1. INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais constitui-se muitas vezes como unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no
tratamento e cura de enfermidades ¢ tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje nas
regides mais pobres do pais € mesmo até nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais
sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais
residenciais (MACIEL et al., 2002). Por um longo periodo de tempo, plantas tém sido uma
das fontes de produtos naturais para a manuten¢ao da saide humana (GOTTLIEB &
BORIN, 2002).

As observagdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem
de forma relevante para a divulgacdo das suas virtudes terapéuticas, prescritos com
frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de nao terem seus constituintes
quimicos conhecidos. Dessa forma, usudrios de plantas medicinais de todo o mundo,
mantém em voga a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando vélidas informagdes
terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos (MACIEL et al., 2002).

Apesar dos avancos da Quimica Medicinal e da Farmacologia, as substancias de
origem vegetal ainda desempenham papéis importantes na medicina moderna, constituindo-
se numa importante fonte de medicamentos ou de substincias prototipos, cujas estruturas
moleculares complexas dificilmente seriam obtidas por sintese ou pela quimica
combinatoria (NEWMAN et al., 2003; YUNES & CALIXTO, 2001; CORDELL, 2000;
SIMOES et al., 2001).

Brasil, sendo o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo — mais de
55.000 espécies catalogadas (SIMOES et al., 2001), tem apenas 8% de suas espécies
vegetais estudadas, visando compostos bioativos, e apenas 1.100 espécies avaliadas em
suas propriedades medicinais (GARCIA ef al., 1996). Esse imenso patrimonio genético, ja
escasso nos paises desenvolvidos, tem na atualidade valor econdomico estratégico
inestimavel em vérias atividades, mas ¢ no campo do desenvolvimento de novos

medicamentos onde reside sua maior potencialidade (CALIXTO, 2003).
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Apesar de todo esse potencial, apenas uma pequena fragao das espécies conhecidas
de plantas foi investigada pela ciéncia. Assim, as plantas medicinais ainda sdo pouco
conhecidas e constituem um fascinante assunto de pesquisa académica e de
desenvolvimento (CRAGG & NEWMAN, 2005). Myers (2000) relata em seu artigo um
levantamento que identificou 25 areas do globo terrestre caracterizadas por excepcional
concentragdo de espécies endémicas e elevada degradacdo de habitat, e que aponta o
Cerrado, o Pantanal ¢ a Mata Atlantica como areas de maior risco de extingdo. O Cerrado
tem se mostrado muito mais rico do que se previa e muitas das suas tipologias sao
endémicas da América do Sul, e do Brasil. Com isso, a importancia intrinseca do seu
patrimdnio genético merece maior reconhecimento (MENDONCA et al., 2010).

Considerando a abundancia e as riquezas que as plantas tem a nos oferecer bem
como a preocupante degradacdo dos ecossistemas citados acima, o Laboratério de
Pesquisas 1 (LP1) do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (DQI — UFMS), realiza o estudo quimico de plantas do Cerrado e Pantanal de Mato
Grosso do Sul. Além do isolamento e caracterizagdo das substincias presentes nestas
plantas, alguns ensaios visando a caracterizacdo de atividades biologicas também sao
realizados, ou as substancias sdo testadas por outros grupos de pesquisa conveniados.
Dentre as espécies selecionadas para estudo, estdo aquelas pertencentes a familia
Lauraceae.

Tendo em vista que as espécies da familia Lauraceae ndo estdo entre as mais
representativas do Cerrado, € que o mesmo se encontra em crescente degradagao, algumas
espécies podem estar em risco de extingdo antes mesmo de serem conhecidas pela ciéncia.
(MENDONCA et al.,, 2010). Além disso, esta familia possui um género especial —
Mezilaurus — que compreende poucas espécies e escasso estudo quimico. Neste trabalho
especificamente, efetuou-se o estudo quimico de uma espécie descrita recentemente como
Mezilaurus vanderwerffii, visando o isolamento e caracterizagdo dos metabolitos

secundarios acumulados pela planta.
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2. OBJETIVOS

2.1 - Objetivos Gerais

Realizar o estudo quimico de M. vanderwerffii (Lauraceae), visando o isolamento e a

caracterizacgdo estrutural dos metabdlitos secundarios acumulados.

2.2 - Objetivos Especificos

- Isolar e identificar os metabodlitos secundarios acumulados por M. vanderwerffii
(Lauraceae).
- Elucidar as estruturas das substancias novas isoladas de M. vanderwerffii (Lauraceae),

utilizando métodos espectroscopicos.
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3. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE LAURACEAE

3.1 - A Familia Lauraceae

A familia Lauraceae composta por 54 géneros e aproximadamente 2500 espécies,
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais e areas de clima temperado, ¢ representada
por 22 géneros e cerca de 400 espécies no Brasil, distribuidas em sua maior parte nas
Florestas Pluviais, Restingas e os Cerrados (GOTTLIEB, 1972; JOLY, 1991;
CHRISTOPHEL & ROWETT, 1996; QUINET, 2005). A grande maioria sdo arvores e
arbustos, exceto as trepadeiras parasitas do género Cassytha, e em geral aromaticas e de
casca lisa (QUINET & ANDREATA, 2002; QUINET, 2005).

O potencial econdmico das espécies da familia Lauraceae ¢ conhecido desde os
tempos remotos, através de documentos da China de 2800 a.C., onde ja era empregado o
0leo da canfora (Cinnamomum camphora) na medicina, sendo que a mesma até hoje ¢
utilizada como cardiotonico, anestésico e cicatrizante. As folhas de louro (Laurus nobilis),
condimento empregado na culinaria em todo o mundo, ¢ frequentemente utilizado como
estimulante nas afeccOes gastricas e reumadticas, além de apresentar atividade
antiespasmodica (MARQUES, 2001; QUINET & ANDREATA, 2002). O produto
alimenticio mais comercializado em quase toda a América € o fruto de Persea americana, o
abacateiro, do qual também se extrai, do mesocarpo e da semente, o 6leo para a fabricacdo
de cosméticos. No Brasil destacam-se as espécies de Ocotea, Nectandra e Mezilaurus,
conhecidas popularmente como canelas, loureiros, embuias e itauba, que remontam ao
inicio da colonizac¢do, quando foram empregadas na constru¢do naval e movelaria de luxo
por possuirem uma madeira de excelente qualidade (QUINET & ANDREATA, 2002).

E uma familia rica em metabélitos secundarios pertencentes as seguintes classes:
lignanas, alcaloides aporfinicos e  benziltetraidroisoquinolinicos,  flavonoides,
sesquiterpenos e pironas. (GOTTLIEB, 1972; GARCEZ et al., 1995; GARCEZ et al.,
1999; GARCEZ et al., 2005a; GARCEZ et al., 2005b).

Muitos compostos isolados de Lauraceae apresentam atividades biologicas, como por
exemplo, os flavonoides monoglicosilados que sdo ativos contra o virus do herpes simples

do tipo I (HIV-I) em culturas de células, as pironas, dienos, trienos com atividade
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antifingica, os mono e sesquiterpenos com atividades tripanocidas, as neolignanas com
atividade antimalarica e antituberculdsica bem como alcaldéides com atividade antitumoral,
antibacteriana e antifungica (ALMEIDA et al., 1998; BARRERA & SUAREZ, 2007).

As plantas da familia Lauraceae coletadas em Mato Grosso do Sul que ja foram
estudadas sdo: Ocotea corymbosa (CHAVEZ, 1995), Ocotea vellosiana (GARCEZ, W.,
1991), Ocotea suaveolens (BEIRITH, 1999), Nectandra gardneri (GARCEZ, F., et
al.,1999), Nectandra cuspidata (BATISTA, 2001), Aiouea trinervis (MARTINS), 2004;
GARCEZ, F., et al,2005a), Nectandra cissiflora (MIRANDA, 2008), Nectandra

Megapotamea e Ocotea lanciflora.

Logo abaixo na tabela 1 estdo listadas espécies da familia Lauraceae que ocorrem

no bioma Cerrado.
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Tabela 1: Espécies da familia Lauraceae no bioma Cerrado (MENDONCA et al.,
2010)*.

Aiouea macedoana Nectandra lanceolata Ocotea oppositifolia
Aiouea piauhyensis Nectandra megapotamica Ocotea percoriacea
Aiouea trinervea Nectandra membrandacea Ocotea pomaderroides
Aniba desertorum Nectandra nitidula Ocotea pretiosa
Aniba heringerii Nectandra reticulata Ocotea puchella
Aniba pulcherrima Nectandra rigida Ocotea spixiana
Cassytha americana Nectandra warmingii Ocotea suaveolens
Cassytha filiformis Ocotea aciphylla Ocotea tristis
Cinnamomum hanaknechtii Ocotea acutifolia Ocotea variabilis
Cinnamomum tomentosum Ocotea aegiphylla Ocotea velloziana
Cryptocaria aschersoniana Ocotea brasiliense Ocotea xanthoxalyx
Cryptocaria guianensis Ocotea bracteosa Persea aurata
Cryptocaria moschata Ocotea catharinensis Persea caerulea
Endlicheria paniculata Ocotea corymbosa Persea fusca
Licaria armeniaca Ocotea diospyrifolia Persea major
Mezilaurus crassiramea Ocotea glaziovii Persea pyrifolia
Mezilaurus lindaviana Ocotea lanceolata Persea rufotomentosa
Nectandra cissiflora Ocotea lancifolia Persea splendens
Nectandra cuspidata Ocotea langsdorffii Persea venosa
Nectandra gardneri Ocotea minarum Phoebe erythropus
Nectandra hihua Ocotea odorifera

*Disponivel em ftp://geoftp.ibge.gov.br/documentos/recursosnaturais/levantamento/floravascular.pdf
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3.2 - O Género Mezilaurus

Segundo um artigo de revisdo de van der Werff que data de 1987, o género
Mezilaurus Taubert compreendia 18 espécies, ocorrendo da Costa Rica ao sudeste do
Brasil, sendo que 14 delas estavam distribuidas em areas de boa drenagem do rio
Amazonas e poucas espécies ocorriam em outros ecossistemas. Hoje existem, contudo, um
total de 26 espécies catalogadas, segundo a base de dados do site “tropicos.org” ligado ao
Missouri Botanical Garden (2008) [Tabela 2].

Pesquisa realizada demonstrou que Mezilaurus ¢ um dos géneros de Lauraceae que
possue as menores flores, cerca de 2 mm de didmetro na antese, caracterizam-se por folhas,
em geral, congestas no apice dos ramos, flores trimeras, bissexuadas, apenas 3 estames
férteis, representando a série 11, e cupula pouco desenvolvida, quase sempre estreita € em
forma de um disco plano (QUINET, 2005; ALVES & BAITELLO, 2008).

O género ¢ pouco coletado e, por esta razao, a maioria das cole¢des botanicas possui
poucos espécimes, o que demonstra a necessidade de maior nimero de coletas para
melhorar o entendimento taxonomico do género (ALVES & BAITELLO, 2008).

A literatura revela que apenas duas espécies pertencentes ao género Mezilaurus ja
foram estudadas quanto a seus constituintes quimicos. De M. itauba, coletada na Colombia,
foram obtidos sete neolignanas tipo benzofuranoide e trés do tipo biciclooctanica (Figura 1)
[YANEZ et al., 1985; YANEZ et al., 1986], enquanto em M. synandra, coletada no Brasil,
foram caracterizadas uma y-lactona (butanolidio) e alcaloides aporfinicos e

benziltetraidroisoquinolinicos (Figura 2) [SILVA et al., 1983].
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Tabela 2: *Espécies do género Mezilaurus.

Nome cientifico Autor Data
Mezilaurus anacardioides (Meisn.) Taub. ex Mez 1892
Mezilaurus caatingae van der Werff 1987
Mezilaurus campaucola van der Werff 2003
Mezilaurus crassiramea (Meisn.) Taub. ex Mez 1892
Mezilaurus decurrens (Ducke) Kosterm. 1936
Mezilaurus duckei van der Werff 1987
Mezilaurus glaucophylla van der Werff 1987
Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez 1892
Mezilaurus lindaviana Schwacke & Mez 1892
Mezilaurus maguireana C.K. Allen 1964
Mezilaurus mahuba (A. Samp.) van der Werff 1987
Mezilaurus manausensis van der Werff 2003
Mezilaurus micrantha van der Werff 1987
Mezilaurus navalium (Allemao) Taub. ex Mez 1892
Mezilaurus opaca Kubitzki & van der Werff 1987
Mezilaurus oppositifolia (Nees) Taubert ex Mez. 1892
Mezilaurus palcazuensis van der Werff 1987
Mezilaurus pyriflora van der Werff 1987
Mezilaurus quadrilocellata van der Werff 1987
Mezilaurus sprucei (Meisn.) Taub. ex Mez 1892
Mezilaurus subcordata (Ducke) Kosterm. 1936
Mezilaurus synandra (Mez) Kosterm. 1936
Mezilaurus thoroflora van der Werff 1987
Mezilaurus triunca van der Werff 1994
Mezilaurus vanderwerffii Alves, F.M. & Baitello 2008
Mezilaurus wurdackiana C.K. Allen 1964

*Disponivel em: http://www.tropicos.org/NameSearch.aspx?name=Mezilaurus&commonname
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Figura 1: Neolignanas tipo benzofuranoide (1-7) e tipo biciclooctanica (8-10) isoladas de M.
itauba [Adaptado de YANEZ et al., 1985; YANEZ et al., 1986].
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Figura 2: Estruturas e estereoquimica absoluta das substancias isoladas de M. synandra (SILVA et
al., 1983).

Garcia e colaboradores (2000) demonstraram que duas neolignanas isoladas de M.
itauba, a trans-burchelina (6) e a cis-burchelina (7) [Figura 1], apresentaram atividade
bioldgica contra um dos mais importantes vetores do Trypanossoma cruzi, que € a larva do
inseto hematofago Rhodnius prolixus, responsavel pela doenca de Chagas na América
Latina. Estudos de atividade antimicrobiana realizados por Granato e colaboradores (2005)

revelaram que o extrato metanolico de M. itauba foi ativo contra os micro-organismos

10
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Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus e
Proteus mirabilis.

Mato Grosso do Sul é um dos estados brasileiros com a flora mais diversificada, nele
ocorrendo diversos tipos de bioma, entre eles o Cerrado e o Pantanal. A regido de
Aquidauana, por exemplo, se caracteriza por uma morfologia bem particular, com
montanhas de pedras avermelhadas e um solo misto de Cerrado e 4areas em que
predominam pedras. Recentemente foi descrita uma planta de porte arbdrea popularmente
conhecida como “tapinhoa”, classificada como Mezilaurus vanderwerffii (Lauraceae), que
sO ocorre nesta regido. Com esta descoberta, o género passa a contar com mais uma espécie

oficialmente reconhecida.

3.3 - Mezilaurus vanderwerffii Alves & Baitello

Figura 3: Mezilaurus vanderwerffii FM. Alves & J.B. Baitello (H. Lorenzi 1467) a: Ramo com
frutos; b: Fl16r com trés Gnicos estames (série I1I).

11
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Estudo floristico da familia Lauraceae no Mato Grosso do Sul revelou uma nova
espécie de Mezilaurus, representando a segunda espécie do género para o Bioma Cerrado
(lato sensu) da regido Centro-Oeste, embora as coletas disponiveis revelem que esta espécie
nao ¢ exclusiva desse Bioma (ALVES & BAITELLO, 2008).

Mezilaurus vanderwerffii (Figura 3), tem folhas com a face adaxial densamente
pontoado-glandulosa, face abaxial glabrescente, flores externamente glabras e ramos com
poucos tricomas esparsos (ALVES & BAITELLO, 2008).

A espécie ¢ frequentemente encontrada no Cerraddao de Piraputanga e no Morro do
Paxixi, municipio de Aquidauana, no Cerrado tipico e na Floresta Estacional Semidecidual
do entorno do Pantanal Matogrossense. A espécie apresenta frequéncia elevada, porém
dispersao muito descontinua ao longo da sua area de distribui¢do (ALVES & BAITELLO,
2008).

A madeira de M. vanderwerffii, por ser dura e pesada, ¢ utilizada localmente para
moirdes, postes, cruzetas, dormentes, carpintaria em geral, armacdes de pontes, obras
hidraulicas e outras obras externas que requeiram resisténcia mecanica e grande
durabilidade. Seus frutos sdo apreciados pela avifauna, especialmente por tucanos. Devido
a semelhanca com outra espécie do género, Mezilaurus navalium (Allemao) Taubert ex
Mez, que ocorre na mata Atlantica do Estado do Rio de Janeiro, M. vanderwerffii ficou
conhecida em sua regido de ococrréncia pelo nome popular desta outra: tapinhod. (ALVES

& BAITELLO, 2008).

12
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 - Materiais e Equipamentos Utilizados

4.1.1 - Solventes

Foram utilizados nos processos de extragdo, particado e como eluentes nas técnicas
cromatograficas, solventes de grau P.A. (Merck, Vetec, Synth, QM). Em CLAE, foram

empregados solventes de grau cromatografico (Merck).

4.1.2 - Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

Foram utilizadas placas ativadas (120°C por 30 minutos) de silica gel 60 G e GFs4 €

(45 pm) silica gel 60 F,s4 em cromatofolhas de aluminio 20 x 20 cm da Merck.

4.1.3 - Métodos de deteccio em CCDA

- Luz Ultravioleta: incidéncia de luz ultravioleta (Monitor UV de mao, modelo

UVGL-25, UVP inc. com lampadas Blackray de 254 e 366 nm) em camara escura, quando
utilizado silica com indicador fluorescente.
- Vanilina ou Sulfato Cério: apo6s borrifar as placas com a solugdo reveladora

(Vanilina - 10% m/v em H,O/CH3;0H/H,;SO4 45:45:10 v/v/v ; Sulfato Cério [Ce(SO4),] —

solugdo a 2% em H,SOy,), as placas foram aquecidas a 100 °C em chapa aquecedora até que

as manchas fossem visualizadas.

4.1.4 - Cromatografia em coluna — fases estacionarias

a) Sephadex LH-20
Diametro da particula: 25-100 um (Pharmacia)
b) Silica gel 60

13
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Diametro da particula: 63-200 um (Merck); 35-70 um (Merck).
Especificagcdo: 70-230 mesh ASTM; 200-400 mesh ASTM.

4.1.5 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

O equipamento de CLAE utilizado foi da marca Shimadzu modelo LC - 6 AD,
bomba ternaria, detector UV-visivel variavel Shimadzu SPD 6 AV e injetor manual com
alca de amostragem de 0,5 mL (analitico) e 5 mL (semi-preparativo). As colunas
cromatograficas (analitica e semi-preparativa) foram as da marca Phenomenex C-18,
particulas de 100 A°® de poro, didmetro médio de 5 um e dimensdes de 5,0 @ x 250 mm
(analitica) e 21,20 @ x 250 mm (semi-preparativa). Para as separacdes cromatograficas
foram empregados sistemas isocraticos de misturas binarias de CH3CN/H,O. A acetonitrila
usada foi de grau cromatografico e a agua do sistema Milli-Q (Millipore, Bedford,
MA,USA).

Condicoes de trabalho

Analitica

Eluente: CH3CN/H,0O (22:78 v/v) para FR1C3.2.41-24 ¢ FR2.3Aa20.28.20; CH3CN/H,0O
(18:82 v/v) para FR2.3Aa20.28.35.

Fluxo: 0,7 mL/min.

Comprimento de onda do detector: 254 nm para as duas primeiras amostras, € 210 nm para
a terceira.

Injegdo: 10 pL.

Semi-Preparativa

Eluente: CH3CN/H,0O (22:78 v/v) para FR1C3.2.41-24 ¢ FR2.3Aa20.28.20; CH3CN/H,0
(18:82 v/v) para FR2.3Aa20.28.35.

Fluxo: 14 mL/min.
Comprimento de onda do detector: 254 nm para as duas primeiras amostras, € 210 nm para
a terceira.

Injegdo: 0,5-1,0 mL.

14
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4.1.6 - Espectros de RMN

Os espectros de RMN uni- e bidimensionais foram registrados em aparelho Bruker,
modelo DPX-300 a 300 MHz para RMN 'H ¢ a 75,0 MHz para RMN de "°C. As amostras
foram solubilizadas em CD;0D, CDCl;, CCly e C;D¢0 da marca CIL (Cambridge Isotope
Laboratories, Inc.). Como referéncia interna foi utilizada os sinais relativos aos hidrogénios
residuais do solvente para RMN 'H e aos carbonos do solvente e/ou do tetrametilsilano

(TMS) para RMN de "°C.

4.1.7 — Rotacao optica

A rotacao oOptica foi determinada em polarimetro Perkin Elmer 341.

