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RESUMO

Neste trabalho, foram estudados folhas, galhos e sementes de Maytenus
imbricata cuja constituicdo quimica e atividade farmacologica até 0 momento nao
tém sido relatadas na literatura.

Do extrato hexanico das folhas e dos galhos de Maytenus imbricata foram
isolados e identificados 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al, 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona,
11e-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona, 34,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno, lupenona, 34
esteariloxi-lupan-20(29)-eno, friedelina, acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico e 1-hidroxi-
3,6-dimetoxi-8-metil-9-xantona. Também foram identificadas misturas de friedelina e
friedelinol, misturas de ésteres de acidos graxos e misturas dos lupanos citados
anteriormente.

O extrato cloroférmico das folhas foi analisado por CG-EM, detectando a
presenca de acido palmitico e de acido estearico, como constituintes principais.

Do extrato em acetato de etila obtido de folhas e galhos foram isolados
epicatequina e uma mistura de proantocinidinas. Também foram identificados por
CG-EM, acido palmitico, acido adipico, o acucar sorbitol e os hidrocarbonetos de
cadeia longa n-octadecano e eicosano.

Na obtencdo do extrato etandlico dos galhos observou-se a precipitacdo de
dulcitol, um poliol isolado comumente de espécies da familia Celastraceae. A andlise
por CG-EM do extrato etandlico dos galhos e folhas possibilitou a identificacdo dos
acucares glicopiranose e sorbitol, bem como dos acidos adipico e eicosandico.

O dleo essencial isolado das folhas apresentou como constituintes f-pineno,
2-feniltridecano, 3-feniltridecano e hexanodioato de dioctila.

Nas sementes e no elaiosoma foram identificados principalmente ésteres de

acidos graxos, predominando ésteres dos acidos oléico, estearico e palmitico.
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Para a obtencdo e caracterizacdo dos constituintes de Maytenus imbricata
foram utilizadas técnicas cromatograficas (CCD, CG-EM, CLAE) e métodos
espectrométricos de andlise (IV, RMN de H e de **C, incluindo experimentos DEPT-
135 e de 2D).

A analise cristalografica por difratometria de raios-X foi utilizada como um
recurso para confirmacdo da estrutura e conformacédo molecular dos lupanos 30-
hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona, 1lea-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona e 3/4,30-di-hidroxi-lup-
20(29)-eno.

O estudo da anatomia foliar possibilitou verificar que caracteres comuns a
outras espécies do género Maytenus estdo presentes em M. imbricata, como
esclereides e cuticula espessa, idioblastos contendo compostos fendlicos, cristais de
oxalato de célcio e auséncia de tricomas.

A friedelina foi submetida a reacdo de Bayer-Viliger e a lactona
correspondente foi obtida.

Extratos e substancias isolados de M. imbricata foram submetidos a testes de
avaliacdo da atividade antioxidante para verificar sua potencialidade como
fitoterapico. O extrato em acetato de etila das folhas, etandlico, cloroférmico e
hidroalcodlico das raizes, o extrato em acetato de etila dos galhos e a epicatequina
mostraram resultados bastante promissores, exibindo potencial atividade
antioxidante, alto contetudo de fendlicos totais e poder redutor. O &cido 3,4-seco-

friedelan-3-6ico se mostrou altamente eficaz na inibicdo da sintese do ATP.
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ABSTRACT

In this work, it was studied leaves, branches and seeds of Maytenus imbricata,
whose chemical constitution and pharmacological activities until this moment had not
been reported in literature.

From Maytenus imbricata leaves and branches hexane extracts were isolated
and identified 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al, 30-hydroxy-lup-20(29)-en-3-one, 1l1lla-
hydroxy-lup-20(29)-en-3-one,  33,30-dihydroxy-lup-20(29)-ene, lupenone, 34
esteariloxy-lupan-20(29)-ene, friedelin, 3,4-seco-friedelan-3-oic acid and 1-hydroxy-
3,6-dimethoxy-8-methyl-9-xantone. Also it was identified mixtures of friedelin and
friedelinol, fat acid esters mixtures and mixtures of the above cited lupanes.

The leave chloroform extract was analyzed by GC-MS, being detected the
presence of palmitic and stearic acids like as major compounds.

From the leave and branche ethyl acetate extracts were isolated epicatechin
and a mixture of proanthocyanidines. In these extracts, palmitic and adipic acids, the
sugar sorbitol and the long chain hydrocarbons n-octadecane and eicosane, also
were identified by GC-MS.

During the branches ethanolic extract preparation precipitation, of dulcitol was
observed. This poliol is commonly encountered in various species of the
Celastraceae family. Through GC-MS analysis in this extract was possible to identify
the sugars glucopyranose and sorbitol, and adipic and eicosanoic acids.

The essential oil isolated from leaves showed as constituents: g-pinene, 2-
phenyltridecane, 3-phenyltridecane and dioctyl hexanedioate.

In the seeds and elaiosome were identified mainly fat acid esters, among
which predominated palmitic, stearic and oleic acids.

The constituents of M. imbricata were obtained and characterized by
chromatographic techniques (TLC, CC, GC-MS and HPLC) and spectrometric
methods (IR, *H and *C NMR, including DEPT-135 and 2D experiments).
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The crystallographic analysis by X-ray diphratometry was used to confirm the
molecular and conformational structure of the lupanes 30-hydroxy-lup-20(29)-en-3-
one, 11a-hydroxy-lup-20(29)-en-3-one and 34,30-dihydroxy-lup-20(29)-ene.

By Maytenus imbricata foliar anatomy study was possible to verify the
presence of characters commonly observed in other species of Celastraceae family,
like as sclereids and thick cuticle, idioblasts with phenolic compounds, calcium
oxalate crystals and absence of trichomes.

The friedelin was submitted to the Bayer-Villiger reaction and the
correspondent lactone was obtained.

Extracts and substances isolated from Maytenus imbricata were submitted to
antioxidant activity assays to evaluate its potentiality as phytotherapic. The leaves
ethyl acetate extract, and ethanol, chloroform and hydroalchoolic extracts from roots,
the branche ethyl acetate extract and epicatechin showed very promising results
showing potential antioxidant activity, high total phenolic content and reductor power
effect. In relation to ATP synthesis inhibition, the 3,4-seco-friedelan-3-oic acid was

highly efficient.
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INTRODUCAO GERAL

A utilizagdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e
prevencdo de doencas é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da
humanidade sendo observado em quase todas as culturas (VEIGA JUNIOR et al.,
2005).

A Botanica e a Medicina eram consideradas como sendo um sé campo até
1700 d.C. Registros arqueoldgicos que retratam desenhos de oOpio feito pelos
Sumeérios datados de 2500 a.C. sugerem conhecimento sobre as atividades exibidas
pela papoula. Outros relatos sumerianos descrevem a utilizacdo de plantas como
salgueiro e cassia com finalidades terapéuticas (wikipedia, 2006a).

O codigo de Hammurabi datado de 1770 a.C. menciona uma série de plantas
como meimendro (Hyoscyamus niger, Solanaceae), alcaguz (Glycyrrhiza sp.,
Fabaceae) e menta (Mentha sp., Lamiaceae). Os antigos egipcios registraram
muitos conhecimentos sobre o uso de plantas medicinais como a acacia, utilizada
para queimaduras, a mamona como laxante e o coentro com fungédo digestiva
(areciantiga, 2006).

A Grécia contribuiu significativamente também para o avanco dos estudos
sobre plantas medicinais. Hipdcrates (460-377 a.C.), Aristoteles (384-322 a.C.) e
Theophrastus (372-287 a.C.) basicamente iniciaram o0s estudos em Botéanica.
Dioscorides (ca. 40-90 d.C) escreveu cinco volumes do trabalho intitulado “Matéria
Médica” que contribuiu para padronizar os trabalhos nas éareas médicas por
aproximadamente 1500 anos. O livro foi seguido e aceito até o século XV, quando
Paracelsus (1493-1451) elaborou a “Doutrina das Assinaturas” que possuia métodos
mais objetivos de trabalho (life, 2003).

No século XIX substancias como quinina, estriquinina, morfina e efedrina
foram isoladas e estudadas. Em 1838 foi isolada a salicina (1), a partir da espécie

Salix alba, iniciando os primeiros progressos na area de sintese quimica, que


http://pt.wikipedia.org/
http://greciantiga.org/
http://www.life/
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levaram em 1860 a sintese do &cido salicilico (2) e, posteriormente, do &cido
acetilsalicilico (3) (HARDMAN et al., 1996). No Brasil encontram-se relatos médicos
do estudo de plantas medicinais desde 1841 (ELISABETSKY, 1987).

OH
OH
COOH

HO H—0Q COOH ﬁ
HO O—C—CHj3

OH

(1) salicina , . . . D e
(2) acido salicilico (3) acido acetilsalicilico

Historicamente, todas as preparacdes medicinais foram derivadas da
natureza e, atualmente, plantas, microorganismos, organismos marinhos e insetos
continuam sendo importantes fontes para o descobrimento de novos farmacos, além
de atuarem no setor de nutracéuticos e na indastria de higiene pessoal e
cosméticos. Como exemplos de produtos naturais utilizados pela industria
farmacéutica, podemos citar o taxol (4), um diterpendide taxano obtido de Taxus sp,
recentemente registrado nos EUA para tratamento de cancer ovariano. O etoposidio
(5), um composto semi-sintético obtido a partir da lignana podofilotoxina (6) que
possui acao reconhecida no tratamento de carcinoma testicular, carcinoma pulmonar
e leucemia nao-linfocitica. A pilocarpina (7), um alcal6ide usado no tratamento de
glaucoma, dentre outros (BARREIRO e FRAGA, 2001).

(4) taxol

(5) etoposideo
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HsC

OMe o)

(6) podofilotoxina (7) pilocarpina

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
“todo vegetal que possui, em um ou mais Orgaos, substancias que podem ser
utilizadas com finalidades terapéuticas ou que sejam precursoras de farmacos semi-
sintéticos”. Cerca de 80% da populacdo mundial utiliza plantas medicinais de acordo
com a OMS (SIMOES et al., 2003). Estima-se também que 25.000 espécies de
plantas sejam usadas nas preparacdes pela medicina tradicional e que mais de
365.000 espécies de plantas jA conhecidas tenham sido catalogadas, o que
corresponde a cerca de 60% das plantas existentes (ARAUJO, 2003)

Cerca de 2/3 das espécies de plantas encontram-se nos tropicos. Como
consequUéncia, pode-se esperar que as futuras descobertas de novos produtos
naturais biologicamente ativos ocorrerdo em regides de florestas tropicais.

O Brasil possui uma situacdo bastante privilegiada em relacdo a possibilidade
de desenvolvimento de produtos fitoterapicos ou de obtenc&o de substancias puras
biologicamente ativas. O pais possui cerca de 60.000 espécies de plantas, o que
corresponde a cerca de 20% de toda a flora mundial conhecida e, no minimo, 75%
de todas as espécies existentes nas grandes florestas. Detém ainda em seu
territorio populagdes conhecedoras das propriedades medicinais das plantas,
grande parte ja adaptada ao uso das mesmas para fins medicamentosos (FUNARI e
FERRO, 2005). Tais atributos s&o significativos e mostram a importancia dos
estudos das plantas medicinais e como a investigacdo de mais espécies se faz
necessaria.

Embora possua uma flora com grande diversidade, pouco se conhece sobre

a biodiversidade das florestas tropicais, como a da Amazébnia, 0 que nos mostra o
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quanto o estudo de plantas medicinais no Brasil ainda é fragmentario e escasso
(CARLINE e RODRIGUES, 2005).

Somente cerca de 8% das espécies existentes veem sendo sistematicamente
estudadas em termos de compostos bioativos e apenas 1.100 das 365.000 espécies
de plantas conhecidas foram estudadas em relacdo as suas propriedades
medicinais. Na velocidade em que ocorre o processo de extingdo das espécies
vegetais, um grande numero de plantas com propriedades medicinais corre 0 risco
de desaparecer antes de terem seu valor reconhecido, o que torna ainda mais
urgente o avanco das pesquisas nesta area (ELISABETSKY e ETKIN, 2005).

Nos Estados Unidos e na Europa ha mais controle tanto no registro quanto na
comercializacdo e uso dos produtos obtidos de plantas. A Alemanha € o pais onde
se consome metade dos extratos vegetais comercializados em toda Europa (VEIGA
JR. et al., 2005) e que possui uma legislacdo que garante ao consumidor a certeza
de que esta adquirindo um produto seguro e eficaz terapeuticamente.

Em 1995, o mercado europeu faturou cerca de US$ 6,5 bilh6es com a venda
de fitoterapicos e, em 1999, nos Estados Unidos, 64% dos produtos comercializados
continham plantas medicinais em sua composi¢cdo (TRENTINI, 2000). Em 2003, o
consumo mundial de farmacos de origem vegetal movimentou cerca de US$ 21
bilhdes, com previsdo de crescimento para US$ 27 bilhdes em 2007 (ARAUJO,
2003).

No Brasil, 0 mercado de fitoterapicos corresponde a cerca de 7% do total de
medicamentos comercializados e equivale a R$ 600 milhdes/ano. Todavia, boa parte
das plantas nativas utilizadas pelos brasileiros é consumida com pouca ou henhuma
comprovacdo de suas atividades farmacoldgicas, o que acarreta grandes problemas
de intoxicacdo, devido ao uso incorreto ou a associacdes de plantas indevidas,
constituindo um sério problema de saude publica (VEIGA JR. et al., 2005).

Todas essas informag¢des mostram o quanto a flora pode contribuir para o
desenvolvimento e aperfeicoamento de medicamentos para a maioria das

enfermidades, bastando para isso saber explora-la sem, contudo extingui-la.
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A familia Celastraceae e o género Maytenus

Dentro do vasto universo das plantas medicinais estdo as plantas da familia
Celastraceae, encontradas em sua maioria em regides tropicais e subtropicais. Sao
geralmente plantas cosmopolitas de portes varidveis, apresentando-se como

arvores, arbustos e lianas, de caule ou tronco retorcido ou enroscado.

Compreendem cerca de 98 géneros, onde o género Maytenus, devido ao
namero de espécies que abriga e aos constituintes isolados, que apresentam
atividades farmacologicas (Tabela 1, pag. 6) pelo uso popular e por diversos
trabalhos cientificos, se destaca (SOUSA e ALMEIDA, 2005; JORGE et al., 2004;
MONTANARI e BELIVACQUA, 2002).

O estudo de espécies da familia Celastraceae faz parte de um projeto
desenvolvido pelo Nucleo de Estudo de Plantas Medicinais (NEPLAM) do
Departamento de Quimica (DQ) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e
tem por objetivo caracterizar quimica e farmacologicamente plantas desta e de
outras familias, principalmente aquelas que ainda ndo foram submetidas a avaliacao
fitoquimica e farmacoldgica.

Dentre estas espécies se destacam Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss., M.
aquifolium Mart., M. truncata Reiss., usadas na medicina popular principalmente no
tratamento de problemas estomacais como gastrites e Ulceras (LORENZI e MATOS,
2002; GONZALEZ et al., 2001; SILVA et al 2005b, MACAUBAS et al., 1988) e como
abortivas (MONTANARI e BELIVACQUA, 2002). Estas espécies sao conhecidas e
comercializadas como espinheira santa, espinheira divina, espinho-de-Deus,
cancorosa salva-vidas, quebracillo, maiteno, espinho-santo, salva-vidas, cormilho-
do-campo (PIO CORREA, 1926-1978).
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Tabela 1: Espécies do género Maytenus, classes de compostos isolados e atividade

exibida
Espécies do género Maytenus Classe de Atividade biol6gica
compostos
Maytenus laevis
Maytenus aquifolium
Maytenus evpnymo!des . Antiinflamatoria
Maytenus guianensis Flavonoides

Maytenus ilicifolia
Maytenus myrsinoides

Maytenus serrata
Maytenus buchananii

Maitansindides

Antileucémica
Antitumoral

Maytenus disticha

Sesquiterpenos nao

Antiulcerogénica
Antidiarréica

Maytenus boaria alcaloidicos Inseticida
Sedativa
Maytenus aquifolium Inseticida
Maytenus buchananii . Citotoxica
. Sesquiterpenos o
Maytenus emarginata o Cicatrizante
N alcaloidicos : |
Maytenus krukovii Antitumora
Maytenus ilicifolia
Maytenus senegalensis _ Antibacteriana
Maytenus macrocarpa Triterpenos Antimitotica

Maytenus ilicifolia

friedelanicos

Antileucémica

Maytenus diversifolia Triterpenos Antibacteriana
Maytenus canariensis oleananicos TripanosomiCida

_ _ Antibacteriana
Maytenus dispermus Triterpenos Antitumoral
Maytenus scutioides quinondides

Além dos atributos medicinais apresentam caracteristicas ornamentais em

funcdo da semelhanca de suas folhas e frutos com o “azevinho” utilizado em

decoracdes de natal do hemisfério norte, tendo por essa raz&o sido introduzida no

paisagismo. Outros membros da familia Celastraceae,

como os do género

Evonymus, Celastrus e Paxistima, sdo cultivados como plantas ornamentais.

O interesse cientifico pela familia iniciou-se com a descoberta da maitansina

(8), um alcaldéide ansamacrolideo presente no lenho de plantas do género Maytenus

sp. provenientes da Africa Oriental e que exibe atividade antitumoral (KUPCHAN et

al., 1972).
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HaC

(8) maitansina

A descoberta da acao antitumoral exercida pela tingenona (9), um triterpeno
quinonametideo encontrado em diversas espécies da familia Celastraceae também

contribuiu para o aumento do interesse pela familia (RAVELO et al., 2004; MARINI-
BETTOLO, 1974).

(9) tingenona

Com o0s avancos das pesquisas foram encontrados outros tipos de
metabolitos secundarios biologicamente ativos no género Maytenus, dentre os quais
destacam-se flavondides (10) (VILEGAS et al., 1999; SANNOMIYA et al., 1998),
alcaldides piridinicos sesquiterpenos (11) (CORSINO et al., 1998), agarofuranicos
(12), terpendides (13) e taninos condensados (SHIROTA et al., 1994), entre outros.

AcO / _— 0]

(10) canferol

(11) emarginatina A
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(12) heterofilina (13) friedelina

Dentre os terpendides, os triterpenos pentaciclicos (TTPC) séo as
substancias encontradas em maior abundancia nas plantas da familia Celastraceae
(14, 15, 16), sendo inclusive reconhecidos como marcadores quimiotaxonémicos da

familia.

HsC” ™CH,

(14) abruslactona A (15) 3-0xo-lup(20)29-en-30-al

"e (16) a-amirina

Diferentes atividades biologicas sdo atribuidas a triterpenos tais como
antisséptica, antiasmatica, antimicrobiana (ORABI et al., 2001; CORSINO et al.,
1998), antiespermatogénica (VIEIRA FILHO, 2002) antiplasmddica (TAHIR e SATTI,
1999), analgésica e antiulcerogénica (GONZALEZ et al., 2001; QUEIROGA et al.,
2000), inseticida (AVILLA et al., 2000), citotoxica (SHIROTA et al., 1994), antitumoral
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(GONZALEZ et al., 2000), moluscicida, alelopatica, antiinflamatoria (BITTNER e
SILVA, 1992).

Os triterpenos sao compostos derivados do metabolismo do acido mevalénico
e constituidos pela reunido de unidades do isopreno (17) (também chamadas de

unidades pentacarbonadas ou unidades isoprénicas (MANN, 1995).

A

(17)

O &cido mevalbnico (21) € formado pela condensacdo de uma molécula de
acetilcoenzima A (18) com uma molécula de acetoacetil-CoA (19). Apds a adicao
alddlica estereoespecifica, ocorre uma hidrdlise originando a 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-CoA (HMG-CoA) (20), que em seguida € reduzida a 4cido mevalénico (21). O
acido mevalbénico (21) sofre fosforilagdo, seguida de descarboxilagdo para dar
origem ao pirofosfato de isopentenila ou isopreno ativo (22), que é a unidade béasica
na formacgédo dos terpenos. Este sofre isomerizagdo formando o pirofosfato de v,
y—dimetilalila (23).

Pirofosfato de isopentenila (22) e pirofosfato de vy, y—dimetilalila (23) reagem
entre si e formam o trans-pirofosfato de geranila (24). Insercdes posteriores de
grupos pirofosfato de isopentenila levam a formagdo dos compostos
monoterpendides, sesquiterpendides, diterpendides, triterpendides e, assim,
sucessivamente (Figura 1, pag. 10).

LigagOes cabeca-cauda entre trans-pirofosfato de geranila (24) e pirofosfato
de isopentenila (22) resultardo pirofosfato de farnesila (25), precursor dos
sesquiterpenos (C15). A reunido de pirofosfato de isopentenila (22) e pirofosfato de
farnesila (25) leva a formacdo pirofosfato de geranilgeranila (26), precursor dos
diterpenos (C20) e tetraterpenos (carotendides) (Figura 1, pag.10). Ligacbes cabeca-
cabeca entre duas moléculas de pirofosfato de farnesila (25) formaréo o esqualeno,

precursor dos triterpenos e esterdides (SIMOES et al., 2003) (Figura 2, pag. 11).
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Figura 1: Rota biossintética simplificada dos terpenos (MANN, 1995).
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Figura 2: Rota biossintética simplificada dos triterpenos e esteroides (SIMOES et al.,
2003).

Proposta deste trabalho

Em abordagem fitoquimica preliminar desenvolvida anteriormente no
NEPLAM foi isolado e caracterizado o triterpeno 30-hidroxi-lup-(20)29-en-3-ona a
partir dos galhos de Maytenus imbricata (BRITTO et al., 1992). A diversidade de
metabolitos secundarios ativos e as atividades farmacologicas encontradas em
outras espécies da familia e do género, associados a inexisténcia de informacdes na
literatura sobre Maytenus imbricata, levaram a continuidade dos estudos desta
espécie.

O trabalho descrito nesta tese consistiu na realizacdo de estudos anatdémicos
da folha, fitoquimicos de folhas, galhos e caule de Maytenus imbricata, bem como a
avaliacdo de atividades biol6gicas em extratos, misturas e substancias isoladas
desta espécie. Testes farmacolégicos foram realizados para avaliacdo das

atividades antioxidante, de inibicdo da sintese de ATP e tripanocida dando
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continuidade ao estudo das relacdes entre constituicdo quimica e propriedades
biol6gicas da familia Celastraceae. Realizou-se ainda a analise da composi¢cédo
quimica do 6leo essencial obtido das folhas e do 6leo obtido das sementes e do
elaiosoma, uma estrutura nutritiva que reveste a semente e que é utilizada como
alimento por diversas espécies de formigas, atuando, portanto na dispersao das
sementes.

Também foram realizadas transformacdes quimicas com a friedelina, um
triterpeno pentaciclico encontrado abundantemente em M. imbricata, visando a
obtencdo do &cido 3,4-seco-friedelan-3-6ico, que exibe importantes atividades
biol6gicas. Objetivou-se ainda estabelecer as relacdes fitoquimicas existentes entre
espécies do género Maytenus, de modo a contribuir para o estudo quimiotaxonémico
da familia Celastraceae.

Os estudos tiveram inicio pela avaliacdo fitoquimica das partes aéreas da
planta, que envolveram os seguintes passos:

» Obtencdo de extratos brutos de folhas, por processo de extracao continua em
aparelho de Soxhlet e do extrato bruto de galhos e caule por extracdo sob
temperatura ambiente, usando percolador e solventes de diferentes polaridades,
previamente destilados;

» Fracionamento dos extratos por meio de processos cromatograficos;

» Purificacdo de constituintes quimicos através de diferentes processos
cromatograficos, lavagens e recristalizacoes;

» Elucidacao estrutural com o auxilio de métodos espectrométricos de andlise.

Parte dos trabalhos fitoquimicos e os estudos de transformagfes quimicas em
triterpenos pentaciclicos (TTPC) e a caracterizacdo dos produtos resultantes foram
realizados com o apoio e a participacdo do prof. Dr. Luiz Claudio de Almeida
Barbosa no Laboratério de Sintese e Analise de Agroquimicos (LASA) da
Universidade Federal de Vigosa. A escolha dos TTPC foi determinada em fungéo da
presenca constante destes compostos em diversos membros da familia
Celastraceae.

Na investigacdo da atividade de inibicdo da sintese de ATP contou-se com o
apoio e a participacdo do pesquisador Dr. Blas Lotina Hennsen da Universidade
Autbnoma do México (UNAM) na realizacdo dos testes. A avaliagdo da atividade
tripanocida contou com a participacédo da pesquisadora Dra. Sueli Fumie Ogatta, da

Universidade Federal de Londrina.
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CAPITULO 1 — Estudo Anatéomico de Maytenus imbricata Mart. ex. Reissek

1.1. Anatomia Foliar de Maytenus imbricata Mart. ex. Reissek

1.1.2. Introducéo

A familia Celastraceae consiste de 98 géneros e 1264 espécies dentre as
qguais encontram-se arvores, arbustos e lianas de porte habitual ou reduzido, de
distribuicdo pantropical (SIMMONS et al., 2001).

O género Maytenus é o maior da familia, contendo cerca de 250 espécies
(CARVALHO - OKANO, 1992) e esta inserido na subfamilia Celastroideae e reunido
em duas sec¢Oes: Maytenus e Oxyphylla. Atualmente séo reconhecidas cerca de 80
espécies distribuidas pelo territdrio brasileiro, sendo a distribuicdo do género
Maytenus predominantemente tropical. Contudo, algumas espécies como Maytenus
ilicifolia, M. dasyclada, M. boaria, M. glaucenscens e M. cassineformis possuem
distribuicdo subtropical (CARVALHO-OKANO, 1992).

No género, os 6rgdos vegetativos sao 0s principais caracteres usados na
taxonomia para determinacdo dos taxons superiores, sendo, contudo inconsistentes
para categorias infragenéricas (CRONQUIST, 1988).

Maytenus imbricata Mart. ex. Reissek (Figura 1.1, pag. 14) € uma espécie da
familia Celastraceae, encontrada em regides de cerrado dos estados de Minas
Gerais e Bahia (CARVALHO - OKANO, 1992).
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Figura 1.1: Representagdo esquematica da espécie Maytenus imbricata.

Fonte: CARVALHO-OKANO, 1992.
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Poucos estudos relatam as caracteristicas anatdbmicas de espécies da familia
Celastraceae (DEN HARTOG e BAAS; 1978, METCALFE e CHALK, 1981) e
quantidade ainda menor de trabalhos tratam da anatomia de espécies do género
Maytenus. A maior parte destes trabalhos relata estudos anatdmicos de espécies
africanas e asiaticas (SEBSEBE, 1985; VAN WYK e ARCHER, 1987).

Estudos descrevendo a anatomia de espécies brasileiras (JOFFILY e VIEIRA,
2005; WATSON e DALLWITZ, 2006) sédo pouco encontrados, estando os trabalhos
concentrados na éarea fitoquimica e farmacoldgica (OKINE et al., 2005; SOUSA e
ALMEIDA, 2005; SPIVEY et al., 2002).

METCALFE e CHALK (1981) descrevem na familia Celastraceae algumas
caracteristicas peculiares de alguns géneros, como pequenos vasos, tipo de
perfuracdo de vasos, tricomas geralmente ausentes e que, quando ocorrem, podem
ser unicelulares e uniseriados acompanhando as papilas. Epiderme com muitas
camadas ou hipoderme, mesofilo com idioblastos esclerenquimatosos. No género
Maytenus a folha é isobilateral ou dorsiventral, com presenca de hipoderme em
ambas as superficies, de cristais de oxalato de célcio, estbmatos nas epidermes
adaxial e abaxial, mesofilo com idioblastos esclerenquimatosos, fibras, células
taniferas.

De acordo com WATSON e DALLWITZ (2006) observam-se anatomicamente
nesta familia plantas com ou sem lactiferos, que quando presentes estao dispostos
no caule ou nas folhas. Floema em discos ou pilhas (Euonymus, Maytenus). Hastes
com estruturas secretoras ou ndo. Cambio corticoso, superficial, com cristais
dispersos. Anel cambial com crescimento secundéario convencional ou anémalo,
anelar ou concéntrico (por exemplo, Salacia).

As informacdes anatbmicas além de contribuirem para a identificacdo do
taxon, fornecem subsidios para se entender as variacdes encontradas dentro de um
grupo de taxons relacionados, que poderdo ser qualitativas e quantitativas. As folhas
sdo 6rgaos variaveis e tais variagdes podem ser especificas em espécies, género ou
familias. Varios caracteres anatdomicos foliares tém mostrado grande valor
sisteméatico em diferentes linhagens (DICKISON, 2000). Outro ponto relevante é a
utilizacdo dos materiais frescos que mantém seus caracteres morfoanatdmicos e

fornecem informagbes mais precisas do que as obtidas a partir de materiais
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herborizados, onde muitos caracteres podem estar danificados (JOFFILY e VIEIRA,
2005).
O objetivo desta parte do trabalho € contribuir para a caracterizacdo

anatdbmica de Maytenus imbricata, espécie ainda nao descrita anatomicamente.

1.2. Resultados
1.2.2. Descri¢cdo macroscopica da planta

Subarbusto com até 50 cm de altura ou arbusto de porte inferior a 120 cm de
altura, dispostos em grupos organizados em 5 a 50 plantas. Ramos novos glabros
cilindrico-carenados, cilindrico de até 10 cm de diametro, liso ou ligeiramente
rugoso.

Folhas congestas, eretas, imbricadas, coriaceas, glabras e com cerosidade
em ambas as superficies, peciolo com cerca de 0,1 a 0,2 cm de comprimento e
estipulas inconspicuas. Limbo medindo de 1,5 a 3 cm de comprimento e de 1 a 3 cm
de largura, nervura primaria saliente da face adaxial e nervuras secundarias
evidentes, ndo salientes no limbo. Forma orbicular, oval ou mais comumente
cordiforme, com base sempre cordada, apice obtuso, obtuso-emarginado e margem
levemente crenada, revoluta (Figura 1.1 pag. 14).

Inflorescéncias em glomérulos paucifloros, com 1 a 3 flores. Pedicelos florais
de 0,1 a 0,2 cm de comprimento. Sépalas obtusas subciliadas, medindo cerca de 0,1
cm de comprimento. Pétalas oblongas medindo cerca de 0,2 cm de comprimento e
0,1 de largura. Perianto com calice e corola distintos; calice com 5 sépalas, regular,
imbricado.

Corola imbricada, regular, pentamera, pétalas ligeiramente amareladas,
caducas, actinomorfas, hipocrateriforme (Figura 1.2d, pag.17). Estames com filetes
achatados na base. Androceu com estames férteis, opostos as sépalas. Gineceu
carpelado, sincarpo, ovario supero. Estigma capitato, subséssil e ovario imerso no

disco carnoso.
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Fruto capsular, bivalvar, orbicular, pericarpo maduro de coloracdo amarelo-

alaranjado. As sementes possuem tegumento claro, esponjoso e ligeiramente

membranoso (Figura 1.2c) (Carvalho-Okano, 1992).

Figura 1.2: Fotos de Maytenus imbricata: a) aspecto geral da planta, salientando o
crescimento em touceiras; b) folhas; c) fruto capsular e bivalvar e d) flor
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1.2.3. Anatomia da lamina foliar - Descricdo microscépica

Epiderme adaxial constituida por células poligonais ou ligeiramente
arredondadas, unisseriadas, papilosa, de paredes sinuosas e levemente espessas.

Epiderme abaxial com células poligonais, alongadas, unisseriadas, de
paredes muito sinuosas e espessas, recoberta por cuticula espessa. Em ambas as
epidermes estdo presentes estomatos (Figuras 1.3B e 1.3C, pag. 19) e pequenos
cristais de oxalato de calcio. Nao foram observados tricomas.

A nervura principal exibe epiderme com células menores do que as da regiao
intercostal (C). O parénquima palicadico dispBe-se de forma paralela a epiderme,
podendo ser interrompido pela presenca de colénquima, tipo lamelar ou angular, ou
de parénquima fundamental (Figuras 1.4A, pag. 20). No colénquima observam-se
inUmeros cristais amorfos de oxalato de célcio, bem como células contendo graos de
amido, compostos fendlicos e esclereides (Figura 1.4C, pag. 20).

O feixe vascular é envolvido por uma bainha de fibras bem desenvolvida,
completa, circundada por fibras e numerosas células pétreas e esclereides esparsas
(Figura 1.4A e 1.4B, pag. 20). Feixe vascular constituido por floema e xilema. Xilema
radial em arco continuo, envolvido por floema, onde se encontram cristais de oxalato
de calcio, células pétreas, esclereides, idioblastos com compostos fendlicos (Figura
1.4A, péag. 20).

O mesofilo com organizacao dorsiventral, parénquima palicadico com 4-6
camadas de células, entremeado ao colénquima do tipo lamelar ou angular na
regido da nervura central. Parénquima esponjoso semi-compacto, com 4 a 6
camadas de células de paredes delgadas, ocupando cerca de 60% do mesofilo.
Células pétreas, compostos fendlicos, graos de amido e cristais sdo encontrados no

mesofilo (Figura 1.4C, pag. 20).
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1.3A

Figura 1.3: Cortes transversais da folha de M. imbricata. 1.3A - Detalhe da nervura

central evidenciando o feixe vascular envolvido por esclereides (ES).
1.3B - Detalhe da epiderme abaxial (AB), estdmatos (es), parénquima
lacunoso (pl) e cuticula (ct). 1.3C - Detalhe da epiderme adaxial (AD) e
dos estbmatos (es), células guarda (cg) e camara subestomatica (cs).



Anatomia Foliar 20

1.4A

1.4B

1.4C

Figura 1.4: Cortes transversais da folha de M. imbricata. 1.4A - detalhe da nervura

lateral evidenciando o feixe vascular envolvido por esclereides. 1.4B -
nervura, detalhe do feixe vascular. 1.4C - detalhe do mesofilo:
esclereides (Es), cristais (cr) e idioblastos (id) contendo compostos
fendlicos.
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1.3. Discussao

As folhas de M. imbricata sao coriaceas, cerosas em ambas superficies
com epiderme adaxial recoberta por cuticula espessa, caracteristicas também
apresentadas por M. ilicifolia (DUARTE e DEBUR, 2005) servem como revestimento
externo, além de protegerem a planta contra a perda excessiva de agua (HLWATIKA
e BHAT, 2002). Tais caracteristicas sdo relatadas na familia Celastraceae e no
género Maytenus por METCALFE e CHALK, 1981. A presenca de bordos recortados
ou chanfrados, levemente crenados que acompanham as terminagdes dos recortes
em M. imbricata pode ser vista como um mecanismo de defesa mecéanica contra a
herbivoria (LUCAS et al.,, 2000). O bordo é uma caracteristica utilizada na
identificacdo de espécies do género Maytenus, que se caracteriza pela presenca de
bordo inteiro, serrilhado, dentilhado ou crenado, se apresentando amplamente
variavel e relativamente constante (CARVALHO-OKANO, 2005).

O mesofilo de M. imbricata apresenta conformacao dorsiventral como ocorre
predominantemente na familia Celastraceae (METCALFE e CHALK, 1950).

Esclereides foram observadas dispersas no mesofilo e ao redor do sistema
vascular em Maytenus imbricata. Formas irregulares de esclereides séo relatadas
em diferentes géneros da familia Celastraceae (METCALFE e CHALK, 1950).
Esclereides polimérficas sdo encontradas em M. obtusifolia e podem estar
associadas ao grau de luminosidade que os espécimes estdo expostos, sendo sua
variacao de tipos relacionada a um menor grau de sombreamento ao qual o vegetal
€ submetido.

Semelhante ao observado em outras espécies do género, idioblastos
contendo compostos fendlicos foram encontrados dispersos no mesofilo de M.
imbricata. Tais células podem ser relacionadas a presenca de compostos como
taninos e flavondides. Células contendo compostos fendlicos (células taniferas) séo
comuns em espécies de Maytenus e relatadas também para outros géneros como
Cassine, Euonymus e Pachystima. Constituem uma importante ferramenta no auxilio
a taxonomia e nas relacoes filogenéticas envolvendo o género Maytenus (JOFFILY e
VIEIRA, 2005; DUARTE e DEBUR, 2005).
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Os compostos fenolicos conferem sabor adstringente e amargo, tornando o
vegetal pouco atraente ao consumo de insetos e herbivoros, constituindo um
mecanismo de defesa quimica contra a herbivoria. A capacidade de complexagéo
dos taninos com as enzimas digestivas, leva a formacao de produtos toxicos no trato
gastro-intestinal do animal dificultando assim o processo digestivo (SIMOES et al.,
2003).

A presenca de cristais de oxalato de calcio dispostos entre as células do
mesofilo de M. imbricata é peculiar na familia Celestraceae, sendo relatados
também nos géneros Elaeodendron e Catha, além de Maytenus (METCALFE e
CHALK, 1981). Cristais aciculares sdo relatados em Maytenus ardisiaefolia, M.
brasiliensis, M. communis e M. obtusifolia, constituindo-se em caracteristica
anatomica importante a ser explorada e utilizada em estudos taxondmicos
posteriores das demais espécies do género (JOFFILY e VIEIRA, 2005).

Os cristais de oxalato de calcio funcionam como mecanismo de protecéo
contra o ataque de insetos, extremos de temperatura e demais fenémenos
climaticos, conferindo maior firmeza a estrutura do tecido vegetal, aumentando sua
resisténcia, além disso, constituem reserva de ions célcio e promovem a diminuicdo
da taxa de transpiracdo, funcionando como estratégia de economia de agua da
planta (DUARTE e DEBUR, 2005).

A auséncia de tricomas em Maytenus imbricata é observada também em
outras espécies do género, como M. ilicifolia (DUARTE e DEBUR, 2005) e esta de
acordo com descrito por METCALFE e CHALK, (1981) para espécies de
celastraceas.

As estruturas anatomicas observadas em folhas de M. imbricata sao
semelhantes as estruturas descritas na literatura para outras espécies do género

Maytenus e constituem em um valor taxonémico para as mesmas.

1.4. Parte Experimental

Foram coletadas partes aéreas (folhas) de Maytenus imbricata provenientes

da regido do Morro do Santana, no municipio de Ouro Preto, estado de Minas
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Gerais, Brasil. A exsicata correspondente encontra-se depositada no Herbario da
UFV, sob o numero 27780, identificada devidamente pela botanica Dra. Rita Maria
de Carvalho Okano, do Departamento de Botanica da Universidade Federal de
Vicosa (UFV). Foram analisados os aspectos botanicos macroscopicos com base na
terminologia adotada por HICKEY (1974).

