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Resumo X

RESUMO

Este trabalho consiste do estudo fitoquimico dos extratos hexanico e
cloroférmico das folhas de Maytenus distichophylla e da avaliacdo da atividade
biolégica dos extratos e substancias isoladas.

O estudo fitoquimico resultou no isolamento de 3-oxofriedelano, 3f-
hidroxifriedelano, 3-oxo-30-hidroxifriedelano, 38,24-dihidroxifriedelano, mistura de
3B-hidroxi-urs-12-eno e 3B-hidroxi-olean-12-eno, B-sitosterol, 3-O-p4-D-glicosil-S-
sitosterol, mistura de 3B-esteariloxi-urs-12-eno e 3(-esteariloxi-olean-12-eno,
esqualeno, guta-percha, acido tritriacontandico, mistura de alcoois graxos e acetato
de sodio. As estruturas quimicas das substancias foram determinadas utilizando
métodos espectroscépicos (IV, RMN de 'H e de *C, HSQC, HMBC e COSY) e
espectrométrico (CG-EM).

O estudo da atividade bioldgica consistiu da avaliacgdo da atividade
antimicrobiana (antibacteriana e antifingica), atividade antiparasitaria, da
capacidade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase e atividade antioxidante.

O extrato em acetato de etila apresentou atividade antioxidante e nenhum dos
extratos e substancias isoladas apresentou atividade antiparasitaria.

O extrato hexanico foi ativo frente a Bacillus cereus. O extrato cloroférmico,
mistura de 3B-esteariloxi-urs-12-eno e 3(-esteariloxi-olean-12-eno, mistura de 33-
hidroxi-urs-12-eno e 3B-hidroxi-olean-12-eno, 3p-hidroxifriedelano e 38,24-
dihidroxifriedelano apresentaram atividade biol6gica frente a Staphylococus aureus.

Todos os extratos e as substancias 3-oxofriedelano, 3B-hidroxifriedelano, 3-
ox0-30-hidroxifriedelano, 386,24-dihidroxifriedelano, mistura de 38-esteariloxi-urs-12-
eno e 3B-esteariloxi-olean-12-eno, mistura de 3B-hidroxi-urs-12-eno e 3p-hidroxi-
olean-12-eno e p-sitosterol apresentaram alta capacidade de inibicdo da enzima

acetilcolinesterase.

Palavras-chave: Produto Natural, Maytenus distichophylla, Celastraceae, triterpeno
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ABSTRACT

This work consists of the phytochemical study of the hexane and chloroform
extracts from leaves of Maytenus distichophylla and biological activity evaluation of
extracts and isolated compounds.

The phytochemical study resulted in the isolation of 3-oxofriedelane, 3(-
hydroxyfriedelane, 3-oxo-30-hydroxyfriedelane, 36,24-dihydroxyfriedelane, mixture of
3B-hydroxy-urs-12-ene and 38-hydroxy-olean-12-ene, B-sitosterol, 3-O-4-D-glucosyl-
p-sitosterol, mixture of 3(-stearyloxy-urs-12-ene and 3p-stearyloxy-olean-12-ene,
squalene, 1,4-trans-polyisoprene (gutta-percha), mixture of fatty alcohol,
tritriacontanoic acid and sodium acetate. The chemical structure of the compounds
was determined by spectroscopy (IR, *H NMR, **C NMR, HSQC, HMBC and COSY)
and spectrometric methods (CG-MS).

The biological activity study consisted of the evaluation of antimicrobial activity
(antibacterial and antifungal), antiparasitic activity, capacity of inhibition property of
the enzyme acethylcholinesterase and antioxidant activity.

The ethyl acetate extract showed antioxidant activity and none of the extracts
and isolated compounds showed antiparasitic activity.

The hexane extract was active against Bacillus cereus. The chloroform extract,
mixture of 3B-stearyloxy-urs-12-ene and 38-stearyloxy-olean-12-ene, mixture of 33-
hydroxy-urs-12-ene and 3B-hydroxy-olean-12-ene, 3B-hydroxyfriedelane and 383,24-
di-hydroxyfriedelane showed biological activity against Staphylococcus_ aureus.

All extracts and the compounds 3-oxofriedelane, 38-hydroxyfriedelane, 3-oxo-
30-hydroxyfriedelane, 36,24-di-hydroxyfriedelane, mixture of 38-hydroxy-urs-12-ene
and 3g6-hydroxy-olean-12-ene, mixture of 3B-stearyloxy-urs-12-ene and 36-
stearyloxy-olean-12-ene and B-sitosterol showed high capacity to inhibit the enzyme

acetylcholinesterase.

Keywords: Natural Product, Maytenus distichophylla, Celastraceae, triterpene
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OBJETIVOS

Objetivos do trabalho

O objetivo geral deste trabalho € a realizacdo do estudo fitoquimico de
Maytenus distichophylla e avaliacdo de seu potencial biolégico, para encontrar novas
atividades ou comprovar as propriedades bioldgicas relatadas pela medicina
popular. Poucos estudos foram encontrados para essa espécie e, portanto, tem-se

como objetivos especificos:

" Realizar estudo fitoquimico de extratos organicos das folhas de Maytenus
distichophylla.

" Determinar a estrutura quimica das substancias isoladas, através de um
estudo detalhado utilizando métodos espectroscépicos, como infravermelho,
ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e *3C, incluindo experimentos
DEPT, HMQC, HMBC, COSY, e massas.

. Estabelecer relacdes fitoquimicas entre espécies da familia Celastraceae,
contribuindo para o estudo quimiotaxondmico da mesma.

. Realizar testes biol6gicos para avaliacdo do potencial farmacoldgico dos

extratos e dos metabdlitos isolados.
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1- INTRODUCAO

1.1 NEPLAM

Este trabalho faz parte de um dos projetos desenvolvidos pelo Nucleo de
Estudos de Plantas Medicinais (NEPLAM), do Departamento de Quimica da UFMG.

O NEPLAM surgiu na década de 90 e é constituido por pesquisadores do
Departamento de Quimica da UFMG e de outras instituicbes. O NEPLAM esta
inserido na Quimica de Produtos Naturais com linha de pesquisa principal em
Fitoquimica. O grupo possui linha de pesquisa também em sintese organica,
principalmente para modificagdo estrutural de metabdlitos secundéarios com potencial
propriedade farmacolégica. Outros grupos de pesquisa da UFMG e outras
instituicbes mantém colaboracdo com o NEPLAM, especialmente aqueles de
estudos de atividade biologica.

Desde seu surgimento, o NEPLAM tem focado seus projetos de pesquisa em
plantas da familia Celastraceae. Foram estudadas as espécies Maytenus floribunda,
M. myrsinoides, M. guianensis, M. acanthophylla, M. gonoclada, M. salicifolia, M.
truncata, M. imbricata e Austroplenckia populnea. Além dessas espécies, alguns
trabalhos foram realizados com Talinum patens (Portulacaceae). Estdo em estudo
M. robusta, M. gonoclada, Salacia crassifélia, M. distichophylla, Tontelea micranta,
Cheiloclinium cognatum e Psychotria viridis (Rubiaceae). Uma grande quantidade de
substancias foi isolada dessas espécies, especialmente triterpenos pentaciclicos e
flavonoides, e muitas apresentam um amplo potencial farmacologico. Diversas
substancias isoladas no grupo apresentam alguma atividade biolégica comprovada,
estando algumas em estudos para o tratamento de doencas como AIDS e cancer.

Muitas espécies de Celastraceae, incluindo algumas usadas pela medicina
popular, ainda ndo foram estudadas fitoquimicamente. Sendo assim, o NEPLAM
continua realizando pesquisas com plantas dessa familia. At¢é o momento, 10 teses
de doutorado e 18 dissertacdes de mestrado foram concluidas, e mais de 60 artigos
foram publicados. Atualmente, trés doutorados e trés mestrados estdo em
andamento. Neste trabalho sera apresentado o estudo fitoquimico das folhas de
Maytenus distichophylla e a avaliacdo de algumas atividades biolégicas de extratos

e constituintes isolados.



Introducao 2

1.2 O papel dos produtos naturais no desenvolvimento de farmacos

O uso de plantas medicinais pela populacdo é uma pratica muito antiga
devido a grande variedade de propriedades terapéuticas que essas fontes
apresentam. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) afirma que cerca de 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento dependem essencialmente do uso de
plantas para cuidados com a saude (SOUZA-MOREIRA et al., 2010) e mais de 100
paises tém regulamento para o uso de medicamentos a base de plantas (SAVOIA,
2012). No entanto, muitas plantas utilizadas frequentemente por comunidades
locais, ndo foram estudadas ainda e seus principios ativos nao foram identificados.
Dessa forma, muitas delas ndo foram validadas ainda cientificamente para serem
utilizadas pela industria farmacéutica. O Brasil é o pais “campedo” da biodiversidade,
o que torna a flora brasileira em uma das mais ricas fontes de novos produtos
farmacéuticos, cosméticos e nutracéuticos (BRANDAO et al., 2010). Sendo assim, o
estudo fitoquimico é muito importante para desenvolvimento de novos farmacos.

A biodiversidade brasileira forneceu varias substancias muito importantes
como medicamentos. A pilocarpina, extraida das folhas de arvores do género
Pilocarpus, encontrada na Floresta Atlantica, foi usada por décadas pela Merck para
a preparacao de medicamento indicado no tratamento de glaucoma. A pilocarpina
estimula a secre¢do da saliva e é empregada também para aliviar a “boca seca”
(xerostomia), efeito colateral da radioterapia contra o cancer (BRANDAO et al.,
2010).

Pilocarpina

Figura 1: Estrutura da Pilocarpina.

Compostos naturais apresentam uma ampla diversidade estrutural com
estereoquimica complexa e com diversos grupos funcionais, fornecendo uma
variedade quimica inimaginavel e servindo como prototipos para processos de

sintese (McCHESNEY et al., 2007). Dessa forma, produtos naturais fornecem uma
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contribuicdo valiosa para o desenvolvimento de novas drogas. Uma série de novos
medicamentos comercializados é obtida a partir de fontes naturais, por modificagéo
estrutural de compostos naturais ou pela sintese de novos compostos “inspirados”
em um composto natural. Os processos de semi-sinteses, através de modificacdo
estrutural de grupos funcionais podem gerar analogos estruturais com maior
atividade biolégica e com menor efeito colateral (GORDALIZA, 2007).

Newman e Cragg (2012) publicaram um artigo que apresenta a contribuicéo
de produtos naturais, seus derivados e produtos sintéticos na producdo de novos
medicamentos aprovados entre 1981 e 2010. Os dados se referem a todas as
doencas em todo o mundo.

Os compostos que servem de principio ativo para os medicamentos foram

classificados de acordo com sua fonte:

N (Produto Natural): molécula pequena obtida a partir de fonte natural.

B (Bioldgico): peptideos, proteinas ou produto isolado a partir de uma linha

de organismo/célula ou produzido a partir de processos de biotecnologia.

= NB (Produto Natural botanico): produtos recentemente aprovados pelo
FDA e outras organizacdes similares como agentes de drogas.

= ND (Derivado de produto natural): produto de modificagéo estrutural a partir
de semi-sintese.

= S (Sintético): produto totalmente sintético.

= S* (Sintético): totalmente sintético, no entanto o grupo farmacoférico foi

inspirado a partir de um produto natural.

= \acina.

Tem-se ainda a “subcategoria” NM que designa os produtos mimetizados de

produtos naturais e podem ser usadas juntamente com as categorias acima.



Introducao 4

mN mNB mND mS mS/NM mS* mS*/NM m
80
70 +
60
50 -
40 -
30 +
L Lhs
0 T T T T T T
g
0 00 0 00 0 0 0 W W O O oo o O oD OO o O OCDoooco o
oo o000 000000000000 000000000 0
BEEEER8888 888888888888 88888¢88¢8

Figura 2: Fontes dos compostos utilizados na producdo de novos medicamentos por ano
(NEWMAN E CRAGG, 2012).
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Figura 3: Fontes dos compostos utilizados na producdo de medicamentos de 1981 a 2010
(NEWMAN E CRAGG, 2012).
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Figura 4: Porcentagem de N/NB/ND por ano, de 1981 a 2010
(NEWMAN E CRAGG, 2012).
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Os graficos apresentados nas Figuras 2, 3 e 4 (p.4) mostram o papel
‘continuo” que os produtos naturais e estruturas derivadas ou relacionadas a eles
tém desempenhado no desenvolvimento de novos farmacos. A Figura 3 mostra que
apenas 36% de todas as substancias utilizadas na producdo de medicamentos, em
30 anos, sdo de fontes exclusivamente sintéticas, sem relagbes com produtos
naturais. A Figura 4 indica que, mesmo em 2010, os produtos naturais continuam a
ter uma grande importancia, sendo responsaveis por 50% dos novos farmacos, valor
gue nao inclui ainda os compostos “inspirados” em produtos naturais (S*, S*/NM e
S/INM).

As doencas mais investigadas pela industria farmacéutica sdo as microbianas
(bacterianas, fangicas, parasitarias e virais) e tumorais. A Tabela 1 mostra que
apenas 31,6% de todos os farmacos antimicrobianos sdo de origem totalmente
sintética, sendo o restante originado a partir de produtos naturais ou de compostos
relacionados a eles. Para o caso de antibacterianos, pouco menos de 75% sé&o de

fontes naturais (N) ou derivados naturais (ND).

Tabela 1: Origem de farmacos antimicrobianos (bacteriano, fungico, parasitario e
viral) de 1981-2010 (NEWMAN E CRAGG, 2012).

Indicacao Total N ND S S/INM S* S*/NM
Antibacteriana 104 10 67 26 1
Antifingico 28 3 22 3
Antiparasitario 13 2 5 4 2
Antiviral 48 4 9 2 23 10
Total 193 12 79 61 5 25 11

Porcentagem 100 6,2 40,9 31,6 2,6 13 5,7

Os dados apresentados por Newman e Cragg (2012) indicam que os produtos
naturais desempenham um papel preponderante no desenvolvimento de novos
farmacos, sendo a principal fonte de substancias bioativas no tratamento de todas
as doencas do mundo.

No entanto, com o avanc¢o das técnicas de triagem robotizadas de grande

porte (High Throughput Screening), associadas a disponibilidade de volumosos
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bancos de moléculas resultantes da quimica combinatéria e gendmica, além da
modelagem molecular (McCHESNEY et al., 2007; GORDALIZA, 2007), ocorreu um
declinio na busca de novos antibidticos a partir de fontes naturais, ao mesmo tempo
em que houve um aumento na incidéncia de resisténcia bacteriana (GUIMARAES et
al., 2010; TAKAHASHI E LUCAS, 2008).

O tema do Dia Mundial da Saude em 2011 foi "Resisténcia antimicrobiana:
nenhuma acdo hoje, nenhuma cura amanhd@" (SAVOIA, 2012), demonstrando a
preocupacdo da sociedade cientifica com este problema. Algumas estratégias
podem ser adotadas para evitar o desenvolvimento de resisténcia bacteriana:
prevencao de infec¢cdes com o uso de vacinas, uso racional de antibioticos, controle
e prevencdo da disseminacdo de micro-organismos resistentes, descoberta e
desenvolvimento de novos antibiéticos (GUIMARAES et al., 2010).

