Introducéo

1.1 Plantas Medicinais e os Fitoterapicos, uma Abordagem Histérica

A historia sobre o uso de plantas medicinais se confunde com a historia
humana e registros antigos tém demonstrado a sabedoria do homem no que tange a
utilizacdo destes produtos naturais [1]. Manuscritos, datados de 2600 a.C,
encontrados na Mesopotamia, relatam o uso de grande variedade de substancias
obtidas de plantas para o tratamento de diversas doencas destacando-se os 6leos
extraidos das espécies de Cedrus, Comminphora e de Papaver. Outras grandes
civilizacGes deixaram documentos que relatam o uso de diversas plantas medicinais,
como o Papiro de Ebers um documento Egipcio (1500 a.C.) e “Matéria Médica” um
documento Chinés (1100 a.C) [2].

Ademais, dentro desde contexto historico, dois personagens gregos se
destacam Theophrastus (300 a.C) — com sua “Histéria das Plantas”, onde relata as
qualidades de ervas medicinais — e Dioscorides (100 d.C) — que registrava
devidamente a coleta, 0 armazenamento e o0 uso de plantas medicinais durante suas
viagens com o exército romano. No inicio do século XVII houve uma compilacdo de
todos os registros historicos sobre o uso de plantas medicinais, dando origem a
publicacdo da Farmacopeia Londrina, um acervo que se encontra no Reino Unido
[2].

Entretanto, os primeiros isolamentos de compostos de origem vegetal,
ocorreram entre os séculos 18 e 19. Scheele (1742 — 1786) isolou os &cidos: oxalico,
tartarico, citrico, galico, entre outros. Sertliirner descobriu a morfina (Figura 1) em
1817, e Pelletier e Caventou isolaram estricnina, cafeina e quinina (1818-1821) [3],
(Figura 1).

No século XX, durante e apos a Segunda Guerra Mundial, ocorreu a era dos
antibioticos, produtos naturais obtidos de fungos que apresentam atividade
antibacteriana, de espécies dos géneros tais como: Penicillium, Cephalosporium e
Streptomyces. No pés-guerra, destacam-se também outros produtos de origem de
plantas como, por exemplo, a Reserpina (Figura 1), um tranquilizante obtido de
especies do género Rauwolfia, e Vimblastina e Vincristina (Figura 1), dois

quimioterapicos obtidos de espécies do género Catharanthus [1].
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Porém, apenas no final do século XX, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) reconheceu a importancia do uso de plantas medicinais pela populagao
mundial, e integrou a medicina tradicional ao seu Programa Internacional de Saude
[4]. Planta medicinal foi definida como sendo qualquer planta que de alguma
maneira seja utilizada no tratamento de alguma doenca ou sintoma, ou que seja,
comprovada cientificamente a sua eficacia, e que sua utlizagdo para fins

terapéuticos seja facil e de baixo custo [5].
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Figura 1 - Alguns compostos bioativos isolados de plantas ou derivados destes.
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1.2 Plantas medicinais no Brasil

O uso de Plantas medicinais no tratamento de doencas é cultural no Brasil;
esta cultura é passada de geracdo para geracdo de forma oral [6], 0 que torna
distinto o0 uso das plantas medicinais em cada regi&o do pais. E comum se encontrar
nas cidades brasileiras a comercializacdo de plantas medicinais em feiras ou
mercados municipais, e em muitos casos estas representam o UniCO recurso
terapéutico acessivel para muitas comunidades [7].

Plantas medicinais sdo importantes para a investigacdo farmacoldgica e
desenvolvimento de medicamentos, ndo sé quando os constituintes das plantas sédo
usados diretamente como agentes terapéuticos, mas também como matéria prima
para a sintese de drogas ou como modelos para compostos farmacologicamente
ativos [8].

Sendo assim, o Brasil torna-se uma referéncia na busca de plantas
medicinais, por ser um dos paises que possui a maior biodiversidade vegetativa do
mundo, porém a cada ano grande parte desta area vegetativa é desmatada, o que
pode levar a extingdo de diversas espécies de plantas. O cerrado brasileiro, o
segundo maior bioma do pais, com &rea aproximada de dois mil Km?, enquadra-se
nesse contexto, conhecido por sua grande biodiversidade € composto por
aproximadamente de 6671 taxons nativos, distribuidos em 170 familias e 1140
géneros [9]. O cerrado vem sofrendo desmatamentos nas Uultimas décadas,
estimando-se que cerca de trés milhbes de hectares deste ecossistema sé&o
desmatados por ano, reduzindo a sua porcéo territorial para 55% do territério original
[11]. Para tentar assegurar o melhor uso e a ndo extingdo das espécies medicinais
da flora brasileira, o governo do pais implantou em 2009 o Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que tem como grande objetivo buscar a insercao
dos medicamentos a base de plantas no Sistema Unico de Sautde — SUS, sendo a
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria a responsavel pela legalizacdo e
qualidade dos medicamentos que seréo distribuidos gratuitamente a populagéo [12].
Assim, a fitoterapia se constitui uma importante alternativa para o tratamento de
doencas em muitos paises, principalmente os em desenvolvimento. Encontram-se
entre as vantagens desta pratica a valorizacdo das tradi¢cdes populares e a reducdo

na importacdo de medicamentos, 0 que gera menos gasto aos cofres publicos [13].
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1.3 Familia Apocynaceae

Pertencente a ordem Gentiales e a subclasse Asteridae, a familia
Apocynaceae tem ocorréncia nas regides tropicais e subtropicais do planeta,
apresentando aproximadamente 410 géneros e 4.650 espécies [14]. Sua ocorréncia
no Brasil se estende por todo o territério, em diferentes vegetagcdes, apresentando
cerca de 850 espécies e 90 géneros [15].

As espécies da familia Apocynaceae apresentam-se como lianas
(trepadeiras), arbustos e arvores [14], com grande valor comercial, no aspecto
ornamento - devido a beleza e diversidade das espécies- e/ou no interesse
medicinal, sendo considerada como uma das mais importantes fontes de
constituintes quimicos obtidos de fonte vegetal. Muitas espécies desta familia sdo
utilizadas na medicina moderna, destacando-se principalmente o0s géneros
Allamanda, Alstonia, Aspidosperma, Catharanthus, Hancornia, Himatanthus,
Macrosiphonia (Mandevilla), Nerium, Plumeria, Rauwolfia e Strophantus [16].

Substancias diversas tém sido isoladas dos géneros dessa familia (Figura 2),
sendo utilizadas como modelos farmacologicos. Por exemplo, podem-se citar 0s
glicosideos cardiotonicos de Strophantus (estrofantinidina e cimarina), os alcaloides
isolados de Catharanthus (vimblastina e vincristina), que tem acdo antitumoral e
alcaloides de Rauwolfia, (reserpina, serpentina e serpentinina), utilizados contra

casos de hipertenséo e arritmia cardiacas [16].
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Figura 2 - Estrutura de alguns compostos encontrados em plantas da familia

Apocynaceae.
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Além da grande variedade de alcaloides outros metabolitos secundérios tém
sido encontrados em espécies dessa familia, abrangendo: taninos, cumarinas,
acidos fendlicos, triterpenos, iridoides, lignanas, pregnanos e os flavonoides, sendo
gue esta ultima classe é encontrada com menor frequéncia [17]. Uma caracteristica
desta familia é a presenca de latex, ou seja, sao plantas latescentes [18].

A diversidade quimica desta familia e a existéncia de espécies cuja
composicdo quimica ainda € desconhecida, e considerando a importancia da
familia Apocynaceae como fonte de substancias com atividade farmacolégica, tem
gerado interesse no estudo quimico e avaliacdo farmacoldgica de diversas espécies
desta familia [16,17]. A tabela 1 apresenta algumas espécies pertencentes a familia

Apocynaceae, e algumas classes de compostos secundarios delas obtidos.
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Tabela 1. Algumas espécies da familia Apocynaceae e classes de constituintes
nelas identificadas.

Algumas espécies dos principais géneros da familia Apocynaceae

Género Espécie Classes de Metabolitos Referéncias
Secundérios Identificados.
Allamanda
A. neriifolia Iridoides, Lignanas [19]; [20]; [21].
A. cathertica Iridoides, lignanas. [22]
Apocynum
A. venetum Flavonoides, esteroides, [23]; [24].
Pregnanos.
A. cannabinum  Cardenolideos, pregnanos [25]
A. lancifolium Flavonoides [26]
Aspidosperma
A. parvifolium Alcoloides, triterpenos, esteréides [27]
A. ramiflorum Alcaloides [28]
Himatanthus
H. articulatus Esteroides, triterpenos, pregnanos,  [29]

H. sucuuba Iridoides; Triterpeno [30]; [31]; [32];
Nerium
N. oleander Cardenolideos, [33]; [34]; [35]; [36]; [37].
Triterpenos,
Pregnanos
Plumeria
P. obtusa Iridoides, Triterpenos [38]; [39]; [40].
P. inodora Triterpenos [41]
Rauwolfia
R. serpentina Alcaloides [42]; [43]
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1.4 Género Macrosiphonia

O género Macrosiphonia € também descrito em publicagbes com o nome
Mandevilla. Esta sinonimia se deve ao preceito de monofiletismo (espécies
derivadas de uma Unica espécie ancestral), que fundamentou a proposi¢cdo de
Macrosiphonia como sinébnimo de Mandevilla [44]. Por exemplo, grande parte da
literatura sobre Mandevilla velame esta associada a nomenclatura de Macrosiphonia
velame [9].

Mandevilla Lindl. € o maior género neotropical da familia Apocynaceae com
cerca de 120 espécies distribuidas do México até a Argentina [45]. No Brasil
encontram-se cinco espécies, distribuidas no Sudeste e Centro-Oeste [46]. Seus
representantes destacam-se pelo potencial paisagistico (sendo espécies de
pequeno porte, arbustos ou subarbustos, com inflorescéncia branca) e medicinal,
utilizando-se principalmente o extrato das raizes tuberosas e o latex que apresentam
atividade contra venenos de cobra, e atividade anti-inflamatoria [47].

