_Ar
OH A
OH O
. 0 o
HO O AICl | |
_— )
| i
OH O Q0
Al

Esquema 05 - Formacgédo do complexo de Flavondide-Al, em solucéo
metandlica de cloreto de aluminio (Markham, 1982)

7.4. RESULTADOS E DISCUSSOES DA DETERMINACAO DO TEOR DE FLAVONOIDES
TOTAIS DOS EXTRATOS DE Clitoria fairchildiana

De posse dos valores de absorbancia da rutina em diferentes
concentracdes foi realizada a regresséo linear. Assim, o teor de flavonoides
totais contidos nos extratos analisados foi calculado usando a equacgao

baseada na curva padréo.
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Absorbéancia (nm)

Curva Padrao
y = 0,0249x + 0,0248

0 ‘
0 5

15

Concentracéo de rutina (u/mL)

20

A =0,0249 C + 0,0248

Onde: A é a absorbancia

C é o teor de flavonoides (ug/g)

Entdo, substituiram-se os valores de absorbancia dos extratos e obteve-

se o teor de flavonoides totais (Tabela 16, p. 187).

Tabela 16 — Teor de Flavonoides Totais (TFT) dos extratos de C. fairchildiana,

utilizando a Rutina como padréao.

Espécie

Extrato

TFT (ug/mL)

Desvio Padrao

C. fairchildiana

Metandlico (folhas)

1,4155

1,41 x 104

Hidroalcodlico (folhas)

nao detectado

Podemos entdo concluir que o0 extrato metandlico apresenta

consideravel teor de flavondides, fato este que confirma os resultados obtidos

na avaliacdo da atividade antioxidante, a qual mostra esse extrato como o de

maior potencial antioxidante. Sendo assim, podemos dizer que o potencial

antioxidante deste extrato esta relacionado com o percentual de flavondides

contidos no extrato.
De acordo com o resultado obtido cada ml de extrato metandlico

apresenta cerca de 1,4 ug de flavonoides e dentre eles podemos destacar a
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rutina, canferol e quercetina, 0s quais possuem 0s requisitos basicos que
definem um flavondide como potencial antioxidante. Dentro desses requisitos o
mais importante deles é o sistema catecol ou anel B diidroxilado. Outros fatores
importantes séo: presenca de insaturacdo no anel C, presenca de funcéo 4-oxo
no anel C e a presenca de outras funcdes capazes de quelar ions de metais de

transicdo como o cobre e ferro (Figura 132, p. 188) (Williams, et. al., 2004).

Figura 132 - Estrutura do flavondéide quercetina e os requisitos que definem um

flavondide como potencial antioxidante



ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E FLAVONOIDES TOTAIS — CAPITULO 07 189

7.5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Barreiros, A. L. B. S.; David, J. P.; David, J. M. (2006). Estresse oxidativo:
relacdo entre geracdo de espécies reativas e a defesa do organismo.
Quimica Nova. v. 29. p. 113-123.

Bondet, V., Brand-Williams, W., Berset, C. (1997), Kinetics and Mechanisms of
Antioxidant Activity using the DPPH Free Radical Method. Lebensm-Wiss.
u.- Technol. 30, 609-615.

Cotelle, N., Bernier, J. L.,Henichat, J. P., Catteau, J., Gaydou, E., Wallet, J. C.
(1992). Scavenger and antioxidant proprieties of ten synthetic flavones. Free
Radic Biol Med. 13 (3), p. 211.

Mensor, L. L.; Menezes, F. S.; Leitdo, G. G.; Reis, A. S.; dos Santos, T. C,;
Coube, C. S,; Leitdo, S. G. (2001). Screening of Brazilian Plant Extracts for
Antioxidante Activity by the Use of DPPH Free Radical Method.
Phytotherapy Research. 15. 127-130.

Rice-Evans, C. (2001). Flavonoids Antioxidants. Current Medicinal Chemistry.
v. 8, 797-807.

Rodrigues, H. G., Diniz, Y. S., Faine, L. A., Almeida, J. A., Fernandes, A. H.,
Lourenzi, E., Novelli, B. (2003). Suplementacdao nutricional com
antioxidantes naturais: efeito da rutina na concentragéo de colesterol-HDL.
Revista de Nutricdo. v. 16, n 13.

Santos, M. D., Blatt, C. T. T. (1998). Teor de flavondides e fendis totais em
folhas de Pyrostegia venusta Miers. de mata e de cerrado. Revista
Brasileira de Botanica. v. 21, n 2.

Silva, M. B. S. (2008). Flavonodides com capacidade antioxidante. Quimica
Aplicada — Faculdade de Ciéncias e Tecnologia. Universidade Nova de

Lisboa.



ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E FLAVONOIDES TOTAIS — CAPITULO 07 190

Souza, C. M. M., Silva, H. R., Vieira Jr, G. M., Ayres, M. C. C., Costa, C. L. S.,
Aravjo, D. S., Cavalcante, L. C. D., Barros, E. D. S., Araudjo, P. B. M.,
Branddo, M. S., Chaves, M. H. (2007). Fendis totais e atividade
antioxidante de cinco plantas medicinais. Quimica Nova. v. 30, n® 2. p. 351-
355.

Woisky, R. G. (1996). Métodos de controle quimico de amostras de propolis.
Tese de Mestrado apresentada a Faculdade de Ciéncias farmacéuticas da
USP, para obtencdo do grau de Mestre em Farmacos de medicamentos,
p.74.