Folhas em estagio primario e secundario de desenvolvimento, totalmente
expandidas, foram coletadas e fixadas em FAAsy (formalina, 4cido acético e etanol
50%) (JOHANSEN, 1940) a fim de proceder ao preparo do material de estudos
anatémicos (descricdo microscopica) e descricdo macroscopica. Cortes transversais
e longitudinais foram obtidos manualmente com auxilio de micr6tomo de mesa LPJ,
modelo Rolemberg e Bhering, em peciolo de embalba. As secc¢des foram
clarificadas, corados com fucsina basica e azul de Astra e desidratada em série
etilica (KRAUS e ARDUIN, 1997). As laminas permanentes foram montadas em
balsamo do Canada.

Na observagdo da epiderme em vista frontal, amostras das hastes foram
diafanizadas conforme metodologia proposta por JOHANSEN (1940). As
informacdes foram complementadas pela andlise de cortes paradérmicos obtidos a
mao-livre. As laminas diafanizadas foram montadas em balsamo do Canada,
enguanto as cortadas a mao-livre foram montadas em glicerina.

Para obtencao de fotomicrografias do material analisado em microscopia de
luz, utilizou-se microscopio foténico Olympus AX70 equipado com sistema U-
PHOTO Olympus. As observacfes e documentacdo das amostras foram analisadas
pelo software IMAGE PRO-PLUS 4.0 e digitalizadas no Laboratorio de Anatomia

Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa.

1.5. Conclusdes

Através da descricdo da anatomia foliar de Maytenus imbricata, pode-se
concluir que sua morfologia e filotaxia seguem as mesmas descritas por BARROSO
(1991) e WATSON e DALLWITZ (2006) para o género Maytenus. A ocorréncia de
caracteres comuns a outras espécies do género atende prontamente os padrbes
morfoanatdmicos requeridos para a espécie de acordo com METCALFE e CHALK
(1981).
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CAPITULO 2 - Estudo fitoquimico de Maytenus imbricata

2.1. Determinagao estrutural das substancias e misturas isoladas de folhas,
galhos e caule de Maytenus imbricata
A notacdo utilizada para nomear as substancias ou misturas isoladas de
Maytenus imbricata foi definida empregando-se as letras F, G, Se e s de acordo com
a origem das mesmas: extrato das folhas, dos galhos, sementes ou sodlidos dos
extratos, respectivamente. As substancias isoladas estao listadas na Tabela 2.1. Os
solventes utilizados na preparacao dos extratos foram hexano (H), acetato de etila

(Ac), cloroférmio (Cl) e etanol (Et).

Tabela 2.1: Substancias isoladas de Maytenus imbricata

Substancia ou mistura Origem Discus. (pag)
G1: Mistura de proantocianidinas GAc 25
G2: 3-Oxo-lup-20(29)-en-30-al GHs 27
G3: Mistura de 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al, 11 a-hidroxi- GHs 38
lup-20(29)-en-3-ona e 30-hidroxi-lup-20(29)-eno
G4: 30-Hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona GHs 39
G5: 11 -Hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona GHs 49
G6, F5: 34,30-Di-hidroxi-lup-20(29)-eno GHs, IFH 61
G7: Mistura de 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona e 110~ GHs 69
hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona
G8: Lupenona GH 73
G9, F2, F7: Friedelina FHs e FH 76
G10: 1-Hidroxi-3,6-dimetil-8-metil-9-xantona GH 81
G11: 3Esteariloxi-lup-20(29)-eno GH 91
F1: Dulcitol FEt 99
F3, F4, F8: Mistura de friedelinol e friedelina FHs 103
F6: Mistura de ésteres de cadeia longa FH 108
F9, F10: Acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico FH 110
F12: Epicatequina FAc 120
F13: Oleo essencial das folhas F 128
Se1; Se2: Oleo das sementes e do elaisoma Se 129
Compostos identificados por CG-EM FCI, FEt, FAc, GEt, GAc 130
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G1: Mistura de pré-antocianidinas

OCHs

OH

G1 foi isolado do extrato em acetato de etila dos galhos e caule, durante a
remogao do solvente, como sélido amorfo de cor marrom-alaranjado, e com ponto
de fusao dificil de ser determinado visto que, quando em aquecimento rapido,
mostrou processo de decomposicdo e quando submetido a aquecimento lento,
apresentou fus&o entre 183-209 °C.

O espectro de G1 obtido na regido do infravermelho, evidenciou sua natureza
aromatica, através das bandas de absorcdo em 1610, 1514 e 1445 cm™ (Figura 2.1,
pag. 26). A presenca de grupo hidroxila foi detectada através da banda de absorgao
centrada em 3417 cm™ (SILVERSTEIN, 1994). Observou-se ainda banda em 1115
cm’, referente ao estiramento da ligagéo C-O.

Os dados de ponto de fusdo e a feicdo do espectro no infravermelho
sugeriram tratar-se de uma mistura de pré-antocianidinas. Efetuou-se entdo uma
comparacgao entre os dados de infravermelho obtidos para G1 e os dados obtidos
para pro-antocianidina A (DA SILVA, 1990).

Este composto ja havia sido anteriormente isolado a partir de Maytenus
guianensis (PINHEIRO, 1980) e de Maytenus myrsinoides (DA SILVA, 1990), ambas
pertencentes a familia das Celastraceas; fez-se entdo, CCD em diferentes tipos de
eluentes, para comparacao de G1 com amostra auténtica obtida de M. myrsinoides.

Através da comparagcdo direta dos espectros obtidos na regido de
infravermelho, contidos em trabalhos anteriormente mencionados (PINHEIRO, 1980
e DA SILVA, 1990) e das CCD comparativas realizadas foi possivel sugerir a

presenca de pro-antocianidina A em G1.
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Figura 2.1: Espectro de G1 (mistura de pro-antocianidinas) obtido na regido de
infravermelho (KBr).

De acordo com HATANO et al., (2002) existem aproximadamente 250 tipos
diferentes de pré-antocianidinas que ocorrem na maioria das vezes em misturas de
dificil separagdo. Analises preliminares utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foram feitas visando separar e, posteriormente, identificar os
constituintes de G1.

O cromatograma obtido mostrou a presenga de varios picos (Figura 2.2) e
comparado aos dados de literatura indicou tratar-se de uma mistura de pro-

antocinidinas (tr 12-18 min) (ESQUENAZI et al., 2002).

v:0.1
- S S - _ A~
s 5.0 s 10.0 hzs 15.0 7.5

Figura 2.2: Cromatograma de G1 (mistura de pré-antocianidinas) obtido por CLAE,
em aparelho Varian ProStar 210. Condi¢des: Fluxo 1,0 mL/ min,
empregando gradiente Agua (A): Acetonitrila (B)- 90 a 75 de A em 10
min € 100 de B até o final (20 min), detector DAD-UV 280 nm.
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G2: 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al
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G2 foi isolado a partir da CC do sélido obtido durante a remocéao do solvente
do extrato hexanico dos galhos de M. imbricata e apresentou-se como um sélido
esbranquicado de ponto de fusdo 177-181 °C e forneceu teste de Liebermann-
Burchard positivo para triterpenos pentaciclicos.

O espectro no IV (Figura 2.3) mostra a presenca de bandas de absor¢gao em
2936 e 2856 cm™ que evidenciam a natureza alifatica do composto. Apresentou
também duas bandas caracteristicas de grupos carbonila em 1700 e 1683 cm™,
bandas em 1676 cm™, caracteristica de estiramento C=C e 918 cm™, referente &

deformacgao C-H de grupo olefina.
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Figura 2.3: Espectro de G2 [3-oxo0-lup-20(29)-en-30-al] obtido no IV (KBr).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 2.4) apresenta seis simpletos localizados
em o4 1,07, 1,05, 1,02, 0,94, 0,92 e 0,83, correspondentes a seis grupos metila além
de sinais multiplos na regido de &4 2,5 a 1,2 que indicam a presencga de hidrogénios
metilénicos e metinicos pertencentes a estrutura de um triterpeno pentaciclico
(TTPC) (MAHATO e SEN, 1997). O espectro apresenta também dois simpletos em

o1 5,91 e 6,29, caracteristicos de dupla ligag&o terminal.
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Figura 2.4: Espectro de RMN de 'H de G2 [3—oxo—lup-20(29)—en—30—al] (CDCls; 400
MHz). Em destaque ampliagao da regiao entre &4 1,56 e 0,83.
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A analise do espectro de RMN de '*C (Figura 2.5) bem como do subespectro
DEPT-135 (Figura 2.6, pag. 30), inicialmente permitiu detectar 27 sinais de carbono,
sendo seis carbonos metilicos, sete ndo hidrogenados, dez metilénicos e quatro
metinicos (Tabela 2.2, pag. 36). Os sinais de carbono em & 133,05 (=CHy; C-29) e
oc 157,21 (C=; C-20) sao -caracteristicos de triterpenos da série lupano,
funcionalizados em C-20 (MAHATO e SEN, 1997). Observa-se ainda no espectro um
sinal em o&c 217,92, caracteristico de carbonila de grupo cetona, e outro em o&¢

194,99, caracteristico de carbonila de grupo aldeido.
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Figura 2.5: Espectro de RMN de "°C de G2 [3-oxo-lup-20(29)-en-30-al] (CDCls;
100 MHz). Em destaque ampliagédo da regido entre oc 55,06 e 14,39.
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Figura 2.6: Subespectro DEPT-135 de G2 [3-oxo-lup-20(29)-en-30-al] (CDCls; 100
MHz). Em destaque ampliagdo da regiao entre &c 54,99 e 14,39.
Através dos mapas de contornos HMQC (Figura 2.7, pag. 32) e HMBC (Figura
2.8, pag. 33) e de suas segdes expandidas, foi possivel atribuir os sinais dos
carbonos e hidrogénios para G2, 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al, partindo dos sinais de
carbono das carbonilas em oc 217,92 e 194,99.
O mapa de contornos HMBC (Figura 2.8, pag. 33) mostra que o sinal de
carbono em oc 217,92 correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em o4 2,50 (m,

CHy), 1,87 (m, CH,), e com os sinais de metila em &4 1,07 e 1,02. No esqueleto
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lupano, a unica possibilidade de um carbono carbonilico se correlacionar com dois
grupos metilas € o mesmo ocupar a posi¢cao 3 do anel. Deste modo, o sinal em o&c
217,92 foi atribuido a C-3. Os sinais em &4 2,50 (oc 34,16) e o4 1,87 (oc 39,66) foram
atribuidos a C-2 e C-1, respectivamente. Os sinais das metilas em &4 1,07 (¢ 26,65)
e 1,02 (oc 21,09) foram atribuidos as metilas 23 e 24, respectivamente.

O sinal em &4 1,07 (H-23) mostra correlagdo com os sinais em o&c 47,37 (C-4),
55,06 (C-5) e 21,09 (C-24), o que pode ser observado no mapa de contornos HMBC
(Figura 2.8, pag. 33). O sinal de carbono em & 55,06 (C-5) apresenta correlagao,
com os sinais de trés grupos metila em o4 1,07, 1,02 e 0,92 sendo o ultimo sinal
pertencente aos hidrogénios da metila H-25 (Figura 2.8B, pag. 33). Este sinal, por
sua vez, correlaciona-se com os sinais de carbono em &¢ 49,68 (C-9), 39,66 (C-1) e
36,92 (C-10) (Figura 2.8B, pag. 33). O sinal de carbono correspondente a C-9 (oc
49,68) mostra também correlagdo com o sinal de hidrogénios metilicos em o4 1,05,
sendo este atribuido aos hidrogénios da metila 26 (H-26). Esta metila correlaciona-
se com os carbonos em o&¢ 33,66 (C-7), 49,68 (C-9), 42,83 (C-14 ou C-8) e 40,81 (C-
14 ou C-8). Estes dois ultimos sinais correlacionam-se com o sinal de hidrogénio de
metila em &4 0,94, que foi atribuido a metila C-27 (Figura 2.8B, pag. 33).

O sinal de hidrogénio correspondente a H-27 (o4 0,94) mostra correlagéo por
HMBC, com os sinais de carbono em & 37,93 (C-13) e 27,40 (C-15). O sinal de
hidrogénio do grupo formila (o4 9,51) correlaciona-se com o sinal de carbono em o&c
157,21 atribuido ao carbono C-20. No esqueleto lupano este tipo de correlagao é
observado quando o grupo aldeido esta no carbono C-30. Isto permite concluir que o
sinal de hidrogénio em &4 0,83, ndo atribuido ainda, corresponde a metila em C-28.

Pode se observar ainda no mapa de contornos HMBC (Figura 2.8, pag. 33),
que o sinal de hidrogénio em &y 0,83 (H-28) mostra correlagbes com os sinais de
carbono em & 43,32 (C-17), 39,96 (C-16 ou C-22) e 35,39 (C-16 ou C-22). O sinal
de hidrogénio em o41,45 (H-7) mostra correlagdo com o sinal & 19,70, sendo
atribuido portanto a C-6. O sinal de carbono em &: 34,16 foi atribuido ao C-2, pela

correlagcado observada com o sinal de hidrogénio em o4 1,87 (H-1).
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Figura 2.7: Mapa de contornos HMQC de G2 [3-oxo-lup-20(29)-en-30-al] (CDCls;
400 MHz). B- Secao expandida da regiao entre 44 0,5 e 2,6.
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Figura 2.8: Mapa de contornos HMBC de G2 [3-oxo-lup-20(29)-en-30-al]
(CDClIs; 400 MHz). B - Secao expandida da regiao entre 640,5 e
3,5.

Utilizando apenas os mapas de contornos HMQC e HMBC néo foi possivel
atribuir os deslocamentos quimicos dos carbonos C-11 (CHj); C-12 (CH;); C-21
(CHy); C-18 (C-H) e C-19 (C-H).

Pelo mapa de contornos NOESY (Figura 2.9) observa-se a correlagao do
hidrogénio olefinico (H-29) com o hidrogénio do aldeido (H-30), indicando a
preferéncia pela conformacédo na qual o hidrogénio aldeidico é cis ao hidrogénio
olefinico (Ha). O hidrogénio Hb mostra correlagdo com H-27; H-21 e H-18,
confirmando a conformacéao preferencial da molécula e permitindo atribuir o valor do
deslocamento quimico para C-18 e C-20. Observam-se também sinais de correlagao
da metila H-28 (4 0,83) com os sinais de hidrogénio H-223, H-158, H-218 e H-198
(Figura 2.10, pag. 35), isto permite atribuir os sinais de hidrogénio de C-21 e C-19,
que nao aparecem no mapa de contornos HMBC (Figura 2.8, pag. 33), o mesmo foi
observado por BURNS et al., 2000, para o lup-20(29)-en-30-al-3-ol. Para detectar

estes sinais, Burns realizou o experimento HMBC a temperatura de 35 °C.
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Figura 2.9: Mapa de contornos NOESY de G2 [3-oxo-lup-20(29)-en-30-al]
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Figura 2.10: Secao expandida do mapa de contornos NOESY de G2 [3-oxo-
lup-20(29)-en-30-al] (CDCls; 400 MHz), regidao entre o4 3,0 e
0,83.

Os dados obtidos através dos métodos espectrométricos € a comparagao
com aqueles disponiveis na literatura permitiram completar a atribuicado de todos os
carbonos e hidrogénios da molécula (Tabela 2.2, pag. 36) e identifica-la como sendo
0 lupano 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al (28), substéncia anteriormente isolada de
Gymnosporia emarginata (WIJERATNE et al., 1981).
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Tabela 2.2: Atribuicéo dos sinais de RMN de *C e RMN de 'H para G2 [3-oxo-lup-
20(29)-en-30-al] (CDCls; 100 MHz) e comparagéao com lup-20(29)-en-
30-al-3-ol (1) e lup-20(29)-en-30-ol-3-ona (Il)

Cn 5c G2 DEPT HMBC 1 Lit 2. (1) Lit.> (I1)
1 39,66 CH, H-2 1,87 38,70 39,59
2 34,16 CH> H-1 2,50 27,40 34,13
3 217,92  C=0 - 78,99 218,27
4 47,37 C - 38,87 47,32
5 55,06 CH 1,25 55,29 54,87
6 19,70 CH, 1,48 18,30 19,68
7 33,66 CH> H-6 1,45 34,28 33,58
8 40,81 C - 40,77 40,79
9 49,68 CH H-10 1,31 50,24 49,73
10 36,92 C - 37,14 36,87
11 21,52 CH; 1,39 20,94 21,57
12 27,64 CH, 1,04 27,64 26,68
13 37,93 CH H-27 1,67 37,73 38,12
14 42,83 C - 42,69 42,85
15 27,40 CH; 1,09; 1,71 27,34 27,40
16 35,39 CH; 1,53 35,39 35,40
17 43,32 C - 43,28 43,01
18 37,86 CH 51,20 48,81
19 47,70 CH 2,75 36,70 43,75
20 157,21 C - 157,00 154,67
21 34,14 CH; 2,67;2,38 32,60 31,75
22 39,96 CH; 1,42 39,93 39,83
23 26,65 CH; H-5, 3 e24 1,07 27,10 26,68
24 21,09 CHs H-5, 3, €23 1,02 15,37 21,04
25 15,91 CHs H-5,9,10e 1 0,92 16,07 15,99
26 15,81 CHs H-9,7,8e 14 1,05 15,94 15,80
27 14,39 CH; H-15,13,8e 14 0,94 14,41 14,47
28 17,84 CH3 H-16, 22 e17 0,83 17,79 17,72
29 133,05  CH, 6,29 e 5,91 132,90 106,83
30 194,99  CHO H-20 9,51 195,08 64,95

a- BURNS et al., Magn. Reson. Chem.; v. 38, p. 488-493, 2000, (CDCls;; 125 MHz).
b- TINTO et al., J. Nat. Products, v. 55, n. 3, p. 395-398,1992, (CDCl3; 100 MHz).

36
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Nos espectros de Massas de TTPC da série lupano nem sempre o pico do ion
molecular esta presente (OGUNKOYA, 1981). Embora n&o tenha sido observado o
pico do ion molecular, o espectro de massas de G2 (Figura 2.11) apresentou picos
em m/z 219 (29%), 205 (65%), 203 (47%) e 189 (19%), caracteristicos de TTPC da
série lupano, com fragmentacgao iniciada pela clivagem da ligagao entre os carbonos

C-8 e C-14 (Esquema 2.1) de acordo com proposta de MATHE et al. (2004) e
SHIOJIMA et al. (1992).

100% 4 1%

a1
ay

430

424
5382 40642

Intens. (%)

ED R 25

Teahm] Tradoeal Troafre ol
A0 100 150 a00 250 300 350 400 440 00
miz

Figura 2.11: Espectro de Massas de G2 [3-oxo-lup-20(29)-en-30-al].
Cromatégrafo CG-17A- CG-EM QP5050, El, 70 eV. A faixa de analise do EM

foi de 30 a 500 Daltons.
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Esquema 2.1: Provaveis caminhos de fragmentacdo para G2 [3-oxo-lup-
20(29)-en-30-al] (MATHE et al., 2004).
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G3: Mistura de 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al, 11 a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona, 30-
hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona
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G3 apresentou-se como um O6leo viscoso amarelado, obtido a partir do
fracionamento por CC do sodlido (IGHs) que precipitou durante a remogao do
solvente do extrato hexanico dos galhos de M. imbricata (IGH). Apds secagem em
aparelho de Abdem-Haldem adquiriu aspecto de um sélido brilhante em forma de
agulhas.

A analise por CCD em diferentes sistemas de eluigdo e a comparagédo com
amostras auténticas mostrou que G3 consistia em uma mistura de triterpenos
lupanicos. O espectro no IV (Figura 2.12) mostra a presenca de bandas de absorgao
em 3444 cm’ caracteristicas de vo., absorcdes em 2948 e 2872 cm’
correspondentes a vc.y de compostos alifaticos. Mostra ainda uma banda na regido
de 1700 cm™, correspondente a grupo carbonila, e outra em 1466 cm™,

caracteristica de deformacao C-H de alcanos.
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Figura 2.12: Espectro obtido no IV de G3 [mistura de 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al, 11 -
hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona e 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona] (KBr).
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A analise por CG — EM de G3 indicou a presenca majoritaria dos lupanos 3-
oxo-lup-20(29)-en-30-al (G2), 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (G4) e 11 a-hidroxi-lup-
20(29)-en-3-ona (G5), que foram confirmados através da comparagdo com o0s

respectivos padrdes (Tabela 2.3).

Tabela 2.3: Substancias identificadas por CG-EM na amostra G3

Trpadrao Tramostra Identificagao %
66,316 66,875 11a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona 13,72
67,145 67,964 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al 2,06
70,460 70,026 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona 51,69

Tr-tempo de retengdo. % = porcentagem relativa na amostra

Condigbes de analise: coluna cromatografica DB-5 de 30 m de comprimento e 0,25
mm de didmetro interno e 0,5 p de espessura do filme; temperaturas de 220 °C no
injetor e 240 °C no detector; programacdo da temperatura de realizagdo das analises
de 60 a 290 °C, sendo acrescida de 3 °C por minuto durante 25 min; o fluxo do gas
foi de 1,0 mL/min.

G4: 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona

28

“,

7,
K
2

24 3

G4 foi obtido a partir do fracionamento por CC do sdlido que precipitou
durante a preparacdo do extrato hexanico dos galhos de M. imbricata (IGHs),
apresentou-se como um sélido branco, de ponto de fusdo de 178,0 a 180,8 °C e
exibiu teste de Liebermann Burchard positivo para TTPC.

O espectro obtido no IV (Figura 2.13, pag. 40) apresenta bandas de absorgao

em 3541 e 3464 cm™ correspondente a vo.4; em 2936 e 2866 cm™' correspondentes
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a vcp alifaticos e 1380 cm™ correspondente & deformagdo da ligagdo C-H.
Apresenta também uma banda de absorcdo forte em 1694 cm™ caracteristica de
vc=o de cetona em anel de 6 membros, 1644 cm™ correspondente ao vc-c de
alquenos, 1452 cm™ referente a deformacéo da ligagdo C-H de alcanos aliciclicos e

bandas entre 1030 e 896 cm™' correspondentes ao vo. de alcool primario.
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Figura 2.13: Espectro de G4 [30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona] obtido no IV (KBr)

O espectro de RMN de 'H (Figura 2.14, pag. 41) mostra 6 simpletos em &
1,07, 1,06, 1,02, 0,96, 0,93 e 0,79 indicativos de hidrogénios metilicos e sinais
multiplos ente &4 2,49 e 1,33 correspondentes a hidrogénios metilénicos e metinicos
Mostrou ainda um multipleto entre o4 4,17 e 4,07, caracteristico de grupo metilénico
contendo um grupo hidroxila (SILVERSTEIN, 1994), e um duplo dupleto referente
aos hidrogénios olefinicos em 6y 4,95 e 4,93 (Figura 2.14, pag. 41).

Através da analise do espectro de RMN de C (Figura 2.15, pag. 42) e do
subespectro DEPT-135 (Figura 2.16, pag. 43) foi possivel identificar 29 sinais de
carbono (Tabela 2.4, pag. 45), sendo seis metilicos, onze metilénicos, cinco
metinicos e sete ndo hidrogenados caracteristicos de triterpenos da série lupano
(MAHATO e KUNDU, 1994; TINTO et al., 1992; CARPENTER et al., 1980)

Os espectros de RMN de C e de RMN de 'H de G4 foram muito
semelhantes aos dados espectrométricos observados para o aldeido 3-oxo-lup-
20(29)-en-30-al (G2) anteriormente descrito (pagina 27), porém apresentando um

sinal de hidrogénio metilénico caracteristico de alcool primario em &4 4,17.
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Em funcao da similaridade estrutural das substancias G4 e 3-oxo-lup-20(29)-
en-30-al a discuss&o sobre os deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono foi
elaborada baseando-se nas diferencas observadas entre as duas substancias.

A comparacgao entre os dados de G4 e G2, bem como os dados obtidos na

literatura estdo compilados na Tabela 2.4, pagina 45.
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Figura 2.14: Espectro de RMN de 'H de G4 [30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona]

(CDCls; 400 MHz). Em destaque ampliagao da regido entre &4 1,07 e
0,79.
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Figura 2.15: Espectro de RMN de C de G4 [30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona]
(CDCIs; 100 MHz). Em destaque ampliagao da regido entre o&c 65,01 e

14,46.
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Figura 2.16: Subespectro DEPT-135 de G4 [30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona] (CDCls,
100 MHz).

Sabendo-se tratar de um TTPC da série lupano, foram obtidos os mapas de
contornos HMQC (Figura 2.18, pag. 46) e HMBC (Figura 2.19 e 2.20 pag. 47 e 48)
para G4 com o objetivo de determinar o grupo hidroxila e atribuir os deslocamentos
quimicos de todos os hidrogénios e carbonos da molécula.

Pela analise detalhada dos mapas de contornos HMQC e HMBC observa-se a
correlagdo do sinal de carbono em & 218,25 (C-3) com os hidrogénios em &y
2,42(H-20), 2,49 (H-2B), 1,89 (H-18) e com os sinais em ¢4 1,07 (H-23) e 1,02 (H-24)
(Figura 2.19, pag. 47). Estes, por sua vez, correlacionam-se com o0s sinais de
carbono em o&c 54,87 (C-5), 218,25 (C-3) e 47,32 (C-4), confirmando as mesmas
correlagdes observadas para o aldeido 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al (Figura 2.20, pag.
48).

Observa-se que o sinal de carbono em o&c 26,67 apresenta uma intensidade
maior que os demais sinais de carbono, sugerindo haver dois carbonos sobrepostos.
Isto foi comprovado pela analise do mapa de contornos HMBC (Figura 2.19 e 2.20
pag. 47 e 48) onde o sinal do carbono em & 26,67 apresenta correlagédo com o sinal

de hidrogénio em &4 1,27 (H-118) e com o sinal da metila em &4 1,02 (H-24). Estas



Fitoquimica — Determinagao Estrutural 44

correlagdes permitiram atribuir o sinal em &c 26,67 aos carbonos C-23 e C-12. Foi
possivel observar ainda a correlacado do C-27 (oc 14,46) com o hidrogénio H-12 (o
1,13), o que reforga a atribuigao de C-12.

O sinal de hidrogénio em &4 4,91 mostra correlagao por HMBC com os sinais
de carbono em & 65,01 e 43,77, sendo atribuidos respectivamente a C-30 e C-19
(Figura 2.19, pag. 47). O sinal de carbono em oc 154,71 correlacionou-se com o
sinal de hidrogénio em &4 4,13, sendo entdo atribuido a H-30. Estes dados permitem
localizar o grupo OH no carbono C-30.

O espectro de Massas de G4 (Figura 2.17) nao apresentou o pico do ion
molecular, porém pode-se observar o pico em m/z 441 (M+H; 9,8%) e picos
caracteristicos de TTPC da série lupano em m/z 205 (61%), 189 (22%), formados a
partir da clivagem do anel C e m/z 383 (8%), formado a partir da perda do grupo
C3H4OH, ligado ao anel E. Os provaveis caminhos de fragmentacgéo, de acordo com
MATHE et al., (2004) sao apresentados no Esquema 2.2, pag. 45.

Através dos resultados obtidos pelas analises espectrométricas foi possivel

identificar G4 como sendo o lupano 30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona.

100% { 55
. 41 71

Intens. (%)

441
343 33||3 403323
i M II.J. .

A P
miz

Figura 2.17: Espectro de Massas de G4 [30-hidroxi-lup-20(29)-en-3- ona].
Cromatégrafo CG-17A- CG-EM QP5050, El, 70 eV. A faixa de analise do EM
foi de 30 a 600 Daltons.
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Esquema 2.2: Provaveis caminhos de fragmentacao para G4 (MATHE et al., 2004).

Tabela 2.4: Atribuicdo dos sinais de RMN de *C e RMN de 'H para G4 [30-hidroxi-
lup-20(29)-en-3-ona] (CDCIs. 100 MHz)

Cn o¢ DEPT HMBC On 8¢ G2 Lit. ® 8¢
1 39,58 CH2 H-3 1,89 39,66 39,6
2 34,14 CH2 H-1e3 2,42; 2,49 34,16 34,1
3 218,25 C=0 217,16 218,3
4 47,32 C 47,37 47,3
5 54,87 CH 1,31 55,06 54,9
6 19,67 CH2 1,47 19,70 19,7
7 33,57 CH2 1,43 33,66 33,6
8 40,79 C 40,81 40,8
9 49,72 CH H-26 e 25 1,38 49,68 49,7
10 36,86 C 36,92 36,9
1" 21,55 CH2 H-12e9 1,27 21,52 21,6
12 26,67 CH2 H-27 1,13 27,64 26,7
13 38,11 CH 1,67 37,93 38,1
14 42,85 C 42,83 42,9
15 27,39 CH2 H-27 1,70; 1,05 27,40 27,4
16 35,40 CH2 1,35; 1,62 39,96 354
17 43,01 C 43,32 43,0
18 48,83 CH H-19 1,50 37,86 48,8
19 43,77 CH 2,29 43,8
20 154,71 C 157,21 1547
21 31,75 CH2 1,29; 2,06 34,14 31,8
22 39,82 CH2 H-18 e 19 1,26;1,28 35,39 39,8
23 26,67 CH3 H-3e 4 1,07 26,65 26,7
24 21,04 CHs H-3,23e4 1,02 21,09 21,0
25 15,98 CHs H-1,9,5e 10 0,93 15,91 16,0
26 15,80 CHs 1,06 15,81 15,8
27 14,46 CHs H-15,13, 14 e 0,96 14,39 14,5

8

28 17,72 CHs H-17,16 e 22 0,79 17,84 17,7
29 106,87 =CH; H-30e 19 4,91; 4,93 133,05 106,8
30 65,01 CH,0OH H-29 e 20 4,17;4,07 194,99 65,0

#MAHATO, S. B. e, KUNDU, A. P., Phytochemistry, v. 37, n. 6, p.1517-1575,1994.
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Figura 2.20: Sec¢ao expandida do mapa de contornos HMBC de G4 [30-hidroxi-lup-

20(29)-en-3-ona] (CDCl3; 400 MHz), da regido entre 640,96 e 1,14.
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G5: 11 o-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona

24

2
23

G5 apresentou-se como um solido branco, de ponto de fusdo 155,8 - 158,6
°C e foi obtido a partir do fracionamento sélido que precipitou durante a preparagao
do extrato hexanico dos galhos de M. imbricata (IGHs).

O espectro no IV (Figura 2.21) mostra a presenga de bandas de absorgéo
em 3500-3000 cm™ caracteristicas de vo.4, em 2940 e 2850 cm™ correspondentes
ao vc.n de estruturas alifaticas. Mostra ainda uma banda forte em 1688 cm’
correspondente a vg-o de grupo carbonila de cetona, além das bandas em 1457 e
1385 cm™ correspondente a deformacdo assimétrica e simétrica de CHa,

respectivamente.
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Figura 2.21: Espectro de G5 [11a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona] obtido no IV (KBr).

O espectro de RMN de 'H (Figura 2.22, pag. 54) mostra a presenca de 6
simpletos em &4 1,69 (3H), 1,09 (3H), 1,07 (6H), 1,06 (3H), 0,98 (3H) e 0,79 (3H)

totalizando sete grupos metilicos e sinais multiplos entre 64 2,48 € 2,39 e &4 1,68 e
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1,28, correspondentes a hidrogénios metilénicos e metinicos. Mostra também um
tripleto duplo em &4 3,91 (J = 10,9 e 5,9 Hz) caracteristico de hidrogénio metinico de
alcool secundario em posicao axial e dois multipletos em 64 4,60 e 4,72
correspondentes a dois hidrogénio olefinicos (SILVERSTEIN, 1994).

Pela analise do espectro de RMN de '*C (Figura 2.23, pag. 55) e do
subespectro DEPT-135 (Figura 2.24, pag. 56) foi possivel determinar a presenga de
29 sinais de carbono, sendo sete metilicos, dez metilénicos, seis metinicos e seis
nao hidrogenados.

Os sinais de carbono em & 109,95 (=CHy) e 150,20 (=C) permitiram concluir
que G5 tratava-se de um TTPC da série lupano. Baseados neste fato, para
localizagdo do grupo hidroxila no esqueleto lupano e atribuigdo dos sinais de RMN
de 'H e de ®C presentes no espectro, foram obtidos os mapas de contorno HMQC
(Figura 2.25 e 2.26, pag. 57 e 58), HMBC (Figura 2.27, pag. 59), NOESY (Figura
2.28, pag. 60) e COSY (Figura 2.29, pag. 61) de G5.

Pela analise do mapa de contornos HMBC (Figura 2.27, pag. 59), observa-se
que o sinal de carbono em o&c 218,84 (C-3) correlaciona-se com os hidrogénios em
o 2,67 (H-1ax), 2,49, 2,51 (H-2«), 1,66 (H-1eq), 1,09 (H-23) e 1,06 (H-24). O sinal
de hidrogénio em &4 2,67 (H-1) mostra correlagdo com os sinais de carbono em &¢
54,76 (C-5), 34,21 (C-2), 16,71 (C-25) e 38,20 (C-10). O sinal de carbono em &
38,20 (C-10) mostra correlagédo com o sinal de metila em 64 1,07 (H-25) (Figura 2.27,
pag. 59).

O sinal de hidrogénio em &4 1,07 (H-25) correlaciona-se com os sinais de
carbono em &c 54,87 (C-9), &c 54,76 (C-5), oc 42,07 (C-1) e &c 38,20 (C-10) (Figura
2.27, pag. 59) como pode ser observado no mapa de contornos HMBC. O sinal dos
hidrogénios metilicos em o4 1,07 mostra também correlagdo com os sinais de
carbono em o&¢ 42,61 (C-14), 42,41 (C-8) e 34,27 (C-7), indicando que este sinal
pode ser atribuido também aos hidrogénios da metila H-26 (Figura 2.27, pag. 59). O
sinal de carbono em & 54,87 (C-9) apresenta correlagdo com o hidrogénio em &4
3,91, atribuido ao carbono hidroxilado. Esta observagao permitiu localizar a hidroxila
em C-11.

A confirmagéo da posi¢cao da hidroxila foi feita através da analise do mapa de

contornos NOESY (Figura 2.28, pag. 60) de G5, onde se observa a correlagao H-11
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axial com os sinais de metila em 64 1,07 (H-25, H-26), com o sinal em 64 1,81 (H-13
ax) e com sinal em o4 1,9 (H-12 eq) (Figura 2.28, pag. 60).

Continuando a analise do mapa de contornos HMBC (Figura 2.27, pag. 59),
observou-se que o sinal de carbono em &c 37,17 (C-13) mostra correlagdo com o
sinal dos hidrogénios metilicos em &4 0,98, atribuido a H-27 (&c 14,42). O sinal em &4
0,98, (C-27) correlaciona-se também com os sinais de carbono em & 42,16 (C-14),
42,41 (C-8) e 27,41 (C-15) (Figura 2.27, pag. 59). Os sinais de hidrogénio olefinicos
em oy 4,60 e 4,72 mostram correlagao com os sinais de carbono em o&¢c 47,70 (C-19),
19,37 (C-30) e 150,20 (C-20). Este ultimo correlaciona-se também com os sinais de
hidrogénio em o4 1,39 (H-21, 6c 29,78) e o4 1,41 (H-18, oc 47,63).

O sinal de carbono em &: 47,63 (C-18) mostra correlagdo por HMBC com os
sinais dos hidrogénios metilicos em o4 1,09 (H-23) e 1,06 (H-24), o que permite dizer
que C-4 e C-18 tém o mesmo deslocamento quimico, que pdde ser percebido
também no espectro de RMN de *C (Figura 2.23, pag. 55), onde o sinal de carbono
em oc 47,63 apresenta o dobro de intensidade em relacdo aos demais. Esta
informacao completa os 30 carbonos encontrados em um TTPC.

O carbono em & 47,63 (C-18) mostra também correlagcdo com o sinal de
hidrogénio em &4 0,79, que s6 pode ser a metila 28. O sinal dos hidrogénios da
metila 28 (o4 0,79) mostra correlagédo com os sinais de carbono em ¢ 43,05 (C-17) e
&c 35,40 (C-16 ou C-22) e &¢ 39,80 (C-16 ou C-22).

Através da andlise do mapa de contornos NOESY (Figura 2.28, pag. 60),
observa-se a correlagdo do hidrogénio olefinicos em &4 4,72 com o hidrogénio H-18
axial, H-19 axial, H-21 axial. Uma vez determinado o deslocamento quimico de H-21
(on 1,96), localizou-se por HMQC (Figura 2.25, pag. 57) o carbono 21 (&¢ 29,78).

A correlagao observada no mapa de contornos NOESY (Figura 2.28, pag. 60)
do hidrogénio olefinicos H-b com o hidrogénio H-18 (o4 1,41) e H-19 (o4 2,41)
permite dizer que existem duas conformagbes possiveis para este grupo na
molécula (Figura 2.30, pag. 52). O mesmo foi observado por BURNS et al., (2000)

ao analisar a molécula do lup-20(29)-en-30-al-3-ol.
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Figura 2.30: Conformacdes possiveis de G5 [11a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona],
mostrando os hidrogénios olefinicos.

Todas estas informagdes permitem identificar G5 como sendo o lupano 11a-
hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona.

Esta substancia ja havia sido isolada anteriormente por ALVES et al., (2000),
a partir do extrato cloroférmico (CHCIl3) dos galhos de Maytenus obtusifolia
(Celastraceae). Nesta referéncia estdo todas as atribuicbes dos carbonos e
hidrogénios para o lupano 11ca-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona, porém, algumas
atribuicbes propostas para G5 diferem das relatadas por ALVES et al. (2000)
(Tabela 2.5, pag. 53).