Podem-se destacar trés espécies desse género, sendo duas utilizadas na
medicina popular contra mordidas de cobras e como anti-inflamatério: sdo elas a
Macrosiphonia velutina e Macrosiphonia illustris [48] e, a terceira, Macrosiphonia
velame,que é utilizada como anti-inflamatoria, antinociceptiva (nocicepcéao — funcao
gue detecta estimulos lesivos, antinociceptivo — seria algo que bloqueia esta
funcdo), antissifilitica e antirreumatica na medicina popular [49]. Um estudo
gualitativo registrou a presenca em extratos de M. velutina e M. illustris de esteroides
glicosilados (do tipo pregnano), Velutinol A (da M. velutina) e Illustrol (da M. illustris),
gue tem acdo anti-inflamatoria, e seus extratos, aquoso e etandlico apresentaram
atividade contra veneno da serpente jararaca [50]. Pesquisas sobre a espécie M.
velame relatou por analise qualitativa a presenca de substancias como alcaloides,

flavonoides e taninos bem como a auséncia de cumarinas [51].
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1.5 Macrosiphonia petraea

Macrosiphonia petraea (Figura 3), pertencente a familia Apocynaceae, €
nativa do cerrado, subarbustiva, com 10 a 20 cm de comprimento, com
inflorescéncia uniflora na cor branca, folhas com 1,5 a 3 cm de comprimento e 1 a 2
mm de largura. Ela ocorre nas regides Sudeste e Centro — Oeste do Brasil, nos
Estados de Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul, Parana e Mato
Grosso do Sul, sendo conhecida no Brasil pelo nome popular de Velame [46]. No
Estado de Mato Grosso do Sul, mateiros/raizeiros indicam a ingestdo do cha da raiz

da M. petraea para o combate de inflamacdes.

Figura 3 - Macrophisonia petraea (Apocynaceae)

20



1.6 Estudo Fitoquimico

O estudo fitoquimico consiste na investigacdo dos constituintes quimicos
(metabdlitos secundarios) das plantas, por meio do emprego de técnicas de
separacao e identificacdo de compostos. O estudo dos constituintes de plantas e
uma maneira de se atribuir uma quimiotaxonomia, que consiste em determinar a
qual classe as plantas pertencem com base nas substancias especificas que nelas
sao encontradas. No que concerne as plantas medicinais, o estudo fitoquimico, com
o auxilio de outras pesquisas, pode determinar quais compostos destas plantas
podem apresentar atividades biologicas, podendo assim, essas substancias se
tornarem agentes clinicos ou servirem como modelos para o desenvolvimento de

novos farmacos sintéticos ou semissintéticos [6].
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

o Estudar quimicamente as raizes de Macrosiphonia petraea (Apocynaceae).
2.2 Objetivos Especificos

. Isolar e identificar ou elucidar as estruturas dos metabdlitos secundarios

acumulados nas raizes da M. petraea;

o Encaminhar extratos e compostos obtidos para testes de genotoxicidade e
antigenotoxicidade.

3. Materiais e Métodos

O estudo fitoquimico das raizes da Macrosiphonia petraea foi realizado
utilizando-se de técnicas cromatograficas para o isolamento dos compostos, e
técnicas espectroscépicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio
(*H) e Carbono (*3C) — Uni e Bidimensionais e, Infravermelho (IV) e espectrometria
de Massas (baixa e alta resolug&o) para a caracterizacdo dos compostos.

As técnicas cromatograficas foram cromatografia em coluna por adsor¢ao
e/ou exclusdo e cromatografia em camada delgada (CCD).

Para a cromatografia em colunas por adsorcédo foram utilizadas colunas de
diferentes tamanhos e alturas de acordo com o perfil cromatografico em CCDA,
(Cromatografia em camada delgada analitica) sendo utilizados dois tipos de fases
estacionarias: silica gel 0,060-0,200 mm com diametro de poro de 6,0 nm e silica gel
“Flash” 200-400 mesh (0,035-0,070 mm com diametro do poro de 6,0 nm).

Para a cromatografia em coluna por exclusdo de tamanho foi utilizada como
fase estacionaria Sephadex LH-20® com diametro de particula de 25 a 100 pum.

Para as analises em CCDA foram utilizados como fase estacionaria silica gel
60 GFs4 € silica gel 60 Fzs4 (200um) em folhas de aluminio de 20 cm X 20 cm da

Merck®
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Como reveladores foram utilizados, Sulfato de cério [Ce(SOy),] — solucdo a
2% em H,SO,4, vanilina — 10% m/v em H,O/CH30H/H,SO,4 45:45:10 v/v/v - usando
para ambos, aquecimento para a visualizacdo das manchas - e luz ultravioleta —
monitor UV de méo, Modelo UVGL-25, UVP inc. com lampada Blackray de 254 e
366 nm, em camara escura.

Para as técnicas de identificacdo/caracterizagdo foram utilizados os

espectrometros:

o de RMN — Bruker, modelo DPX-300 a 300/75 MHz, com magneto de 7,05
Tesla e sonda de deteccdo dual (*H:300,13 MHz e °C: 75,468 MHz) para
tubos de amostras de 5 mm de diametro com sistema de “Lock” de deutério
(®H) e, utilizando como referéncia interna os sinais de H e '3C do
tetrametilsilano e/ou dos solventes deuterados (TMS) cloroférmio (CDCI3) e

Metanol (CD;OD), da marca CIL® (Cambridge Isotope Laboratories, Inc);

o de Massas de baixa resolucdo obtidos no equipamento SHIMADZU QP-2010
PLUS com coluna Rtx® (crossbond — 5% difenil/ 95% dimetilpolisiloxano) de
30 m de comprimento, diametro interno de 0,25 mm e espessura de filme de
0,25 um. E massas de alta resolugdo HRESIMS — micrOTOF-QII, Bruker
Compass (os espectros de massas de alta resolugcdo foram obtidos na
Universidade de Sao Paulo, USP-Ribeirdo Preto).

o Rotacdo Optica — foram realizadas em polarimetro digital Perkin-Elmer 341
EM.
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3.1 Identificacdo da planta

A planta em estudo, Macrosiphonia petraea, foi coletada no municipio de
Bonito — MS em agosto de 2010 e para a sua identificacdo foi produzida uma
exsicata que foi analisada e identificada pelo Prof. Dr. Arnildo Pott e anexada no
herbéario da CGMS, da UFMS sob o numero WG 272.

3.2 Preparo do extrato bruto

As raizes, parte da planta de interesse neste estudo, foram trituradas por
acdo mecanica utilizando um moinho elétrico de quatro facas, e armazenadas em
recipiente ambar a temperatura ambiente, sendo submetidas a extracbes
sucessivas, com alcool etilico em excesso, realizando filtracfes para a separacao
dos compostos. O filtrado foi concentrado em evaporador rotativo a pressao
reduzida, e posteriormente feita eliminacdo do solvente organico a temperatura

ambiente até a secagem do material, originando assim o extrato bruto.

3.3 Fracionamento do Extrato Bruto

O extrato bruto seco foi tratado com solucado hidroalcoodlica (MeOH:H,0, 1:1),
resultando na solubilizacdo parcial, observando-se a separacdo de um material,
insolavel neste sistema de solvente, que foi descartado por ter caracteristicas de
material graxo apresentadas no espectro de RMN de *H. O material solubilizado foi
submetido a particdbes liquido-liquido utilizando-se inicialmente hexano e,
posteriormente, acetato de etila, dando origem a trés fases, hexéanica, acetato de
etila e hidrometanodlica. Ap0s a eliminagdo dos solventes, obtiveram-se o0s
respectivos residuos, os quais foram armazenados sob temperaturas baixas em

refrigeradores (Figura 4).
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Raiz Moida.
m = 150,0g

1. Extracdo com Etanol
2. Filtracéo
3. Evaporacao a vacuo

Extrato bruto
m = 12,0g

Solubilizado com solucgao
Hidroalcodlica (MeOH/ H,0:1/1).

Material Material Graxo
solubilizado Descartado
om

1. Particéo sequencial c
Hexano e Acetato de Etila.

Fase Hexanica Fase AcOEt Fase MeOH:H,0O/1:1
m=52¢ m=4,0g m=22g

Figura 4 - Fracionamento do extrato bruto para a obtencéo das fases a serem

estudadas.



3.4 Fracionamento Cromatografico da Fase Acetato de Etila

A fase em Acetato de etila (AcOEt) foi submetida a extracdo com CHCI; (esse
procedimento foi adotado devido a néo solubilizacdo deste extrato em acetato de
etila) e o residuo obtido dessa extragdo foi cromatografado em coluna aberta com
didmetro e altura de 3,0 cm e 30,0 cm respectivamente, empregando silica gel
(0,060-0,200 mm) e, como sistema de eluente, CHCI; e MeOH, puros e em misturas
de gradiente de polaridade crescente. A por¢ao insoluvel em CHCI3; foi armazenada
em refrigerador para ser estudado posteriormente. O residuo obtido da extracdo
com CHCI; foi fracionamento, sendo obtidas 17 fragdes (150 mL, cada) que foram
reunidas em 09 fracdes, de acordo com o perfil cromatografico observado em CCDA,
as quais foram nomeadas MPA1 a MPA9. Dessas fracdes, 4 apresentaram serem
mais interessantes devido aos perfis cromatogréficos e espectroscépicos de RMN *H
e de 1°C, sendo elas as fragdes MPA2, MPA3, MPA5 e MPAS (Figura 5).

Fracdo AcOEt
m=4,09g

Solubilizado em
CHCI3; e CH30H

Porcao soluvel Porcao néo

em CHCI; soltvel em
m=1,709g CHCI;

CC silica gel normal (0,060-
0,200mm)
d=30,0cmeh=3,0cm
Solvente CHCl; e MeOH em

Figura 5 - Fluxograma do fracionamento do material obtido da extracdo com CHCl3

da fracéo acetato de etila.
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3.4.1 Fracionamento da fragcdo MPA2

Na fracdo MPA2 foram observados conjuntos de sinais nos espectros de
RMN 'H e de **C referentes a uma mistura de compostos triterpénicos, mostrados
na Figura 36 (pagina 65), onde pode-se identificar o acetato de lupeol (9), acetato de
o-amirina (10) e acetato de B-amirina (11) (Figura 6). Embora fosse possivel
identificar os compostos 9, 10 e 11 da fragdo MPA2 pelos valores de deslocamento
quimicos e intensidades dos sinais no espectro de RMN °C, a fracdo MPA2 foi
submetida ao fracionamento em coluna cromatografica aberta utilizando de silica
0,035-0,070 mm/ 6,0 um de diametro de poro, com 2,5 cm e 30,0 cm de diametro e
altura, respectivamente, utilizando como sistema de eluente CHCI; e MeOH, com
gradiente de polaridade crescente a partir de CHCI; 100% até CHCI3/MeOH:95/05.
Obteve-se 09 fragbes, sendo que a fracdo MPA28 foi selecionada devido ao seu
perfil cromatografico em CCDA e espectroscépico (RMN *H e *3C). Essa fracao foi,
entdo submetida a fracionamento em coluna cromatografica em silica gel 0,035-
0,070 mm/ 6,0 um de diametro de poro, com altura 25,0cm e diametro de 1,5 cm,
utilizando como sistema de solvente CHCIl3/MeOH:95/05, sendo obtidas 05 fracGes
das quais 2 foram selecionadas: fracdo MPA283 onde foi identificado o composto
neridienona A (1) e a fragdo MPA284 onde foi identificada o composto cybisterol (2)
(Figura 6).