Williams, R. J., Spencer, J. P. E., Evans-Rice, C. (2004). Flavonoids:
Antioxidants or Signalling Molecules? Free Radical Biology & Medicine. Vol.
36, No. 7, p. 838-849.

Yunes, R. S., Calixto, J. B. (2001). Plantas Medicinais sob a 6tica da Quimica
Medicinal Moderna. UNOESC, SC. Chapeco, ARGOS Editora Universitaria,
p. 320-326.

Zheng, Y., Wang, C. Y., Want, S. Y., Zheng, W. (2003). Effect of Hingh-oxigen
atmospheres on blueberry phenolics, anthocyanins, and antioxidant

capacity. Journal of Agricultural Food Chemistry. v. 51, p. 7162-7169.



ATIVIDADE CITOTOXICA — CAPITULO 08 191

8. ATIVIDADE CITOTOXICA

8.1. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA FRENTE AS LARVAS DE Artemia

salina

Avaliacdes biologicas preliminares € uma etapa importante que vem
cada dia mais, sendo inserida na rotina dos laboratérios de Produtos Naturais.
Por ndo dispor de condicbes necessarias para testes mais elaborados é
preciso que o teste seja caracterizado por ser de baixo custo, rapido e nao
exigir técnicas assépticas. Nesse perfil, um dos testes mais utilizados € o da
avaliacao citotoxica frente as larvas de Artemia salina.

Artemia salina é um microcrustaceo de agua salgada que é utilizado
como alimento vivo para peixes, sendo seus ovos facilmente encontrados em
lojas de aquaristas (Siqueira et. al., 1998). O Unico parametro envolvido no
bioensaio é a morte ou vida dos microcrustacios em contato com o material
analisado e os dados obtidos s&do facilmente tratados estatisticamente
(Cavalcante et. al., 2000).

O primeiro trabalho relativo ao uso desse microcrustacio em bioensaios
data de 1956, e desde entéo ele vem sido bastante utilizado (Cavalcante et. al.,
2000). Diversos trabalhos tentam correlacionar a toxicidade frente a A. salina
com atividades como antifungica, viruscida, antimicrobiana, parasiticida e
tripanossomicida (Siqueira et. al., 1998), além da correlacdo entre a toxicidade
sobre o microcrustaceo e a citotoxicidade para células cancerosas do tipo P-
388 (Meyer et. al., 1982).

Segundo McLaughlin, os extratos sdo considerados ativos se
apresentarem valores de DLso < 1000 pg/mL e as substéncias puras sao
consideradas muito ativas se apresentarem valores de DLso < 30 pg/mL
(McLaughlin et. al., 1982).

8.2. RESULTADOS E DISCUSSOES DA AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

FRENTE AS LARVAS DE Artemia salina

Os valores obtidos experimentalmente (Tabela 17, p. 192), mostram o
extrato MeOH como o de maior atividade citotoxica frente as larvas de A.

salina, visto que a DLso obtida é de 59,4 pug/mL, isto € < 1000 ug/mL.
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Os extratos de baixa polaridade, hexanico e diclorometanico, também
apresentaram atividade, o que esta de acordo com dados encontrados na
literatura (Galotta & Boaventura, 2005), a qual relata atividade citotdxica para
fitoesterdides e triterpenos. Sendo assim, ha concordancia entre os dados da
literatura e a investigacao fitoquimica, uma vez que essa classe de substancia
foi encontrada no extrato hexanico.

O extrato que nao apresentou letalidade contra a larva (DLs0>1000
ug/mL) foi o MeOH/H20, visto que é um extrato predominantemente rico em

acucares.

Tabela 17. Valores obtidos do teste de letalidade frente as larvas de Artemia

salina
Amostra DLso (ug.mL™?)
Extrato em Hexano 372,0
Extrato em CH2Cl2 433,0
Extrato em MeOH 59,4
Extrato em MeOH/H20 (80:20) 1686,2
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9. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

9.1. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

O levantamento bibliografico foi realizado através de pesquisas
bibliograficas de periédicos em bibliotecas e em sitios disponiveis na
INTERNET.

9.2. COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

As folhas de um espécime de Clitoria fairchildiana foram coletadas de
arvore da arborizacdo urbana no Municipio de Sao Francisco do Itabapoana

em janeiro de 2006.

9.3. SECAGEM E MOAGEM DO MATERIAL VEGETAL

As folhas (949 g), de um espécime de Clitoria fairchildiana, foram secas

a temperatura ambiente e moidas em moinho do tipo Willey.

9.4. MATERIAIS E REAGENTES UTILIZADOS

No processo de extracdo, fracionamento e purificagdo foram utilizados os

seguintes materiais:

Na etapa de extracdo bem como no fracionamento e purificacdo foi

utilizado solventes Synth e Vetec;

e A concentracdo dos extratos e fracdes foi efetuada sob pressao reduzida

em evaporador rotativo, Buichi B-480 e Fisatom 802;

e As solugbes 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, Sephadex LH-20

Pharmacia e celulose microcristalina Merck.
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e Utilizou como agente dessecante: Na2SO4 anidro Vetec;
e Nas andlises comparativas através de cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizou-se cromatofolhas de silica gel 60 F2s4 e RP-18

F2s4 Merck;

e As cromatoplacas foram reveladas através de irradiacdo com luz na
regido do ultravioleta em comprimento de onda A = 254 e 366 nm e/ou
com revelador cromatogénico (vanilina sulfurica, sulfato cérico e solugéo

alcodlica de cloreto férrico).

e Cromatografo contracorrente Modelo DCC-300 (Tokyo Rikakikai Co.,
Ltd.)