4.2 - Coleta e Identificacio do Material Vegetal

A planta foi classificada da seguinte forma:

Familia - Lauraceae

Género - Mezilaurus

Espécie - vanderwerffii Alves & Baitello

Caracteristicas da Planta: possui porte arboreo. Conhecida popularmente como
“tapinhod”, que em tupi significa madeira dura e resistente, ¢ muito utilizada na regido em
obras civis e hidraulicas, que requerem alta resisténcia e durabilidade. (Figura 4).

Coleta da Planta: as folhas e o caule foram coletados na regido de Palmeiras, no
municipio de Aquidauana, Mato Grosso do Sul, em Margo de 2007.

Identificacdo da espécie: foi realizado pelo Msc. Flavio Macedo Alves da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e pelo pesquisador cientifico e diretor geral
do Instituto Florestal, Dr. Jodo Batista Baitello (ALVES & BAITELLO, 2008).

Identificagdao do género: foi realizada pelo Prof® Msc. Flavio Macedo Alves e as

exsicatas foram depositadas no Herbario CGMS da UFMS.
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Figura 4: Caule, folhas e frutos de M. vanderwerffii coletada em Aquidauana, Mato Grosso do Sul.

4.3 - Obtenciao dos Extratos Etanolicos de M. vanderwerffii

As folhas e o caule de M. vanderwerffii, foram secos e triturados, obtendo-se
1252,79 g e 4653,88 g respectivamente. Ambos foram submetidos a extragdo com etanol
durante cinco dias com eventual agitacdo, a temperatura ambiente (procedimento repetido
quatro vezes). Os extratos etanodlicos foram concentrados sob pressao reduzida até
consisténcia xaroposa, e seus rendimentos aproximados foram registrados (258 g e 157 g

respectivamente) (Esquema 1).

M. vanderwerffii

Folhas (~1252 g) Caule (~4653 g)

1- Extracio com etanol (4 X)
2- Filtracao por gravidade )

3- Concentracio em
rotaevaporador
A 4 A 4
Extrato Etandlico das Extrato Etandlico do
Folhas (258 g) Caule (157 g)

Esquema 1: Obtengao dos extratos etanolicos das folhas e caule de M. vanderwerffii.
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4.4 - Particao e Fracionamento do Extrato Etandlico das Folhas de M.

vanderwerffii

Foram separadas aproximadamente 3 g do extrato etandlico das folhas de M.
vanderwerffii, dissolvidas em metanol/agua (9:1) e submetidas a partigdo com hexano,
restando a fragdo hidrometanolica que em seguida foi particionada com acetato de
etila/agua (7:3). Tais procedimentos resultaram nas fracdes hexanica (2,1683g), acetato de

etila (0,0657g) e hidrometanolica (0,8618g) (Esquema 2).

Extrato etanoélico
das folhas de M. vanderwerffii

Qg

1- Suspensao metanol/agua (9:1)
2- Particao hexano 50 mL (6 X)

A 4 A

Fase hidrometanolica Fase hexanica FR1A
(2.07 2)

3- Particio acetato de etila/agua (7:3) 70 mL

Fase acetato de etila Fase hidrometanolica
FR1B (0,07 g) FR1C (0,86 g)

Esquema 2: Particdo-teste do extrato etandlico das folhas de M. vanderwerffii.

4.4.1 — Estudos com a fase hidrometandlica (FR1C)

A fase hidrometandlica (aproximadamente 0,86 g), foi submetida a uma filtragdo em
silica, utilizando-se para isso silica de fase reversa C-18 (4,5 cm de altura), funil de vidro
sinterizado (6,0 cm de didmetro) e bomba de succdo. A coluna foi eluida em metanol/agua

(1:9), (1:4), (1:1), (4:1), acetato de etila e hexano em gradiente de polaridade decrescente,
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obtendo-se sete fragdes de 250 mL cada, exceto no caso do eluente acetato de etila do qual
coletou-se 2 das 7 fragdes, com 125 mL cada. As mesmas receberam as denominagdes de
FR1C1 a FRIC7 (Esquema 3). Todas foram concentradas sob pressdo reduzida, e
submetidas a CCDA, para teste de melhor eluente. Os sistemas de eluentes foram:
hexano/acetato de etila (9:1), (1:1), (3:7), (1:4), (1:9), acetato de etila/metanol (9:1),

cloroféormio/etanol/agua (40:9:1), e as revelacdes feitas com vanilina e chapa aquecedora.

Fase hidrometandlica
FR1C (0,8618 g)
Eluicao (250 mL cada)
A 4
Metanol/agua (1:9) - FR1C1 (0,0745 g)
A 4
Metanol/agua (1:4) - FR1C2 (0,0513 g)
A 4
Metanol/agua (1:1) - FR1C3 (0,1015 g)
A 4
Metanol/agua (4:1) | FR1C4 (0,2142 g)
A 4
Acetato de Etila - FR1CS (0,2451 g)
7 FR1C6 (0,0601 g)
A 4
Hexano - FR1C7 (0,0540 g)

Esquema 3: Fracionamento cromatografico da fase hidrometanodlica obtida da particdo-teste do
extrato etandlico das folhas de M. vanderwerffii.

Depois destes procedimentos preliminares relatados nos itens 3.4 ¢ 3.4.1, separou-se

aproximadamente 200 g do extrato etandlico xaroposo das folhas de M. vanderwerffii, e
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dividiu-os em duas porgdes de 100 g para cada funil de separagao de 2,0 L. Ambos foram
dissolvidos em metanol/agua (9:1), e submetidos a particdo com hexano, resultando em
duas fases que foram concentradas sob pressdo reduzida: hexénica (5,45 g) e

hidrometandlica (158,14 g) (Esquema 4).

Extrato etandlico
das folhas de M. vanderwerffii
(200 g)

1- Metanol/agua (9:1) 2000 mL
2- Hexano 400 mL (7 X)
3- Conc. sob pressao reduzida

J ) }
Fase hexanica FR1A Fase hidrometanolica FR1C
So (158 ¢)

Esquema 4: Segunda partigdo do extrato etandlico das folhas de M. vanderwerffii.

Destes 158 g da fase hidrometanodlica, aproximadamente 150,0 g foram suspensos
em metanol/agua (1:9) com a ajuda de um aparelho de ultrassom. Obtiveram-se duas fases:
precipitado e sobrenadante.

O sobrenadante foi separado e submetido a filtracdo em silica, utilizando-se
novamente de silica de fase reversa C-18 (4,0 cm de altura), funil de vidro sinterizado (13,5
cm de diametro) e bomba de sucgdo. O sistema de eluigdo ¢ o mesmo aplicado
anteriormente, fornecendo seis fracdes de 1,0 L cada, que receberam as seguintes

denominag¢des: FR1C1.2, FR1C2.2, FR1C3.2, FR1C4.2, FR1C5.2 e FR1C7.2 (Esquema 5).
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Fase hidrometanolica
FR1C (150 g)

v Suspensdo em 400 mL metanol/agua(1:9)

\ 4 \ 4

Sobrenadante (FR1C) Precipitado (FR1D)
Elui¢ao (1000 mL cada)

A\ 4
Metanol/dgua (1:9) Fragoes _ FR1C1.2 (31,0113 g)

A 4
Metanol/agua (1:4) - FR1C2.2 (2,4646 g)

A 4
Metanol/agua (1:1) - FR1C3.2 (8,4211 @)

A 4
Metanol/agua (4:1) - FR1C4.2 (1,3271 g)

A 4
Acetato de etila - FR1C5.2 (0,6851 g)

A 4
Hexano - FR1C7.2 (0,1354 g)

Esquema 5: Segundo fracionamento cromatografico da fase hidrometandlica obtida da segunda
parti¢do do extrato etanolico das folhas de M. vanderwerffii.

As fragdes tiveram seu perfil cromatografico tragado em CCDA e as que
despertaram maior interesse (manchas bem definidas e de polaridade intermedidria), foram
submetidas ao fracionamento em coluna de Sephadex LH-20 e silica gel 60 (70-230 mesh).

As fracoes selecionadas foram FR1C3.2 ¢ FR1C4.2.
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4.4.1.1 - Fracionamento cromatografico de FR1C3.2

Foi pesada 1,0 g da fracdo FR1C3.2, solubilizada em metanol, aplicada a coluna de
sephadex LH-20 e eluida isocraticamente com 1,0 L de metanol, procedimento do qual se
obteve 130 fragdes. As mesmas foram analisadas por CCDA, sendo agrupadas as fracdes

que apresentaram perfil cromatografico semelhante (Tabela 3).

Tabela 3: Frac¢des agrupadas obtidas do fracionamento cromatografico de FR1C3.2
(Coluna 1).

Fracoes Massa (mg) Fracoes Massa (mg)

FR1C3.2.3 269,6 FR1C3.2.56 34,2
FR1C3.2.15 15,5 FR1C3.2.63 15
FR1C3.2.20 53,7 FR1C3.2.68 17,7
FR1C3.2.22 20,2 FR1C3.2.74 30333
FR1C3.2.23 93,2 FR1C3.2.85 6,1
FR1C3.2.32 37,5 FR1C3.2.87 20,4
FR1C3.2.39 19,1 FR1C3.2.95 20,8
FR1C3.2.41 desconhecida FR1C3.2.104 10,6
FR1C3.2.52 desconhecida FR1C3.2.113 432

A fracdo FR1C3.2.41 apresentou formagdo de um precipitado amarelo codificado
como FR1C3.2.41ppt (63,9 mg), que foi separado do sobrenadante e submetido a anélise
espectroscopica de RMN uni e bidimensionais.

Todas as fragdes agrupadas foram analisadas novamente por CCDA e, dentre elas,
selecionaram-se as fragdes FR1C3.2.41-sobrenadante ¢ FR1C3.2.52 para a purificacdo de

seus constituintes.

4.4.1.1a - Purificacdo da fracao FR1C3.2.41-sobrenadante

O sobrenadante da fragdo FR1C3.2.41 foi cromatografado em Sephadex LH-20

utilizando-se 500 mL de metanol como eluente. Deste processo obteve-se 35 subfragoes,
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que foram analisadas por CCDA e agrupadas aquelas cujo perfil cromatografico fosse

semelhante (Tabela 4).

Tabela 4: Subfracées agrupadas obtidas da purificacio cromatografica da fracio
FR1C3.2.41-sobrenadante (Coluna 2).

Fracoes Massa (mg) Fracoes Massa (mg)
FR1C3.2.41-1 11,9 FR1C3.2.41-26ppt 8,5
FR1C3.2.41-12 16,2 FR1C3.2.41-30 4,7
FR1C3.2.41-21 6,5 FR1C3.2.41-31 5,0
FR1C3.2.41-23 3,3 FR1C3.2.41-33 2,3
FR1C3.2.41-24 121,5

Dentre as subfragdes analisadas por CCDA, FR1C3.2.41-26ppt para ser submetida
a analise espectroscopica de RMN de 'H e "°C e FR1C3.2.41-24 foi selecionada para

isolamento de seus compostos através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4.4.1.1b - Isolamento de quatro flavonoides de FR1C3.2.41-24 por CLAE

A fracdo FR1C3.2.41-24 (121,5 mg) foi submetida a uma separagdo por CLAE
semi-preparativa, utilizando-se coluna de fase reversa C-18 (CH3CN/H,O (22:78 v/v), A =
254 nm e fluxo 14 mL/min). Nesse processo de separagdo foram coletadas quatro fracoes,
conforme mostra o cromatograma (Figura 5), denominadas FR1C3.2.41-24a, FR1C3.2.41-
24b, FR1C3.2.41-24¢c ¢ FR1C3.2.41-24d. A andlise espectroscopica (1D e 2D) destas
fragdes resultou na elucidagdo estrutural dos flavondides a, b, ¢ e d respectivamente

(Tabela 5).
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i :

3.1500
(d)

(c) |

7 81098 ‘
-0

(a) \ (b)
f e A
G 5.5 18,6 : : :
mi% a{ﬁw 2.8 5.0 0.0

Figura 5: Cromatograma semi-preparativo da fragdo FR1C3.2.41-24. Coluna de fase reversa C-18,
eluente CH;CN/H,O (22:78 v/v), detector UV (A = 254 nm) e fluxo 14 mL/min.

Tabela 5: Substancias quimicas separadas por CLAE da fra¢cio FR1C3.2.41-24

Fraciao Massa (mg) Flavonoides
FR1C3.2.41-24a 3,9 kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo
FR1C3.2.41-24b 6,8 kaempferol-3-0-0-L-rhamnopiranosideo
FR1C3.2.41-24c 16,6 quercetina-3-O-B-D-glucopiranosideo
FR1C3.2.41-24d 79,5 quercetina-3-0-a-L-rhamnopiranosideo

4.4.1.1.2 - Purificacio da fracao FR1C3.2.52

A fragao FR1C3.2.52 foi purificado em Sephadex LH-20 com 800 mL de metanol
como sistema eluente obtendo-se 50 subfra¢des, que foram analisadas por CCDA e

agrupadas aquelas cujo perfil cromatografico fosse semelhante (Tabela 6).
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Tabela 6: Subfracées agrupadas obtidas da purificacio cromatografica da fracao
FR1C3.2.52 (Coluna 3).

Fracoes Massa (mg) Fracoes Massa (mg)
FR1C3.2.52-1 534 FR1C3.2.52-27 1,0
FR1C3.2.52-15 2,3 FR1C3.2.52-28 21,2
FR1C3.2.52-24 2,9 FR1C3.2.52-40 7,9
FR1C3.2.52-26 3,0 FR1C3.2.52-47 1,6

As subfragdes agrupadas foram avaliadas novamente por CCDA. As quatro ultimas
foram comparadas com a fragdo FR1C3.2.41-24 e apresentaram perfil cromatografico

idéntico.

4.4.1.2 - Fracionamento cromatografico de FR1C4.2

A fracdo FR1C4.2 (0,7048 g) foi submetida a um fracionamento cromatografico,
utilizando-se silica gel 60 (70-230 mesh). Para a montagem da coluna cromatografica
foram utilizados 80 g de silica gel 60 e mais 1,0 g para a confec¢ao da pastilha. A coluna
foi eluida com misturas de hexano, acetato de etila ¢ metanol, em gradiente de polaridade
crescente, obtendo-se 125 fracdes. Todas as fracdes foram submetidas a analise por CCDA,
e agrupadas aquelas cujo perfil cromatografico fosse semelhante sendo descartadas aquelas

de menor interesse (as mais polares) [Tabela 7].
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Tabela 7: Fracoes agrupadas obtidas do fracionamento cromatografico de FR1C4.2
(Coluna 4)

Eluentes Fracoes Massa (mg)
Hexano/acetato de etila (9:1 v/v) FR1C4.2.21 2,5
Hexano/acetato de etila (9:1 v/v) FR1C4.2.47 2,1
Hexano/acetato de etila (4:1 v/v) FR1C4.2.63 2,1
Hexano/acetato de etila (4:1 v/v) FR1C4.2.73 3.4
Hexano/acetato de etila (4:1 v/v) FR1C4.2.74 62,5
Hexano/acetato de etila (4:1 v/v) FR1C4.2.78 65,0
Hexano/acetato de etila (7:3 v/v) FR1C4.2.81 22,3
Hexano/acetato de etila (7:3 v/v) FR1C4.2.89 24.9
Hexano/acetato de etila/metanol (7:3:1 v/v) FR1C4.2.97 8,6
Hexano/acetato de etila/metanol (7:3:2 v/v) FR1C4.2.100 9,6

As fracdes FR1C4.2.21, FR1C4.2.47 ¢ FR1C4.2.63 apresentaram apenas uma
mancha na CCDA, mas a andlise por RMN de 'H revelou se tratarem de substincias

apolares de pouco interesse.

4.4.1.3 — Fracionamento cromatografico e purificacoes de FR1D

A fragcdo FRID se trata daquele precipitado que surgiu quando a fase
hidrometandlica proveniente da particdo do extrato etandlico das folhas de M.
vanderwerffii, foi suspensa em CH3;OH/H,O 1:9. A mesma foi purificada em coluna de
silica gel 60 (70-230 mesh), eluida com hexano, hexano/acetato de etila (4:1 — 1:1), acetato
de etila e metanol em gradiente de polaridade crescente, resultando em 5 fragdes. Todas as

fragdes foram submetidas a analise em CCDA (Esquema 6).
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F. hidrometanolica
(FR1C - 150 g)

Suspensio em metanol/agua 1:9
A 4

\ 4 A 4
Sobrenadante Precipitado
(FR1C) (FR1D ~50 g)

Filtracao em silica gel 60
[hexano, hexano/acetato de etila
(4:1 —1:1), acetato de etila e metanol]

\ 4 A 4 A 4 A 4 A 4
1 (178 mg) 2 (592 mg) 31,74 g) 4 * 5%
RMN RMN
(D) (1D) Filtracio em silica gel 200-400 mesh
- A (cloroformio/acetato de etila/isopropanol —
Espatulenol | | Acido ursélico 96:2:1)
\ 4 R
l l l l v
6 (3 mg) 18 (8,7 mg) 24 (12 mg) 34 || 43 (138,7 mg)
A 4 \ 4 IV e RMN A 4
15 19 (1D e 2D) 68
(5,5 mg) (10 mg) A 4 (201 mg)
Policetideo

y-lacténico (31,6 mg)

Esquema 6: Fracionamento cromatografico e purificagdo de FR1D, levando ao isolamento do
sesquiterpeno espatulenol, do triterpeno acido ursolico e de um policetideo y-lactonico.
* massa desconhecida.

As fragdes FR1D1 e FR1D2, foram submetidas a anélise espectroscopica (1D), o
que possibilitou a identificacdo do sesquiterpeno espatulenol, e do triterpeno acido ursolico
respectivamente.

A fragdo FR1D3 (cerca de 1 g), foi purificada em coluna de vidro (didmetro = 3,5
cm) preenchida com 130,0 g de silica gel 200-400 mesh (flash), com sistema de eluigao
isocratico constituido por cloroférmio/acetato de etila/isopropanol (96:2:1 — 600 mL),

levando a obtengdo de 76 fracdes. As mesmas foram avaliadas por CCDA e agrupadas,
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sendo que a fracdo FR1D3.34, avaliada por RMN (1D e 2D) bem como por IV, levou a

elucidacao estrutural de um policetideo y-lactonico (Esquema 6).

4.5 - Fracionamento e Particio do Extrato Etandlico do Caule de M.

vanderwerffii

O extrato etanolico do caule de M. vanderwerffii — FR2 - (cerca de 90,0 g) foi
submetido a uma filtragdo em silica, utilizando-se para isso silica de fase reversa C-18 (4,0
cm de altura), funil de vidro sinterizado (13,5 cm de diametro) ¢ bomba de sucgdo. A
coluna foi eluida em metanol/agua (1:9), (1:4), (1:1), (4:1), metanol, acetato de etila e
hexano em gradiente de polaridade decrescente, obtendo-se sete fragdes de 1000 mL cada.
As mesmas receberam as denominagoes de FR2.1, FR2.2, FR2.3, FR2.4, FR2.5, FR2.6 ¢
FR2.7 (Esquema 7).
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Extrato etandlico do caule
M. vanderwerffii
FR2 (90 g)
Eluicao (1000 mL cada)
\ 4
Metanol/agua (1:9) R FR2.1
A 4
Metanol/agua (1:4) | FR2.2
A 4
Metanol/agua (1:1) | FR2.3
A 4
Metanol/agua (4:1) | FR2.4
A 4
Metanol > FR2.5
A 4
Acetato de etila | FR2.6
Hexano > FR2.7

Esquema 7: Fracionamento cromatografico em coluna de fase reversa do extrato etandlico do caule
de M. vanderwerffii.

4.5.1 - Fracao FR2.7

A fracdo FR2.7 foi concentrada totalmente, sob pressdo reduzida e posteriormente

avaliada por RMN de 'H.
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4.5.2 - Fracao FR2.6

A fragdo FR2.6 foi parcialmente concentrada e guardada sob refrigeracdo por
aproximadamente trés dias. Sob as condigdes de repouso e baixa temperatura, ocorreu a

formacdo de um precipitado (FR2.6pptl), que foi separado de seu sobrenadante (FR2.6s1)

e purificado com o solvente acetato de etila (Esquema 8).

FR2.6

v

Sobrenadante 1
(FR2.6s1)

Esquema 8: Purificagdo da fracdo FR2.6 obtida do fracionamento cromatografico do extrato

Precipitado 1
(FR2.6pptl)

v

Sobrenadante 2
(FR2.6s2)

v

Precipitado 2
(FR2.6ppt2)

v

1 — Concentracio parcial em rotaevaporador
v2 — Repouso e baixa temperatura

3 — Acetato de etila / ultrassom
i 4 — Repouso e baixa temperatura

5 — Acetato de etila / ultrassom
v 6 — Centrifuga

Sobrenadante 3
(FR2.6s3)

etandlico do caule de M. vanderwerffii.