27



Andlise
RMN H ed e BC

CC - Silica Gel 0,035-
0,070mm

Compostos 9. 10 e 11 h=30cm; d=2,5¢cm

Eluente CHCIl3/MeOH

09
Fracdes

CC - Silica Gel 200-400
mesh

h=25,0cm; d=1,50cm
Eluente CHCIs/MeOH

5
Fracdes

CCDA
CHCls/MeOH

MPA284
m=6,0 mg

Andlise
RMN de 'H e de *C

MPA283
m=5,0 mg
Analise

RMN 'H ed e 2C

Figura 6 - Fracionamento da fracdo MPA2
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3.4.2 Fracionamento da fracdo MPA3

A fracdo MPA3 foi fracionada utilizando coluna cromatografica aberta com
Sephadex® — LH 20, com altura de 30,0 cm e diametro de 3,0 cm, utilizando como
eluente CHCI; — 100%. Foram obtidas 5 fracdes, dessas fracdes foi selecionada a
fracdo MPA32 devido ao perfil cromatografico em CCDA e dos espectros de RMN de
'H e 3C. Esta fracdo foi submetida ao fracionamento em coluna cromatogréfica
aberta com Sephadex® LH — 20, com diametro de 1,0 cm e altura de 10,0 cm,
usando como eluente CHCI3, obteve-se 05 fragbes, sendo que na fracdo MPA322 foi

possivel identificar o composto pinoresinol (4) (Figura 7).

CC — Sephadex® LH — 20
h =30,0cm; d =3,0cm
Eluente AcOEt

MPA33 MPA34 MPA35

CC - Sephadex® LH — 20
h=10,0cm;d=1,0cm
Eluente CHCI;

05 Fracdes

CCDA
CHCly/MeOH (98:02)

MPA322
m=7,0 mg

Analise dos espectros de
RMN de 'H e **C

Figura 7 - Fracionamento da fracdo MPA3.

MPA31
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3.4.3 Fracionamento da fragdo MPA5

A fracdo MPAGS foi fracionada utilizando coluna cromatografica aberta com
Sephadex® LH-20 com diametro de 3,0 cm e altura de 20,0 cm, utilizando como
eluente CHCIl; — 100%, foram obtidas 7 fracbes, dentre estas, duas fragbes
mostraram-se mais promissoras sendo elas MPA55 da qual obteve-se o composto
8a-hidroxipinoresinol (5) e a na fragdo MPA57 identificou-se o composto acido 5-
hidroxi-octadeca-6(E),8(Z)-dienoico (3) (Figura 8).

CC — Sephadex® LH - 20
h=30,0 cm; d=1,50 cm
Eluente CHCI;

07 Fracdes

CCDA
(CHCI)

MPAS55 MPAS?
m =8,0 mg m = 30,0 mg

N Analise dos espectros de
Analise dos espectros de RMN de H e 13C

RMN de 'H e ®C

Composto 5

Figura 8 - Fracionamento da fragdo MPA5
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3.4.4 Fracionamento da fracdo MPAS

Ao solubilizar a fracgdo MPA8 em CHCI; foi identificada formacdo de um
precipitado que foi separado do sobrenadante e analisado por RMN de 'H e de **C.
A andlise dos espectros obtidos mostrou que se tratava de uma mistura de dois
compostos que puderam ser identificados como sendo os compostos, é&cido

arjunalico (14) e acido asiatico (15) (Figura 9).

MPAS8
m = 90,0 mg

Extracdo com CHCI;
Formacéao de precipitado
Separagcdo do precipitado da
porcao soluvel.

Porcéo soluvel Precipitado
em CHCI; m = 10,0 mg
Descartado
Analise dos
espectros de RMN
de'He3C
Compotos
14 e 15

Figura 9 - Separacéo do precipitado formado na fragdo MPAS8
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3.5 Fracionamento Cromatografico da Fase Hexanica

A fase hexanica foi submetida ao fracionamento cromatografico utilizando
coluna cromatografica aberta com diametro e altura de 5,0 cm e 20,0 cm
respectivamente, empregando silica gel 0,060-0,200 mm/ 6,0um de diametro de
poro, utilizando-se como eluente os solventes hexano e acetato de etila em
gradiente crescente de polaridade (partindo de 100% hexano seguido de
Hex:AcOEt/9:1; 8:2; 6:4; 4:6; 2:8; até 100% de AcOEt). Deste processo foram
obtidas 22 fracdes (200 mL, cada), as quais, ap0s analise em cromatografia planar,
foram agrupadas em 12 frac6es, nomeadas de MPH1 a MPH12 (Figura 10). Das 12
fracOes obtidas, as fracbes MPH5, MPHG6, foram selecionadas para ser estudada,
devido ao seu perfil cromatografico em CCDA e andlise parcial dos espectros de
RMN de *H e de *°C.

3.5.1 Fracionamento da fracdo MPH5

A fracdo MPH5 foi submetida a uma coluna cromatografica aberta utilizando
Sephadex® LH-20 - com diametro de 2,0 cm e altura de 20,0 cm, usando-se como
eluente CHCI;. Obteve-se 13 fracOes, dentre essas a fragdo MPH511 das quais
apresentou-se como uma mistura de trés compostos que puderam ser identificados

como os compostos lupeol (6), a-amirina (7) e B-amirina (8); (Figura 10).
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3.5.2 Fracionamento da Fragcdo MPH6

A fracdo MPAG foi cromatografada utilizando coluna aberta, com diametro de
3,0 cm e altura de 20,0 cm, empregando silica gel 0,035-0,070 mm/ 6,0 um de
didmetro, foi utilizado como sistema de eluente CHCI3:AcOEt 9:1. Foram obtidas 09
fracOes, que foram nomeadas de MPH61 a MPHG69, das quais 2 mostraram ser mais
promissoras devido ao seu perfil cromatografico em CCDA e foram selecionadas
para serem estudadas. A fragdo MPHG63 foi analisada e observou-se uma mistura de
dois compostos que foram identificados, e como o B-sitosterol (16) e estigmasterol
(17). Para a fracdo MPHG68 foi realizado o fracionamento em coluna cromatografica
aberta utilizando-se Sephadex® LH — 20 (h=10 cm e d=1 c¢m) e eluente CHCls; foram
obtidas trés fracbes, e na fracdo MPH682 identificou-se uma mistura de dois
compostos: acetato do acido oleandlico (12) e acetato da acido ursolico (13) (Figura
10).
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Extrato Hex

m=52¢g

Fracionamento:

Coluna de silica (h = 20cm x d =
5cm); eluentes Hex:AcCOET com
aumento de polaridade.

12 Fracdes

CCDA
RMN de H e

MPH5
Hex:AcOEt (9:1)
m=275,8mg

MPHG6
Hex:AcOEt (9:1)
m = 486,3mqg

CC — Sephadex® LH-20
(h=20,0cm;d=2,0cm)
Eluente CHCI;

13 Fracoes

CCDA
CHCls

MPH511
30,0 mg

CC - Silica 0,035-0,070mm
(h=20,0cm; d=3,0cm)
Eluente CHCI5: AcOEt (9:1)

09 Fracdes

CCDA
CHCls : AcOEt

CC - Sephadex®
LH-20
Eluente CHCIz

03 Fragobes

MPHG682
m=20.0ma

Compostos
12e13

Figura 10 - Fracionamento cromatografico realizado com as fracdes obtidas da fase

Compostos Compostos
6,7e8

hexanica.
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3.6 Teste de Biolégico

Diante da utilizacdo da Macrosiphonia petraea para o tratamento de
inflamacdes pela ingestdo do cha de suas raizes, bem como a falta de informacdes
sobre o potencial mutagénico dessa planta, a avaliagcdo da atividade genotdxica da
M. petraea € de suma importancia para averiguar se ha agentes genotéxicos em sua
composicao quimica, que possam acarretar alteracdes nocivas aos individuos que a

utilizam.
3.6.1 Investigacdo da Atividade Genotdxica

O teste de genotoxicidade (SMART- Somatic Mutation And Recombination
Test) foi realizado pela professora Dra. Zaira da Rosa Guterres da Universidade
Estadual de Mato Grosso do Sul — UEMS, unidade de Mundo Novo, este teste, que
foi desenvolvido por Graf et al. (1998) consiste na contagem de mutacdes em células
das asas Drosophila melanogaster. O teste SMART tem como vantagem a alta
reprodutividade, resultados inequivocos e confiaveis, além do curto periodo de
tempo para a sua realizacdo devido ao curto periodo geracdo da D. melanogaster
[52].

Para a realizagdo do teste foram utilizados dois cruzamentos de D.
melanogaster, com o objetivo de identificar a possibilidade de bioativagcdo do
composto, sdo eles: [1] cruzamento padrdo - ST (fémeas flr* x machos mwh); [2]
cruzamento de alta bioativacéo - HB (fémeas ORR/flr® x machos mwh), a principal
diferenca entre estes cruzamentos e a presenca de alta atividade das enzimas
citocromo P-450, presente no cruzameto HB, que sé@o responsaveis pela ativacdo e
metabolizacdo de promutdgenos e procarcindgenos. Este estudo, diferentes
concentracdes dos extratos aquoso e etandlico [1,25 mg/mL; 2,5 mg/mL e 5 mg/mL]
obtidos da raiz de M. petraea, foram utilizados para tratar as larvas de D.
melanogaster de terceiro estadio de desenvolvimento obtidas dos cruzamentos
padrdao (ST) e de alta bioativacdo (HB). Como controle negativo utilizou-se o
solvente (1% Tween-80, 3% de etanol e agua) e como controle positivo cloridrato de
doxorrubicina — DXR (0,125 mg/mL).