9.5. PREPARACAO DOS EXTRATOS BRUTOS

Depois de moida e pesadas (949 g) as folhas foram submetidas a
maceracao exaustiva com hexano e apos filtracdo e eliminacdo do solvente,
foram obtidos 33,95 g (3,58 % do peso da planta seca) de extrato hexanico
bruto. O material vegetal apds extragdo com hexano foi submetido & nova
extracdo utilizando diclorometano como solvente, fornecendo 10,96 g (1,15%
do peso da planta seca) de extrato bruto em diclorometano. Apds extracdo com
diclorometano o0 material vegetal foi novamente submetido a extragdo
utilizando-se metanol como solvente fornecendo 81,77 (8,62 % do peso da
planta seca) de extrato metanodlico bruto. E por fim, o material vegetal foi
submetido a extracdo utilizando metanol e agua na propor¢cdo de 8:2,

fornecendo 62,43 g (6,58% do peso da planta seca) do extrato bruto em

metanol/agua.
Clitoria fairchildiana
(949 g)
| |
Extrato em Extrato em Extrato em Extrato em
hexano M3 CH2Clo* b MeOH je{ MeOH/H20
33.95a 10.96 ’ 81.77 a 62,43 g
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* Fracdo nao estudada pelo fato de analise preliminar em CCDA com varios

sistemas de solventes ter revelado principalmente a presenca de clorofila.

9.6. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO HEXANICO

O extrato em hexano (33,95 g) foi submetido a filtragdo em coluna de
silicagel (sob pressao) em funil de filtro sinterizado, utilizando a seguinte escala
de solventes: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em gradiente
crescente de polaridade. Apds este procedimento foram obtidas 4 fragcdes que
foram concentradas a presséao reduzida em evaporador rotativo.

A fracdo de diclorometano foi fracionada em coluna de silicagel com os
solventes hexano, diclorometano e metanol em gradiente crescente de
polaridade. Apos este procedimento foram obtidas 57 fragBes. As fracdes que
apresentaram o mesmo Rf quando analisadas por CCDA foram reunidas.

A subfracdo obtida da unido das fracdes de numero 6-20 (1,54 g) foi
fracionada em coluna de silica gel com os solventes hexano, diclorometano e
metanol em gradiente crescente de polaridade. Apds este procedimento foram
obtidas 88 fracdes. As fracdes que apresentaram o0 mesmo Rf quando
analisadas por CCDA foram reunidas.

A subfracdo obtida da unido das fracdes de niamero 60-86 foi submetida
a processo de purificagdo em CCDP utilizando como eluente diclorometano e
metanol (70:30), resultando no isolamento da mistura de fitol (CFFH-01) e do
triterpeno lupeol (CFFH-02).

Da subfracéo obtida da unido das fragcdes de numero 21-33 (1,37 g) foi
retirada uma aliquota de 0,40 g que foi submetida a processo de purificagdo em
CCDP utilizando como eluente diclorometano e acetato de etila (95:5). Este
procedimento resultou no isolamento da mistura de esterdides estigmasterol
(CFFH-03), sitosterol (CFFH-04) e campesterol (CFFH-05).
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Extrato em Hexano
33,95¢

Filtracdo em CC

Fragdo em hexano' | | Fracdo em CH2Clz | | Fracdo em AcOet’ | | Fragdo em MeOH’

6,679 12,71 ¢ 2,03 g 0,42 ¢

| cC Hexano/CH:C.

| | | |

Fracdo 1-5 Fracdo 6-20 Fracdo 21-33 Fracdo 34-57"
0,749 1,549 1,379 0,51¢
CC Hexano/CH2Cl/MeOH CCDP
| | | CH:Cl2/AcOet (95:5)
CFFH-03 + CFFH-04 + CFFH-05

Fracdo 1-59°

(| Fracéo 60-86

Fracdo 87-58™ | .

20,2 mg

&7

0,049 0,59 g 0,15¢
| ccDP HexSnoTACOet (70¢
* Frag0es | CFFH-01 + CFFH-02

39 mg

)\/\/k/\/k/\/k/\
OH

Fitol (CFFH-01)

HO'

Lupeol (CFFH-02)

Fitol (CFFH-01)

Aspecto fisico: sélido cristalino branco

F.M. = C20H400
P.M. =296 u.m.a.

P.F. (mistura) = 67° C
UV: ndo determinado

IV: ndo determinado

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = cloroférmio

Espectrometria de massas: (70 eV) m/z:

296 (M*), 278, 123, 71.
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RMN 13C (100 MHz, CDCls): § 59,3 (C-1), 123,0 (C-2), 140,2 (C-3), 39,9 (C-4),
25,1 (C-5), 36,6 (C-6), 34,2 (C-7), 37,4 (C-8), 24,4 (C-9), 32,7 (C-10), 34,2 (C-
11), 37,4 (C-12), 24,7 (C-13), 39,9 (C-14), 27,9 (C-15), 22,6 (C-16), 22,7 (C-17),
19,7 (C-18), 19,6 (C-19),16,1 (C-20)

Lupeol (CFFH-02)

Aspecto fisico: sélido cristalino branco

F.M. = C30Hs00

P.M. =426 u.m.a.