ALVES et al. (2000) atribui a C-12 o sinal em o¢c 27,3 e a C-15 o sinal em &c
37,4. Observa-se pelas analises dos mapas de contornos NOESY (Figura 2.28, pag.
60) e COSY (Figura 2.29, pag. 61) de G5 que estes valores nao coincidem, pois H-
12 encontra-se em &4 1,9, o que corresponde no HMQC ao & 37,44 (Figura 2.27,
pag. 59), o que mostra que a atribuicdo de ALVES et al. (2000) esta incorreta. A
comparagao entre os dados de G5 com os dados obtidos na literatura estéao

compilados na Tabela 2.5, pag. 53.
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Tabela 2.5: Atribuicdo dos sinais de RMN de *C e RMN de "H para G5 [11a-hidroxi-
lup-20(29)-en-3-ona] (CDCls; 100 MHz)

Cn 5°C DEPT HMBC [ Lit. ® 8¢
1 42,07 CH> H-3e5 2,67; 1,66 421
2 34,21 CH> H-3,5e 25 2,49; 2,51 34,1
3 218,84 Cc=0 218,9
4 47,63 C 47,6
5 54,76 CH 1,49 54,7
6 19,64 CH, 1,46 19,5
7 34,27 CH> 1,43; 1,44 35,5
8 42,41 C 43,0
9 54,87 CH 1,46 54,9
10 38,20 C 38,2
11 70,49 CHOH H-9 3,91 70,2
12 37,44 CH> 1,23; 1,99 27,3
13 37,17 CH 1,81 37,2
14 42,16 C 42,6
15 27,41 CH, 1,62; 1,06 37,4
16 35,40 CH> 1,42; 1,20 34,1
17 43,05 C 42,4
18 47,63 CH H-20 1,41 47,7
19 47,70 CH H-20 e 29 2,41 47,7
20 150,20 c 150,0
21 29,78 CH, 1,39; 1,96 29,5
22 39,80 CH> 1,19:1,50 39,7
23 27,46 CHs H-3, 5,24, 4 1,09 27,2
24 20,77 CHs H-3,5,23e4 1,06 20,6
25 16,71 CHs H-1,9 e 10 1,07 16,7
26 16,86 CHs H-9,7,14e8 1,07 16,8
27 14,42 CHs H-15, 13,14 e 8 0,98 14,2
28 18,08 CHs H-17 e 16, H-22 0,79 18,1
e 18

29 109,95 =CH, H-30e 19 4,60; 4,72 109,8
30 19,37 CHs H-29, 20 e 19 1,69 19,3

@ ALVES et al., Magn. Reson. Chem. v. 38, p. 201-206, 2000; (CDCls; 125 MHz)
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Figura 2.24: Subespectro DEPT-135 de G5 [11a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona]

(CDClIs; 100 MHz). Em destaque ampliagdo da regido entre oc
54,85 e 34,19.
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G6; F5: 34,30-Di-hidroxi-lup-20(29)-eno

G6 e F5 foram obtidos a partir dos fracionamentos cromatograficos de IGHs e
e IFH, respectivamente; G6 apresentou-se como um sélido branco de ponto de

fusdo 199-201 °C. Ao serem submetidas ao teste de Liebermann-Burchard ambas
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amostras apresentaram teste positivo, com coloragdo roseo-violacea, sugerindo
pertencer estes solidos a classe dos TTPC. A analise comparativa por CCD em
sistemas de eluentes de diferentes polaridades revelou a presenca de apenas uma
mancha nas amostras.

Os espectros obtidos no IV para G6 e F5 apresentaram perfil semelhante
(Figura 2.31). A analise que se segue corresponde a amostra G6. O espectro no IV
mostrou banda de absor¢do em 3500 a 3100 cm™, caracteristico de vo.y de grupo
hidroxila. Apresentou também bandas em 3000 a 2700 cm™ que evidenciam o

carater alifatico da amostra.
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Figura 2.31: Espectro obtido no IV de G6 [3,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno] (KBr).

O espectro de RMN de 'H (Figura 2.32, pag. 65) apresenta 5 simpletos em &
1,02, 0,98, 0,94, 0,83, 0,78 (6H) referentes a 6 grupos metila. Apresenta ainda sinais
multiplos em o4 2,31 a 1,07, correspondentes aos hidrogénios metilénicos e
metinicos e dois sinais em oy 4,98 e 5,00 correspondentes a dois hidrogénios
olefinicos, um duplo dupleto em 3,19 referente a hidrogénio metinico carbono
hidroxilado, um triplo dupleto em 2,29 (J = 11,4 e 5,6 Hz) referente a hidrogénio
metinico e um dupleto em &4 4,13 (J = 14,7 Hz) referente a hidrogénio metilénico de
alcool secundario.

O espectro de RMN de °C (Figura 2.33, pag. 66) e o subespectro DEPT - 135
(Figura 2.34, pag. 66) mostram a presenca de 30 carbonos sendo 6 metilicos, 12
metilénicos, 6 metinicos e 6 ndo hidrogenados. Os sinais de carbono em &. 154,99 e

106,99 permitiram concluir que G6 tratava-se de um TTPC da série lupano.
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A feicao do espectro no IV e os dados de RMN permitiram concluir que G6
trata-se de um TTPC da série lupano com dois grupos OH. Baseados neste fato,
para localizagdo dos grupos hidroxila no esqueleto lupano e atribuigdo dos sinais de
todos os hidrogénios e carbonos presentes na estrutura obtiveram-se os mapas de
contorno HSQC (Figura 2.35, pag. 67) e HMBC (Figura 2.36, pag. 68) de G6.

Através da analise do mapa de contornos HMBC verifica-se que o sinal de
hidrogénio em oy 3,19 (H-3) atribuido ao CH do alcool se correlaciona com os sinais
de carbono em & 0,98 (C-23) e 0,78 (C-24). O sinal de carbono em & 38,94 (C-1)
correlaciona-se com os hidrogénios em 1,66 (H-2), 0,66 (H-5), 0,83 (H-25) e &4 3,19
(H-3). Este fato permite localizar uma das hidroxilas em C-3 (Figura 2.36, pag. 68). O
sinal de carbono em &c 55,38 (C-5) mostra correlagdo com os sinais de hidrogénios
metilicos em &4 0,78 (H-24), 0,83 (H-25), 0,98 (H-23) e 1,37 (H-7) (Figura 2.36, pag.
68). O sinal de hidrogénio em &4 0,66 (H-5) mostra correlagdo com os sinais de
carbono em & 37,19 (C-10), 34,36 (C-7) e 18,35 (C-6) (Figura 2.36, pag. 68). O sinal
de carbono em & 37,19 (C-10) apresenta correlagdo com o hidrogénio em oy 1,23
(H-9) e, este, com os sinais de carbono em & 34,36 (C-7), 40,89 (C-8), 16,01 (C-25)
e 16,14 (C-26).

Continuando a analise do mapa de contornos HMBC (Figura 2.36, pag. 68),
pode-se observar que o sinal de carbono em o&¢c 43,24 (C-17) mostra correlagdo com
o sinal de hidrogénio metilico em &y 0,78, atribuido "a metila H-28 (6c 17,73). Este
sinal, o4 0,78, correlaciona-se com o sinal de carbono em & 39,89 (C-22) (Figura
2.36, pag. 68).

Os sinais dos hidrogénios olefinicos em &4 4,98 e 5,00 mostram correlagao
por HMBC com os sinais de carbono em & 43,78 (C-19) e 64,63 (C-30) que
pertence ao CH ligado a grupo hidroxila. O sinal de hidrogénio em &4 2,29 (H-19) se
correlaciona com os sinais de carbono em oc 155,16 (C-20). Este ultimo com os
sinais dos hidrogénios olefinicos em &4 4,98 e 5,00 (H-29) e em &4 4,13 (H-30). Este
fato permitiu localizar a segunda hidroxila em C-30.

O espectro de Massas apresentou picos em m/z 442 (M™, 3%), 424 ([M-H,0],
4%), 384 ([M-C3H20], 5%), 220 ([M-C15H240]" ,18%), 205 ([M-C16H290], 14%),
caracteristicos de TTPC da série lupano (MATHE et al., 2004).
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Estas informacgdes aliadas a comparacdao com os dados da literatura (Tabela
2.6) (BURNS et al.,, 2000) e as informagdes obtidas do espectro de Massas

permitiram identificar G6 como sendo o lupano 3,30-Di-hidroxi-lup-20(29)-eno.

Tabela 2.6: Atribuicdo dos sinais de RMN de *C para G6 [34,30-di-hidroxi-lup-
20(29)-eno], (CDCI3; 100 MHz)

Cn & DEPT HMBC S Lit. ®

1 38,94 CH. H-2;3;5e25 0,89; 1,63 38,69
2 27,46 CH2 1,62; 1,66 27,41

3 78,77 CH H-23,24 2 3,19 (dd, J =10,5; 5,2 Hz) 78,98
4 38,80 C H-23 e 24 38,86
5 55,38 CH H-23, 24, 25e 7 0,66 55,27
6 18,35 CH2 H-9, 26 e5 1,38 (B); 1,50 (@) 18,31

7 34,36 CH. 1,10 (B); 1,37 (@) 34,30
8 40,89 C H-9, 27 e 26 40,85
9 50,44 CH H-26,25¢e 7 1,23 50,38
10 37,19 C H-9,25e 5 37,16
11 21,02 CH2 1,17 (B); 1,32 () 21,01

12 26,66 CH. 1,05 (B); 1,40 (o) 26,69
13 38,05 CH H-27 1,61 m 38,01

14 42,81 C H-27 e 26 42,79
15 27,46 CH, H-27 1,55, 1,67 27,41

16 35,52 CH, 1,35-1,50 35,47
17 43,03 C H-28 43,02
18 49,86 CH 28 1,44 m 48,90
19 43,78 CH 2,29 (td, J 11,4; 5,6 Hz) 43,83
20 155,16 =C H-29 e 30 154,76
21 31,79 CH2 1,32 (a) 31,77
22 39,89 CH2 H-28 1,25 (), 1,35 () 39,85
23 28,08 CHs H-24 e 3 0,98(s) 27,99
24 15,49 CHs H-23 e 3 0,78(s) 15,38
25 16,01 CHs 0,83(s) 16,12
26 16,14 CHs H-9 1,02(s) 15,99
27 14,56 CHs 0,94(s) 14,51

28 17,73 CHs 0,78(s) 17,71

29 106,42 =CH H-30 e 19 4,98 (s); 5,00 (dd, J 2,8; 1,6 Hz) 106,81
30 64,63 CH. 65,03

H-29 4,13 (d, J=14,7 Hz)

¥ BURNS et al., Magn. Reson. Chem. v. 38, p. 488-493, 2000; (CDCl;; 125 MHz)
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Figura 2.32: Espectro de RMN de 'H de G6 [3/,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno]
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1,07;B)2,0a 2,25 e C) 3,25 a 5,0.
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Figura 2.33: Espectro de RMN de *C de G6 [3/30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno)
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Figura 2.34: Subespectro DEPT-135 de G6 [34,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno]
(CDCls; 100 MHz).



Fitoquimica — Determinagao Estrutural

! ! L
14 ?."1—\ )

15. 68— —

ol

16.20—7

16 33—%_:
17.92- /,-'_
18.55 jf
2121~ =
26 55—%r

27 .65~/
28.26- /-

f

31.88- /e

21,

34,54 i
-, i
35711
38.24-f
38 gq-fff e
ap.08- /7
43.05
50.63

ﬁﬁ.f\-&_/—/ g

19

130

=]

&

B4.B3—

77.54—0L

78.9%6—

106, 61— _
ppm

Figura 2.35: Mapa de contornos HSQC de G6 [33,30-di-hidroxi-lup-20(29)-en0].

(CDCls; 400 MHz).

Y
0 0G|
1 25

G’

I 60

jijsesieee

8 2

i

67



Fitoquimica — Determinagao Estrutural

68

14.56—~__
15.49—7=

16.01-

18 14-%
17.73-

18. 36~
21.02
27,45~
28.08
37.19
38.05
38.94
40,89~
42,81
43.021)
48 ubj
50, 44|
55.38-)
64.63-
76 .62~
77.14
77 3¢—f:l':7'
77,46

w0
106, 42—

122.56-

123 21->_
12346

135. 26
13':.50}_
13575
149,11

143 35_\_
148 65:‘}

195, 16=———

14560

15, 286
-~

16.012—=

16.139

17.787——

18.359

21.017——

26,657 —_
27460
28.076—

31, 798—

34,355
35.519*
37.190
3a.usa§
ZE.BOU_\‘:_
38.843
39.889—_
40.886—"

42.806——=
=

43.025
a3.?84-/

48 B62——
50. 442

55.376——
ppR

Figura 2.36: Mapa de contornos HMBC de G6 [3,30-Di-hidroxi-lup-20(29)-eno]
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(CDClIs; 400 MHz). Em destaque ampliagao da regido entre o4 0,5 e

3,5.
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G7: Mistura de 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (G4) e 11a-hidroxi-lup-20(29)-en-
3-ona (G5)

G7 foi obtida a partir do fracionamento da CC do IGHs e apresentou-se
como um sdlido esbranquicado, de ponto de fusdo 166,9-168,3 °C.

A analise por CCD em diferentes sistemas de eluentes e a comparagao com
padrées mostrou que G7 era constituida por uma mistura de lupanos, provavelmente
30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona e 11 a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona.

O espectro no IV (Figura 2.37) mostra a presenga de bandas de absorgéo
em 3540 e 3464 cm™, caracteristicas de vo.. As bandas observadas em 1093-1025
cm’’ s&o caracteristicas de alcool primario; e em 2936 e 2866 cm™' correspondem ao
ven de estruturas alifaticas. Mostra ainda banda na regido de 1700 a 1650 cm™
correspondente a grupo carbonila, além da banda em 1400-1450 cm’', caracteristica

de deformacgao C-H de alcanos.
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Figura 2.37: Espectro de G7 [mistura de 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (G4) e
11 a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (G5)] obtido no IV (KBr).

Os espectros de RMN de *C e de RMN de 'H de G7 mostraram-se muito
semelhantes aos espectros de G4 (Figuras 2.14 e 2.15, pag. 41 e 42) e G5 (Figuras

222 e 2.23, pag. 54 e 55), substancias descritas anteriormente. Através da
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comparagao dos dados de deslocamento quimico de hidrogénio, observados no
espectro de RMN de 'H (Figura 2.38, pag. 71) e de *C (Figura 2.39, pag. 72) e no
subespectro DEPT-135 (Figura 2.40, pag. 72) com os dados da literatura (SILVA et
al., 2005c; BURNS et al., 2000; MAHATO e KUNDU, 1994) foi possivel sugerir que
G7 trata-se da mistura das substancias 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (G4) e 11~
hidroxilup-20(29)-en-3-ona (G5) (Tabela 2.7).

(G4) (GS)
Tabela 2.7 : Atribuicdo dos sinais de RMN de "*C para G7 (mistura de 11a-hidroxi-
lup-20(29)-en-3-ona (G4) e 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (G5), (CDCls;

100 MHz)

Carbono G7 G7 Lit. 8¢ Lit. ° 8¢

Sc Sc G5 G4

1 39,61 42,64 42,07 39,58
2 34,15 34,28 34,21 34,14
3 218,14 218,84 218,25
4 47,33 47,67 47,63 47,32
5 54,79 54,76 54,87
6 19,66 19,70 19,64 19,67
7 33,62 34,25 34,27 33,57
8 40,84 42,44 42,41 40,79
9 49,77 54,93 54,87 49,72
10 38,23 38,20 36,86
11 21,59 70,51 70,49 21,55
12 26,71 37,50 37,44 26,67
13 38,17 37,21 37,17 38,11
14 42,89 42,09 42,16 42,85
15 27,43 27,41 27,39
16 39,85 39,80 35,40
17 43,04 43,06 43,05 43,01
18 48,89 47,64 47,63 48,83
19 43,81 47,72 47,70 43,77
20 154,74 150,23 150,20 154,71
21 31,79 29,81 29,78 31,75
22 39,83 35,44 35,40 39,82
23 26,71 27,47 27,46 26,67
24 21,05 20,79 20,77 21,04
25 15,99 16,70 16,71 15,98
26 15,83 16,87 16,86 15,80
27 14,49 14,44 14,42 14,46
28 17,75 18,09 18,08 17,72
29 106,96 109,94 109,95 106,87
30 65,07 19,38 19,37 65,01

% BURNS et al., Magn. Reson. Chem.. v.38:, p. 488-493,2000; (CDCl3; 125 MHz).
°-MAHATO, S.B. e KUNDU, A. P., Phytochemistry. v.37, n. 6, 1517-1575,1994.
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Figura 2.40: Subespectro DEPT-135 de G7 [mistura de 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-
ona e 11a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona] (CDCl3; 100 MHz).
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G8: Lupenona
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G8 foi obtido do IGH apresentou-se como um sélido branco de ponto de fusao

199-201 'C. Ao ser submetido ao teste de Liebermann-Burchard apresentou

resultado positivo, com coloragéo roseo-violacea, sugerindo pertencer este sélido a

classe dos TTPC.

O espectros obtido no IV (Figura 2.41) apresenta bandas em 2927 e 2868 cm”

' que evidenciam o carater alifatico da amostra e banda em 1714 cm™ referente ao

v c=0 de cetonas. A banda em 3447 cm™ refere-se a VOH-
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Figura 2.41: Espectro de G8 (Lupenona) obtido no IV (KBr).

O espectro de RMN de 'H (Figura 2.42, pag. 74) apresenta sete simpletos em
oy 1,68, 1,25, 1,07, 1,02, 0,95, 0,93 e 0,79 referentes a sete grupos metila.

Apresenta também dois multipletos em o4 4,57 e 4,68 correspondentes a dois

hidrogénios olefinicos.
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O espectro de RMN de C (Figura 4.43, pag. 75) e o subespectro de DEPT -
135 (Figura 2.44, pag. 75) mostram a presenca de 30 carbonos sendo sete
metilicos, onze metilénicos, cinco metinicos e sete ndo hidrogenados. A auséncia de
sinais caracteristicos de alcool, sugere a possibilidade da banda observada em 3447
cm™' no espectro no infravermelho, estar associada a umidade no KBr. Observam-se
ainda nos espectros de RMN de 'H e '°C, sinais referentes a impurezas presentes
em G8. Estas informagdes aliadas a comparagdo com os dados da literatura (Tabela
2.8, pag. 76) (HISHAM et al., 1995) permitiram identificar em G8 a lupenona, como

componente majoritario.

Figura 2.42: Espectro de RMN de 'H de G8 (lupenona) (CDCls; 400 MHz). Em
destaque a ampliagao da regiédo entre o4 1,75 e 0,75.



Fitoquimica — Determinagao Estrutural 75

2 - eduisibien W
e

Time

ST

O
ALPROG

o

SOLVENT

=
FIoeEs

ppm 200 180 160 14 120 1 B0

indriractrapet gty g Wﬂo\

0
Figura 2.44: Subespectro DEPT-135 de G8 (lupenona) (CDCls; 100 MHz).
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Tabela 2.8: Atribuicdo dos sinais de RMN de *C para G8 (lupenona) e comparagao
com os dados da literatura, CDCl3; 100 MHz

Carbono & G8 Lit. * & Carbono o G8 Lit. * &
1 39,64 39,60 16 35,54 35,60
2 34,17 34,10 17 43,01 43,00
3 218,18 217,90 18 48,28 48,30
4 47,35 47,30 19 47,98 47,90
5 54,96 54,90 20 150,89 150,80
6 19,70 19,70 21 29,86 29,80
7 33,59 33,60 22 39,99 40,00
8 40,82 40,80 23 26,67 26,60
9 49,82 49,80 24 21,05 21,00
10 36,91 36,90 25 15,98 15,90
11 21,49 21,50 26 15,80 15,80
12 25,19 25,10 27 14,50 14,50
13 37,45 37,40 28 18,03 18,00
14 42,82 42,80 29 109,40 109,00
15 27,45 27,40 30 19,33 19,30

@ HISHAM et al., Phytochemistry, v. 40, n. 4, p. 1227, 1995; 67,9 MHz, CDCl3

G9; F2; F7: Friedelina

23

30

9

21

G|

22

28

G9, F2 e F7 foram obtidas dos extratos IGH, IFHs e IFH. Todas as amostras

apresentaram-se como um solido branco de ponto de fus&o na faixa de 237-239 °C e

com resultados positivos para o teste de Liebermann-Burchard exibindo coloracao

résea-violacea. A analise comparativa por CCD em sistemas de eluentes de

diferentes polaridades e com co-aplicagdao mostrou que as mesmas tratavam-se de

substancias idénticas.

Os espectros obtidos no IV para as amostras foram superponiveis. Portanto,

sera discutida a elucidagao estrutural apenas para uma das amostras, representada
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pela sigla G9 (Figura 2.45). O espectro no IV apresenta bandas de absor¢do em
2924 cm™ e 2862 cm™ que evidenciam o carater alifatico da amostra. Apresenta

ainda banda em 1715 cm™ referente ao vc-o do grupo carbonilico e banda na regido

-1
de 3500 cm™.
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Figura 2.45: Espectro de G9 (Friedelina) obtido no IV (KBr).

O espectro de RMN de 'H (Figura 2.46, pag. 78) apresentou sete simpletos
em &4 1,18, 1,05, 1,01, 1,00, 0,95, 0,87 e 0,73 referentes a sete grupos metila.
Apresentou ainda um dupleto em 0,88 (J = 6,0 Hz) referente ao grupo metila H-23,
caracteristico de esqueleto friedelano (VIEIRA FILHO, 2002) e sinais entre o4 1,93 e
2,41, correspondentes aos hidrogénios metilénicos e metinicos .

O espectro de RMN de '*C (Figura 2.47, pag. 78) e o subespectro DEPT 135
(Figura 2.48, pag. 79) mostram a presenga de 30 carbonos sendo oito metilicos, 11
metilénicos, quatro metinicos e sete ndao hidrogenados, caracteristicos de TTPC da

série friedelano e a presencga de um sinal em &c 213,16 referente a carbonila.
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Figura 2.48: Subespectro DEPT-135 de G9 (Friedelina) (CDCls; 100 MHz).

A feicao do espectro no IV, os dados de RMN e a comparagdo em CCD com
amostras auténticas permitiu identificar G9 como friedelina, um TTPC pertencente a
classe dos friedelanos e encontrado comumente na familia Celastraceae (DUARTE,
2000; VIEIRA FILHO, 2002).

O espectro de Massas de G9 (Fig. 2.49, pag. 80) apresenta um pico em 426,
correspondente ao ion molecular [M]*, compativel com féormula molecular C3oHs00.
Foram detectados também no espectro de massas picos em m/z 411 (M*-CHz), m/z
231 proveniente da quebra no lado esquerdo da molécula, m/z 218 e 191, originados
a partir da clivagem da ligagéo entre os carbonos C-13 e C-14 e m/z 204 referente a
clivagem entre os carbonos C-8 e C-14, compativeis com fragmentacbes de
triterpenos pentaciclicos da série friedelano (SHIOJIMA et al., 1992). A identificagédo
de G9 foi realizada por comparacao dos dados espectrométricos obtidos com os
descritos na literatura (Tabela 2.9, pag. 80).
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Cromatégrafo CG-17A-CG-EM QP5050. Analise por insergao direta no EM,
El, 70 eV. A faixa de analise do EM foi de 30 a 600 Daltons.

Tabela 2.9: Atribuigdes dos sinais de RMN de "*C de G9 (Friedelina), CDCls; 100

MHz, baseadas nos dados da literatura

Carbono o G9 DEPT Lit. ® & Carbono o G9 DEPT Lit. ® &
1 22,28 CH2 22,31 16 35,99 CH; 36,08
2 41,53 CH, 41,56 17 29,99 C 30,05
3 213,32 Cc=0 212,98 18 42,76 CH 42,90
4 58,21 CH 58,30 19 35,33 CHa 35,40
5 42,15 C 42,17 20 28,17 C 28,20
6 41,27 CH 41,38 21 32,75 CHa 32,86
7 18,23 CH 18,29 22 39,25 CHa 39,30
8 53,09 CH 53,18 23 6,84 CHs 6,81
9 37,43 C 37,52 24 14,66 CHs 14,68
10 59,45 CH 59,58 25 17,95 CHs 17,97
11 35,61 CH, 35,69 26 20,26 CH3 20,27
12 30,50 CH, 30,55 27 18,68 CH3 18,66
13 39,69 C 39,77 28 32,09 CHs 32,13
14 38,28 C 38,37 29 35,03 CHs 35,03
15 32,41 CH; 32,50 30 31,78 CHs; 31,81

@ DUARTE, P. L., Tese Doutorado, Departamento de Quimica, UFMG, 2000; (CDCls; 100 MHz).
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G10: 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metil-9-xantona (liquexantona)

G10 foi isolado do extrato hexanico dos galhos e apresentou teste positivo

para compostos fendélicos com FeCls.

O espectro no IV (Figura 2.50) apresentou bandas de absor¢do em
3474 cm™ caracteristica de grupo OH, bandas em 2914 e 2846 cm'1, referentes a
estiramento C-H e em 1472 cm’, atribuida & deformagdo de C-H. Observa-se
também uma banda em 1708 cm™, referente & deformagdo C=0 (SILVERSTEIN,
1998).
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Figura 2.50: Espectro de G10 (1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metil-9-xantona)
(liquexantona) obtido no IV (KBr).

O espectro de RMN de 'H (Figura 2.51, pag. 85) apresenta trés dupletos em
on 6,31 (J = 2,30 Hz), 6,33 (J = 2,30 Hz), 6,69 (J = 2,5 Hz) e um multipleto em &4
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6,67 referentes a hidrogénios aromaticos. Os valores das constantes de
acoplamento indicam que os hidrogénios estdo em padréo de substituicdo meta.

Apresenta ainda dois simpletos em &y 3,90 e 3,87, referentes a hidrogénios
metoxilicos e um simpleto em &y 2,85 referente a grupo metila ligado ao anel
aromatico. O espectro de RMN de "C (Figura 2.52, pag. 86) e o subespectro DEPT
135 (Figura 2.53, pag 86) apresentam 16 sinais sendo nove correspondentes a
carbonos nao hidrogenados, quatro referentes a carbonos metinicos, dois sinais
correspondentes a carbonos metoxilicos, um sinal referente a carbono metilico e um
sinal referente a carbono carbonilico de cetona conjugada em ¢&: 182,45 (C=0).

Comparando estes dados, as informagdes da literatura (WERLE, 1995)
concluiu-se que G10 apresenta um esqueleto xanténico dimetoxilado, contendo um
grupo metila e um grupo hidroxila como substituintes.

O deslocamento quimico do carbono carbonilico (C-9) das xantonas é
bastante influenciado pela presenca de grupos hidroxila nas posi¢des orto e para.
Os grupos hidroxila quando ligados ao C-1 e/ou C-8 apresentam ligagdo de
hidrogénio com o oxigénio da carbonila, levando a deslocamentos caracteristicos
para C-9 (WERLE, 1995). De acordo com WERLE (1995), pelo deslocamento
observado para C-9 (oc 182,45) (Figura 2.52, pag. 86) pode-se propor que 0 grupo
hidroxila encontra-se ligado em C-1, ja que n&o ha outro grupo hidroxila em G10. O
carbono que possui o grupo hidroxila vizinho a carbonila apresenta deslocamento
em torno de &c 165. Portanto, C-1 poderia apresentar os deslocamentos quimicos de
oc 165,92 ou 165,86.

Para determinar as posi¢des dos grupos substituintes, bem como os
deslocamentos dos carbonos e hidrogénios de G10, foi feita a analise dos mapas de
contornos HSQC (Figura 2.54, pag. 87), HMBC (Figura 2.55, pag. 88) e NOESY
(Figura 2.56, pag. 89).

Através da analise do mapa de contornos HMBC (Figura 2.55, pag. 88)
observa-se que o sinal em & 165,86 correlaciona-se com o sinal de hidrogénio
metoxilico em oc 3,87. Isto levou a atribuir o valor de oc 165,92 ao C-1. O sinal em &¢
165,92, por sua vez, correlaciona-se com o sinal em &4 6,31, que ndo mostra
correlagdo com o sinal do hidrogénio metilico em 64 2,85, indicando portanto que a
metila ndo se encontrava no mesmo anel que o grupo hidroxila. Como o padrao de

substituicdo observado no espectro de RMN de 'H é meta, pode-se concluir que o
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anel A apresenta como substituintes um grupo metoxila e um grupo hidroxila.
Consequentemente, o outro grupo metoxila e o grupo metila, também em meta,
estdo no anel B.

Observam-se também pelo mapa de contornos HMBC (Figura 2.55, pag. 88)
as correlagdes do hidrogénio metilico em oy 2,85 (&c 23,44) com os sinais de
carbono em & 143,52 e 115,46 que foram entao atribuidos aos carbonos C-8a e C-
7, respectivamente.

A anadlise do mapa de contornos HSQC (Figura 2.54, pag. 87) permitiu
relacionar os carbonos aos seus respectivos hidrogénios. Portanto, foi possivel
correlacionar os valores de C-3’ (&c 55,66; o4 3,87), C-6" (o¢ 55,72, o4 3,90), C-5 (¢
98,51; &4 6,69), C-7 (&¢c 115,46; 64 6,67) e C-4 (¢ 92,11; &4 6,33).

Através da analise do mapa de contornos HMBC (Figura 2.55, pag. 88)
pode-se observar a correlagdo do sinal de carbono em o 165,92 (C-1) com o
hidrogénio em &4 6,31 (H-2) e, deste sinal com o sinal em & 104,14 (C-9a). O sinal
de carbono em &c 104,14 (C-9a) correlaciona-se com o sinal em &4 6,33 (H-4) e 6,31
(H-2). O sinal de C-6 em & 163,79 mostra correlagdo com o sinal em &4 3,90 (H-6’;
oc 55,72) e o sinal em &¢ 165,86 (C-3) mostra correlagdo com o sinal em ¢4 3,87 (H-
3’; &c 55,66).

Através da analise do mapa de contornos NOESY (Figura 2.56, pag. 89)
pode se observar as correlagdes entre os sinais em &y 6,69 (H-5) e 3,90 (H-6’), oy
6,67 (H-7) e 8y 2,86 (H-8’), 8 6,31 (H-2) e &4 3,87 (H-3’), 81 6,33 (H-4) e &4 3,87 (H-
3’), indicando a posigéao relativa dos substituintes.

O espectro de Massas de G10 (Fig. 2.57, pag. 90), apresenta pico
correspondente ao ion molecular em m/z 286 (M*, 100%), compativel com férmula
molecular C1sH140s5. Foram detectados também no espectro de Massas de G10,
picos em m/z 285 [M-H] (15,81%), 257 (76,6%), 256 (17,6%), 242 (13,92%), 214
(9,9%), 199 (14,3%) caracteristicos desta classe de compostos (Esquema 2.3 pag.
90) (GOTTILIEB, 1968).

Na Tabela 2.10, pag. 84 sdo mostradas as atribuigdes feitas utilizando dados
de RMN de 'H e ®C para G10. Estas informacdes aliadas aos dados do espectro de
Massas permitiram identificar G10 como sendo a xantona 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-

metil-9-xantona (liquexantona).
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Tabela 2.10: Atribuicdo dos sinais de RMN de '"H e de 'C, incluindo correlagées
HMBC e NOESY para G10 (1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metil-9-xantona)
(liquexantona) (CDCls; 400 MHz)

Atomo  §5:.G10 HMBC Su NOESY
9 182,45 -
8 113,03 -
6 163,79 -
3 165,86 -
4a 157,04 -
10a 159,50 -
9a 104,14 -
96,80 H-4,9ae1 6,31 (d J=2,3 Hz) H-8’
1 165,92 -
8a 143,52 -
4 92,11 H-2,9ae4d4a 6,33 (dJ=2,3 Hz) H-3'
7 115,46 H-5,8,10ae 8 6,67 H-6'
5 98,51 H-7e10a 6,69 (d J=2,5 Hz) H-6'
3 55,66 H-3 3,87 H-4
6’ 55,72 H-6 3,90 H-5e7

8’ 23,44 H-8, 7 e 8a 2,85 H-7
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Figura 2.51: Espectro de RMN de 'H de G10 (1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metil-9-
xantona) (liquexantona) (CDCIs; 400 MHz). Em destaque ampliagao
da regiao entre &4 6,7 e 6,30.
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Figura 2.52: Espectro de RMN de 3C de G10 (1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metil-9-
xantona (liquexantona) (CDCls; 100 MHz).

Figura 2.53: Subespectro DEPT-135 de G10 (1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metil-9-
xantona) (liquexantona) (CDCl3; 100 MHz).
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Figura 2.54: Mapa de contornos HSQC de G10 (1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metil-9-
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Figura 2.57: Espectro de Massas G10 (1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metil-9-xantona)
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Cromatdgrafo CG-17A-CG-EM QP5050. Analise por insercao direta no EM,

El, 70 eV. Temperatura de 240 ° C na interface. A faixa de analise do EM foi
de 30 a 600 Daltons.
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Esquema 2.3: Fragmentagdes importantes observadas para G10 (1-hidroxi-3,6-
dimetoxi-8-metil-9-xantona) (GOTTILIEB, 1968).
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G11: 3p-esteariloxi-lup-20-(29)-eno

G11 foi isolado do extrato hexanico dos galhos e apresentou teste

Liebermann-Burchard positivo para triterpenos pentaciclicos.

O espectro no IV (Figura 2.58) apresenta bandas de absor¢édo em 2920 e
2850 cm'1, caracteristicas de vc.H, € em 1463 e 1379 cm'1, atribuidas a deformacao

de C-H. Observa-se também banda forte em 1734 cm™, referente a deformacéao
C=0 de ésteres alifaticos (SILVERSTEIN, 1994).
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Figura 2.58: Espectro de G11 (3-esteariloxi-lup-20-(29)-eno) obtido no IV (KBr).

O espectro de RMN de 'H (Figura 2.59, pag. 95) apresenta varios sinais na
regido entre o4 0,76 e 1,05, correspondentes a grupos metila (MIRANDA et al.,
2007). O sinal em &4 4,49 indica a presenca de um hidrogénio carbindlico e dois
multipletos em o4 4,57 e 4,68 sugerem dupla ligagao terminal. Um duplo dupleto em

on 2,30 , juntamente com um intenso sinal em &y 1,25 sugerem também a presenga
de uma cadeia lateral contendo um grupo carbonila.
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O espectro de RMN de "®C (Figura 2.60, pag.96) e o subespectro DEPT
(Figura 2.61, pag. 97) indicaram que a amostra ndo se apresenta totalmente pura,
porém, podem se observar sinais em o&c 150,97 (C) e 109,36 (CH;) indicando que
G11 possui um triterpeno pentaciclico do tipo lupano (SILVA et al., 2005c). Observa-
se também um sinal em & 173,69, caracteristico de C=0 de ésteres, outro sinal em
oc 80,64, referente a C-O e sinais metilénicos intensos em oc 29,19 a 29,87.

Estes dados comparados com dados da literatura (MIRANDA et al., 2007)
referentes ao triterpeno 3 -estearil-lupeol, indicam que G11 contém o lupeol com um
grupo éster ligado a C-3.

Para confirmar esta suspeita foi realizada a analise dos mapas de contornos
HSQC (Figura 2.62, pag. 97) e HMBC (Figura 2.63, pag.98).

A analise detalhada do mapa de contornos HMQC (Figura 2.62, pag. 97),
HMBC (Figura 2.63, pag.98) e a comparagdo com os dados da literatura (MIRANDA
et al., 2007) permitiram atribuir os hidrogénios e carbonos da parte triterpénica de
G11. No espectro de RMN de *C observam-se os sinais em & 130,00 (C-9), 129,78
(C-10), 34,88 (C-2), 31,95 (C-16), 27,24 (C-8), 22,71(C-17) e 14,12 (C-18) que sdo
referentes aos sinais de carbono de acido graxo insaturado (OLIVEIRA, 2005).

No mapa de contornos HMBC (Figura 2.63, pag. 98) se observa a correlagao
de C-1' (6c 173,69) com os sinais de hidrogénio em &4 4,50 (H-3), 2,30 (H-2') e 1,27
(H-3’), confirmando que o triterpeno possui um éster de cadeia longa ligado em C-3
(oc 80,64). Observam-se também as correlagdées do sinal de carbono em &c 109,36
(C-29) com os sinais em oy 2,40 (H-19) e 1,70 (H-30). O sinal em &4 2,40 (H-19)
correlaciona-se também com o sinal em oc 150,97, atribuido a C-20, que por sua
vez, mostra correlagdo com o sinal em &4 1,70 (H-30).

Através da analise por CG-EM (Figura 2.64, pag. 93) foi possivel a detec¢ao
em G11 dos acidos palmitico (pico 1- 6,33%), oléico (pico 3- 3,60%) e estearico (pico
4- 1,40%), observados também no RMN de "°C, além do hidrocarboneto hexacosano
(pico 10- 10,76%). Como a analise do EM foi realizada em um intervalo de 30-600
Daltons, ndo foi possivel determinar se a cadeia lateral do grupo éster ligado ao
lupano possui 18 carbonos como indicaram os dados de RMN de '*C comparados
aos dados do triterpeno 3p-estearil-lupeol. Porém, pode se observar que o pico 19,
observado no cromatograma de G11, representa cerca de 18% da amostra. Nao foi

possivel observar no espectro de Massas correspondente a esse pico majoritario em



Fitoquimica — Determinagao Estrutural 93

G11 (Figura 2.65, pag. 93), o pico referente ao ion molecular, do 3-esteariloxi-lup-
20-(29)-eno, que deveria ocorrer em m/z 692. Entretanto, observam-se os picos em
m/z 218 (5,17%), 203 (5,3%), 189 (7,83%), caracteristicos de esqueleto lupano,
como ja apresentado para os lupanos anteriormente isolados e o pico em m/z 408
(2,48%), que pode ser atribuido a perda da cadeia lateral ligada ao C-3 do esqueleto
lupano (Esquema 2.4). De acordo com as analises obtidas pode-se sugerir como

constituinte majoritario de G11 o 3 s-esteariloxi-lup-20-(29)-eno.
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Figura 2.64: Cromatograma de G11 (3/-esteariloxi-lup-20-(29)-eno).
Cromatografo CG-17A-CG-EM QP5050. Analise por insergao direta no EM, El, 70 eV.

Temperatura de 240 ° C na interface. Faixa de analise do EM foi de 30 a 600 Daltons.
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Figura 2.65: Espectro de Massas do pico 19 (3 - esteariloxi-lup-20-(29)-eno).
Cromatografo CG-17A-CG-EM QP5050. Analise por insergao direta no EM, El, 70 eV.
Temperatura 240 °C na interface. Faixa de analise do EM foi de 30 a 600 Daltons.
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Esquema 2.4: Fragmentagbes importantes observadas para o pico 19
(3p—esteariloxi-lup-20-(29)-eno) (MATHE et al., 2004).
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Na Tabela 2.11 sdo mostradas as atribuicbes feitas utilizando dados de

RMN, bem como a comparagao com dados da literatura para o triterpeno 3 -estearil-

lupeol (MIRANDA et al., 2007).