Além da resisténcia dos micro-organismos aos antibidticos ja utilizados,
outros fatores importantes tém levado a um retorno ao interesse em novas classes
de substancias com atividades antimicrobianas, especialmente aquelas obtidas a
partir de produtos naturais. Alguns desses fatores sdo a evolucdo de doencas
infecciosas nos ultimos vinte anos, a toxicidade de alguns antibiéticos em uso clinico
e a demanda de novas classes de pacientes como individuos imunossuprimidos,
portadores do virus HIV, idosos, recém-nascidos, alérgicos etc (TAKAHASHI E
LUCAS, 2008).

De acordo com a OMS, as doencas infecciosas sdo responsaveis por
aproximadamente um terco das causas de mortalidade no mundo e quando se trata
das populacdes de baixa renda, especialmente em paises da Asia e Africa, elas
ocupam a primeira posicdo (GUIDO et al., 2010). Essas doencas sao um grave
problema de salde publica, pois afetam uma parte significativa da populacéo
mundial. As doencas infecciosas sdo causadas por diversos micro-organismos além
das bactérias, como os fungos, protozoarios e virus. Existem estimativas que
mostram que cerca de 40% de todas as mortes por infeccbes hospitalares nos
altimos vinte anos tenham sido causadas por fungos e que infec¢es fungicas sejam
uma das principais causas de mortalidade, principalmente em individuos
imunossuprimidos (TAKAHASHI E LUCAS, 2008).

As doencgas causadas por protozoarios afetam principalmente a populacéo de
baixa renda, influenciando no padrdo de vida das pessoas e causando muitas

mortes em todo o mundo (CUNHA et al., 2010). A giardiase é uma infecgéo intestinal
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causada pela Giardia lamblia e provoca nauseas, dor de estdbmago e diarreia
(CUNHA et al., 2010), sendo a causa mais frequente de diarreia parasitaria em
pacientes imunossuprimidos (BALDI et al., 2009). A tricomoniase, causada pelo
protozoario Trichomonas vaginalis, € uma doenca sexualmente transmissivel que
leva ao quadro de vaginite e pode contribuir para o parto prematuro, baixo peso de
recém-nascidos e pode facilitar a aquisicdo do virus HIV (KIRKCALDY et al., 2012).
Entamoeba histolytica € um protozodrio que causa a amebiase, provocando diarreia,
disenteria e dores abdominais (CUNHA et al., 2010). A amebiase é uma das
doencas parasitarias mais agressivas e aproximadamente 500 milhdes de pessoas
em todo o mundo séo infectadas, resultando em 40.000 a 100.000 mortes anuais
(LEOS-RIVAS et al, 2011). Apesar da infeccao de milhdes de pessoas por ano, ha
um nuamero escasso de farmacos para o tratamento de doencas parasitarias e as
drogas atuais apresentam muitas limitagbes, levando algumas vezes a um
tratamento ineficaz da doenca e ao favorecimento da resisténcia dos parasitas aos
medicamentos (MACIEL et al, 2004).

Assim, ha uma demanda clara pela busca de novos agentes antimicrobianos
e as moléculas encontradas em plantas podem ser utilizadas diretamente para o
desenvolvimento de novos farmacos (SAVOIA, 2012).

Muitos compostos com outras atividades importantes sdo encontrados em
plantas, como as tradicionalmente usadas para tratar falhas na memaria e prejuizos
cognitivos associados a terceira idade (SILVA, 2009). A doenca de Alzheimer (DA) é
a causa mais comum de deméncia em pessoas acima de 65 anos, afetando cerca
de 10% das pessoas acima desta faixa etaria e 50% das pessoas acima de 85 anos
(SEIDL, 2010). E uma doenca neurodegenerativa, caracterizada pela diminui¢éo
progressiva da memoéria e declinio severo da cognicdo, associados com a
degradacdo de neurdnios colinérgicos e acompanhada por grande reducédo de
neurotransmissores, dentre os quais a acetilcolina (ACh) que é o mais importante
(VIEGAS et al., 2011). Os principais farmacos utilizados para o tratamento da DA
consistem de inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE), responséavel pela
hidrolise da ACh. Estudos revelaram que um aumento dos niveis de ACh pela
inibicdo da AChE pode melhorar a insuficiéncia na funcdo cognitiva em estagios
prematuros de DA. No entanto, os farmacos usados no tratamento clinico da doenca
causam muitos efeitos colaterais, como nauseas, vomitos, perda de apetite, dor de

cabeca, constipacdo, confusdo e tontura (SEIDL, 2010). Muitos compostos
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encontrados em produtos naturais possuem a propriedade de inibicdo da
acetilcolinesterase, sendo assim potenciais farmacos para o tratamento da DA.

Alguns exemplos sdo mostrados na Figura 5.

Huperzina A licoramina

Figura 5: Exemplos de produtos naturais com propriedade inibidora de AChE
(VIEGAS et al., 2011).

A quimica de Produtos Naturais pode fornecer uma importante contribuicao
para o descobrimento de novos inibidores de AChE, capazes de interferir com
melhores respostas no avanco da DA e menores efeitos colaterais, pelo
fornecimento tanto de moléculas bioativas quanto de protétipos para processos de

sintese.

1.3 A familia Celastraceae

A familia Celastraceae é composta por 98 géneros e aproximadamente 1.264
espécies, apresentando-se geralmente como arvores ou arbustos (MEDEIROS et al.,
2010). As espécies estao distribuidas nas regides tropical e subtropical, incluindo
norte da Africa, América do Sul e Asia (SPIVEY et al., 2002). No Brasil s&o
encontrados predominantemente quatro géneros: Maytenus Juss., Austroplenckia
Lund., Franhofera Mart. e Salacia Mart. (SIMMONS et al., 2008). Varias espécies de
plantas da familia Celastraceae tém uma grande tradicdo na medicina popular para o
tratamento de doencas como distdrbios estomacais, artrite reumatoide e cancer
(SPIVEY et al., 2002). Aléem disso, algumas espécies como Celastrus angullatus, C.
orbiculatus, Tripterygium wilfordii e T. hypoglaucum sao utilizadas na medicina
chinesa como inseticidas (DEEPA E BAI, 2010). As espécies Maytenus ilicifolia e M.

aquifolium constituem exemplos de plantas da familia Celastraceae que sé&o
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utilizadas amplamente na medicina popular brasileira para o tratamento de Ulceras
gastricas e outras afeccdes intestinais (OLIVEIRA, 2004).

Plantas da familia Celastraceae tém sido muito estudadas devido as suas
propriedades farmacologicas. Varios trabalhos foram publicados atribuindo a
algumas espécies atividade anti-inflamatoria (SOSA et al., 2007), anti-HIV
(FERREIRA et al.,, 2010), antitumoral (PERESTELO et al.,, 2010), antibacteriana
(ESTEVAM et al., 2009), antifungica (LUO et al., 2005), larvicida (BOUZADA et al.,
2009) e antioxidante (SILVA et al., 2009).

O género Maytenus € um dos maiores da familia e abrange 225 espécies,
com 76 espécies reconhecidas no Brasil, distribuidas em uma variedade de locais
como florestas amazonica e tropical, cerrado e campos de altitude (NIERO et al.,
2011). Estudos fitoquimicos de plantas do género Maytenus tém mostrado a
presenca de muitas classes de substancias, incluindo triterpenos pentaciclicos
(TTPC’s), especialmente da série dos friedelanos, ursanos, oleananos e lupanos
(NIERO et al., 2011), sesquiterpenos, alcaloides, flavonoides, glicosideos fendlicos
(RODRIGUES et al., 2012) e esteroides glicosilados (DUARTE, 2000).

Os TTPC’s apresentam importantes propriedades farmacolégicas, por exemplo,
0 &cido betulinico, um derivado lupano (Figura 6, p. 10), exibe atividade anti-HIV,
antitumoral e anti-inflamatéria (XIONG et al., 2010; QUIAN et al., 2010). O rigidenol,
epicalenduladiol e acido populnénico apresentam atividade anti-inflamatoéria (REYES
et al., 2006; NIERO et al., 2011; ANDRADE et al.,, 2007). O 3,15-dioxo-21a-
hidroxifriedelano exibe atividades antiulcerogénica (SILVA et al., 2011) e analgésica
(NIERO et al, 2011). O acido oleandico apresenta atividade antidiabética
(CASTELLANO et al., 2013). Diversos trabalhos publicados mostram que os TTPC’s
apresentam ainda atividades antibacteriana, antifingica, antiviral, antiparasitaria,
antioxidante, analgésica, hepatoprotetora, neuroprotetora, anti-inseticida e outros
efeitos (GONZALEZ-COLOMA et al.,, 2011). Devido a grande variedade de
propriedades farmacologicas apresentadas pelos TTPC’s e outras classes de
metabdlitos secundarios, é importante o estudo fitoquimico e farmacoldgico de
espécies Maytenus, para a pesquisa de novos candidatos a farmacos para o

tratamento de muitas doencas.



Introducéo 10

ho™

Z
z

Acido betulinico Rigidenol Epicalenduladiol

Acido polpunénico 3,15-dioxo-21e-hidroxifriedelano Acido oleandico

Figura 6: Estruturas quimicas de TTPC’s com importantes atividades biolégicas.

1.4 Maytenus distichophylla

Maytenus distichophylla € encontrada no nordeste brasileiro, principalmente
na Bahia (CARVALHO-OKANO, 2005). Essa planta tem uso popular como

antiulcerogénica e é conhecida como “pau-colher”.
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Figura 7: Fotografia de Maytenus distichophylla:

a (folhas e frutos), b, e (folhas e flores), c, f (folhas), d (tronco): https://www.flickr.com/search/?g=maytenus+distichophylla)

g (espécime em seu habitat natural): foto da autora

Recentemente, um trabalho foi publicado por Duarte e colaboradores (2013)
sobre um estudo fitoquimico das folhas de Maytenus distichophylla. A planta foi
coletada na cidade Matureia no estado da Paraiba em junho de 2009 e os autores
relataram o isolamento de sete triterpenos pentaciclicos: 3,16,21-trioxo-6(3,12a-
dihidroxi-1-en-friedelano, 3-oxofriedelano, 3B-hidroxifriedelano, 3,12-dioxofriedelano,
3-0x0-29-hidroxifriedelano, 3-oxo0-30-hidroxifriedelano e 3-oxo-12a-hidroxifriedelano
(Figura 8, p. 12). Nao foram encontrados trabalhos sobre estudo de atividade
biol6gica desta espécie.


https://www.flickr.com/search/?q=maytenus+distichophylla
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OH

3,16,21-trioxo-6 5,12 - 3-oxofriedelano 34-hidroxifriedelano
dihidroxi-1-en-friedelano

3,12-dioxofriedelano 3-0x0-29-hidroxifriedelano 3-0x0-30-hidroxifriedelano 3-0x0-12a-hidroxifriedelano

Figura 8: Estruturas quimicas de TTPC'’s isolados de M. distichophylla.
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2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Métodos gerais

Os critérios de pureza adotados foram: visualizacdo de uma Unica mancha em
cromatoplaca com variacdo de eluentes, estreita faixa de fusdo, bandas bem
definidas no espectro de absorcéo na regiao do IV e o nUmero de sinais no espectro
de RMN de 'H e *°C.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada suspensao de
silica gel 60G (7 g para 15 mL), em suporte de placa de vidro de 0,25 mm de
espessura, ativada a 100 °C em estufa durante pelo menos 30 min. Como revelador
das cromatoplacas utilizou-se solucdo 1:1 de &cido perclérico a 3% em &agua e
vanilina a 1% em etanol, seguida por aquecimento em estufa a 100 °C. As colunas
cromatograficas classicas foram preparadas utilizando-se como fases estacionarias
silica gel 60 com tamanho de particula 0,063-0,200 mm (70-230 Mesh), silica flash
0,040-0,063 mm (230-400 Mesh) ou florisil (60-100 Mesh).

Os solventes utilizados nos métodos cromatogréficos foram de pureza p.a.. A
reutilizacdo dos solventes, quando em mistura, foi feita apdés ajuste do indice de
refracdo da luz, utilizando-se um refratbmetro marca Briobrix, e correcdo das
proporcdes das misturas. Solventes deuterados, CDCl3;, CD3;OD e Piridina-ds, foram
utilizados para obtencao dos espectros de RMN 1D e 2D.

Testes de Liebermann Burchard (MATOS, 1980) foram realizados utilizando-
se CHCI3; para solubilizacdo completa da amostra, seguida pela adicdo de 1 mL de
anidrido acético e 2 gotas de acido sulfurico, ambos concentrados.

As temperaturas das faixas de fusdo foram medidas em aparelho digital de
Ponto de Fus&o da Microquimica Equipamentos LTDA (MQAPF-302). As massas de
extratos, fracdes e substancias foram medidas em balanca analitica AB104 Mettler
Toledo ou balanca semi-analitica AL500C Marte.

Os espectros na regido do IV foram obtidos utilizando-se espectrébmetro
Shimadzu IR408 em pastilhas de KBr.

Os espectros de RMN de 1D e 2D foram obtidos em espectrometros Bruker
Avance DPX-200 e DRX-400 do Laboratério de Ressonancia Magnética de Alta
Resolucdo (LAREMAR) no DQ da UFMG, operando a temperatura de 300 K. Os
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deslocamentos quimicos (&) foram registrados em ppm usando o tetrametilsilano
(TMS) como padrao de referéncia interna, e as constantes de acoplamento (J) dadas
em Hz.

As analises de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM) foram realizadas no Departamento de Quimica, em um equipamento
GCMS-QP2010 ULTRA (Shimadzu), tendo Coluna: Rxi-IMS 30 m x 0,25 mm x 0,25
um (Restek); Temperatura da coluna de 150 °C (2 min), 12 °C/min, até 300 °C;
Injetor a 300°C Split (1:20); Interface CG-MS a 300 °C; Detector MS (Impacto
eletrbnico a 70 eV) a 300 °C; Gas de arraste Hélio a 1,5 mL/min; Volume de injecéo
1 pL; Software de aquisicdo de dados GCMS Solution (Shimadzu); Biblioteca
espectral NIST11. Quando necessario, a sililacdo foi realizada utilizando reagente
BSTFA (Supelco cat n® 3-3027) em forno de micro-ondas doméstico Panasonic, na
poténcia 30% (420 w) por 5 min, em tubo de microcentrifuga (0,2 mg de amostra
para 25 L de BSTFA).

2.2 Coleta e identificacao do material vegetal

As folhas de Maytenus distichophylla foram coletadas em um local conhecido
como “Brejo Novo”, no Municipio de Jequié, Bahia. A planta foi identificada pela
Professora Dra. Guadalupe Licona de Macedo do Departamento de Boténica da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB). Uma exsicata do material
encontra-se depositada no herbario do Departamento de Botanica da UESB, sob o
namero HUESB 2093.

2.3 Preparo dos extratos das folhas de Maytenus distichophylla

As folhas de M. distichophylla foram secas a temperatura ambiente e moidas
em moinho de martelos. O material vegetal (1,0 Kg) foi submetido a extracdes
exaustivas com hexano (Hex), cloroférmio (CHCI3), acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH), em ordem crescente de polaridade. Apds filtracdo e remocéo do
solvente, por destilacdo a pressédo reduzida, foram obtidos os soélidos e extratos:
SEH (sélido do extrato hexanico), EHE (extrato hexanico), SEC (sélido do extrato

cloroférmico), ECL (extrato cloroformico), EAE (extrato em acetato de etila) e EME
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(extrato metandlico) (Figura 9). Os extratos EAE e EME nao foram fracionados.