Do processo de purificagdo acima citado, resultou as fragdes FR2.6s1 a FR2.6s4

referentes aos sobrenadantes formados, e as fragdes FR2.6pptl a FR2.6ppt4 referentes aos

precipitados (Esquema 8).

Precipitado 3
(FR2.6ppt3)
7 — Acetato de etila /
ultrassom
8 — Centrifuga
v 4
Sobrenadante 4 Precipitado 4
(FR2.6s4) (FR2.6ppt4)
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As fragdes FR2.6s2, FR2.6s3 ¢ FR2.6s4 foram reunidas e denominada como
“FR2.6s2”. As fracdes FR2.6ppt2, FR2.6ppt3 ¢ FR2.6ppt4 também foram reunidas e
chamada de “FR2.6ppt2” (Esquema 9).

FR2.6

Reunifo das fracoes obtidas pelo
processo de centrifugacio

A 4
v v v v
Sobrenadante 1 Sobrenadante 2 Precipitado 1 Precipitado 2
(FR2.6s1) (FR2.6s2) (FR2.6pptl) (FR2.6ppt2)

Esquema 9: FragGes reunidas apos processo de purificagdo por centrifugagdo de FR2.6

A fracdo FR2.6ppt2 foi submetida a processos de purificagdo com o solvente
metanol seguida de centrifugacdo (Esquema 10). Desse processo, obtiveram-se as fragoes
FR2.6s5, FR2.6s6, FR2.6s7 ¢ FR2.6s8 referentes aos sobrenadantes, que foram reunidas e
denominadas como sendo “FR2.6s5”. As fragdes referentes aos precipitados, FR2.6pptS5,
FR2.6ppt6, FR2.6ppt7 ¢ FR2.6ppt8, também foram reunidas e denominadas como sendo
“FR2.6ppt5” (Esquema 11).
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FR2.6ppt2

\ 4

1 — Metanol / ultrassom
2 — Centrifuga

v

Sobrenadante 5
(FR2.6s5)

v

Precipitado 5
(FR2.6nDt5)

\ 4

3 — Metanol / ultrassom
4 — Centrifuga

v

Sobrenadante 6

v

Precipitado 6

v

Precipitado 7
(FR2.6pnnt7)

(FR2.6s6) (FR2.6pD16)
5 — Metanol / ultrassom
6 — Centrifuga
\ 4
v
Sobrenadante 7
(FR2.6s7)

A 4

7 — Metanol / ultrassom
8 — Centrifuga

v

Sobrenadante 8
(FR2.6s8)

v

Precipitado 8
(FR2.6nDt8)

Esquema 10: Purificacdo por centrifugacdo da fragdo FR2.6ppt2 .

FR2.6ppt 2

Reuniio das fracoes obtidas
do processo de centrifugacao

v v
Sobrenadante 5 Precipitado 5
(FR2.6s5) (FR2.6ppt 5)

Esquema 11: Fragdes reunidas apds processo de purificagdo por centrifugagdo de FR2.6ppt2
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4.5.3 - Fracao FR2.5

A fracdo FR2.5 foi submetida a particdes em funil de separagdo, com hexano e
acetato de etila (Esquema 12). De FR2.5 obteve-se as fases hexanica (FR2.5H), acetato de
etila (FR2.5A) e a metandlica (FR2.5M). Todas as fases foram avaliadas em CCDA e RMN
de 'H.

FR2.5

1 — Particao hexano 350 mL (3X)
2 — Acetato de etila 350 mL (3X)

h 4 A 4 A 4

F. Hexanica F. Acetato de etila F. Aquosa
(FR2.5H) (FR2.5A) (FR2.5M)

Esquema 12: Particoes das fragcdes FR2.5, FR2.4, FR2.3 e FR2.2 obtidas do fracionamento
cromatografico em coluna de fase reversa do extrato etanélico do caule de M. vanderwerffii.

4.5.4 - Fracao FR2.4

A fracdo FR2.4 foi submetida a particdes em funil de separagdo, com hexano e
acetato de etila (Esquema 13). De FR2.4 obteve-se as fases hexanica (FR2.4H), acetato de
etila (FR2.4A), e a aquosa (FR2.4Aq). Todas as fases foram avaliadas em CCDA e RMN
de 'H.

FR2.4

1 — Particao hexano 350 mL (3X)
2 — Acetato de etila 350 mL (3X)

h 4 A 4 A 4

F. Hexanica F. Acetato de etila F. Aquosa
(FR2.4H) (FR2.4A~387 mg) (FR2.4Aq)

Esquema 13: Particoes das fracdes FR2.5, FR2.4, FR2.3 e FR2.2 obtidas do fracionamento
cromatografico em coluna de fase reversa do extrato etanélico do caule de M. vanderwerffii.
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4.5.5 - Fracao FR2.3

A fracdo FR2.3 foi submetida a particdes em funil de separagdo, com hexano e
acetato de etila (Esquema 14). De FR2.3 obteve-se as fases hexanica (FR2.3H), acetato de
etila (FR2.3A) e aquosa (FR2.3Aq).

FR2.3

1 — Particao hexano 350 mL (3X)
2 — Acetato de etila 350 mL (3X)

h 4 A 4 A 4

F. hexanica F. acetato de etila F. aquosa
(FR2.3H) (FR2.3A) (FR2.3Aq)

Esquema 14: Particoes das fragcdes FR2.5, FR2.4, FR2.3 e FR2.2 obtidas do fracionamento
cromatografico em coluna de fase reversa do extrato etanélico do caule de M. vanderwerffii.

4.5.5.1 — Fracionamento cromatografico de FR2.3H

Foi aplicada a coluna de sephadex LH-20, 270,4 mg da fragcdo FR2.3H, apos esta
ultima ter sido solubilizada numa mistura binaria de solventes (CHCIl;/CH;0OH 1:1). A
coluna foi eluida com aproximadamente 800 mL da mesma mistura de solventes que
solubilizou a amostra, da qual foram coletadas 64 fragdes. Todas as fragcdes foram
analisadas por CCDA, sendo agrupadas aquelas que apresentaram perfil cromatografico

semelhante (Tabela 8).

Tabela 8: Fracoes agrupadas obtidas do fracionamento cromatografico de FR2.3H

Fracoes Massa (mg) Fracoes Massa (mg)
FR2.3.3 59,9 FR2.3.18 6,0

FR2.3.7 84,5 FR2.3.22 desconhecida
FR2.3.11 61,3 FR2.3.24 desconhecida

Todas as fragdes citadas na tabela acima foram analisadas por RMN de 'H.
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4.5.5.2 - Fracionamento cromatografico de FR2.3A

A fragdo FR2.3A apds concentracdo, gerou duas novas subfracdes: FR2.3Aa (sendo
esta uma parte de FR2.3A que se solubilizou em acetato de etila), e FR2.3Am (proveniente
do que sobrou e que se solubilizou em metanol) (Esquema 15). Foram ambas analisadas por
CCDA (CHCI5/CH30H 4:1), e com base no perfil cromatografico, FR2.3Aa foi escolhida

para uma investiga¢do mais detalhada (item 4.5.5.2.1 da parte experimental).

FR2.3A

1 — Concentracio em rotaevaporador
2 — Solubilizacao parcial em acetato de etila
3 — Solubilizacdo em metanol

| ’ }

FR2.3Aa FR2.3Am

Esquema 15: Concentragao e particdo de FR2.3A

4.5.5.2.1 — Fracionamento cromatografico e purificacao de FR2.3Aa

Cerca de 2 g da fragdo FR2.3Aa foi filtrada em coluna de Sephadex LH-20 (5,0 cm
de diametro e 34 cm de altura) utilizando-se 1,0 L de metanol como sistema eluente. Deste
processo obteve-se 81 fragdes, que foram analisadas em CCDA e devidamente agrupadas
(Esquema 16). Gragas ao seu perfil cromatografico, a fracio FR2.3Aa20 (528,8 mg) foi
escolhida para uma filtragdo na mesma coluna de Sephadex citada acima, tendo como
sistema de eluicdo 400 mL de metanol, resultando em 75 fragdes. Apds analisadas em
CCDA ¢ reunidas aquelas com perfil cromatografico semelhante, selecionou-se
FR2.3Aa20.28 (258 mg) para uma filtragdo em coluna (3,0 cm de didmetro) preenchida
com silica gel 60 (70-230 mesh e 17,0 cm de altura) (Esquema 16).

Preparou-se uma pastilha com a amostra, utilizando-se de 1,0 g da mesma silica que

reenche a coluna, porém pré-umedecida com 20% de agua. Apos a aplicacdo da mesma
) 9
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eluiu-se a coluna com os solventes CHCIl;/CH;0OH, CH;0H, CH;OH/H,O ¢ H,O em
gradiente de polaridade crescente, obtendo-se mais 72 fragdes. As mesmas também foram
avaliadas por CCDA e agrupadas (Esquema 16) [Tabela 9].

As fragdes FR2.3Aa20.28.20 ¢ FR2.3Aa20.28.35 foram submetidas a separacao em

CLAE utilizando-se misturas de acetonitrila e dgua.

FR2.3Aa (~2 g)

Sephadex LH-20 em CH;O0H (1,0 L)

v v v v v v v v v v
1 2 3 8 9 17 20| |30 (33| (39| (44| |S0| (60| (72

Sephadex LH-20 em CH;OH (400mL)
v v v v v v v v v v v
S| (18| |24| |26 (28 39| [S4| |56| |59 |63

Silica gel 60 em CHCIl,/ CH,OH,
CH;0H, CH;OH /H,0 ¢ H,O

k4

vy ¥ ¥ v v ¥ LA
1 90 (20] |34] |35 (40 35| |72

v v
CLAE CLAE

ACN/H,O || ACN/H,O
(22:78) || (18:82)

Esquema 16: Filtracdo cromatografica de FR2.3Aa, FR2.3Aa20 ¢ FR2.3Aa20.28.
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Tabela 9: Massa de algumas fracées agrupadas provenientes do fracionamento
cromatografico de FR2.3Aa, FR2.3Aa20 e FR2.3Aa2(0.28

FR2.3Aa FR2.3Aa20. FR2.3Aa20.28.

Fracao / massa (mg)

8(9,3) 1(4,6) 13,0
9 (485,5) 18 (14,4) 9 (4,9)
20 (528.8) 24 (11,1) 20 (38.5)

26 (14,7) 34 (70,5)
28 (258) 35(97,5)
54 (4,0) 40 (33,6)
56 (4,0)
59 (1,8)

Obs: Massa desconhecida para as demais fragdes ndo relatadas na tabela.

4.5.5.2.1a - Isolamento de flavonoides de FR2.3Aa por CLAE

As fracoes FR2.3Aa20.28.20 (38,5 mg) e FR2.3Aa20.28.35 (97,5 mg) foram
submetidas a uma separagdo por CLAE semi-preparativa, utilizando-se coluna de fase
reversa C-18 (CH3CN/H,0O (22:78 v/v), A = 254 nm e CH3CN/H,O (18:82 v/v), A = 210
nm, respectivamente e de fluxo 14 mL/min). Neste processo de separagao foram coletadas
de FR2.3Aa20.28.20, cinco fracdes: FR2.3Aa20.28.20a, FR2.3Aa20.28.20b,
FR2.3Aa20.28.20¢, FR2.3Aa20.28.20d ¢ FR2.3Aa20.28.20e. De FR2.3Aa20.28.35 foram
coletadas seis fragoes: FR2.3Aa20.28.35a, FR2.3Aa20.28.35b, FR2.3Aa20.28.35c,
FR2.3Aa20.28.35d, FR2.3Aa20.28.35¢ ¢ FR2.3Aa20.28.35f. A andlise espectroscopica
(1D) destas fragdes resultou na identificagdo espectroscopica do flavonoide epicatequina
nas fragdes FR2.3Aa20.28.20a e FR2.3Aa20.28.35d, bem como do biflavonoide
procianidina B2 na fracdo FR2.3Aa20.28.35¢ (Tabela 10).

36



ESTUDO QUIMICO DAS FOLHAS E CAULE DE UMA NOVA ESPECIE CLASSIFICADA COMO MEZILAURUS
VANDERWERFFII (LAURACEAE)

Tabela 10: Flavonoides isolados por CLAE de FR2.3Aa20.28.20 e FR2.3Aa20.20.35

Fracao Flavonoides
FR2.3Aa20.28.20a (10 mg) e
FR2.3Aa20.20.35d (53,5 mg) epicatequina
FR2.3Aa20.28.35¢ (21,7 mg) procianidina B2

4.5.5.2.1b — Isolamento de lignanas de FR2.3Aa

A fragdo FR2.3Aa9, proveniente da filtragdo em Sephadex LH-20 de FR2.3Aa
descritas no item 3.5.5.2.1 da parte experimental, cujo o perfil cromatografico chamou a
aten¢do, foi submetida a filtragdo em silica gel 200-400 mesh (flash). A elui¢do foi
realizada com CHCIl3;/CH;0H (9:1 — 4:1 — 1:1) e CH30H em gradiente de polaridade
crescente (200 mL para cada propor¢do), obtendo-se 58 fracdes. As mesmas também
foram avaliadas por CCDA e agrupadas (Esquema 17).

As fragdes FR2.3Aa9.1, FR2.3Aa9.4, FR2.3Aa9.7, FR2.3Aa9.12 ¢ FR2.3Aa9.23
apresentaram perfil cromatografico interessante, e as mesmas foram avaliadas por anélise
espectroscopica (1D e 2D). A primeira, a penultima e a ultima fragdo foram identificadas

como sendo substancias pertencentes a classe das lignanas (Esquema 17).
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FR2.3Aa9

Filtraciao em silica gel 200-400 mesh
CHCI3/CH30H (9:1 — 4:1—-1:1) e CH;0H

| 1(17,0 mg)

A 4

3 (4,2 mg)

A 4

4 (15,4 mg)

A 4

7 (15,1 mg)

A 4

9a (11,2 mg)

A 4

9b (3,0 mg)

A 4

11 (4,7 mg)

A 4

12 (23,2 mg)

A 4

siringaresinol

A\ 4

16 (33,3 mg)

A 4

18 (66,8 mg)

A 4

20 (36,6 mg)

A 4

21 (64,6 mg)

A 4

lioniresinol

23 (35,3 mg)

A 4

A 4

lioniresinol-9-0-f-D-
glucopiranosideo

25 (45,9 mg)

A 4

30 (94,9 mg)

A 4

Esquema 17: Filtracdo cromatografica de FR2.3Aa9, e isolamento de trés lignanas.
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4.5.5.3 — Fracionamento cromatografico de FR2.3Aq

Separou-se aproximadamente 1 g da fracdo FR2.3Aq e suspendeu-a em
CHCI;3/CH30H 4:1 com o auxilio de um aparelho de ultrassom. Este processo resultou na
formagao de duas fases (sobrenadante — FR2.3Aqs - e precipitado — FR2.3Aqppt), que
foram separadas por centrifugacdo apos descansar sob baixa temperatura, por um periodo

de vinte e quatro horas (Esquema 18).

FR2.3Aq (~1 g)

Suspensdao em CHCI;/CH3;OH 4:1
com o auxilio do ultrassom

| ) }

FR2.3Aqs FR2.3Aqppt

Esquema 18: Suspensdo em CHCIl;/CH;0H 4:1 de FR2.3Aq.

As duas fragdes acima foram avaliadas em CCDA e levadas a fracionamentos
cromatograficos.

Separou-se entdo 284 mg de FR2.3Ags e submeteu-o a uma filtragdo em Sephadex
LH-20 eluida em metanol (500 mL), resultando em 52 fra¢des. Todas foram avaliadas em
CCDA e reunidas aquelas cujo perfil cromatografico era semelhante (Esquema 19).

A fragdo FR2.3Aqs33, cujo o perfil cromatografico despertou interesse para uma
analise em RMN, formou duas fases quando foi adicionada a ela o solvente acetona. O
sobrenadante foi entdo separado e denominado “FR2.3Ags33a”, enquanto que o
precipitado, por ter se solubilizado em metanol, ficou denominado como FR2.3Aqs33m

(Esquema 19).
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FR2.3Aqs (284 mg)

Sephadex LH-20 em CH3;0H (500 mL)

\ 4
v v v v
1 10 17 39
(5 mg) (25 mg) (33 mg) (117 mg)
v v v
8 13 33
(15 mg) (27 mg) (61 mg)
Tentativa de
solubilizacao
em acetato de etila
FR2.3Aqs33a FR2.3Aqs33m
(22 mg) (39 mg)

RMN 1D e 2D

Mistura de epicatequina e
catequina

Esquema 19: Fracionamento cromatografico de FR2.3Aqgs e isolamento de uma mistura de
flavonoides.

A fracao FR2.3Aqgppt (aproximadamente 4 g) foi filtrada em coluna preenchida com
silica de fase reversa C-18 (4 cm de altura), eluida em H,O/CH3;OH (9:1 —4:1 —-3:2-1:1) e
CH;O0H (1L para cada), com sistema de eluicdo em gradiente de polaridade decrescente.
Deste processo resultaram-se as cinco fragdes mostradas no esquema 20. Todas foram
avaliadas em CDDA, mas apenas FR2.3Aqppt3 apresentou condi¢des para uma maior
investigacao cromatografica.

A mesma foi entdo purificada em coluna preenchida com Sephadex LH-20
(didmetro = 5,0 cm; altura da Sephadex = 34 cm), e eluida em cinco litros de metanol,
produzindo 143 fra¢des (Esquema 20). Todas elas tiveram seu perfil cromatografico
tragcado, onde pode-se verificar que a substiancia de interesse de coloracdo azul ao ser

revelada com Ce(SQO.),, se concentrava entre as fragdes 12 e 28, sendo estas agrupadas e
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denominada FR2.3Aqppt3.12 (aproximadamente 258 mg) [Esquema 21]. As demais

fragdes foram descartadas.

A fracdo FR2.3Aqppt3.12 foi novamente avaliada em CCDA, onde foi possivel

constatar a necessidade de uma nova purificacdo, desta vez em coluna preenchida com

silica gel 60 (6,0 x 0,7 cm), eluida em CHCI3/CH3;OH (4:1 — 3:2 —1:1) e CH30H (20 mL de

cada), levando a obtencdo de quatro fragdes. Todas foram avaliadas em CCDA, sendo que

apenas a primeira tinha condi¢des de ser analisada em RMN, enquanto que as demais foram

descartadas (Esquema 20).

FR2.3Aqppt
(~4g

\ 4

Coluna de silica de fase reversa C-18

v v v v v
1 2 3 4 5
H,0O/CH;0OH H,0/CH;OH H,0/CH;0OH H,0/CH;OH CH;0OH
9:1) (4:1) (:2) :1)

A 4

143 fracoes

A 4

FR2.3Aqpptl2
(258 mg)

A\ 4
4 fracoes

A 4

FR2.3Aqppt12.1
(152 mg)

\ 4

Avaliadas em CCDA

Avaliadas em CCDA

RMN 1D e 2D

lioniresinol-9-O-p-D-glucopiranosideo

Coluna de Sephadex LH-20 em 5L
de CH;OH

Coluna de silica gel 60 [CHCl;/CH;0OH
(4:2-3:2—-1:1) e CH30H - 20 mL cada]

Esquema 20: Fracionamentos de FR2.3Aqppt levando ao isolamento de um lioniresinol-9-O-3-D-

glucopiranosideo.
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4.5.6 - Fracao FR2.2

A fracao FR2.2 foi submetida a particdes em funil de separagdo, com hexano e
acetato de etila (Esquema 22) e também obteve-se fases hexanica (FR2.2H), acetato de etila

(FR2.2A) e aquosa (FR2.2Aq) (Esquema 21).

FR2.2

1 — Particao hexano 350 mL (3X)
2 — Acetato de etila 350 mL (3X)

h 4 A 4 A 4

F. hexanica F. acetato de etila F. aquosa
(FR2.2H) (FR2.2A) (FR2.2Aq)

Esquema 21: Particdes das fracdes FR2.5, FR2.4, FR2.3 e FR2.2 obtidas do fracionamento
cromatografico em coluna de fase reversa do extrato etanélico do caule de M. vanderwerffii.

4.5.6.1 — Isolamento de uma mistura de flavonoides de FR2.2A

A fracdo FR2.2A proveniente das particoes de FR2.2 descritas no item anterior da
parte experimental, foi submetida a uma filtracdo em silica gel 200-400 mesh (flash). A
eluicdo foi realizada com CHCI3/CH3;0H (4:1 — 7:3 - 1:1) e CH30H em gradiente de
polaridade crescente (500 mL para cada), obtendo-se 120 fragdes. As mesmas também
foram avaliadas em CCDA e agrupadas (Esquema 22). As fragdes 51 a 120 foram

descartadas.
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FR2.2A
(803 mg)

Filtracio em silica gel 200-400 mesh
CHCI3/CH;0H (4:1 —7:3-1:1) e CH;0H

\ 4 A 4 A 4 \ 4 \ 4

1 15 22 35 48
(1,3 mg) (S mg) (21 mg) (55 mg) (83 mg)
V} V} \ 4 A 4
7 19 24 44
(S mg) (18 mg) (29 mg) (72 mg)

RMN 1D
A4

Mistura de catequina
e epicatequina

Esquema 22: Filtracdo cromatografica de FR2.2A resultando no isolamento de uma mistura de
catequina e epicatequina.