Tabela 2.11: Comparagao dos deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio de

G11 (3p-esteariloxi-lup-20-(29)-eno) com dados da literatura

Cn  8cG11  ?3pestearil-lupeol Su Cn Cadeia  “ 34 estearil-lupeol SH
Alifatica
&c G11

1 38,42 38,43 1,00, m 1 173,70 173,69 -
2 23,77 23,78 1,65, m 2 34,88 34,88 2,30, m
3 80,64 80,65 4,50, m 3 25,28 25,19 1,27, m
4 37,87 37,87 - 4 29,20 29,19 1,27, m
5 55,42 55,44 0,83 5 29,28 29,27 1,00-1,20, m
6 18,24 18,24 1,40, m 6’ 29,38 29,37

1,50, m
7 34,25 34,27 1,23, m 7 29,54 29,60
8 40,89 40,91 - 8’ 29,60 29,69
9 50,38 50,40 1,27, m 9’ 29,72 29,71
10 37,12 37,14 - 10’ 29,72 29,71
11 20,98 20,99 1,27, m 11 29,72 29,71

1,44, m
12 25,20 25,15 1,10, m 12’ 29,72 29,71

1,65, m
13 38,09 38,11 1,70, m 13’ 29,72 29,71
14 42,87 42,88 - 14 29,60 29,65
15 27,47 27,48 1,04, m 15’ 29,49 29,48

1,10, m
16 35,61 35,65 1,40, m 16’ 31,95 31,94

1,51, m
17 43,02 43,03 17 22,71 22,70
18 48,33 48,35 1,39, m 18’ 14,12 14,11 0,90, m
19 48,04 48,04 2,40, m
20 150,97 150,96
21 29,87 29,88 1,27, m
22 40,03 40,03 1,15, m

1,41, m
23 28,00 28,00 0,87
24 16,60 16,59 0,90
25 16,19 16,18 0,89
26 16,00 16,01 1,05
27 14,55 14,55 0,93
28 18,02 18,03 0,83
29 109,36 109,36 4,59, s/ 4,64,

sl

30 19,31 19,31 1,70, s

# MIRANDA et al., Helvetica Chimica Acta, in press, 2007.
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Figura 2.61: Subespectro DEPT-135 de G11 (3p-esteariloxi-lup-20-(29)-eno)
(CDCl3; 100 MHz).
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Figura 2.62: Mapa de contornos HMQC de G11 (3p-esteariloxi-lup-20-(29)-eno)
(CDCls; 100 MHz).
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Figura 2.63: Mapa de contornos HMBC de G11 (3p-esteariloxi-lup-20-(29)-eno)

(CDCl3; 100 MHz).




Fitoquimica — Determinagao Estrutural 99

F1: Galactitol (Dulcitol)

1 _-OH
H—2— o
Ho—1—H
Ho—4—H
H—21—OH

_~6

F1 foi isolado do extrato etandlico das folhas de Maytenus imbricata, durante
a remocao do solvente, e apresentou-se como um sélido esbranquicado, de ponto
de fusdo 180-195 "C, insolivel em metanol e cloroférmio e soltvel em agua.

O espectro de F1 obtido na regido do infravermelho (Figura 2.66) apresenta
banda de absorgdo em 3500— 3000 cm™, que corresponde a estiramentos O-H,
indicativa da presencga do grupo hidroxila. Mostra também bandas de absorgdo em
1120-1000 cm™ correspondentes a deformacdes da ligacdo C-O (SILVERSTEIN,
1994). O perfil do espectro no infravermelho, principalmente na regidao entre 1250

cm™” e 800 cm™ e a comparagdo por CCD com amostra auténtica, indicou tratar-se

do dulcitol.

T (29)

ZIE

T T T T T T
34500 3000 24500 2000 1500 1000 a00
Numero de onda {cm'1}

Figura 2.66: Espectro de F1 (Dulcitol) obtido no IV (KBr).

O espectro de RMN de 'H (Figura 2.67, pag. 100) mostra a presenca de dois
sinais largos em oy 3,69 atribuido a H-1 e H-6 e em oy 3,72 foi atribuido aos
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hidrogénios H-3 e H-4, e um tripleto em &4 3,99 (J = 6,0 Hz) foi atribuido aos
hidrogénios H-2 e H-5.

O espectro de RMN de *C (Figura 2.68, pag. 101) indica a presenca de trés
sinais, mostrando a simetria da molécula, sendo um CH, e dois CH, pela analise do
subespectro DEPT 135 (Figura 2.69, pag. 101). O sinal em o&c 63,28 foi atribuido a
C-1 e C-6, o sinal em & 69,38 atribuido a C-3 e C-4 e o sinal em oc 70,19 atribuido
aC-2eC-5.

1 _OH
H—2—oH
HO——H /
Ho—4—n
H—21 oK
6 e S
Ho/ ) 4.000 3.950 3.900 3.850 3.800 3.750 3.700 3.650
v
rrr-r T T T T1TTr 11 Tr_T T 1T 1T T 1T 7T T T T T"T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.0 . . . 4.0 3.0 2.0 1.0 .
ppm (t1)

Figura 2.67: Espectro de RMN de "H de F1 (dulcitol) (D,O; 400 MHz).
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Figura 2.68: Espectro de RMN de "*C de F1 (dulcitol) (D,O; 100 MHz).

70.19
69.39
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Figura 2.69: Subespectro DEPT-135 de F1 (dulcitol) (D20O; 100 MHz).
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O espectro

de Massas de F1 (Figura 2.70) apresentou picos em m/z 183

M+1] 0,2%), 103 (14%), 73 (100%). Os provaveis caminhos de fragmentacdo sao
(M+1] 0,2%), (14%), 73 ( ) p g ¢

representados no Esquema 2.4.

A feicdo do espectro no IV, os dados de RMN, de EM, a comparacdo em CCD

com amostra auténtica obtida no NEPLAM e com os dados da literatura (FONSECA,

2004) nos permitiram identificar F1 como sendo o galactitol ou dulcitol, um poliol
comumente encontrado na familia Celastraceae (DUARTE, 2000, VIEIRA FILHO

2002).
100 % 1 73

=

== &1

w

-

2z

=

105
as? 133
1s IU.[“.? has 185

100 200 s00 400  so0 &00 o0

miz

Figura 2.70: Espectro de massas (El) de F1 (Dulcitol).
Cromatografo CG-17A- CG-EM QP5050. Analise por insergéo direta no EM, El, 70
eV. Temperatura 240 °C na interface. A faixa de analise do EM foi de 30 a 700

Daltons.
+
C|:H20H_|
H—C—OH ®
@ HO\® HO\\
HO—C—H HOZ G H c G
HO—C-H H(ﬁcl:-H ( > CH < C-H
H—C—OH . H-C—-OH H,0 H-C—OH H-C—-OH
| C,Hs0, | 2 éH oH
/z 103 (14%
vz 182 m/z 121 . m/z 103 (14%)

™

C3H703
m/z 91

I
H—(|Z§OH — > H=C

|
CH,0OH CH,0OH
mfz 91 H0 2 73 (100%)

Esquema 2.4: Provaveis caminhos de fragmentacao para F1 (dulcitol) (GOTTILIEB,
1968).
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F3, F4, F8: Mistura de Friedelinol e Friedelina

30 29

19

F3 apresentou-se como sélido branco de ponto de fusdo 261-263 °C
indicando tratar-se de uma substancia pura. Apresentou teste Liebermann-Burchard
positivo para triterpenos pentaciclicos. A comparagao por CCD com as amostras F4
e F8 indicaram tratar-se do mesmo material.

Os espectros no IV obtidos para as amostras foram superponiveis, sendo,
portanto apresentado apenas o espectro de F3 (Figura 2.71). Observam-se bandas

de absorcdo em 2930, 2862 e 1452 cm™, caracteristicas de v de ligacdo C-H, além

de banda larga em 3486 cm™' caracteristica de v de grupo hidroxila.

T (oV)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Namero de onda {cm'1}

Figura 2.71: Espectro de F3 (Friedelinol+Friedelina) obtido no IV (KBr).

O espectro de RMN de 'H (Figura 2.72, pag. 106) mostra varios sinais
correspondentes a grupos metila entre o4 0,73 e 1,17, além de sinal em &y 3,75

correspondente a hidrogénio ligado a carbono alcodlico, indicando que a amostra

nao estava pura.
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O espectro de RMN de "*C (Figura 2.73, pag. 107) e o subespectro DEPT-135
(Figura 2.73 pag. 107) indicaram a presenca de 50 sinais confirmando que F3 trata-
va-se de uma mistura.

O espectro de RMN de 'H e de 'C, a feicdo do espectro no IV e a
comparagao em CCD com amostras auténticas permitiram identificar F3, F4 e F8
como sendo uma mistura de friedelina e friedelinol, dois TTPC pertencentes a classe
dos friedelanos, comuns em Celastraceae (DUARTE, 2000; VIEIRA FILHO 2001).
Com base nestas informacdes, a determinagao estrutural das amostras foi realizada
comparando-se os dados de RMN de '*C obtidos com os ja descritos na literatura
(Tabela 2.12, pag. 105).
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Tabela 2.12: Atribuicdo dos sinais de RMN de "*C de F3 (Friedelina e Friedelinol)

baseando-se nos dados descritos na literatura, (CDCl3; 200 MHz).

Carbono n° 8§ °C de F3 2, 8¢ 3a-Friedelinol ®. 8¢ Friedelina
Friedelina Friedelinol

1 22,54 - 19,76 22,31

2 41,95 - 37,00 41,56
3 - 73,01 71,11 212,08
4 58,47 53,43 53,41 58,30
5 - 38,06 38,12 42,17
6 41,53 41,79 41,53 41,38
7 - - 17,92 18,29
8 53,34 53,34 53,00 53,18
9 37,68 37,34 37,05 37,52
10 59,71 61,57 60,25 59,58
11 35,87 35,79 35,57 35,69
12 30,76 30,88 30,64 30,55
13 39,91 38,53 38,31 39,77
14 38,61 39,53 39,70 38,37
15 32,66 32,57 32,38 32,50
16 36,25 36,31 36,12 36,08
17 30,26 30,26 30,01 30,05
18 43,04 42,41 42,88 42,90
19 35,58 35,41 35,36 35,40
20 28,43 28,43 28,16 28,20
21 33,05 33,05 32,88 32,86
22 - - 39,27 39,30
23 7,09 11,89 10,22 6,80

24 16,03 14,91 14,63 14,60
25 17,79 18,21 18,17 17,97
26 20,51 20,38 20,18 20,27
27 18,50 18,92 18,68 18,66
28 32,34 32,34 32,13 32,13
29 35,29 35,29 35,02 35,03
30 - - 31,86 31,81

@ Salazar et al, Magnetic Resonance in Chem.2000; 38:977-980; (CDCl3; 400 MHz)
b Duarte, P. L., Tese Doutorado, Departamento de Quimica, UFMG, 2000; (CDCls; 400 MHz); (-): valores
nao localizados no espectro
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Figura 2.72: Espectro de RMN de 'H de F3 (friedelina + friedelinol) (CDCls; 200

MHz). Em destaque ampliagédo da regiao entre &4 0,6 e 2,4.
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Figura 2.73: Espectro de RMN de *C de F3 (friedelina + friedelinol) (CDCls; 50
MHz).
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Figura 2.74: Subespectro DEPT-135 de F3 (friedelina + friedelinol) (CDCls; 50 MHz).
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F6: Mistura de ésteres de cadeia longa

F6 foi obtido durante o fracionamento da CC do IFH e apresentou-se como
um material esbranquigcado e de ponto de fusdo 51-57 °C. O espectro no IV (Figura
2.75) apresenta feicdo caracteristica de éster de cadeia longa com bandas de
absorgdo em 3000-2900 cm™, correspondentes a vc.y de estruturas alifaticas e

absorgdes em 1734 e 1171 cm™ referentes a grupo éster.
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Figura 2.75: Espectro obtido no IV de F6 (mistura de ésteres de acidos
graxos) (NaCl).

Estas informagdes sugerem que F6 seja constituida por uma mistura de
ésteres de cadeia longa. Para caracteriza-los a amostra foi analisada por CG-EM de
acordo com metodologia descrita na pag. 114. Foram utilizados como padrao os
ésteres miristato de metila (C14:0), palmitato de metila (C16:0), estearato de metila
(C18:0), oleato de metila (C18:1), linoleato de metila (C18:3) e licosonoato de metila
(C20:0). O cromatograma obtido (Figura 2.76, pag. 109) permitiu identificar na
amostra, cinco dos seis padroes utilizados na analise (Tabela 2.13, pag. 109). A
analise dos resultados permitiu identificar em F6 a presenga de miristato de metila,
palmitato de metila, oleato de metila, linoleato de metila, licosonoato de metila,
conforme apresentado na Tabela 2.13 (pag.109). Hidrocarbonetos e TTPC foram

identificados também através dos padroes de fragmentacéao.
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Figura 2.76: Cromatograma de F6 obtido por CG-EM em aparelho Shimadzu, CG-
MS QP5050, coluna DB-5 de 30 m x 0,25 mm di x 0,5 ym. 220 °C no injetor e
240 °C na interface. Rampa de 60 °C a 290 °C acrescida 3 °C/min 25,67 min.
Fluxo de 1,0 mL/min.

Tabela 2.13: Dados obtidos por CG-EM para F6 e padrées de ésteres de acidos
graxos (C14:0, C16:0, C18:0, C18:1, C18:3, C20:0)

N° Pico Nome da substancia ou classe TR % total TR dos padroes

1 Dodecanoato de metila 29,961 1,1

2 Miristato de metila 37,832 2,2 37,892 (C14:0)
3 Palmitato de metila 45,050 10,3 45,029 (C16:0)
4 Estearato de metila 48,339 0,4 50,515 (C18:0)
5 Oleato de metila 50,721 3,6 50,728 (C18:1)
6 Decanoato de metila 50,887 0,6

7 Fitol 51,131 1,3

8 Linoleato de metila 51,557 2,8 51,585 (C18:3)
9 Hidrocarboneto 56,741 0,4

10 Licosonoato de metila 57,553 1,0 57,566 (C20:0)
11 Hidrocarboneto 59,575 0,5

12 Hidrocarboneto 62,307 1,4

13 Hidrocarboneto 63,088 1,3

14 Hidrocarboneto 67,473 1,1

15 Hidrocarboneto 72,290 4,8

16 TTPC 74,095 1,7

17 Hidrocarboneto 74,488 4.4

18 TTPC 75,336 52

19 TTPC 76,125 13,3

20 Hidrocarboneto 76,809 8,1

21 Hidrocarboneto 79,109 6,0

22 Hidrocarboneto 81,939 4,6

23 TTPC 85,119 3,0
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F9, F10: Acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico

F9 foi isolado do extrato hexanico das folhas de M. imbricata e apresentou-se
como um sélido branco de ponto de fusdo 176-179 °C. O espectro no IV (Figura
2.77) apresenta banda de absorgdo em 3434 cm™ referente ao v O-H e em 1706 cm’

! referente & v C=0. Mostrou ainda bandas em 2931 e 2866 cm™ correspondentes

ao v C-H de composto alifatico.
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Figura 2.77: Espectro de F9 (acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico) obtido no IV (KBr).

No espectro de RMN de 'H (Figura 2.78, pag. 111), observa-se a presenca de
sete simpletos &4 1,17, 1,01, 0,99, 0,98, 0,95, 0,88, 0,79 e um tripleto em o6y 0,78 (J=
7,5 Hz) num total de oito grupos metilicos. Observou-se ainda a presenga de um
duplo duplo dupleto em &4 2,39 (J= 8,56, 8,12 e 1,2 Hz) referente a dois hidrogénios
que estdo ligados possivelmente ao carbono o a carbonila devido ao seu

deslocamento quimico.
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A presenca de um tripleto em &4 0,78 (J= 7,5 Hz) referente a um grupo metila
vizinho de um grupo metilénico sugeriu a abertura de um dos anéis no TTPC.
Estas informacbes aliadas a auséncia de sinais na regido de hidrogénios

olefinicos, sugeriu tratar-se de um triterpeno pertencente a classe dos friedelanos.

Conn 1N

23

Figura 2.78: Espectro de RMN de 'H de F9 (Acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico)
(CDCl3; 400 MHz). Em destaque ampliagdo da regido entre oy
2,41¢e0,78.
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O espectro de RMN de *C (Figura 2.79) e o subespectro DEPT-135 (Figura
2.80, pag. 113) mostram 29 sinais de carbono, sendo oito metilicos, 12 metilénicos,

trés metinicos e seis ndo hidrogenados.
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Através da analise dos mapas de contornos HMQC (Figura 2.81, pag. 115) e
HMBC (Figura 2.82 e 2.83 pags. 116 e 117) foi possivel atribuir os sinais de todos os
hidrogénios e carbonos da molécula.

O mapa de contornos HMBC (Figura 2.83, pag. 117) mostra a correlagao do
sinal de hidrogénio em &y 2,39 (2H) com os sinais de carbono em &¢c 21,03 e 179,63.
O sinal de carbono em o 179,63 foi atribuido a carbonila de um acido carboxilico,
sugerindo a existéncia de um sistema do tipo CH,-CH,COOH, possivelmente no anel
A. Desta forma, o sinal em ¢&c 179,63 foi atribuido a C-3, em &¢ 37,49 (64 2,39) a C-2
eem & 21,03 a C-1.

O sinal de hidrogénio em &4 0,78 (t) correlaciona-se por HMQC com o sinal de
carbono metilico em &c 7,60, logo este pode ser o C-23.

O sinal de hidrogénio em oy 0,78 (H-23) correlaciona-se por HMBC com os
sinais de carbono em o&¢ 36,05 (C-4) e 37,81 (C-5). Os sinais de carbono em o&¢
36,05 (C-4) e 37,81 (C-5) mostram correlagbes com o sinal de hidrogénio em &4 0,79
que pode entdo ser atribuido a metila H-24 (Figura 2.83, pag. 117). O sinal em &4
0,79 (oc 19,33; C-24) correlaciona-se com os sinais de carbono em & 39,28 (C-6) e
59,78 (C-10).

A atribuicdo de C-10 permitiu localizar a metila 25, através da correlagédo de
C-10 (oc 59,78) com o hidrogénio metilico em &4 0,88, que foi entdo atribuido a H-25
(oc 17,93) (Figura 2.83, pag. 117). O sinal em &4 0,88 (H-25) mostra correlagéo por
HMBC com os sinais de carbono em & 39,02 (C-9), 35,28 (C-11) e 52,96 (C-8). Este
ultimo correlaciona-se com o sinal de hidrogénio em 64 0,98 (oc 20,15), que foi
atribuido a H-26 (Figura 2.83, pag. 117). Tal correlacdo permitiu corrigir a atribuicao
incorreta de H-26, feita por Vieira Filho (2001), que atribuiu ao H-26, &c 18,61.

O sinal em &4 0,98 (¢ 20,15; C-26) correlaciona-se com os sinais de carbono
em & 38,89 (C-14), 39,60 (C-13) e 32,25 (C-15).
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Figura 2.81: Segao expandida do mapa de contornos HMQC de F9 (Acido 3,4-seco-
friedelan-3-6ico), regido entre o4 0,5 e 2,5 (CDCls; 400 MHz).
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Figura 2.83: Secdo expandida do mapa de contornos HMBC de F9 (Acido 3,4-seco-
friedelan-3-6ico), regido entre 64 0,6 e 2,5 (CDClIs; 400 MHz).

O espectro de Massas (Figura 2.84, pag. 118) apresenta picos em m/z 444
IM]™ (2,77%), 429 [M-15] (8,46%), 218 (27,06%), 205 (20,41%), 149 (21,78%), 109
(53,36%), caracteristicos de TTPC da série friedelano (Esquema 2.5, pag. 118)
(MATHE et al., 2004; SHIOJIMA, et al., 1992).



Fitoquimica — Determinagao Estrutural 118

100% -+ ss
3 89 93
] 81
=2 ]
&= 109
o ]
S 123
E 145 AMEIE
] FB { 429
. 177
1 s 1Y 245 Ao 388 415[444
100 200 300 400 500 800 700

miz

Figura 2.84: Espectro de massas de F9 (acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico).

Cromatografo CG-17A- CG-EM QP5050. Analise por insercédo direta no EM, El, 70
eV. Temperatura 240 °C na interface. Faixa de andlise do EM foi de 50 a 700

Daltons.
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Esquema 2.5: Provaveis caminhos de fragmentagdo para F9 (acido 3,4-seco-
friedelan-3-6ico) (SHIOJIMA, et al., 1992).

O espectro obtido no IV, a analise criteriosa dos espectros de RMN e dos
mapas de contornos HMBC e HMQC, bem como a comparagdo com os dados da
literatura (Tabela 2.14, pag. 119) e o espectro de Massas permitiram propor para F9
a estrutura do acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico. Triterpenos do tipo 3,4-seco-friedelan-
3-6ico ja haviam sido relatados na literatura para a familia Celastraceae. Vieira Filho
(2001) isolou os compostos 3,4-seco-friedelan-3-dico e 3,4-seco-28-hidroxi-friedelan-

3-6ico (pag. 119) das folhas de Austroplenckia polpunea.
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Tabela 2.14: Atribuicdo dos sinais de RMN de C *C de F9 (Acido 3,4-seco-

friedelan-3-6ico) e comparagao dos deslocamentos quimicos de RMN

com os dados da literatura

Cn 5°CF9 DEPT HMBC 5 'H 2.57°C
1 21,03 CH, H-2 1,59 21,09
2 37,49 CH; 2,39 (ddd; 8,56; 37,24
8,12; 1,2 Hz)

3 179,63  C=0 H-2 178,78
4 36,05 CH, H-23; H-24 1,12;1,37 36,18
5 37,81 C H-23; H-24 37,90
6 38,89 CH, H-24 1,17; 1,55 39,05
7 18,08 CH H-6 1,41 18,67
8 52,96 CH H-25; H-26 1,26 53,07
9 39,02 C H-25; H-29 39,14
10 59,78 CH H-25; H-24 0,86 59,89
1 35,28 CH, H-25 1,45 35,28
12 29,71 CH, H-27 1,29 30,27
13 39,60 C H-18; H-26; H-27 39,70
14 38,89 C H-26; H-27 38,40
15 32,25 CH H-26 1,30;1,54 32,38
16 36,05 CH, H-28 1,39 36,15
17 30,19 C H-28 30,07
18 42,78 CH H-27; H-28 1,57 42,97
19 35,14 CH, H-30 1,26 35,39
20 28,16 c H-30 28,20
21 32,80 CH, H-29; H-30 1,34:1,50 32,95
22 39,28 CH, H-28 0,97;1,55 39,34
23 7,60 CH; H-4 0,78 (t; 7,5 Hz) 7,60

24 19,33 CHs H-10 0,79 (s) 19,50
25 17,93 CHs H-10 0,88 (s) 17,96
26 20,15 CH; H-8 0,98 (s) 18,61

27 18,76 CHs 1,01 (s) 18,74
28 32,10 CHs H-22 1,17 (s) 32,16
29 34,99 CH; H-30 0,95 (s) 34,98
30 31,84 CHs H-29 0,99 (s) 31,88

@ VIEIRA FILHO, et al., Magn. Reson. Chemistry, v.39, p. 746-748, 2001.
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F12: Epicatequina- 3, 3’, 4’, 5, 7-penta-hidroxiflavanana

F12 foi isolado a partir do extrato em acetato de etila das folhas de M.
imbricata apresentando-se como um sélido alaranjado claro de ponto de fusdo 226-
228 °C. Apresentou teste com FeCl; positivo para taninos catéquicos (cor verde
escura intensa) e perfil em CCD igual ao observado para os padrdes de catequina e
epicatequina.

O espectro no IV (Figura 2.85) mostra bandas de absor¢do em 3500 — 3400
cm™' referentes a presenca de grupo hidroxila e bandas em 2931 cm™’,
caracteristicas de estiramento C-H alifatico. Mostra ainda bandas em 1620, 1520 e
1441 cm™ caracteristicas v c-c € vcec aromatico, bem como em 1144 cm™,

caracteristica de vc.o.
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Figura 2.85: Espectro de F12 (Epicatequina) obtido no IV (KBr).

O espectro de RMN de 'H (Figura 2.86, pag. 121) apresenta na regido de
hidrogénios aromaticos quatro dupletos localizados em 645,81 (J= 2,3 Hz); 5,84 (J=
2,3 Hz), um dupleto em 646,87 (J= 2,0 Hz) e um ddd em 644,08 (J=1,4, 3,1 e 4,6
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Hz) atribuido a H-3, além de trés duplos dupletos em 642,63 (J= 2,52 e 16,76), o
2,75 (J= 4,52 e 16,76), atribuidos a H-4 e em &4 6,69 (J= 1,9 e 8,2 Hz) atribuidos a
H-6’.
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A analise do espectro de RMN de "*C (Figura 2.87) e do sub-espectro DEPT-
135 (Figura 2.88, pag. 123) permitiu detectar 15 sinais de carbono, sendo sete néo
hidrogenados, um metilénico e sete metinicos (Tabela 2.16, pag. 130).

[ |
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\

Figura 2.87: Espectro de RMN de "*C de F12 (Epicatequina) (MeOD; 100 MHz).
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Figura 2.88: Subespectro DEPT-135 de F12 (Epicatequina) (MeOD; 100 MHz).

Através dos mapas de contornos HSQC (Figura 2.89, pag. 124), HMBC
(Figura 2.90 pag. 125) e NOESY (Figura 2.91 e 2.92, pag. 126 e 127) e de suas
secoes expandidas, foi possivel atribuir os sinais de carbono e hidrogénio para a
molécula.

Pelo mapa de contornos HSQC, o sinal em & 29,40, referente ao carbono
metilénico, correlaciona-se com os sinais de hidrogénio em &4 2,75 e 2,63, sendo
atribuido a C-4.

Pelo mapa de contornos HMBC, os sinais correspondentes aos hidrogénios
H-4, mostram correlagcbes com os sinais dos carbonos metinicos em o&c 67,65 e
80,05, bem como com os sinais em ¢&c 100,25 (C-10), 157,84 (C-5) e 158,15 (C-9). O
sinal de carbono em oc 80,05 mostra correlagdo com os sinais de hidrogénios
aromaticos em 646,87 (H-2’), 6,69 (H-6’), e com os sinais em &y 2,75 e 2,63 (H-4),
sendo, portanto atribuido ao C-2. Logo, o sinal em &c 67,65 corresponde a C-3.

O sinal em &4 4,70 (H-2) correlaciona-se por HMBC com os sinais em o&c
158,15 (C-9), 132,45 (C-11), 119,56 (C-6’) e 115,50 (C-2’). Este ultimo sinal (&c
115,50) se correlaciona com os sinais em &4 6,71 (H-5) e 4,70 (H-2). O sinal em &4
6,69 (H-6’) mostra correlagdo com os sinais de carbono em &c 115,50 (C-2°), 116,06
(C-5’) e 145,95 (C-4’). O sinal em &4 6,71 (H-5) apresenta correlagdo com o sinal de
carbono em & 132,45 (C-11).
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Figura 2.89: Mapa de contornos HSQC de F12 (Epicatequina) (MeOD; 400 MHz).



Fitoquimica — Determinagao Estrutural

125

y

] Cdmn Sa@m
— ° @
H4/C3
o = d =
H2'/C2
N ¢ o /e
HEYC2
B o m H4IC10
_— = = ]
H5YC2 | 0/C2
—— | g® §/H5'f05‘! & _Harce
' | _H2ic11
— = Hs'C11 | =M
H2/C3esa | | _ o
3 WE‘IC?{&;C&_ a
'HeC4' 5 é
| HeicT _H2IC9 | Hales.ce
I
Hi
il
|
J\___J,l | A
’ | H2ic2
P
3 =yl=) e
ﬁ{F NS \ <) QK%}
H2/CE' }\ll N 5 . OH i
T ] g | H2CE
! .HO ; 8 g0 ¥ "
| AN J 5 “oH
1oH " |
6 \ "'l,,c.! H
5 4
ums ©H H2/C11
3 = Q)
H2/C3' e C4' | |
¥ Heice g |
] I @@3«5‘&3'904' | | I
| ! i : :
CB-“ —’.‘ 0 T 6[:3- T src o 5.5 L

- B0

=100

a4

pps

135

=140

| pom

Than ruipa:aiiii}_ Eil

I

H ]

SRR

¥
27

B

Ksggear  AEsgges
i

HE i

R

FLCET I T HLUEE
5, 4

g %

1
L

Assgpes i‘i

58 weggean

Figura 2.90: Mapa de contornos HMBC de F12 (Epicatequina). Em destaque
ampliagdo da regiao entre o4 7,5 e 4,5 (MeOD; 400 MHz).



Fitoquimica — Determinagao Estrutural 126

Observa-se pelo mapa de contornos NOESY (Figuras 2.91 e 2.92, pags. 126
e 127) que o sinal em &4 4,08 (H-3) correlaciona-se com os sinais em &y 6,87 (H-2’)
e oy 4,70 (H-2) indicando que estes hidrogénios localizam-se do mesmo lado na
molécula. Observa-se também correlagéo do sinal em &4 4,08 (H-3) com &4 2,63 (H-
4). Como H-3 correlacion-se com os dois hidrogénios de H-4, ele s6 pode estar na
posicao equatorial. Portanto, pode-se afirmar que o grupo hidroxila encontra-se na
posicao axial e o anel B na posigédo equatorial, ou seja, do mesmo lado.

Os dados obtidos através dos métodos espectrométricos € a comparagao
com aqueles disponiveis na literatura permitiram identificar F12 como sendo a

epicatequina, composto pertencente a classe dos flavonodides.

Figura 2.91: Mapa de contornos NOESY de F12 (Epicatequina) (MeQOD;
400 MHz).
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Figura 2.92: Ampliagao da regiao entre o4 7,0 e 4,0 (MeOD; 400 MHz) do mapa
de contornos NOESY de F12 (Epicatequina).

Tabela 2.15: Atribuicdo dos sinais de RMN de *C de F12 (Epicatequina)

Carbono n° 5"°C F12 DEPT HMBC 5 'H ag13c
2 80,05 CH H2'; H6"; H4’ 4,70 sl 79,40
3 67,65 CH H-2; H-4 4,08 ddd (J=1,4, 3,1 66,90

e 4,6 Hz)
4 29,40 CH> H-3; H4 2,75 dd (J=4,52;16,76); 2,63 29,10
eq dd (J=2,52; 16,76)
5 157,84 C H-4 157,40
6 96,06 CH H-8 5,81 d (J=2,3) 96,20
7 157,53 C H-8 157,40
8 96,58 CH 5,84 d (J=2,3) 95,70
9 158,15 C H-4; H-2 157,00
10 100,25 C H-3; H-8; H-4 99,70
11 132,45 C H-5; H-2 132,10
2 115,50 CH H-2; H-6’ 6,87 d (J=2,0) 115,20
3 146,11 C H-2": H-5' 145,20
4 145,95 C H-6' 145,20
5 116,06 CH H-6' 6,71dd (J=1,9 e 8,2 Hz) 115,50
6 119,56 CH H2"; H-2 6,69 dd (J=1,9 e 8,2 Hz) 119,40

@ Agrawal

, P. K., Carbon-13 NMR of Flavonoids,1989.
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F13: Oleo essencial das folhas

O dleo essencial das folhas (F13) obtido por hidrodestilagdo apresentou-se
como um liquido de aparéncia amarela, soluvel em hexano e CHCls.

O espectro no IV (Figura 2.93) apresenta absorcdes em 3000 a 2500 cm™
referentes a estiramento C-H de estrutura alifatica, em 1739, referente a v de C=0, e

1463 cm™, referente a 8¢, sd0 caracteristicos de ésteres graxos.
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Figura 2.93: Espectro de F13 (6leo essencial das folhas) obtido no IV (KBr).

A analise por CG-EM (Figura 2.94) permitiu a identificagdo dos compostos 13-
pineno (0,2%, pico 1), 24pineno (0,7%, pico 2), 2-feniltridecano (1%, pico 3), 3-

feniltridecano (6,1%, pico 4) e hexanodioato de dioctila (29,9%, pico 5).
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Figura 2.94: Cromatograma do 6leo essencial das folhas (F13) obtido por CG-

EM Aparelho Shimadzu, modelo CG-17A-CG-EM QP5050, coluna

cromatografica DB-5 de 30 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro
interno e 0,5 micron de espessura do filme.
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Se1 e Se2: Oleo das sementes e do elaiosoma

Os oOleos das sementes (Se1) e do elaiosoma (Se2) foram obtidos por
maceragao das amostras e extragdo com dois solventes (hexano e CHCI3). Tanto o
O0leo das sementes quanto aquele obtido do elaiosoma apresentaram aspecto
pastoso esbranquicado e espectros no IV com o mesmo perfil, apresentando bandas
em 3000 a 2800 cm™, referentes a estiramento C-H de alifaticos e, em 1740 cm™,

referente a carbonila, caracteristico de ésteres graxos (Figura 2.95).
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Figura 2.95: Espectro de O6leo das sementes (Se1) obtido na regido de
infravermelho (KBr).

A analise por CG-EM de Se1 e Se2 permitiu a identificagdo de varios ésteres
de acidos graxos (Tabela 2.16, pag. 130). De acordo com KUSMENOGLU, et al.,
(1989), esta composigao quimica exerce um alto poder de atragcéo para as formigas,
o que facilita assim sua dispersdo no meio ambiente, num processo denominado
mirmecoria.

Nao foi observada diferengca qualitativa nos compostos extraidos das
sementes e do elaiosoma com os dois solventes utilizados. A analise por CG-EM
das amostras mostrou que no oleo das sementes e elaiosoma predominaram os
ésteres dos acidos oléico, estearico e palmitico, semelhantemente a composigao
encontrada em diversas sementes de outras espécies de plantas, indicando que as
sementes de Maytenus imbricata também podem ser dispersas por mirmecoria
(KUSMENOGLU, et al., 1989).
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Tabela 2.16: Principais compostos dos 6leos de sementes (Se1) e elaiosoma (Se2)
extraidos com hexano (Se1H), (Se2H) e CHCI; (Se1C), (Se2C) de
Maytenus imbricata.

Composto Tr Se1H (%)  Se2H (%) Sel1C (%) Se2C (%)
Acido benzoico 11,928 4,41 3,25 0,14

Glicerol 14,143 0,22 0,29 0,43 0,86
Acido hexanodisico 21,067 3,88 6,58 13,44 19,44
Acido miristico 30,860 0,40 0,47 1,07 0,81
Palmitato de etila 34,302 1,49 0,37

Acido palmitoléico 35,242 2,04 0,74 0,89 0,76
Acido palmitico 36,211 15,07 9,50 8,72 513
Acido heptadecandico 38,164 0,31 0,39 0,27

Octadecanoato de etila 38,279 5,31

Octadecan-1-ol 38,630 0,35 0,58 0,64
Acido linoléico 39,753 13,46 12,93 4,89 0,78
Acido oléico 40,375 26,12 14,56 6,80 2,17
Acido estearico 40,875 14,43 3,87 3,30 2,58
Tetracosano 44,009 6,50 10,61 24 47 24,21
Acido eicosandico 44,635 0,70 1,06 0,81
Esqualeno 51,632 0,22

Ac. Tetracosandico 52,142 0,20 0,47 0,91 1,68
Estigmasterol 61,443 0,66 1,32 0,62 1,68

Compostos identificados por CG-EM nos extratos de M. imbricata

Os compostos abaixo relacionados foram identificados nos extratos das
folhas, IFCI, IFEt, IFACE e dos galhos, IGEt e IGACE de M. imbricata apds serem
analisados por CG- EM (procedimento descrito pag. 156).

IFCI: &cido palmitico (25,51%) e acido estearico (12,77%).
IFEt: acido adipico (19,11%), ribitol (16,03%), D-sorbitol (26,67%) e eicosano

(26,52%).

IFACE: acido adipico (24,92%), D-sorbitol (11,31%), n-octadecano (33,11%) e
eicosano (23,95%).
IGEt: acido adipico (14,13%), D-sorbitol (41,78%), acido palmitico (7,58%), B-D-

glicopiranose (15,04%) e eicosano (21,47%).

IGACE: acido adipico (18,20%), acido palmitico (9,69%) e n-octadecano (48,38%).
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2.2. PARTE EXPERIMENTAL

2.2.1. METODOS GERAIS

Os critérios de pureza adotados foram: faixa de fuséo, visualizagdo de uma
unica mancha em cromatoplaca com variagcdo de eluentes e bandas bem definidas

no espectro obtido na regiao do V.

A proporcao da amostra e fase estacionaria (FE) foi em geral de 1:50 quando
se utilizou silica gel 60 (70-230 Mesh). Foram utilizadas, ainda como fases
estacionarias: silica gel 60 (230-400 Mesh) para cromatografia rapida, placas de
silica gel 60G para cromatografia em fase delgada com indicador de fluorescéncia

F254 nm (0,25 mm) em suporte de vidro, ativadas a 100 °C.

Como reveladores das cromatoplacas utilizaram-se luz ultravioleta, camara
saturada com vapor de iodo, solu¢do de vanilina/acido perclérico 3%, reagente de
Liebermann Burchard e acido fosfomolibidico. Os solventes utilizados na
cromatografia em coluna foram todos P. A., destilados e secados previamente com

sulfato de magnésio anidro P. A. (VETEC) quando necessario.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho MQAPF-301/Micro
Quimica, sem corregdes, do Laboratério de Analise e Sintese de Agroquimicos
(LASA), Universidade Federal de Vigosa (UFV) e aparelho Metler FP82, equipado
com processador Metler FP800 pertencente ao Departamento de Quimica (DQ) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos utilizando-se
espectrometro Perkin EImer 1000 em pastilhas de KBr ou filme em janela de NaCl,
pertencente ao DQ da UFV e espectrometro Shimadzu IR408 pertencente ao DQ da

UFMG em pastilhas de KBr ou filme quando necessario.
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Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos em
espectrémetro Bruker AVANCE DPX 200 e DRX 400 do DQ da UFMG.

As anadlises por cromatografia gasosa e espectrometria de Massas foram
realizadas em aparelho Shimadzu, modelo CG-17A- CG-MS QP5050, coluna
cromatografica DB-5 de 30 m de comprimento e 0,25 mm de didmetro interno e 0,5
um de espessura do filme, pertencentes ao LASA, na UFV. As condi¢cdes usadas
foram temperaturas de 220 °C no injetor e 240 °C na interface. A programacéo da
temperatura de realizacdo das andlises foi de 60 °C a 290 °C sendo acrescida de 3
°C por minuto durante 25 min. O fluxo do gas foi de 1,0 mL/min. A faixa de analise
do espectrémetro de Massas foi de 30 a 600 Daltons. No caso de condicdes

diferentes estas sdo especificadas ao longo do texto.

A analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em
aparelho Varian, modelo ProStar 210, utilizando coluna cromatografica C-18, de fase
reversa com 25 cm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, particula de 5 um
de tamanho e poros de 100 A, pertencentes ao LASA/UFV. Foram utilizadas as
seguintes condicdes: fase moével (FM) agua (A) e acetonitrila (B) com gradiente de
eluicdo iniciando com mistura A:B (90:10) (tempo (t) = 0 min), A:B (80: 20) (t = 5
min), A:B (75:25) (t = 10 min), A:B (0:100) (t = 15 a 20 min) e fluxo da FM 1,0 mL/min
e detector DAD (UV 280 nm).

A avaliagdo da atividade inibitéria da sintese de ATP foi realizada em
colaboracdo com o prof. Blas Lotina-Hennsen da Universidade Nacional Autbnoma
do Meéxico (UNAM). A avaliagcdo da atividade tripanocida foi realizada em
colaboragdo com a Profa. Sueli Fumie Ogatta da Universidade Estadual de Londrina
(UEL).