Todos os demais extratos foram utilizados para o estudo fitoquimico da planta, bem

como para a avaliacédo da atividade bioldgica.

Folhas moidas|
(m =1,0Kg)

1. Extragdo com hexano

2. Filtracao
Extrato em Torta 1
hexano
1. Remocéo parcial do solvente 1. Extrag&@o com cloroférmio
2. Filtragc&o a vacuo 2. Filtragdo a vacuo

Soélido do extr. dtrad
hexanico (SEH) Filtrado cloroférmio Torta 2

Extrato em

m=3,18¢g

Remogcéo do solvente 1. Remogé&o parcial do solvente 1. Extrag&do com AcOEt
2. Filtrag&@o a vacuo 2. Filtragdo a vacuo

]

Sélido do extr.
clorof. (SEC)

Extrato hexanico

(EHE) ,_

m=265g

Filtrado
Extrato em Torta 3

AcOEt

m=0,32¢g

Remocéo do

solvente > do com
Remocé&o do solvente 2. Filtragdo a vacuo

Extr. cloroférmico

(ECL) ,— —|

m = 35,06 g Extrato AcOEt

(EAE)

Extrato em
MeOH

Torta 4

m=46,5¢g

Remocéo do solvente

Extrato metandlico
(EME)

m =38,3¢g

1. Extracdo com MeOH

Figura 9: Esquema utilizado na preparacédo dos extratos das folhas de

M. distichophylla.

Os extratos e soélidos, EHE, SEH, ECL e SECL, foram submetidos a

cromatografia em coluna (CC) e o fracionamento foi acompanhado por CCD. As

fracOes recromatografadas foram escolhidas de acordo com o perfil apresentado nas

cromatoplacas e massas obtidas. Fracdes que apresentavam perfil complexo

(muitas manchas com pequena diferenca de Rf's ou pequena quantidade, ndo foram

trabalhadas.
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A notacgéo das fragOes foi dada de acordo com a letra da coluna seguida da
ordem de eluigdo. Para codificar as substancias isoladas utilizaram-se as letras M e
D, iniciais de Maytenus distichophylla, seguida pela ordem de isolamento das

mesmas.

2.3.1 Elaboracéo de EHE

Apo6s remocao completa do solvente, parte de EHE (10,5 g) foi submetida a
coluna cromatogréfica (Coluna A: 4 cm/1,1 m), utilizando-se 406,4 g de silica gel 60
com tamanho de particula 0,063-0,200 mm (70-230 Mesh). Os eluentes utilizados
nessa coluna foram Hex, CHCI;, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas em
gradiente de polaridade. Foram obtidas 195 frac6es de 200 mL cada (Tabela 2), que
tiveram o volume reduzido em rotavapor. Apos analise por CCD, as fracdes foram
reunidas em 20 grupos, de acordo com o perfil apresentado nas cromatoplacas
(Tabela 3, p. 17).

Tabela 2. Ordem de elui¢do da coluna A

Eluente Fracdo de 200 mL
Hex 1-34
Hex/CHCl; (9:1) 35 - 44
Hex/CHCI; (8:2) 45 - 58
Hex/CHCl; (7:3) 59 — 85
Hex/CHCl; (6:4) 86 — 109
Hex/CHCl; (1:1) 110 — 137
Hex/CHCI; (4:6) 138 — 143
Hex/CHCl; (3:7) 144 — 153
Hex/CHCI; (2:8) 154 — 160
Hex/CHCl; (1:9) 161 — 166
CHCI; 167 —-174
AcOEt 175-185
MeOH 186 - 195
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Tabela 3. Grupos relacionados da coluna A

Grupo m (g) Grupo m (Q)
Al (1-3) 0,0479 A11 (102 - 106) 0,1273
A2 (4 - 6) - A12 (107 - 117) 0,3099
A3 (7-11) 0,1093 Al13 (118 - 127) 0,6211

A4 (12 - 41) - Al4 (128 - 140) 0,9898
A5 (42 - 56) 2,3236 A15 (141 - 144) 0,6062
A6 (57 - 68) 0,4795 A16 (145 - 153) 0,3230
A7 (69 - 75) 0,2479 Al17 (154 - 168) 0,3340
A8 (76 - 79) 0,4513 A18 (169 - 178) 0,3578
A9 (80 - 94) 0,1634 A19 (179 - 180) 0,6043
A10 (95 - 101) 0,0832 A20 (181 - 195) 0,4567

Os grupos Al, A2 e A4 nao foram trabalhados, pois ndo apresentaram massa
significativa. Os grupos A7, A10, Al11, A13, A15 e A20 nao foram analisados por
mostrarem perfis bastante complexos em CCD. Estas fracbes sdo materiais

constituidos por grande quantidade de Oleos e graxas.

Grupo A3 (fracbes 7-11): apresentou-se como um Oleo de cor amarelada, que
indicou a presenca de uma Unica mancha de coloracdo azul em CCD. A analise dos
espectros na regido do IV e RMN de *H e **C permitiu identificar o 6leo como sendo
esqualeno (MDO01).

Grupo A5 (fracbes 42-56): apresentou-se como um material graxo alaranjado
(2,3236 @), que mostrou duas manchas roxas em CCD. O grupo A5 foi
recromatografado (Coluna B: 3,0 cm/57,0 cm), utilizando 65,7 g de silica gel. Foram
recolhidas 144 fragbes de 20 mL cada (Tabela 4, p. 18), agrupadas de acordo com o

perfil observado em CCD.
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Tabela 4. Ordem de eluicdo da coluna B

Eluente Fracdo de 20 mL
Hex/CHCl; (9:1) 1-10
Hex/CHCI; (8:2) 11-48
Hex/CHCI; (7:3) 49 -70
Hex/CHCl; (6:4) 71-81
Hex/CHCl; (1:1) 82— 95
Hex/CHCl; (4:6) 96 — 101
Hex/CHCl; (3:7) 102 — 108
Hex/CHCl; (2:8) 109 — 114
Hex/CHCl; (1:9) 115 - 120

CHCI; 121 -129
AcOEt 130 — 137
MeOH 138 - 144

O subgrupo B5-24 apresentou-se como uma graxa transparente (1,304 g) e
mostrou uma unica mancha roxa em CCD (revelador: acido perclorico/vanilina). A
andlise dos espectros na regido do IV, RMN de *H e *C permitiu sugerir que o
material trata-se de uma mistura de 3B-esteariloxi-urs-12-eno (MD02) e 36-
esteariloxi-olean-12-eno (MDO3).

Na tentativa de separar os constituintes acima, o subgrupo B5-24 (1,304 g) foi
recromatografado, utilizando-se silica (85,0 g) impregnada com nitrato de prata (2,0
g) como fase estacionaria. Foram utilizados como fases modveis o hexano,
diclorometano e acetato de etila, puros ou em mistura, em gradiente de polaridade.
Foram recolhidas fracbes de 10,0 mL cada. A coluna foi coberta com papel de
aluminio para evitar a oxidacdo do nitrato de prata. No entanto, ndo foi possivel a
separacao dos constituintes.

Os demais subgrupos da coluna B nao foram trabalhados por tratarem-se de

misturas complexas com pequenas massas ou por tratarem-se de graxa.

Grupo A6 (fracOes 58-68). apresentou-se como um Oleo alaranjado (0,48 Q),
indicando duas manchas roxas e uma amarela em CCD. O grupo A6 foi

recromatografado (Coluna C: 2,0 cm/28,0 cm), utilizando-se 25,7 g de silica gel.
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Foram recolhidas 120 fracdes de 10 mL, agrupadas de acordo com o perfil
observado em CCD. Devido a complexidade das subfracdes e das baixas massas

nao foi possivel identificar nenhuma substancia.

Grupo A8 (fracdes 76-79): apresentou-se como um material alaranjado composto
por um sélido e graxa (0,4513 g) e mostrou trés manchas em CCD, sendo uma
amarela e duas roxas. O grupo A8 foi recromatografado (Coluna D: 2,0 cm/50,0 cm),
utilizando-se 35,3 g de silica gel (Tabela 5). Foram recolhidas 103 fracdes de 20 mL
cada, agrupadas de acordo com o perfil observado em CCD.

Tabela 5. Ordem de elui¢cdo da coluna D

Eluente Fracdo de 20 mL
Hex/CHCl; (9:1) 1-20
Hex/CHCI; (8:2) 20 - 47
Hex/CHCl; (7:3) 48 — 55
Hex/CHCI; (6:4) 56 — 62
Hex/CHCl; (1:1) 63 — 68
Hex/CHCl; (4:6) 69 — 73
Hex/CHCl; (3:7) 74-78
Hex/CHCl; (2:8) 79-83

CHCI; 84 - 90
AcOEt 91 -96
MeOH 97 — 103

O subgrupo D47-55 apresentou-se como um solido cristalino branco em
mistura com um 6leo amarelo. ApGs sucessivas lavagens com hexano separou-se o
sélido branco (0,0820 g), que mostrou uma unica mancha amarela em CCD. A
analise dos espectros na regido do IV e RMN de *H e **C permitiu identificar o sélido
como sendo friedelina (MDO04).

Os demais subgrupos da coluna D n&o foram trabalhados por tratarem-se de

misturas complexas de pequena massa.
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Grupo A9 (fracdes 80-94): apresentou-se como um material alaranjado composto
por um solido e 6leo (0,4513 g) e mostrou quatro manchas em CCD. O material foi
lavado sucessivas vezes com hexano e obteve-se um solido branco. A comparacao
por CCD com amostras auténticas de friedelina e friedelinol indicou tratar-se de uma
mistura dessas substancias. O soélido de A9 (0,2113 g) foi entdo recromatografado
(Coluna E: 2,0 cm/28,0 cm), utilizando-se 19,9 g de silica gel (Tabela 6). Foram
recolhidas 95 fracGes de 20 mL cada, agrupadas de acordo com o perfil observado
em CCD.

Tabela 6. Ordem de elui¢cdo da coluna E

Eluente Fracao de 20 mL
Hex 1-5

Hex/AcOEt (99:1) 6—12
Hex/AcOEt (98:2) 13-24
Hex/AcOEt (97:3) 25— 30
Hex/AcOEt (96:4) 31-35
Hex/AcOEt (95:5) 36 — 38
Hex/AcOEt (94:6) 39— 40
Hex/AcOEt (93:7) 41 — 44
Hex/AcOEt (92:8) 45 — 47
Hex/AcOEt (91:9) 48 — 50
Hex/AcOEt (90:10) 51 —53
Hex/AcOEt (85:15) 54 — 56
Hex/AcOEt (80:20) 57 — 59
Hex/AcOEt (75:25) 60 — 64
Hex/AcOEt (70:30) 65 — 68
Hex/AcOEt (60:40) 69— 71
Hex/AcOEt (50:50) 72-75
Hex/AcOEt (40:60) 76 - 78
Hex/AcOEt (20:80) 79-81

AcOEt 82-84

MeOH 85-95
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O subgrupo E11-13 apresentou-se como um solido cristalino branco (15,2
mg), com unica mancha amarela em CCD. A comparacdo em cromatoplaca com
amostra auténtica de friedelina indicou tratar-se dessa substancia.

O subgrupo E14-22 apresentou-se com um solido cristalino branco (32,0 mg)
e a comparacédo por CCD com amostras auténticas indicou tratar-se de uma mistura
de friedelina (MDO04) e friedelinol (MDO5).

O subgrupo E23-26 apresentou-se como um solido cristalino branco (18,0
mg), que mostrou uma unica mancha roxa em CCD. A analise dos espectros na
regido do IV, RMN de 'H e *C permitiu identificar o sélido como sendo friedelinol
(MDO5).

Grupo All (fracdes 102-106): apresentou-se como um material alaranjado oleoso
(0,1273 g), com trés manchas em CCD. O material foi recromatografado em CC
(Coluna F: 2,0 cm/28,0 cm), utilizando-se 15,7 g de silica gel (Tabela 7). Foram
recolhidas 83 fracdes de 20 mL, agrupadas de acordo com o perfil observado em
CCD.

Tabela 7. Ordem de elui¢cdo da coluna F

Eluente Fracédo de 20 mL
Hex 1-4
Hex/CHCl; (95:5) 5-7
Hex/CHClI; (90:10) 8-10
Hex/CHCI; (85:15) 11-31
Hex/CHClI; (80:20) 32-35
Hex/CHClI; (75:25) 36 — 40
Hex/CHCI; (70:30) 41 — 43
Hex/CHCI; (60:40) 44 — 67
Hex/CHClI; (50:50) 68 -71
CHCl; 72 -74
CHCIly/ AcOEt (90:10) 75-76
CHCI3/ AcOEt (50:50) 77-79
AcOEt 80-81
MeOH 82 -83
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O subgrupo F51-54 apresentou-se como um solido cristalino branco (15,0
mg), que mostrou uma unica mancha roxa em CCD. A andlise dos espectros na
regido do IV, RMN de *H e *C e CG/EM permitiu identificar o sélido como sendo

mistura de alcoois graxos (MDO06).

Grupo Al2 (fragbes 107-117): apresentou-se como um material composto por um
sélido e éleo alaranjado (0,3099 g) com trés manchas em CCD, sendo uma bastante
intensa em relacdo as demais. O grupo Al1l2 foi lavado sucessivas vezes com
hexano e obteve-se um sélido branco (0,1115 g) com uma Unica mancha roxa em
CCD. A anélise dos espectros na regido do IV e RMN de *H e *3C permitiu identificar
0 solido como sendo uma mistura de 3B-hidroxi-urs-12-eno (MD0O7) e 3B-hidroxi-
olean-12-eno (MDQ8).

Grupo Al4 (fracdes 128-140): apresentou-se como um material oleoso alaranjado
(0,9898 g) que mostrou quatro manchas em CCD. O grupo A14 foi recromatografado
(Coluna G: 2,5 cm/57,0 cm), utilizando-se 48,0 g de silica gel (Tabela 8). Foram
recolhidas 150 fracdes de 20 mL, agrupadas de acordo com o perfil observado em
CCD.

Tabela 8. Ordem de eluicdo da coluna G

Eluente Fracdo de 20 mL
Hex/CHCl; (9:1) 1-17
Hex/CHCl; (8:2) 18- 34
Hex/CHCI; (7:3) 35-59
Hex/CHCI; (6:4) 60 — 87
Hex/CHCl; (1:1) 88 — 100
Hex/CHCI; (4:6) 101 - 107
Hex/CHCl; (3:7) 108 — 114
Hex/CHCl; (2:8) 115 - 121

CHCls 122 -133
AcOEt 134 — 142
MeOH 143 - 150
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O subgrupo G85-91 apresentou-se com um solido cristalino branco em
mistura com um residuo de 6leo alaranjado. O material foi lavado com hexano e foi
separado o sdlido puro (18,0 mg) mostrando uma Unica mancha roxa em CCD. A
anélise dos espectros na regido do IV, RMN de *H e **C permitiu identificar o sélido
como sendo B-sitosterol (MDO09).

O subgrupo G92-95 apresentou-se como um material (0,4409 g) contendo um
sélido juntamente com um Oleo alaranjado, e mostrou trés manchas em
cromatoplaca. O material foi recromatografado (Coluna H: 2,0 cm/40,0 cm),
utilizando-se 28,4 g de silica (Tabela 9). Como eluentes foram utilizados o Hex,
CHC I3, AcOEt e MeOH, puros ou em gradiente de polaridade. Foram recolhidas 142

fracGes de 10 mL, agrupadas de acordo com o perfil observado em CCD.