35



4. Resultados e Discussao

As substancias obtidas tiveram suas estruturas determinadas principalmente
por métodos espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) uni e
bidimensionais de *H e de °C, e com o auxilio de métodos espectrométricos de

Massas (de alta e de baixa resolucao).
4.1 Esteroides com esqueleto do tipo pregnanos

4.1.1 Identificacdo do composto 12B-hidroxipregna-4,6,16-trieno-3,20-diona
(neridienona A) (1)

Para substancia 1 foram observados no espectro de RMN de *H (300MHz -
CDCI3) [Figura 14] sinais referentes a hidrogénios olefinicos em 6 6,98 (1H, dd, J =
3,5e 1,9 Hz, H-16), 6 6,16 (1H, dd, J = 9,8 e 2,4 Hz, H-7), 6 6,09 (1H, dI, J = 9,9 Hz,
H-6) e & 5,68 (1H, s, H-4) e sinal de hidrogénio ligado a carbono carbindlico, em 6
3,70 (1 H, dd, J = 10,1 e 5,2 Hz, H-12). Foram observados trés sinais referentes a
hidrogénios de metilas em 6 0,94 (3H, s, H-18) e 6 1,12 (3H, s, H-19) e em & 2,38
(3H, s, H-21), sendo este ultimo sinal de hidrogénio de metila alfa a carbonila. No
espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) [Figura 15] foram listados 21 sinais, sendo
observados 6 sinais na regido dos carbono olefinicos, dos quais 0s que aparecem a
6 124,3; 129,1; 138,7 e 149,0, foram definidos por experimento DEPT 135° como
carbonos do tipo CH, enquanto outros dois sinais (4 155,2 e 162,8) ndo possuem
hidrogénios ligados. Um sinal em &8¢ 73,7, evidenciou a presenca de um carbono
hidroximetinico, enquanto sinais em 6c 11,7, 16,2 e 26,7 séo correspondentes a
carbonos metilicos. O espectro de Massas de alta resolugdo com ionizacdo por
elétron “spray” em modo positivo (Figura 16) apresentou ion pseudomolecular a m/z
327,1949 [M+H]", compativel com a férmula molecular Cj;H2603 (C21H2703 -
calculado = 327,1953).

Com o auxilio das técnicas de RMN bidimensionais, devido as observacdes
das correlacdes no experimento HSQC (observacéo H-C J') e HMBC (observando
H-C J% © J%), foi possivel propor a estrutura que corresponde ao composto 1. O

experimento HSQC mostrou as correlagbes que permitiram realizar as atribuicdes
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dispostas na Tabela 2. Através das correla¢cdes observadas no experimento HMBC
foi possivel sugerir as posi¢cdes das metilas, carbonilas e insaturagfes presentes na
estrutura do composto 1. Destaca-se a seguir algumas correlacdes relevantes para a

definicdo dos anéis do esqueleto carbbdnico (Figura 11):

> entre os hidrogénios da metila correspondente a 6y 0,93 (ligada ao carbono a
d¢c 11,7/C-18) e os carbonos a 6c 52,8 (C/C13), 51,4 (CH/C-14), 73,7 (CH-
OH/C-12), 155,2 (C=/C-17);

> entre o hidrogénio a o4 1,59 (ligado ao carbono a d&c 51,4/C-14) e os
carbonos a 6c 31,7 (CH,/C-15), 34,8 (CH/C-8), 49,0 (CH/C-9), 52,8 (C/C-13) e
73,7 (CH-OH/C-12);

> entre o hidrogénio a é4 1,33 (ligado ao carbono a d¢ 49,0/C-9) e o carbono a
d¢c 34,8 (CH/C-8);

> entre o hidrogénio a éy 3,70 (ligado ao carbono a 6¢c 73,7 C-12) e o carbono a
8¢ 11,7 (CH3/C-18).

Figura 11 - Correlacdes observadas no experimento HMBC.
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Outras correlacbes levaram a proposicdo da estrutura dos anéis A e B, bem
como a juncao dos anéis B e C (Figura 12):

> entre o hidrogénio a d4 1,12 (ligado ao carbono a ¢ 16,2/C-19) e os carbonos
a d¢c 36,1 (C/C-10), 33,6 (CH,/C-1), 49,0 (CH/C-9) e 162,8 (C/C-5);

> entre o hidrogénio a 6y 5,70 (ligado ao carbono a ¢ 124,3/C-4) e os carbono
a doc 129,1 (CH/C-6), 36,1 (C/C-10) e 33,9 (CH,/C-2);

> entre o hidrogénio a 6y 6,16 (ligado ao carbono a &¢c 129,1 (CH/C-6) e 6,14
(ligado ao carbono a &¢ 138,7 (CH/C-7) e os carbonos a 6c 34,8 (CH/C-8) e
49,0 (CH/C-9), respectivamente.

Figura 12 - Principais correlacdes observadas no experimento HBMC.

Apoés a proposicao da estrutura de 1 pode-se observar que esta corresponde
a de um composto conhecido como neridienona A, que tem como denominagéo 12f3-
hidroxipregna-4,6,16-trieno-3,20-diona. A comparacdo dos dados de RMN de 'H e
13C (Tabela 2) do composto 1 com os dados encontrados na literatura [53] para a
neridienona A mostraram boa correlagéo, confirmando a estrutura proposta.

Este pregnano foi isolado pela primeira vez de raizes de Nerium oleander, em

1976 [54], e posteriormente de Apocynum venetum var. basikurumon, em 1987 [24]
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e, novamente de Nerium oleander em 1999 [55] e 2007 [36]. Esta substancia
apresenta atividade anti-inflamatéria e é citotoxica para células humanas, sendo,
portanto uma candidata a responsavel pela atividade genotdxica mencionada para o

extrato etandlico de M. petraea.

Neridienona A (1)

Figura 13 - Estrutura do composto 1 (neridienona A).
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Tabela 2 - Dados de RMN de **C (75 MHz, CDCl;) do composto 1 (neridienona A)
em comparacdo com os dados da literatura [36]; as atribuicbes sdo baseadas nas

correlagdes observadas no experimento HSQC.

C/H

la

1b 2,01 (1H, ddd, J=13,5,52 ¢ 2,4 Hz)

O© 00 ~NO O WDN

e el
W N PO

14
15a

15b 2,58 (1H, ddd, J =17,0, 7,0 e 3,5 Hz)

16
17
18
19
20
21

&tH
1,72 (1H, td, J = 13,5 € 5,2 Hz)

2,5 (2H, m)

5,7 (1H, sl)
6,16 (1H, dI, J = 9,8 Hz)
6,14 (1H, dd, J = 9,8 e 2,4 Hz)
2,34 (1H, td, J = 10,6 e 2,5 Hz)
1,33 (1H, dt, J = 10,6 e 3,5 Hz)
1,92 (2H, m)

3,70 (1H, dd, J = 11,5 e 5,3 Hz)
1,59 (1H, m)
2,39 (1H, m)

6,99 (1H, tl, J= 3,5 e 1,9 Hz)

0,93 (3H, s)
1,12 (3H, s)

2,38 (3H, )

Composto 1 Neridienona A

33,6

33,9
199,5
1243
162,7
129,1
138,7

34,8

49,0

36,1

28,6

73,7

52,8

51,4

31,7

149,0
155,2
11,7
16,1
198,9
26,8

s3C

33,6

33,9
199,4
124,3
162,7
129,1
138,6

34,8

49,0

36,1

28,6

73,2

52,8

51,6

31,7

149,0
155,2
115
16,2
198,9
26,8
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Figura 14 - Espectro de RMN *H (300MHz, CDCls) para o composto 1.
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Figura 15 - Espectro de RMN **C (75MHz, CDCl;) e DEPT 135° para 0 composto 1.
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Figura 16 - Espectro de Massas de alta resolucéo por elétron “spray”, modo positivo,

do composto 1.
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4.1.2 Identificagdo do composto 12a-Hidroxipregna-4,6-dieno-3,20-diona
(cybisterol) (2)

O composto 2 foi obtido em mistura com o composto 1, porém em proporcoes
diferentes. Como o composto 1 foi obtido puro, foi possivel listar os dados de RMN
de *C (Figura 19) e boa parte dos sinais de RMN de *H (figura 18) do composto 2.
No espectro de RMN de 'H foi possivel listar os sinais destacados a seguir. Um
multipleto referente a hidrogénios olefinicos em &4 6,10 (2H, m, H-6 e 7), um sinal
em oy 5,66 (1H, s, H-4) e sinal de hidrogénio ligado a carbono carbindlicos em 3dy
3,49 (1H, dd, J = 9,0 e 6,0 Hz, H-12), sinais de metilas em oy 0,79 (3H, s, H-18) e oy
1,09 (3H, s, H-19) e em &y 2,21 (3H, s, H-21), sendo este Ultimo de hidrogénios de
metila alfa a carbonila.

No espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCl;) do composto 2 foram listados
21 sinais, sendo observados 4 sinais na regido dos carbono olefinicos; entre estes,
0S que aparecem a oc 124,1; 128,3; 139,2 foram definidos por experimento DEPT
135° como carbonos do tipo CH, enquanto outro sinal (6c 162,9) ndo se encontra
ligado a hidrogénio. Um sinal em &c 77,2 evidenciou a presenca de um carbono
hidroximetinico, enquanto os sinais 6c 7,9, 16,3 e 30,2 correspondem a carbonos
metilicos.

Estes dados evidenciam grande semelhanca estrutural entre os compostos 1
e 2. A comparacdo entre os dados de RMN de '3C destes compostos mostram
duplicidades de parte dos sinais e no espectro do composto 2 observou-se a
auséncia dos sinais dos carbonos da ligacado dupla C16-C17 e a presenca de dois
sinais adicionais, um de carbono metilénico a 6 24,9 e outro metinico em & 63,7, 0S
quais foram atribuidos a C-16 e C-17 do composto 2, respectivamente. Esta
diferenca estrutural refletiu na diferenca de deslocamento quimico do carbono
carbinélico em C-12 (4,0 ppm).

A comparacao dos valores de deslocamento quimico dos carbonos de 2 com
os de 1, levaram a proposi¢cdo de que a primeiro corresponde a 12a-hidroxipregna-
4,6-dieno-3,20-diona, conhecido como Cybisterol [24] (Figura 17). A comparacao dos
dados de RMN de **C e 'H deste composto com os de 2 mostram boa correlagéo,

sendo as diferencas mais acentuadas atribuidas ao fato dos espectros néo terem
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sido obtidos no mesmo solvente. O Cybisterol foi identificado inicialmente de
secrecdes defensivas de besouro d’agua [56,57] e de duas plantas da familia
Apocynaceae [54, 24].