A fracdo FR2.2A24 apresentou perfil cromatografico interessante, e foi avaliada por
andlise espectroscopica (1D), levando a identificacdo de duas substancias em mistura

pertencentes a classe dos flavonoides, a catequina e a epicatequina (Esquema 22).

4.5.7 - Fracao FR2.1

A fracdo FR2.1 foi acondicionada em refrigerador. O congelamento da agua na
mistura possibilitou sua separacdo do metanol, obtendo-se assim as fragdes FR2.1Aq e
FR2.1M respectivamente. Ambas foram submetidas a processos de partigdo com hexano e
acetato de etila (Esquema 23). De FR2.1Aq obteve-se as fases hexanica (FR2.1AqH) e de
acetato de etila (FR2.1AqA), enquanto que de FR2.1M obteve-se as fases hexanica
(FR2.1MH) e de acetato de etila (FR2.1MA). Em FR2.1MH ocorreu a formag¢ao de uma
gelatina suspensa na fase, que foi separada e denominada como FR2.1MHg (Esquema 23).

Todas as fases obtidas das particdes foram concentradas sob pressdo reduzida.

Todas as fragdes provenientes das particdes com hexano foram avaliadas em RMN de 'H.
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FR2.1

Fracionamento por
. diferenca de estado

v v
Fracido aquosa Fracao metandlica
(FR2.1Aq.) (FR2.1M)

1 — Particao hexano 250 mL (2X) | 1 — Particao hexano 250 mL (3X)
2 — Acetato de etila 250 mL (8X) | 2 — Acetato de etila 200 mL (8X)
\ 4

A 4

v v v L4
F. hexanica F. acetato de etila F. hexanica F. acetato de etila
(FR2.1Aq.H) (FR2.1Aq.A) (FR2.1MH) (FR2.1MA)

Formacao de gelatina suspensa
na fase. Foi separada.

F. gelatinosa
(FR2.1MHg)

Esquema 23: Fracionamento de FR2.1 e particdes das duas fragdes resultantes, FR2.1Aq ¢
FR2.1M.

Todas as fases hexanicas, provenientes das particdes das fracdes obtidas do extrato
etanolico do caule de M. vanderwerffii, foram avaliadas em CCDA e posteriormente em

RMN de 'H.

4.6 - Estudo da Atividade Bioldgica

4.6.1 - Avaliacido da atividade antibacteriana do extrato etandlico das

folhas e caule de M. vanderwerffii

O teste antibacteriano foi realizado em colaboragdo com a doutoranda do curso de
pos-graduacdo em Saude e Desenvolvimento da Regido Centro-Oeste, Ana Lucia Batista no
Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Farmacia, UFMS. O teste foi realizado
com as bactérias gram-positivas Enterococcus faecalis (ATCC 29218), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e a gram-negativa Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

O indculo ¢ realizado em placas de petri com agar Miiller-Hinton, incubadas por 20

horas em estufa a 35° C. Apds este periodo ¢ realizado o teste de susceptibilidade
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antibacteriana pelo método de microdilui¢ao de acordo com o protocolo CLSI /NCCLS M-
7-A6 (2005). Este método utiliza placas contendo 96 compartimentos, sendo cada
compartimento denominado de pogo como representado no esquema 24.

Como controle positivo para os testes antibacterianos foi utilizado o antibidtico
cloranfenicol [(D(-)-treo-1-(p-nitrofenil)-2,2-dicloroacetamido-1,3-propanodiol)], = na
concentracdo de 0,25-32ug/mg. Este antibidtico ¢ de amplo espectro, sendo eficaz contra
bactérias Gram-positiva e Gram-negativa. Quanto aos extratos foram utilizados 20 mg
diluidos em 1000 pL. de DMSO 99,9% (Dimetilsulfoxido), obtendo, portanto concentracao
inicial de 2000 pg/mL. As amostras foram preparadas em tubo de ensaio, para obtenc¢ao das
concentragdes finais nos pogos de: 1000, 500, 250, 125, 65,2, 31,25, 15,625 ¢ 7,81 pg/mL.
As placas apos a inoculagdo foram incubadas em estufa a 35° C por 20 horas e a leitura foi
feita considerando o menor CMI (concentragdo minima capaz de inibir o crescimento
visivel do subcultivo bacteriano).

Foram utilizadas trés placas para verificar a atividade antibacteriana do extrato
etanolico das folhas de M. vanderwerffii, uma para cada espécie de bactéria juntamente
com o respectivo antibacteriano padrdo cloranfenicol, e duas placas para o teste com o
extrato do caule, no qual apenas as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) foram utilizadas.

Passos do teste:
1°) 100 pL de extrato - 2, 3, 4;
2°) 100 uL de meio - 1 (200 uL), 2,4 a0 10 e 12;

3°) Dilui¢des - 4 a 10 (desprezou-se 100 pL no final);

4°) Pogos 11 - 100 puL de antibiotico nos pogos A e B; 100 uLL de meio nos pogos B ao H;
5°) Diluigdes - B ao H (desprezou-se 100 pL no final);

6°) 100 uL de suspensdo - 3 a 11 (Esquema 24).
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: Controle Padrao
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Controle de esterilidade (200uL de Controle de crescimento (100puL meio +
meio). Controle negativo. 100pL inoculo). Controle positivo.

Esquema 24: Representacao das placas contendo 96 compartimentos (pogos).

4.6.2 - Avaliacao da atividade antifingica de alguns flavonoides de M.

vanderwerffii

O teste antifungico foi realizado em colaboragdao com a aluna de graduacdo em
Farmacia, Caroline Tieppo, no Laboratéorio de Microbiologia do Departamento de
Farmacia, UFMS. As cepas utilizadas foram Candida albicans, Candida krusei e
Cryptococcus neoformans.

A avaliacdo utilizou o teste de susceptibilidade antifungica pelo método de
microdilui¢do de acordo com o protocolo CLSI/NCCLS M27-A2 (2002). Este método
utiliza placas contendo 96 pocos, cujos procedimentos sdo bastante semelhantes aos
descritos para o teste antibacteriano do item 4.6.1. O controle positivo empregado no teste
foi a anfotericina B. As dilui¢cdes variaram de 400,00 a 6,25 uM para os flavonoides
kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo (a), kaempferol-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (b) e
quercetina-3-0-a-L-rhamnopiranosideo (d), e de 10,00 a 0,25 uM para o controle positivo.
Ap6s inoculacdo as placas de microdiluicdo foram incubadas em estufa a 35° C por 20
horas. A leitura foi feita considerando o menor CMI (concentragdo minima capaz de inibir

o crescimento visivel do subcultivo fungico).

46



ESTUDO QUIMICO DAS FOLHAS E CAULE DE UMA NOVA ESPECIE CLASSIFICADA COMO MEZILAURUS
VANDERWERFFII (LAURACEAE)

Foram utilizadas trés placas para verificar a atividade antifungica dos flavonoides,
uma para cada espécie de fungo, juntamente com o respectivo antifingico padrdo

anfotericina B.

4.6.3 - Avaliacao da atividade antioxidante de alguns flavonoides de M.

vanderwerffii

Para a verifica¢do da capacidade antioxidante dos flavonoides kaempferol-3-O-f3-D-
glucopiranosideo (a), kaempferol-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (b) e quercetina-3-O-a-L-
rhamnopiranosideo (d), utilizou-se o método de seqiiestro do radical DPPH, de acordo com
a literatura (ZHANG et al, 2007). As solugdes dos flavonoides e do controle positivo
(acido caféico) foram adicionadas numa microplaca de 96 pogos, em concentracdes que
variaram de 400,00 a 6,25 uM para cada um. A adi¢do da solucdo de DPPH se deu logo em
seguida.

A microplaca, contendo as substancias e o controle positivo, foi levada ao leitor de
Elisa Thermoplate a 517 nm, apdés 30 minutos de repouso no escuro a temperatura
ambiente. Os testes foram realizados em triplicata, e o etanol foi usado como branco.

As absorbancias das amostras foram convertidas em porcentagem de atividade
antioxidante (ICy). A expressao dos resultados foi dada pelo 1Csy, calculado com base na

andlise de regressao linear.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Estudo Quimico das Folhas de M. vanderwerffii

ApoOs estabelecer as condi¢des experimentais, através de um experimento piloto, o
extrato etandlico das folhas de M. vanderwerffii, foi submetido a um processo de partigao,
dando origem as fases hexanica e hidrometanodlica (parte experimental, item 4.4). As fases
obtidas foram submetidas a uma avaliacdo por cromatografia em camada delgada analitica,
e em funcdo do comportamento cromatografico, selecionou-se a fase hidrometanoélica para
o estudo quimico, uma vez que o perfil cromatografico da fase hexanica indicou que a
mesma ¢ constituida por substincias bem apolares (sendo estas de menor interesse no

presente trabalho).

A fase hidrometandlica foi entdo submetida a técnicas cromatograficas de
separacdo, incluindo cromatografia em coluna de Sephadex LH-20, silica gel 60 (70-200
mesh), silica gel 200-400 mesh (flash) e cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase

reversa (item 4.4 da parte experimental).
Destes processos de separagao foram obtidos:

- Um novo policetideo y-lactonico, o sesquiterpeno espatulenol, e o triterpeno acido
ursdlico, provenientes do fracionamento e purificagdo do precipitado formado durante
processo de suspensdo da fase hidrometanolica em metanol/agua (1:9) [itens 4.4.1 ¢ 4.4.1.3

da parte experimental];

- Quatro flavonoides: kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo, kaempferol-3-O-a.-L-
rhamnopiranosideo,  quercetina-3-O-f-D-glucopiranosideo e  quercetina-3-O-0-L-
rhamnopiranosideo, provenientes do fracionamento e purificacdo do sobrenadante, formado

durante processo de suspensdo da fase hidrometandlica em metanol/agua (1:9) [itens 4.4.1,

4.4.1.1,3.4.1.1ae 4.4.1.1b da parte experimental].

O flavonoide quercetina-3-O-0-L-rhamnopiranosideo foi identificado também na
fracdo FR1C3.2.41 (precipitado codificado como FRIC3.2.41ppt), e na fracdo
FR1C3.2.41-26 (precipitado codificado como FR1C3.2.41-26ppt).
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A determinagdo estrutural dos compostos obtidos foi efetuada com base nos dados
espectroscopicos de RMN de 'H e de "*C uni e bidimensionais e também por comparagio

com dados espectrais de modelos existentes na literatura.

As demais fragdes obtidas dos procedimentos cromatograficos com o extrato das
folhas de M. vanderwerffii, ou foram avaliadas por RMN de 'H demonstrando se tratar de
substancias de pouco interesse, ou possuiam pouca massa, impedindo qualquer avaliacao
por RMN, ou ainda foram ignoradas por apresentarem auséncia de mancha definidas em

CCDA.

5.1.1 — Policetideos

Os policetideos sdo compostos produzidos em geral por microorganismos,
principalmente fungos, sendo pouco encontrado em plantas, sdo cadeias de acidos graxos
que apresentam atividades farmacoldgicas — antibidticos, antitumorais ¢ etc.

A biossintese dos acidos graxos encontra-se associada a um conjunto de enzimas
designadas por sintases de acido graxo, ou policetideos sintases (PKS), sendo que as PKS
especificas em plantas sdo a chalcona sintase (CHS) e a 2-pirona sintase (2-PS). Cada
enzima interatua com uma proteina transportadora da cadeia acilo (PTA), que atua como
cofator. O bloco constituinte fundamental ¢ o acido acético, sob a forma de acetil
coenzima-A (acetil-SCoA). Com efeito, ¢ este o iniciador de todo o processo, mas a
enlongacao subsequente da cadeia realiza-se através de um derivado, o malonil-SCoA. O
malonil-SCoA forma-se através de uma reacdo de carboxilacdo do acetil-SCoA,
envolvendo a biotina carboxilada que ¢ transportada por uma proteina (Figura 6)

[DEWICK, 2002; LOBO & LOURENCO, 2007].
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As seguidas redugdes e repetidas condensagdes conduzem a formacdo de uma
cadeia totalmente saturada de quatro dtomos de carbono. Em geral o ciclo de enlongagao se
repete varias vezes originando no final o 4cido graxo CH3(CH;),,COOH. Existem algumas
reacoes comuns em cadeia policetonica, entre elas, tem-se a formacao de ligagdes duplas
através de via aerobica (em plantas e mamiferos) e anaerdbica (em bactérias anaerobicas),
de ciclizagdes envolvendo formagdo de anéis furano e tiofeno, entre outras (LOBO &

LOURENCO, 2007).

5.1.1a — Elucidacido estrutural de um novo policetideo y-lactonico das

folhas de M. vanderwerffii

A substancia “FR1D3.34” (31,6 mg) de aspecto oleoso, foi obtida da fragdo FR1D3
de acordo com os fracionamentos cromatograficos apresentados na parte experimental

(item 4.4.1.3).

O espectro de RMN de 'H (Figura 10) mostrou sinais bem distribuidos na faixa de
5,76 ¢ 1,23 8. Este ultimo sinal mostrou caracteristicas de uma cadeia carbonica linear,
enquanto os sinais em 5,76 ¢ 4,93 - 4,88 6 foram compativeis com uma vinila. O espectro
mostrou também sinais relativos a atomos de hidrogénio carbinolico [4,37; 4,08-3,98
(CH>); 3,39 6], e a uma metila ligada a carbonila em 2,05 & (Tabela 11).

O espectro de RMN de "“C (Figuras 11 e 12) apresentou dezenove sinais
destacando-se: dois sinais relativos a duas carbonilas em 179,72 ¢ 171,07 §; dois sinais de
atomos de carbono de uma vinila em 139,06 ¢ 114,07 9; trés sinais de atomos de carbono
carboxilico, sendo dois metinico (79,67 e 68,15 9) e um metilénico (68,36 d); um conjunto
de onze sinais na regido de atomos de carbono mais protegidos, incluindo um metinico
(38,86 9), nove metilénico e um metilico (20,77 §) [Tabela 11].

O espectro de infravermelho de FR1D3.34 (Figura 13) confirmou a presenga dos
grupos funcionais mencionados, destacando-se as bandas relativas ao grupo OH em 3444
cm™, bandas de carbonila em 1743 ¢ 1732 cm™ e também banda de ligagio dupla carbono-
carbono em 1639 cm™.O deslocamento quimico referente ao atomo de carbono de uma das
carbonilas a 179,72 § e a localizagdo de uma banda de estiramento de carbonila a 1743 cm’

indicaram a presen¢a de um grupo y-lactonico na estrutura de FR1D3.34.
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O experimento HMBC (Figura 16) mostrou intmeras correlagcdes (Tabela 11),

levando aos fragmentos propostos na figura 7 abaixo.

(4.08) (3,96)
(5,76)
139 06 [28 56] (‘3 b oH
(4,88)H
[20.77] [43,86]
[114,0 \‘ e <
4?]93 H)H s osH C//l\ ' H
) (2,02-1,89) [171.07] [6836] (3.85)
(2)

[35.69]

(3)

Figura 7: Fragmentos propostos através de andlise das correlagcdes observadas no experimento
HMBC para o novo policetideo y-lactonico (FR1D3.34) [Os deslocamentos dos 4tomos de
hidrogénio estdo representados entre parénteses, enquanto que os de carbono estdo entre colchetes].

A unido desses fragmentos permitiu formular o que seria entdo a estrutura do
composto FR1D3.34, cujo nome ¢ &cido-4-hidroxi-12-tridecenoico-3-[1-(1-hidroxi-3-
acetil)-propil-]-oico-lactona e sua respectiva numeragdo. Outros experimentos serao

realizados para a confirmacao da estrutura apresentada (Figura 8).
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Figura 8: Estrutura proposta para o policetideo y-lactonico (FR1D3.34), com base nos
experimentos espectroscopicos de RMN 1D e 2D.

No experimento COSY 'H-'H (Figura 17) as correlagdes entre os atomos de
hidrogénio forneceram informagdes compativeis com a estrutura proposta para FR1D3.34.

O experimento NOESY (Figura 18) mostrou, entre outras, correlacdes entre o H-4
(4,37 6) e H-3 (2,89 9), ¢ um dos H-2 (2,49 9). A correlagdo entre H-1°(3,86 0) ¢ os atomos
de H-5 (1,69; 155 o) sugerem uma relacdo cis entre as cadeias ligadas ao ciclo. Esta
conclusao ¢ corroborada pela nao observagao de correlagao entre H-4 ¢ H-1". A correlagao
entre 0 H-4 ¢ um dos atomos de H-2, indica que estes se encontram na mesma face da

molécula (Figura 9).

Figura 9: Correlagdes observadas no experimento NOESY que estabelecem a estercoquimica da
estrutura do composto FR1D3.34.
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Tabela 11: Dados espectrais de RMN de *C (75 MHz TMS $ = 0), de 'H (300 MHz
TMS 6 = 0) e correlagoes a longa distincia (HMBC) em CDCl; do policetideo 7y-

lactonico (FR1D3.34).
Policetideo y-lactonico (FR1D3.34)
C/H 6 1’C & '"H (m, Hz) HMBC
1 179,72 - H-2e3
2 35,69 2,49 (m) H-3¢4
1,55 (m)
3 38,86 2,89 (m) H-2
4 79,67 4,37 (m) H-2
5 35,28 - H-3
6 25,11 1,35 (m) H-4
1,47-1,73 (m)
7 29,23%* 1,23 -
8 28,97* 1,23 -
9 29,29%* 1,23 -
10 28,56 1,23 H-13
11 33,68 1,98 (m) H-12 ¢ 13
12 114,07 4,93 (dl - 17,6) H-13
4,88 (dl - 10,7)
13 139,06 5,76 (m) H-12
I 68,15 3,86 H-3 e OH
OH - 3,39 (s])
2 33,98 2,02-1,89 (m) H-1’ ¢ OH
3’ 68,36 4,08 (dl-11,2:3,7) -
3,98 (dl-11,2: 6,1)
CH;CO; 171,07 - H (CH3CO»)
CH;CO; 20,77 2,05 (s) -

*Valores intertrocaveis
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Figura 10: Espectro de RMN de 'H do policetideo (FR1D3.34) [300 MHz, CDCl5].
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Figura 11: Espectro de RMN de "°C do policetideo (FR1D3.34) [75 MHz, CDCL].
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Figura 12: Ampliacio do espectro de RMN de "*C do policetideo (FR1D3.34) [75 MHz, CDCl,].
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58



ESTUDO QUIMICO DAS FOLHAS E CAULE DE UMA NOVA ESPECIE CLASSIFICADA COMO MEZILAURUS
VANDERWERFFII (LAURACEAE)

[wdd] 14 oF 09 03 0ol 0zl orl

&3 &

o .- :

F2 [ppm]

Figura 15: Espectro HSQC do policetideo (FR1D3.34) [300 MHz/75 MHz, CDCl;].



ESTUDO QUIMICO DAS FOLHAS E CAULE DE UMA NOVA ESPECIE CLASSIFICADA COMO MEZILAURUS
VANDERWERFFII (LAURACEAE)

[wdd] 14 05 00l 05l

F2 [ppm]

o S Y
s ]
<
4
I
2

oy
Frris B i e
=
]
|
4

&0

Figura 16: Espectro HMBC do policetideo (FR1D3.34) [300 MHz/75 MHz, CDCl;].
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Figura 17: Espectro COSY do policetideo (FR1D3.34) [300 MHz, CDCls;].
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Figura 18: Espectro NOESY® do policetideo (FR1D3.34) [300 MHz, CDCl;].
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5.1.2 — Terpenos

Os terpenoides constituem uma vasta familia de produtos naturais, cujas estruturas
contém tipicamente um esqueleto carbonico composto de varias unidades isoprenoides.
Estas unidades por sua vez sao formadas a partir de duas unidades de Cs, o 3,3'-dimetilalil
pirofosfato (DMAP) e o 3-isopentenil pirofosfato (IPP). Existem duas vias biossintéticas
que descrevem a formacdo dos terpenoides: a via do mevalonato, cujo intermediario ¢ o
acido (3R) mevalonico, e uma via ndao mevaldnica recentemente descoberta, chamada via
do acido piravico ou do metil eritritol ou ainda do fosfato de desoxixilulose, que parece ser
mais generalizada na natureza do que a primeira (DEWICK, 2002; LOBO & LOURENCO,
2007).