P.F. (mistura) = 67° C

UV: ndo determinado

IV: ndo determinado

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = cloroférmio

Espectrometria de massas: (70 eV) m/z: 426 (M*), 203, 189, 81.
Espectrometria de RMN 3C (100 MHz, CDCls, Hz): § 38,7 (C-1), 27,4 (C-2),
78,9 (C-3), 38,8 (C-4), 55,3 (C-5), 18,3 (C-6), 34,3 (C-7), 40,8 (C-8), 50,4 (C-9),
37,1 (C-10), 20,9 (C-11), 25,1 (C-12), 38,1 (C-13), 42,8 (C-14), 27,4 (C-15),
35,6 (C-16), 42,9 (C-17), 48,3 (C-18), 47,9 (C-19),150,8 (C-20), 29,8 (C-21),
40,0 (C-22), 28,0 (C-23), 15,3 (C-24), 16,1 (C-25), 16,0 (C-26), 14,5 (C-27),
18,0 (C-28), 109,3 (C-29), 19,3 (C-30).

Ergost-5-en-3-ol (CFFH-03), Estigmast-5,22-dien-3-ol (CFFH-04) e
Estigmast-5-en-3-ol (CFFH-05): Campesterol, Estigmasterol e B-Sitosterol
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R = Me, Campesterol (CFFH-03)

2
HO R = Et, & ,Estigmasterol (CFFH-04)
R = Et, Sitosterol (CFFH-05)

Campesterol (CFFH-03)

Aspecto fisico: sélido cristalino branco

F.M. = C2s8H460

P.M. =400 u.m.a.

P.F. (mistura) = ndo determinado

UV: ndo determinado

IV: ndo determinado

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = cloroformio

Espectrometria de massas: (70 eV) m/z: 400 (M*), 289, 43.

Estigmasterol (CFFH-04)

Aspecto fisico: sélido cristalino branco

F.M. = C29H480

P.M. =412 u.m.a.

P.F. (mistura) = ndo determinado

UV: ndo determinado

IV: ndo determinado

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = cloroformio

Espectrometria de massas: (70 eV) m/z: 412 (M*), 81, 55.

Espectrometria de RMN 13C (100 MHz, CDCls, Hz): 6 37,3 (C-1), 31,9 (C-2),
71,8 (C-3), 42,3 (C-4), 140,8 (C-5), 121,7 (C-6), 34,0 (C-7), 31,9 (C-8), 50,2 (C-
9), 36,2 (C-10), 21,1 (C-11), 39,8 (C-12), 42,3 (C-13), 56,8 (C-14), 24,3 (C-15),
28,9 (C-16), 56,1 (C-17), 12,0 (C-18), 19,4 (C-19), 39,8 (C-20), 18,8 (C-21),
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31,9 (C-22), 26,2 (C-23), 45,9 (C-24), 29,7 (C-25), 19,8 (C-26), 19,8 (C-27),
23,1 (C-28).

p-sitosterol (CFFH-05)

Aspecto fisico: sélido cristalino branco

F.M. = C29H500

P.M. =414 u.m.a.

P.F. (mistura) = ndo determinado

UV: ndo determinado

IV: ndo determinado

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = cloroformio

Espectrometria de massas: (70 eV) m/z: 414 (M*), 396, 213, 145, 107, 43.
Espectrometria de RMN 13C (100 MHz, CDCls, Hz): 6 37,3 (C-1), 31,9 (C-2),
71,8 (C-3), 42,3 (C-4), 140,8 (C-5), 121,7 (C-6), 34,0 (C-7), 31,9 (C-8), 50,2 (C-
9), 36,5 (C-10), 21,1 (C-11), 39,8 (C-12), 42,3 (C-13), 56,8 (C-14), 24,3 (C-15),
28,9 (C-16), 56,1 (C-17), 12,0 (C-18), 19,4 (C-19), 39,8 (C-20), 19,1 (C-21),
31,9 (C-22), 26,2 (C-23), 49,90 (C-24), 29,68 (C-25), 19,80 (C-26), 19,80 (C-
27), 23,12 (C-28), 11,87 (C-29).

9.7. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO METANOLICO

Uma aliquota do extrato metanolico (35,76 g) foi particionada entre
MeOH/H20/AcOet (I) e MeOH/H20/ BuOH (1), obtendo-se 2 fragdes.

A fracéo (I) foi submetida a filtragdo em coluna de gel de silica utilizando
0s seguintes solventes CH2Cl2, AcOet, Acetona e MeOH/H20 em ordem
crescente de polaridade.

A fragcdo em AcOet foi submetida a particdo em coluna de celulose
utilizando como solvente AcOet saturado com agua e MeOH em gradiente de
polaridade crescente. Apos este procedimento foram obtidas 21 subfracdes.

A subfracdo 21 foi submetida a filtracdo em Sephadex LH-20 eluido com
MeOH resultando na mistura dos flavonoides CFM-01A e CFM-01B.
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A fracao (ll) foi fracionada em coluna de silica silanizada utilizando com
eluente H20/MeOH na proporcao de 2:1.

Apés este procedimento foram obtidas 110 fragbes. As fracbes que
apresentaram o mesmo Rf quando analisadas em CCDA foram reunidas.

A subfracdo 34-39 foi submetida a filtracdo em Sephadex LH-20 eluido
com MeOH.

Apbs este procedimento foram obtidas 97 fracdes.

A subfracdo 47-67 foi fracionada em cromatografia de coluna de silica
flash com os solventes H20/AcOet/Acetona na proporgéao 1:3:2, resultando na
mistura dos flavonoides CFM-03A e CFM-03B.

A subfracdo 68-97 foi submetida a filtragdo em Sephadex LH-20 eluido
com MeOH resultando na mistura dos flavonoide SM-05A e SM-05B.