Cybisterol (2)

Figura 17 — Estrutura do composto 2 (cibysterol)

Tabela 3 - Dados de RMN *H e **C (CDCls, 300/75 MHz) do 12p-Hidroxipregna-4,6-
diene-3,20-diona  (cybisterol) (2), onde encontram-se corrigidos os valores de
deslocamento quimico dos carbonos C-4, C-6 e C-7, encontrados no artigo Abe. F;
et al; (1987) [25].

C/H &'H 3°C
Composto 2 Cybisterol
1 - 33,8 34,2
2 - 33,9 34,0
3 - 199,5 198,1
4 5,66 (1H, s) 124,1 140,2
5 - 162,9 162,8
6 6,06 (1H, dI, J = 10,1 Hz) 128,7 124,1
7 6,12 (1H,dd,J=10,4e 2,3 Hz) 139,2 128,3
8 - 36,4 36,8
9 - 51,0 52,1
10 - 35,0 36,1
11 - 28,8 30,6
12 3,49 (H,dd,J=10,3e 4,6 Hz) 77,2 77,9
13 - 48,6 51,2
14 - 48,6 49,1
15 - 23,2 23,8
16 - 24,9 25,3
17 - 63,7 62,4
18 0,79 (3H, s) 7,9 8,1
19 1,09 (3H, s) 16,3 16,1
20 - 213,8 211,8
21 2,21 (3H, s) 30,2 31,8
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Figura 18 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) para a composto 2.
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Figura 19 - Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCls) e DEPT 135° da composto 2.
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4.2 Identificacdo do composto 3 (acido 5-hidroxi-octadeca-6(E)-8(2)-
diendico)

O compostos 3, um solido amarelo, foi identificado com base nas
observacdes realizadas nos espectros de RMN *H, *C e DEPT 135°. O espectro de
RMN de 'H (300 MHz/CDCls) (Figura 21) de 3 apresentou, genericamente,
caracteristicas de substancias de natureza graxa, sendo observados sinais de
hidrogénios olefinicos. Estes sinais apareceram a o4 6,48 (1H, dd, J = 14,5 e 10,7
Hz, H-7), 84 5,96 (1H, t, J = 10,7 Hz, H-8), &4 5,65 (1H, dd, J = 14,5, 6,6 Hz, H-6) e
oy 5,45 (1H, ddd, J = 10,7, 8,2 e 7,5 Hz, H-9), compativeis com hidrogénios de duas
ligacdes duplas, que por andlise das constantes de acoplamento (J) determinou-se
que trata-se de duplas ligacdes conjugadas, devido ao valor da constante de
acoplamento J = 10,7 HZ observados entre os hidrogénios com deslocamento
quimico nos valores de 6y 6,48 e 5,45. Através das analises das constante de
acoplamento também determinou-se que trata-se de uma ligacéo trans (J = 14,5 Hz,
entre os hidrogénios em &4 = 6,48 e 5,65) e outra ligacéo cis (J = 10,7 Hz, entre os
hidrogénios em &4 6,48 e 5,45. Observou-se também um sinal de hidrogénio
carbindlico oy 4,14, ddl, J = 12,4 e 6,6 Hz, H-5, 0 qual p6de-se determinar como
sendo de uma hidroxila alilica devido ao valor da constante de acoplamento J = 6,6
Hz, entre os hidrogénios em &4 5,65 e 4.14. No espectro de RMN **C (75 MHz/
CDCl3) (Figura 22) foram observados sinais para 18 carbonos que, com auxilio do
espectro DEPT 135°, foram caracterizados como sendo, cinco metinicos (quatro
olefinicos e um hidroximetinico — 6 72,9), onze metilénicos, um metilico e um de
carboxila (6 178,9). O espectro de Massas de alta resolucdo por elétrons “spray” no
modo negativo (Figura 23) apresentou pico ion pseudomolecular m/z = 295,2258
[M=H'T, compativel com a férmula molecular C1gH3,03 (C1gH3:03 — calculado =
295,2265). Estes dados indicam tratar-se de um acido graxo com 18 carbonos,
possuindo duas ligagdes duplas conjugadas (uma cis e outra trans) e uma hidroxila.
O valor do deslocamento quimico do sinal do hidrogénio carbindlico [4,14, (1H, ddI, J
= 12,4 e 6,6 Hz] e a coincidéncia de uma das constantes de acoplamento deste (6,6
Hz) com uma das constantes de acoplamento do hidrogénio olefinico a 6 5,65 (1H,
dd, J = 14,5, 6,6 Hz) sugeriu a possibilidade de localizag&o alilica da hidroxila. Uma

busca na literatura permitiu observar uma boa correlagédo entre os dados de RMN de

46



'H e de *C do composto 3 com os do &cido 5-hidréxi-octadeca-6(E)-8(Z)-diendico
[58]. Este composto foi isolado de Allium neapolitanum (Apocynaceae) como uma
mistura racémica e, possivelmente, teve origem ndo enzimatica (ou seja, trata-se de
um composto que tem sua origem a partir da degradacéao de outro composto), como
0s proprios autores admitem. Investigacfes do metabolismo de derivados de &cidos
graxos envolvidos em processos inflamatérios [58] mostraram que o acido 5R-
hidréxi-octadeca-6(E)-8(Z)-diendico participa destes processos, sendo originado do
acido sebéacico. Ambos os isébmeros (5R e 5S) do composto 3 foram sintetizados [59,
60], porém os autores ndo fornecem os valores de rotacdo Optica especifica e
portanto, ndo foi possivel definir a sua configuracéo.

OH 0O

X

OH

Acido 5-hidroxi-octadeca-6(E)-8(Z)-dienoico (3)

Figura 20 - Estrutura da substancia 3
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Tabela 4 — Dados de RMN de 'H e de *3C (300/75 MHz, CDCls) do composto 3 do
do acido 5-hidroxi-octadeca-6(E)-8(2)-diendico [58].

N° dos C

O©CoO~NOOTDSWN P

& H

4,14 (1H, ddI, J = 12,4 e 6,6 Hz)
5,65 (1H, dd, J = 14,5 e 6,6 Hz)
6,48 (1H, dd, J = 14,5 e 11,0 Hz)

5,96 (1H, t, J = 11,0 Hz)
5,45 (1H, ddd, J = 11,0, 8,2 e 7,5 Hz)

0,89 (3H, t, J = 6,7 Hz)

Composto 3 Literatura

178,9
33,9
24,6
37,2
72,9

135,5

125,9

127,6

133,1
25,3
27,7
28,9
29,1
29,2
29,2
31,4
22,5
14,0

s c

177,8
351
26,3
38,5
73,4

137,3

126,5

129,4

132,9
28,4
30,7
30,7
30,7
30,7
30,7
33,0
23,7
14,0
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Figura 21 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do compostos 3.
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Figura 22 - Espectros de RMN *3C (75 MHz,CDCl3) e DEPT 135° para o composto 3.
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Figura 23 - Espectro de Massas de Alta resolucédo por elétron “spray” (HRESIMS),

modo negativo, do composto 3.
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4.3 Ligndides

Os compostos de esqueleto carbdnico do tipo lignoides sdo formados a partir
de duas unidades de fenilpropanoides, unidades Cg-Cs, originadas da via

biossintética do acido chiquimico (Figura 24).
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Figura 24 — Esquema simplificado para a rota metabdlica para formacdo das
lignanas conforme Dewick [69].
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Esta classe de compostos tem uma grande diversidade estrutural e muitos
representantes apresentam atividades bioldgicas, entre elas atividade antitumoral,
antiviral e antioxidante [61]. No entanto, as propriedades biolégicas das lignanas so
comecaram a serem reconhecidas a partir de trabalhos do prof. Otto Gottlieb [62]. A
lignana mais conhecida é a podofilotoxina (Figura 25), que € citotoxica, mas que
ocupa posicéo destacada na quimioterapia do cancer em fungcao de ser a estrutura a
partir da qual sdo produzidos os medicamentos etoposideo e teniposideo,
largamente utilizados na farmacologia antitumoral [63].

As lignanas se ligam pela posicdo 8 e 8 da cadeia alifdtica do
fenilpropanoides [64], podem ser divididas em subfamilias pelas diferencas
estruturais, entre elas dibenzilbutirolactbnica — arctigenina (Figura 25), a mais
comum dibenzilbutanica — (+)-secoisolariciresinol (Figura 25), as furofuranicas —
medioresinol (Figura 25) e as ariltetrahidronaftalena — podofilotoxina [65] (Figura 25).

Neste estudo foram identificadas duas lignanas do tipo furofuranicas.

H3CO OH

OCH; MeO OH
Eg\\“ O OH MeO O "’\<O ©/ <Om o
o) (@ FRN o) ~ '//\<
\H ~ (@]
O O HY
H3CO OCH -
oH oH - H3C]©‘ © HsCO OCHjZ

. ; C i
(+)-secoisolariciresinol Arctigenina HO OMe

OCH, Podofilotoxina

Medioresinol

X\ © ° \\

@)

@]

OH : S %

OH o OH =
< mo OH o :
A Seen:
(@] '1/\<

o) ~
O
HsCO OCHj3
H,CO OCHj

OMe
Etoposideo Teniposideo OMe

Figura 25 - Exemplos de lignanas.
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4.3.1 ldentificac&o do Pinoresinol (4)

O espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) (Figura 27) de 4 mostrou sinais
tipicos de anel benzénico 1,2,4 — tri-substituido [64 6,88 (H-2 € 2'); 6,85 (H-5e 5 ) e
6,81 (H-6 e 6’)] sinal de uma metoxila (34 3,89), sinais de hidrogénios carbindlicos,
além de sinais de hidrogénios com ntcleos protegidos. O espectro de RMN de *C
(Figura 28) de 4 exibiu sinais de carbonos do anel benzénico referido, da metoxila
(6c 58,9) (Tabela 4), de dois carbonos carbindlicos, um CH (6¢c 85,9) e um CH; (8¢
71,7). Estes dados ndo permitem compor uma estrutura, sugerindo tratar-se de uma
estrutura com duas unidades C¢/C3 dimerizadas de forma simétrica, ou seja: uma
lignana. Comparagédo com os dados de RMN com dados da literatura (Tabela 5) [66]
confirmou que o composto 4 é uma lignana de esqueleto furofuranico conhecida
como pinoresinol. Nao se encontrar na literatura relatos da presenca de lignanas em
Macrosiphonia, porém esta € uma classe de compostos presente em outros géneros

de Apocynaceae [67].