A condensacdo “cauda-cabeca” entre as unidades DMAP e IPP, catalisada pela
enzima prenil-transferase, leva a formagdo do geranil pirofosfato (GPP), precursora dos
monoterpenos. A condensacao daquela cadeia a novas unidades de IPP da origem
sucessivamente as cadeias de farnesil pirofosfato (C;s), geranilgeranil pirofosfato (Cy) e
geranilfarnesil pirofosfato (Cys), precursoras dos sesquiterpenos, diterpenos e
sesterterpenos, respectivamente. Ja a condensagdo ‘“‘cauda-cauda” de duas cadeias de
farnesil pirofosfato, e a de duas de geranilgeranil pirofosfato, formam cadeias de 30 e 40
carbonos, precursoras dos triterpenos e tetraterpenos respectivamente (Figura 19) [LOBO

& LOURENCO, 2007].
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Figura 19: Esquema de formagao dos terpenos (extraido de LOBO & LOURENCO, 2007)

O estudo das folhas de M. vanderwerffii possibilitou o isolamento de um
sesquiterpeno e um triterpeno (discussdo no item 5.1.2.1).

Os sesquiterpenos sao uma grande classe de substancias derivadas da ciclizagcao do
pirofosfato de 2-Z-6-E-farnesila, (A) ou pirofosfato de 2-E-6-E-farnesila (B), o que os leva a
ter uma diversidade muito grande de esqueletos (LOBO & LOURENCO, 2007).
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O sesquiterpeno isolado neste trabalho ¢ derivado do isémero 2-E-6-E-farnesila e

apresenta esqueleto carbdonico do tipo aromadendrano (Figura 20).

Figura 20: Esqueleto carbonico de um sesquiterpeno do tipo aromadendrano.

Os sesquiterpenos em geral sdo responsaveis por muitas atividades biologicas,
dentre elas antifungica, antibiodtica, anti-inflamatodria, anestésica, espasmolitica, sedativa,
etc. (HARBORNE & BAXTER, 1995; RAGGTI, 2008).

Dentre a ampla variedade de triterpenos, existem alguns que ocorrem com maior
freqiiéncia nos vegetais. Estes apresentam apenas um grupo funcional no C-3 e sdo
pentaciclicos ou tetraciclicos que contém uma ligacao dupla (OLEA & ROQUE, 1990).

O triterpeno isolado neste trabalho ¢ pentaciclico com esqueleto carbonico

pertecente ao grupo do ursanos (Figura 21).

Figura 21: Esqueleto carbonico de um triterpeno do tipo ursano.
Os triterpenoides e seus derivados abrangem uma grande variedade de substancias

de origem vegetal, e apresentam uma gama de funcdes, dentre eles protecdo contra

herbivoros, alguns sdo antimitdticos, e outros ainda atuam na germina¢do de sementes e na

65



ESTUDO QUIMICO DAS FOLHAS E CAULE DE UMA NOVA ESPECIE CLASSIFICADA COMO MEZILAURUS
VANDERWERFFII (LAURACEAE)

inibicao do crescimento da raiz. Sua importancia ecoldgica como defensivos de plantas esta
bem estabelecida (HARBORNE, 1993; HARBORNE & BAXTER, 1995).

A familia Lauraceae ¢ rica em componentes da classe dos terpenoides, porém nao ha
relatos na literatura que indique o isolamento dos mesmos, no género da espécie estudada

neste trabalho.

5.1.2.1 — Identificacdo de terpenos das folhas de M. vanderwerffii

5.1.2.1a — Espatulenol (sesquiterpeno)

Figura 22: Espatulenol isolado das folhas de M. vanderwerffii

A substancia “FR1D1” (178 mg) de aspecto oleoso, foi obtida da fragdo FR1D de
acordo com os fracionamentos cromatograficos apresentados na parte experimental (item

4.4.1.3).

No espectro de RMN de 'H (Figura 23) foram observados sinais em 0,46 ¢ 0,75 &
que foram atribuidos a H-6 e H-7 de sesquiterpenos de esqueleto aromadendrano.
Adicionalmente, foi percebida também a presenca de dois singletos em 4,68 e 4,72 9§,
caracteristicos de atomos de hidrogénio de dupla exociclica, além de dois singletos em 1,13
(6H) e 1,30 (3H) o, referentes a trés grupos metilicos, sendo o ultimo ligado a carbono

oxigenado justificando a maior desprotecao (Tabela 12).
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O espectro de RMN de "°C (Figura 24), juntamente com os sinais evidenciados no
DEPT 135° (Figura 25), revelou a presenca de quinze atomos de carbono, sendo estes
correspondentes a trés a&tomos de carbono metilico, cinco metilénico, quatro metinico e trés
atomos de carbono quaternario. O sinal em 20,29 & (C-11), correspondente ao atomo de
carbono quaternario do anel ciclopropanico, ¢ evidéncia para o esqueleto aromadendrano,
enquanto o sinal em 80,33 & (C-4) ¢ sugestivo de um atomo de carbono carbindlico em
sistema anelar de cinco membros. Os atomos de carbono que constituem a dupla ligagdo
originam os sinais em 152,63 6 (C-10) e 106,73 6 (C-14), sendo este ultimo sinal de um
atomo de carbono metilénico, indicando assim tratar-se de uma dupla ligacdo exociclica
(Tabela 12).

Através da comparacdo dos dados de “FR1D1” com os dados encontrados na
literatura (MOREIRA et al., 2007), confirmou-se que a substancia em questdo tratava-se do
sesquiterpeno espatulenol (Figura 22).

Para o espatulenol sdo relatadas atividades, antitumoral e também como repelente
contra insetos da espécie Atta cephalopodes, formiga cortadeira de folhas. Seu mecanismo
de acdo se da pelo impedimento do crescimento dos fungos utilizados na alimentagao

dessas formigas (YOSHIDA, 2007; RAGGI, 2008).
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Tabela 12: Dados espectrais de RMN de *C (75 MHz TMS 6 = 0) e de 'H (300 MHz
TMS 6 =0) em CCly/D,0 do espatulenol (FR1D1).

Espatulenol (FR1D1) MOREIRA et al., 2007

C/H 6 *C o '"H (m, Hz) 3 'H (m) 6 c
1 53,6  2,32(dd-6,0: 13,0) 2,39 (dd) 54,3
2 26,8 - - 26,7
3 41,9 - - 41,7
4 80,3 - - 80,9
5 53,8 - - 53,3
6 30,3 0,46 (dd - 9,5: 10,6) 0,46 (dd) 29,9
7 27,6 0,75 (m) 0,72 (ddd) 27,4
8 24,8 - - 24.8
9 38,9 - - 38,8
10 152,6 - - 153,4
11 20,3 - - 20,2
12 28,9 1,13 () 1,05 (s) 28,6
13 16,5 1,13 (s) 1,06 (s) 16,2
14 26,3 Ha — 4,72 (s) 4,69 (s) 26,0

Hb — 4,68 (s) 4,66 (s)
15 106,7 1,30 (s) 1,28 (s) 106,2
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5.1.2.1b — Acido ursélico (triterpeno)

Figura 26: Acido ursélico isolado das folhas de M. vanderwerffii

A substancia “FR1D2” (592,5 mg xarope) foi obtida da fracdo FR1D de acordo

com os fracionamentos cromatograficos apresentados na parte experimental (item 4.4.1.3).

O espectro de RMN de 'H (Figura 27) apesar de bastante confuso, apresentou um
perfil tipico de substancias triterpénicas, ou seja, sinais entre 0,82 e 2,05 d, e também sinais
em 532 6 e 3,21 J referentes a atomos de hidrogénio olefinico e carbindlico
respectivamente (Tabela 13).

Os dados obtidos dos espectros de RMN de *C e DEPT 135° (Figuras 28 e 29)
permitiram identificar sinais para um total de trinta atomos de carbono. Dentre esses
atomos de carbono foram reconhecidos sinais, cuja natureza e valores de deslocamentos
quimicos estdo coerentes com a presenga de atomos de C-sp trissubstituidos, tipicos de
triterpenos de esqueleto urs-12-eno [125,0 & (C-12, C) e 139,1 o (C-13, CH)] [OLEA &
ROQUE, 1990]; observou-se também um sinal em 178,0 6, que foi atribuido ao grupo
carboxilico em C-28, e cinco sinais referentes aos grupos de atomos metilicos, sendo eles:
15,9; 16,3; 20,9; 23,4 ¢ 27,9 6 (Tabela 13).

Levando-se em consideracdo todas as informacdes fornecidas pelos espectros de
RMN (1D) e literatura (RODRIGUES, 1999; OLEA & ROQUE, 1990), a substancia que se
mostrou compativel com os dados foi um triterpeno pentaciclico da série ursano, o acido

ursolico (4acido 3B3-hidréxi-ursan-12-en-28-oico) [Figura 26].
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Tabela 13: Dados espectrais de RMN de B¢ (75 MHz TMS 6 = 0) em CDCI; do acido
ursolico (FR1D2).

Acido ursélico” (RODRIGUES, # *
(FR1D2) 1999)*
C 6 °C 6 BC C 6 °C 6 BC
1 38,8 38,8 16 24,8 243
2 28,4 27,3 17 50,1 48,1
3 79,1 78,8 18 53,4 52,8
4 37,8 38,8 19 37,8 39,1
5 54,3 55,4 20 37,8 38,8
6 18,3 18,4 21 30,3 30,7
7 33,7 33,0 22 37,4 36,7
8 39,0 39,6 23 27,9 28,2
9 48,1 47,5 24 15,9 15,5
10 37,3 37,0 25 15,9 15,7
11 22,7 23,3 26 16,3 16,9
12 125,0 125,5 27 23,4 23,6
13 139,1 138,0 28 178,0 177,7
14 41,7 42,0 29 16,3 16,9
15 29,0 28,2 30 20,7 21,2
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5.1.3 — Flavonoides

Os flavonoides constituem uma ampla classe de metabolitos secundarios,
acumulados por diversas espécies do reino vegetal, com mais de 8.000 compostos
diferentes descritos na literatura (PASSAMONTI et al., 2009; SCHIJLEN et al., 2004). Em
1999 havia mais de 6.500 flavonoides naturais identificados (TEILLET et al., 2008). E uma
classe quase ausente em algas, ocorrendo alguns representantes em bridfitas e existindo
somente um relato de ocorréncia em fungos. Em pteridofitas também foram encontrados,
porém com uma variedade estrutural pequena. Todavia, estdo presentes em relativa
abundincia em angiospermas, com uma diversidade estrutural enorme (SIMOES et al.,
2004).

Estes compostos desempenham papel fundamental na protecdo contra agentes
oxidantes, e atuam como agentes terapéuticos num elevado niimero de patologias no ser
humano, tais como problemas cardiovasculares, neurodegenerativos, inflamatérios,
distarbios metabodlicos e também contra o cancer (PASSAMONTI et al., 2009; PINENT et
al., 2008). Sao compostos fendlicos que apresentam uma estrutura basica conhecida como
nucleo flavanico (Figura 30), caracterizada por 15 atomos de carbono (Cg-Cs-Co),
constituida por dois anéis fenil - A e B - ligados através de uma cadeia de trés carbonos
(aciclica ou heterociclica - anel pirano condensado ao anel A, sendo este representado pela
letra C) [PASSAMONTI et al., 2009; PINENT ef al., 2008; LOBO & LOURENCO, 2007,
DEWICK, 2002; SCHIJLEN et al., 2004; HARBORNE, 1982; GEISSMAN & CROUT,
1969].

Sao divididos em dois grupos principais: flavonoides e isoflavonoides. O esqueleto
de quinze carbonos dos isoflavonoides possui arranjo 1,2 difenilpropano, enquanto que os
demais flavonoides sdao arranjados de modo 1,3 difenilpropano. Fazem parte deste ultimo
grupo as chalconas, auronas, flavonas, flavonois, antocianinas e antocianidinas (PINENT et

al., 2008; TEILLET et al., 2008; SCHIJLEN et al., 2004).
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Figura 30: Estrutura e sistema de numeracao do nicleo flavanico de arranjo 1,3 difenilpropano

As estruturas basicas dos flavonoides podem ser modificadas e tem varios tipos de
substituigdes. Os nucleos dos inumeros flavonoides existentes diferem de acordo com o
grau e posicdo de grupos cetona e hidroxila, e com a natureza e extensdo da alquilacdo e
glicosilagdao dos grupos hidroxila. O anel A sofre caracteristicamente hidroxilagcao do tipo
resorcinol e o anel B ¢ usualmente hidroxilado nas posi¢des C-4’, C-3’,4°, ou C-3°,4°,5’. As
formas conjugadas com acucares, muito encontradas inclusive, sdo denominadas de O-
heterosideos quando a ligag@o ocorre por intermédio de uma hidroxila, e de C-heterosideos
quando ocorre com um atomo de carbono, porém quando encontradas sem o aglicar siao
chamadas de aglicona. A glicosilagdao dos grupos hidroxila acontece preferencialmente nos
atomos de carbono cinco e sete, porém mais comumente no trés (PASSAMONTI et al.,
2009; SCHIJLEN et al., 2004; SIMOES et al., 2004; PORTO, 2002; GEISSMAN &
CROUT, 1969). Além disso, o grau de polimerizagdo acrescenta maior variabilidade para
os flavonoides permitindo inimeras propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas para estes
compostos (PINENT et al., 2008).

Essa grande variabilidade estrutural se deve ao fato de os flavonoides serem
construidos através de rotas biossintéticas mista envolvendo blocos provenientes da via do
poliacetato e da via do xiquimato. Biossinteticamente, os esqueletos dos varios grupos de
flavonoides formam-se sequencialmente como mostrado no esquema da figura 31 de
maneira simplificada. (LOBO & LOURENCO, 2007; SCHIJLEN et al., 2004; DEWICK,
2002).

76



ESTUDO QUIMICO DAS FOLHAS E CAULE DE UMA NOVA ESPECIE CLASSIFICADA COMO MEZILAURUS
VANDERWERFFII (LAURACEAE)

HO HO O
™~
Ar
OH O

chalconas isoflavanonas

HO O Ar HO O Ar
0,
—_—
OH
OH O OH ©
flavanonas flavanonais

(di-hidroflavondis)

! |

HO O _Ar ¢
| HO O._Ar
|
OH O OH
OH O
flavonas
flavonois
®
HO O, Ar HO S
o
—_— —
OH 2 OH
OH OH OH '
flavano-3,4-didis antocianidinas
A "
™SS HO O...Ar
OH
OH
catequinas

Figura 31: Sequencia de biossintese simplificada dos varios esqueletos de flavonoides (extraido de
LOBO & LOURENCO, 2007)

77



ESTUDO QUIMICO DAS FOLHAS E CAULE DE UMA NOVA ESPECIE CLASSIFICADA COMO MEZILAURUS
VANDERWERFFII (LAURACEAE)

Como visto na figura 31, o esqueleto mais simples ¢ o da chalcona, a partir do
qual se formam as outras estruturas por reacdes sucessivas catalisadas por enzimas
especificas (LOBO & LOURENCO, 2007).

Os flavonoides isolados neste trabalho pertencem ao grupo dos flavonois, do tipo
quercetina e kaempferol, e dos flavanois, do tipo catequina e epicatequina.

Os flavonois sdo flavonas substituidas na posicdo C-3 por uma hidroxila,
possuem um grupo carboxila na posi¢do C-4, e uma ligagcdo dupla entre as posi¢des C-2 e
C-3 do anel C, enquanto que os flavanois possuem apenas um grupo hidroxila na posi¢ao
C-3. A maioria dos flavonois e flavanois, além dos diversos tipos de substituigdes comuns
em flavonoides, ¢ encontrada sob a forma conjugada, ou seja, com um ou mais aglcares
ligados aos grupos hidroxilas por uma ligacio hemiacetal (SCHIJLEN et al., 2004;
SIMOES et al., 2004).

Neste trabalho também foi isolado um biflavonoide, a procianidina B2 (Figura 32).

Os biflavonoides sdo formados biossinteticamente através do acoplamento oxidativo
de duas unidades de flavonoides com ligagdo C-C ou C-O-C (DEWICK, 2002). As
procianidinas sdo uma classe de compostos polifenolicos encontradas em varias espécies de
plantas e podem estar presentes como monomeros individuais ou, em alguns casos, como
unidades oligoméricas. As procianidinas sdo formadas pela associagdo de varias unidades
monomeéricas de catequinas e epicatequinas, ¢ diferem na posi¢do e configuracdo de suas

ligacdes monoméricas (AGRAWAL, 1989; HARBORNE & MABRY, 1982).

As procianidinas diméricas podem classificadas em duas categorias: as do tipo B —
dimeros da condensagdo de unidades de flavanois unidas por ligagdo C-4—C-8 (B1 a B4) e
C-4—>C-6 (B5 a BS8); e as do tipo A — dimeros que, além da ligagdo entre flavanos,
apresentam ligagdo éster entre os carbonos C-5 ou C-7 da unidade terminal ¢ o C-2 da

unidade superior (AGRAWAL, 1989; HARBORNE & MABRY, 1982AGRAWAL, 1989).

Estudos de eficiéncia antioxidante de catequinas e procianidinas, realizados por
Porto (2002), sugerem que estas ultimas exercem sobretudo, um efeito significativo na
capacidade de neutralizar radicais livres, e que o grau de polimerizagdo das mesmas induz
um aumento na capacidade antioxidante, porém apenas nos compostos contituidos pela

mesma unidade monomérica.
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OH

Figura 32: Representagdo estrutural da procianidina B2 [epicatequina-(43—8)-epicatequina].

5.1.3.1 — Identificacao de flavonoides das folhas de M. vanderwerffii
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Figura 33: Flavonoides isolados das folhas de M. vanderwerffii
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5.1.3.1a - Kaempferol-3-O-f-D-glucopiranosideo (a)

A substancia “a” (3,9 mg), foi obtida da fracido FR1C3.2.41 de acordo com os
fracionamentos cromatograficos apresentados na parte experimental (itens 4.4.1.1a e

4.4.1.1b).

O espectro de RMN de 'H (Figura 34) do composto “a” apresentou sinais relativos
a atomos de hidrogénio aromatico de um anel tetrassubstituido em 6,16 e 6,35 (d) o, e de

um anel aromatico para-substituido em 6,85 e 8,06 (d) 6 (Tabela 14).

No espectro de RMN de *C (Figura 35) foram observados dezesseis sinais, os quais
com auxilio das informagdes fornecidas pelo espectro DEPT 135° (Figura 36), foram
atribuidos a doze atomos de carbono aromatico de anéis tetra e para-substituidos, a trés
atomos de carbono quaternario (sendo dois deles olefinico oxigenado — 158,82 ¢ 135,54 6 —
e um carbonilico), a cinco atomos de carbono metinico oxigenado ¢ a um carbono

metilénico também oxigenado (Tabela 14).

Os valores de deslocamento quimico em 158,82, 135,54 e 179,44 (C-quaternario) o
em conjunto com as correlagdes observadas no HSQC e HMBC (Figuras 37 e 38), foram
consistentes com a presenca de uma carbonila cetonica a-f insaturada. Os valores de
deslocamento quimico relativos aos dtomos de carbono do acucar a 105,09, 73,03, 77,10,
69,99, 75,07 e 61,95 6 foram compativeis com os da B-D-glucose (HARBORNE &
MABRY, 1982) [Tabela 14].

Esses dados juntamente com o aspecto geral do espectro de RMN de °C, e as
informagdes coletadas na literatura (ANDRADE et al, 1999; HARBORNE &
MABRY,1982; AROT et al., 1996; MULINACCI et al., 1995; VILEGAS et al.,1999)
permitiram identificar a substiancia “a” como sendo um flavonoide glicosilado tipo
kaempferol e propor a sua formula molecular como sendo C,;H»00,;. A posicao do agucar
no anel foi confirmada através da correlagdo a longa distancia entre o C-3 (o 135,54) e o
atomo de hidrogénio anomérico do agucar (6 5,08 - d) no espectro de RMN bidimensional

HMBC (Figura 38).
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Levando-se em consideracdo todas as informacdes fornecidas pelos espectros de
RMN (1D e 2D) e literatura, a substincia que se mostrou compativel com os dados foi o

kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo.