Tabela 9. Ordem de elui¢cdo da coluna H

Eluente Fracdo de 10 mL
Hex 1-7
Hex/CHCl; (90:1) 8-21
Hex/CHCl; (85:15) 22-29
Hex/CHCl; (80:20) 30-36
Hex/CHCl; (70:30) 37-43
Hex/CHCl; (60:40) 44 — 50
Hex/CHCl; (50:50) 51 - 57
Hex/CHCl; (40:60) 58 — 64
Hex/CHCl; (30:70) 65— 71
Hex/CHCl; (20:80) 72-84
Hex/CHCl, (10:90) 85 — 94
CHCls 95 -104
CHCI3/AcOEt (90:10) 105 -110
CHCI3/AcOEt (80:20) 111-116
CHCI3/AcOEt (70:30) 117 -123
CHClI; /AcOEt (50:50) 124 —130
AcOEt 131-135
MeOH 136 - 142
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O subgrupo H56-60 apresentou-se com um solido cristalino branco (35,1 mg),
mostrando uma Unica mancha roxa em CCD. A analise dos espectros na regido do

IV e RMN de *H e *C permitiu identificar o sélido como sendo B-sitosterol (MD09).

Grupo A16 (fragcbes 145-153): apresentou-se como um material (0,3230 g) oleoso
de coloracdo verde escura que apresentava um solido. A anélise em CCD indicou a
presenca de cinco manchas. O material foi lavado sucessivas vezes com hexano e
obteve-se um sélido branco (0,1550 g), ainda com um residuo verde oleoso. O sélido
foi entdo recromatografado (Coluna I: 2,0 cm/37,0 cm), utilizando-se 24,2 g de silica
gel (Tabela 10). Foram recolhidas 82 fragbes de 20 mL, agrupadas de acordo com o

perfil observado em CCD.

Tabela 10. Ordem de eluicdo da coluna |

Eluente Fracdo de 20 mL
Hex/CHCl; (6:4) 1-20
Hex/CHCI; (1:1) 21-29
Hex/CHCl; (4:6) 30— 39
Hex/CHCl; (3:7) 40 — 54
Hex/CHCI; (1:9) 55-62

CHCI; 63 — 68
AcOEt 69-74
MeOH 75— 82

O subgrupo 140-44 apresentou-se com um sélido cristalino branco (87,1 mg)
que indicou uma unica mancha roxa em CCD. A andlise dos espectros na regiao do
IV e RMN de H e **C permitiu identificar o sélido como sendo 3-0x0-30-
hidroxifriedelano (MD10).

Grupo Al7 (fragcbes 154-168): apresentou-se como um material graxo (0,3340 g) de
coloragdo verde escura. Foram observadas trés manchas em cromatoplaca. O

material foi recromatografado (Coluna J: 2,0 cm/42,0 cm), utilizando-se 19,2 g de



Estudo Fitoquimico 25

florisil (Tabela 11). Foram recolhidas 65 fracdes de 20 mL, agrupadas de acordo com
o perfil observado em CCD.

Tabela 11. Ordem de elui¢cdo da coluna J

Eluente Fracdo de 20 mL
Hex/CHCl; (75:25) 1-7
Hex/CHCl; (73:27) 8-9
Hex/CHCI; (70:30) 10-11
Hex/CHCl; (67:33) 12-13
Hex/CHCl; (64:36) 14 -15
Hex/CHCl; (61:39) 16 — 17
Hex/CHCl; (58:42) 18 -19
Hex/CHCl; (55:45) 20-21
Hex/CHCl; (52:48) 22-23
Hex/CHCl; (49:51) 24 - 25
Hex/CHCl; (45:55) 26 — 27
Hex/CHCl; (40:60) 28— 29
Hex/CHCl; (35:65) 30-32
Hex/CHCl; (25:75) 33-34
Hex/CHCl; (20:80) 35-36
Hex/CHCl; (15:85) 37-38
Hex/CHCl; (10:90) 39-40

CHCl; 41 — 43
CHClI; /AcOEt (9:1) 44 — 45
CHCl, /ACOEt (7:3) 46 — 47
CHCI; /AcOEt (1:1) 48 — 49
CHCI; /AcOEt (3:7) 50 — 51

AcOEt 52 -56

MeOH 57 - 65

O subgrupo J25-30 foi lavado com hexano e obteve-se um sélido cristalino
branco (12,1 mg). A comparacdo por CCD com amostra auténtica de 3-oxo0-30-

hidroxifriedelano indicou tratar-se dessa substancia. A andlise dos espectros na
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regido do IV e RMN de *H e **C confirmou a identidade do sélido como sendo 3-oxo-
30-hidroxifriedelano (MD10).

Grupo A18 (fragcbes 169-178): apresentou-se como um material (0,3578 g) graxo de
coloragdo verde escura. Foram observadas cinco manchas em cromatoplaca. O
material foi submetido a CC (Coluna K: 2,0 cm/42,0 cm), utilizando-se 29,5 g de
silica gel (Tabela 12). Foram recolhidas 180 fracdes de 25 mL, agrupadas de acordo

com o perfil observado em CCD.

Tabela 12. Ordem de eluicdo da coluna K

Eluente Fracdo de 25 mL
Hex/CHCl; (8:2) 1-20
Hex/CHCl; (1:1) 21— 100
Hex/CHCl; (4:6) 101 — 127
Hex/CHCl; (3:7) 129 — 136
Hex/CHCl; (2:8) 137 — 140

CHCI; 141 - 160
AcOEt 161-170
MeOH 170 -180

O subgrupo K60-76 apresentou-se como uma graxa verde com um sdlido
(0,200 g) e analise de CCD mostrou duas manchas em cromatoplaca. O material foi
recromatografado (Coluna L: 2,0 cm/42,0 cm), utilizando-se 31,2 g de florisil (Tabela
13, p. 27). Foram recolhidas 122 fracbes de 20 mL, agrupadas de acordo com o

perfil observado em CCD.
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Tabela 13. Ordem de eluicdo da coluna L

Eluente Fracdo de 20 mL
Hex/CHCl; (8:2) 1-5
Hex/CHCI; (78:22) 6— 10
Hex/CHCl; (75:25) 11-15
Hex/CHCl, (72:28) 16 — 20
Hex/CHCI; (69:31) 21-25
Hex/CHCl; (66:34) 26 — 30
Hex/CHCl; (60:40) 31-35
Hex/CHCl; (57:43) 36 — 40
Hex/CHCl; (54:46) 41— 45
Hex/CHCl; (1:1) 46 — 50
Hex/CHCl; (47:53) 51— 55
Hex/CHCl; (43:57) 56 — 60
Hex/CHCl; (4:6) 61— 65
Hex/CHCl; (37:63) 66 — 70
Hex/CHClI; (34:66) 71-75
Hex/CHCl; (3:7) 76 — 80
Hex/CHCl; (25:75) 81 -85
Hex/CHCl; (15:85) 86 — 90
Hex/CHCl; (5:95) 91-95
CHCl; 95-100
CHClI; /AcOEt (1:1) 101 - 105
AcOEt 105-110
MeOH 111 -122

O subgrupo L35-72 apresentou-se como um solido branco com um residuo
oleoso. O material foi lavado com hexano e o sélido (12,0 mg) foi cuidadosamente
separado. Analise de CCD indicou duas manchas de Rf’s diferentes das substancias
isoladas na planta até o momento. As anélises de RMN de *H e *3C n&o permitiram
identificar a mistura, devido a complexidade dos espectros pela presenca de

impureza e baixa massa.
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As demais subfracdes da coluna K e L ndo foram trabalhados por tratarem-se

de misturas complexas ou com pequena massa.

Grupo A19 (fragcbes 179-180): apresentou-se como um material (0,7043 g) graxo de
coloragdo verde escura. Foram observadas cinco manchas em cromatoplaca. O
material foi submetido a CC (Coluna M: 2,0 cm/42,0 cm), utilizando-se 52,5 g de
florisil (Tabela 14). Foram recolhidas 65 fracdes de 25 mL, agrupadas de acordo com

o perfil observado em CCD.

Tabela 14. Ordem de eluicdo da coluna M

Eluente Fracédo de 25 mL
Hex/CHCl; (75:25) 1-8
Hex/CHCl; (72:28) 9-10
Hex/CHCl; (69:31) 11-13
Hex/CHCI; (66:34) 14 -15
Hex/CHCI; (63:37) 16 — 17
Hex/CHCl; (60:40) 18 — 19
Hex/CHCl; (57:43) 20-21
Hex/CHCl; (54:46) 22-23

Hex/CHCl; (1:1) 24 - 25
Hex/CHCl; (45:55) 26 — 27
Hex/CHCl; (42:58) 28— 29
Hex/CHCl; (38:62) 30 - 31
Hex/CHCl; (35:65) 32-33
Hex/CHCl; (30:70) 34-35
Hex/CHCl; (25:75) 36 — 37
Hex/CHCl; (20:80) 38 — 39
Hex/CHCl; (15:85) 40 — 41
Hex/CHCl; (10:90) 42 — 43

CHCl; 44 — 45
AcOEt 46 — 55
MeOH 56 — 65
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O subgrupo M15-38 apresentou-se como um solido cristalino contaminado
com um 6leo amarelado. O material foi lavado com hexano e o sélido branco (23,5
mg) foi separado. A andlise dos espectros na regido do IV e RMN de 'H e *C

permitiu identificar o s6lido como sendo 38,24-dihidroxifriedelano (MD11).

O subgrupo M45-60 apresentou-se como um material graxo de coloracao
verde escura com um solido precipitado. O material foi lavado sucessivas vezes com
acetona e um solido cristalino (0,4870 g) foi separado. A analise dos espectros na
regido do IV e RMN de *H e **C permitiu identificar o sélido como sendo acetato de
sodio (MD12).

O esquema do fracionamento de EHE é mostrado na Figura 10.

EHE
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Figura 10: Esquema utilizado no fracionamento de EHE.
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2.3.2 Elaboracao de SEH

SEH foi obtido durante a remocéao parcial do solvente do extrato hexanico. O
sélido (3,80 g) foi separado através de filtracdo a vacuo e apresentou-se como um
material borrachoso de coloracdo branco-amarelado. Anélise de CCD comparada
com padrdo indicou presenca de guta percha no sélido.

O material foi submetido a uma coluna cromatogréfica prévia para separacao
da guta percha dos demais constituintes. Como fase estacionaria utilizou-se silica
gel 60 com tamanho de particula 0,063-0,200 mm (70-230 Mesh) e como fases
moveis foram utilizados metanol e cloroférmio. A primeira eluicdo foi feita com
metanol, para arraste dos constituintes de SEH, exceto a guta percha que é
insolavel nesse solvente. Na segunda eluicdo utilizou-se cloroférmio que, entao,
solubilizou e arrastou a guta percha (MD13), obtendo-se 2,90 g desse composto. A
andlise dos espectros na regido do IV e RMN de *H e *C permitiu confirmar a
identidade dessa substancia.

SEH livre de guta percha (0,200 g) foi submetido a CC (Coluna N: 2,0 cm/42,0
cm), utilizando-se 25,4 g de silica gel (Tabela 15). Foram utilizados como eluente
Hex, CHCI3;, AcOEt e MeOH puros ou em misturas em gradiente de polaridade.

Foram recolhidas 69 fracées de 25 mL, agrupadas de acordo com o perfil em CCD.

Tabela 15. Ordem de eluicdo da coluna N

Eluente Fracdo de 25 mL Eluente Fracdo de 25 mL
Hex/CHCl; (95:5) 1-5 Hex/CHCl; (45:55) 40 — 42
Hex/CHCl; (90:10) 6—11 Hex/CHCl; (40:60) 43— 44
Hex/CHCl, (85:15) 12 - 15 Hex/CHCl, (35:65) 45 — 46
Hex/CHCl; (80:20) 16 — 19 Hex/CHCl, (30:70) 47 — 48
Hex/CHCl; (75:25) 20 - 23 Hex/CHCl; (20:80) 49 - 50
Hex/CHCl; (70:30) 24 - 27 Hex/CHCl; (10:90) 51 — 52
Hex/CHClI; (65:35) 28 -30 Hex/CHCI; (5:95) 53-54
Hex/CHCI; (60:40) 31-33 CHCI; 55 - 58
Hex/CHCl; (55:45) 34-36 AcOEt 59 — 63
Hex/CHCI; (50:50) 37 -39 MeOH 64 — 69
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A fracdo N38-40 apresentou-se como um sélido branco (20,3 mg) que indicou
uma Unica mancha em CCD. A andlise dos espectros na regi&o do IV, RMN de 'H e
13C e CG/EM permitiu identificar o sélido como sendo mistura de &alcoois graxos
(MDO06).

As demais fragcbes nao foram trabalhadas por tratarem-se de misturas

complexas com pequena quantidade.

2.3.3 Elaboracéao de ECL

Apébs remocao completa do solvente, ECL (35,06 g) foi submetido a CC prévia
para separacao da guta percha presente no extrato, utilizando-se silica gel 60 como
fase estacionaria. Foram utilizados como fases moveis o metanol e o cloroférmio
puros, eluidos nessa ordem. Dessa coluna foram obtidos 6,06 g de guta percha.

ECL livre de guta (26,5 g) foi entdo fracionado em coluna cromatogréafica
(Coluna Q: 4,0 cm/1,1 m), utilizando 471,3 g de silica gel 60 (70-230 Mesh) e os
eluentes hexano, acetato de etila e metanol puros ou em misturas em gradiente de
polaridade (Tabela 16). Foram obtidas 172 fragcdes de 100 ou 200 mL, que tiveram
seus volumes reduzidos em rotavapor. Apdés analise de CCD, as fracdes foram
agrupadas de acordo com o perfil apresentado nas cromatoplacas (Tabela 17, p.
32).

Tabela 16. Ordem de eluicdo da coluna Q

Eluente Fracdo Eluente Fracdo
Hex/AcOEt (80:20) 1-15 Hex/AcOEt (45:55) 83 -88
Hex/AcOEt (78:22) 16 — 26 Hex/AcOEt (40:60) 89 -93
Hex/AcOEt (75:25) 27-35 Hex/AcOEt (35:75) 94 — 100
Hex/AcOEt (73:27) 36 — 40 Hex/AcOEt (30:70) 101 — 107
Hex/AcOEt (70:30) 41 — 47 Hex/AcOEt (25:75) 108 - 115
Hex/AcOEt (68:32) 48 — 52 Hex/AcOEt (20:80) 116 — 122
Hex/AcOEt (65:35) 53 -59 Hex/AcOEt (15:85) 123 - 129
Hex/AcOEt (62:38) 60 — 65 Hex/AcOEt (10:90) 130 - 135
Hex/AcOEt (60:40) 66 — 70 Hex/AcOEt (5:95) 136 — 144
Hex/AcOEt (55:45) 71-77 AcOEt 145 - 159
Hex/AcOEt (50:40) 78 — 82 MeOH 160 - 172




Estudo Fitoquimico 32

Tabela 17. Grupos relacionados da coluna Q

Grupo Massa (g)
Ql(1-5) 2,0557
Q2 (6 - 8) 2,4618
Q3 (9 - 24) 1,3224

Q4 (25 - 28) 1,9797
Q5 (29 - 45) 0,6220
Q6 (46 - 53) 0,1615
Q7 (54 - 81) 0,5038
Q8 (82 - 95) 0,1481
Q9 (96 - 113) 0,3246
Q10 (114 - 125) 0,5283
Q11 (126 - 145) 0,1094
Q12 (146 - 169) 0,5041
Q13 (170 - 172) 1,6274

Os grupos Q3, Q6, Q8 e Q10, Q11 e Q13 nado foram analisados por
mostrarem perfis bastante complexos em CCD ou por tratarem-se de um material

constituido por grande quantidade de clorofila.