Outra aliquota do extrato metandlico (m= 2,6 g) foi submetida a
Cromatografia de gotas contracorrente, operando a temperatura ambiente no
modo descendente e com a fase inferior (menos polar) da mistura
CHCI3/MeOH/H20 (7:13:8) utilizada como fase moével e a fase superior (mais
polar) como fase estacionaria (Hostettmanm, et. al., 1984).

Entdo, o extrato foi dissolvido na parte menos polar da mistura e
aplicado no cromatografo através de um loop de 20 mL de amostra. O fluxo
utilizado foi de 0,5 mL/min e a quantidade de amostra coletada foi de 5 mL. O
progresso da separacdo foi monitorado através de cromatografia em camada
delgada (Si gel 60) utilizando a fase estacionéaria (utilizada no cromatégrafo)
como solvente de desenvolvimento.

Este procedimento produziu 237 fracdes de 5 mL que foram reunidas de
acordo com semelhanca de Rf, resultando em 10 fracdes.

A subfracdo 5 foi submetida a filtracdo em Sephadex LH-20 eluido com
MeOH resultando no flavono6ide SM-07.

A subfracdo 9 foi submetida a filtracdo em Sephadex LH-20 eluido com
MeOH resultando no flavonoide CFM-01B.



PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL — CAPITULO 09

202

Extrato em MeOH
35,76 g

Particdo:

1- MeOH/H,O/AcOet

2- MeOH/H20O/ BUOH

Fracdo soluvel

Fracdo soluvel

Fracdo aquosa’

em AcOet em BuOH 10,03 g
5,239 15,69 g
Filtragcdo em CC
Fracao Frac&o Frac&o Fracao
em CH2Cl," em AcOet em Acetona” em MeOH/ H20"
0,379 1,719 1,35 0,56 g

CC Ce|u|ose(ACO€t sat HZO/MeOH)
Sephadex LH-20 (MeOH)

CFM-01A+ CFM-01B
34,5 mg

Fluxograma 03. Fracionamento do extrato metandlico de folhas de

Clitoria fairchildiana — Parte em Acetato

* FragOes nao estudadas.
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Flavonoide (CFM-01A)

Aspecto fisico: sélido cristalino branco

F.M. = C21H20011

P.M. =448 u.m.a.

P.F. (mistura) = ndo determinado

UV: ndo determinado

IV: ndo determinado

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = metanol

Espectrometria de RMN 13C (100 MHz, CDClz, Hz): & 158,4 (C-2), 135,6 (C-
3),179,4 (C-4), 162,9 (C-5), 101,1 (C-6), 166,5 (C-7), 94,9 (C-8), 158,4 (C-9),
105,5 (C-10), 122,8 (C-1), 132,2 (C-2'), 116,0 (C-3'), 149,8 (C-4), 116,0 (C-5),
132,2 (C-67), 104,3 (C-1"), 75,7 (C-2"), 78,3 (C-3"), 71,3 (C-4"), 78,03 (C-5"),
62,5 (C-6").

Flavonoide (CFM-01B)

Aspecto fisico: sélido cristalino branco

F.M. = C21H20012

P.M. =456 u.m.a.

UV: ndo determinado

IV: 3224 cm™ (von), 1658 cm™ (vc=0), 1604 cm* (ve=c)

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = metanol

Espectrometria de RMN 13C (100 MHz, CDCl3s, Hz): & 158,9 (C-2), 135,6 (C-
3),179,4 (C-4), 162,9 (C-5), 101,1 (C-6), 166,5 (C-7), 94,9 (C-8), 158,9 (C-9),
105,5 (C-10), 122,9 (C-1), 116,1 (C-2’), 145,9 (C-3’), 149,8 (C-4), 117,5 (C-5"),
132,2 (C-6'), 100,1 (C-17), 75,0 (C-2"), 78,3 (C-3"), 69,9 (C-4"), 77,1 (C-5"),
61,9 (C-6").
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Fracao solavel
em BuOH
2,27 d

C.C. silica silanizada
H>O/MeOH 2:1

Fracéo Fracéo Fracéo Fracéo Fracéo
1-33* 34-39 40-79* 80-89* 90-110*
0,21¢ 0,539 0,399 0,50g 0419
Sephadex LH-20 (MeOH)
Fracao Frac&o Frac&o Fracao
1-13* 14-46* A7-67 68-97
43 mg 74 mg 248,7 mg 102,3 mg
CC flash Sephacex
(H20/AcOet/ Acetona 1:3:2) MeOH

CFM-03A e CFM-03B
9,9 mg

SM-05A e SM-05B
9,0 mg

Fluxograma 04. Fracionamento do extrato metandlico de folhas de

Clitoria fairchildiana — Parte em Butanol

* FracOes ndo estudadas.
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R, OH
OH
OH
0 CH?H
HO
o}
¢ :
o) OHOH
OH o HO R1
CFM-03A H
CFM-03AeB CFM-03B OH

Flavonéide (CFM-03A)

Aspecto fisico: sélido cristalino branco

PF (mistura): 187,3 °C

UV: ndo determinado

IV: 3440 cm™? (vow), 1747 cm™? (vc=0), 1654, 806 e 597 cm™ (vc=c), 2854 cm*
(v=c-H),

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = metanol

Espectrometria de RMN 13C (100 MHz, CDCl3z, Hz): § 158,6 (C-2), 134,6 (C-
3),179,4 (C-4), 163,7 (C-5), 100,2 (C-6), 166,7 (C-7), 95,0 (C-8), 159,5 (C-9),
105,5 (C-10), 123,2 (C-1), 132,4 (C-2'), 116,1 (C-3'), 161,2 (C-4’), 116,1 (C-5),
132,4 (C-6’), 104,8 (C-1"), 75,7 (C-2"), 78,2 (C-3"), 69,7 (C-4"), 77,2 (C-57),
68,6 (C-6") 102,4 (C-1), 72,3 (C-2"), 72,1 (C-3™), 73,9 (C-4™), 69,2 (C-5"),
19,5 (C-6").