Tabela 14: Dados espectrais de RMN de C (75 MHz TMS & = 0), de 'H (300 MHz
TMS 6 = 0), e correlagdes a longa distincia (HMBC) em CD3;0D do kaempferol-3-O-f-
D-glucopiranosideo (a).

kaempferol-3-O-pB-D-glucopiranosideo (a) HARBORNE &
MABRY,1982
C/H 6 BC & "H (m, Hz) HMBC 6 C
2 158,82 - H-2°,3°,5 e 6’ 156,3
3 135,54 - H-1> 133,0
4 179,44 - H-8 177,4
5 162,94 - H-6 161,1
6 100,58 6,16 (d - 1,7) H-8 98,7
7 168,06 - H-6¢8 164,1
8 95,23 6,35(d-1,7) H-6 93,6
9 158,67 - H-8 156,3
10 105,21 - H-6¢8 104,1
r 122,74 - H-3’e 5’ 121,0
2 132,32 8,06 (d-7,9) H-3,5’e 6’ 130,7
3 116,12 6,85 (d-7,9) H-2,5"e6’ 115,0
4 161,60 - H-2°,3°,5 e 6’ 159,8
5 116,12 6,85 (d - 8,0) H-2,3’e 6’ 115,0
6’ 132,32 8,06 (d - 8,0) H-2,3’e 5’ 130,7
17 105,09 5,08 (d-7,5) - 101,4
2” 73,03 - - 74,2
3” 77,10 - - 77,2
4 69,99 - - 70,1
5” 75,07 - - 76,5
6” 61,95 - - 61,0
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5.1.3.1b - kaempferol-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (b)

A substancia “b” (6,8 mg) foi obtida da fragdo FR1C3.2.41 de acordo com os
fracionamentos cromatograficos apresentados na parte experimental (itens 4.4.1.1a e

4.4.1.1b).

O espectro de RMN de 'H (Figura 39) do composto *b” apresentou sinais relativos
a atomos de hidrogénio aromatico de um anel tetrassubstituido em 6,16 e 6,32 (d) o, e de

um anel aromatico para-substituido em 6,89 e 7,72 (d) 6 (Tabela 15).

No espectro de RMN de "*C (Figura 40) foram observados dezessete sinais, os quais
com auxilio das informagdes fornecidas pelo espectro DEPT 135° (Figura 41), foram
atribuidos a doze atomos de carbono aromatico de anéis tetra e para-substituidos, a trés
atomos de carbono quaternario (sendo dois deles olefinico oxigenado — 159,14 ¢ 136,14 - ¢
um carbonilico), a cinco dtomos de carbono metinico oxigenado e a um carbono metilico

(Tabela 15).

Os valores de deslocamento quimico em 159,14, 136,14 ¢ 179,50 6 (C-quaternario)
em conjunto com as correlagdes observadas no HSQC e HMBC (Figura 42 e 43), foram
consistentes com a presenca de uma carbonila cetonica a-B insaturada. Os valores de

deslocamento quimico relativos aos atomos de carbono do acucar a 103,51, 72,14, 71,93,
73,21, 72,02 e 17,37 & foram compativeis com os da o-L-rhamnose (HARBORNE &
MABRY, 1982) [Tabela 15].

Esses dados juntamente com o aspecto geral do espectro de RMN de °C, e as
informacdes coletadas na literatura (ANDRADE et al, 1999; HARBORNE &
MABRY,1982; AROT et al., 1996; MULINACCI et al., 1995; VILEGAS et al.,1999)
permitiram identificar a substincia “b” como sendo um flavonoide glicosilado tipo
kaempferol e propor a sua formula molecular como sendo C,;H»0010. A posicao do agucar
no anel foi confirmada através da correlagdo a longa distancia entre o C-3 (6 136,14) e o
atomo de hidrogénio anomérico do agucar (6 5,35 -d) no espectro de RMN bidimensional

HMBC (Figura 43).
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Levando-se em consideracdo todas as informacdes fornecidas pelos espectros de

RMN (1D e 2D) e literatura, a substincia que se mostrou compativel com os dados foi o

kaempferol-3-O-a-L-rhamnopiranosideo.

Tabela 15: Dados espectrais de RMN de C (75 MHz TMS & = 0), de 'H (300 MHz
TMS 6 = 0) e correlacdes a longa distancia (HMBC) em CD3;0OD do kaempferol-3-0-0-

L-rhamnopiranosideo (b).

kaempferol-3-0O-a-L-rhamnopiranosideo (b)

HARBORNE &

MABRY, 1982

C/H 6 *C 6 '"H (m, Hz) HMBC 6 1’C
2 159,14 - H-2’,3,5 ¢6 156,3
3 136,14 - H-1” 133,0
4 179,50 - H-8 177.4
5 163,17 - H-6 161,1
6 100,23 6,16 (d - 1,5) H-8 98,7
7 167,03 - H-6¢ 8 164,1
8 95,03 6,32 (d - 1,5) H-6 93,6
9 158,64 - H-8 1563
10 105,61 - H-6¢ 8 104,1
I 122,68 - H3e5 121,0
2’ 131,87 7,72 (d - 7,5) H-3",5¢6’ 130,7
3’ 116,54 6,89 (d - 7,5) H-2,5 ¢6’ 115,0
4 161,60 - H-2’,3,5 ¢6 159,8
5 116,54 6,89 (d-7,7) H-2’,3’¢6 115,0
6’ 131,87 7,72 (d-7,7) H-2,3¢5’ 130,7
1” 103,51 535(d-1,7) - 95,0
2” 72,14 420 (dd - 1,7: 3,6) H-17,4"¢5” 71,9
3” 71,93 3,68 (dd - 3,6: 9,2) H-2",4”¢5” 71,1
47 73,21 332(dd-9,2:9.2) H-2",3”,57¢6” 73,3
5” 72,02 420(dd-6,0:92) H-17,2”,4”¢6” 69,4
6” 17,37 0,89 (d - 6,0) H-4” 18,0
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Figura 40: Espectro de RMN de "C de kaempferol-3-O-a-L-rhamnopiranosideo (b) [75 MHz,
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5.1.3.1¢ - Quercetina-3-O-p-D-glucopiranosideo (c)

A substancia “c” (16,6 mg) foi obtida da fragdo FR1C3.2.41 de acordo com os

fracionamentos cromatograficos apresentados na parte experimental (4.4.1.1ae 4.4.1.1b).

O espectro de RMN de 'H (Figura 44) do composto ”¢” apresentou sinais relativos
a atomos de hidrogénio aromatico de um anel tetrassubstituido em 6,19 e 6,39 (d) o, e de

um anel aromatico trissubstituido em 6,85, 7,84 (d) e 7,57 (dd) 6 (Tabela 16).

No espectro de RMN de °C (Figura 45) foram observados sinais relativos a duas
substancias que estdo em mistura, mas devido a uma grande diferenga na intensidade dos
sinais, pode-se listar os dois conjuntos de sinais. A substancia majoritaria (c¢) apresentou
dezoito sinais no espectro, que com auxilio das informag¢des fornecidas pelo espectro DEPT
135° (Figura 46), foram atribuidos a doze atomos de carbono aromatico de anéis tetra e
trissubstituidos, a trés &tomos de carbono quaternario (sendo dois deles olefinico oxigenado
— 0 158,49 e 135,76 - e um carbonilico), a cinco 4&tomos de carbono metinico oxigenado e a
um carbono metilénico também oxigenado (Tabela 16). Os atomos de carbono 17 e 10
apresentaram o mesmo sinal no espectro de RMN de *C (8 105,50), bem como o C-1" ¢ o
C-6’ (6 122,90), porém os valores de deslocamentos no DEPT 135° referente a estes sinais,
podem ser atribuidos apenas a C-1" e C-6’ que sdo tercidrio, pois os outros dois atomos sdo

quaternario.

Nao diferente das duas substancias anteriores, as informacdes de deslocamento
quimico e as correlagdes observadas nos espectros HSQC e HMBC (Figuras 47 e 48),
indicaram também nesse caso a presenca de uma carbonila cetdnica a-f insaturada. Os
valores de deslocamento quimico relativos aos atomos de carbono do aglcar foram
compativeis também com os da B-D-glucose (HARBORNE & MABRY, 1982) [Tabela
16].

De posse das informacgdes espectroscopicas de RMN (1d e 2D) e daquelas reunidas
da literatura (ANDRADE et al., 1999; HARBORNE & MABRY,1982; AROT et al., 1996;
MULINACCI et al., 1995; VILEGAS et al,1999) pode-se identificar a substancia *“c”
como sendo um flavonoide glicosilado, porém do tipo quercetina, e propor a sua férmula

molecular como sendo C,;H»0012. A posicdo do actcar no anel foi confirmada através da
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correlagdo a longa distancia entre o C-3 (6 135,76) e o atomo de hidrogénio anomérico do

acucar (6 5,15 -d) no espectro bidimensional de HMBC (Figura 48).

As informagdes fornecidas pelos espectros de RMN (1D e 2D) e pela literatura,

indicam a substancia “c” como sendo, quercetina-3-O-B-D-glucopiranosideo.

Tabela 16: Dados espectrais de RMN de C (75 MHz TMS & = 0), de 'H (300 MHz
TMS 6 = 0) e correlacdes a longa distincia (HMBC) em CD;OD da quercetina-3-0-f-
D-glucopiranosideo (c).

Quercetina-3-0-p-D-glucopiranosideo (c) HARBORNE &
MABRY, 1982
C/H 6 *’C 8 'H (m, Hz) HMBC 6 c
2 158,49 - H-2,5"e 6’ 156,5
3 135,76 - H-1> 133,7
4 179,49 - H-8 177,6
5 162,99 - H-6 161,3
6 100,08 6,19 (d - 1,6) H-8 98.8
7 166,57 - H-6¢8 164,2
8 94,84 6,39 (d - 1,6) H-6 93,6
9 158,49 - H-8 156,5
10 105,50 - H-6¢8 104,2
r 122,90 - H-2’e 5’ 121,6
2 116,10 6,85 (d-1,8) - 115,3
3 145,83 H-2’e 5’ 144,8
4 149,96 - H-2’,5"e 6’ 148,5
5 117,78 7,84 (d -7,5) H-2’e 6’ 116,5
6’ 122,90 7,57 (dd - 1,8: 7,5) H-2’e 5’ 121,4
17 105,50 - - 101,4
2” 73,19 - - 74,3
3” 77,19 - - 77,5
4 70,03 - - 70,3
5” 75,11 - - 76,8
6” 61,94 - - 61,3
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5.1.3.1d - Quercetina-3-0O-a-L-rhamnopiranosideo (d e 41ppt)

A substancia “d” (79,5 mg) foi obtida da fragdo FR1C3.2.41 de acordo com os
fracionamentos cromatograficos apresentados na parte experimental (itens 4.4.1.1a e

4.4.1.1b).

O espectro de RMN de 'H (Figura 49) do composto *d” apresentou sinais relativos
a atomos de hidrogénio aromatico de um anel tetrassubstituido em 6,14 ¢ 6,30 (d) o, e de

um anel aromatico trissubstituido em 6,86, 7,30 (d) e 7,25 (dd) 6 (Tabela 17).

No espectro de RMN de "°C (Figura 50) foram observados dezoito sinais relativos
ao composto “d”, que com auxilio das informagdes fornecidas pelo espectro DEPT 135°
(Figura 51), foram atribuidos a doze atomos de carbono aromadtico de anéis tetra e
trissubstituidos, a trés 4&tomos de carbono quaternario (sendo dois deles olefinico oxigenado
— 159,18 e 136,14 - e um carbonilico), a cinco 4&tomos de carbono metinico oxigenado e a

um carbono metilico (Tabela 17).

Esta substancia também possui uma carbonila cetonica a-f insaturada, segundo as
informacdes de deslocamento quimico e correlagdes nos espectros de HSQC ¢ HMBC

(Figuras 52 e 53). Com base nos dados de deslocamento quimico de carbono, constatou-se
que o agucar presente no composto ¢ o 0-L-rhamnose (HARBORNE & MABRY,1982)
[Tabela 17].

De acordo com as informagdes espectroscopicas de RMN (1d e 2D) e aquelas
obtidas da literatura (ANDRADE et al., 1999; HARBORNE & MABRY,1982; AROT et
al., 1996; MULINACCI et al., 1995; VILEGAS et al,1999) pode-se identificar a
substancia “d” como sendo um flavonoide glicosilado do tipo quercetina, cuja proposta de
formula molecular é C,H0O;;. A posi¢ao do aglicar no anel também foi confirmada

através do espectro bidimensional HMBC (Figura 53).

As informagdes fornecidas pelos espectros de RMN (1D e 2D) e pela literatura, nos
levam a propor que a substancia “d” se trata do flavonoide, quercetina-3-O-0-L-

rhamnopiranosideo.
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Tabela 17: Dados espectrais de RMN de C (75 MHz TMS 6 = 0), de "H (300 MHz
TMS 6 = 0) e correlagdes a longa distincia (HMBC) em CD;0D da quercetina-3-0-0.-
L-rhamnopiranosideo (d e 41ppt).

Quercetina-3-0-0-L-rhamnopiranosideo (d e 41ppt) HARBORNE &
MABRY,1982
C/H 8 1’C 6 '"H (m, Hz) HMBC 8 13C
2 159,18 - H-2’,5e 6’ 157,5
3 136,14 - H-1” 134,6
4 179,48 - H-8 178,0
5 162,99 - H-6 161,6
6 99,75 6,14 (d- 1,5) H-8 99,0
7 165,68 - H-6¢8 164,4
8 94,68 6,30 (d - 1,5) H-6 93,9
9 158,35 - H-8 156,7
10 105,81 - H-6¢8 104,5
1’ 122,89 - H-2’,5 ¢ 6’ 121,4
2’ 116,28 6,86 (d-1,7) H-5’e 6’ 116,1
3 146,22 - H-2’,5 e 6’ 145,4
4’ 149,62 - H-2’,5 e 6’ 148,7
5’ 116,90 7,30 (d - 7,6) H-2’e 6’ 115,9
6 122.89 725 (dd - 1,7: 7.6) H2 ¢ 5’ 1212
1” 103,41 5,32(d-1,5) - 102,2
27 71,93 4,22 (dd - 1,5: 3,0) H-17,4” ¢ 5” 70,8
3” 72,02 3,74 (dd - 3,0; 9,0) H-2",47¢ 5” 70,4
4” 73,19 3,38(dd-9,0:9,0) H-2”,3”,57¢6” 71,7
5” 71,82 422(dd-6,0:9,00 H-17,27,47e¢6” 70,4
6” 17,59 0,91 (d - 6,0) H-4” 17,8
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5.2 — Estudo Quimico do Caule de M. vanderwerffii

O extrato etandlico do caule de M. vanderwerffii (cerca de 90 g) foi submetido a
uma filtragdo em silica de fase reversa C-18, originando sete fracdes (item 4.5 da parte
experimental). A medida que se tentou concentrar as fragdes sob pressdo reduzida,
observou-se a degradagdo das amostras, sendo entdo necessdria a realizacdo de particdes
com as mesmas em hexano e acetato de etila, a fim de recuperar aquelas que estavam

degradando e evitar que o mesmo acontecesse com as demais.

As fragdoes FR2.7 e FR2.6 ndao foram particionadas. A primeira foi avaliada por
RMN de 'H, onde através de seu espectro foi possivel constatar que seus componentes
majoritarios se tratavam de material graxo, sendo este de menor interesse no presente
trabalho. Em relagdo a FR2.6, a mesma foi purificada em metanol com a ajuda do processo
de centrifugacdo, sendo suas fracdes resultantes avaliadas por RMN de 'H. Seus espectros
também indicaram a presen¢a majoritaria de material graxo, ou de natureza extremamente

polar (este tltimo também nao contempla os interesses deste estudo).

O mesmo ocorreu com as fragdes provenientes das fases hexanicas de FR2.5,
FR2.4, FR2.3, FR2.2 e FR2.1 quando submetidas as parti¢des. Das fracdes provenientes
das fases de acetato de etila que foram analisadas em CCDA, apenas a fracdo FR2.3Aa foi a
que chamou a aten¢do para um trabalho mais detalhado. Realizaram-se com esta fracdo
filtragcdes em coluna de sephadex LH-20, silica gel 60 (70-200 mesh), silica gel 200-400
mesh (flash) bem como separacao de seus componentes majoritarios em CLAE, sendo que
tais procedimentos levaram ao isolamento dos flavonoides epicatequina, da mistura de
catequina e epicatequina, de um biflavonoide a procianidina B2, e das lignanas
siringaresinol, lioniresinol e lioniresinol-9-O-B-D-glucopiranosideo.

A determinagao estrutural das substancias obtidas foi efetuada com base nos dados
espectroscopicos de RMN de 'H e de *C uni e bidimensionais e também por comparagio

com dados espectrais de modelos existentes na literatura.

A fracdo FR2.3H foi submetida a fracionamento cromatografico em coluna

sephadex LH-20 (item 3.5.5.1 da parte experimental). As fracdes resultantes dos
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agrupamentos daquelas cujos perfis cromatograficos eram semelhantes foram avaliadas por

1 ~ A :
RMN de H, e seus espectros ndo demonstraram substancias de interesse para este trabalho.

5.2.1 — Lignanas

Entre os mais importantes grupos de metabdlitos secundarios vegetais citam-se
tradicionalmente os alcaloides, os terpenoides e os flavonoides, mas recentemente ficou
claro que os lignoides também ocupam um lugar de destaque. Isto porque estdo
amplamente distribuidos no reino vegetal, apresentando importancia nao so para as plantas
que as produzem, servindo como marcadores do processo evolutivo, como para o homem
que as extrai ou sintetiza, fato que ja levou a aplicacdes terapéuticas importantes
(GOTTLIEB & YOSHIDA, 1984).

A Dbiossintese de lignanas tem despertado grande interesse, devido as intimeras
atividades bioldgicas atribuidas a elas. Algumas lignanas sdo usadas na medicina € como
suplemento nutricional, tais como os derivados semissintéticos da podofilotoxina
empregado na terapia contra o cancer, € a sesamina em saude e nutri¢cdo, e estdo entre os
principais grupos de compostos de plantas classificadas como fitoestrogenos, além de
apresentarem  atividade antioxidante, antileucémica, anti-HIV, anti-inflamatoria,
antiespasmodica, antialérgica, inseticida entre outros (SUZUKI & UMEZAWA, 2007
LOBO & LOURENCO, 2007; SIMOES et al., 2004).

As lignanas sdo biossintetizadas e depositadas em quantidades significativas no
cerne das arvores, provavelmente para prevenir o ataque de fungos no interior da mesma.
(SUZUKI & UMEZAWA, 2007).

As lignanas sdo dimeros de fenilpropanoides formados através do acoplamento
oxidativo de alcoois cinamilicos entre si ou destes com 4cidos cindmicos (SIMOES et al.,
2004), cujos mondmeros sao ligados por um atomo de carbono central (C-8), e que por sua
vez estdo amplamente distribuidos no reino vegetal. Lignanas sdo classificadas em oito
subgrupos de acordo com o padrdo de ciclizagdo e a maneira que o oxigénio ¢ incorporado
ao esqueleto: furofurano, furano, dibenzilbutano, dibenzilbutirolactona, ariltetralina,
arilnaftaleno, dibenzocicloctadieno e dibenzilbutirolactol (Figura 54) [SUZUKI &
UMEZAWA, 2007; UMEZAWA, 2003].
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C-9,9° oxigenado C-9,9’ ndo-oxigenado lactol lactona
O O X,
OH CH;

Dibenzilcicloctadieno
Ariltetralina Arilnaftaleno C-9,9° C-9,9’ nao-

oxigenado oxigenado

shl® oN ( Qe

Figura 54: Esqueletos basicos de lignanas (Adaptado de SUZUKI & UMEZAWA, 2007)

Cada subgrupo varia substancialmente em relagdo as cadeias laterais de propila e
aos niveis de oxidagcdo de ambos os anéis aromaticos. Além disso, estas lignanas podem ser
classificadas em trés categorias, dependendo do estado de oxidacao das posicdes C-9 e C-
9', que estdo no terminal da cadeia lateral propila: lignanas oxigenadas (1), ndo oxigenadas
(2) e acidos dicarboxilicos (3) como mostrado na figura 55 (SUZUKI & UMEZAWA,
2007; UMEZAWA, 2003).
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CH3 HO G‘ COOH CH30 O. OH
HO COOH == 5 oH
oC
H OH
(1) Isoeugenol 2) Acido epifilico (3) Isolariciresinol

Figura 55: Categorias de lignanas de acordo com o estado de oxidagdo das posi¢des C-9 e 9’
terminal da cadeia propila (Adaptado de SUZUKI & UMEZAWA, 2007)

As lignanas isoladas neste trabalho pertencem aos subgrupos furofurano e

ariltetralina como visto na figura 54.

5.2.1.1 — Identificacao de lignanas do caule de M. vanderwerffii

5.2.1.1a — (+)-Siringaresinol

OCH;
HO

HsCO

OCH,

OH
OCHj

Figura 56: Lignana (+)-siringaresinol isolada do caule de M. vanderwerffii

A substancia “FR2.3Aa9.1” (17,0 mg) foi obtida da fracdo FR2.3Aa de acordo com

os fracionamentos cromatograficos apresentados na parte experimental (item 4.5.5.2.1b).