2.2.2. ESTUDO FITOQUIMICO DE Maytenus imbricata

O material vegetal foi coletado na regidao de Ouro Preto, Morro do Santana,
municipio de Ouro Preto, Minas Gerais. As plantas foram identificadas pelas Prof®°.
Dra. Rita Maria de Carvalho Okano do Departamento de Botanica da Universidade

Federal de Vigosa (UFV) e Maria Cristina Teixeira do Departamento de Botanica da
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Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Uma exsicata do material encontra-se
depositada no herbario do Departamento de Botanica da UFV, sob o numero 27780.

As indicacbes dos solventes usados na preparacao dos extratos e eluicao das
colunas foram feitas empregando as letras H, Cl, AcE, DCM, Et e Me para os
solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila, diclorometano, etanol e metanol,

respectivamente.

2.2.3. PREPARAQAO DOS EXTRATOS DOS GALHOS E CAULE DE Maytenus
imbricata (IGH)

Apoés a coleta, a planta foi seca a temperatura ambiente sendo seus galhos-
caule, raizes e folhas separados, moidos e pesados, fornecendo as seguintes
quantidades: 678,71 g de folhas, 883,36 g de galhos e caule e 107,12 g de raizes.

Os galhos-caule moidos foram submetidos a extragcdes exaustivas com
solventes em ordem crescente de polaridade, em percolador, sob temperatura
ambiente. Os respectivos extratos foram preparados de acordo com o Fluxograma
2.1.

Galhos + caule moidos
m = 883,36 g

IGHs 1 (m =5,07 g LB+) «——— 1. Extragdo com hexano
IGHs 2 (m = 3,22 g LB+) 2. Remocao do solvente

Extrato hexanico (IGH)
m = 14,20 g LB+ Torta 1

1. Extracdo com acetato de etila
2. Remocao do solvente

G1(M=750g) = | |

Extrato em acetato de etila (IGAc)
m = 14,75 g LB+ Torta 2

1. Extragdo com etanol
2. Remogéao do solvente

Extrato etandlico (IGEt)
m =13,10 g LB+

Fluxograma 2.1: Preparagdo dos extratos dos galhos + caule de Maytenus
imbricata. LB + = teste de Liebermann-Burchard positivo para TTPC.
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2.2.3.1. ELABORACAO DO SOLIDO OBTIDO NA REMOCAO DO SOLVENTE DO
EXTRATO HEXANICO DOS GALHOS E CAULE DE M. imbricata (IGHS)

Durante a remocgao do hexano, foi observada a precipitacdo de 2 solidos
denominados IGHs1 e IGHs2. A analise por CCD destes sélidos, utilizando varios
sistemas de eluentes e os espectros no IV das amostras mostrou que ambas
tratavam-se da mesma substancia, que foram entdo renomeadas como IGHs.

A amostra IGHs foi submetida a CC (COLUNA 1), usando silica gel 60 (70-
230 Mesh) e os eluentes benzeno (B), H: AcEt (7:3), H: AcEt (1:1), AckEt,
AcEt:metanol (MeOH) (7:3) e MeOH. Foram recolhidas 33 fragbes no total, sendo as
23 primeiras benzénicas de 150 mL cada, nas demais recolheu-se aproximadamente
500 mL. O andamento da coluna foi acompanhado por CCD e as fragdes reunidas
de acordo com os resultados observados nas cromatoplacas, totalizando 11 grupos
(Fluxograma 2.2, pag. 136).

» GRUPO 1: As fragdes 1 e 2 foram reunidas e apresentaram-se como
um solido esbranqui¢cado (118 mg) que foi recromatografado em CC (COLUNA 2)
utilizando silica gel 60 (230-400 Mesh) e DCM como eluente. Foram recolhidas 29
fracdes de 5 mL que, posteriormente, foram reunidas em 5 grupos de acordo com as
caracteristicas observadas em CCD (Fluxograma 2.2, pag. 136). Durante a eluicéo
da coluna houve a cristalizagao no bico da mesma de um sdélido branco chamado de
G2, que apresentou um unico ponto em CCD em sistemas diferentes de eluentes,
sendo entdo enviado para analises espectroscopicas. As fragdes de 14-22 (18 mg)
apresentaram mesmo perfil cromatografico que G2. Através das analises
espectroscopicas G2 foi identificada como 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al.

» GRUPO 2: O material deste grupo (fracdo 3) apresentou-se como um
sélido branco impuro pela analise por CCD, que foi entdo recristalizado em uma
mistura de hexano e 10 gotas de CHCI;, fornecendo 81,3 mg de um sdlido branco
(ainda impuro) que foi recromatografado em CC (COLUNA 3) utilizando silica gel 60
(70-230 Mesh) e os eluentes H, H:AcEt (9:1), H:AcEt (7:3), H:AcEt (1:1), AcEt:MeOH
(7:3) e MeOH. Foram recolhidas 28 fracdes de 10 mL cada que foram reunidas em 5
grupos de acordo com as caracteristicas observadas em CCD (Fluxograma 2.2, pag.
136). As fragdes 10-12 apresentaram uma unica mancha em CCD em sistemas
diferentes de eluentes, sendo entdo enviadas para analises espectroscopicas

(RMN), porém nao foi possivel a realizagdo das mesmas devido a pequena
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quantidade da amostra. As demais fragdes nao conduziram ao isolamento de
nenhuma substancia.

» GRUPO 3: As fragbes 4-7 apresentaram-se como um 0leo viscoso
amarelado que, apos ser secado em aparelho de Abdem-Haldem, adquiriu aspecto
de um sdélido brilhante em forma de agulhas, denominado G3. A analise por CCD e
CG-EM mostrou que G3 tratava-se de uma mistura de TTPC lupanicos, identificados
posteriormente como 11a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona e 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al e
30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona.

» GRUPO 4. As fragbes 8-11 foram submetidas a recristalizagao
empregando a mistura de hexano:acetato de etila (2:1). Obteve-se um sélido branco
(21,8 mg) denominado de G7 que estava aparentemente puro. Novas avaliagbes por
CCD mostraram que G7 apresentava perfil cromatografico semelhante a mistura das
substancias G4 e G5, isoladas no grupo 5. A andlise dos espectros no IV, aliada a
determinacdo da temperatura de fusdo mostrou que G7 tratava-se da mistura dos
lupanos 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona e 11 a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona.

» GRUPO 5: As fragdes 12-14 e 15-23, embora tenham apresentado
mesmo perfil cromatografico, foram recromatografadas separadamente em CC
(COLUNA 4, e COLUNA 5, respectivamente) utilizando silica gel 60 (70-230 Mesh) e
os eluentes H:AcEt (8:2). Foram recolhidas 108 fracbes na coluna 4 e 156 fragdes
na coluna 5, de 10 mL cada que foram reunidas de acordo com as caracteristicas
observadas em CCD (Fluxogramas 2.3 e 2.4 pag. 137). Foi possivel a separacao de
duas substancias denominadas G4 (268,5 mg) e G5 (39,2 mg), identificadas
posteriormente como 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona e 11 a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-
ona, respectivamente.

» GRUPO 6: A fragao eluida com a mistura B:H:AcEt (2:7:3) apresentou-
se como um solido branco (3 mg), com uma unica mancha em CCD em sistemas de
diferentes eluentes. Analises espectroscopicas permitiram identifica-lo como
quantidade adicional de G7 (mistura dos lupanos 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona e
11 a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona).

» GRUPO 7: Na fragdo eluida com H:AcEt (7:3) foi adicionado CHCls,
apos repouso por 24 horas, cristalizou um sélido branco (25 mg) que foi
recromatografado em CC (COLUNA 6), utilizando silica gel 60 (230-400 Mesh) e
eluida com a mistura H:AcEt (4:1). Foram recolhidas 35 fragdes que puderam ser
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reunidas em 4 grupos de acordo com as caracteristicas observadas em CCD
(Fluxograma 2.2). As fragbes 10-15 apresentaram perfil cromatografico semelhante a
G4 e foram enviadas para andlises espectroscopicas (RMN de 'H e RMN de *C),
porém, devido a pouca quantidade da amostra, nao foi possivel a identificacdo da
substancia. As fragbes 21-35 conduziram a um sélido branco (21 mg), denominado
G6, um TTPC identificado posteriormente como 33,30-di-hidroxilup-20(29)-eno.

» Os demais grupos ndo conduziram ao isolamento de nenhuma

substancia pura, sendo desprezados.

_ [P
GHs (2)1-4
GP1 L [ GP2
— GHs (1)1-2 > Coluna?2 GHs (2)5-9
118 mg
GP3
| GHs (1)10-13
GP2 GP4
L1 GHs (1)3 > Coluna 3 GP1 | GHs (1)14-22 | G2 (18 mg)
81,3 mg GHs (3)1-8 (4,3 mg)
| [ GP5
|| GP2 GHs (1)23-29
GP3 GHs (3)9 (3,4 mg)
—— GHs (1)4-7 G3 (200 mg) GP3
200 mg | GHs (3)10-12 (2 mg)
|| GP4
GP4 GHs (3)13-15(5,3 mg
L 1GHs (1)8-11 > G7 (21,8 mg)
Coluna 1 ~ |GHs (3)16-28 (4 mg)
IGHs3g [ |
GP5
GHs (1)12-14 > Colunade5
e 15-231,13 g
GP6
|| GHs (1)24-25 - G7
3 mg (3 mg)
GP7
——GHs (1)26-27 Coluna 6 GP1
—
210 mg (25 mg) GHs (6)1-9
| [ GP2
GP8 GHs (6)10-15
— GHs (1)29
25mg NEE
GHs (6)16-20
GP9 -
—{ GHs (1)30 |
26(m)g GHs (1)21-35 G6 (21 mg)
GP10
— GHs (1)31
4 mg
GP11
—IGHs (1)32-33
1mg

Fluxograma 2.2: Elaboracdo do precipitado IGHs obtido a partir dos galhos e caule
de Maytenus imbricata.
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Coluna 4
GHs (1) 12-14
310 mg

GP1
GHs (4)1-28 (12 mg)

GP2
GHs (4)29-38 (0,5 mg)

GP3
GHs (4)39-56 (176 mg)

GP4
GHs (4)57-61 (49 mg)

GP5

— |GHs (4)62-68 (21 mg)

GP6
GHs (4)69-108 (51 mg)

G4 (0,5 mg)

G5 (21 mg)

Fluxograma 2.3: Elaboracéo da fragao 12-14 obtida na CC do precipitado IGHs.

GP1
GHs (5)1-35 (17 mg)

Coluna b
GHs (1) 15-23
590,5 mg

GP2
GHs (5)36-50 (13 mg)

Fluxograma 2.4: Elaboracao da fragdo 15-23 obtida na CC do precipitado IGHs.

GP3
GHs (5)51-66 (268 mg)

GP4
GHs (5)67-121(275 mg)

GP5
GHs (5)122-156 (17,5 mg

f—

G4 (268 mg)

G5 (17,5 mg)
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2.2.3.2. ELABORA(;AO DO EXTRATO HEXANICO DOS GALHOS E CAULE DE
Maytenus imbricata (IGH)

O extrato hexanico dos galhos e caule de Maytenus imbricata (IGH)
apresentou perfii em CCD muito semelhante ao do sdlido IGHs analisado
anteriormente. O extrato hexanico dos galhos e caule (13,4 g) foi submetido a CC
(COLUNA 7), usando silica gel 60 (70-230 Mesh) e os eluentes H e AcEt puros ou
em misturas de polaridade crescente. Foram recolhidas 42 fragdes no total de 130
mL cada. O andamento da coluna foi acompanhado por CCD e as fragdes reunidas
de acordo com os resultados observados nas cromatoplacas, totalizando 10 grupos

(Fluxograma 2.5, pag. 139).

» GRUPO 1: As fragdes 1-3 apresentaram-se como um material pastoso
esbranquicado (93,3 mg) com espectro no |V caracteristico de éster graxo. A analise
por CCD evidenciou a presenca de varias manchas, de dificil separagdo. As analises
nao conduziram ao isolamento de nenhuma substancia pura.

» GRUPO 2: O material deste grupo (fracdo 4) apresentou-se como um
material pastoso esverdeado impuro, que foi recromatografado (480 mg) em CC
(COLUNA 8), utilizando silica gel 60 (70-230 Mesh) e os eluentes H:DCM (3:2).
Foram recolhidas 86 fracbes de 20 mL cada que foram reunidas em 7 grupos de
acordo com as caracteristicas observadas em CCD (Fluxograma 2.5, pag. 139). No
grupo 1 foi possivel a identificacdo do lupano 3 -esteariloxi-lupan-20(29)-eno (G11),
além de acidos graxos e hexacosano. O grupo 6 (fragbes 40-52; m =19 mgQ)
apresentou uma unica mancha em CCD em sistemas diferentes de eluentes, tendo
sido denominado de G8 e identificado como lupenona. As analises das demais
fragbes ndo conduziram ao isolamento de nenhuma substancia.

» GRUPO 3: As fragcdes 5-6 foram submetidas a recristalizacao,
empregando a mistura de hexano:acetato de etila (2:1). Obteve-se um sélido branco
(21,8 mg) denominado G9. A analise por CCD e EM mostrou que G9 tratava-se de
friedelina.

» GRUPO 4: As fragcbes 7-8 foram recromatografadas em CC (COLUNA
9) utilizando silica gel 60 (230-400 Mesh) e os eluentes H e AcEt puros ou em

misturas de polaridades crescentes. Foram recolhidas 42 de 10 mL cada que foram
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reunidas de acordo com as caracteristicas observadas em CCD (Fluxograma 2.6
pag. 140). Nao foi possivel a separagdo de nenhuma substéncia pura.

» GRUPO 5: As fragbes 9-14 apresentaram-se como um solido branco,
denominado G10 (20 mg) que precipitou apdés adigdo de AcEt. Quantidades
adicionais de G10 foram obtidas apds sucessivas adi¢des de AcEt, sendo os sdlidos
separados por filtragcdo e recristalizados em hexano. G10 exibiu teste com AICl3
positivo,

sugerindo a presenga de um nucleo flavonoidico, posteriormente

identificado como 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metil-9-xantona.

As andlises por CCD e dos espectros no IV dos demais grupos indicaram que
0s mesmos se tratavam de misturas dos lupanos ja isolados anteriormente e,

portanto, ndo foram trabalhadas.

6P | GP1
— 1GH(7)1-3 IGH(8)1-12 (180 mg > G11
93,3 mg
|| GP2
IGH(8) 13-15(15 mg)
GP2 —
L | IGH(([7)4 >~ ||
550(m)g Coluna 8 IGH(8)16-20 (35 mg)
GP4
GP3 | [IGH(8) 21-25 (17 mg
|| IGH (7)5-6 > G9
970 mg (21,8 mg) | GP5
IGH(8) 26-37(15 mg)
GP4 || GP6 _
—{ IGH (7)7-8 > Coluna 9 IGH(8)40-52 (19 mg) > G8 (19 mg)
600 mg
|| GP7
IGH(8) 43-84 (24 mg
GP5
Coluna 7 IGH (7) 9-14 s> G10
IGH13,4g |— 144 g 530m_g
GP6
L {IGH (7) 15-18 — | GP1
374 mg IGH (9)1-3 (1,8 mg)
GP2
GP7 ||
L [IGH (7) 19-20 IGH(9)4 (0,9 mg)
1,289
GP3
Coluna 9 | IGH(9)5 (1,7 mg)
P8 IGH (7) 7-8
-1 IGH (7) 21-23
189 48 mg GP4
| IGH(9)6-17 (14,9 mg)
GP9
GP5
IGH (7) 24-31 ||
1(,0)6 g IGH(9)18-41 (19,4 mg)
GP6
GP10
IGH (7) 32-42 IGH(9)42 (6,6mg)
4,459

Fluxograma 2.5: Elaboragao do extrato hexanico (IGH) dos galhos e caule de M.

imbricata.
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2.2.3.3. ELABORAC}AO DO SOLIDO OBTIDO NA REMO(;AO DO SOLVENTE DO
EXTRATO EM ACETATO DE ETILA DOS GALHOS E CAULE DE M.
imbricata (G1)

Durante a remocgao do acetato de etila, foi observada a precipitagcdo de um
s6lido denominado G1. A analise por CCD e o espectro no IV desta amostra indicou
tratar-se de uma substancia de natureza fendlica. O perfil cromatografico exibido por
G1, mostrou-se muito semelhante aquele apresentado para pré-antocianidina A. A
comparacgao dos espectros obtidos no IV e das CCD com amostra auténtica de proé-
antocianidina A indicaram que G1 tratava-se de uma mistura de pré-antocianidina A.

G1 foi entdo submetida a analise por CLAE, que permitiu a identificacdo de
varios picos correspondentes a monémeros e polimeros. Nao foi possivel entretanto,

a separacao dos compostos presentes nesta mistura.

2.2.4. PREPARACAO DOS EXTRATOS DAS FOLHAS DE M. imbricata (IFH)

Depois de secas as folhas foram moidas e submetidas a extra¢des exaustivas
com solventes em ordem crescente de polaridade em aparelho Soxhlet.

Os respectivos extratos foram preparados de acordo com o Fluxograma 2.6.

Folhas moidas
m=678,71g

1. Extragdo com hexano
2. Remogéo do solvente

IFHs (m=2,50 g |_B+)<—|

Extrato hexanico (IFH)
m =5,24 g LB+ Torta 1

1. Extragdo com cloroférmio
2. Remogéao do solvente

Extrato cloroférmico (IFCI)
m=1,51g LB+ Torta 2

1. Extragao com acetato de etila
2. Remogéo do solvente

Extrato em acetato de etila (IFAc)
Torta 3 m=11,88g

1. Extragado com etanol
F1(m=971mg) <«——— 2 Remogao do solvente

Extrato etanolico (IFEt)
m=230,26 g

Fluxograma 2.6: Preparacéo dos extratos das folhas de Maytenus imbricata.
LB + = teste de Liebermann-Burchard positivo para TTPC.
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2.2.4.1. ELABORAGCAO DO SOLIDO OBTIDO NA REMOGAO DO SOLVENTE DO
EXTRATO HEXANICO DAS FOLHAS DE M. imbricata (IFHs)

Parte do sdlido amarelo (500 mg) obtido durante a remogao do hexano (IFHs)
foi submetido a CC (COLUNA 10), usando silica gel 60 (230-400 Mesh) e os
eluentes H, AcEt puros ou em misturas de polaridades crescentes. Foram
recolhidas 61 fragdes no total, de 10 mL cada. O andamento da coluna foi
acompanhado por CCD e as fragdes agrupadas de acordo com os resultados
observados nas cromatoplacas. As fragbes foram divididas em 4 grupos

(Fluxograma 2.7, pag. 142).

» GRUPO 1: As fragdes 1-9 foram reunidas e apresentaram-se como um
sélido branco (31 mg) denominado F2. Observou-se apenas uma mancha em CCD
em sistemas de diferentes eluentes, sendo identificado posteriormente como
quantidade adicional de friedelina (G9).

» GRUPO 2: O material deste grupo (fragdes 10-23) apresentou-se como
um solido branco (167 mg) denominado F3. A comparagao dos espectros no IV e a
analise por CCD utilizando amostras auténticas de a-friedelinol e friedelina indicaram
tratar-se F3 de uma mistura de ambas substancias.

» GRUPO 3: O material deste grupo (fragdo 24-58) denominado F4,
apresentou-se como um solido branco, com perfil cromatografico semelhante a
mistura de friedelina e friedelinol. A analise por CCD utilizando amostras auténticas
de a-friedelinol e friedelina e a comparacao dos espectros no IV indicaram tratar-se
de quantidade adicional da mistura de ambas as substancias.

» GRUPO 4: O material deste grupo denominado F5, apds a evaporagao
do solvente, apresentou-se como um sélido misturado a clorofila. Apds ser lavado
com éter e eluido em CCD usando CHCI3; exibiu uma unica mancha nas
cromatoplacas que quando comparadas aos padrboes de a-friedelinol e friedelina, se
apresentaram mais polares que estes. A andlise desta amostra por RMN de 'H e de
3C indicou tratar-se de quantidade adicional do lupano 3,30-di-hidroxi-lup-20(29)-
eno (G6).
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GP1
| FHs (10)1-9 (31 mg) [ > | F2(31mg)

Coluna 10 || GP2
IFHs | | |FHs (10)10-23 (167 mg) | > F3 (167 mg)

500 mg

GP3
" |FHs (10) 24-58 (245 mg) [ > |F4 (245 mg)

] GP4
FHs (10) 59-61(41 mg) |—>| F5 (35 mg)

Fluxograma 2.7: Elaboracdo do IFHs obtido durante a remogao do solvente do
extrato hexanico das folhas de M. imbricata.

2.2.4.2. ELABORACAO DO EXTRATO HEXANICO DAS FOLHAS DE Maytenus
imbricata (IFH)

O extrato hexanico (5,2 g) obtido das folhas de Maytenus imbricata (IFH) foi
submetido a CC (COLUNA 11), usando silica gel 60 (70-230 Mesh) e os eluentes
hexano (H), acetato de etila (AcEt) e metanol (MeOH) puros ou em misturas de
polaridades crescentes.

Foram recolhidas 25 fragdes, de aproximadamente 120 mL cada. A evolucao
do processo de eluicdo da coluna foi acompanhada por CCD e as fragdes reunidas
de acordo com os resultados observados nas cromatoplacas, totalizando 11 grupos
(Fluxograma 2.8, pag. 146).

» GRUPO 1: As fragbes 1 e 3 foram reunidas e apresentaram-se como
um material esbranquigado e pastoso (168 mg) com espectro no IV caracteristico de
éster de acido graxo. O mesmo foi entdo submetido a transesterificacdo para
obtencdo dos respectivos ésteres metilicos de acordo com o procedimento que se
segue: 20 mg da amostra foram dissolvidos em 0,5 mL de THF em um tubo de
ensaio; em seguida, foi adicionado 1 mL da solugdo de metoxido de sodio 0,5 mol/L
preparada em metanol anidro e sédio metalico sendo o tubo aquecido a 50 °C por 10
minutos. Adicionaram-se entdo 50 pyL de acido acético glacial, e posteriormente, 3
mL de agua destilada. Os ésteres metilicos obtidos foram extraidos com hexano
(2x5 mL), sendo a fase orgénica secada com sulfato de magnésio anidro, contendo

10% de carbonato acido de potassio sélido e filtrada. O solvente foi removido em
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evaporador rotativo e o material, denominado F6, foi dissolvido em 0,5 mL de
hexano para analise em CG-EM, sendo identificado posteriormente como uma
mistura dos ésteres de acidos graxos miristato de metila (C14:0), palmitato de metila
(C16:0), estearato de metila (C18:0), oleato de metila (C18:1), linoleato de metila
(C18:3) e licosonoato de metila (C20:0), por comparagao direta com padroes.

» GRUPO 2: O material deste grupo (fracdo 4) apresentou-se como um
sélido branco impuro (10 mg) com muitas manchas em CCD. Na tentativa de se
purificar a amostra, a mesma foi lavada primeiramente com hexano e,
posteriormente, com éter etilico, sem, contudo apresentar resultados satisfatérios. A
complexidade e a pequena quantidade de amostra nos levaram a nao trabalha-la.

» GRUPO 3: Duas tentativas iniciais de recristalizagdo da fragao 5 (600
mg) usando a mistura de H:AcEt foram realizadas. Entretanto, ndo se obteve
sucesso, ja que a amostra nao se solubilizava totalmente. Numa terceira tentativa, a
amostra foi fracionada em duas partes de aproximadamente 300 mg. Estas entéo
foram submetidas a recristalizagdo separadamente, empregando a mistura H:AcEt
(2:1). Obteve-se um sélido branco (86 mg) denominado F7 e identificado como
quantidade adicional de friedelina (G9).

» GRUPO 4: A fragdo 6 (147 mg) apresentou-se como um soélido com
trés pontos em CCD em sistemas de diferentes eluentes; a amostra foi entédo
submetida a separacgao por CCDP, utilizando como eluentes a mistura H:DCM (2:1).
ApdOs a separacdo da amostra obteve-se um sélido denominado F8 em forma de
agulhas, identificado como quantidade adicional de friedelina (21 mg) (G9).

» GRUPO 5: A fragdo 7 (1,9 g) foi submetida a recristalizagdo
empregando a mistura de H, AcEt e seis gotas de CHCI3;. Apds a solubilizagdo da
amostra foi adicionado carvao ativo para a retirada de pigmentos. Obteve-se um
sélido branco (49 mg) denominado de F9 e, posteriormente, identificado como o
acido 3,4-seco-friedelan-3-oico.

» GRUPO 6: A fragdo 8 denominado F10 (103 mg) apresentou-se como
um sélido de perfil cromatografico muito parecido com a fragéo 7. A comparagao dos
espectros no IV de ambas amostras, bem como a CCD em diferentes sistemas de
eluentes indicou tratar-se da mesma substancia, identificada posteriormente como
quantidade adicional do acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico (F9).

» GRUPO 7: As fragdes 9-12 (320 mg) foram recromatografadas em CC
(COLUNA 12) utilizando silica gel 60 (70-230 Mesh) e eluida com a mistura H:DCM
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(1:2). Recolheram-se 28 fragdes que foram agrupadas em 4 grupos de acordo com
as caracteristicas observadas em CCD (Fluxograma 2.9, pag. 146). As fragdes 9-10
apresentaram-se como um solido branco (74 mg) denominado de F11, que, apds ser
recristalizado, foi submetido a analises espectroscopicas, indicando tratar-se de uma
mistura de lupanos TTPC. As demais fragdes ndo conduziram ao isolamento de
nenhuma substancia e ndo foram estudadas.

» GRUPO 8. As fragcdes 13-17 apresentaram-se como um material
pastoso (23 mg), com bastante clorofila e perfil cromatografico muito semelhante ao
grupo 9, porém mais complexo. A complexidade e a semelhanga com o grupo 9 nos
levaram a ndo estuda-la.

» GRUPO 9: As fracbes 18-19 apresentaram-se como um material
pastoso (790 mg), com bastante clorofila e perfil cromatografico muito semelhante ao
grupo 8. A amostra foi entdo recromatografada em CC (COLUNA 13), utilizando
silica gel 60 (70-230 Mesh) e os eluentes CHCI3, AcEt puros ou em misturas de
polaridade crescente. As fragdes foram agrupadas em 6 grupos de acordo com as
caracteristicas observadas em CCD (Fluxograma 2.9, pag. 147), totalizando 105
fracbes. O GP2 (fracbes 22-39 (98,1 mg)) foi recromatografado em CC (COLUNA
14), utilizando silica gel 60 (230-400 Mesh) e a mistura H:AcEt (5:1). Foram
recolhidas 35 fragbes, agrupadas de acordo com o perfil observado em CCD
(Fluxograma 2.10, pag. 147). A analise por CG-EM das fracbées C14/10 (9,5 mg),
C14/12-16 (14,4 mg) e C14/11, ndo conduziram a identificagdo de nenhuma
substancia. As demais fragdes nao conduziram ao isolamento de nenhuma
substancia.

A fracdo 105 (270 mg) da COLUNA 13 apos ser lavada com éter etilico,
originou um sélido branco (70 mg) que foi recromatografado em CC (técnica
cromatografica: coluna seca, COLLINS, 1997) (COLUNA 15), utilizando silica gel 60
(230-400 Mesh) e os eluentes H, EE, Me puros ou em misturas de polaridades
crescentes. Foram recolhidas 45 fragcbes, agrupadas de acordo com o perfil
observado em CCD (Fluxograma 2.9, pag. 147), porém nao conduziram ao
isolamento de nenhuma substéancia.

Todas as fragdes da COLUNA 13 apresentaram uma coloragao verde intensa,
sendo que, a partir da fracdo 40 até a 104, o aspecto das amostras era pastoso,
bem viscoso e, ao serem analisadas por CCD usando silica ou alumina,

apresentaram sob luz ultravioleta 365 nm uma coloragdo vermelha intensa,
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indicando a presenca de grande quantidade de clorofila. Estas fragdes nédo foram
estudadas.

» GRUPO 10: As fragdes 20-21 apresentaram-se como um material pastoso
(530 mg), com bastante clorofila. Uma tentativa para se retirar a clorofila foi realizada
empregando-se carvao ativo. A amostra foi solubilizada em AcEt e acrescida de
pequena quantidade de carvao ativo, sendo em seguida aquecida a 60 °C por 30
min. Novas CCD foram realizadas e mostraram que o procedimento foi ineficiente. A
amostra foi entdo recromatografada em CC (COLUNA 16), utilizando como eluentes
H:AcEt puros ou em misturas de polaridades crescentes. As fragbes foram
agrupadas em 4 grupos de acordo com as caracteristicas observadas em CCD
(Fluxograma 2.11, pag. 148), totalizando 117 fragdes. As fragbes 22-115 (66,7 mg)
denominada de F12 foram recromatografadas (COLUNA 17), utilizando silica gel 60
(230-400 Mesh) e a mistura H:AcEt (2:1). Foram recolhidas 25 fragbes, agrupadas
de acordo com o perfil observado em CCD (Fluxograma 2.12, pag. 148), sendo
possivel o isolamento de quantidade adicional de 3p,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno
(F5) nos grupos 4 e 6.

» GRUPO 11: As fragbes 22-25 apresentaram-se como um material pastoso
(1,74 g), com bastante clorofila. A amostra foi entdo recromatografada em CC
(COLUNA 18), utilizando a mistura H:AcEt:MeOH (7:4:1,5) na tentativa de se
diminuir a quantidade de clorofila presente na amostra. Foram recolhidas 28 fracbes
de 125 mL que foram agrupadas em 4 grupos de acordo com as caracteristicas em
CCD (Fluxograma 2.8, pag. 146). Todas as fragbes apresentaram o mesmo aspecto
pastoso da amostra inicial e com bastante clorofila, ndo sendo possivel a

identificacdo de nenhuma substéancia.



Fitoquimica- Parte Experimental

146

Coluna 11
IFH 5,2 ¢

GP1
- F6
IFH (11)1-3 >
168 mg (168 mg)
GP2
IFH (11) 4
10 mg
GP3
IFH (11)5 > F7
600 mg (86 mg)
GP4
IFH (11) 6 > F8
147 mg (21 mg)
GP5
IFH (11) 7 > F9
199 (49 mg)
GP6
IFH (11) 8 > F10
103 mg (103 mg)
GP7
IFH (11) 9-12 ——>| Coluna 12
320 mg
GP8
IFH (11) 13-17
23 mg
GP9
IFH(11)18-19 1 — | Coluna 13
790 mg
GP10
IFH (11)20-21 |——»| Coluna 16
530 mg
GP11
IFH (11) 22-25 >
1.74'mg Coluna 18

—IFH(12) 18-28 (17mg)

GP1

IFH(12)1-8 (28 mg)

TTIFH(12) 9-10(74 mg)

T IFH(12)11-17 (9 mg)

GP2

F11 (74 mg)

GP3

GP4

GP1
IFH(18) 1 (265 mg)

GP2
IFH(18) 2-4 (538 mg)

[ |IFH(18)5-9 (793 mg)

GP3

GP4
IFH(18) 10-28 (75 mg)

Fluxograma 2.8: Elaboracdo do extrato hexanico das folhas de Maytenus imbricata.
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| GP1
IFH (13)1-21 (18,7 mg)

GP2

| |IFH (13)22-39 (98,1 mg)I—V Coluna 14

GP3
Coluna 13 —IFH (13)40-84 (95,7 mg)l
IFH (8) 18-19

790 mg

- GP4
IFH (13)85-94 (85,5 mg)

GP1
GP5 IFH (15)1-34
IFH (13)95-104 (220 mg (2 mg)

GP2
GP6 .| Coluna 15
> IFH (15)35-39
70
IFH (13)105 (270 mg) mg 8,6 mg

GP3

IFH (15)40-45
(13,2mgq)

Fluxograma 2.9: Elaboracéo da fragao 18-19 obtida na CC do IFH.

GP1
IFH (14)1-3 (0,7 mg)

GP2
IFH (14)4 (0,6 mg)

GP3
IFH (14)5 (0,6 mg)

GP4
IFH (14)6 (1,2 mg)

GP5
IFH (14)7(3,3 mg)

Coluna 14
IFH (13) 22-39
82 mg

GP6
IFH (14)8-9(16 mg)

GP7

IFH (14)10(9,5 mg) CG-EM

Y

GP8
IFH (14)11(11 mg) > CG-EM

GP9
IFH (14)12-16(14 mg

CG-EM

Y

GP10
IFH (14)17-35(19 mg

Fluxograma 2.10: Elaboracgéo da fragao 22-39 obtida na CC do

FH.
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— GP1
IFH (16)1-21 (14,3 mg)
GP2
Coluna 16 IFH (16)22-115 (66,7 mgf > [Coluna 17
IFH (8) 20-21
530 mg - GP3
IFH (16)116 (44,2 mg)

GP4
IFH (16)117 (291 mg)

Fluxograma 2.11: Elaboracéo da fragao 20-21 obtida na CC do IFH.

Coluna 17
IFH(16)28-115
63 mg
[ | | | | |
GP1 GP2 GP3 GP4 GP5 GP6 GP7
IFH (17)1-2§| IFH (17)3 || IFH (17)4 ||{IFH (17)5-6]|IFH (17)7-9}|IFH (17)10-18}|IFH (17)19-25
(0,7mg) J| (3,3mg) || 8,6mg) || (132mg) || (11,3mg)}| (5,5 mg) (1,2 mg)
F5 F5
6 mg 2mg

Fluxograma 2.12: Elaboragéo da fragao 28-115 obtida na CC do IFH.

2.2.4.3. ELABORAC;AO DO EXTRATO CLOROFORMICO DAS FOLHAS DE M.
imbricata (IFCI)

O extrato cloroférmico (1,51 g) obtido das folhas de Maytenus imbricata (IFCI)
foi submetido a varias tentativas para diminuir a quantidade de clorofila como a
filtracdo da amostra em seringas contendo Fluorisil® e silica (70-230 mesh) e a
analise do extrato por CCD usando silica, alumina e sistemas de eluentes distintos.
Em todas as tentativas a mancha observada na cromatoplaca apresentava uma
cauda intensa e sem separacado suficiente para permitir seu fracionamento. Tais
resultados aliados a pequena quantidade do material obtido, comparado com os
galhos, nos levaram a analisa-lo por CG-EM. O IFCI foi entdo hidrolisado e

derivatizado (sililado) de acordo com o procedimento descrito na pagina 155.
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2.2.4.4. ELABORA(;AO DO EXTRATO EM ACETATO DE ETILA DAS FOLHAS DE
M. imbricata (IFAc)

Parte do extrato em acetato de etila (10,30 g) das folhas de Maytenus
imbricata (IFAc) foi submetida a CC (COLUNA 18), usando silica gel 60 (70-230
Mesh) e os eluentes hexano (H), éter etilico (EE), acetato de etila (AcEt) e metanol
(MeOH) puros ou em misturas de polaridades crescentes. Foram recolhidas 66
fragdes no total, de aproximadamente 125 mL cada. A evolucdo do processo de
eluicdo da coluna foi acompanhada por CCD e as fragdes reunidas de acordo com
os resultados observados nas cromatoplacas, totalizando 11 grupos (Fluxograma
2.13, pag. 152).

» GRUPOS 1, 2 e 3: As fragdes 1-3 (GP1, 35 mg), 4-5 (GP2, 16,6 mg) e
6-8 (GP3, 27,7 mg) apresentaram-se como um material pastoso, contendo muita
clorofila. Os espectros no IV exibiram bandas caracteristicas de éster de acido
graxo. Na tentativa de se diminuir a quantidade de clorofila presente, as amostras
foram submetidas a filtragdo em coluna utilizando Fluorisil® e eluentes hexano, éter
etilico. Todavia, a eliminacdo da clorofila ndo foi eficiente em nenhuma das
amostras, ndo sendo possivel o isolamento de nenhuma substancia pura. As
amostras foram entao sililadas e analisadas por CG-EM. Os compostos majoritarios
identificados foram:

GP1: acido nonadecandico (1,66%), acido palmitico (1,68%), 1,11
dodecadieno (4,41%) e estigmasterol (5,4%).

GP3: acido cinamico (10,40%), acido estearico (2,08%) e acido p-
hidroxibenzdico (27%).

» GRUPO 4: As fragdes 9-16 (25 mg) apresentaram-se como um material
pastoso, de cor marrom que foi recromatografado (COLUNA 19) utilizando silica
(230-400 Mesh) e como eluentes H, EE e AcEt puros ou em misturas de polaridade
crescente. As fragcbes nao conduziram ao isolamento de nenhuma substancia pura
(Fluxograma 2.13, pag. 152).

» GRUPO 5: As fragbes 17-19 (63 mg) apresentaram aspecto pastoso,
de cor alaranjada. A amostra foi submetida a cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP) (Fluxograma 2.14, pag. 153). Porém, as substancias obtidas nado
estavam puras e foram submetidas ao fracionamento por CC rapida utilizando silica
(230-400 Mesh) e como eluentes EE e DCM (7:1) (COLUNA 22 e 23,
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respectivamente) e a novas CCDP sem, contudo permitir o isolamento de nenhuma
substéancia pura (Fluxograma 2.14, pag. 153).

» GRUPO 6: As fragbes 20-23 (624 mg) apresentaram aspecto
gelatinoso, de cor alaranjada, com precipitagcado de um sélido, denominado F12 (42
mg), durante a evaporagao do solvente (EE:AcEt) (3:1) em banho-maria (40 °C) O
filtrado foi deixado em repouso (48 h) e quantidades adicionais de F12 foram
recolhidas (530 mg) na forma de cristais alaranjados. Testes com FeCls indicaram
que F12 possuia natureza fendlica. Analises espectroscopicas posteriores
permitiram identificar F12 como a epicatequina.

» GRUPO 7: As fragbes 24-35 (200 mg) apresentaram aspecto sélido de
cor vermelha, que foi recromatografado em coluna de gel de Sephadex LH20
(COLUNA 21) eluida com MeOH. Recolheram-se 32 fragdes de 10 mL que foram
agrupadas em 4 grupos de acordo com as caracteristicas observadas em CCD
(Fluxograma 2.13, pag. 152). Posteriormente, foram sililadas e analisadas por CG-
EM. A andlise dos quatro grupos ndo conduziu a identificagdo de nenhuma
substancia pura.

» GRUPO 8: As fragdes 36-40 (1,14 g) apresentaram aspecto pastoso de
cor vermelha, CCD e IV semelhantes aqueles obtidos para G1. As caracteristicas
desta amostra levaram a recromatografa-la em coluna de gel de Sephadex LH20
(COLUNA 20) eluida com AcEt e MeOH puros ou em misturas de polaridades
crescentes. Recolheram-se 216 fragdes de 20 mL que foram agrupadas em 10
grupos de acordo com as caracteristicas observadas em CCD (Fluxograma 2.15,
pag. 153). Os grupos 1 e 2 foram sililados e analisados por CG-EM (pag. 155).

No grupo 1 foi possivel identificar a presenga de hidrocarbonetos (34,26%),
acido palmitico (6,88%), acido estearico (5,18%) e acido miristico (2,10%).