Flavonéide (CFM-03B)

Aspecto fisico: sdlido cristalino branco
PF (mistura): 187,3 °C

UV: ndo determinado

IV: ndo determinado

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = metanol
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Espectrometria de RMN 13C (100 MHz, CDCl3z, Hz): § 158,6 (C-2), 135,6 (C-
3),179,4 (C-4), 163,7 (C-5), 101,1 (C-6), 166,7 (C-7), 94,9 (C-8), 159,5 (C-9),
105,5 (C-10), 123,1 (C-1), 117,7 (C-2'), 145,8 (C-3), 149,0 (C-4"), 117,2 (C-5),
123,5 (C-6’), 104,7 (C-17), 75,8 (C-2"), 78,2 (C-3"), 69,7 (C-4"), 77,2 (C-5),
68,6 (C-6") 101,9 (C-1™), 72,3 (C-2"), 72,1 (C-3"), 73,9 (C-4"), 69,2 (C-5™),
19,5 (C-6™).

Rl RZ
SM-05A Gli H
SM-05B Gli OH

Flavondide (SM-05A)

Aspecto fisico: sdlido cristalino branco

PF (mistura): 186,4 °C

UV: ndo determinado

IV: ndo determinado

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = metanol

Espectrometria de RMN 13C (100 MHz, CDCl3z, Hz): § 148,5 (C-2), 134,3 (C-
3),178,1 (C-4), 161,1 (C-5), 98,8 (C-6), 165,1 (C-7), 94,4 (C-8), 156,1 (C-9),
103,0 (C-10), 121,8 (C-1), 130,8 (C-2'), 131,0 (C-3'), 157,6 (C-4’), 114,6 (C-5),
130,8 (C-6'), 104,1 (C-1"), 75,9 (C-2"), 77,1 (C-3”), 71,8 (C-4"), 74,4 (C-5"),
77,1 (C-6").

Flavondéide (SM-05B)
Aspecto fisico: sélido cristalino branco
PF (mistura): 186,4 °C
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UV: ndo determinado

IV: ndo

determinado

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = metanol

Espectrometria de RMN 13C (100 MHz, CDCl3z, Hz): § 148,5 (C-2), 134,3 (C-
3),178,1 (C-4), 161,1 (C-5), 98,7 (C-6), 165,1 (C-7), 93,5 (C-8), 156,1 (C-9),
103,0 (C-10), 121,8 (C-1), 116,1 (C-2"), 116,2 (C-3"), 157,6 (C-4"), 114,8 (C-5),
121,7 (C-6’), 104,2 (C-1"), 76,8(C-2"), 77,1 (C-3"), 69,9 (C-4"), 73,7 (C-5"),

77,1 (C-6").
Extrato em MeOH
2,60
Cromatografia de gotas contracorrente - descendente
CHClIs/n-BUOH//MeOH/H,0 10:1:10:6
Fracdo || Fracdo || Fracao || Frac#o || Fracao || Fracao Fracao || Fracédo || Fracdo || Fragao
1* 2* 3* 4* 5 6* * 8* 9 10*
56 mg 949 mg
Sephadex LH-20 Sephaﬁdnex LH-
MeOH MeOH
SM-07 CFM-01B
11 ma 60.2 ma

Fluxograma 05. Fracionamento do extrato metandlico de folhas de

Clitoria fairchildiana utilizando a Cromatografia de gotas contracorrente

*FracOes ndo estudadas.
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Flavonéide (SM-07)

Aspecto fisico: sdlido cristalino branco

UV: ndo determinado

IV: 3224 cm™? (vow), 1604 cm™? (vc=0), 1658, 798 e 594 cm™ (vc=c), 2927 cm*
(v=c-h),

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = metanol

Espectrometria de RMN 13C (100 MHz, CDClzs, Hz): & 147,5 (C-2), 135,9 (C-
3), 175,9 (C-4), 161,1 (C-5), 98,1 (C-6), 164,7 (C-7), 93,2 (C-8), 156,9 (C-9),
103,3 (C-10), 122,8 (C-1), 114,6 (C-2’), 144,9 (C-3’), 146,6 (C-4), 114,9 (C-5'),
120,3 (C-6").

Flavonéide (CFM-01B)

Aspecto fisico: sdlido cristalino branco
PF. 184,3°C

UV: ndo determinado



PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL — CAPITULO 09 209

IV: ndo determinado

[a]p: ndo determinado

Solubilidade = metanol

Espectrometria de RMN 13C (100 MHz, CDClzs, Hz): & 157,7 (C-2), 134,3 (C-
3),178,1 (C-4), 161,1 (C-5), 98,6 (C-6), 164,8 (C-7), 93,5 (C-8), 157,0 (C-9),
104,3 (C-10), 121,9 (C-1), 114,7 (C-2"), 144,5 (C-3'), 148,5 (C-4'), 116,3 (C-5),
121,7 (C-6’), 103,1 (C-1"), 74,4 (C-2"), 77,0 (C-3"), 69,9 (C-4"), 76,8 (C-5"),
61,2 (C-6").