Observou-se no espectro de RMN de 'H (Figura 59) um singleto em 6,55 8, bastante

intenso, com integragdo para dois atomos de hidrogénio indicativo de hidrogénio
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aromatico. O valor do deslocamento quimico associado ao desdobramento do sinal sugere
um anel aromatico tetrassubstituido com disposi¢cdo dos atomos de hidrogénio em meta,
possuindo substituintes oxigenados dispostos de modo que o anel apresenta um plano de
simetria (Figura 57). O espectro também aponta um singleto intenso em 3,87 0o,
proporcional a seis atomos de hidrogénio, em regido -caracteristica de metoxila.
Adicionalmente foram observados sinais de intensidade baixa, com integragdo para um
atomo de hidrogénio cada um, tratando-se de um singleto largo em 3,07 5, dois multipletos
-um em 3,63-3,71 & e outro em 4,15-4,28 6 - e também um dubleto pouco desdobrado em

4,71 &. Estes sinais sugeriram um sistema alifatico na molécula (Tabela 18).

O espectro de RMN de "*C (Figura 60) mostrou oito sinais relativos ao composto
“FR2.3A29.1”, que com auxilio das informac¢des fornecidas pelo espectro DEPT 135°
(Figura 61), foram atribuidos a oito atomos de carbono metinico, sendo quatro deles
aromatico de anéis 1,3,4,5 tetrassubstituidos; a dois atomos de carbono metilénico, a seis
atomos de carbono quaternario aromatico oxigenado, sendo dois deles hidroxilico (C-4 e 4’
134,33 §), e os demais metoxilico (C-3, 5, 3’ ¢ 5° 147,17 o). Além destes, o sinal em 56,64
o foi atribuido a quatro metoxilas ligadas a anéis aromaticos simétricos, enquanto que os
sinais em 54,33 o, 71,79 6 e¢ 86,29 § foram reconhecidos como valores de atomos de
carbono caracteristicos de anéis tetraidrofuranicos de lignanas, bem como o sinal em
132,09 & foi alocado ao atomo de carbono aromatico ligado ao nucleo tetraidrofuranico

(Tabela 18).

Estes dados estdo coerentes com uma lignana do tipo bistetraidrofuranica com
substituicdo simétrica dos grupos arila, descrita na literatura como siringaresinol

(NAWWAR, 1982), cuja férmula molecular ¢ C,,H,405 (Figura 56).

Figura 57: Estrutura parcial de FR2.3Aa9.1
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A definigdo da estereoquimica dos anéis aromaticos ligados ao sistema
tetraidrofuranico de lignanas do tipo 3,7-dioxabiciclo-[3.3.0]-octano, ¢ feita com base nos
valores de deslocamento quimico dos atomos de carbono C-7, 7°, C-8, 8’ ¢ C-9, 9’. De
acordo com a literatura, estes carbonos sdo observados respectivamente na regido de 85,3-
85,9; 53,7-54,4 ¢ 71,3-72,0, quando a orientagdao dos grupos arila ¢ pseudoequatorial, e
tornam-se mais protegidos quando a orientacdo ¢ pseudoaxial (AGRAWAL, 1985). Uma
vez que os sinais observados no espectro de FR2.3Aa9.1 foram 86,29, 54,33 e 71,79 9, a
orientagdo dos anéis aromaticos foi definida como pseudoequatorial.

Existem duas formas isoméricas para a substancia isolada, e estdo representadas na
figura 58. A diferenciacdo entre as duas formas isoméricas A e B pode ser feita com base
no valor de deslocamento quimico de C-7, 7°. No caso de lignanas pertencente a série B,
estes carbonos sdo mais desprotegidos, possuindo valores de deslocamento quimico da
ordem de 87,0 6 +/- 0,2 (BISOLI, 2009). O valor positivo da rotagao optica apresentado por
FR2.3Aa9.1, em CH3;OH ¢ a uma concentragao de 2,0x107 mg/100mL, [a]2020= +12,3,
definiu a estereoquimica de FR2.3Aa9.1 como sendo aquela descrita na estrutura A. A
literatura relata valores de [a]p em CHCI; para (+)-siringaresinol que variam de +2,4° a

+44°.

OCH,

HO 0

’///,,/ Hin 1niH
H,CO

H-on (1 H HaCO \\\\\\‘\ ////,/ OCHjz
0 A

//,//// OCHj4
/4

HO OH

OCH
OH 3 H,CO

H,CO
A B

Figura 58: Formas isoméricas A ¢ B de uma lignana do tipo bistetraidrofuranica.
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Tabela 18: Dados espectrais de RMN de *C (75 MHz TMS 6 = 0) e de 'H (300 MHz
TMS 6 = 0) em CDCIj; do siringaresinol (FR2.3Aa9.1).

Siringaresinol (FR2.3A29.1) (NAWWAR, 1982)
C/H 6 *C 6 '"H (m, Hz) 6 *C 8 "H (m)
L1 132,09 - 132,2 -
2,2 102,73 6,55 (s) 103,7 6,67 (s)
3,3 147,17 - 148,4 _
4,4 134,33 - 135,4 -
55 147,17 - 148,4 -
6,6 102,73 6,55 (s) 103,7 6,67 (s)
7,7 86,29 4,71 (d - 3,5) 86,6 4,80 (d)
8,8 54,33 3,07 (sl) 54,5 3,14 (m)
9,9 71,79 H-9a, 9°a: 3,63-3,71 (m) 71,7 3,64 (dd)

H-9b, 9°b: 4,15-4,28 (m) 4,34 (dd)

OMe-3, 3°, 56,37 3,87 (s) 55,9 3,86 (s)

5,5

48 $ S EBREE RAEERSENRNEEEY current Data Parameters
A : A 4 o oo NG oo i e wasc oo NAME Radl
1

V] S W i,

F2 - Acquisition Paramete
Date_ 20090226
Time #A5
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Multinucl
PULPROG 2g

TD 65536
SOLVENT €DC13

NS 8

DS 0

SWH 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 64

bW 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K

Dl 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
NUCl 1H

Bl 8.00 usec
PL1 -6.00 dB
SFO1 300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536

SF 300.1300121 MHz
WowW EM

88B 0

LB 0.30 Hz
GB 0

Pe 1.00

= Lokl

1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 59: Espectro de RMN de 'H de siringaresinol (FR2.3Aa9.1) [300 MHz, CD;0D].
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Figura 60: Espectro de RMN de "°C de siringaresinol (FR2.3A29.1)[75 MHz, CDCl;].
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Figura 61: Espectro DEPT 135° de siringaresinol (FR2.3Aa9.1)[75 MHz, CDCl;].
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5.2.1.1b — Lioniresinol

Figura 62: Estrutura da lignana lioniresinol isolada do caule M. vanderwerffii.

A substancia “FR2.3Aa9.12” (23,2 mg) foi obtida da fracio FR2.3Aa de acordo
com os fracionamentos cromatograficos apresentados na parte experimental (itens 4.5.5.2.1

e4.5.5.2.1b).

O espectro de RMN de 'H (Figura 65) do composto *FR2.3A29.12” mostrou dois
singletos na regido de atomos de hidrogénio aromatico (6,41 e 6,55 §) com intensidade
proporcionais a 2:1 respectivamente; um dubleto em 4,27 9§, sinais de atomos de
hidrogénio carbindlico (3,54-3,61 0); trés singletos na regido de metoxila (4,26, 3,61 e 3,34
0) com intensidade proporcionais a 1:2:1 respectivamente, e também mais trés sinais — um
em 1,60-1,64 & (m, 1H), outro em 1,93-1,97 6 (m, 1H) e outro em 2,57-2,68 & (m, 2H)
[Tabela 19].

O espectro de RMN de "*C (Figura 66) mostrou 18 sinais que com o auxilio do
DEPT 135° (Figura 67) sugeriram um total de vinte e dois atomos de carbono para o
composto ”FR2.3Aa9.12”, dos quais doze sdo aromaticos e dez sdo alifaticos (quatro
metoxilas, trés dtomos de carbono metilénico — dois destes ligados a hidroxila — e um

atomo de carbono metinico) [Tabela 19].

Os espectros bidimensionais HSQC ¢ HMBC (Figura 68 e 69) corroboraram para
estabelecer os fragmentos da estrutura do composto em andlise (Figura 63). Os doze 4&tomos
de carbono aromatico constituem dois anéis benzénicos, sendo um tetrassubstituido e o

outro pentassubstituido. O anel tetrassubstituido apresenta uma estrutura simétrica, como
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pode ser visto na figura 63, com duas metoxilas ligadas em meta e uma hidroxila em para,
ou seja, com padrdo de substituicdo 1,3,4,5. O outro anel aromatico contém apenas um
atomo de hidrogénio, sendo substituido por dois radicais alquil e trés oxigénios — duas

metoxilas e uma hidroxila (Figura 63).

(6,55)
H
[56,33]
[107,12]
’ [138.08] 1y(6.41) (4,26)H,CO %,
[147,69] [129,74]
[[12;’;2 [138,49] [126,29]
: HO
H,CO (134,731 OCH;(3:61) Hanod
" 156,62] OCH;, (3,34)
OH [59,49]

Figura 63: Fragmentos da estrutura do composto "FR2.3Aa9.12” propostos através da analise de
dados de RMN 1 e 2D (Os valores de deslocamento para os atomos de hidrogénio estdo
representados entre parenteses e os de carbono entre colchetes).

O experimento HMBC (Figura 69) mostrou correlagdo *J do hidrogénio aromatico
com sinal em 6,55 & com os atomos de carbono em 138,39 (\J), 147,07 (*J), 126,29 (*J) e
33,61 & (°J) como mostrado na Figura 64, permitindo estabelecer a conexdo do anel

aromatico correspondente com a parte alifatica da molécula.

(6,55)

H [33,61]

7 os

[126,29]
= 4

H,CO

HO™ §
[138,49]

[147,04]
OCH

3

Figura 64: Correlagdes observadas no experimento HMBC do hidrogénio do anel benzénico
pentassubstituido com sinais de atomos de carbono aromatico ¢ alifatico.
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As correlacdes do hidrogénio correspondente ao sinal em 4,27 6 com os sinais dos
atomos de carbono em 107,12 e 126,29 9, atribuidos a carbono de anéis aromaticos
diferentes, indicam que o carbono ao qual se encontra ligado (42,29 &) suporta os dois
anéis. As correlagdes do hidrogénio em 4,27 6 com os atomos de carbono em 49,04 ¢ 63,81
0 e também com aqueles em 40,98 ¢ 66,46 o definem a posi¢ao destes grupos na cadeia
alifatica (Tabela 19).

Com base nos dados espectroscopicos obtidos através de experimentos de RMN uni
e bidimensionais, e literatura (ZHANG et al., 1999) foi possivel identificar o composto

FR2.3A29.12 como sendo uma lignana ariltetralinica, denominada lioniresinol (Figura 62).
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Tabela 19: Dados espectrais de RMN de *C (75 MHz TMS $ = 0), de 'H (300 MHz
TMS 0 =0) e HSQC em CDCI; do lioniresinol (FR2.3Aa9.12).

Lioniresinol (FR2.3Aa9.1) (ZHANG et
al., 1999)

C/H 6 1’C 8 'H (m, Hz) e HSQC HMBC 6 *C

1 139,06 - H-7,2¢6 137,8

2 107,12 6,41 (s) H-7 106,5

3 148,28 - OMe-3 147,7

4 134,73 - H-2¢6 134,8

5 148,28 - OMe-5 147,7

6 107,12 6,41 (s) H-7 106,5

7 42,29 427 (d-9,5) H-2,6¢9 40,4

8 49,04 1,93-1,97 (m) H-7¢7’ 46,8

9 63,81 3,54-3,57 (m) H-7 62,7

1’ 129,74 - - 128,8

2’ 107,12 6,55 (s) H- 7’ 107,0

3’ 147,69 - OMe-3’ 147,0

4 138,39 - H-2’ 137,3

5 147,07 - H-2’ ¢ OMe-5’ 146,6

6’ 126,29 - H-7,7 ¢2’ 125,1

7 33,61 2,57-2,68 (m) H-2’ 32,3

8’ 40,98 1,60-1,64 (m) H-7 39,3

9 66,46 3,58-3,61 (m) - 64,9
OMe-3 56,62 3,61 (s) - 56,4
OMe-5 56,62 3,61 (s) - 56,4
OMe-3’ 56,33 4,26 (s) - 55,9
OMe-5’ 59,49 3,34 (s) - 59,2
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Figura 66: Espectro de RMN de "°C de lioniresinol (FR2.3Aa9.12)[75 MHz, Acetona-Ds].
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Figura 67: Espectro DEPT 135° de lioniresinol (FR2.3Aa9.12)[75 MHz, Acetona-Dg].
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Figura 68: Espectro HSQC de lioniresinol (FR2.3Aa9.12)[ 300 MHz/75 MHz, Acetona-Dg].
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Figura 69: Espectro HMBC de lioniresinol (FR2.3A29.12)[300 MHz/75 MHz, Acetona-Dg].
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5.2.1.1c — Lioniresinol-9-O--D-glucopiranosideo

Figura 70: Estrutura da lignana lioniresinol-9-O-f-D-glucopiranosideo isolada do caule M.
vanderwerffii.

A substancia “FR2.3Aa9.23” (35,3 mg) foi obtida da fracdo FR2.3Aa de acordo
com os fracionamentos cromatograficos apresentados na parte experimental (itens 4.5.5.2.1

e 4.5.5.2.1b).

O espectro de RMN de 'H (Figura 71) do composto ”FR2.3A29.23” mostrou dois
singletos na regido de atomos de hidrogénio aromatico (6,43 e 6,58 §) com intensidade
proporcionais a 2:1 respectivamente; um dubleto em 4,41 9§, sinais de atomos de
hidrogénio carbindlico (3,61-3,88 9); trés singletos na regido de metoxila (3,34, 3,74 e 3,85
0), mais trés sinais na regido de hidrogénio alifatico [2,62-2,70 ¢ (m, 2H); 2,09-2,15 o (m,
1H) e 1,69-1,71 6 (m, 1H)] ¢ um dubleto em 4,28 & [Tabela 20].

O espectro de RMN de "*C (Figura 72) mostrou vinte e cinco sinais que com o
auxilio do HSQC (Figura 73) sugeriram um total de vinte e oito 4&tomos de carbono para o
composto "FR2.3Aa9.23”, dos quais doze sdo aromaticos e dezesseis sao alifaticos (quatro
metoxilas, quatro atomos de carbono metilénico — trés destes ligados a oxigénio — e seis
atomos de carbono metinico) [Tabela 20]. Observou-se também no espectro de RMN de
13C, valores de deslocamentos quimicos (104,67, 75,07, 78,07, 71,54, 77,78 e 62,70 6) que
foram compativeis com o agucar B-D-glucose (HARBORNE & MABRY, 1982) [Tabela
20].
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Os espectros bidimensionais HSQC e HMBC (Figura 73 e 74) de FR2.3Aa9.23
corroboraram para estabelecer praticamente as mesmas correlagdes observadas no item
anterior (4.2.1.1b) do Resultados e Discussdo para o lioniresinol, levando a concluir que o
composto em questdo trata-se de uma lignana ariltetralinica, porém com um agucar na sua
estrutura (Tabela 20). A posi¢do do agucar na molécula foi estabelecida através da
correlacdo a longa distancia entre o C-9 (71,54 9) e o atomo de hidrogénio anomérico do

acucar (71,54 8, d) observada no espectro de HMBC.

Com base nos dados espectroscopicos obtidos através de experimentos de RMN uni
e bidimensionais e literatura (ZHANG et al., 1999; HARBORNE & MABRY, 1982), foi
possivel identificar o composto FR2.3Aa9.23 como sendo uma lignana ariltetralinica
glicosilada, denominada lioniresinol-9-O-B-D-glucopiranosideo (Figura 70). Essa mesma

substancia também foi identificada em FR2.3Aqppt12.1 (parte experimental 3.5.5.3).

Tabela 20: Dados espectrais de RMN de C (75 MHz TMS & = 0), de 'H (300 MHz
TMS 0 = 0) e correlacdes a longa distancia (HMBC) em CDCl; do lioniresinol-9-O-f-
D-glucopiranosideo (FR2.3A2a9.23).

Lioniresinol-9-0--D-glucopiranosideo (FR2.3A2a9.23) (ZHANG et
al., 1999)
C/H d *c & 'H (m, Hz) HMBC & °C
e HSQC
1 139,26 - H-7,2¢6 137,8
2 106,84 6,43 (s) H-7 106,5
3 148,95 - OMe-3 147,7
4 134,5 - H-2¢6 134,8
5 148,95 - OMe-5 147,7
6 106,84 6,43 (s) H-7 106,5
7 42,67 4,41 (d - 6,8) H-2,6¢9 40,4
8 46,58 2,09-2,15 (m) H-7e7 46,8
9 71,54 3,86-3,88 (m) H-7e1” 62,7
I 130,23 - H-7 128,8
2 107,91 6,58(s) - 107,0
3 148,61 - OMe-3’ 147,0
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Continuacio da Tabela 20

Lioniresinol-9-O-p-D-glucopiranosideo (FR2.3A2a9.23) (ZHANG et
al., 1999)
CH 8 *c & 'H (m, Hz) HMBC & °C
e HSQC

4 138,75 - H-2 137,3
5 147,50 - OMe-5’ 146,6
6’ 126,29 - H-7e2 125,1
7 33,70 2,62-2,70 (m) H-2 32,3
8’ 40,49 1,69-1,71 (m) H-7 39,3
9 66,18 3,61-3,65 (m) - 64,9
OMe-3 56,92 3,74 (s) - 56,4
OMe-5 56,92 3,74 (s) - 56,4
OMe-3’ 56,64 3,85 (s) - 55,9
OMe-5’ 60,25 3,34 (s) - 59,2

(HARBONE

& MABRY,
1982)
17 104,67 4,28 (d-17,5) H-2” 101,4
2” 75,07 3,20-3,24(m) - 74,3
3” 78,07 3,25-3,28 (m) H-6,2” e/ou 4” 77,5
4” 71,54 3,30-3,32 (m) H-5” 70,3
5” 77,78 3,35-3,39 (m) H-2” e¢/ou 4” 76,8
6” 62,70 3,60-3,70 (m) - 61,3
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Current Data Parameters
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AQ 7.0255094 sec
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PL1 -4.00 dB
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GB 0
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Figura 71: Espectro de RMN de 'H de lioniresinol-9-O-B-D-glucopiranosideo (FR2.3Aa9.23)

[300 MHz, CD;OD].
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Figura 72: Espectro de RMN de “C de lioniresinol-9-O-B-D-glucopiranosideo (FR2.3Aa9.23)

[75 MHz, CD;OD].
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Figura 74: Espectro HMBC de lioniresinol-9-O-B-D-glucopiranosideo
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5.2.2 — Identificacio de flavonoides e biflavonoide do caule de M.

vanderwerffii

5.2.2a — Epicatequina

OH

OH

Figura 75: Epicatequina isolada do caule de M. vanderwerffii

As substancias “20a e 35d” (10 mg e 53,5 mg respectivamente) foram obtidas da
fragdo FR2.3Aa de acordo com os fracionamentos cromatograficos apresentados na parte

experimental (item 4.5.5.2.1a).

No espectro de RMN de 'H (Figura 76) foram observados sinais relativos a atomos
de hidrogénio aromatico de um anel tetrassubstituido em 5,96 (s) e 5,94 (s) 6, de um anel
aromatico trissubstituido em 6,98 (d) e 6,75-6,82 9, bem como de adtomos de hidrogénio

alifatico em 4,81 (s), 4,17 (sl), 2,85 (dd) e 2,71 (dd) [Tabela 21].

No espectro de RMN de "°C (Figura 77) foram observados quinze sinais relativos
aos compostos “20a e 35d”, que com o auxilio do DEPT 135° (Figura 78) foram atribuidos
a doze atomos de carbono aromatico de aneis tetra e trissubstituidos, a um atomo de
carbono quaternario, a um carbono metinico oxigenado e a um carbono metilico (Tabela

21).

Com base nos dados espectroscopicos de RMN unidimensionais, seu aspecto geral e

as informagdes coletadas da literatura (LOBO et al, 2008), pode-se identificar as
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substancias “20a e 35d” como sendo um flavonoide do tipo Catequina, denominada

Epicatequina, cuja formula molecular ¢ C;sH ;40

Tabela 21: Dados espectrais de RMN de *C (75 MHz TMS 6 = 0) e de 'H (300 MHz
TMS 06 = 0) em CD3;0D da epicatequina (FR2.3Aa20.28.20a e FR2.3Aa20.28.35d).