Grupo Q1 (fracbes 1-5): apresentou-se como um material graxo de coloragéo verde
escura, com quatro manchas em CCD. Esse grupo (2,0557 g) foi submetido a CC
(Coluna R: 3,0 cm/57,0 cm), utilizando-se 130,7 g de silica gel (Tabela 18, p.33).
Foram recolhidas 184 fracdes de 35 mL, agrupadas de acordo com o perfil
observado em CCD.
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Tabela 18. Ordem de eluicdo da coluna R

Eluente Fracdo de 35 mL
Hex 1-17
Hex/CHCl; (99:1) 18-25
Hex/CHCI; (98:2) 26 - 30
Hex/CHCl; (96:4) 31-35
Hex/CHCl; (94:6) 36 — 59
Hex/CHCl; (92:8) 60 — 63
Hex/CHCl; (90:10) 64 — 65
Hex/CHCl; (85:15) 66 — 67
Hex/CHCI; (80:20) 68 — 69
Hex/CHCl; (75:25) 70-71
Hex/CHCl; (70:30) 72-73
Hex/CHCl; (60:40) 74 -75
Hex/CHCl; (50:50) 76— 78
Hex/CHCl; (40:60) 79-95
Hex/CHCl; (30:70) 96 — 102
Hex/CHCl; (20:80) 103 — 107
Hex/CHCl; (10:90) 108 — 112
CHCI; 113 -137
CHCI;/AcOEt (95:5) 138 - 146
CHCI,/AcOEt (90:10) 147 - 161
CHCI,/AcOEt (80:20) 162 - 163
CHCIy/AcOEt (70:30) 164 — 165
CHCIy/AcOEt (50:50) 166 — 167
AcOEt 168 — 169
MeOH 170 — 184

O subgrupo R69-76 apresentou-se como uma graxa esverdeada (0,5927 g) e
a CCD mostrou quatro manchas roxas apos revelacdo. O material foi submetido a
CC (Coluna S: 1,5 cm/40,0 cm) utilizando-se 62,65 g de silica gel e Hex, CHCIs,
AcOEt e MeOH, puros ou em gradiente de polaridade, como eluentes (Tabela 19,
p.34).
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Tabela 19. Ordem de eluicdo da coluna S

Eluente Fracdo de 20 mL

Hex 1-15
Hex/CHCl; (95:5) 16 — 25
Hex/CHCl; (90:10) 26 — 30
Hex/CHCl; (85:15) 31-35
Hex/CHCl; (80:20) 36 — 40
Hex/CHCl; (75:25) 41 — 48
Hex/CHCl; (70:30) 49 — 54
Hex/CHCl; (60:40) 55 — 60
Hex/CHCl; (50:50) 61— 65
Hex/CHCl; (40:60) 66 — 72
Hex/CHCl; (30:70) 73-75
Hex/CHCl; (20:80) 76— 79
Hex/CHCl; (10:90) 80 — 82
CHClI; 83 -88

AcOEt 89-110

MeOH 111 -120

A partir do subgrupo S50-55 foi isolada uma mistura identificada como sendo
composta por 3B-esteariloxi-urs-12-eno (MD02) e 3B-esteariloxi-olean-12-eno
(MDO03) (0,1780 g). Essa mistura, isolada anteriormente de EHE, teve sua estrutura

confirmada através de seus espectros de RMN de *H e »C.

O subgrupo R98-115 apresentou-se como um solido contendo um residuo de
material graxo (0,1030 g), com trés manchas roxas em CCD. O material foi
submetido a CC (Coluna T: 1,0 cm/27,0 cm) utilizando-se 8,428 g de silica gel e
Hex, CHCI3;, AcOEt e MeOH, puros ou em gradiente de polaridade, como eluentes
(Tabela 20, p.35).
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Tabela 20. Ordem de eluicdo da coluna T

Eluente Fracdo de 10 mL
Hex/CHCl; (70:30) 1-11
Hex/CHCl; (68:32) 12 -15
Hex/CHCI; (66:34) 16 — 18
Hex/CHCl; (64:38) 19-21
Hex/CHCl; (60:40) 22 -25
Hex/CHCl; (55:45) 26 — 28
Hex/CHCl; (50:50) 29 - 31
Hex/CHCl; (40:60) 32-34
Hex/CHCl; (30:70) 35— 38
Hex/CHCl; (20:80) 39-41

CHCl; 42 — 50
AcOEt 51 -60
MeOH 61-70

O subgrupo T12-17 levou ao isolamento de 3-oxofriedelano (MD04) (12,0
mg) e o subgrupo T18-24 forneceu uma mistura (23,3 mg) de 3-oxofriedelano e 38-
hidroxifriedelano (MDO05). As substancias, isoladas também de EHE, tiveram suas
estruturas confirmadas através de seus espectros de RMN de *H e *C.

As demais fragbes da coluna R, S e T n&o foram trabalhadas por tratarem-se

de misturas complexas com pequena quantidade.

Grupo Q2 (fracbes 6-8): apresentou-se como um material graxo de coloragéo verde
escura, com cinco manchas em CCD. Esse grupo (2,4618 g) foi submetido a CC
(Coluna U: 3,0 cm/57,0 cm), utilizando-se 150,1 g de silica gel (Tabela 21, p. 36).
Foram recolhidas 190 fracbes de 25 mL, agrupadas de acordo com o perfil

observado em CCD.
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Tabela 21. Ordem de eluicdo da coluna U

Eluente Fracdo de 25 mL
Hex/CHCl; (80:20) 1-8
Hex/CHCl; (75:25) 9-10
Hex/CHCl; (70:30) 11-12
Hex/CHCl; (65:35) 13- 14
Hex/CHCl; (60:40) 1518
Hex/CHCl; (55:45) 19 - 20
Hex/CHCl; (50:50) 21-22
Hex/CHCl; (45:55) 23-25
Hex/CHCl; (40:60) 26 — 27
Hex/CHCl; (35:65) 28 — 32
Hex/CHCl; (30:70) 33-40
Hex/CHCl; (25:75) 41— 44
Hex/CHCl; (20:80) 45 -51
Hex/CHCl; (15:85) 52 — 87
Hex/CHCl; (10:90) 88 — 90

Hex/CHCl; (5:95) 91-94

CHCl; 95 -100
CHCI3/AcOEt (95:5) 101-112
CHCI3/AcOEt (90:10) 113 -144
CHCI3/AcOEt (80:20) 145 — 147
CHCI3/AcOEt (70:30) 148 — 149
CHCI3/AcOEt (50:50) 150 — 152
CHCI3/AcOEt (40:60) 153 - 154
CHCI3/AcOEt (30:70) 155 - 156
CHCIy/AcOEt (20:80) 157 — 158
CHCI5/AcOEt (10:90) 159 — 161
AcOEt 162 — 165
AcOEt/MeOH (50:50) 166 — 175
MeOH 176 — 190

O subgrupo U12-15 apresentou-se como um solido branco (43,5 mg), que

mostrou uma Unica mancha amarela em cromatoplaca. A comparacdo em CCD com
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amostra auténtica de friedelina (MDO04), indicou tratar-se dessa substancia, ja
isolada de EHE.

O subgrupo U66-83 apresentou-se como um solido branco contendo um
residuo oleoso. O material foi lavado com hexano e um solido branco (35,0 mg) foi
separado. A comparagéo por CCD com amostra auténtica de mistura de 3B-hidroxi-
urs-12-eno (MD07) e 3B-hidroxi-olean-12-eno (MD08) e analise de RMN de *H e
13C indicou que o sélido tratava-se da mistura dessas substancias, isolada também
a partir de EHE.

O subgrupo U104-117 apresentou-se como um sélido branco (18,0 mg) e a
comparacdo em CCD com amostra auténtica de B-sitosterol (MDO09)indicou tratar-
se dessa substancia, isolada também a partir de EHE.

O subgrupo U118-128 (0,3947 g) foi submetido a CC (Coluna V: 1,5 cm/42,0
cm), utilizando-se silica gel (39,7 g) como fase estacionaria (Tabela 22). Foram
utilizados como eluentes o Hex, CHCI3;, AcCOEt e MeOH, puros ou em gradiente de

polaridade.

Tabela 22. Ordem de eluicdo da coluna V

Eluente Fracdo de 20 mL
Hex/CHCI; (50:50) 1-10
Hex/CHCl; (45:55) 11-14
Hex/CHCl; (40:60) 15 - 20
Hex/CHCl; (35:65) 21-25
Hex/CHCl; (30:70) 26 — 30
Hex/CHCI; (20:80) 31-35

CHCl; 36 —-40
CHCI3/AcOEt (95:5) 41- 50
CHCI3/AcOEt (90:10) 51 -56
CHCI3/AcOEt (80:20) 57 -65
CHCI3/AcOEt (50:50) 66 — 76
AcOEt 77-87
MeOH 88 - 95

A partir do subgrupo V44-48 foi isolado um soélido branco (35,0 mg) que
apresentou padrdo em CCD diferente das substancias anteriormente isoladas. A
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andlise de IV e RMN de *H e '3C indicou tratar-se do acido tritriacontandico
(MD14).

Grupo Q4 (fracdes 25-28): apresentou-se como um material graxo de coloracao
verde escura, com trés manchas em CCD. Esse grupo (1,9797 g) foi submetido a
CC (Coluna W: 2,0 cm/49,0 cm), utilizando-se 134,6 g de silica gel (Tabela 23).
Foram recolhidas 130 fracbes de 25 mL, agrupadas de acordo com o perfil
observado em CCD. Foram utilizados como eluentes o Hex, CHCI3, AcOEt e MeOH,

puros ou em gradiente de polaridade.

Tabela 23. Ordem de eluicdo da coluna W

Eluente Fracdo de 25 mL
Hex 1-14
Hex/CHCl; (98:2) 15 - 19
Hex/CHCl; (95:5) 20-25
Hex/CHCl; (90:10) 26 — 31
Hex/CHCl; (85:15) 32 -49
Hex/CHCl; (80:20) 50 — 55
Hex/CHCl; (75:25) 56 — 62
Hex/CHCl; (65:35) 63 — 68
Hex/CHCl; (50:50) 69 — 74
Hex/CHCl; (30:70) 75— 78
Hex/CHCl; (10:90) 79 -81
CHCl; 82-83
CHCIy/AcOEt (90:10) 84 — 88
CHCI,/AcOEt (80:20) 89 -95
CHCIy/AcOEt (70:30) 96 — 102
CHCIy/AcOEt (60:40) 103 - 110
CHCI,/AcOEt (50:50) 111 -112
CHCI,/AcOEt (40:60) 113-114
CHCIy/AcOEt (30:70) 115 - 116
AcOEt 117-118
AcOEt/MeOH (50:50) 119-122
MeOH 123 -130
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O subgrupo W98-103 apresentou-se como um sdlido branco contaminado
com clorofila. O material foi lavado com acetona e o sélido foi separado (115,0 mg).
Andlise comparativa de CCD e dados obtidos a partir dos espectros de RMN de 'H e
13C permitiu identificar a substancia como sendo 38,24-dihidroxifriedelano (MD11),

isolado também de EHE.

Grupo Q5 (fracdes 29-45):. apresentou-se como um material solido graxo de
coloracdo verde escura (0,6220 g). Foram realizadas sucessivas lavagens com
acetato de etila até a obtencdo de um solido branco (0,1570 g), que indicou uma
Unica mancha roxa em CCD. A analise comparativa com amostra auténtica de
3B,24-dihidroxifriedelano (MD11) indicou tratar-se dessa substancia. A analise de

RMN de *H e *C confirmou a estrutura quimica do sélido.

Grupo Q7 (fracdes 54-81): apresentou-se como um material graxo de coloracao
verde escura, que mostrou padrdo complexo em CCD devido a grande presenca de
clorofila. O material (0,5038 g) foi submetido a CC (Coluna X: 2,0 cm/40,0 cm),
utilizando-se 25,6 g de silica gel. Foram utilizados como eluentes o Hex, CHCls,
AcOEt e MeOH, puros ou em gradiente de polaridade. Foram recolhidas 115 fracoes
de 20 mL, agrupadas de acordo com o perfil observado em CCD. Nao foi possivel

isolar e identificar nenhuma substéncia a partir desse grupo.

Grupo Q9 (fracBes 96-113): apresentou-se como um sélido contendo um residuo
de 6leo esverdeado (0,3246 g). O material foi lavado com acetona até a obtencéo de
um sélido branco (0,0873 g), que mostrou uma Unica mancha roxa em CCD. A
anélise dos espectros no IV e RMN de 'H e *C permitiu identificar o sélido como
sendo 3-O-p-D-glicosil-g-sitosterol (MD15).

Grupo Q12 (fragcBes 146-169): apresentou-se como um material graxo de coloracao
verde escura que apresentou um perfil complexo em CCD, devido a presenca de um
rastro continuo na cromatoplaca. Diversos eluentes foram testados a fim de melhorar
a visualizagéo das manchas, no entanto n&o foi obtido sucesso. O material foi entéo
submetido & CC (Coluna Y: 2,0 cm/ 45,0 cm) utilizando-se 32,5 g de silica gel. Como
eluentes foram utilizados Hex, CHCI3;, AcOEt e MeOH, puros ou em gradiente de

polaridade. Foram recolhidas 104 fracbes de 20 mL, agrupadas de acordo com o
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perfil observado em CCD. Nao foi possivel isolar e identificar nenhuma substancia a
partir desse grupo.

O esquema do fracionamento de ECL é mostrado na Figura 11.

ECL
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Figura 11: Esquema utilizado no fracionamento de ECL.