No grupo 2 nao foi possivel identificar nenhuma substancia.

Os grupos 3, 4, 5 e 6 foram novamente recromatografados em coluna de gel
de Sephadex (COLUNAS 26, 27, 28 e 29, respectivamente), as fragdes recolhidas
foram agrupadas de acordo com o perfil observado em CCD, sililadas e analisadas
por CG-EM (pag. 155), porém nao foi possivel identificar nenhuma substancia.

» GRUPO 9: As fragdes 41-52 (2,96 g) apresentaram aspecto solido de
cor alaranjada. Analises por CCD e |V indicaram a presenga de compostos fendlicos.
A amostra foi entdo recromatografada em CC (COLUNA 24), utilizando gel de

Sephadex LH20 e MeOH como eluente. As fragdes recolhidas foram agrupadas em
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3 grupos de acordo com as caracteristicas observadas em CCD, totalizando 55
fragbes (Fluxograma 2.13, pag. 152). As analises dos grupos por CG-EM, apos
serem derivatizados, nao conduziram a identificagdo de nenhuma substancia.

» GRUPO 10: As fragbes 53-55 (3,9 g) apresentaram aspecto sdlido de
cor alaranjada. Analises por CCD e |V indicaram a presenga de compostos fendlicos.
A amostra foi entdo recromatografada em CC (COLUNA 25), utilizando gel de
Sephadex LH20 e MeOH como eluente. As fragbes recolhidas foram agrupadas em
8 grupos de acordo com as caracteristicas observadas em CCD, totalizando 124
fracdes (Fluxograma 2.16, pag. 154). Os grupos 1 e 2 foram submetidos a analise
por CLAE, entretanto nao foi possivel o isolamento de nenhuma substancia pura. Os
demais grupos apresentaram perfis cromatograficos semelhantes aos grupos 1 e 2,
e nao foram fracionados.

» GRUPO 11:. As fracbes 56-66 apresentaram aspecto solido de cor
alaranjada. Analises por CCD e IV indicaram a presenga de compostos fendlicos e o
perfil cromatografico semelhante ao observado para o grupo 10, ndo sendo portanto

fracionado.
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GP1
— IFAc (18)1-3
35mg

GP2
—1{ IFAc (18) 4-5
16,6 mg

GP3
1 IFAc (18) 6-8
27,7 mg

GP4
L 1IFAc (18) 9-16
25,2 mg

Coluna 18

IFAc 10,30 g

GP5

L {IFAc (18)17-19
63,1 mg

Coluna 19

GP6
L1IFAc (18)20-23
624 mg

CCDP

GP1
IFAC (19)1-2 (2 mg)

GP2
IFAC (19)3-6 (7 mg)

GP3
IFAc (19)7-17 (7 mg)

GP4
IFAC (19)18-31(10 mg)

|| IFAC (19)32-44(6 mg)

GP5

GP6
IFAC (19)45 (18 mg)

GP7
——IFAc (18)24-35
200 mg

F12
(530 mg)

GPS
—IFAc (18)36-40
1149

Y

Coluna 21

GP1

GPY
—IFAC (18)41-52
2,96 g

Coluna 20
19

GP10
—1IFAc (18)53-55
39¢

Y

Coluna 24

Y

GP11
——IFAc (18)56-66
117,4 mg

Coluna 25

IFAc (21)1-2 (38 mg)

GP2
IFAC (21)3-8 (186 mg)

GP3

IFAC (21)9-18 (28 mg)

GP4

IFAc (21)19-32 (35 mg

GP1
IFAC (24)1-4 (31 mg)

GP2

IFAC (24)5-9 (351 mg)

GP3
IFAC (24)10-55 (67 md)

Fluxograma 2.13: Elaboracdo do extrato em acetato de etila das folhas de M.

imbricata.
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CCDP
C18/F17-19

60 mg

M1 M2 M3 M4
19,7 mg 8,3 mg 20,9 mg 3,0mg
,/ i . Recristalizago (3x):n3o recristalizou
¥ ! I
COLUNA 22 i COLUNA 23'
| |
GP1 GP2 ' GP1 GP1 GP1
F1-12 11F13-22 ; F1-8 || F9-22 || F23-25
8,7mg]| 8mg v 15mg || 2,7 mg]| 3.9 mg

&Dm

M1 M2 M3 M4 M5
1,7mg}|{2,0mg]|26mg]|3,0mg]|3,9 mg

Fluxograma 2.14: Elaboracao da fragao 17-19 obtida na CC do IFACE.

GP1
IFAc (20)1-35 (16,8 mg)

GP2
IFAC (20)36-46 (18 mg) GP1
IFAC (26)1-9

GP3 | 267 mg
IFAc (20)47-79 (303 mg) Coluna 26 =

IFAC (26)10-22

GP4 23 mg GP1
IFAG (20)80-140 (53 mg)| | Coluna 27 | IFAC (26)1-9(90 mg)
GP5 GP2
IFAC (20)142-168(273 mg) Coluna 28 IFAC (26)10-28(40 mg
GP1 L
Coluna 20 GP6 IFAC (29)1-4 GP3
C18/36-40 IFAC (20)169-180 (74 mg) , I:Coluna 2 | 25 mg IFAC (26)29-131(97mg)
19 GP2
GP7 IFAC (29)5-14
IFAc (20)181-192(110 mg 12 mg
GP8

IFAG (20)193-198 (13 mg)

GP9
IFAC (20)199-211 (12 mg)

GP10
IFAC (20)212-216 (45 mg)

Fluxograma 2.15: Elaboracao da fragao 36-40 obtida na CC do IFACE.
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GP1
IFAC (25)1-4 (173 mg)

GP2
IFAC (25)5-7 (67 mg)

GP3
IFAC (25)8-18 (28 mg)
luna 2
Coluna 25 &pa

C18/53-55 ]
500 e IFAC (25)19-41(116 mg)
GP5

IFAC (25)42-52 (71 mg)

GP6
IFAc (25)53-60 (22 mg)

GP7
IFAC (25)61-72 (32 mg)

GP8
IFAC (25)73-124 (59 mg)

Fluxograma 2.16: Elaboragao da fragao 53-55 obtida na CC do IFACE.

2.2.4.5. ELABORACAO DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE M.
imbricata (IFEt)

Durante a remoc¢ao do etanol, foi observada a precipitagdo de um solido (971
mg) denominado F1. A analise por CCD e o espectro no IV desta amostra mostrou-
se muito semelhante aquele apresentado para o dulcitol. A comparacido dos
espectros obtidos no IV e das CCD com amostra auténtica de dulcitol indicaram que
F1 tratava-se deste poliol. F1 foi entdo submetido a analise por RMN e EM, que
permitiram identificar F1 como sendo o galactitol.

Parte do extrato etandlico (183 mg), obtido das folhas de Maytenus imbricata
(IFEt), foi submetida a cromatografia em CC (COLUNA 30), utilizando gel de
Sephadex LH20, etanol e metanol como eluentes, puros ou em misturas de
polaridades crescentes. Foram recolhidas 27 fragcbes, agrupadas em 6 grupos de
acordo com as caracteristicas observadas em CCD (Fluxograma 2.17, pag. 155). Os
grupos obtidos ndo conduziram ao isolamento de nenhuma substancia. O IFEt foi

ent&o hidrolisado e sililado de acordo com metodologia descrita na pag. 155.
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Coluna 30
IFEt
183 mg
GP1 GP2 GP3 GP4 GP5
IFEt (30)1-2 IFEt (30)3-6 || IFEt (30)7-8 || IFEt (30)9-15 || IFEt (30)16-27
(120 mg) (103 mg) (9,8 mg) (4 mg) (7,5 mg)

Fluxograma 2.17: Elaboragéo do extrato etandlico das folhas de M. imbricata.

2.3. ANALISE DOS EXTRATOS DE M. imbricata POR CG-EM

Os extratos das folhas IFCI, IFEt, IFACE e dos galhos IGEt e IGACE de
Maytenus imbricata, apds serem hidrolisados e derivatizados conforme
procedimento abaixo, foram submetidos a analise por CG-EM.

Hidrolise: 20 mg da amostra foram colocados em um baldo de fundo redondo
e dissolvidos em 10 mL de KOH 1 mol/L, solugdo metandlica 10%. Em seguida
foram colocados sob refluxo em atmosfera de nitrogénio, a 100 °C. Apdés 1 h, a
solucao foi deixada em repouso até esfriar e, em seguida, o pH foi ajustado até pH
2. Esta solugao foi entdo extraida com 3x10 mL de DCM e a fase organica apos a
evaporacgao do solvente foi derivatizada.

Derivatizagdo: a 3 mg da amostra foram adicionados os padrdes internos
acido hexanodiodico (10 uL) e tetracosano (10 uL) em CHCI;. Apds a evaporagao do
solvente, foram adicionados 60 uL de piridina e 100 uL da mistura
bistrimetilsililfluoracetamida (BSTFA) e trimetilclorosilano (TMCS). A mistura foi
colocada sob aquecimento em banho de glicerina a 70 °C por 30 min. Apds esfriar, a
amostra foi analisada por CG-EM. Os compostos foram identificados de acordo com

os dados da biblioteca do equipamento.
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2.4. OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE M. imbricata (F13)

O Oleo essencial das folhas foi extraido por hidrodestilagdo, utilizando
aparelho de Clevenger (6h). O hidrolato foi extraido com pentano (3x30 mL) e o 6leo
obtido (6 mg) (F13) foi analisado por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de Massas (CG-EM) (Fluxograma 2.18).

Folhas Hidrodestilag&o, Hidrolato i) Pentano (3x30 mL)=
(84,58 g) Clevenger ii) rotaevaporador

bleo (F13) |
6 mg

CG-EM |

Fluxograma 2.18: Procedimento empregado na extracdao do 6leo essencial das
folhas de Maytenus imbricata.

2.5. OBTENCAO DO OLEO DAS SEMENTES (Sel) E ELAIOSOMA (Se2) DE M.

imbricata

As sementes (0,271 g) foram retiradas da capsula que as envolvem e
separadas do elaiosoma (0,167 g). Em seguida foram maceradas e extraidas
inicialmente com hexano (5x3 mL) fornecendo 0,049 g de d6leo (18,01%) (Se1H). A
extragcdo com CHCI3; (5x3 mL) forneceu 0,009 g de dleo (3,32%) (Se1C). Os dleos
obtidos foram submetidos a hidrélise alcalina e posterior sililagao para ser analisado
por CG-EM (Fluxograma 2.19, pag. 157).

O elaiosoma, estrutura que envolve a semente, foi retirado com o auxilio de
um estilete, macerado e submetido a extracdo inicialmente com hexano e CHCIs,
fornecendo 0,005 g (3,03%) de dleo (Se2H) e 0,002 g (1,21%) (Se2C),

respectivamente (Fluxograma 2.20, pag. 157).



Fitoquimica- Parte Experimental 157

i) hexano (5x3 mL) dleo (SelH)

>

Sementes| maceracgo 49mg | ) hidrdlise alcalina

(271 mg) i sililaggo
> 0Oleo (SelC)
i) CHCl;(53mL)  9mg

dleo (SelH e SELC)

CG-EM I

Fluxograma 2.19: Procedimento empregado na extracdo do 6leo das sementes de
Maytenus imbricata.

;|
‘

i) hexano (5x3 mL) dleo (SelH)

>

Elaiosoma maoeragéo 5 mg _I

(167 mg) ii) sililagéo
» Oleo (Se2C)
i) CHCl5 (5x3 mL) 2mg

i) hidrolise alcalina

Oleo (SelH e Se2C)

>
>

Y

CG-EM I

Fluxograma 2.20: Procedimento empregado na extragdo do 6leo do elaiosoma que
envolve as sementes de Maytenus imbricata.
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2.6. DADOS FiSICO-QUiMICOS DAS SUBSTANCIAS E MISTURAS ISOLADAS
DE M. imbricata

G1: Mistura pro-antocianidinas

Aspecto fisico: Soélido alaranjado amorfo

Ponto de fusdo: 183-209 °C; (Lit.: 230d C; SALAZAR, 1993)

Solubilidade: Soluvel em metanol, agua. Insoluvel em hexano e cloroférmio.
IV (KBr, cm™): 3417, 1610, 1514, 1445 e 1115.

G2: 3-0x0-lup-20(29)-en-30-al

Aspecto fisico: Solido branco.

Ponto de fusédo: 177- 181 °C (lit. 193 - 194 °C; BURNS et al., 2000).

Solubilidade: Soluvel em cloroférmio. Insoluvel em hexano.

Formula molecular: C3pHs602

Massa molecular: 438 g/mol

IV (KBr, cm™): 2940, 2862, 1701, 1683, 1640 e 920.

EM- m/z: 438 [M™], (24%), 382 [M-C3H,0]" (1%), 232 ([M-C14H220]" (12%), 203 [M-
C16H190] (47%) e 55 (100%).

RMN de *H (400 MHz, CDCls, 8): 1,30-1,40 (m, H-1B), 1,89 (ddd, H-1a, J = 13,2; 7,6
e 4,3 Hz), 2,49 (ddd, H-2a, J = 15,6; 9,9 e 7,5 Hz), 2,39 (ddd, H-2p5,J = 15,6; 7,6 e
4,4 Hz),1,30-1,40 (m, 1H, H-5), 1,40-1,44 (m, H-6), 1,44-1,50 (m, H-7p4), 1,30-1,40
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(m, 1H, H-9), 1,30-1,34 (m, H-11), 1.00-1.10 (m, H-12), 1,00-1,10 (m, H-15), 1,40-
1,50 (m, H-16 « e H-16/); 2,75 (m, 1H, H-19), 2,10-2,20 (m, H-21); 1,40-1,30 (m, H-
22), 1,07 (s, 3H, H-23), 1,02 (s, 3H, H-24), 0,92 (s, 3H, H-25), 0,94 (s, 3H, H-27),
1,05 (s, 3H, H-26), 0,83 (s, 3H, H-28), 5,91 (s, H-290.), 6,29 (s, H-298) e 9,52 (s, H-
30).

RMN de 3C (100 MHz, CDCls, 8): 39,66 (C-1), 34,16 (C-2), 217,16 (C-3), 47,37 (C-
4), 55,06 (C-5), 19,70 (C-6), 33,66 (C-7), 40,81 (C-8), 49,68 (C-9), 36,92 (C-10),
21,52 (C-11), 27,64 (C-12), 37,93 (C-13), 42,83 (C-14), 27,40 (C-15), 35,39 (C-16),
43,32 (C-17), 47,70 (C-18), 47,70 (C-19), 157,21 (C-20), 32,73 (C-21), 39,96 (C-22),
26,65 (C-23), 21,09 (C-24), 15,91 (C-25), 15,81 (C-26), 14,39 (C-27), 17,84 (C-28),
133,05 (C-29) e 194,99 (C-30).

G3: Mistura de 3-oxo0-lup-20(29)-en-30-al; 11la-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona e 30-
hidroxi-lup-20(29)-en-3ona

Aspecto fisico: Sélido branco

Ponto de fus&o: 158,9-170,3 C

Solubilidade: Soluvel em cloroférmio. Insoluvel em hexano.
IV (KBr, cm™): 3444, 2948, 2872, 1700, 1630, 1466 e 1384.
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G4: 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona

Aspecto fisico: Soélido branco

Ponto de fuséo: 178 - 180,8 °C (Lit. 184 - 185 °C; TINTO et al., 1992),
Solubilidade: Solavel em cloroférmio. Insoluvel em hexano.

Formula molecular: C3pHss0-

Massa molecular: 440 g/mol

IV (KBr, cm™): 3548, 3079, 2957, 2939, 2866, 1380, 1697, 1644,1455, 1075 e 1010.
EM- m/z: 441 [M+1] (10%; CazoH4s02); 422 [M-H20] (5%;); 234 [M-C14H220]" (7%),
221 [M-C+47H250]" (23%), 205 [M-C16H270] (61%) e 55 (100).

RMN de 'H (400 MHz; CDCls; ¢): 1,30-1,40 (m, H-1B); 1,89 (ddd, H-1a, J = 13,2; 8,6
e 7,5 Hz); 1,30-1,40 (m, H-1B); 2,39 (ddd, H-2«a, J = 15,7; 7,5 e 9,7 Hz); 2,40 (ddd, H-
243 J=157;7,7 e 45 Hz); 2,29 (td, 1H, H-19, J = 11,2 e 5,4 Hz); 1,30-1,40 (m, 1H,
H-5); 1,40-1,50 (m, H-6); 1,40-1,50 (m, H-7B); 1,40-1,45 (m, 1H, H-9); 1,45-1,48 (m,
H-11a); 1,20-1,30 (m, H-11B);1,13 (m, H-12); 1,00-1,10 (m, H-15a); 1,60-1,80 (m, H-
158); 1,40 (m, H-16a); 1,50-1,55 (H-16QB); 1,30-1,40 (m, H-21a); 2,00-2,10 (m, H-
21B); 1,26-1,40 (m, H-22), 1,07 (s, 3H, H-23); 1,02 (s, 3H, H-24); 0,93 (s, 3H, H-25);
1,06 (s, 3H, H-26); 0,96 (s, 3H, H-27); 0,79 (s, 3H, H-28); 4,91 (s, H-29a); 4,94 (s, H-
29b) e 4,15 (dd, H-30, J = 14,5 e 1,4 Hz).

RMN de **C (100 MHz, CDCls, 6): 39,58 (C-1); 34,14 (C-2); 218,25 (C-3); 47,32 (C-
4); 54,87 (C-5); 19,67 (C-6); 33,57 (C-7); 40,79 (C-8); 49,72 (C-9); 36,86 (C-10);
21,55 (C-11); 26,67 (C-12); 38,11 (C-13); 42,85 (C-14); 27,39 (C-15); 35,40 (C-16);
43,01 (C-17); 48,83 (C-18); 43,77 (C-19); 154,71 (C-20); 31,75 (C-21); 39,82 (C-22);
26,67 (C-23); 21;04 (C-24); 15,98 (C-25); 15,80 (C-26); 14;46 (C-27); 17,72 (C-28);
106,87 (C-29) e 65,01 (C-30).
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G5: 1le-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona

Aspecto fisico: Solido branco.

Ponto de fusé&o: 155,8-158,6 °C,

Solubilidade: Soluvel em cloroférmio. Insoluvel em hexano.

Formula molecular: C3oHss02

Massa molecular: 440 g/mol

IV (KBr, cm™): 3500-3000; 2940; 2850; 1700-1650 e 1400-1385.

EM- m/z: 440 [M™] (4%; C3oHsg05); 423 [M-OH] (15%); 218 [M-C15H260]" (15%) e 41
(100%).

RMN de *H (400 MHz; CDCl3; é): 2,67 (ddd, H-1a, J = 13,7; 8,1 e 5,6 Hz); 1,60-1,70
(m, H-1 p); 2,42-2,52 (m, H-2); 1,49 (m, 1H, H-5); 1,46 (m, H-6); 1,43 (m, H-7); 1,46
(m, 1H, H-9); 3,91 (dt, H-11, J = 10,8 e 5,1 Hz); 1,94-2,00 (m, H-12); 1,83 (ddd, H-13,
J=13,2; 11,4 e 3,8 Hz); 1,60-1,70 (m, H-15); 1,41 (H-16/4); 1,50 (m, H-16a); 1,41 (m,
H-18); 2,34-2,43 (m, 1H, H-19); 1,90-1,96 (m, H-21a); 1,40 (m, H-21B); 1,44 (m, H-
22a); 1,20 (m, H-22p); 1,09 (s, 3H, H-23); 1,06 (s, 3H, H-24); 0,79 1,07 (s, 3H, H-25);
1,07 (s, 3H, H-26); 0,98 (s, 3H, H-27); (s, 3H, H-28); 4,59 (s, H-29a); 4,72 (s, H-29b)
e 1,69 (s/, H-30);

RMN de *3C (100 MHz, CDCls, é): 42,07 (C-1); 34,21 (C-2); 218,84 (C-3); 47,63 (C-
4); 54,76 (C-5); 19,64 (C-6); 34,27 (C-7); 42,41 (C-8); 54,87 (C-9); 38,20 (C-10);
70,49 (C-11); 37,44 (C-12); 37,17 (C-13); 42,61 (C-14); 27,41 (C-15); 35,40 (C-16);
43,05 (C-17); 47,63 (C-18); 47,70 (C-19); 150,20 (C-20), 29,78 (C-21); 39,80 (C-22);
27,46 (C-23); 20,77(C-24); 16,71 (C-25); 16,86 (C-26); 14,42 (C-27); 18,08 (C-28);
109,95 (C-29) e 19,37 (C-30).
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G6;F5: 34-30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno

Aspecto fisico: Solido branco.

Ponto de fuséo: 199- 201 °C (Lit. 230-232 °C; ABDEL-MOGIB, 1999),

Solubilidade: Soluvel em cloroférmio. Insoluvel em hexano.

Formula molecular: C3oHs5002

Massa molecular: 442 g/mol

IV (KBr, cm™): 3420; 2937, 2862, 1648, 146, 1390, 1069, 648 e 610.

EM- m/z: 442 [M™] (3%; C3oHs002); 424 ([M-H20]4%); 384 [M-C3H,0] (5%); 220 [M-
C15H240]" (18%); 205 [M-C16H200] (14%); 43 (100%) e 41 (85%).

RMN de 'H (400 MHz; CDCl3; é): 0,85-0,90 (m; H-1B); 1,60-1,65 (m; H-1a); 1,60-
1,65 (m; H-2); 1,70-1,75 (m; H-2); 3,19 (dd; 1H; J = 10,5 e J = 5,2 Hz; H-3);0,60-0,70
(m; 1H; H-5); 1,50 (m; H-6qa); 1,37-1,40 (m; H-60); 1,35-1,40 (m; H-7a); 1,00-1,20 (m;
H-7B); 1,23 (m; 1H; H-9); 1,30-1,35 (m; H-11a); 1,15-1,20 (m; H-110B); 1,40 (m; H-
12a); 1,00-1,10 (m; H-12B6); 1,60-1,65 (m; 1H; H-13); 1,50-1,60 (m; H-15); 1,65-1,70
(m; H-15); 1,35-1,50 (m; H-16a e H-16B); 1,44 (m; 1H; H-18); 2,29 (td; 1H; J=11,4 e
J=5,6 Hz; H-19); 1,30-1,35 (m; H-21qa); 1,20-1,30 (m; H-22a); 1,30-1,40 (m; H-22p);
0,98 (s; 3H; H-23); 0,78 (s; 3H; H-24); 0,83 (s; 3H; H-25); 1,02 (s; 3H; H-26); 0,94 (s;
3H; H-27); 0,78 (s; 3H; H-28); 4,99 (s; H-29a) e 5,00 (dd; J=2,8 e J=1,6 Hz; H-29b) e
4,11 (d; J=14,7 Hz; H-30); 4,16 (d; J=14,7 Hz; H-30);

RMN de **C (100 MHz; CDCls; é): 38,94 (C-1); 27,46 (C-2); 78,77 (C-3); 38,80 (C-
4); 55,38 (C-5); 18,35 (C-6); 33,36 (C-7); 40,89 (C-8); 50,44 (C-9); 37,19 (C-10);
21,02 (C-11); 26,66 (C-12); 38,05 (C-13); 42,81 (C-14); 27,46 (C-15); 35,52 (C-16);
43,03 (C-17); 48,86 (C-18); 43,78 (C-19); 155,16 (C-20); 31,79 (C-21); 39,89 (C-22);
28,08 (C-23); 15,40 (C-24); 16,01 (C-25); 16,14 (C-26); 14,56 (C-27); 17,73 (C-28);
106,42 (C-29) e 64,63 (C-30).
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G7: Mistura de 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (A) e 11e-hidroxi-lup-20(29)-en-3-
ona (B)

Aspecto fisico: Sdlido branco amorfo

Ponto de fus&o: 166,9-168,3 C

Solubilidade: Soluvel em cloroférmio. Insoluvel em hexano.

IV (KBr, cm™): 3540, 3443, 3078, 2887, 2840, 1699, 1645, 1456, 1381 e 1003.

RMN de **C (100 MHz; CDCls; §):

Dados para a molécula A: 39,61 (C-1); 34,15 (C-2); 47,33 (C-4); 19,66 (C-6); 33,62
(C-7); 40,84 (C-8); 49,77 (C-9); 21,59 (C-11); 26,71 (C-12); 38,17 (C-13); 42,89 (C-
14); 43,04 (C-17); 48,89 (C-18); 43,81 (C-19); 154,74 (C-20); 31,79 (C-21); 39,83 (C-
22); 26,71 (C-23); 21,05 (C-24); 15,99 (C-25); 15,83 (C-26); 14,49 (C-27); 17,75 (C-
28); 106,96 (C-29); e 65,07 (C-30).

Dados para a molécula B: 42,64 (C-1); 34,28 (C-2); 47,67 (C-4); 54,79 (C-5); 19,70
(C-6); 34,25 (C-7); 42,44 (C-8); 54,93 (C-9); 38,23 (C-10); 70,51 (C-11); 37,50 (C-
12); 37,21 (C-13); 42,09 (C-14); 27,43 (C-15); 39,85 (C-16); 43,06 (C-17); 47,64 (C-
18); 47,72 (C-19); 150,23 (C-20); 29,81 (C-21); 35,44 (C-22); 27,47 (C-23); 20,79(C-
24); 16,70 (C-25); 16,87 (C-26); 14,44 (C-27); 18,09 (C-28); 109,94 (C-29); e 19,38
(C-30).



Fitoquimica- Dados fisico-quimicos 164

G8: Lupenona

Aspecto fisico: Sdlido branco.

Ponto de fusdo: 199-201 °C (Lit.: 172-174 'C; CHAKRAVARTI e MITRA, 1964)
Solubilidade: Solavel em cloroférmio.

Formula molecular: C3oHss0

Massa molecular: 424 g/mol

IV (KBr, cm™): 3447, 2927, 2868, 1714 e 1458.

RMN de 'H (400 MHz; CDCls; ¢): 4,57 (m), 4,68 (m), 1,68 (s); 1,25 (s); 1,07 (s); 1,02
(s); 0,95 (s); 0,93 (s) e 0,79 (s).

RMN de **C (100 MHz; CDCls; 8): 39,64 (C-1); 34,17 (C-2); 218,18 (C-3); 47,35 (C-
4); 54,96 (C-5); 19,70 (C-6); 33,59 (C-7); 40,82 (C-8); 49,82 (C-9); 36,91 (C-10);
21,49 (C-11); 25,19 (C-12); 37,45 (C-13); 42,82 (C-14); 35,54 (C-16); 43,01 (C-17);
48,28 (C-18); 47,98 (C-19); 154,89 (C-20); 29,86 (C-21); 39,99 (C-22); 26,67 (C-23);
21,05 (C-24); 15,98 (C-25); 15,80 (C-26); 14,50 (C-27); 18,03 (C-28); 109,40 (C-29)
e 19,33 (C-30).

G9; F2; F7: Friedelina

Aspecto fisico: Sdlido branco cristalino em forma de agulhas
Ponto de fusdo: 237-239 °C (Lit.: 260-263; SALAZAR, 2005)
Solubilidade: Soluvel em cloroférmio.

Formula molecular: C3gHs00
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Massa molecular: 426 g/mol

IV (KBr, cm™): 2924, 2862, 1715, 1468 e 1389.

EM- m/z: 426 [M*] (20,10%), 411 (6,55%), 341 (4,74%), 302 (12,80%), 246 (28,56%),
231 (39,36%), 218 (35,27%), 204 (49,57%), 191 (12,89%), 163 (32,24%), 123
(62,22%), 109 (76,06%), 95, 81 (100%) e 69 (98,41 %).

RMN de 'H (400 MHz; CDCls; 8): 2,41(m), 1,93 (m), 1,18 (s); 1,05 (s); 1,01 (s); 1,00
(s); 0,95 (s); 0,87 (s); 0,88 (d, J =6,00, H2) e 0,73 (s).

RMN de **C (100 MHz; CDCls; 8): 22,28 (C-1); 41,53 (C-2); 213,32 (C-3); 58,21 (C-
4); 42,15 (C-5); 41,27 (C-6); 18,23 (C-7); 53,09 (C-8); 37,43 (C-9); 59,45 (C-10);
35,61 (C-11); 30,50 (C-12); 39,69 (C-13); 38,28 (C-14); 32,41 (C-15); 35,99 (C-16);
29,99 (C-17); 42,76 (C-18); 35,33 (C-19); 28,17 (C-20); 32;75 (C-21); 39,25 (C-22);
6,84 (C-23); 14,66 (C-24); 17,95 (C-25); 20,26 (C-26); 18,68 (C-27); 32,09 (C-28);
35,03 (C-29) e 31,78 (C-30).

G10: 1-hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metil-9-xantona

Aspecto fisico: Sdlido cristalino de cor amarelada

Ponto de fusao: 160,5-162,0 °C (Lit.: 165-166 °C; CALDERON et al., 2002)
Solubilidade: Soluvel em CHCI3, CH,Cl,.

Formula molecular: C16H14015

Massa molecular: 286 g/mol

IV (KBr, cm™): 3467, 2917, 2849, 1462, 1376 e 1708 cm™.

EM- m/z: 286 [M"] (100%), 287 [M+ H] (16,42%), 285 [M-H] (15,81%), 257 (76,96%),
256 (18,25%), 243 (13,92%) e 129 (26,32%).

RMN de *H (400 MHz; CDClz; 8): 6,31 (d, J= 2,30; H-2), 3,87 (s, H-3'); 6,33 (d, J=
2,30; H-4), 6,69 (d, J=2,5; H-5); 6,67 (m; H-7); 3,90 (s; H-6’) e 2,86 (s; H-8").

RMN de **C (100 MHz; CDCls; 6): 165,92 (C-1); 96,80 (C-2); 165,86 (C-3); 55,66 (C-
3’); 157,04 (C-4a); 92,11 (C-4); 98,51 (C-5); 163,79 (C-6); 55,72 (C-6’); 115,46 (C-7);
143,52 (C-8a); 113,03 (C-8); 23,44 (C-8).104,14 (C-9a); 182,45 (C-9); 159,50 (C-
10a);
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G11: 3p-esteariloxi-lupan-20(29)-eno

Aspecto fisico: Material pastoso esbranqui¢cado

IV (KBr, cm™): 2920, 2850, 1463, 1379 e 1734.

EM- m/z: 218 (4,26%), 203 (3,64%), 189 (4,34%) e 408 (0,45%).

Solubilidade: Soluvel em hexano.

Formula molecular: C4gHgsO2

Massa molecular: 693 g/mol

RMN de 'H (400 MHz; CDCls; 8): 1,00 (m; H-1); 1,65 (m; H-2); 4,50 (m; H-3); 0,83
(H-5), 1,40; 1,50 (m, H-6); 1,23 (H-7); 1,27 (m, H-9); 1,27 (m, H-11); 1,10 e 1,65 (m;
H-12); 1,70 (m; H-13); 1,04 e 1,10 (m; H-15); 1,40 e 1,51 (m; H-16); 1,39 (m; H-18);
2,40 (m; H-19); 1,27 (m; H-21); 1,15 e 1,41 (m; H-22); 0,87 (s, H-23); 0,90 (s, H-24);
0,89 (s, H-25); 1,05 (s, H-26); 0,93 (s, H-27); 0,83 (s, H-28); 4,59 e 4,64 (sl, H-29),
1,70 (s, H-30); 2,30 (m, H-2°); 1,27 (H-3"); 1,27 (H-4’); 1,00-1,20 (H-5’) e 0,90 (H-18).
RMN de **C (100 MHz; CDCls; é): 38,42 (C-1); 23,77 (C-2); 80,64 (C-3); 37,87 (C-4);
55,42 (C-5); 18,24 (C-6); 32,25 (C-7); 40,89 (C-8); 50,38 (C-9); 37,12 (C-10); 20,98
(C-11); 25,20 (C-12); 38,09 (C-13); 42,87 (C-14); 27,47 (C-15); 35,61 (C-16); 43,07
(C-17); 48,33 (C-18); 48,04 (C-19); 150,97 (C-20); 29,87 (C-21); 40,03 (C-22); 28,00
(C-23); 16,60 (C-24); 16,19 (C-25); 16,00 (C-26); 14,55 (C-27); 18,02 (C-28); 109,36
(C-29); 19,31 (C-30); 173,70 (C-1’); 34,88 (C-2’); 25,28 (C-3’); 29,20 (C-4); 29,28 (C-
5%); 29,38 (C-6’); 29,54 (C-7’); 29,60 (C-8’); 29,72 (C-9'); 29,72 (C-10’); 29,72 (C-11");
29,72 (C-12%); 29,72 (C-13’); 29,60 (C-14’); 29,49 (C-15); 31,95 (C-16’); 22,71 (C-
17’) e14,12 (C-18).
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F1: Dulcitol

1/OH
H 2 OH
HO—— H
HO—4 H
H 5 OH

6

HO/

Aspecto fisico: Sdlido branco cristalino

Ponto de fusdo: 180-195 C (Lit.: 174-181 'C; SALAZAR, 2005)

Solubilidade: soluvel em agua e insoluvel em metanol e cloroférmio.

Formula molecular: CgH1406

Massa molecular: 182 g/mol

EM- m/z : 183 [M]" (0,19%), 133( 10,15%), 103 (13,72%), 73 (100%), 61 (66,49%), e
56 (34,41%),.

IV (KBr, cm™): 3312; 1636, 1464, 1115, 1048 e 924.

RMN de H (400 MHz; D,O; 8): 3,98 (dd; 4H; J=6,2 e 6,6 Hz; H-1 e H-6); 3,70 (s;
2H; H-3 e H-4); 3,69 (d; 2H; J= 6,8 Hz; H-1 e H-6).

RMN de *C (100 MHz; D,0; §): 63,28 (C-1 e C-6); 69,43 (C-3 e C-4); 70,22 (C-2 e
C-5).

F3: F4; F8: Mistura de Friedelinol e Friedelina

30 29

19

Aspecto fisico: Sdlido branco
Ponto de fusé&o: 261-263 °C
IV (KBr, cm™): 3486, 2930, 2862, 1706, 1452, 1386 e 586.

Solubilidade: Soluvel em cloroférmio.
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RMN de **C (100 MHz; CDCls; é): Dados para a molécula A: 73,01 (C-3); 53,43
(C-4); 38,06 (C-5); 41,79 (C-6); 53,34 (C-8); 37,34 (C-9); 61,57 (C-10); 35,79 (C-11);
30,88 (C-12); 36,31 (C-16); 38,53 (C-13); 39,53 (C-14); 35,41 (C-19); 28,17 (C-20);
30,26 (C-17); 42,41 (C-18); 32,57 (C-15); 33,05 (C-21); 10,22 (C-23); 14,63 (C-24);
18,17 (C-25); 18,92 (C-27); 20,38 (C-26); 32,34 (C-28) e 35,29 (C-29).

Dados para a molécula B: 22,54 (C-1); 41,95 (C-2); 58,47 (C-4); 41,53 (C-6); 37,68
(C-9); 59,71 (C-10); 35,87 (C-11); 39,91 (C-13); 38,61(C-14); 30,76 (C-12); 32,66 (C-
15); 36,25 (C-16); 43,04 (C-18); 30,26 (C-17); 33,05 (C-21); 35,58 (C-19); 28,43 (C-
20); 7,09 (C-23); 16,03 (C-24); 17,79 (C-25); 20,51 (C-26); 18,50 (C-27); 32,34 (C-
28) e 35,29 (C-29).

F6: Mistura de ésteres de cadeia longa

Aspecto fisico: Material pastoso esbranqui¢cado

Ponto de fuséo: 51-57 °C

IV (KBr, cm™): 2922, 2846, 1734, 1460, 1368, 1260 e 803.

Solubilidade: Soluvel em hexano.

F9: F10: Acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico

Aspecto fisico: Sdlido branco

Ponto de fuséo: 176-179 °C (Lit.: 117-119 °C; VIEIRA FILHO et al., 2001)
Solubilidade: Soluvel em cloroférmio.

Formula molecular: C3oHs20,

Massa molecular: 444 g/mol

IV (KBr, cm™): 3430, 2924, 2866, 1710, 1458 e 1389.
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EM- m/z: 444 [M]* (2,77%), 429 [M-15] (8,46%), 218 (27,06%), 205 (20,41%), 149
(21,78%), 123 (36,89%), 109 (56,36%), 95 (81,74%), 81 (69,81%), 69 (81,86%) e 55
(100%).

RMN de 'H (400 MHz; CDCls: 8): 1,59 (H-1); 2,39 (ddd, J = 8,56; 8,12 e 1,2 Hz; H-
2): 1,37 e 1,12 (H-4); 1,55e 1,17 (H-6); 1,41 (m, H-7); 1,26 (m, H-8); 0,86 (m, H-10);
1,45 (m, H-11); 1,29 (m, H-12); 1,30 e 1,54 (m, H-15); 1,39 (m, H-16); 1,57 (m, H-18);
1,26 (m, H-19); 1,34 e 1,50 (m, H-21); 0,97 e 1,55 (m, H-22): 0,78 (t: H-23); 0,79 (s;
H-24): 0,88 (s; H-25); 0,98 (s; H-26); 1,01 (s; H-27); 1,17 (s; H-28); 0,95 (s; H-29) e
0,99 (s; H-30).

RMN de 3C (100 MHz; CDCls: 8): 21,03 (C-1); 37,49 (C-2); 179,63 (C-3); 36,05 (C-
4); 37,81 (C-5); 38,89 (C-6); 18,08 (C-7); 52,96 (C-8); 39,02 (C-9); 59,78 (C-10);
35,28 (C-11); 29,71 (C-12); 39,60 (C-13); 38,89 (C-14); 32,25 (C-15); 36,05 (C-16);
30,19 (C-17); 42,78 (C-18); 35,14 (C-19); 28,16 (C-20); 32,80 (C-21); 39,28 (C-22);
7,60 (C-23); 19,33 (C-24); 17,93 (C-25); 20,15 (C-26); 18,77 (C27); 32,10 (C-28);
34,99 (C-29) e 31,84 (C-30).

F12: Epicatequina

Aspecto fisico: Solido alaranjado claro

Ponto de fusdo: 226-228 °C (Lit.: 234-236 'C; CHUL et al., 1988)

Solubilidade: Soluvel em metanol. Insoluvel em hexano.

Formula molecular: C15H1406

Massa molecular: 290 g/mol

IV (KBr, cm™): 3503, 3446, 3402, 2931, 1620, 1520, 1441 e 1144.

RMN de *H (400 MHz; CDCls; 6): 4,83 (sl: H-2); 4,17 (sl, H-3); 2,75 (J= 4,52; 16,76;
H-4.x) e 2,63 (J= 2,52; 16,76; H-4¢q); 5,91 (H-5); 5,94 (d; J= 2,12 Hz; H-7); 6,97 (s,
H-2’); 6,75 (d; J= 8,12 Hz; H-5’) € 6,79 (d; J= 8,16 Hz; H-6").