* Pinoresinol 4)

Figura 26 - Estrutura do composto 4.

53



Tabela 5 — Dados de RMN **C (75 MHz, CDCls) do composto 4 e do pinoresinol [66].

N°do C

1-1
2-2
3-3
4-4
5-5
6-6
7-7
8-8
9-9

2CH;-0

Composto 4
132,9
108,6
145,2
146,7
114,2
119,0
85,9
54,2
71,7
56,0

8¢

Pinoresinol
132,8
108,6
145,2
146,7
114,3
119,0

85,8
54,1
71,6
56,0
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Figura 27 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl;) do composto 4.
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Figura 28 - Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCls) e DEPT 135°, do composto 4.
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4.3.2 Identificagdo do composto 8a-hidroxipinoresinol (5)

A composto 5, obtido na fracdo MPAS5, apresentou caracteristicas
espectroscopicas semelhantes as de 4, indicando tratar-se também de uma lignana,
porém sem a estrutura simétrica. No espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls)
(Figura 30) observou-se a presenca de sinais na regido entre o4 6,97 e 6,71,
caracteristicos de hidrogénios pertencentes a anel aromatico, e sinais referentes a
hidrogénios de dois grupos metoxilicos &4 3,88 (3H, s) e 64 3,90 (3H, s).

No espectro de RMN de *3C (CDCIls) (Figura 31) foram listados 20 sinais,
sendo observados 12 sinais na regido de carbonos referentes a sistemas aromaticos
(6 CH e 6 C), dois sinais referente a grupos metoxilicos ligado a anel aromético (¢
55,9 e 56,0) e observou-se na regido referente a carbonos ndo aromaticos, sinal de
apenas um carbono néo ligado a oxigénio (CH / 56 69,1) e de um carbono oxigenado
ndo ligado a hidrogénio (C / 691,6). Estes dados indicam a possibilidade do
composto 5 tratar-se de uma lignana furofurénica hidroxilada na juncdo dos anéis
heterociclicos ( C-8). Comparacéo dos dados de RMN 'H e **C de 5 com dados
obtidos da literatura (Tabela 6) [68] levaram a identificacdo de 5 como sendo 8a-
hidroxipinoresinol.

OCH,

OCHj,
8a-hidroxipinoresinol (5)

Figura 29 - Estrutura do composto 5.
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Tabela 6 — Dados de RMN *3C (75 MHz, CDCl;) do composto 5 e do 8a-

hidroxipinoresinol[68].

N° dos C

0o NN 0o~ WONNDPRE R

Composto 5
127,0

132,0
109,4
109,0
146,7
146,9
145,4
146,0
114,3
114,6
119,6
119,7
87,8
85,8
91,6
60,1
71,6
74,7
55,9
56,0

8'°C
8a-hidroxipinoresinol
127,3

132,6
109,6
109,3
146,9
147,2
145,7
146,3
1145
1149
119,8
119,9
88,0
86,0
91,9
60,3
71,9
75,0
56,1
56,2
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Figura 30 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) do composto 5.
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Figura 31 - Espectro de RMN **C (75 MHz, CDCl3) e DEPT 135° do composto 5.
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4.4  Triterpenoides

Os terpenos pertencem a uma classe de metabdlitos secundarios bastante
diversificados que séo originados a partir de unidades de cindo carbonos: IPP
(pirofosfato-3-isopentenila) e DMAPP (pirofosfato dimetilalila). Seis unidades destes
precursores geram o composto aciclico 2,3-epoxido de esqualeno, o qual, mediante
ciclizacdes e rearranjos originam os diversos esqueletos carbdnicos dos triterpenos
[69].

Mevalonic acid Deoxyxylulose

\ / phosphate
/IW\E)PP )\‘/\(}PP Hemiterpenes (Cs)

dimethylallyl PP isopentenyl PP

(DMAPP) (Cs) Y (IPP) (Cs)
Cuo . Monoterpenes (Cq)
Iridoids
IPP \{
Cys o Sesquiterpenes (Cy5)
IPP \{
x2
Cao - Diterpenes (Cag)
IPP
x2
Css - Sesterterpenes (Cas)
Y
Csy - Triterpenoids (Csg)
Steroids (C5—Cap)
L ]
Cao - Tetraterpenes (Cyp)

Carotenoids

Figura 32: Esquema simplificado para a formacéo dos metabdlicos secundarios da

classe dos terpenos conforme Dewick [69].
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Os compostos do tipo triterpénicos, sdo encontrados principalmente em
familias de vegetais classificadas como superiores e a diversidade de estruturas
para esse tipo de compostos faz com que ele seja uma das classes de metabdlitos
secundarios mais importantes, principalmente com relacdo a sua acéo farmacolégica
[70].

4.4.1 ldentificagcdo dos compostos lupeol (6), a-amirina (7) e B-amirina (8)

Pbdde-se determinar a ocorréncia de trés triterpenos na fase hexanica atraves
de experimentos de RMN de *H e *C (300/75 MHz, CDCls) e pela comparacéo dos
deslocamentos quimicos observados para 0s compostos isolados e outros
constantes na literatura [71, 72], além de experimentos de Massas por impacto de
elétrons (CG-EM) de baixa resolucao.

Para as substancias 6, 7 e 8 encontradas na fracdo MPH511 em mistura,
observaram-se no espectro de RMN de 'H (Figura 34) sinais referentes a
hidrogénios olefinicos em &y 5,19 (1H, tl, H-12), 64 5,13 (1H, tl, H-12) e 64 4,69 (1H,
sl, H-29a), &y 4,57 (1H, sl, H-29b), de hidrogénio ligado a carbono carbindlico a &y
3,22 (3H, m, H-3) e sinais na regido entre &y 1,07 e 64 0,86, correspondentes a
hidrogénios metilicos.

No espectro de RMN de *C (Figura 35) foram observados trés conjuntos de
trinta sinais, entre os quais se destacam trés grupos de dois sinais relativos a
carbonos olefinicos. Um destes pares de sinais aparece a 6 150,9 (C) e 109,3 (CHy)
e correspondem a carbonos olefinicos caracteristicos de esqueleto lupano. Outros
dois pares de sinais em 6 145,18 (C) e 121,73 (CH) e 6 139,58 (C) e 124,43 (CH)
correspondem a carbonos olefinicos caracteristicos de esqueleto oleanano e ursano,
respectivamente. Para os trés conjuntos de sinais observa-se a presenca de um
sinal em & 79,2-CH, equivalente a trés sinais de carbonos, correspondente a
carbonos oxigenados. O espectro de Massas de baixa resolucdo por impacto de
elétrons (Anexo 2) apresentou ion molecular [M'] a m/z = 426 para as trés
substancias, e a pesquisa na biblioteca integrada ao CG-EM indicou a identificacédo
das substancias 6, 7 e 8 como sendo do lupeol, a-amirina e f-amirina,
respectivamente. A comparagdao dos dados de RMN 13C listados, para os trés

compostos, com a literatura [71 e 72] (Tabela 7) confirmou esta identificacao.
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B-Amirina (8)

Figura 33 - Estruturas dos compostos 6 (lupeol), 7 (a-amirina) e 8 (B-amirina)
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Tabela 7 — Dados de RMN **C (75 MHz, CDCl;) dos compostos 6, 7 e 8 e dos

triterpenos lupeol, a-amirina e B-amirina [71 e 72].

N° do C §°C
Composto 6 Lupeol Composto 7 a-amirina Composto 8 B-amirina
01 38,7 38,7 38,6 38,7 38,6 38,7
02 27,4 27,4 27,3 27,2 27,3 27,3
03 79,0 78,9 79,0 78,3 79,0 79,0
04 38,8 38,8 38,8 38,7 38,8 38,8
05 55,3 55,3 55,2 55,2 55,3 55,3
06 18,3 18,3 18,4 18,3 18,4 18,5
07 34,3 34,2 32,9 32,9 32,7 32,8
08 40,8 40,8 40,0 40,0 38,8 38,8
09 50,4 50,4 47,7 47,7 47,7 47,7
10 37,2 37,1 36,9 36,9 37,2 37,6
11 20,9 20,9 23,3 23,3 23,7 23,6
12 25,2 25,1 1244 124,3 121,7 121,6
13 38,1 38,0 139,6 139,3 145,2 145,1
14 42,8 42,8 42,1 42,0 41,7 41,8
15 27,4 27,4 28,7 28,7 26,2 26,2
16 35,6 35,5 26,6 26,6 26,9 27,0
17 43,0 43,0 33,7 33,7 32,5 32,5
18 48,3 48,2 59,1 58,9 47,2 47,4
19 48,0 47,9 39,7 39,6 46,8 46,9
20 150,9 150,9 39,6 39,6 31,1 31,1
21 29,9 29,8 31,3 31,2 34,7 34,8
22 40,0 40,0 41,5 41,5 37,2 37,2
23 28,0 28,0 28,1 28,1 28,4 28,2
24 15,4 15,4 15,6 15,6 15,5 15,5
25 16,1 16,1 15,7 15,6 15,6 15,6
26 16,0 15,9 16,9 16,8 16,9 16,9
27 14,5 14,5 23,4 23,3 26,0 26,0
28 18,0 18,0 28,1 28,1 28,4 28,4
29 109,3 109,3 17,5 17,4 33,3 33,3
30 19,3 19,3 21,4 21,3 23,7 23,7
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Figura 34 - Espectro de RMN *H (300MHz, CDCls) das substancias 6, 7 e 8.
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Figura 35 - Espectro de RMN **C (75MHz,CDCls) e DEPT 135°, dos compostos 6, 7 e 8.
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4.4.2 Identificagcdo dos compostos acetato de lupeol (9), acetato de a-amirina

(10) e acetato de B-amirina (11)

Os compostos 9, 10 e 11, obtidos da fragdo MPA21 em mistura,
apresentaram caracteristicas espectroscopicas muito semelhantes as dos
compostos lupeol (6), a-amirina (7) e B-amirina (8), discutidos anteriormente. Em
relacdo a estes, o espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) (Figura 37) evidenciou
a auséncia do sinal em 6 3,20 (3H, m, H-3) e a presenca de sinais em 4 4,45 (3H, m,
H-3), referente a hidrogénio carbindlico, e em 6 1,92 (9H, s), correspondente a
metilas o a carboxila. Portanto, os compostos 9-11 sdo triterpenos e 0s sinais de
RMN de 'H mencionados sugerem que se trata de triterpenos acetilados,
possivelmente na posicao C-3.

O espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls) (Figura 38) revelou na regido de
carbonos olefinicos trés conjuntos de sinais, os quais permitiram definir os
esqueletos carbdnicos destes compostos: 9 - lupano — 8¢ 109,4 (C-29) e 150,9 (C-
20); 10 - ursano — 6¢ 124,3 (C-12) e 139,6 (C-13) e 11 - oleanano — d¢ 121,6 (C-12)
e 145,1 (C-13) . Os sinais em 6c 80,8 e 6¢c 170,8 correspondem aos carbonos
carbindlico C-3 e carboxilico da unidade acetato, respectivamente. A expansdo do
espectro de RMN de *3C permitiu a listagem de todos os sinais (Tabela 8) e levou a
identificacdo segura dos compostos 9-11 como sendo os triterpenoides acetato de
lupeol, acetato de a-amirina e acetato de -amirina.

A familia Apocynaceae é reconhecida pela produtividade de metabdlitos
secundarios da classe dos triterpenos, tendo varios trabalhos que apresentam a
diversidade de triterpenos encontrados nessa familia, como por exemplos os
trabalhos com as espécies Himatanthus articulata [73], Aspidosperma ilustres [74],
Plumeria obtusa [75], os quais relatam alguns tipos e a diversidade de esqueletos

triterpénicos encontrados nesta familia.
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Figura 36 - Estruturas dos compostos 9, 10 e 11.

65



Tabela 8 — Dados de RMN **C (75 MHz, CDCl;) dos compostos 9 , 10 e 11 e dos
triterpenoides acetato de lupeol, acetato de a-amirina e acetato de B-amirina [71,
76].

N°do C §°C
o acetato de Composto 10 acetat.o.de Composto 11 acetat'o.de
lupeol a-amirina B-amirina
01 38,7 38,7 38,6 38,7 38,6 38,7
02 27,4 27,4 27,3 27,2 27,3 27,3
03 79,0 78,9 79,0 78,3 79,0 79,0
04 38,8 38,8 38,8 38,7 38,8 38,8
05 55,3 55,3 55,2 55,2 55,3 55,3
06 18,3 18,3 18,4 18,3 18,4 18,5
07 34,3 34,2 32,9 32,9 32,7 32,8
08 40,8 40,8 40,0 40,0 38,8 38,8
09 50,4 50,4 47,7 47,7 47,7 47,7
10 37,2 37,1 36,9 36,9 37,2 37,6
11 20,9 20,9 23,3 23,3 23,7 23,6
12 25,2 25,1 124,4 124,3 121,7 121,6
13 38,1 38,0 139,6 139,3 145,2 145,1
14 42,8 42,8 42,1 42,0 41,7 41,8
15 27,4 27,4 28,7 28,7 26,2 26,2
16 35,6 35,5 26,6 26,6 26,9 27,0
17 43,0 43,0 33,7 33,7 32,5 32,5
18 48,3 48,2 59,1 58,9 47,2 47,4
19 48,0 47,9 39,7 39,6 46,8 46,9
20 150,9 150,9 39,6 39,6 31,1 31,1
21 29,9 29,8 31,3 31,2 34,7 34,8
22 40,0 40,0 41,5 41,5 37,2 37,2
23 28,0 28,0 28,1 28,1 28,4 28,2
24 15,4 15,4 15,6 15,6 15,5 15,5
25 16,1 16,1 15,7 15,6 15,6 15,6
26 16,0 15,9 16,9 16,8 16,9 16,9
27 14,5 14,5 23,4 23,3 26,0 26,0
28 18,0 18,0 28,1 28,1 28,4 28,4
29 109,3 109,3 17,5 17,4 33,3 33,3
30 19,3 19,3 21,4 21,3 23,7 23,7
31 170,8 170,4 170,8 170,4 170,8 170,4
32 22,6 21,2 22,6 21,2 22,6 21,2
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Figura 37 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) dos compostos 9, 10 e 11.
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Figura 38 - Espectros de RMN *3C (75 MHz,CDCls) e DEPT 135° dos compostos 9 a 11.
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4.4.3 Identificacdo dos compostos acetato do acido oleandlico (12) e acetato
do &cido ursolico (13)

Para as compostos 12 e 13, obtidos em mistura na fracdo MPH68, observou-
se no espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) (Figura 40) um perfil indicativo de
natureza triterpénica. Destacaram-se 0s sinais referentes a hidrogénios olefinicos
em oy 5,25 (1H, t, H-12) e 64 5,22 (1H, t, H-12), sinais de hidrogénios carbindlicos
em oy 4,47 (2H, t, J = 6Hz, H-3) e sinal em oy 1,95 (6H, s), referente a hidrogénios
de metila ligada a carboxila; entre oy 1,30 e 0,70 observou-se sinais tipico de
triterpenos, destacando-se varios sinais de metila como singletos.

No espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls) (Figura 41) foram listados dois
conjuntos de 32 sinais, sendo observados dois pares de sinais na regido dos
carbonos olefinicos: 8¢ 122,5-CH e 143,6-C e em d¢c 125,7-CH e 137,9-C. Estes
sinais sdo caracteristicos dos carbonos das ligacdes duplas C12/C13 nos triterpenos
com esqueletos oleanano e ursano, respectivamente. Observou-se também, um
sinal em &¢ 80,9 (CH) com intensidade para dois carbonos, atribuido aos carbonos
carbindlicos C-3 para ambas as estruturas, e sinais na regidao de carbonos de
carboxila em 6c 183,4 e 183,3 e de carbonos de carboxilato em d¢c 171,8; os dois
primeiros correspondem a carboxilas de acido carboxilico, enquanto o ultimo se
refere a dois grupos carboxilatos de unidades de acetato. A localizacdo da carboxila
de &cido na posicdo C-17 foi definida, em ambos os casos, pelos valores de
deslocamento quimico de C-18 (642,7 em 12 e 654,3 em 13), que sofrem
significativa variacdo em funcdo da presenca deste grupo funcional em C-17. A
presenca da unidade acetato em C-3 foi compativel com os valores de 64 de H-3
(4,47) e de 5c em 80,9 (C-3).

Estes dados levaram a proposta de que os compostos 12 e 13 (Figura 39)
correspondem ao acetato de acido oleandlico e acetato de acido ursolico,
respectivamente. A comparacéo dos dados de RMN *3C dos compostos 12 e 13 com
os dados obtidos da literatura [77, 78] (Tabela 9) levaram a confirmacdo da
identificacdo dos compostos como sendo acetato de acido oleandlico (12) e acetato

de &cido ursolico (13).
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Acetato de acido oleandlico (12) Acetato de &cido ursolico (13)

Figura 39 - Estruturas dos compostos 12 (acetato de acido oleandlico) e 13 (acetato

de acido ursadlico).
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Tabela 9 - Dados de RMN *3C (75 MHz, CDCls) dos compostos 12 e 13, do acetato
de acido oleandlico e do acetato de acido ursolico [77, 78].

N° de C s3C
Composto 12 do acetato de Composto 13 acetato de
acido oleandlico acido ursolico
1 38,2 38,4 38,1 38,7
2 23,3 23,6 23,4 23,5
3 80,9 81,1 80,9 81,1
4 37,7 37,8 37,7 37,9
5 55,3 55,4 55,3 55,4
6 18,2 18,3 18,2 18,3
7 32,5 32,7 32,4 32,9
8 39,3 39,9 39,5 40,0
9 47,4 47,6 47,5 47,7
10 36,9 37,0 36,9 36,9
11 24,1 23,6 23,5 23,3
12 1225 123,0 125,7 124,3
13 143,6 144,4 137,9 139,3
14 41,8 41,7 41,6 42,0
15 27,7 26,6 29,7 28,7
16 22,9 23,4 27,4 26,6
17 46,5 46,6 47,9 48,1
18 38,8 41,3 52,5 52,8
19 45,8 45,8 40,9 39,1
20 30,7 30,6 39,0 38,8
21 33,8 33,8 30,6 30,7
22 32,8 32,3 36,7 36,7
23 23,6 28,1 33,0 28,2
24 16,1 15,6 17,0 15,5
25 15,5 15,3 15,4 15,7
26 17,1 16,8 17,1 16,9
27 25,9 26,0 23,6 23,6
28 183,1 181,0 183,4 181,0
29 33,6 33,1 16,6 16,9
30 21,2 23,6 21,2 21,2
31 171,0 171,3 171,0 171,3
32 21,3 21,3 21,3 21,3
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Figura 40 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) dos compostos 12 e 13
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Figura 41 - Espectro de RMN *C (75 MHz, CDCls) e DEPT 135° dos compostos 12 e 13.
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4.4.4 Identificacdo dos compostos, acido arjundlico (14) e acido asiatico (15)

Os espectros de RMN 'H e *C (300/75 MHz, CDs;OD) (Figura 43) dos
compostos 14 e 15, obtidos em mistura na fragdo MPAS88, indicaram tratar-se de
dois triterpenos &cidos. Foram observados no espectro de RMN de 'H os sinais
referentes a hidrogénios olefinicos em & 5,24 (2H, m, H-12), sinais de hidrogénios
ligados a carbonos carbinélicos em 6 3,69 (2H, m, H-2), 6 3,35 (2H, d, J = 9,1 Hz, H-
3), § 3,50 (2H, d, J = 11,2 Hz, H-23a) e § 3,26 (2H, d, J = 11,2 Hz, H-23b).