Epicatequina (20a e 35d) (Lf)BO et al., 2008)
C/H 6 *’c & '"H (m, Hz) 6 1’c
2 79,1 4,81 (s) 79,1
3 66,8 4,17 (s1) 66,6
4 28,6 H-40. 2,85 (dd - 4,0: 16,2) 28,5
H-4p 2,71 (dd - 2,3: 16,2)
5 157,29 - 157,3
6 95,88 5,96 (s) 96,0
7 157,53 - 156,7
8 94,68 5,94 (s) 95,3
9 157,90 - 157,1
10 100,07 - 99,5
I 132,21 - 131,7
2’ 115,27 6,98 (d -1,5) 115,0
3 145,67 - 145,0
4 145,83 - 145,1
5 115,90 6,75-6,82* 115.4
6’ 119,40 6,75-6,82* 119,0

*Sinais sobrepostos
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I88 e 5% RSN Current Data Parameters
ow @ < ool ni o oo - NAME 202835F
EXPNO L
NV :
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20081215
Time 13.23
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm Dual 13c/
PULPROG zg
65536
SOLVENT MeOD
NS 8
DS 0
SWH 4664.179 Hz
FIDRES 0.071170 Hz
AQ 7.0255094 sec
RG 57
oW 107.200 usec
DE 6.00 usec
TE 300.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
= CHANNEL f1
1H
14.40 usec
-4.00 dB
300.1321864 MHz
F2 - Processing parameters
ST 65536
SF 300.1300047 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 0.30 Hz
GR ]
PC 1.00
T T T T T T T T T T
1 10 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 76: Espectro de RMN de 'H de epicatequina (20a e 35d) [300 MHz, CD;0D].
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Figura 77: Espectro de RMN de °C de epicatequina (20a e 35d)[75 MHz, CD;OD)].
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Figura 78: Espectro DEPT 135° de epicatequina (20a ¢ 35d)[75 MHz, CD;0D].
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5.2.2.b — Catequina e epicatequina

OH OH
OH OH
H H
HO @) HO (@) .
" OH “H
H OH
OH OH
(1) (2)

Figura 79: Mistura de catequina (1) e epicatequina (2) obtida do caule de M. vanderwerffii

A mistura de substancias em “FR2.2A24” foram obtidas da fragdo FR2.2A de
acordo com os fracionamentos cromatograficos apresentados na parte experimental (item

4.5.6.1).

No espectro de RMN de 'H (Figura 80) foi observado um conjunto de sinais
relativos a atomos de hidrogénio na regido de aromatico em 5,86, 5,87, 5,93 ¢ 5,95 §, ¢
outro conjunto também na regido de aromaticos entre 6,71 e 6,98 o, bem como de dtomos
de hidrogénio alifatico em 4,81 (sl), 4,56 (d), 3,98 (sl), 4,18 (m), 2,85, 2,71 (d) e 2,50 (sl)
[Tabela 22].

No espectro de RMN de °C (Figura 81) foram observados vinte e trés sinais que
com o auxilio do DEPT 135° (Figura 82) foram atribuidos a vinte e quatro atomos de
carbono aromatico de anéis tetra e trissubstituidos, a dois atomos de carbono metilico, ¢ a

quatro atomos de carbono metinico oxigenado (Tabela 22).

Com base nos dados espectroscopicos de RMN unidimensionais, seu aspecto geral e
as informagdes coletadas da literatura (LOBO et al., 2008), pode-se identificar o composto
FR2.2A24 como sendo uma mistura de dois flavonoides, catequina e epicatequina, cuja a
féormula molecular de cada um ¢ C;sH4Og. Isso pode ser confirmado pela observacao dos

sinais em 3,98 (sl) ¢ 4,18 (m) no espectro de RMN de 'H, que sdo caracteristicos de atomos
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de hidrogénio na posi¢ao trés de epicatequina e catequina respectivamente. A mesma

mistura também foi identificada no composto FR2.3Aqs33a, segundo dados de RMN

unidimenional (parte experimental 3.5.5.3).

Tabela 22: Dados espectrais de RMN de *C (75 MHz TMS 6 = 0) e de 'H (300 MHz
TMS 6 = 0) em CD;0D da mistura de catequina e epicatequina (FR2.2A24).

Epicatequina (A24 majoritario) Catequina (A24 (LOBO et
minoritario) al., 2008)
C/H e 6 '"H (m, Hz) dc¢ 6 '"H (m, Hz) 6 Pc
2 79,81 4,81 (sl) 82,77 4,56 (d) 82,4
3 67,43 3,98 (s) 68,75 4,18 (m) 68,0
4 29,20 H-40. 2,85% 28,44 H-4a 2,85% 28,6
H-48 2,71 (d - 15) H-4f 2,50 (s])
5 157,31 - 156,86 - 156,6
6 95,91 5,95%" 95,52 5,93%" 96,0
7 157,57 - 157,50 - 157,5
8 96,42 5,87" (d - 1,6) 96,32 586" (d - 1,6) 95,1
9 157,92 - 157,74 - 157,0
10 100,09 - 100,84 - 100,3
I 132,24 - 132,17 - 131,7
2’ 115,31 6,98 (s) 115,25 6,84 (sl) 115,2
3 145,71 - 146,15 - 145,6
4 145,87 - 146,18 - 1455
5 115,92 6,75% 116,11 6,76* 115,6
6’ 119,41 6,79% " 120,05 6,71" (d - 7,5) 119,8

. . #
*Sinais sobrepostos; " Valores que podem estar trocados.
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Figura 80: Espectro de RMN de 'H da mistura de catequina e epicatequina (FR2.2A24) [300

MHz, CD;0D].
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Figura 81: Espectro de RMN de "°C da mistura de catequina e epicatequina (FR2.2A24) [75 MHz,

CD,0D].
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Figura 82: Espectro DEPT 135° da mistura de catequina e epicatequina (FR2.2A24) [75 MHz,

CD,0D].
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5.2.2.c — Procianidina B2

OH
. . OH
Unidade superior
HO )
OH
OH
N
/,/,
"OH
OH Unidade inferior

Figura 83: Biflavonoide procianidina B2 obtida do caule de M. vanderwerffii

A substancia “35¢” (21,7 mg) foi obtida da fragdo FR2.3Aa de acordo com os

fracionamentos cromatograficos apresentados na parte experimental (item 4.5.5.2.1a).

No espectro de RMN de 'H (Figura 84) foi observado um conjunto de sinais
relativos a atomos de hidrogénio na regido de anel aromatico entre 6,71 e 7,12 0, e outro

conjunto em 5,86 e 5,93 § caracteristico de anel aromatico tetrassubstituido (Tabela 23).

No espectro de RMN de "*C (Figura 85) foram observados vinte e dois sinais que
com o auxilio do DEPT 135° (Figura 86) foram atribuidos a trinta &tomos de carbono, dos
quais vinte e quatro sao aromaticos de anéis tetra e trissubstituidos, um ¢ metilénico e cinco

sdo atomos de carbono metinico, sendo quatro destes oxigenados (Tabela 23).

Com base nos dados de RMN de °C e comparagdo com a literatura (HARBORNE
& MABRY et al., 1982), e dados de RMN de 'H juntamente aqueles obtidos da literatura
(SHOII et al, 2003) foi possivel identificar a substancia 35¢ como sendo o biflavonoide

Procianidina B2 [epicatequina-(C-4—C-8)-epicatequina].
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Tabela 23: Dados espectrais de RMN de *C (75 MHz TMS 6 = 0) e de 'H (300 MHz
TMS 6 = 0) em CD;0D da procianidina B2 (FR2.3Aa20.28.35¢).

Procianidina B, (FR2.3A2a20.28.35¢) (HARBORNE &
MABRY et al., 1982)

C/H 6 *C 6 '"H (m, Hz) 8 1’C

25" 77,06 4,88-5,10% 76,5

2 79,74 4,88-5,10% 79,1

35 73,49 3,90 (s) 72,8

3i 68,78 4,27 (sl) 66,2
4 37,13 4,63% 36,7
4 28,47 2,81% 29,1

2,88%

5 156,87 - 155.4
6s 96,29 5,86 (s)* 97,3
61 96,11 5,86 (s)* 96,3

7 157,53 - 155,4
8s 95,50 5,93% 95,9
8 i 107,30 - 107.,6
9s 157,78 - 157,1
9i 100,81
10s 100,81 - 102,2
10 100,50 - 100,6
s 132,18 - 132,2
i 132,06 - 131,7
2’ 115,24 [H-2’ s] 6,89 (d - 1,8) 115,4

[H-2"1] 7,12 (s])

3’ 145,58 - 145.,0
4 145,83 - 1452
5 115,93 6,75% 116,3
6’ 120,03 6,71%* 119,6

*Sinais sobrepostos; "Unidade superior e inferior respectivamente.
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5.3 - Estudo da Atividade Biologica

5.3.1 - Avaliacio da atividade antibacteriana do extrato etanélico das

folhas e caule de M. vanderwerffii

O extrato etanolico das folhas foi testado frente aos micro-organismos E. faecalis, S.
aureus ¢ P. aeruginosa, e o extrato etanolico do caule frente aos dois Ultimos, ambos os

testes utilizando como padrdo o cloranfenicol (Figura 87).

OH OH

Cl

O HN
%lTl-‘- Cl

O O

Figura 87: Estrutura do cloranfenicol

O uso das cepas citadas neste teste se justifica, tendo em vista que, atualmente
algumas classes de micro-organismos aos quais estas cepas também pertencem,
representam extrema preocupacdo para a satde publica. Dentre os que mais provocam
mortes no mundo estdo o Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA),
Staphylococcus aureus vancomicina-resistente (VRSA), Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae ¢ Pseudomonas aeruginosa, que sdo bactérias resistentes a multiplas drogas,
sem esquecer também da Enterococcus faecalis. Os processos infecciosos causados por
estas classes de micro-organismos geralmente estdo associados a alta letalidade e altos
custos de tratamento (ROCHA et al., 2011; VON EIFF et al., 2002).

O critério utilizado para a classificagdo da atividade antibacteriana foi:
Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) menor que 100 pg/mL - boa atividade; CMI de 100
a 500 pg/mL - atividade moderada; CMI entre 500 a 1000 pg/mL - pouco ativo e CMI
acima de 1000 ug/mL - inativo (PRETTO et al., 2004; HOLETZ et al.,2002).

O extrato das folhas ndo apresentou atividade em relagdo aos micro-organismos

testados, enquanto que o extrato do caule apresentou atividade moderada frente a bactéria
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S. aureus com CMI de 250 pg/mL, e foi pouco ativo frente a P. aeruginosa com CMI de

1000 pg/mL (Tabela 24).

Tabela 24: Dados da atividade antibacteriana do extrato etanolico do caule e das
folhas de M. vanderwerffii

Concentracdo Minima Inibitoria (CMI em pg/mL)

Microorganimos S. aureus P. aeruginosa E. faecalis
(ATCC 25923) (ATCC 27853) (ATCC 29218)
Fracoes
Ex. et. do caule 250 1000 *N.T.
Ex. et. das folhas *In. In. In.
Cloranfenicol 1,0 8,0 0,5

*N.T. — ndo testado; In. — inativo.

5.3.2 - Avaliacao da atividade antifungica de alguns flavonoides de M.

vanderwerffii

Os flavonoides kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo (a), kaempferol-3-O-a-L-
rhamnopiranosideo (b) e quercetina 3-O-a-L-rhamnopiranosideo (d) foram testados frente
aos microorganismos (leveduras patogénicas) C. albicans, C. krusei e C. neoformans.

O uso dessas cepas justifica-se devido ao fato da maioria das infecgdes fungicas
serem decorrente de leveduras do género Candida sp. e Cryptococus sp. As infecgdes
fingicas invasivas permanecem como importante causa de morbidade e mortalidade, em
especial na populagdo de pacientes gravemente enfermos € os imunocomprometidos

(MORETTI, 2007).

A avaliagdo utilizou o teste de susceptibilidade antifingica pelo método de
microdilui¢do, usando a anfotericina B como antifugico padrao (Figura 88). Todas as
substancias testadas apresentaram atividade moderada contra as trés cepas utilizadas. O
menor valor de CMI (concentragdo minima inibitoria) para todos os casos foi igual a 100

uM. Em relagdo a cepa C. albicans, observou um crescimento menos acentuado de fungos
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na concentracao de 50 uM em relagdo as concentragdes inferiores para as trés substancias

testadas (Tabela 25).

Figura 88: Estrutura da anfotericina B.

Tabela 25: Dados da atividade antifungica dos flavonoides de M. vanderwerffii

Concentragao Minima Inibitoria (CMI em pM)
Microorganimos C. albicans C. krusei C. neoformans
Substancias
“a” 100 50 100 100
“b> 100 50 100 100
“d” 100 50 100 100
anfotericina B 0,5 0,5 0,25

5.3.3 - Avaliacao da atividade antioxidante de alguns flavonoides de M.

vanderwerffii

Os flavonoides kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo (a), kaempferol-3-O-a-L-
tiveram suas

rhamnopiranosideo (b) e quercetina-3-O-o-L-rhamnopiranosideo (d)

atividades antioxidantes testadas utilizando o método do seqiiestro de radical livre com

DPPH, e o acido caféico como controle (Figura 89).
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OH

X OH

OH

Figura 89: Estrutura do acido caféico

As propriedades antioxidantes de misturas complexas ou substincias isoladas
podem ser detectadas através de teste qualitativo com solucao de beta-caroteno, e medidas
por métodos que utilizem o radical livre estdvel DPPH (1,1-dimetil-2-picril-hidrazina) em
ensaios de captagdo de radical pelas substancias em andlise (REBELLO, 2005). O DPPH
como radical livre apresenta coloragdo violeta e quando reduzido por alguma substancia

com capacidade antioxidante torna-se amarelo (Figura 90).

a0 +8e

. + A-H — NH + A
O;N NO; 03N NO;

N NOy

Figura 90: Estrutura do DPPH antes e depois da reagdo com o antioxidante (AH).

Os testes de atividade antioxidante permitem avaliar a capacidade de um composto
em inibir a degradagdo oxidativa. A atividade ¢ expressa através do valor de ICsy
(corresponde a concentracdo da amostra teste que captura 50% do radical DPPH, e ¢ dado
em uM), quanto menor esse valor mais antioxidante ¢ a substancia.

O menor valor de ICsy nos testes realizados neste trabalho como esperado, foi o do
controle positivo o acido caféico (ICso= 11,53 £ 0,13 uM), seguido pela quercetina-3-O-o-
L-rhamnopiranosideo (d) [ICso = 14,02 £ 0,11 pM] e pelo kaempferol-3-O--D-
glucopiranosideo (a) [ICso = 50,08 + 0,13 uM]. Isto significa que as substancias “d” e “a”
demonstraram atividade antioxidante positiva, enquanto que o kaempferol-3-O-a-L-

rhamnopiranosideo (b) apresentou-se inativo frente ao teste (Tabela 26).
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A capacidade antioxidante dos flavonoides esta relacionada a trés caracteristicas
estruturais: 1- presencga do sistema orto-dihidroxi no anel B com capacidade de doagdo de
elétrons; 2 - a presenga do grupo carbonila a-f insaturada em C-4; 3 - a presen¢a de um
grupo hidroxilico em C-3 e/ou a ocorréncia simultanea de tal grupo em C-3 e C-5. Ja a
ocorréncia de glicolisagao em C-3 ou em outros grupos hidroxilas, além de aumentar o peso
molecular também contribui para a diminui¢ao da atividade antioxidante (CHLUDIL et al.,
2008; CERQUEIRA et al., 2007, DORNAS et al., 2007).

A literatura revela que, em testes antioxidantes usando o radical livre estavel DPPH
com a quercetina, o potencial antioxidante ¢ sempre maior do que o de seus derivados
glicosilados (LEU et al., 2006; OH et al.,2004; WANG et al.,2006). Isto pode ser explicado
pela presenca das hidroxilas orfo no anel B, insaturacdo e hidroxila na posi¢ao 3 do anel C,
que auxiliam na estabilizagdo do radical flavonoil, enquanto que em seus derivados, a
presenca de grupos glicosideos interferem na planaridade do radical e deslocalizacao do
elétron, o que diminui a possibilidade de transferéncia de elétrons para o radical DPPH,
levando a um decrécimo na sua acdo antioxidante (BARREIROS et al., 2006). Com relagao
ao kaempferol e seus derivados, a literatura consultada mostra resultados ambiguos. Em
alguns artigos os testes com o kaempferol e seus derivados demonstraram suas capacidades
antioxidantes (na maioria das vezes menor do que os da quercetina e seus derivados),
enquanto que em outros, eles se apresentaram inativos (LEU et al., 2006; OH et al.,2004;

WANG et al.,2006).

Tabela 26: Dados da atividade antioxidante dos flavonoides de M. vanderwerffii

Substancias *ICs¢ (M)
kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo 50,08 £ 0,13

kaempferol-3-O-a-L-rhamnopiranosideo *In.
quercetina-3-0-o-L-rhamnopiranosideo 14,02+ 0,11
Acido caféico (controle) 11,53 £0,13

* ICs - concentracao que inibi 50% dos radicais livres, calculada com base na analise de regressao
linear; In. — inativo.
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6 - CONCLUSAO

A investigagdo quimica das folhas de M. vanderwerffii levou a identificagao de

quatro flavonoides, sendo dois derivados glicosilados do kaempferol: kaempferol-3-O-3-D-

glucopiranosideo, kaempferol-3-O-0-L-rhamnopiranosideo; e dois derivados glicosilados
da quercetina: quercetina-3-0-B-D-glucopiranosideo, quercetina-3-0O-0.-L-
rhamnopiranosideo. Dois terpenos também foram identificados: o sesquiterpeno de
esqueleto aromadendrano espatulenol, e o triterpeno de esqueleto ursano, acido ursolico,
bem como um novo policetideo y-lactonico cuja estrutura ainda nao foi confirmada.

O estudo quimico do caule possibilitou a identificagdo de mais compostos
pertencentes a classe dos flavonoides, desta vez uma epicatequina, uma mistura de
catequina e epicatequina e uma procianidina B2 (biflavonoide). Compostos da classe das
lignanas também foram identificados em M. vanderwerffii, sendo eles: siringaresinol,
lioniresinol e lioniresinol-9-O-B-D-glucopiranosideo.

As classes aos quais os compostos isolados neste trabalho pertencem (flavonoides,
terpenos e lignanas) seguem bem presentes nas espécies da familia Lauraceae, porém sao
inéditas no género Mezilaurus.

Ensaios biologicos de capacidade antioxidante e antifungica foram realizados com
trés dos quatro flavonoides identificados. No ensaio antioxidante pelo método do DPPH, os
flavonoides kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosideo e quercetina-3-0O-0-L-
rhamnopiranosideo demonstraram atividade moderada (ICso = 50,08 £ 0,13 uM) e boa
(ICsp = 14,02 £ 0,11 uM) respectivamente, se comparado ao controle positivo, o acido
caféico (ICsp= 11,53 + 0,13 uM), por outro lado o kaempferol-3-O-a-L-rhamnopiranosideo
mostrou-se inativo. No teste frente aos fungos patogénicos C. albicans, C. krusei e C.
neorformans, pelo método de microdiluicdo em placa com 96 pogos, os trés flavonoides
apresentaram atividade antifingica moderada (CMI = 100 uM) se comparado ao padrdo
anfotericina B com valores de CMI = 0,5 uM para os dois primeiros micro-organismos e
CMI = 0,25 uM para o ultimo.Quanto ao flavonoide quercetina-3-O-B-D-glucopiranosideo,

nenhum teste bioldgico foi realizado, pois 0 mesmo se encontra em mistura.
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Ensaios de atividade antibacteriana foram realizados com os extratos etanolicos das
folhas e caule de M. vanderwerffii, pelo método de microdilui¢do em placas de 96 pocos. O
extrato das folhas foi testado contra as bactérias patogéncias S. aureus, P. aeruginosa, ¢ E.
faecalis, e apresentou-se inativo frente a esses micro-organismos. O extrato do caule,
testado apenas contra a S. aureus e a P. aeruginosa, apresentou atividade moderada para a
primeira (CMI = 250 pg/mL), e fraca para a segunda (CMI = 1000 pg/mL). As
concentragdes minimas inibitérias do padrdo cloranfenicol foram 1,0 pg/mL para a
primeira bactéria, 8,0 pg/mL para a segunda e 0,5 pg/mL para a terceira.

Os resultados deste estudo, ndo sdo apenas relevantes por fornecerem dados que
poderdo facilitar futuramente, a consulta e a execu¢do de novos trabalhos relativos ao
isolamento e elucidacdo estrutural de substancias aqui descritas, mas também por contribuir
para o conhecimento da composicdo quimica de espécies da familia Lauraceae,
principalmente quando estas pertencem a um género tao restrito, por isso especial, como € o

caso do género Mezilaurus.
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