Fitoquimica- Dados fisico-quimicos 170

RMN de 3C (100 MHz; CDCl3; 8): 80,05 (C-2); 67,65 (C-3); 29,40 (C-4); 157,84 (C-
5); 96,06 (C-6); 157,53 (C-7); 96,58 (C-8); 158,15 (C-9); 100,25 (C-10); 132,45 (C-
11); 115,50 (C-2'); 146,11 (C-3'); 145,95 (C-4’); 116,06 (C-5'); 119,56 (C-6').

F13:0leo essencial das folhas

Aspecto fisico: liquido amarelo

Solubilidade: Soluvel em hexano e cloroférmio,

IV (KBr, cm™): 2956, 2925, 2855, 1739, 1463, 1377 e 669.

Sel e Se2: Oleo das sementes e do do elaisoma

Aspecto fisico: Material pastoso, esbranquicado.

Solubilidade: Soluvel em hexano e cloroférmio,

IV (KBr, cm™): 2918, 2852, 1744, 1458, 1362, 1226, 1160, 1092 e 716.

Dados referentes a CG-EM

Composto Tr SelH (%) Se2H (%) SelC (%) Se2C (%)
Acido benzoico 11,928 4,41 3,25 0,14

Glicerol 14,143 0,22 0,29 0,43 0,86
Acido hexanodisico 21,067 3,88 6,58 13,44 19,44
Acido miristico 30,860 0,40 0,47 1,07 0,81
Palmitato de etila 34,302 1,49 0,37

Acido palmitoléico 35,242 2,04 0,74 0,89 0,76
Acido palmitico 36,211 15,07 9,50 8,72 513
Acido heptadecanoico 38,164 0,31 0,39 0,27
Octadecanoato de etila 38,279 5,31

Octadecan-1-ol 38,630 0,35 0,58 0,64
Acido linoléico 39,753 13,46 12,93 4,89 0,78
Acido oléico 40,375 26,12 14,56 6,80 2,17
Acido estearico 40,875 14,43 3,87 3,30 2,58
Tetracosano 44,009 6,50 10,61 24 47 24,21
Acido eicosandico 44,635 0,70 1,06 0,81
Esqualeno 51,632 0,22

Ac. Tetracosandico 52,142 0,20 0,47 0,91 1,68

Estigmasterol 61,443 0,66 1,32 0,62 1,68
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CAPITULO 3- Transformacgées quimicas

3.1. Transformacgfes quimicas realizadas em friedelina

3.1.1 - Introducéo

Os triterpenos pentaciclicos (TTPC) do tipo friedelano estdo presentes em
diversas espécies da familia Celastraceae em quantidades apreciavies (VIEIRA
FILHO, 2002; CORSINO et al., 2000) e sdo também objeto de grande interesse para
diversas reacbes de tranformacdo quimica (DUTTA e RAY, 1991; PATRA e
CHAUDHURI, 1989; TALAPATRA et al., 1983). Os seco-triterpenos sdo terpendides
que possuem um de seus aneéis abertos e muitos deles possuem ruptura entre a
ligacdo C3-C4, além de grupo carboxila em C3. O acido 3,4-seco-friedelan-3-0ico é
encontrado em varias espécies da familia Celastraceae (VIEIRA FILHO et al., 2001;
MIRANDA, 2004), porém em pequenas proporcoes. Ac¢des citotoxicas (BAAS, 1995)
e inibitérias da sintese de ATP sédo atribuidas a esse triterpeno, 0 que o torna um
herbicida potencial, ou ainda um possivel prot6tipo para o desenvolvimento de
herbicidas verdes (SILVA et al., 2007).

A conversao de TTPC do tipo friedelano a friedelinolactona e posterior
obtencdo dos seco-triterpenos 3,4-seco-friedelan-3,4-diol, 3,4-seco-friedelan-3-ol-4-
ona e de seu hidroxiacido é relatada por Patra (PATRA e CHAUDHURI, 1989).

A reacdo de Bayer-Villiger € um importante processo para a sintese de
lactonas, ésteres ou derivados de alcoois e acidos a partir de cetonas, envolvendo a
reacao da cetona com um peracido (HARMATA & RASHATASAKHON, 2002).

Tais reacOes sédo conhecidas desde 1899, quando Bayer e Villiger relataram a
oxidacao da canfora e outras cetonas aliciclicas a lactonas pelo tratamento com
acido per-monosulfurico (BAYER e VILLIGER, 1899). Desde entédo, esta reacdo tem
sido realizada utilizando diversos peracidos (KOBAYASHI et al., 2003; SMISSMAN
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et al., 1968). A reacédo ocorre em duas etapas (ESQUEMA 3.1). Na etapa 1, a adicado
do peracido a cetona carbonilica fornece um intermediario de Criegee (A). Na etapa
2, que é determinante para a velocidade da reacdo, o intermediario A rearranja-se
para o produto B; a migracédo do grupo Ry do carbono para o oxigénio

(etapa 2) ocorre simultaneamente com a quebra da ligacdo O-O. Catalisadores
acidos facilitam a quebra da ligacdo O-O pela protonacdo do oxigénio carbonilico.

Bases auxiliam o rearranjo através da remocao do préton da hidroxila (KROW, 1992)

B BH
0
Q > 0o Q
M. ricos O/ RL B P L
Ru 4+ RL”oH
Ry O

R R > (O —0C
M R Etapal 5/ Etapa 2
RR\\\\\“ N O

\\

Ry \o
(A) (B)

Esquema 3.1: Mecanismo geral da reacéo de Bayer-Villiger.
Fonte: KROW, R. G, 1992.

Devido a importancia biolégica verificada para o acido 3,4-seco-friedelan-3-
0ico e a sua promissora atividade herbicida, realizaram-se reacfes de oxidacdo, a
partir da friedelina, seguidas de tratamento com metéxido de sddio com o propdsito
de se obter o acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico (PATRA e CHAUDHURI, 1989).

3.2 — Resultados e Discusséao

Através da andlise fitoquimica de Maytenus imbricata foi possivel verificar que
esta espécie também exibe quantidade apreciavel dos triterpenos friedelina e
friedelinol, que foram entdo utilizados na tentativa de se obter o &cido 3,4-seco-
friedelan-3-dico.

A friedelina submetida a reacao de oxidacédo de Bayer-Villiger (SMISSMAN et
al., 1968) foi obtida a partir do fracionamento das folhas do extrato hexanico de
Maytenus imbricata (pag. 142) e, também, a partir da oxidacdo do friedelinol
presente na mistura isolada destes triterpenos e que continha aproximadamente
75% de friedelinol. A primeira tentativa de oxidar a mistura friedelina e friedelinol foi
realizada usando clorocromato de piridinio (PCC) de acordo com metodologia
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descrita por HARWOOD e MOODY (1989), porém, embora as analises por CCD
indicassem que o friedelinol havia sido consumido, observou-se que 0 mesmo
permanecia na mistura, apos a elaboracdo da reagdo. Numa segunda tentativa de
oxidar essa mistura, empregou-se Na,Cr,07.2H,0 (Organic Synthesis, 1963; técnica
modificada), sendo possivel obter 174 mg de friedelina, que corresponde a 63,9% de
rendimento, de acordo com a proporcdo de friedelinol presente na mistura
(ESQUEMA 3.2).

i) Na,Cr,0. 2H,0
ii) CHCly/ 80 °C

Friedelina
63,9 %

Friedelina

. + .
friedelinol

Esquema 3.2: Obtencdo de friedelina a partir da reacdo de oxidacdo da mistura
friedelina e friedelinol.

Em seguida, a friedelina foi submetida a oxidacdo de Bayer-Villiger
empregando-se a metodologia proposta por SMISSMAN et al. (1968) com algumas
modificacdes. Utilizou-se H,O, 60% e CF3;COOH a 70 °C por 5 h (ESQUEMA 3.3).
O desenvolvimento da reacdo foi acompanhado por CCD, tendo sido observado
apos 5 h de reacado, auséncia da mancha referente ao material de partida (Rf 0,6),
em DCM: H (3:2) e formacao de uma mancha logo abaixo da friedelina (Rf 0,3).

i) H,0,60%/ CF,COOH/ ¢
CHCl3, 70°C, 5 h
_— >

pbv2

i) MeONa/ THF, 50 °C/ 1 h
ii) Ac. acético glacial/ H,O

Esquema 3.3: Tentativa de obtencédo do éster metilico do acido 3,4-seco-friedelan-
3-6ico a partir da friedelina.
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A reacdo foi entdo elaborada e o produto obtido, denominado pbv2,
submetido a andlise por CG-EM e espectroscopia no infravermelho.

O espectro no IV (Fig. 3.1) obtido para pvb2 indica a presenca de hidroxila
pela banda de absorcdo em 3447 cm™. Apresenta ainda banda em 1726 cm™
referente a estiramento da ligacdo C=0 de éster (SILVERSTEIN, 1994) e bandas
entre 1380 e 1180 cm™, atribuidas ao estiramento da ligagéo C-O.
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Figura 3.1: Espectro de LF-1 (Frielinolactona impura no IV (KBr).

O espectro de Massas (Figura 3.2) apresenta pico do ion molecular em m/z
442 [M'] (6,4%) indicando assim que a lactona foi formada a partir da friedelina.
Apresenta ainda picos de m/z 427 [M -15] (2,2%), 398 [M-CO:]" (9,6%), 383 (4,0%),
218 (22,2%), 205 (30,0%), 191 (21,4%) e 109 (52,8%) caracteristicos da lactona
triterpénica, como descrito por MOITEIRO et al. (2006).
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Figura 3.2: Espectro de Massas de LF-1 (friedelinolactona).
Cromatégrafo CG-17A-CG-EM QP5050. Andlise por insercao direta no EM, El,
70 eV. Temperatura 240 °C na interface. A faixa de anélise do EM foi de 50 a
750 Daltons.
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O espectro de RMN de *H (Fig. 3.3) obtido para a amostra pbv2 apresentou
varios sinais na regiao entre ¢y 1,20, 1,17, 1,00, 0,99, 0,95, 0,89 e 0,83, referentes
aos grupos metila H-23, H-28, H-29, H-27 e H-30, H-26, H-24, H-25,

respectivamente.
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Figura 3.3: Espectro de RMN de *H pbv2 (friedelinolactona impura) (CDCls, 400
MHz).
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O espectro de RMN de *3C (Figura 3.4) e o subespectro de DEPT 135 (Figura
3.5, pag. 177) mostram a presenca de 56 carbonos indicando que a amostra contém
impurezas. Porém, foi possivel observar os sinais em &c 175,65, 84,93 e 40,67
referentes aos carbonos C-3, C-4 e C-5 respectivamente, do anel lacténico. Os
sinais em oc 13,46 e 16,22 podem ser atribuidos as metilas C-23 e C-24 (MOITEIRO
et al., 2006).

As atribuicdes dos outros sinais de carbono foram feitas por comparacao dos
dados de RMN de *3C da friedelina, auxiliada pela analise do subespectro DEPT-135
em comparacao com dados da literatura (VIEIRA FILHO, 2002).
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Figura 3.4: Espectro de RMN de **C de pbv2 (friedelinolactona impura). Em
destaque ampliacédo da regido entre & 29,7 e 57,00 (CDCls, 100
MHZz).
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ApoOs a obtencao da lactona, a mesma foi submetida a reacdo com MeONa
por 1 h, para que o anel A pudesse ser aberto e posteriormente em reacdes
subsequentes se obtivesse 0 acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico. O desenvolvimento da
reacdo foi acompanhado por CCD, tendo sido observado ap6s 1 h de reacdo a
formacéo de um produto (Rf 0,2) em DCM: H (1:1), que foi inicialmente analisado por
CG-EM. Embora o pico correspondente ao ion molecular do éster metilico ndo tenha
sido detectado (Figura 3.6), observa-se um pico em m/z 443, que poderia ser
referente a perda do fragmento de m/z 31 (CH30) do éster. Todavia, o sinal
correspondente a grupo metoxilico ndo foi observado no espectro de RMN de 'H
(Figura 3.7, pag. 179). Estas informacfes sugerem que o tratamento da lactona com
MeONa, leva a abertura do anel, porém, o ion alcoxido formado na abertura do anel,
ataca novamente o carbono carbonilico do éster, promovendo a re-lactonizacdo do

composto.

400e3-
30063

200e3+

100e3+

Figura 3.6: Espectro de Massas do produto obtido apds reacdo da lactona com
MeONa. Cromatégrafo CG-17A-CG-EM QP5050. Andlise por insercdo direta
no EM, El, 70 eV. Temperatura 240 °C na interface. A faixa de andlise do EM
foi de 50 a 750 Daltons.
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Figura 3.7: Espectro de RMN de *H do produto obtido ap6s reacdo da lactona com
MeONa. (CDClI3, 300 MHz).

3.3 — Parte experimental

3.3.1- Métodos Gerais

Tetra-hidrofurano foi secado e destilado na presenca de sodio metélico
utilizando benzofenona como indicador. O DCM e o éter etilico foram tratados de
acordo com PERRIM e ARMAREGO (1988). As reacdes foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada. As demais condi¢cdes experimentais sdo as

mesmas descritas na pagina 131.

3.3.2- Obtencéo de friedelina (Oxidagdo com NayCr,07. 2H,0)

Uma massa de 450 mg da mistura friedelina + fridelinol, isolada das folhas de
M. imbricata (F3), foi dissolvida em 12 mL de CHCI3, a temperatura ambiente. Nesta
mistura foram adicionados 2 mL de Na,Cr,0-,.2H,0O em acido acético pré-aquecidos
a 80 °C, agitando-se por 45 min, e, deixada em repouso, em banho de gelo, por 10
min. Em seguida, a temperatura foi elevada a 25 °C e adicionaram-se 50 mL de

agua a 15 °C. O produto foi coletado em funil de Bichner e lavado com 2 mL de
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MeOH, tendo sido obtido 174 mg de friedelina, que correspondem a 63,9% de

rendimento.

3.3.3- Obtencao da friedelinolactona (Reagao de Bayer-Villiger)

Uma solucdo de 0,5 mL de H,O, e 0,3 mL de acido trifluoroacético (TFA) foi
colocada em um bal&do de fundo redondo e deixados sob agitagdo por 30 min. Em
seguida, 245 mg de friedelina, solubilizados em 2 mL de CHCI3, foram adicionados e
mantida sob refluxo por 10 h. Apés este periodo, analises por cromatografia em
camada delgada indicaram que todo o material de partida havia sido consumido. Em
seguida foram adicionados 1,5 mL de Na;S,;0s 10% e 1,5 mL de NaHCO3 10% e a
fase aquosa extraida com CHCI3 (2 x 3 mL). A fase organica foi tratada com MgSQO,
anidro, filtrada e, em seguida, o solvente foi evaporado em rotavapor, levando a

obtencéo da lactona (240 mg).

3.3.4- Reacdo com MeONa

Uma massa de 100 mg (0,12 mmol) da friedelinolactona, dissolvida em 2,5
mL de THF seco foi adicionada a 5 mL de metéxido de sodio 0,5 mol/L. A mistura
permaneceu sob agitacdo a 50 °C por 1 h. Apés este periodo, adicionaram-se 250
uL de acido aceético glacial e 15 mL de agua. A solugéo foi, extraida entdo, com
CHCI3 (4x10 mL) e secada com MgSO, anidro. Filtracdo e evaporagao do solvente.
Levaram a obtencdo de 72 mg (0,16 mmol) de um sdlido branco. Anélise por CCDS
mostrou tratar-se de uma unica mancha, que foi entdo analisada por insercao direta

no espectrémetro de Massas.
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CAPITULO 4 - Andlise Cristalogréfica

4- Analise Cristalografica

4.1. Isolamento e cristalizacdo de G4 (30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona)

G4 foi isolada do extrato hexanico dos galhos de Maytenus imbricata (pagina
134). A estrutura molecular e a estereoquimica relativa de G4 foram estabelecidas
por meio de técnicas espectroscopicas e cromatograficas: infravermelho (1V),
ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D e 2D e, também, espectrometria de
Massas (EM) (pagina 39).

Para a obtencdo de monocristais adequados ao experimento de difracao, foi
utilizada a técnica de recristalizacdo por evaporacao lenta de solvente. Na escolha
dos solventes adotou-se critério baseado, principalmente, na solubilidade dos TTPC.
O critério adotado para a obtencdo dos monocristais foi a utilizacdo de misturas
contendo dois solventes, sendo que em um deles, o TTPC é soluvel e no outro ele &
pouco soluvel ou insolivel. Com a evaporac¢do do solvente mais volatil formam-se
pequenos cristais nucleadores que, ainda na presenca do liquido menos volatil,
favorece o crescimento de cristais de faces bem formadas e de tamanhos
adequados para o experimento de difracdo. Para a cristalizacdo do composto G4
utilizaram-se as seguintes combinacfes de solventes: hexano:metanol,
hexano:piridina, hexano:etanol, acetato de etila:zmetanol, acetato de etila:etanol,
hexano:cloroférmio, cloroférmio:etanol e cloroférmio:metanol, todos na propor¢céao
1:1. Os cristais obtidos foram acompanhados através da observacdo em um
microscopio O6tico do tipo lupa. Dos cristais obtidos, aqueles formados em
cloroféormio:etanol se adequaram melhor as necessidades para serem utilizados no
experimento de difracdo de raios-X, ou seja, tamanho e uniformidade adequados

(entre 0,05 a 0,2 mm®), bem como auséncia de germinacdes.
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4.1.1. Analise cristalogréfica por difracdo de raios-X

Os dados cristalograficos foram obtidos em um difratbmetro Enraf-Nonius
Kappa-CCD, pelo Prof. Dr. Anténio Carlos Doriguetto, da Universidade Federal de
Alfenas, no Instituto de Fisica de Sao Carlos — USP. A radiacao utilizada foi o MoKa
(0,71073 A).

A andlise cristalografica por difratometria de raios-X foi utilizada para a
confirmacédo da estrutura molecular e para o estudo conformacional.

O tratamento dos dados foi conduzido usando o pacote de programas da
WINGX (FARRUGIA e WATSON, 1999). A estrutura foi resolvida por métodos
diretos usando o programa SHELXS-97 (SHELDRICK, 1997) e o refinamento da
estrutura cristalina por minimos quadrados de matriz completa em F? com o
programa SHELXL-97 (SHELDRICK,1997).

4.1.2. Resultados e discussofes

G4 (30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona) cristalizou no grupo espacial triclinico P1
com duas moléculas na unidade assimétrica. Essa simetria foi analisada
cuidadosamente utilizando o programa PLATON (FISCHER, 1985), indicando que a
estrutura ndo apresenta simetria. A Figura 4.1 mostra uma representacdo Mercury
(MACRAE, et al., 2006) da estrutura. Os principais parametros cristalograficos de G4

sao vistos na Tabela 4.1, pag. 190.

(Molécula 1) (Molécula 2)
Figura 4.1: Representacdo Mercury 1.4.1 de G4 (30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona)
com elipséides a 50% de probabilidade. Os atomos dos anéis estédo
rotulados. Os atomos de hidrogénio foram omitidos.
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Observa-se que a molécula de G4 apresenta desordem estatica
provavelmente em decorréncia de interacdes intermoleculares fracas como ligacoes
de hidrogénio.

As geometrias intramoleculares das duas moléculas diferem quanto a
conformacéo do anel. Na molécula 1, os anéis B, C, D adotam uma conformacgéo em
cadeira, j& 0 anel A existe na conformacgdo de cadeira distorcida. O anel de cinco
membros, E, apresenta uma conformacdo de envelope. Na molécula 2 a
conformacao dos anéis B, C, D e E sdo semelhantes aos da molécula 1. Por outro
lado, o anel A assume a forma de envelope, no qual os atomos C31-C32-C33-C34-
C35 encontram-se no mesmo plano.

Além da diferenga na conformacdo dos anéis A entre as duas moléculas
independentes por operacdo de simetria, um outro aspecto interessante observado
foi a presenca da desordem estatica mostrada pela molécula 2. Esses aspectos
contribuiram para a estrutura ndo ser centrossimétrica.

A geometria intramolecular de ambas as moléculas foram analisadas usando
o MOGUL (BRUNO, et al., 2004) e os valores encontrados para 0os parametros
intramoleculares comparados com os de estruturas similares, que estdo depositadas
na base de dados do CSD (ALLEN, 2002). Este estudo mostrou que todos o0s
comprimentos de ligagcbes e angulos das ligacdes estdo de acordo com os valores
esperados, exceto para os valores referentes ao &tomo de carbono que esté ligado
aos atomos de oxigénio desordenados O31 e O32 e para 0s oxigénios O41 e O42.

Encontrou-se que o comprimento de ligacdo entre C33-031 (1,33 A) é maior
do que se esperava (1,20 A). Uma explicacdo para a diferenca encontrada seria o
fato do atomo C33 ligar-se aos oxigénios 031 e 032 desordenadamente. E como
ele se encontra dentro do anel, sua posicdo esta restrita a esse anel de seis
membros e assim, a perturbacdo provocada pela desordem estatica causa uma
modificacdo significativa no comprimento e angulo de ligacdo. Além disto, o anel
esta numa conformacdo menos estavel (envelope), ou seja, um pouco mais
energética (Figura 4.2, pag. 184). Ja o outro carbono, que esta ligado aos outros
oxigénios desordenados 041 e 042, ndo apresenta uma mudanca tdo significativa,
pois esta ligado apenas por ligagdes sigmas alifaticas, podendo girar livremente e se
“adaptar” as variagcfes ocorridas.
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Com relacdo as interacdes intermoleculares de G4 observa-se que sao
mantidas por ligacdes de hidrogénio moderadas e fracas que estabilizam o

empacotamento cristalino.

Figura 4.2: Vista em perspectiva de G4 (30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona) e
representacdo ORTEP da estrutura molecular.

Essas interacdes ocorrem ao longo da direcdo cristalografica [001] e séo
responsaveis diretamente pela distorcdo do anel A de seis membros da molécula
ndo desordenada (molécula 1). Interacdes intermoleculares (O...H-O) entre a
hidroxila do oxigénio O2 e a carbonila do O1, que assumem o valor de 2,240 A,
ocorrem em uma orientacdo que promove a distorcdo do anel A. Mesmo ocorrendo
tal distor¢cdo, que teoricamente ndo é energeticamente favoravel, no caso dessa
estrutura, a energia gasta € compensada pela energia de estabilizacdo do
empacotamento oriundas das interacdes intermoleculares fracas.

Dos quatorze lupanos cujas estruturas cristalinas ja foram elucidadas, e estao
armazenados no CSD (Crystal Standard Date), existe apenas um (acido 34-O-trans-
feruloilbetulinico (CHIEN et al., 2004) que apresenta atomos desordenados. A
estrutura cristalina de G4 apresentou desordem estatica que pode ser uma
consequéncia das interagcfes intermoleculares que estabilizam o empacotamento da
molécula A no plano (001).

Na Figura 4.3, pag. 185 pode ser visto que O4 estd desordenado em trés
posicoes diferentes. A primeira ocorre de forma que a hidroxila fique voltada para

cima, e, subsequentemente, ha uma interacdo dessa hidroxila que € “puxada para
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baixo” por uma carbonila que é induzida para cima. Além disso, existe uma terceira
ligacdo entre a 4gua e a carbonila, que dessa vez é “puxada para baixo”. Assim, a
hidroxila e a carbonila apresentam dois sitios de ocupac¢éo fazendo com que ocorra
a desordem no sistema.

Figura 4.3: Interacdes intermoleculares da regido desordenada de G4 (30-hidroxi-
lup-20(29)-en-3-ona).

4.2.1solamento e cristalizagdo de G5 (11a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona)

G5 (11ea-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona) foi isolada do extrato hexanico de
Maytenus imbricata (pagina 134). A estrutura molecular e a estereoquimica relativa
de G5 foram estabelecidas por meio de técnicas espectroscopicas e
cromatograficas: infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D e 2D
e por espectrometria de Massas (EM) (pagina 49).

G5 foi cristalizado em mistura binaria de cloroférmio:etanol na proporcéo 1:1 e
a estrutura cristalina foi determinada por meio de difracdo de raios-X por

monocristal.

4.2.1. Analise cristalografica por difracdo de raios-X
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Os dados cristalograficos foram obtidos de acordo com o item 4.1.

com duas moléculas

4.2.2. Resultados e discussoes
triclinico P2;

G5 cristalizou no grupo espacial
independentes por simetria na unidade assimétrica.
Assim como para G4, essa simetria foi analisada cuidadosamente e a
sequéncia conformacional encontrada foi cadeira distorcida, cadeira, cadeira,
cadeira para os anéis A, B, C e D, respectivamente. O anel de 5 membros E,

s

apresenta uma conformagéo em envelope (Figura 4.4).
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Vista em perspectiva de G5 (1le-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona) e

Figura 4.4:
representacdo ORTEP da estrutura molecular.

O grupo hidroxila em C11 encontra-se na posicdo equatorial e pode-se

observar pela Figura 4.5 (p4g. 187) que ocorre a ligagdo de hidrogénio
intermolecular entre a carbonila em C3 e a hidroxila em C11.
Os principais parametros cristalograficos de G5 estéo listados na Tabela 4.1

(pag. 190). Com estas informacdes foi possivel determinar a estrutura de G5 como

sendo o lupano (11ea-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona).
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Figura 4.5: Interagfes intermoleculares de G5 (11a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona).

4.3. Isolamento e cristalizagdo de G6 (34,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno)

O triterpeno 3/,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno (G6) foi obtido a partir do
fracionamento cromatografico do extrato hexanico das folhas e galhos de M.
imbricata (pag. 134).

A andlise dos espectros no IV, RMN de *H e de *C nos levou a propor a
estrutura do lupano 34,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno para G6 (pag. 61).

G6 foi cristalizado em mistura binaria de hexano:acetato de etila, sendo
possivel obter 0 monocristal adequado para a realizacdo da analise cristalografica
através de difracdo de raios-X. A confirmacgdo inequivoca da estrutura de G6 foi
realizada apds obtencdo dos monocristais deste triterpeno. A analise dos dados

cristalogréaficos obtidos permitiu resolver definitivamente a estrutura.
4.3.1. Analise cristalografica por difracdo de raios-X

Os dados cristalograficos foram obtidos de acordo com o item 4.1.
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4.3.2. Resultados e discussofes

A sequéncia conformacional encontrada para a estrutura do lupano 34,30-di-
hidroxi-lup-20(29)-eno foi cadeira, cadeira, cadeira, cadeira e envelope para os anéis
A, B, C, D e E, respectivamente (Figura 4.6). Os grupos hidroxila em C-3 e C-30
estdo em posicado equatorial. Os dados cristalograficos para G6 estdo listados na
Tabela 4.1 (pag. 190). O arranjo entre as unidades moleculares sugere a formacéo
de uma ligagao intermolecular de hidrogénio entre as hidroxilas presentes na
posicdo C-3 das moléculas, bem como entre as hidroxilas em posi¢cao C-30 (Figura
4.7, pag. 189) (PIMENTA JR. et al., 2006).

Estas interacdes moleculares formam infinitas cadeias ligadas ao longo do
eixo c-axial; na Figura 4.7 (pag. 189). A estrutura cristalina de G6 € projetada sobre
um plano ab, sdo representadas cinco cadeias, com uma ao centro e quatro ao

redor.

Figura 4.6: Vista em perspectiva de G6 (34,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno) e

representacdo ORTEP da estrutura molecular.
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Figura 4.7: Vista das ligac6es de hidrogénio entre as moléculas de G6 (34,30-di-
hidroxi-lup-20(29)-eno)
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Tabela 4.1: Dados cristalograficos obtidos dos triterpenos lupanicos isolados de M.

imbricata

G4

G5

G6

Sistema Cristalino

Grupo espacial
Formula empirica

Dimensdes da cela

unitaria

Volume da cela
unitaria

Comp. de onda

7+

Densidade do cristal

F (000)*

N° total de reflexdes

N° de reflexdes > 2 &

N° de parametros

refinados

&
u

Ortorrémbico
P1

C60H9604

a (A)=9,552

b (R) = 9,708

c (A) = 14,470

a (deg) = 93,83
A (deg) = 102,83

y (deg) = 103,31
1263,3 A°

MoKa

1

1,159 mg m
488

33641
R1=0,0438
wR2=0,1157
5778/6/594

0,070

Ortorrémbico
P2,

C60H9604

a(A)=13,444

b (R) = 14,446
¢ (A)=13,522
a (deg) =90
£ (deg) = 99,70
y (deg) =90
2588,6 A°

MoKa

2

1,131 mgm*
976

6920
R1=0,0977
wR2=0,2337
4882/1/580

0,068

Ortorréombico
P4,4,4,

C60H9604
a (A) = 19,038(1)

b (A) = 19,038(1)

c (A) = 7,2290(4)

a (deg) = 90,00
S (deg) = 90,00

y (deg) = 90,00
2620,1(3) A®

MoKa

4

1,122mg m*
984

15782
R1=0,0538
wR2=0,1109
4279/1/298

0,067

* = nimero de moléculas (ou férmulas) na célula unitaria; * = Namero total de

elétrons na célula unitaria; = Coeficiente de absorcao linear.
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CAPITULO 5 — Avaliac&o das atividades antioxidante, herbicida e tripanocida

de M. imbricata

5.1. Avaliacdo da atividade antioxidante de M. imbricata

5.1.1. Introducéao

Os radicais livres, além de serem responsaveis pela peroxidagao lipidica
durante o processamento e estocagem dos alimentos (SINGH et al., 2002), estéo
diretamente envolvidos em processos como cancer, cardiopatias, diabetes
(YILDIRIN et al., 2001), mal de Alzheimeir (ALLISON et al., 2001), arteriosclerose,
processos inflamatérios (JIN et al., 2002, HARDMAN et al., 1996) e outras
patologicas que acometem os seres humanos. Nos organismos vivos existem varios
mecanismos que levam a formacao de radicais livres. Por outro lado, existem
defesas naturais contra os processos oxidativos desencadeados que, no entanto,
nem sempre s&o eficazes (YILDIRIM et al., 2001).

Os antioxidantes sdo compostos que capturam radicais livres, atuando no
controle de doencas e na conservacao dos alimentos. A pesquisa de antioxidantes
de origem natural, principalmente a partir de plantas, tem merecido grande atengao
por parte dos pesquisadores e tem aumentado consideravelmente nos ultimos anos
(HARRISH e SHIVANANDAPYA, 2006; WU et al., 2006; CAPECKA et al., 2005;
SILVA et al., 2005a; JELLER et al., 2004).

Diferentes espécies da familia Celastraceae exibem atividade antioxidante
(JORGE et al., 2004; ALLISON et al., 2001; HOWES e HOUGHTON, 2003) e tém
sido avaliadas como fontes promissoras de novos farmacos (SOUSA e ALMEIDA,
2005).

Com o objetivo de se avaliar a atividade antioxidante (AA) em Maytenus
imbricata foram determinados o teor de fendlicos totais, a capacidade de retirada de

radical livre com 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e o poder redutor (PR) dos
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extratos em hexano (EHF), etanol (EEtF), acetato de etila (EACEtF) e cloroférmio
(ECIF) das folhas; em hexano (EHG), em acetato de etila (EacEtG) dos galhos,
hidroalcodlico das raizes (EHAR) e sdlido obtido do EFH e EGH (EFHs e EGHSs) de
M. imbricata, utilizando espectrofotometria. Os compostos isolados avaliados foram
dulcitol (F1) e epicatequina (F12) obtidos das folhas e a mistura de proantocianidinas

(G1) dos galhos desta espécie.

5.1.2. Andlise dos resultados e discussao

5.1.2.1. Conteudo de fendlicos totais

A presenca de compostos de natureza fendlica nos extratos polares obtidos
de folhas, galhos e raizes de M. imbricata foi verificada através de testes com
reagente de Folin Ciocalteu (SINGH et al., 2002). Os resultados sugerem que existe
uma correlagdo entre o conteudo de fendlicos totais e a atividade antioxidante dos
extratos das folhas, galhos e caule de M. imbricata, indicando a influéncia da

composi¢cao quimica dos mesmos na atividade antioxidante (Tabela 5.1).

Tabela 5.1: Rendimento dos extratos e conteldo de fendlicos totais em extratos e
compostos isolados de Maytenus imbricata

Origem Extrato ou amostra Rendimento (%) Fendlicos (mg/g) extrato®
Folhas EHF 4,09 nd
678,719 EHsF 1,95 nd
ECIF 1,01 nd
EACEtF 10,86 659,27 + 31,68
EEtF 34,86 440,89 * 66,82
F1 0,76 nd
F12 17,7 1220,33 £ 8,51
Galhos EGH 2,02 nd
883,36 g EHsG 0,46 nd
EACEtG 2,01 85,79 3,07
G1 75 307,65 £ 6,45
Raiz EHAR 7,28 422,57 + 15,89

nd = ndo detectado. ® medida por espectrofotometria.
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5.1.2.2. Atividade de retirada de radical (DPPH) e poder redutor dos extratos de
M. imbricata

Para avaliar a atividade antioxidante de extratos e compostos isolados de M.
imbricata foi realizado o teste do DPPH, que se baseia na propriedade de captura de
um proton-radical (proton-radical scavenging). Na reagao, a cor purpura da solugao
metandlica de DPPH desaparece rapidamente na medida em que esse reage com
compostos capturadores de préton-radical (WU et al., 2006; BLOIS, 1958).

A capacidade de retirada de radical apresentada pelo extrato em acetato de
etila obtido das folhas foi maior que a observada para os extratos etandlico e
cloroférmico em todas as concentragdes avaliadas (Figura 5.1, pag. 194 e Tabela
5.2). O mesmo foi observado quando se comparou os resultados com os padrées
butil-hidroxianisol (BHA) e acido galico (AG) (Tabela 5.3, pag. 194). A comparagao
entre a atividade de retirada de radical exibida pelos padrdes e extratos foi realizada

através de regresséo linear (Figura 5.2, pag. 195).

Tabela 5.2: DPPH e poder redutor (PR) dos extratos das folhas de Maytenus
imbricata

Concentracéo (ppm) Extratos DPPH(%) PR
50 EACEtF 42,79A 0,25A
EEtF 30,64B 0,16B
ECIF 0,00C 0,00C
100 EACEtF 43,43A 0,41A
EEtF 30,98B 0,41A
ECIF 0,00C 0,01B
200 EACEtF 47,75A 0,84A
EEtF 37,68B 0,67A
ECIF 7,38C 0,04B
300 EACEtF 68,15A 1,10A
EEtF 61,95B 0,93A
ECIF 13,39C 0,10B
Em cada concentragao, amostras seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey

(P<0,05).
Extratos: EACEtF = em acetato de etila; EEtF = em etanol; ECIF = em cloroférmio
(%) de retirada de radical medida por espectrofotometria.
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Tabela 5.3: Comparagao da atividade antioxidante dos extratos a 100 ppm com os
padrées BHA e AG (100 ppm) para a atividade de retirada de radical

(DPPH)
Extrato DPPH
EACEtF 43,43A
EEtF 30,98B
AG 18,78C
BHA 7,70D
ECIF 0,00E

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
Extratos: EACEtF = em acetato de etila; EEtF = em etanol; ECIF = em cloroférmio;
AG = acido galico; BHA = butil-hidroxianisol.

T

© 80 -

3 —e— EACEtF
o 60 -

@ —m— EEfF
}% 40 - EHER
= —%— EACEG
GJ |

© 20 i— ECIF
\o O T I I I +BHA

(=)

50 100 200 300

Concentrag&o (ppm)

Figura 5.1: Porcentagem de retirada de radical (DPPH) dos extratos em acetato de
etila (EACEtF), etanol (EEtF) e cloroformio das folhas (ECIF);
hidroalcoodlico das raizes (EHEtR) e em acetato de etila dos galhos
(EACETG) de M. imbricata e do padrao BHA.



Avaliacao da Atividade Antioxidante e Herbicida de Maytenus imbricata 195

80,00 - ¢ TipoA—=—TipoB —a—Tipo C
70,00 4
60,00 4
50,00 4
§ 40,00 4
30,00
20,00 4
10,00 ¢
*
0,00 *> *> T T T T |
0 50 100 150 200 250 300 350
Concentracéo
Tipo A: Y =
TipoB: Y = 48 126466 — 0,123735* ¢ + 0,000632 * ¢ R? = 95,61%
Tipo C: Y =36,240268 — 0,137613* ¢ +0,000742 * 2 R? =99,30%

¢ = concentragdo; * Valores dos coeficientes significativos a 5%, pelo teste t. Tipo A: extrato
cloroférmio (ECIF). Tipo B: extrato em acetato de etila (EACEtF). Tipo C:extrato etandlico (EEtF).

Figura 5.2 — Estimativa de DPPH (\f ) para diferentes concentragdes (c) nos extratos
obtidos a partir das folhas de M. imbricata.

A maior atividade apresentada pelo extrato em acetato de etila pode ser
resultante da contribuicdo da epicatequina, isolada a partir deste extrato e que
possui atividade antioxidante comprovada (AGRAWAL, 1989). Outro fato pode ser a
seletividade significativa do acetato de etila na extragdo das procianidinas,
compostos com acentuada atividade antioxidante (PEKIC e STAMENKOVIC, 1972,
citado por JAYAPRAKASHA et al., 2001).

O fato de ndo ter sido observada atividade antioxidante associada aos
extratos obtidos a partir de solventes apolares nao implica na auséncia da mesma
(KRANL et al., 2005). Sistemas ou ensaios que permitam a avaliagdo da atividade
antioxidante em extratos e compostos menos polares devem ser utilizados para se
concluir com certeza se os mesmos exibem ou ndo atividade antioxidante (MURCIA
et al., 2004).

A atividade antioxidante do extrato em acetato de etila dos galhos nas
concentragdes testadas (50, 100, 200 e 300 ppm) foi superior a atividade exibida
pelo BHA (100 ppm) e inferior a do acido galico (100 ppm). Resultado similar foi

observado para o extrato hidroalcodlico das raizes em relagédo ao BHA (100 ppm),
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porém, sendo superior ao acido galico (100 ppm) apenas nas concentragdes de 200
e 300 ppm.

O poder redutor (PR) dos extratos das folhas foi dose dependente (Tabela 5.4
e Figura 5.3), sendo o extrato em acetato de etila, diferentemente do observado para
o DPPH, superior aos demais extratos apenas na concentragdo 50 ppm. Nas
concentragdes de 100, 200 e 300 ppm, nao se observou diferengcas no PR dos
extratos em acetato de etila e etandlico (Tabela 5.4). O PR do extrato cloroférmico
foi observado a partir das concentragdes de 200 e 300 ppm, sendo, contudo inferior
a dos outros extratos. A comparagao entre a atividade antioxidante dos extratos das

folhas (Tabela 5.4) foi realizada através de regresséo linear.

g 12 -
8 1’0 | —m—EEtF
= 0,8 -

@ —o— EACEtF
;% 06 - EHAR
g 0,4 - —— EACEtG
0,2 1 //X ECF
<00 K— — ‘

50 100 200 300
Concentracao (ppm)

Figura 5.3: Poder redutor dos extratos em etanol (EEtF), acetato de etila (EACEtF) e
cloroférmio (ECIF) das folhas, em acetato de etila (EACEtG) dos galhos e
hidroalcodlico das raizes (EHAR) de M. imbricata.