No espectro de RMN de *3C (Figura 44) de 14 e 15 foi possivel listar dois
conjuntos de 30 sinais, referentes a dois triterpenos. Destacam-se 0s pares de sinais
em & 145,4(C) e 123,4(CH) e 6 139,6 (C) e 126,6 (CH), caracteristicos de esqueletos
oleanano e ursano, respectivamente. Observaram-se, também, sinais de carbonos
de carboxilas de acido em & 181,7 e 181,9 e trés sinais de carbonos carbindlicos,
sendo dois CH (678,2 e 69,7) e um CH, (56 66,3). As intensidades destes sinais
indicaram que estes grupos funcionais estdo presentes nas duas estruturas e se
localizam no anel A; esta concluséo se deve a coincidéncia dos sinais dos carbonos
localizados nos anéis B, C, D e E. A localizacédo da carboxila em C-17 foi definida,
em ambos 0s casos, pelos valores de deslocamento quimico de C-18 (6 42,7 em 14
e 654,3 em 15), da mesma maneira que para 0os compostos 12 e 13. Quanto a
localizacdo das hidroxilas, uma busca na literatura mostrou que os dados de RMN
'H e ¥C sdo compativeis com a presenca das mesmas em C-2a, C-3p e C-23,
levando a identificacdo de 14 como sendo o acido 2a, 3, 23- tri-hidroxiolean-12-en-
28-0ico, conhecido também como acido arjunélico [79] (Figura 42) e de 15 como
sendo o acido 2a, 3B, 23- tri-hidroxiurs-12-en-28-0ico, denominado acido asiatico

[80] (Figura 42), descritos pela primeira vez no género Macrosiphonia.
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Acido 2a, 3, 23-trihidroxiolean-
12-en-28oico (14)

Figura 42 - Estruturas dos compostos 14 e 15.

Acido 20, 3B, 23-trihidroxiurs-12-
en-28oico (15)
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Tabela 10 - Dados de RMN **C (CD;OD, 75 MHZ) dos compostos 14 e 15 e dos
triterpenos acido arjundlico e acido asiatico [79 e 80].

N° dos C sC
Composto 14 Acido arjundlico Composto 15 Acido asiatico
1 47,2 46,3 47,9 46,9
2 69,7 68,8 69,7 69,4
3 78,2 78,2 78,2 78,3
4 441 43,5 441 44,0
5 48,2 47,8 48,2 48,3
6 19,0 18,4 19,0 20,1
7 33,2 32,8 33,6 33,7
8 39,0 39,7 40,6 41,3
9 48,9 48,1 48,0 47,5
10 39,0 38,3 31,6 28,6
11 24,0 23,8 24,5 24,9
12 123,4 122,5 126,6 126,5
13 145,4 144,8 139,6 139,1
14 43,0 42,1 43,4 43,3
15 28,8 28,2 29,2 29,4
16 24,6 23,6 25,3 25,6
17 47,6 47,6 48,2 48,6
18 42,7 41,6 54,3 54,2
19 45,8 42,1 40,4 40,2
20 30,7 29,9 40,4 40,8
21 31,8 30,8 33,8 31,5
22 34,9 34,1 38,0 38,2
23 66,3 66,4 66,3 66,1
24 13,9 14,2 13,9 14,1
25 17,5 17,2 17,7 17,7
26 17,8 17,4 17,8 18,1
27 26,5 26,0 24,2 24,0
28 181,9 180,3 181,7 181,9
29 33,6 33,1 17,7 17,2
30 24,0 23,7 21,8 21,8
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Figura 44 - Espectro de RMN *3C (75 MHz, CDs0OD) e DEPT 135° dos compostos 14 e
15.
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45 Esteroides

Para as substancias 16 e 17, obtidas em mistura na fragdo MPH63 foram
observados no espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) (Figura 46) sinais para
hidrogénios olefinicos, em & 5,33 (2H, dI, J = 6,0Hz, H-6), 5,13 (1H, dd, J = 15,0 e
9,0Hz, H-22) e 4,99 (1H, dd, J = 15,0 e 9,0Hz, H-23) e sinais referentes a
hidrogénios carbindlicos olefinicos em e & 3,50 (2H, m, H-3). No espectro de RMN de
13C (75 MHz, CDCls) (Figura 47) foi possivel listar os sinais referentes a carbonos
carbindlicos em & 71,8, que pelo experimento do DEPT 135° foi identificado como
CH, referentes a dois carbonos, e sinais em 3 121,7(CH) e 140,7 (C), referentes a
dois carbonos cada. A reunido de todos os dados das substancias 16 e 17 (Figura
45), juntamente com os dados obtidos da literatura [81] (Tabela 11) permitiu a
identificagdo das mesmas como sendo o f-sitosterol e o estigmasterol,

respectivamente.

B-sitosterol (16) estigmasterol (17)

Figura 45 - Estruturas dos compostos 16 e 17.
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Tabela 11 — Dados de RMN **C (75 MHZ, CDCls,) dos compostos 16 e 17 e dos
esteroides [3-sitosterol e estigmasterol [81].

N° de C §°C
composto 16 B-sitosterol composto 17 estigmasterol
01 37,2 37,3 37,2 37,2
02 31,7 31,6 31,6 31,6
03 71,8 71,7 71,8 71,8
04 42,3 42,3 42,2 42,3
05 140,7 140,8 140,7 140,7
06 1217 121,6 1217 121,7
07 31,9 31,9 31,9 31,9
08 31,9 31,9 31,9 31,9
09 50,3 50,2 50,1 50,1
10 36,5 36,5 36,5 36,5
11 21,1 21,1 21,2 21,2
12 39,8 39,8 39,7 39,6
13 42,3 42,3 42,3 42,3
14 56,9 56,8 56,9 56,8
15 24,3 24,3 24,3 24,3
16 28,9 28,9 28,9 28,9
17 56,0 56,1 56,0 55,9
18 11,9 11,9 12,0 12,0
19 194 19,4 19,4 19,4
20 36,1 36,2 40,5 40,5
21 18,8 18,8 21,2 21,2
22 33,9 34,0 138,3 138,3
23 26,1 26,1 129,3 129,2
24 45,8 45,9 51,2 51,2
25 29,1 29,2 31,9 31,9
26 19,8 19,8 21,1 21,0
27 19,0 19,1 19,0 19,0
28 23,1 23,1 25,4 25,4
29 12,2 12,3 12,2 12,2
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Figura 46 - Espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) dos compostos 16 e 17.
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Figura 47 - RMN *3C (75 MHz, CDCls) e DEPT 135° dos compostos 16 e 17.
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4.6 Teste de atividade genotdxica

O perfil genotdxico da M. petraea foi delineado pela avaliagdo dos extratos
aguoso e etanolico. Os resultados obtidos para o extrato aquoso apresentaram
aumento nas frequéncias de mutagdes em todas as concentracOes testadas (1,25 e
2,5 mg/mL) no cruzamento padrdo (ST) e para o cruzamento de alta bioativagao
(HB; 1,25, 2,5 e 5,0 mg/mL) quando comparadas as do grupo controle, revelando o
efeito genotdxico para este extrato. Além disso, os individuos resultantes do
cruzamento de alta bioativagcdo (HB) apresentam frequéncia de mutacdo quatro
vezes maior do que a observada nos individuos ST. Este fato indica que os
compostos presentes no extrato aquoso apos serem bioativados pelas enzimas do
citocromo P450 tornam-se potencialmente mais genotoxicos.

Em relacdo ao extrato etandlico (ExtEtOH), também foi observado aumento
nas frequéncias de mutagdes em todas as concentragdes avaliadas (0,25, 0,5 e 1,0
mg/mL) para ambos dos cruzamentos (ST e HB), sendo que o cruzamento de alta
bioativacdo (HB) apresentou mutacdes cerca de 3 vezes maiores que 0 cruzamento
padrdo. Nesse sentido, o extrato etandlico apresenta caracteristica semelhante
aquelas presentes no extrato aquoso, pois em ambas amostras as enzimas do
citocromo P450 potencializaram os eventos mutacionais.

Estes dados sugerem que nas condicfes experimentais descritas, 0s extratos
aquoso e etandlico obtidos das raizes de M. petraea, apresentam atividade

genotdxica, a qual é acentuada apds sua metabolizacéo (Figura 48).
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Figura 48 — Gréfico representativo da frequéncia de mutacdes em células somaéticas de D.

melanogaster obtidas de ambos os cruzamentos ST e HB, ap6s tratamento crénico com 0s

extratos aquoso e etandlico das raizes de M. petraea, do controle negativo (1% Tween-80,

3% de etanol e agua) e controle positivo cloridrato de doxorrubicina (DXR). Amostra ndo

avaliada (N/A).
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5. Conclusdes

Plantas da familia Apocynaceae demostram grande potencial como
produtoras de compostos bioativos, muitos deles toxicos. O género Macrosiphonia é
considerado um dos mais importantes desta familia, e abrange algumas espécies
consideradas medicinais. No presente trabalho foi investigada a raiz de M. petraea,
conhecida como velame, a qual € comercializada com fins medicinais, e cujos
extratos, etandlico e aquoso, apresentaram atividade genotoxica nas concentracdes
testadas neste trabalho. Este estudo resultou na identificacdo de compostos da
classe dos triterpenos 6-15, destacando-se o &cido arjundlico (6), que possui
atividade anti-inflamatoria, e o acido asiatico (7), duas lignanas (4 e 5), um &cido
graxo hidroxilado (3), o qual consta como sendo dotado de atividade antibacteriana,
e dois pregnanos, neridionona A (1) e cybisterol (2). Esta classe de compostos é
precursora dos cardenolidios, um importante grupo de substancias que abrange
alguns com propriedades toxicas. Os proprios pregnanos sdo compostos dotados de
atividades biologicas e que podem estar envolvidos na acdo detectada no extrato

etandlico das raizes de M. petrae.
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Anexo 1

Apresentacao dos espectros de RMN bidimensionais, do composto 1

(neridienona A).
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Ala. Espectro do experimento HSQC do composto 1.
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Anexo 2

Apresenta os espectros de Massas de baixa resolucdo dos compostos 2 e de 4 a 17.
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A2a. Espectro de Massas de Baixa resolucao (CG-EM) , do composto 2.
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A2b. Espectro de Massas de Baixa resolucéo (CG-EM) , dos compostos 6, 7 e 8.
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A2c. Espectro de Massas de Baixa resolucédo (CG-EM) , dos compostos 9, 10 e 11.

Lines=] F_Time:7.153(Scars=500)
DlacsPesks: 356

Fandode Avaraged 5 320-7 B4 T{370-352) BasePasic 748 10{1260703)

B ModeNope Croup 1 - Event 1

2000000

203

1000000

283

A2d. Espectro de Massas de Baixa resolucdo (CG-EM) , dos compostos 12 e 13
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A2e. Espectro de Massas de Baixa resolucdo (CG-EM) , dos comostos 14 e 15.
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A2f. Espectro de Massas de Baixa resolucédo (CG-EM) , do composto 16.
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A2g. Espectro de Massas de Baixa resolucédo (CG-EM) , do composto 17.
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