2.3.4 Elaboracéo de SEC

SEC foi obtido durante a remocao parcial do solvente do extrato cloroférmico
e apresentou-se como um solido branco (0,310 g). Este sélido foi submetido a CC
(Coluna Z: 2,0 cm/70,0 cm), utilizando-se 74,2 g de silica gel 60 (70-230 Mesh) e os
eluentes diclorometano, acetato de etila e metanol puros ou em misturas em
gradiente de polaridade (Tabela 24). Foram obtidas 140 fracdes de 25 mL,

agrupadas de acordo com o perfil apresentado nas cromatoplacas.
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Tabela 24. Ordem de eluigéo da coluna Z

Eluente Fracdo de 25 mL

CH,ClI, 1-4
CH,Cl,/AcOEt (95:5) 5-8
CH,Cl,/AcOEt (92:8) 9-11
CH,Cl,/AcOEt (90:10) 12 - 14
CH,CI,/AcOEt (88:12) 15-17
CH,Cl,/AcOEt (86:14) 18 — 20
CH,CI,/AcOEt (84:16) 21-23
CH,CI,/AcOEt (82:18) 24 - 26
CH,CI,/AcOEt (80:20) 27 -30
CH,Cl,/AcOEt (75:25) 31-34
CH,CI,/AcOEt (70:30) 35-38
CH,CI,/AcOEt (65:35) 39-42
CH,CI,/AcOEt (60:40) 43 — 46
CH,CI,/AcOEt (55:45) 47 - 50
CH,CI,/AcOEt (50:50) 51 -53
CH,CI,/AcOEt (45:55) 54 — 57
CH,Cl,/AcOEt (40:60) 58 — 61
CH,CI,/AcOEt (30:70) 62 — 65
CH,Cl,/AcOEt (20:80) 66 — 69
CH,Cl,/AcOEt (10:90) 70-73

AcOEt 74 -77
AcOEt/MeOH (90:10) 78 — 84
AcOEt/MeOH (80:20) 85— 91
AcOEt/MeOH (70:30) 92 — 98
AcOEt/MeOH (60:40) 99 — 105
AcOEt/MeOH (50:50) 106 — 111
AcOEt/MeOH (30:70) 112 -121
AcOEt/MeOH (10:90) 122 - 131

MeOH 132 - 140

O grupo Z30-98 apresentou-se como um solido branco (0,1010 g) com uma

Gnica mancha roxa em CCD. O sdélido foi insoluvel nos principais solventes
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organicos como hexano, éter etilico, cloroférmio, acetona, acetato de etila, metanol,
agua, DMSO, piridina, e por essa razao ndo foi possivel determinar sua estrutura

quimica através dos seus espectros de IV e RMN *H e *3C.
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3 — DETERMINACAO ESTRUTURAL

3.1 MDO1: Esqualeno

MDOL1 foi isolado de EHE e apresentou-se como um 6leo de cor amarelada,
viscoso e soluvel em cloroférmio. A analise de CCD indicou a presenca de uma
Unica mancha de coloracdo azul, usando-se hexano como eluente (revelador: acido
perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de *H (Figura 12, p. 44) apresenta um sinal entre &y 5,10
e 5,15, que foi atribuido aos atomos de hidrogénio olefinicos da estrutura de MDO1.
Os sinais na regidao entre éy 1,97 e 2,09 sdo referentes aos atomos de hidrogénio
dos grupos metilénicos. Além disso, os simpletos em éy 1,60 e 1,68 foram atribuidos
aos atomos de hidrogénio dos grupos metila. Os valores das integrais referentes aos
sinais de hidrogénio sdo coerentes com a estrutura proposta para MDO1. O sinal em
On 1,26 pode ser atribuido a graxa presente no composto.

A anélise do espectro de RMN de *C e subespectro DEPT135 (Figuras 13 e
14, p. 44 e 45) indica a presenca de 14 sinais de carbono, que foram classificados
como sendo 4 CHs, 4 CH,, 3 CH e 3 C. Os sinais nas regides de 6c 124,30-124,43 e
Oc 131,25-135,12 foram atribuidos aos atomos de carbono olefinicos da estrutura de
MDO1.

Os dados de RMN de **C foram comparados com os da literatura (OLIVEIRA,
2012) (Tabela 25, p. 45) e foi possivel identificar MDO1 como sendo esqualeno. O
esqualeno é um precursor dos diversos tipos de triterpenos pentaciclicos e foi

isolado pela primeira vez de Maytenus distichophylla.
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Figura 12: Espectro de RMN de *H (400 MHz) de MD0O1 em CDCl;.
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Figura 13: Espectro de RMN de *3C (100 MHz) de MDO1 em CDCls.
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Figura 14: Subespectro DEPT135 (100 MHz) de MDO1 em CDCls.

Tabela 25: Comparacédo dos dados de RMN de *C de MDO1 com os dados da
literatura para o esqualeno (OLIVEIRA, 2012)

Carbons Tipode | &c*de | &c* (OLIVEIRA,

carbono MDO1 2012)
le30 CHs 25,69 25,69
2e23 C 131,25 131,26
3e22 CH 124,33 124,34
4e21 CH, 26,79 26,80
5e 20 CH, 39,74 39,75
6el9 C 135,12 135,12
7e18 CH 124,30 124,30
8el7 CH, 26,69 26,69
9el6 CH, 39,74 39,77
10e 15 C 134,91 134,91
11e14 CH 124,43 124,44
12e 13 CH, 28,29 28,30
24e 25 CH3 17,69 17,68
26e 29 CH3 16,01 16,01
27e28 CH3 16,05 16,06

Solvente: *CDCl3
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3.2 MDO02 e MDO03: Mistura de 3f-esteariloxi-urs-12-eno e 3B-esterealoxi-

olean-12-eno

A mistura de MD02 e MDO3 foi isolada de EHE e ECL e apresentou-se como
uma graxa transparente, solivel em hexano e cloroférmio. A analise por CCD desta
mistura evidenciou a existéncia de uma Unica mancha rosa (revelador: &cido
perclérico/vanilina).

O espectro na regidao do IV (Figura 15) da mistura de MD02 e MDO03
apresenta bandas de absorcdo em 2920-2850, 1464 e 1380 cm™, caracteristicas de
ligacdo simples CH. A banda em 1732 cm™ é atribuida & deformacé&o axial de ligacdo

C=0 de éster alifatico.
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Figura 15: Espectro na regido do IV da mistura de MD02 e MDO3 (KBr).
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O espectro de RMN de *H (Figura 16) indica a presenca de dois tripletos, em
O 5,18 (J = 3,4 Hz) e 64 5,13 (J = 3,4 Hz), referentes aos atomos de hidrogénio
olefinico de MD02 e MDO03, respectivamente. O sinal entre oy 4,51-4,49 foi atribuido
ao hidrogénio ligado ao carbono carbindlico de éster. Um tripleto em 64 2,29 3 =7,4
Hz), atribuido aos atomos de hidrogénio H-2’, e um sinal intenso em 6y 1,25
indicaram a presenca de uma cadeia lateral longa ligada ao grupo carbonila.

O espectro de RMN de *C (Figuras 17 e 18, p. 48) apresenta sinais
referentes a atomos de carbono olefinicos, caracteristicos de 38-hidroxi-urs-12-eno
(6c 124,35 e 6¢ 139,65) e 3B-hidroxi-olean-12-eno (6¢ 121,67 e 6¢ 145,23). Um sinal
em O¢ 80,61 foi atribuido ao carbono carbindlico em C-3 e um sinal em 6c 173,69 ao
carbono carbonilico de éster. Um sinal intenso em &¢ 29,72 foi atribuido aos atomos
de carbono metilénico da cadeia lateral ligada a carbonila. Esses sinais de RMN de
13C, juntamente com os sinais de RMN de *H, sugeriram tratar-se de uma mistura de
ésteres graxos derivados dos TTPC citados acima. A partir do subespectro DEPT-
135 (Figuras 19 e 20, p. 49) classificaram-se os atomos de carbono como metinico,

metilénico, metilico ou ndo hidrogenado.
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Figura 16: Espectro de RMN de *H (400 MHz) da mistura de MDO2 e MD0O3 em CDCls.
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Figura 19: Subespectro DEPT135 (100 MHz) da mistura de MD02 e MD0O3 em CDCls.
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Figura 20: Expanséao do subespectro DEPT135 (100 MHz) da mistura de MD02 e MD03
em CDCls.

Foram realizadas andlises de CG-EM e espectrometria de massas com
ionizagdo por “eletrospray” da mistura de MD02 e MDO03, para determinacdo do
tamanho da cadeia lateral de carbono, no entanto a resultado ndo foi conclusivo.

Os dados obtidos de RMN de **C foram comparados com os da literatura
(OLIVEIRA, 2012) (Tabela 26, p. 50) e permitiram sugerir que a mistura seja
composta por 3B-esteariloxi-urs-12-eno (MDO02) e 3B-esteariloxi-olean-12-eno
(MDO03). Essa mistura € frequentemente isolada de espécies de Maytenus, e a
grande “coincidéncia” dos sinais de RMN de **C de MD02 e MDO03 corroboram para
essa sugestdo. Essa mistura foi isolada pela primeira vez de Maytenus

distichophylla.
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Tabela 26: Comparacédo dos dados de RMN de **C de MD02 e MD03 com os dados

da literatura para 38-esteariloxi-urs-12-eno e 3(B-esteariloxi-olean-12-eno,

respectivamente
Sct* O
Tipo de | &c*de Tipo de oc* de
Carbono (OLIVEIRA, (OLIVEIRA,
carbono | MDO02 carbono | MDO03

2012) 2012)
1 CH; 38,48 38,45 CH; 38,28 38,26
2 CH, 23,66 23,64 CH, 23,39 23,37
3 CH 80,61 80,57 CH 80,61 80,58
4 C 37,77 37,75 C 37,77 37,75
5 CH 55,29 55,23 CH 55,29 55,27
6 CH, 18,27 18,25 CH; 18,27 18,25
7 CH, 32,90 32,87 CH; 32,62 32,60
8 C 40,06 40,03 C 39,84 39,81
9 CH 47,66 47,64 CH 47,66 47,64
10 C 36,87 36,80 C 36,82 36,85
11 CH; 23,39 23,64 CH; 23,56 23,53
12 CH 124,35 124,33 CH 121,67 121,65
13 C 139,65 139,62 C 145,23 145,19
14 C 42,10 42,08 C 41,74 41,72
15 CH; 26,63 26,59 CH; 26,16 26,14
16 CH; 26,63 26,61 CH; 26,96 26,94
17 C 33,77 33,74 C 32,51 32,48
18 CH 59,10 59,07 CH 47,58 47,56
19 CH 39,63 39,62 CH; 46,82 46,79
20 CH 39,68 39,65 C 31,09 31,08
21 CH, 31,27 31,25 CH, 34,76 34,72
22 CH, 41,56 41,54 CH; 37,17 37,15
23 CHs 28,12 28,09 CH;s 28,08 28,06
24 CH; 16,83 16,81 CHs; 16,79 16,7
25 CHgs 15,74 15,72 CHs 15,56 15,54
26 CH; 16,89 16,81 CHs; 16,83 16,87
27 CH3 23,26 23,24 CH;s 25,97 25,95
28 CHs 28,76 28,74 CHs 28,41 28,39
29 CH3 17,52 17,49 CH;s 33,34 33,33
30 CHjs 21,40 21,38 CHs 23,71 23,69
1 C 173,69 173,66 C 173,69 173,66
2 CH, 34,88 34,85 CH; 34,88 34,85
3 CH, 25,19 25,17 CH; 25,19 2517
4 CH, 29,20 29,18 CH, 29,20 29,18
5 CH, 29,27 29,26 CH, 29,27 29,26
6’ CH, 29,38 29,36 CH; 29,38 29,36
7 CH; 29,60 29,58 CH; 29,60 29,58

8 —13 CH; 29,72 29,67- 29,70 CH; 29,72 29,67- 29,70

14 CH, 29,65 29,66 CH; 29,65 29,66
15 CH; 29,48 29,47 CH; 29,48 29,47
16 CH, 31,94 31,92 CH; 31,94 31,92
17 CH, 22,70 22,69 CH, 22,70 22,69
18 CHs 14,12 14,11 CHs; 14,12 14,11

Solvente: *CDCl3
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3.3 MDO04: 3-oxofriedelano (friedelina)

MDO04 foi obtido a partir do fracionamento de EHE e ECL e consistiu de um
sélido branco, soltvel em cloroférmio e de faixa de fusédo 243,4-244,4 °C. Analise de
CCD deste solido mostrou a presenca de uma Unica mancha amarela, usando
mistura de hexano e cloroféormio (1:1) como eluente (revelador: &cido
perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura 21), de MD04 apresenta bandas de
absorcdo em 2926 e 2869 cm™, caracteristica de estiramento simétrico e assimétrico
de ligacdo CH de grupos alifaticos, 1463 e 1389 cm™, caracteristicas de deformacéo
angular no plano de ligagdo simples CH de grupos alifaticos e uma banda intensa

em 1715 cm™, caracteristica de estiramento de ligacdo CO de carbonila de cetona.
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Figura 21: Espectro na regiao do IV de MDO04 (KBr).

O espectro de RMN de 'H (Figura 22) apresenta sete simpletos em &y 1,18,
on 1,05, o4 1,01, o4 1,00, 064 0,96, 64 0,87 e Oy 0,73 relativos a sete grupos metila e
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um dupleto em 6y 0,88 (J = 6,0 Hz), associado a outra metila (C-23). Este ultimo
sinal, caracteristico de triterpenos de esqueleto friedelano (MAHATO E KUNDU,
1994), apresenta-se sobreposto ao simpleto em &y 0,87, conforme indicado pela
integral destes sinais.

O espectro de RMN de *3C (Figuras 23 e 24, p. 53) apresenta 30 sinais de
carbono. A partir da analise do subespectro DEPT135 (Figura 25, p. 53) foi possivel
classificar os atomos de carbono como sendo 8 CHs, 11 CH,, 4 CH e 7 C. O sinal
em Oc 213,20 é referente ao carbono carbodlico C-3 e o sinal em &¢ 6,83 foi atribuido
a metila C-23. Estes sinais sao caracteristicos de triterpenos friedelanos.

Os dados de RMN de *C obtidos foram comparados com os da literatura
(QUEIROGA et al., 2000) (Tabela 27, p. 54) e permitiram identificar MD0O4 como
sendo 3-oxofriedelano (friedelina). MDO4 foi isolado anteriormente de Maytenus
distichophylla (DUARTE et al., 2013).

pyaEyix

2.406
2.402

oo}
[}
N
N

2.279

2.254

2.238

1.992

1.974

1.966

1.959

1.182

< 1.009
AN 1.002
NN 0.955
\ 0.887
N 0.872
0.726

0.000

N
~
«
N

o
@D
@
o

2.414
2.385

1052

q

LS

T T T T T T T T
3.50 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00

ppm (t1)

g0T
06'T {

[
o
©
a

eT'E
609 %
zs€ L

o |
oot |

€T
660

]
1922 {
e

Figura 22: Espectro de RMN de *H (400 MHz) de MD04 em CDCls.
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Tabela 27: Comparacédo dos dados de RMN de *C de MD04 com os dados da
literatura para 3-oxofriedelano (QUEIROGA et al., 2000)

carbong | TPO de | 8c de | & (QUEIROGA
carbono MDO04 et al., 2000)

! CH; 22,30 2.3
2 CH, 41,54 415
3 C 213,20 2132
4 CH 58,25 583
5 c 42,16 42,1
6 CH, 41,32 413
! CH; 18,25 182
8 CH 53,13 53,1
9 C 37,47 374
10 CH 59,51 59,4
11 CH; 35,65 35,6
12 CH; 30,52 30,5
13 C 39,72 39.7
14 C 38,32 383
15 CH, 32,44 324
16 CH; 36,03 36.0
17 C 30,02 30.0
18 CH 42,82 128
19 CH; 35,37 353
20 C 28,18 8.1
21 CH; 32,80 327
22 CH; 39,27 39.2
23 CH, 6,83 6.8

24 CH, 14,67 1456
25 CH, 17,96 179
26 CH, 20,27 0.2
21 CH, 18,67 1856
28 CHs 32,11 321
29 CHs 35,03 35,0
30 CHs 31,79 31,8

Solvente: *CDCl3
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3.4 MDO5: 3g-hidroxifriedelano (friedelinol)

MDO5 foi isolado de EHE, apresentando-se como um sélido branco cristalino,
parcialmente soluvel em cloroférmio e de faixa de fusdo 278,2-281,0 °C. A analise
por CCD deste solido mostrou uma Unica mancha roxa (revelador: acido
perclérico/vanilina).