Tabela 5.4. Comparagao da atividade antioxidante dos extratos das folhas a 100
ppm com os padrées BHA e AG (100 ppm) para o poder redutor

Amostra PR
AG 0,63A

EACEtF 0,41B
EEtF 0,41B
BHA 0,33B
ECIF 0,01C

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
Extratos: EACEtF = em acetato de etila; EEtF = em etanol; ECIF = em cloroférmio; AG = acido galico
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Os dados do PR dos extratos obtidos a partir de galhos e do extrato
hidroalcodlico das raizes foram analisados por regressao linear. Para o extrato dos
galhos, o PR verificado apresentou também variagbes de acordo com a
concentragédo testada, porém, ndo se chegou a uma equagao que explicasse o
modelo encontrado. No extrato obtido a partir das raizes, o PR do extrato
hidroalcodlico foi maior e superior ao dos padrbées a 300 ppm. Os resultados
mostram que os extratos das folhas, galhos e raizes de M. imbricata foram elétron-
doadores convertendo os radicais livres em produtos mais estaveis, finalizando
assim as reacgoes radicalares iniciadas.

Comparando as atividades dos extratos em acetato de etila das folhas e
galhos, verificou-se que as folhas apresentaram maior atividade de retirada de
radical, bem como maior PR (Figuras 5.1, pag. 194 e 5.3, pag. 196).

5.1.2.3. Atividade de Retirada de Radical (DPPH) e Poder Redutor de

compostos isolados de M. imbricata

A epicatequina (F12) isolada a partir do fracionamento do extrato em acetato
de etila das folhas foi identificada usando técnicas espectroscopicas de analise (pag.
120). A natureza fendlica do composto denominado G1, isolado a partir do extrato
em acetato de etila dos galhos, foi verificada através da analise do espectro no 1V,
bem como dos testes com reagentes especificos (FeCls) que indicaram a presenga
de taninos condensados.

Tanto a epicatequina quanto o composto G1(mistura de proantocianidinas)
apresentaram nas concentragcdes de 50, 100, 200 e 300 ppm, AA superior ao BHA
(100 ppm) e ao acido galico (100 ppm). Entretanto, o PR apresentado pela
epicatequina foi superior ao dos padrdes nas concentracdes de 100, 200 e 300 ppm.

Os compostos fendlicos constituem um dos maiores grupos de substancias
distribuidas no reino vegetal (LI et al., 2006) e apresentam AA comprovada por meio
de varios ensaios (KRANL et al., 2005; MURCIA et al., 2004). A atividade de retirada
de radical (DPPH) dos compostos polifendlicos pode ser influenciada pelo niumero e

posicdo das hidroxilas fendlicas na molécula (WU et al., 2006). Além disso, o
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maior numero de grupos hidroxila ligados aos nucleos flavonoidicos, também altera
a atividade antioxidante (CAO, et al., 1997).

De acordo com CAPECKA et al. (2005), correlagées entre o conteudo de
compostos antioxidantes e atividade antioxidante sdo dificeis de serem explicadas
apenas por analises quantitativas. SKERGET et al. (2005) sugere que exista um
sinergismo entre compostos antioxidantes e outros metabdlitos secundarios, que
podem influenciar as diferengas quanto a capacidade antioxidante de extratos de

plantas.

5.1.3. Parte experimental

5.1.3.1. Métodos gerais

O material foi coletado no mesmo local descrito na parte experimental, item
2.2.2, pag. 132. Os extratos e as substéncias isoladas foram obtidos de acordo com

as técnicas descritas na pag. 133.

5.1.3.2. Determinacéo de fendlicos totais

Os extratos avaliados foram analisados de acordo com metodologia descrita
por SINGH et al. (2002). Os extratos obtidos em solventes polares, bem como os
compostos de natureza fendlica isolados, foram dissolvidos na mistura metanol:agua
(6:4), os extratos obtidos em solventes apolares foram solubilizados em mistura de
metanol:CHCI; (1:2) e o dulcitol em agua.

Aliquotas de 0,2 mL das amostras previamente preparadas foram misturadas
a 0,1 mL de reagente de Folin Ciocalteu diluido de 10 vezes e 0,8 mL de solugao de
carbonato de sodio 7,5% .

Esta mistura foi deixada em repouso por 30 min a temperatura ambiente e as
absorvancias foram medidas a 765 nm. A curva de calibracdo foi realizada com
acido tanico, sendo os resultados encontrados expressos em equivalentes de acido
tanico, usando a equacéo linear: A = 0,0049C + 0,1755, R?=0,9367, onde A =
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absorvancia e C= concentracdo de acido tanico em ppm. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

5.1.3.3. Atividade de retirada de radical (ARR) usando o método DPPH

Seguindo a metodologia descrita por SINGH et al. (2002) e BLOIS (1958),
aliquotas de 50 e 100 uL (50 e 100 ppm) de amostras e BHA (25 e 50 ppm) em
etanol foram colocadas em tubos de ensaio, sendo o volume ajustado para 100 pL.
Solugcdo metandlica de DPPH 0,1 mM (5 mL) foi adicionada aos tubos que em
seguida foram agitados vigorosamente. Os tubos foram deixados em repouso a 27
°C por 20 min. Um tubo controle contendo a mistura acima, sem o extrato, foi usado
como branco e o metanol usado como corretor da linha de base; as absorvéancias
foram medidas a 517 nm. Todos os testes foram realizados em ftriplicata e a
atividade de retirada de radical (ARR) expressa como a porcentagem de inibicdo e
calculada usando a formula:

% ARR = (Abs. controle — Abs. amostra/Abs. controle) x 100
onde Abs. = absorvancia.

5.1.3.4. Poder Redutor (PR)

Aliquotas de 1 mL (50 a 400 ppm) das amostras e BHA (25 e 50 ppm) em
etanol foram preparadas como descrito anteriormente e analisadas de acordo com
metodologia descrita por YILDIRIN et al. (2001). Acrescentou-se as aliquotas, 2,5
mL de tampédo fosfato (0,2 mol/L, pH 6,6) e 2,5 mL de Ks3[Fe(CN)s] (1%). Em
seguida, as amostras foram incubadas a 50 °C por 30 min. Apds este periodo
adicionou-se 2,5 mL de acido tricloroacético (10%) e a mistura foi centrifugada a
2500 rpm por 8 min. Retirou-se 2,5 mL da camada superior, que foram acrescidos de
2,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de FeCl; aquoso (0,1 %). A absorvancia foi
medida a 700 nm (YILDIRIN et al., 2001). O aumento do poder redutor foi avaliado

com o0 aumento da absorvancia.
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5.1.4. Andlises Estatisticas

Todas as analises foram realizadas em ftriplicata. Os calculos estatisticos
foram realizados usando programa ESTATISTICA para tratar as médias, o desvio
padrao e a regressao linear R2. As diferencas entre as amostras foram determinadas
pela analise de variancia (ANOVA) a P< 0,05.

5.1.5. Concluséao

Os resultados mostram que os extratos das folhas, galhos e raizes, bem como
os compostos isolados de M. imbricata tém um alto conteudo de fendlicos totais e
exibiram potencial atividade antioxidante (AA) e poder redutor (PR), quando
comparados aos padrées BHA e GA.

Todavia, estudos futuros sdo necessarios para determinar a presencga de
outros constituintes bioativos nos extratos de M. imbricata, bem como para verificar
suas atividades em sistemas in vivo, ja que atividade antioxidante e poder redutor

dos extratos de M. imbricata sdo aqui reportados pela primeira vez.

5.2. Avaliacdo da atividade inibitéria da sintese de ATP

Estes estudos foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr. Blas Lotina-

Hennsen da Universidade Nacional Autbnoma do México (UNAM).

5.2.1. Introducéao

A agricultura brasileira representa um dos grandes mercados mundiais para
os herbicidas quimicos. Todavia estes sdo muitas vezes inviaveis economicamente e
comumente téxicos (ROBBS e BITTENCOURT, 1999).

A pesquisa dos chamados herbicidas verdes tem merecido destaque nos
ultimos anos, pois eles exibem a vantagem de serem inGcuos ao meio ambiente, ao
seres humanos e animais, além de se constituirem em uma solugdo a longo prazo
para controlar as espécies daninhas que sao particularmente resistentes aos
herbicidas tradicionais (AIRES et al., 2005).
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Os herbicidas sao classificados de acordo com o mecanismo de agcado que
apresentam (KISSMANN, 2006). Herbicidas que atuam inibindo a fotossintese
impedem a formac&o de compostos essenciais para a atividade fisioldégica e o
desenvolvimento do vegetal. A fotossintese ocorre em duas fases, uma dependente
e outra ndo dependente de energia luminosa, ou seja, fase clara e escura,

respectivamente (Figura 5.4).

2 Hzo

2 NADP*+ 2H"
\ Ae =/ Tilacoides
© ‘/(; 2 ou 3@ \‘2 NADPH

4H* 2 ou3ATP Poder redutor
FSIl
FSlI
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CO, » (CH,O . H,0) Estroma

+ 3 ATP + 2 NADPH

Fase escura

Figura 5.4: Fotossintese: fase clara (reagbes com luz) e fase escura (fixagao de
COy).

Os pigmentos envolvidos na fotossintese sao clorofilas A e B, carotendides e
ficobilinas (HALL e RAO, 2001). A energia absorvida pelos pigmentos é transferida
para centros de reacdo localizados nas membranas tilacdides, dentro dos
cloroplastos.

Até o momento, foram identificados dois centros de reacdo que trabalham de
forma coordenada para a fotossintese. As fases processadas por esses dois centros
s&o conhecidas como fotossistema Il (FS Il, 680 nm) e fotossistema | (FS |, 700 nm)
que interagem entre si através de transportadores de elétrons (HALL e RAO, 2001).
No centro de reagdo, além de pigmentos, encontram-se enzimas, proteinas

estruturais e outras moléculas que catalisam as reacgdes.
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No fotossistema Il, clorofilas excitadas do centro reativo, liberam elétrons que
sao capturados por moléculas de uma corrente transportadora. Através da reacao de
Hill (fotolise da agua), moléculas de agua proximas ao FS Il s&o hidrolisadas,
liberando oxigénio e dois hidrogénios, que cedem seus elétrons para a regeneragao
das clorofilas, restando protons, que se dirigem aos centros de sintese de ATP
(HALL e RAO, 2001).

No fotossistema | pigmentos no centro de reagdes absorvem também energia

oriunda da luz, porém n&o ha hidrdlise de moléculas de agua (Figura 5.5).
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Figura 5.5: Diagrama simplificado do transporte de elétrons aciclico (n&o ciclico) no
cloroplasto vegetal.

O maior grupo de herbicidas hoje no mercado apresenta mecanismos que
impedem a reducdo da NADP para NADPH®, interrompendo o processo de
fotossintese. Porém, um efeito paralelo ocorre e € muito mais intenso e rapido.
Como sé&o compostos catibnicos soluveis na agua, sofrem forte dissociagéo e
reducado, gerando compostos instaveis (radicais livres) que sofrem oxidagédo causada
por oxigénio molecular do meio. Ocorre, entdo, a formacdo de peroxido de
hidrogénio altamente oxidante e que em pequena quantidade pode destruir o
cloroplasto, romper membranas de organelas e de células, causando
extravasamento de protoplasma seguido da morte da célula, ou necrose celular. Em
presenca de luz, a acdo do herbicida é muito rapida, com o aparecimento de

sintomas em poucas horas, seguindo-se de dessecagao e morte do vegetal.
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Na auséncia de luz sdo absorvidos e transportados no xilema, que nao é afetado. Na
volta da luz, a acao fica ainda mais intensa, porque o herbicida esta mais difundido
dentro da planta.

Existem outros herbicidas que afetam o fotossistema |, sem, contudo produzir
radicais livres ou peréxido de hidrogénio, afetando apenas a fotossintese e nao
causando danos mais graves ao vegetal. Compostos que apresentam este
mecanismo de agao sdo cada vez mais desejados, pois sdo bem mais seletivos e
menos deletérios.

Para se avaliar a atividade dos compostos friedelina (G9), epicatequina (F12),
dulcitol (F1), 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona (G4), 3p,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno
(G6) e o acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico (F9) isolados de folhas e/ou galhos de
Maytenus imbricata sobre a fotossintese foram realizados testes de inibicdo da
sintese de adenosina trifosfato (ATP), de determinag&o dos efeitos sobre transporte
de elétrons, da fluorescéncia da clorofila A e avaliagdo da atividade da enzima Mg?*-
ATPase.

5.2.2. Andlise dos resultados e discusséo

5.2.2.1. Inibicdo da sintese de ATP

Friedelina (G9), epicatequina (F12), dulcitol (F1), 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-
ona (G4), 3p,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno (G6) e o acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico
(F9) foram submetidos a testes de inibicdo da sintese de ATP através da atividade
de fotofosforilagdo em cloroplastos isolados de espinafre (KING-DIAZ, et al., 2006).
Nas condi¢cdes do teste nao foi detectada atividade de inibicdo da sintese de ATP
em relacdo aos triterpenos G9, F12, G4 e G6. No entanto, o acido 3,4-seco-
friedelan-3-6ico (F9) apresentou atividade inibitéria na sintese do ATP na
concentragéo de 144 uM, que produz 50% de inibi¢cao (ICso) (Figura 5.6, pag. 204).
Tal resultado justificou a avaliacdo de sua atividade sobre outros parametros

relacionados a fotossintese.
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Figura 5.6: Efeito do acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico (F9) sobre a sintese de ATP em
cloroplastos (clp) de espinafre. Controle= 1100 uM de ATP mg™ clp h™.

5.2.2.2. Efeito do acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico sobre o transporte de elétrons

Para conhecer o mecanismo de inibicdo do acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico
sobre a sintese de ATP estudou-se o seu efeito sobre o transporte basal de elétrons,
a fosforilacdo oxidativa e o transporte desacoplado de elétrons. Verificou-se que a
fosforilagdo e o fluxo desacoplado de elétrons foi inibido até o maximo de 300 uM

(Figura 5.7). Valores acima desta concentragdo levaram a um aumento em ambas

atividades.
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Figura 5.7: Efeito do acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico (F9) sobre o transporte basal
de elétrons (m), a fosforilacéo (®) e transporte desacoplado de elétrons
(«) em cloroplastos (clp) de espinafre. Controle = 480, 700 e 1060
nequiv. e/ h™ mg™ clp, respectivamente.

O valor de ICsp para o transporte desacoplado de elétrons da agua para o

herbicida MV (metil viologen) foi de 169 uM. Os resultados do efeito sobre o fluxo de
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elétrons e a sintese de ATP indicaram que o acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico atua
como um inibidor da reacdo de Hill em baixas concentracbes e como desacoplador
em altas concentragdes (Figura 5.7, pag. 204).

O fluxo basal de elétrons nao foi afetado pelo acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico
(Figura 5.7). Este resultado sugere que o local onde o acido 3,4-seco-friedelan-3-
oico se ligaria na membrana das tilacoides, ndo esta exposto, indicando que podem
ter ocorrido mudangas conformacionais na molécula alvo, situada na membrana das
tilacoides, indicando que o triterpeno pode atuar como um inibidor de transferéncia
de elétrons ou como um desacoplador na sintese de ATP.

Para localizar o local de agao do acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico na cadeia de
transporte de elétrons dos cloroplastos foi avaliado seu efeito sobre os fotossistemas
FSI e FSII. Verificou-se que o acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico inibiu parcialmente o
fotossistema desacoplado FSIlI da agua para 2,6-diclorofenolindofenol oxidado
(DCPIP.) e da agua para siliciomolibdato de sdédio (SiMo) em concentragbes
crescentes (Tabela 5.5). Os resultados indicaram que o alvo do triterpeno esta
localizado na parte doadora de FSII, ou seja, a enzima responsavel pela hidrolise da

agua.

Tabela 5.5: Efeito do acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico (F9) sobre o transporte
desacoplado de elétrons no fotossistema FSIlI da agua para DCPIP, da
agua para SiMo e do DPC para DCPIP e no fotossistema FSI do DCPIP
para MV, da TMQH, para MV

MIF4 | PSI 4gua para FSIl &gua FSII DPC FSI DCPIPred FS|
[uM] DCPIP para SiMo para DCPIP para MV TMQ;i/para
a b a b C b a b a b
0 333 100 120 100 737 100 400 100 300 100
100 | 400 120 80 67 759 103 400 100 300 100
200 333 100 40 33 - - 400 100 500 167
300 | 267 80 20 18 725 98 400 100 500 167
400 | 200 60 0 0 735 100 400 100 500 167

a valores em p equiv. € mg” clp h”

b valores em percentual. ¢ valores em mM DCPIPred mg'1 clp h'

DCPIP (2,6-diclorofenolindofenol); SiMo (siliciomolibdato de sédio); MV (metil viologen); DCMU ([3-
(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia]); DPC (difenil carbazida); TMQH, (tetrametil-p-benzohidroquinona).
clp = cloroplastos
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O transporte desacoplado de elétrons no FSI de 2,6-diclorofenolindofenol
reduzido (DCPIP,4) a metil viologen (MV) e de tetrametil-p-benzohidroquinona
(TMQH;) a MV na presenga de acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico nao foi afetado, ja
que a proporgao do fluxo foi de 400 e 300 pequiv. e/h’ mg'1 clp, respectivamente na
presengca ou auséncia de 300 uM de acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico. As reacdes
parciais do fotossistema FSII de difenil carbazida (DPC) para DCPIPox ndo foram
afetadas.

Assim como em suas propriedades desacopladoras, o transporte de elétrons
do TMQH, para MV aumentou com concentragbes crescentes do triterpeno,

indicando o comportamento desacoplador do composto.

5.2.2.3. Determinagéo da fluorescéncia da clorofila A

A fluorescéncia da clorofila A na presencga acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico foi
determinada para confirmar o local da interacdo do triterpeno com a parte doadora
de FSIl. O rapido aumento observado na fluorescéncia do herbicida [3-(3,4-
diclorofenil)-1,1-dimetiluréia] (DCMU) durante sua indugao cinética classica, ocorre
durante os primeiros 2 ms de inducéo e indica sua agado sobre a parte doadora de
FSII (Figura 5.8). Verificou-se que o acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico apresenta o
mesmo modo de inibicdo, porém mais eficiente que o (hidroximetil-(aminometano)
(Tris), um composto, reconhecido como inibidor da parte doadora de FSIl (RICKERT
et al., 1991). Esta acao é reportada pela primeira vez para este triterpeno (SILVA et
al., 2007).
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Figura 5.8: Aumento na cinética da fluorescéncia sobre tilacdides infiltradas com
500 uM de acido 3,4-seco-friedelan-3-o6ico (linha ---). DCMU, 10 uM (linha
asss), Tilacoides tratadas com Tris (linha «w0) € controle (linha —).
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A inducédo da fluorescéncia da clorofila A no FSIl € chamada curva ou banda
K (Kautsky), sendo calculada como a diferengca entre a curva de Tris e a do
composto controle sobre a fluorescéncia relativa variavel. A criagdo da banda K
aparece a 300 ps e surge em fungdo de um desequilibrio no fluxo de elétrons entre
partes doadoras e aceptoras de FSII (STRASSER, 1997).

A comparacao da banda K entre as tilacdides incubadas com 0,8 mol/L Tris e
tilacoides tratadas com 500 uM. de acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico mostra que o
triterpeno exibe uma banda K minima em relagdo aquela observada para Tris (Figura
5.9). Estes resultados contribuiram para reafirmar os dados polarograficos onde foi
verificado que o alvo do acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico é sobre a enzima

responsavel pela hidrélise da agua, situada na parte doadora de FSII.
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Figura 5.9: Comparacéao entre a banda K acerca de 300 us das tilacoides incubadas
com 0,8 Tris (°) e tilacéides tratadas com 500 uM de acido 3,4-seco-
friedelan-3-6ico (%). Considerou-se a diferenca de cada curva do controle
com a variagéo da fluorescéncia relativa normalizada na amplitude F; - Fo.

5.2.2.4. Atividade da enzima Mg®*-ATPase

A atividade da enzima Mg®*-ATPase é aumentada na presenca de NH4Cl, ja
que o mesmo é um desacoplador ja conhecido e, portanto, utilizado como controle
(HALL e RAO, 2001). O acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico aumentou também a
atividade da enzima Mg*-ATPase agindo entdo como um desacoplador (Tabela
5.6).

O acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico mostrou-se cerca de 4 vezes mais potente

do que o controle (NH4CI), o que explica a forte inibicdo da sintese de ATP (Figura
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5.6, pag. 203). Em funcéo desse resultado e comparativamente, pode também ser
considerado mais potente que a tricolina A, outro produto natural que age também
como inibidor da reac&o de Hill e desacoplador (ACHININE et al., 1999).

Tabela 5.6: Efeito do aumento das concentracdes do acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico
e do NH4CI sobre a atividade da Mg®*-ATPase

Concentragdo do composto uPmgtclph® Atividade

Acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico [uM]

0 290 100
100 583 201
300 785 271
500 1350 466
Cloreto de amdnia [mM]
0 220 100
1 488 222
3 549 250
6 445 202

clp= cloroplasto

5.2.3. Parte Experimental

5.2.3.1. Métodos Gerais

O material foi coletado no mesmo local descrito na parte experimental-
fitoquimica, item 2.2.2, pag. 132. Os extratos e as substancias isoladas foram

obtidas de acordo com o descrito na pag. 133.

5.2.3.2. Isolamento de cloroplastos e determinacdo da concentracdo de

clorofila

Cloroplastos foram isolados a partir de folhas de espinafre (Spinacea oleracea
L.) de acordo com LOTINA-HENNSEN et al. (1999). Para extragao dos cloroplastos,

as folhas livres da nervura central e das extremidades basal e apical (25 g) foram
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trituradas em liquidificador e submetidas a extragdo com 100 mL do seguinte meio:
sacarose (400 mMol L), MgCl, (5 mMol L"), KCI (10 mMol L") e K*-tricina (30 mMol
L™") em pH 8 (1 mol L™" KOH). O homogeneizado foi centrifugado (4000 RPM por 5
min a 4 °C), o sobrenadante eliminado e o sdélido contendo os cloroplastos foi
ressuspendido em 1 mL meio constituido por: sorbitol (100 mMol L), KCI (10 mMol
L™"), MgCl, (5 mMol L") e K*-tricina (1 mMol L") em pH 8 (1 mol L' KOH) e estocado
no escuro por 1 h a4 °C (LOTINA-HENNSEN et al., 1999).

A concentragédo da clorofila foi determinada em 80 % de acetona de acordo
com STRAIN et al., 1971.

5.2.3.3. Medida da sintese de ATP e determinacéo do fluxo de elétrons

A sintese de ATP foi determinada utilizando-se microeletrodo (Orion modelo
8103 Ross, Beverly, MA, USA) conectado a potencidmetro Corning modelo 12
(Corning Medical, Acton, MA, USA) com escala expandida e registrador Gilson (Kipp
& Zonen, Bohemia, NY, USA) com pH ajustado em aproximadamente 8
(DILLEY,1972) de acordo com HERNANDEZ-TERRONES et al. (2003). Utilizou-se o
seguinte meio reacional: clorofila (20 ug mL™), sacarose (100 mMol L"), MgCl,.6H,0
(5 mMol L™), KCI (10 mMol L), KCN (0,5 mM), e K*-tricina (1 mMol L"), pH 8 (1
mmol L KOH). Como aceptor de elétrons para a sintese de ATP foi utilizado
solugdo de 50 uM do herbicida metil viologen (MV) na presenca de ADP (1 mMol L™)
e KH,PO, (3 mMol L™). A reacéo teve inicio com iluminagdo saturante de 350 Watts.

O fluxo de elétrons fotossintético foi determinado pela captura de oxigénio
utilizando-se um microeletrodo de Clark (Orion modelo 8103) conectado a um
potencidmetro Corning modelo 12, com escala expandida e registrador Gilson. O
transporte de elétrons basal foi determinado com um oxygraph YSI modelo 5300.

Cada cubeta durante a reacdo luminosa continha 20 mg de Chl mL™, assim
como nas condicdes para captura de protons, exceto nas concentragdes de Na-
tricina que foram de 15 mMol L™, com um tempo de reagdo de 1 minuto, sob
condicbes aerdbicas, e luz branca saturante de 350 Watts (HERNANDEZ-
TERRONES et al., 2003).
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5.2.3.4. Determinacéo de reacdes parciais

Para determinar o ponto onde o acido 3,4-seco-friedelan-3-0ico inibiu a cadeia
de transporte de elétrons nos cloroplastos, a atividade sobre fluxo de elétrons do
fotossistema |l desacoplado (FSII) e do fotossistema | (FSI) e suas reagdes parciais
foram monitoradas de forma semelhante a do meio de transporte desacoplado nao
ciclico.

Para o fotossistema desacoplado FSIlI de agua a 2,6-diclorofenolindofenol
(DCPIP), foram adicionados ao meio sem metil viologen (MV), 1 uM 2,5-dibromo-6-
isopropil-3-metil-1, 4-benzoquinona (DBMIB) e 50 uM DCPIP/300 uM Ks[Fe(CN)g]. O
FSII foi medido pela redugcao do DCPIP- suportado pela evolugao de O,, sendo o O
medido por polarografia. A reag&o parcial do transporte de elétrons desacoplado da
agua a siliciomolibdato de sédio (SiMo) foi determinada com a mesma mistura
reacional do fluxo de elétron desacoplado sem MV, acrescida de 200 uM SiMo e 100
uM 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia (DCMU). A proporcédo da reducgédo do difenil
carbazida a DCPIP no transporte parcial de elétron desacoplado FSII foi medido em
espectrometro Beckman DU 650 e determinada em tilacoides tratadas previamente
com 0,8 M (Tris) hidroximetil-aminometano, pH 8 e incubada por 30 min a 4 °C.

Para medir o fluxo de elétrons no fotossistema FSI de citocromo bef a MV
foram usados 100 uM DCPIP com 300 uM de ascorbato de sédio como elétron
doador e 10 uM de DCMU foram adicionados para inibir o fluxo de elétrons no
fotossistema FSIl. Para determinar o fluxo desacoplado de elétrons no FSI do
tetrametil-p-benzohidroquinona (TMQH;) a MV, foram adicionados 100 uM de
TMQH2/300 uM ascorbato, 10 uM de DCMU e 6 mM NH4CI ao meio e a corrente
basal de elétrons foi determinada polarograficamente. Todas as misturas de reagao
foram iluminadas com luz de actinio (GAF 2660) e passadas através de um filtro de
5 cm de solugcdo de CuSQy, a temperatura de 20 °C. Para cada reacdo, um branco
foi realizado utilizando somente cloroplastos no meio reacional. O valor de ICsg
(concentragdao que produz 50% de inibicdo) foi medido e, para cada atividade, foi
determinado plots de atividade na presenca de diferentes concentragdes de cada

composto.
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5.2.3.5. Determinacéao da fluorescéncia da clorofila A

A curva de indugao da fluorescéncia da clorofila A foi construida a partir de
medida a temperatura ambiente, no escuro, durante 5 min, em aliquotas da
suspensao de cloroplastos (20 pg clp mL™) utilizando um Handy PEA (Plant Efficient
Analyzer) Hansatech. O rendimento maximo da fluorescéncia na amostra foi obtido
usando trés diodos emissores de luz (650 nm). A luz (2500 umol m? s foi gerada
por uma lampada de halogénio e a duragao do pulso foi de 2s. O meio reacional

usado foi o mesmo empregado na determinacao do transporte de elétrons basal.

5.2.3.6. Atividade da enzima Mg** ATPase

A atividade da enzima Mg? ATPase ligada a membranas tilacéides foi
determinada de acordo com MILLS et al., (1980). A quantidade de fosfato inorgénico
liberado foi medida por determinacdo colorimétrica como descrito por SUMNER
(1944).

5.2.4. Conclusao

O acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico se mostrou altamente eficaz na inibicdo da
sintese do ATP, superando inclusive a atividade do composto usado como controle.

O modo de acdo do acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico como inibidor da reagao
de Hill e desacoplador da fotofosforilagcdo permite supor que tais mecanismos podem
ser similares aos que ocorrem nas interagdes com outras plantas indicando que
futuramente o mesmo podera ser utilizado no desenvolvimento de herbicidas verdes
(SILVA et al., 2007).
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5.3. Avaliacdo da Atividade tripanocida de Maytenus imbricata

Estes estudos foram realizados em colaboragcdo com a profa. Dra. Suely
Fumie Yamada Ogatta da Universidade Estadual de Londrina (UEL).

5.3.1. Introducéo

Os seres humanos sao hospedeiros de uma ampla gama de parasitas
protozoarios que podem ser transmitidos por insetos vetores, diretamente dos
reservatorios mamiferos ou de uma pessoa a outra. Como a multiplicacdo dos
protozoarios ocorre em seus hospedeiros e a vacinacdo ainda nao é eficiente, a
farmacoterapia tem sido a opgao de tratamento para individuos infestados.

A tripanosomiase, ou doenca de Chagas é uma doenga causada pelo parasita
Trypanosoma cruzi e que atinge cerca de 24 milhdes de pessoas do sul da Califérnia
a Argentina e Chile, onde a forma crénica da doengca em adultos € uma importante
causa de miocardiopatia, megaeséfago, megacolon e morte (HARDMAN et al.,
1996).

Transmitida por triatomideos hematéfagos, os tripomastigotos ciclicos entram
nas células hospedeiras e proliferam como amastigotos dentro das células. Estas
formas se diferenciam intracelularmente em tripomastigotos que sao liberados na
circulagdo. Os tripomastigotos se multiplicam quando invadem outras células ou
quando sao ingeridos por um inseto vetor (barbeiro) durante sua alimentagéo.

A doenca crbnica do coragao e do trato gastro-intestinal resulta na destruigao
progressiva das células miocardicas e dos neurbnios do plexo mioentérico
(PUNUKOLLU et al., 2006).

O tratamento é feito com a administragao de farmacos como o benzonidazol,
que pode suprimir a parasitemia e até curar a fase aguda da doenca de Chagas,
porém €& pouco eficiente na fase cronica. A prevengao, ou seja, cuidados como o
saneamento basico, a erradicagdo dos barbeiros, além de informacgdo acerca do
modo de contaminag&o constituem as melhores praticas para se evitar a doenga. A
busca de farmacos que possam atuar no controle da doenca exibindo menos efeitos

colaterais é crescente e varias plantas tém apresentado metabdlitos ativos contra o
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parasita (FARIA et al.,, 2005). Espécies brasileiras tém exibido também potencial
bioativo no combate aos protozoarios (DUARTE et al., 2002).

Para se avaliar a atividade dos compostos dulcitol (F1), 30-hidroxi-lup-20(29)-
en-3-ona (G4), 34,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno (G6), 11 a-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona
(G5), acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico (F9), isolados de folhas e/ou galhos de
Maytenus imbricata bem como dos extratos obtidos das folhas e galhos sobre o

parasito T. cruzi, foi realizado o experimento descrito no item 5.3.3.1.

5.3.2. Andlise dos Resultados e Discusséao

5.3.2.1. Atividade Tripanocida in vitro de Maytenus imbricata

A metodologia empregada na realizagao dos testes tripanocidas de amostras
de M. imbricata é descrita por CAMARGO (1964).

O critério utilizado para determinar se a amostra avaliada exibia atividade
tripanocida foi baseado em valores de IC5p menores que 100, pois a substancia
padrao utilizada para tratamento da doenga (benzonidazol) apresenta atividades em
concentragdes bem baixas, porém possui alta toxicidade. As substancias e extratos
avaliados ndo exibiram atividade tripanocida nas concentracbes e condi¢gdes do
teste (1, 10, 50, 100 e 200 pg/mL) (Tabela 5.7).

Tabela 5.7: Atividade tripanocida in vitro de M. imbricata sobre formas de T. cruzi

cepa y
Substancia IC 5o pg/mL Extratos IC 5o pg/mL

F1 > 100 EFH > 100

G4 > 100 EHsF > 100

G5 >100 ECIF > 100

G6 > 100 EACEtF > 100

F9 > 100 EEtF > 100

EGH > 100

EHsG > 100

EACEtG > 100

Extratos em hexano (EFH), etanol (EEtF), acetato de etila (EACEtF) e cloroférmio (ECIF)
das folhas, em acetato de etila (EacEtG) dos galhos e sdlido obtido do EFH (EFHSs) e
EGH (EGHs) de M. imbricata.
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5.3.3. Parte Experimental

5.3.3.1. Avaliacao da atividade de M. imbricata sobre o crescimento de T. cruzi

Para a avaliacdo da atividade tripanocida, cerca de 1,0 x 10° parasitas na sua
forma epimastigota foram inoculadas em um volume final de 2,0 mL de meio LIT
(Liver Infusion Tryptose) (CAMARGO, 1964), distribuidos em tubos com tampa de
rosca, juntamente com 1, 10, 50, 100 e 200 ug/mL das substéncias a serem
testadas. A seguir, as amostras foram incubadas a 28 °C. Culturas sem adi¢cdo das
substancias foram utilizadas como controle. O crescimento microbiano foi
determinado pela contagem das células, a cada 24h, utilizando-se uma camara
hematimétrica (Improved Neubauer Chamber). As células foram diluidas em tampao
fosfato 0,01 M [phosfate buffer-saline (PBS)], contendo NaCl 0,15 M, pH 7,2. Antes
de cada contagem foi realizada uma analise da viabilidade celular através de
microscopia a fresco, para a verificagdo do indice de motilidade e da integridade da

célula. Os testes foram realizados em duplicata em duas ocasides diferentes.

5.3.4. Concluséo
Nas condigbes utilizadas nos experimentos, as amostras testadas nao

exibiram atividade contra T. cruzi.
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CONCLUSAO

O estudo quimico, farmacolégico e histolégico de Maytenus imbricata
representou uma contribuicdo significativa para o conhecimento das caracteristicas
da familia Celastraceae, que apresenta varias espécies portadoras de diferentes
tipos de atividade farmacolégica e de metabdlitos secundérios de classes distintas.

O estudo da anatomia foliar possibilitou verificar a presenca de caracteres
morfoanatdmicos comuns a outras espécies do género Maytenus.

Todos os constituintes isolados puros ou identificados em misturas sdo aqui
descritos pela primeira vez, como sendo pertencentes a essa espécie. Do extrato
hexénico das folhas e dos galhos de M. imbricata foram obtidos 6 triterpenos
pentaciclicos (TTPC) pertencentes a classe dos lupanos, 3-oxo-lup-20(29)-en-30-al,
30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona, 11ea-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona, 3/,30-di-hidroxi-
lup-20(29)-eno; lupenona e 3p-esteariloxi-lup-20(29)-eno; 2 TTPC pertencentes a
classe dos friedelanos, friedelina e acido 3,4-seco-friedelan-3-0ico e a xantona, 1-
hidroxi-3,6-dimetoxi-8-metil-9-xantona, além de misturas de friedelina e friedelinol,
misturas de ésteres de acidos graxos e misturas dos lupanos acima citados.

Maytenus imbricata mostrou-se especialmente rica em TTPC da série lupano,
diferentemente do que tem sido observado em outras espécies de celastraceas,
onde ocorre maior incidéncia de triterpenos das séries friedelano e oleanano.

O estudo do extrato em acetato de etila das folhas e galhos foi obtido 1
flavonoide, a epicatequina e uma mistura de proantocinidinas. A analise desse
extrato por CG-EM permitiu a identificacdo dos &cidos palmitico e adipico, bem como
de sorbitol e hidrocarbonetos de cadeia longa n-octadecano e eicosano.

Do extrato etandlico dos galhos, foi obtida quantidade apreciavel de dulcitol,

um poliol comumente encontrado em diferentes espécies da familia Celastraceae.
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Através da andlise por CG-EM dos extratos etandlico dos galhos e folhas e
cloroférmico das folhas foi possivel identificar a presenca de sorbitol, dos &cidos
adipico, palmitico, estearico e eicosano.

As folhas de M.imbricata apresentaram baixo teor de O6leo essencial,
constituido por Apineno, 2-feniltridecano, 3-feniltridecano e o hexanodioato de
dioctila, constituintes pouco comuns em Oleos essenciais, onde predominam
geralmente mono e sesquiterpenos. Nas sementes e no elaiosoma foram
identificados principalmente ésteres de acidos graxos, predominando os ésteres do
acido oléico, esteérico e palmitico.

A reacao de Bayer-Villiger se mostrou eficiente para a oxidacao da friedelina a
lactona, um intermediario para a preparacdo do acido 3,4-seco-friedelan-3-dico.
Considerando que o &cido 3,4-seco-friedelan-3-6ico exibe diversas atividades
farmacoldgicas importantes e a friedelina é um dos triterpenos mais abundantes em
espécies do género Maytenus, justifica-se a continuidade destes estudos, visando a
obtencéo do acido 3,4-seco-friedelan-3-aico.

A andlise cristalogréafica por difratometria de raios-X permitiu a caracterizacao
estrutural inequivoca dos lupanos 30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona, 11a-hidroxi-lup-
20(29)-en-3-ona, 34,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno, confirmando e ampliando os dados
espectrométricos disponiveis na literatura para esses triterpenos.

Os extratos em acetato de etila, etandlico e cloroférmio das folhas,
hidroalcodlico das raizes e em acetato de etila dos galhos, bem como a epicatequina
exibiram potencial atividade antioxidante e alto poder redutor, o que justifica a
continuidade dos estudos em M. imbricata, avaliando também suas atividades em
sistemas in vivo, ja que as mesmas sao aqui reportadas pela primeira vez. O acido
3,4-seco-friedelan-3-0ico se mostrou altamente eficaz na inibicdo da sintese do ATP,
indicando que no futuro o mesmo podera ser utilizado no desenvolvimento de
herbicidas verdes. Extratos das folhas e galhos, bem como os compostos dulcitol,
30-hidroxi-lup-20(29)-en-3-ona,  34,30-di-hidroxi-lup-20(29)-eno,  11lea-hidroxi-lup-
20(29)-en-3-ona, acido 3,4-seco-friedelan-3-6ico ndo exibiram atividade contra T.
cruzi.

Os resultados obtidos durante a avaliagdo de Maytenus imbricata justificam a
continuidade dos estudos desta espécie e reafirmam a importancia do estudo das

diversas familias de plantas distribuidas pela grande biodiversidade brasileira.
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