9.8. FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO METANOL/AGUA

Parte do extrato metanol/agua (31,29 g) foi particionada entre
MeOH/H20, sendo que a parte soluvel em MeOH foi parcionada em AcOet,
obtendo-se, assim, duas fragdes, uma solUvel em acetato e outra insolutvel.

A fragdo solavel em AcOet foi submetida a filtracdo em Sephadex LH-20
eluido com MeOH.

Apos este procedimento foram obtidas 52 fracdes. As fracbes que
apresentaram o mesmo Rf quando analisadas em CCDA foram reunidas.

A subfragcdo 20-29 foi submetida & cromatografia de silica flash eluida
com AcOet/MeOH na proporc¢éao 1:1.

ApOs este procedimento foram obtidas 39 fracdes.

A subfracdo 32-35 (m= 239 g) foi submetida a filtracdo em carvao ativo
e, posteriormente em celite, utilizando-se MeOH a quente.

A subfracdo 32-35 (m= 207 g) depois de filtrada foi acetilada, utilizando
piridina e anidrido acético (2:3) e, apos este procedimento foi submetida a
filtracdo em Sephadex LH-20 eluido com MeOH.

Apés este procedimento foram obtidas 80 fragBes. As fracbes que
apresentaram o mesmo Rf quando analisadas em CCDA foram reunidas,

resultando no acucar SMA-01.
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Extrato em MeOH/H20
31,29 g

Particio MeOH/H20

Fracao soluvel MeOH Fracao soluvel em H,O*
9,31¢g 17,43 g

| AcOet

Parte Soluvel em Parte Insollvel em
AcOet AcOet*
6,47 g 2,55¢

Sephadex LH-20 (MeOH)

Fracdo 1-19*

Fracéo 20-29

Fracdo 30-52*

1,689 3,019 0,88¢
CC silica flash AcOet/ MeOH 1:1
Fracdo 1-6* Fracdo 7-14* Fracdo 15-31* | | Fracdo 32-35 | | Fracdo 36-39*
56 mg 130 mg 288 mg 239 mg 101 mg
Filtracdo carvao/ celite-MeOH quente
Acetilacédo
Fracdo 32-35 (acetilada)
207 mg
Sephadex LH-20 (MeOH)
Fracdo 1-8* | | Fracdo 9-14 Fracéo 15-80*
SMA-01
115,1 mg

Fluxograma 06. Fracionamento do extrato MeOH/H20 de folhas de

Clitoria fairchildiana

« Fracbes nao estudadas.
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Dissacarideo (SMA-01)

Aspecto fisico: 6leo amarelo

PF:. 80°C

UV: ndo determinado

IV: ndo determinado

[a]p: n&o determinado

Solubilidade = metanol

Espectrometria de RMN 3C (100 MHz, CDCls, Hz): 6 89,8 (G-1), 70,2 (G-2),
69,5 (G-3), 68,1 (G-4), 68,4 (G-5), 61,6 (G-6), 62,8 (F-1), 103,9 (F-2), 75,6 (F-
3), 74,9 (F-4), 70,2 (F-5), 63,5 (F-6), 170,0 (G-2, C=0), 169,9 (G-3, C=0), 169,4
(G-4, C=0), 170,6 (G-6, C=0), 170,1 (F-1, C=0), 169,6 (F-3, C=0), 169,9 (F-4,
C=0), 170,4 (F-6, C=0), 20,6 (G-2, CH3), 20,6 (G-3, CH3), 20,6 (G-4, CH3),
20,5 (G-6, CHB3), 20,6 (F-1, CH3), 20,5 (F-3, CH3), 20,6 (F-4, CH3), 20,6 (F-6,
CH3), .
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9.9. METODOS DE ANALISE UTILIZADOS

No processo de isolamento e identificacdo dos compostos quimicos

isolados foram utilizados os seguintes métodos de analise:

e Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), registrados
em espectrometro Jeol Eclipse, operando a uma frequéncia de 400 MHz
para 'H e 100 MHz para *3C.

e Espectrometro de gas acoplados ao massas (CG-EM), aparelho CGMS-
QP 5050 SHIMADZU.

e Cromatografo contracorrente Modelo DCC-300 (Tokyo Rikakikai Co.,
Ltd.)

9.10. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

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

No método qualitativo foi feito uma solucdo estoque 5,00 mg/mL em
etanol com os extratos e com o controle positivo, os quais foram diluidos nas
seguintes concentragdes: 2,50; 1,25; 0,625; 0,312 e 0,156 mg/mL. Aplicou-se
2uL de cada concentracdo dos extratos, do controle positivo (rutina) e do
negativo (etanol) em uma cromatofolha de silica gel 60 e em seguida imergiu-
se a cromatofolha em uma solucdo etanodlica 0,3 mM de DPPH durante 15
segundos. A observagdo da atividade antioxidante foi confirmada com a
mudanca de coloracdo das amostras aplicadas na placa de silica e
comparacao com o controle positivo.