O espectro na regidao do IV (Figura 26) de MDO5 apresenta bandas de
absorcdo em 3618 e 3474 cm™, caracteristicas de estiramento de ligacdo OH de
hidroxila. As absorcées em 2932-2868, 1448 e 1384 cm™ sdo caracteristicas de

ligacdo simples CH de grupos alifaticos.
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Figura 26: Espectro na regiao do IV de MDO05 (KBr).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 27) mostra a presenca de sinais em 0
1,17, 64 1,01, 64 1,00, 64 0,99, 64 0,96, Oy 0,95, 6y 0,94 e Oy 0,87 que foram
atribuidos a oito grupos metila. O sinal entre oy 3,75-3,74 € referente ao hidrogénio
ligado ao carbono hidroxilado.

A anélise do espectro de RMN de *C (Figura 28, p. 57) indica a presenca de
30 sinais de carbono. O sinal em &¢ 11,75 foi atribuido ao carbono metilico em C-23
e o sinal em ¢ 72,38 foi atribuido ao carbono hidroxilado em C-3. Estes sinais sdo
bastante caracteristicos de triterpeno de esqueleto friedelano e determinantes para a
identificacdo da estrutura. O subespectro DEPT135 (Figura 29, p. 57) permitiu a
classificar os &tomos de carbono como quaternarios, metinicos, metilénicos e ou

metilicos.
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Figura 27: Espectro de RMN de *H (400 MHz) de MD05 em CDCl; + Piridina-ds.




Determinacao Estrutural 57

<o~ @ ©C N OMUVAD O BN O OO
o= © I N OMOOOoN 00 = =i
oo J 0 ONdO o ON N G0
~~ o~ ©CWIITOO OO O OO

ow
N ®
)
o ®

WWWWMWMWWMWWMWWW

T T T T T T T T T T T T T
150 125 100 75 50 25 0
ppm (t1)

Figura 28: Espectro de RMN de **C (100 MHz) de MD05 em CDCl; + Piridina-ds.
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Figura 29: Subespectro DEPT135 (100 MHz) de MD0O5 em CDClI; + Piridina-ds.

Os dados obtidos de RMN de **C foram comparados com os da literatura
(SALAZAR, 2000) (Tabela 28, p. 58) e permitiram identificar MDO5 como sendo 38-
hidroxifriedelano. MDO05 ja foi isolado anteriormente de Maytenus distichophylla
(DUARTE et al., 2013).
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Tabela 28: Comparacédo dos dados de RMN de *C de MDO05 com os dados da
literatura para 3p-hidroxifriedelano (SALAZAR et al., 2000)

Oc*
Carbono | P08 | 8crde (SALAZAR
carbono MDO05
et al., 2000)
1 CH, 15,91 16,16
2 CH, 36,10 36,14
3 CH 72,38 71,59
4 CH 49,33 49,62
5 C 37,92 38,09
6 CH, 41,81 41,99
7 CH, 17,59 17,69
8 CH 53,22 53,27
9 C 37,13 37,18
10 CH 61,46 61,65
11 CH, 35,40 35,66
12 CH, 30,66 30,69
13 C 38,38 38,38
14 C 39,69 39,69
15 CH, 32,34 32,34
16 CH, 35,59 35,90
17 C 30,03 30,02
18 CH 42,85 42,88
19 CH; 35,35 35,36
20 C 28,18 28,17
21 CH, 32,84 32,88
22 CH, 39,29 39,28
23 CHs 11,75 12,09
24 CH, 16,43 16,58
25 CHs 18,28 18,35
26 CHs 20,13 20,13
27 CHs 18,66 18,69
28 CH3 32,10 32,12
29 CH3 35,03 35,02
30 CH3 31,81 31,85

Solvente: *CDCl; + piridina ds
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3.5 MDO06: Mistura de alcoois graxos

N O

n

MDO06 foi isolado de EHE e SHE e apresentou-se como um sélido branco
cristalino de faixa de fusdo 75,1-76,7 °C.

O espectro na regiao do IV (Figura 30) de MD06 mostra uma banda larga de
absorcdo em 3414 cm™, caracteristica de estiramento de ligagdo OH. Bandas em
2918 e 2850 cm™ foram atribuidas a estiramentos de ligacdo simples CH,
evidenciando a natureza alifatica da substancia. Bandas fracas em 1474 e 1464 cm™
foram atribuidas a deformacéo angular de ligacdo CH de cadeia longa. As bandas
em 720 e 730 cm™ s&o caracteristicas de deformacdo de (CH,), de cadeia com “n”

maior que quatro.
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Figura 30: Espectro na regiao do IV de MDO6.

O espectro de RMN de *H (Figura 31, p. 60) apresenta um tripleto em &4 3,65
(J= 6,6 Hz) que foi atribuido aos atomos de hidrogénio ligados ao carbono
hidroxilado (C-a) de um alcool graxo. Um sinal entre &4 1,60-1,57 foi atribuido a
atomos de hidrogénio ligados ao C-2 e um tripleto em 64 0,88 (J = 6,6 Hz) é
referente ao grupo metilico. Um sinal intenso em &y 1,26 foi atribuido a grupos

metilénicos da cadeia alifatica do alcool.
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O espectro de RMN de **C (Figura 32, p. 60) mostra a presenca de nove
sinais, que foram classificados como sendo uma metila e oito grupos metilénicos, a
partir do subspectro DEPT135 (Figura 33). O sinal em &c 62,43 foi atribuido ao
carbono hidroxilado e o sinal em &¢ 14,12 foi atribuido & metila do alcool. Os demais

sinais sao referentes aos grupos metilénicos da cadeia alifatica de MDO6.
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Figura 31: Espectro de RMN de *H (400 MHz) de MD06 em CDCl; + Piridina-ds.
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Figura 33: Subespectro DEPT135 (100 MHz) de MD06 em CDClI; + Piridina-ds.
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Ap6bs sililagdo (conforme p.14), MDO06 foi submetido a analise por CG/EM e o

cromatograma de ions totais obtidos (Figura 34) mostra a presenca de dois picos

principais. A comparacdo com a biblioteca espectral NIST11 do programa Lab-

Solution/CGMS Solution, versado 2.72, sugeriu a identificacdo de uma mistura

composta por aproximadamente 67% de &alcool octacosanol (92% de similaridade,

tempo de retencdo de 18,45 min) e 33% de alcool triacontanol (84% de similaridade,

tempo de retencdo de 20,38 min)
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Figura 34: Cromatograma de lons Totais (IE) de MDO6 sililado.

Os dados obtidos de RMN de **C foram comparados com os da literatura
(OLIVEIRA, 2012) (Tabela 29) e, juntamente com os dados obtidos a partir de CG-

EM, permitiram identificar MD0O6 como sendo uma mistura de &lcoois graxos.

Tabela 29: Comparacédo dos dados de RMN de *C de MDO06 com os dados da
literatura para alcool graxo de cadeia alifatica (OLIVEIRA, 2012)

Carbono | Tipo de carbono oc* de MDO06 &c* (OLIVEIRA, 2012)
1 CH: 62,43 62,40
2 CH: 33,03 33,04
3 CHa 25,97 25,97
4 CH; 29,54 29,44
5 CH; 29,71 29,67-29,71
6 CH; 29,36 29,32
7 CH; 31,93 31,93
8 CH; 22,69 22,72
9 CH3 14,12 14,12

Solvente: *CDCl3 + piridina-ds
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3.6 MDO7: 3B-hidroxi-urs-12-eno (a-amirina) e MDO08: 3B-hidroxi-

olean-12-eno (B-amirina)

A mistura de MDO7 e MDO0S foi isolada de EHE e ECL e apresentou-se como
um sélido branco, solivel em cloroférmio. A andlise de CCD desta mistura indicou a
presenca de uma unica mancha roxa, sugerindo que o composto pudesse ser puro.

O teste de LB foi positivo para triterpeno pentaciclico.
O espectro na regidao do IV (Figura 35) da mistura de MD0O7 e MDO08

apresenta bandas de absorcdo em 3295 cm™, caracteristica de estiramento de
ligacdo OH de hidroxila. Absorcdes em 2946-2854, 1464 e 1382 cm™ sdo

caracteristicas de ligacao CH de grupos alifaticos.
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Figura 35: Espectro na regido do IV da mistura de MDO7 e MDO08 (KBr).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 36) mostra a presenca de dois tripletos
centrados em 6y 5,13 (J=3,6 Hz) e éy 5,18 (J = 3,6 Hz), referentes aos atomos de
hidrogénio olefinico de MDO7 e MDO08, respectivamente. O sinal entre o4 3,25 e 3,21
€ atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono hidroxilado de ambas as substancias.

A andlise do espectro de RMN de **C (Figuras 37 e 38, p. 64) indica 4 sinais
de carbono olefinico em &c 124,45 (CH); 139,61 (C); 121,75 (CH) e 145,21 (C).
Estes sinais séo caracteristicos de a-amirina e B-amirina. As estruturas dessas
substancias sdo bastante similares e seus espectros de RMN de *C se diferenciam
basicamente pelos deslocamentos quimicos dos a&tomos de carbono olefinicos, C-12
e C-13, devido a posicao dos grupos metila em C-19 e C-20. Na série urs-12-eno,
com a juncao do anel D e E na conformacéo cadeira-cadeira faz com que o grupo
metila em C-19 (equatorial) esteja mais proximo da dupla ligacdo, em relacdo a série
olean-12-eno, causando uma diferenca de deslocamentos quimicos, devido ao efeito
estérico em C-12 e C-13 (Figura 37, p. 64) (Tabela 30, p.66). A proximidade da
metila em C-19 na série urs-12-eno causa uma protecdo em C-13 e uma
desprotecdo em C-12. O subespectro DEPT135 (Figura 39, p. 65) permitiu a
classificacdo dos atomos de carbono e indicou a diferenca esperada no niamero de
atomos de carbono néo hidrogenado das substancias (oleanano: 7 sinais e ursano: 6

sinais).
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Figura 36: Espectro de RMN de 'H (400 MHz) da mistura de MD07 e MDO8 em CDCls.
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Figura 37: Espectro de RMN de *3C (100 MHz) da mistura de
MDO7 e MD08 em CDCls.

TT'6S

0.0

5.0

100

15.0

20.0

250

30.0

350

55.0 50.0 45.0 40.0

60.0
ppm (t1)
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Figura 39: Subespectro DEPT135 (100 MHz) da mistura de
MDO7 e MD08 em CDCls.

Os dados obtidos de RMN de **C foram comparados com os da literatura
(MAHATO E KUNDU, 1994) (Tabela 30, p.66) e permitiram identificar MDO7 como
sendo 3B-hidroxi-urs-12-eno (a-amirina) e MD08 como 3B-hidroxi-olean-12-eno (-
amirina). A mistura de MDO7 e MDO08 foi isolada pela primeira vez de Maytenus

distichophylla.
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Tabela 30: Comparacdo dos dados de RMN de *C de MD07 e MDO08 com os dados da
literatura para 3B-hidroxi-urs-12-eno (a-amirina) e 3-hidroxi-olean-12-eno (-
amirina) (MAHATO E KUNDU, 1994)

Carbono Tipode | &c*de | &c* (MAHATO E | Tipo de oc* de 6c* (MAHATO E
carbono | MDO7 KUNDU, 1994) | carbono MDO08 KUNDU, 1994)
1 CH, 38,62 38,7 CH, 38,62 38,6
2 CH, 27,31 27,2 CH, 27,27 27,3
3 C 79,07 78,3 C 79,07 79,0
4 C 38,80 38,7 C 38,80 38,8
5 CH 55,22 55,2 CH 55,22 55,3
6 CH, 18,40 18,3 CH, 18,40 18,5
7 CH, 32,97 32,9 CH, 32,69 32,80
8 C 40,05 40,0 C 38,80 38,8
9 CH 47,75 47,7 CH 47,67 47,7
10 C 36,93 36,9 C 36,98 37,6
11 CH, 23,39 23,3 CH, 23,56 23,6
12 CH 124,45 124,3 CH 121,75 121,8
13 C 139,61 139,3 C 145,21 145,1
14 C 42,11 42,0 C 41,75 41,8
15 CH, 28,41 28,7 CH, 26,18 26,2
16 CH, 26,65 26,6 CH, 26,97 27,0
17 C 33,77 33,7 C 32,51 32,5
18 CH 59,11 58,9 CH 47,27 47,4
19 CH 39,63 39,6 CH, 46,86 46,9
20 CH 39,69 39,6 C 31,10 31,1
21 CH, 31,28 31,2 CH, 34,76 34,8
22 CH, 41,56 41,5 CH, 37,17 37,2
23 CHs; 28,13 28,1 CH3 28,13 28,2
24 CHs; 15,64 15,6 CH3 15,51 15,5
25 CHs; 15,69 15,6 CH3 15,60 15,6
26 CHs; 16,83 16,8 CH3 16,89 16,9
27 CHs 23,29 23,3 CHs 26,01 26,0
28 CHs 28,13 28,1 CHs 28,41 28,4
29 CHs 17,48 17,4 CH; 33,35 33,3
30 CHs 21,41 21,3 CHs 23,71 23,7

Solvente: *CDCl3
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3.7 MDO09: B-Sitosterol

MDO9 foi isolado de EHE e ECL, apresentando-se como um sélido branco, de
faixa de fusdo 133,4-134,3 °C e solavel em cloroférmio. O solido apresentou teste LB
positivo para esteroide e uma Unica mancha roxa na andlise por CCD (revelador:
acido perclérico/vanilina). Comparacdo com amostra padrao sugeriu que MDO09
tratava-se de [3-sitosterol.

O espectro na regidao do IV (Figura 40) de MDQ9 apresenta bandas de
absorcdo em 3403 cm™ referente a estiramento da ligacdo OH de hidroxila, 2949-
2867 cm™ caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo CH de
grupos alifaticos, 1668-1637 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo dupla

C=C, 1465 e 1379 cm™ referente & deformacdo angular no plano de ligagéo simples

CH de grupos alifaticos.
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Figura 40: Espectro na regiao do IV de MDQ9 (KBr).
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O espectro de RMN de *H (Figura 41) apresenta um multipleto entre &y 3,56 e
On 3,48 que foi atribuido ao hidrogénio do carbono hidroxilado em C-3. O sinal em oy
5,35 foi atribuido ao hidrogénio olefinico H-6. Sinais mdultiplos entre 64 0,68 e oy
2,29 sao correspondentes aos demais atomos de hidrogénio do esqueleto do
esteroide.

O espectro de RMN de **C (Figura 42, p. 69) mostra a presenca de 27 sinais,
sendo que dois apresentam maior intensidade, indicando sobreposicdo de sinais,
totalizando, dessa forma, 29 sinais. A partir da analise do subespectro DEPT135
(Figura 43, p. 69) foi possivel classificar os atomos de carbono, sendo 6 CHj, 11
CH,, 9 CH e 3 C. O sinal em 6¢ 71,81 foi atribuido ao carbono hidroxilado e os sinais
em 6c 121,73 e &¢c 140,74 foram atribuidos aos atomos de carbono olefinicos em C-6
e C-5, respectivamente. O sinal em 6¢ 42,31 foi atribuido aos atomos de carbono C-4

e C-13. O sinal em 8¢ 29,12 foi atribuido aos atomos de carbono C-8 e C-25.