No método quantitativo uma solucdo estoque de concentragdo 1,00
mg/mL foi preparada com 10,0 mg de extrato em 10,0 mL de etanol. Esta
solucéo foi submetida a diluigdes de: 25,0; 50,0; 125 e 250 ug/mL. A analise foi
realizada reagindo-se 1,00 mL de uma solucédo etandlica de DPPH 0,30 mM
com 2,50 mL de cada concentracdo dos extratos em triplicata. Apdés 30

minutos, fez-se a leitura em um espectrofotdmetro de luz ultravioleta a 518 mn.
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Os valores das absorbancias foram convertidos para porcentagem de

Atividade Antioxidante (AA%) usando a seguinte férmula:

AA%= 100 — { [(AbSamostra - AbSbranco) X 100]/ AbScontrole negativo}

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

Como controle positivo foi utilizando o flavondide rutina Merk® utilizando
0 mesmo procedimento feito para os extratos. Esse controle foi utilizado para
comparacdo dos valores de (ECso) das amostras analisadas, onde valores
menores ou proximos aos obtidos para o controle indicam que as amostras sao
ativas.

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

amostras mais 1 mL de etanol.

9.11. AVALIACAO DOS FLAVONOIDES TOTAIS

Na determinacgéo do teor de flavondides totais foi utilizada a metodologia
de Rio (1996) modificado, a qual utiliza a rutina como padrdo, em solucdo de
cloreto de aluminio.

As amostras (10,0 mg ) foram solubilizadas em MeOH/H20 na
proporcao 70:30, respectivamente, até completar um volume de 250 mL. Dessa
solucéo inicial foi utilizada uma aliquota de 15 mL, que foi diluida para 50 mL, e
posteriormente, adicionado solucéo de cloreto de aluminio (2% em metanol).

Apés 30 minutos, fez-se a leitura em um espectrofotdmetro de luz

ultravioleta a 425 mn.
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9.12. AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

O teste de letalidade frente as larvas de A. salina foi feito segundo
metodologia proposta por McLaughlin (1982).

Utilizou-se para o bioensaio 50 mg de amostra dos extratos brutos. As
amostras foram solubilizadas na mistura de solvente composto por H20 e
DMSO [3:2 (5 mL)] e diluidas nas seguintes concentracdes: 50, 100, 200, 300 e
500 ppm. Os ensaios foram realizados em quaduplicatas.

Os ovos do microcrutdceo foram colocados em agua do mar artificial
durante 48 horas sem presenca de luz para que fossem eclodidos. Apés a
eclosdo dos ovos, retirou-se 15 larvas que foram adicionadas nos tubos de
ensaio. Com a adicdo da amostra e das larvas completou-se o volume do tubo
para 5 mL com &gua do mar artificial. Ap6s um periodo de 24 horas em
presenca de luz realizou-se a contagem dos individuos mortos e vivos.

Os dados obtidos (porcentagem de mortos e vivos) foram analisados
pelo programa Finney Probit, desenvolvido por McLaughlin para analise
estatistica e determinacéo dos valores de DLso, a qual € a dose necessaria
para matar 50% dos individuos testados..

Valores de DLso < 1000 séo considerados ativos para extratos.

No teste em branco foram utilizados 50 ppm de H20:DMSO (3:2).

No controle positivo utilizou-se o oxidante dicromato de potassio
(K2Cr207), comparado com a massa e as concentragdes da amostra analisada,
na qual tem-se a morte de todos os individuos.

Na preparacdo da agua do mar artificial foram utilizados os seguintes
sais, nas seguintes proporcdes para preparacao de 1L da solucao; NaCl (249g),
CaCl2 .2H20 (1,59), KBr (0,1g), KCI (0,7g), Na2S0O4 (4,0g), NaHCOz3 (0,29) e
MgCl .6H20 (119).

Para eclosé&o dos ovos foi utilizado um microaquario (14x7,5cm) dividido
ao meio por uma peneira.

As andlises foram realizadas em quadruplicata.
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10. CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das folhas de Clitoria fairchildiana resultou no
isolamento de diferentes classes de metabdlitos especiais. Do extrato hexanico
das folhas foram isoladas dois terpenoides: fitol (CFFH-01) e lupeol (CFFH-02)
e trés esteroides: campesterol (CFFH-03), estigmasterol (CFFH-04) e (-
sitosterol (CFFH-05). Do extrato metandlico foram isolados sete flavondides:
3,3',4°,5,7-pentaidroxiflavonol ~ (SM-07),  5,7,4-triidroxiglicopiranosilflavonol
(CEM-01A) 5,7,3',4’- tetraidroxiglicopiranosilflanonol (CFM-01B) 3,5,4’-triidroxi-
7-O-p-D-glicopiranosilflavonol (SM-05A), 3,5,3",4'-tetraidroxi-7-O- -D-
glicopiranosilflavonol (SM-05B), 5,7,4’-triidroxi-O-B-D-glicopiranosil-(1"—6"")-O-
a-L-rhamnopiranosil-(1""—2"")-flavonol (CFM-03A), 5,7,3,4'-tetraidroxi-O-B-D-
glicopiranosil-(1"—6")-O-a-L-ramnopiranosil-(1""—2"")-flavonol (CFM-03A). Do
extrato hidroalcodlico foi isolado um dissacaridio: sacarose peracetilada (SMA-
01).

A avaliagdo da citotoxicidade com larvas de Artemia salina indicou o
extrato metandlico como ativo, fato que estd de acordo com o estudo

fitoquimico, visto que nesse extrato foi identificada a presenca de flavonoides.

A avaliacao do potencial antioxidante dos extratos usando o0 método com
o radical livre DPPH, confirmou a correlacdo existente entre a atividade e a
presenca de substancias fendlicas no extrato. O extrato que apresentou maior

potencial foi o extrato metandlico.

O presente trabalho contribuiu para o conhecimento da composicéo
quimica da espécie Clitoria fairchildiana e da avaliacdo da atividade citotoxica e

antioxidante.
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