7.26
5.37

~— _5.34

j s AR

iy ) WY

T
w
I

GO'Z{

Now o
W oW [l
o 0 a

90'T<|:

TS ET +
S8°ST 1

€0°0T 4

T T
ppthsgl) 7.00 6.50 6.00 550 5.00 450 4.00 350 3.00 250 2.00 150 1.00 0.50 0.00 -0.50

Figura 41: Espectro de RMN de *H (200 MHz) de MD09 em CDCl,.
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Figura 42: Espectro de RMN de *3C (50 MHz) de MD09 em CDCls.
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Figura 43: Subespectro DEPT135 (50 MHz) de MD09 em CDCls.

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN de '3C e subespectro
DEPT135 foram comparados com os da literatura (SALAZAR, 2005) (Tabela 31, p.
70) e permitiram confirmar que MDO09 trata-se do B-sitosterol. MDQ9 foi isolado pela
primeira vez de Maytenus distichophylla.
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Tabela 31: Comparacdo dos dados de RMN de **C de MD09 com os dados da
literatura para o g-sitosterol (SALAZAR, 2005)

Carbono Tipode | &c*de | &c*(SALAZAR,

carbono MDO09 2005)
1 CH; 37,24 37,30
2 CH; 31,65 31,71
3 CH 71,81 71,84
4 CH; 42,31 42,34
> c 140,74 140,80
6 CH 121,73 121,72
7 CH; 31,89 31,96
8 CH 29,12 29,14
9 CH 50,11 50,20
10 c 36,50 36,54
11 CH; 21,08 21,12
12 CH; 39,76 39,82
13 C 42,31 42,36
14 CH 56,75 56,81
15 CH; 24,30 24,33
16 CH; 28,25 28.25
1 CH 56,03 56,12
18 CHs 11,86 1188
19 CHs 19,02 19,07
20 CH 36,15 36,17
21 CHs 18,78 18,81
22 CH, 33,93 3401
23 CH; 26,03 2618
24 CH 4581 45,91
25 CH 29,12 29,20
26 CHs 19,83 19,82
27 CHs 19,40 19.41
28 CH, 23,05 2312
29 CHs 11,98 12,00

Solvente: *CDCl3
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3.8 MD10: 3-ox0-30-hidroxifriedelano

MD10 foi isolado de EHE, apresentando-se como um soélido branco cristalino
soluvel em cloroférmio e faixa de fusédo entre 257,3-259,1 °C. Analise de CCD deste
sélido mostrou a presenca de uma unica mancha roxa, usando mistura de hexano e
cloroférmio (1:9) como eluente (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro na regidao do IV (Figura 44) de MD10 apresenta bandas de
absorcdo em 3534 cm™, caracteristica de estiramento de ligacdo OH de hidroxila,
2933-2867 cm™, referentes a estiramento simétrico e assimétrico da ligacdo CH de
grupos alifaticos, 1713 cm™ caracteristico de estiramento de ligagdo CO de carbonila
de cetona e 1450 e 1387 cm™ correspondente a deformacdo angular no plano de
ligagcdo simples CH de grupos alifaticos.
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Figura 44: Espectro na regiao do IV de MD10 (KBr).
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O espectro de RMN de *H (Figura 45, p. 73) apresenta cinco simpletos em &
1,15, 64 1,07, 64 0,99, 64 0,86 e oy 0,72 referentes a sete grupos metila, conforme
indicado pela integragao dos sinais. Os sinais em 0y 3,36 sugerem a presenca de
dois atomos de hidrogénio (indicado pela integral) ligados a um carbono hidroxilado.

A andlise do espectro de RMN de *C e subespectro DEPT 135 (Figuras 46,
47 e 48, p. 73 e 74) indica a presenca de 29 sinais de carbono, que foram
classificados como sendo 7 CH3, 11 CH,, 5 CH e 6 C. O sinal em ¢ 6,67 juntamente
com O¢c 215,01 sugere uma estrutura triterpénica da série friedelano (MAHATO e
KUNDU, 1994), que possui carbonila em C-3. O sinal em &¢ 71,77 indica a presenca
de um atomo de carbono hidroxilado na estrutura e, a partir do subespectro DEPT
135, esse atomo foi classificado com sendo um CH,.

Os dados obtidos de RMN de **C foram comparados com os da literatura
(MAGALHAES et al., 2011) e sugeriram que MDI10 trata-se de 3-0x0-30-
hidroxifriedelano. No entanto, os valores de deslocamentos quimicos para seis
sinais foram inconsistentes com os apresentados pela literatura, sendo eles C-12, C-
16, C-19, C-22, C-26 e C-27. Esse fato justifica a analise detalhada dos mapas de
contornos HSQC, HMBC e COSY para confirmacao da estrutura de MD10.
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Figura 45: Espectro de RMN de 'H (400 MHz) de MD10 em CDCly/CD;0OD.
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Figura 46: Espectro de RMN de **C (100 MHz) de MD10 em CDClI;/CD;0D.
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Figura 48: Subespectro DEPT135 (100 MHz) de MD10 em CDClI3/CD30OD.
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A andlise do mapa de contornos HSQC (Figura 49, p. 75) de MD10 permitiu
correlacionar o sinal do carbono C-23 em &¢ 6,67 com H-23 em 6y 0,86. Outros
sinais de carbono foram correlacionados aos seus respectivos atomos de hidrogénio,
a partir dos mapas de contornos HSQC e HMBC.

Usando como ponto de partida os valores de C-23/H-23, procedeu-se, entao,
a andlise do mapa de contornos HMBC (Figuras 50 a 53, p. 76 e 77)

O sinal de H-23 em &4 0,86 mostra correlacdo com os sinais de carbono em
Oc 215,01 (C-3), ¢ 42,41 (C-5) e em d¢ 58,38 (C-4) (Figuras 50, 52 e 53, p. 76 e
77). Pelo mapa de contornos HSQC foram atribuidos os valores dos sinais de
hidrogénio para esses atomos de carbono.

No mapa de contornos HMBC, o sinal de hidrogénio H-4 em &y 2,28 mostra
correlagcdo com o sinal de carbono em &¢ 14,68 (C-24) (Figura 51, p. 76).

O sinal de C-24 em 8¢ 14,68 mostra correlacdo com os sinais de hidrogénio
em oy 1,27 e 64 1,75 (H-6), 6y 1,47 (H-7) e &4 1,53 (H-10) (Figura 51, p. 76).

O sinal de H-10 em &y 1,53 mostra correlacdo com os sinais de carbono em
0c 14,68 (C-24), ¢ 22,36 (C-1) e 8¢ 53,05 (C-8) (Figuras 51 e 53, p. 76 e 77).

O sinal de C-8 em &¢ 53,05 mostra correlacdo com os sinais de hidrogénio em
oy 0,86 (H-25), 64 0,98 (H-26), 64 1,27 (H-6) e 64 1,75 (H-6) e 641,43 (H-11) (Figura
53, p. 77).

O sinal de H-25 em &4 0,86 mostra correlacdo com os sinais de carbono em
Oc 35,70 (C-11), d¢ 37,58 (C-9), 6¢ 53,05 (C-8) e d¢ 59,53 (C-10) (Figuras 52 e 53, p.
77).

O sinal de H-26 em &4 0,98 mostra correlacdo com os sinais de carbono em
Oc 32,18 (C-15), d¢ 38,54 (C-14), d¢ 39,92 (C-13) e d¢ 53,05 (C-8) (Figuras 52 e 53,
p. 77).

O sinal de C-13 em &¢ 39,92 mostra correlacdo com os sinais de hidrogénio
em oy 0,98 (H-26), o4 1,07 (H-27), dn 1,39 (H-8) e oy 1,47 (H-19) e 64 1,49 (H-15)
(Figura 52, p. 77).

O sinal de H-27 em &4 1,07 mostra correlacdo com os sinais de carbono em
Oc 30,54 (C-12) e &¢ 39,92 (C-13) (Figura 52, p. 77).

O sinal de C-19 em &¢ 29,59 mostra correlacdo com os sinais de hidrogénio
em oy 3,36 (H-30) e oy 0,98 (H-29) (Figuras 50 e 52, p. 76 e 77).
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O sinal de H-29 em &y 0,98 mostra correlacdo com os sinais de carbono em
Oc 28,24 (C-21), ¢ 29,59 (C-19), d¢ 33,42 (C-20) e &¢ 71,77 (C-30) (Figuras 52 e 53,
p. 77).

O sinal de C-20 em &¢ 33,42 mostra correlagdo com os sinais de hidrogénio
em Oy 0,98 (H-29) e &4 1,49 (H-18). Por sua vez, o sinal de C-18 em dc 42,86
correlaciona-se com o sinal de hidrogénio em 6y 1,15 (H-28) (Figura 52, p. 77).

O sinal de H-28 em &4 1,15 mostra correlacdo com os sinais de carbono em
Oc 30,11 (C-17), &¢ 36,08 (C-16) e &¢ 38,22 (C-22) (Figura 52, p. 77).

No mapa de correlacbes COSY de MD10 (Figura 54, p. 78), o sinal de
hidrogénio H-23 em &y 0,86 mostrou correlacdo com o sinal de hidrogénio H-4 em &y
2,28. O sinal de hidrogénio H-2 em &y 2,36 mostrou correlagdo com os sinais de
hidrogénio H-1 em 84 1,67 e &4 1,94. O sinal de hidrogénio H-1 em &y 1,67 mostrou
correlagcdo com o sinal de hidrogénio H-1 em &4 1,94. O sinal de hidrogénio H-6 em
O6n 1,27 mostrou correlacdo com o sinal de hidrogénio H-6 em &y 1,75. O sinal de
hidrogénio H-22 em &y 0,96 mostrou correlagdo com o sinal de hidrogénio H-22 em
on 1,57.
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Figura 49: Expanséo do mapa de contornos HSQC (400 MHz) de MD10 em CDCI3/CD3;0OD.
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Figura 50: Mapa de contornos HMBC (400 MHz) de MD10 em CDCI5/CD5;0D.
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Figura 51: Expansdo do mapa de contornos HMBC (400 MHz) de MD10 em
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Figura 52: Expansdo do mapa de contornos HMBC (400 MHz) de MD10 em
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Figura 54: Mapa de contornos COSY (400 MHz) de MD10 em CDCI3/CD3;OD.

A analise dos espectros de RMN 1D e 2D permitiu atribuir os deslocamentos
guimicos de todos os atomos de hidrogénio e carbono confirmando que MD10 trata-se
de 3-ox0-30-hidroxifriedelano. MD10 j& foi isolado anteriormente de Maytenus
distichophylla (DUARTE et al., 2013). Os dados obtidos estdo listados na Tabela 32,
juntamente com os dados da literatura para o 3-oxo-30-hidroxifriedelano (MAGALHAES
et al., 2011).
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Tabela 32: Dados de RMN de *H e de **C (400 MHz) de MD10 em CDCl;/CD;0D

: oc de *&c (MAGA- Tipo de .
Atomo - OH
MD10 LHAES et al., 2011) carbono HMBC
1 22,36 22,27 CH:> 1,63-1,73 (m) e 1,94-2,02 (m) 6, 10
2 41,39 41,50 CH, 2,24-2,39 (m) -
3 215,01 213,3 C - 1, 4,23
4 58,38 58,19 CH 2,24-2,32 (m) 23,24
5 42,41 42,15 C - 1, 4,23
6 41,34 41,24 CH:> 1,22-1,34 (m) e 1,71-1,81 (m) 8,24
7 18,36 18,23 CH, 1,34-1,43 (m) e 1,44-1,55 (m) -
8 53,05 53,00 CH 1,36-1,48 (m) 6, 10, 11, 25, 27
9 37,58 37,42 C - 25
10 59,53 59,44 CH 1,49-1,59 (m) 1, 2,8, 11, 24, 25
11 35,70 35,55 CH:> 1,24-1,34 (m) e 1,42-1,51 (m) 8,25
12 30,54 29,71 CH:> 1,31-1,42 (m) 26
13 39,92 39,77 C - 8, 15, 19, 26, 27
14 38,54 38,38 C - 27
15 32,18 32,12 CH, 1,28-1,36 (m) e 1,46-1,57 (M) 8, 27
16 36,08 29,71 CH:> 1,53-1,65 (m) 22,28
17 30,11 29,96 C - 28
18 42,86 42,69 CH 1,48-1,57 (m) 28
19 29,59 30,50 CH; 1,20-1,30 (m) e 1,44-1,53 (m) 29, 30
20 33,42 33,36 Cc - 18, 29
21 28,24 28,15 CH, 1,10-1,20 (m) e 1,40-1,49 (m) 19, 22, 29
22 38,22 39,77 CH: 0,95-1,05 (m) e 1,53-1,65 (m) 19, 28
23 6,67 6,83 CHs 0,86 (s) -
24 14,68 14,65 CHs 0,72 (s) 4,6,7,10
25 18,08 18,01 CHs 0,86 (s) 11
26 19,94 18,59 CHs 0,98 (s) 8,13, 14,15
27 18,67 19,95 CHs 1,07 (s) 12,13
28 32,18 32,12 CHs 1,15 (s) -
29 28,99 28,93 CHs 0,98 (s) -
30 71,77 71,90 CH: 3,36 (dd, J =10,4 e 10,8 Hz) 19, 29

* Faixa de deslocamento quimico de multipletos foi atribuido a partir do mapa de contornos HSQC.
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3.9 MD11: 3B,24-dihidroxifriedelano

MD11 foi isolado de EHE e ECL, apresentando-se como um sélido branco
cristalino, parcialmente soltvel em cloroférmio e de faixa de fusdo 291,0-292,4 °C. O
teste LB foi positivo para triterpeno pentaciclico. A analise de CCD de MD11 mostrou
a presenga de uma Unica mancha roxa, usando diferentes eluentes (revelador: &cido
perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura 55) de MD11 apresenta bandas de
absorcdo em 3368 cm™, caracteristica de estiramento de ligacdo OH de hidroxila.
Absorgbes em 2943-2869 cm™ sdo caracteristicas de estiramento simétrico e
assimétrico da ligacdo CH de grupos alifaticos e bandas em 1448 e 1382 cm™ sé&o
caracteristicas de deformacéo angular no plano de ligacdo simples CH de grupos
alifaticos. Uma banda de absorcdo em 1042 cm™ é referente a estiramento de

ligacdo C-O de alcool.
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Figura 55: Espectro na regido do IV de MD11 (KBr).



Determinacao Estrutural 81

O espectro de RMN de 'H (Figura 56) mostra a presenca de sinais em 0y
1,18, o4 1,15, 64 1,09, 64 1,05, 64 1,02 e Oy 0,97 referentes a sete grupos metila
(conforme indicado pelas integrais). Apresenta, ainda, um sinal em oy 3,79 referente
a um atomo de hidrogénio ligado a carbono hidroxilado e dois dupletos, em &y 3,96
(J=12,4 Hz) e 643,62 (J = 12,4 Hz), referentes a dois atomos de hidrogénio ligados
a carbono hidroxilado.

O espectro de RMN de **C (Figura 57, p. 82) apresenta 30 sinais de carbono,
que foram classificados como sendo 7 CHj, 12 CH,, 5 CH e 6 C, a partir do
subespectro DEPT 135 (Figura 58, p. 82), sugerindo tratar-se de um TTPC da série
dos friedelanos. O sinal em 6¢ 70,11 foi atribuido ao carbono hidroxilado C-3 e o
sinal em &¢ 12,05 foi atribuido ao carbono metilico C-23. O sinal 6¢ 63,43 indica um

carbono metilénico hidroxilado.
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Figura 57: Espectro de RMN de **C (100 MHz) de MD11 em CDCls + piridina ds.
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Figura 58: Subespectro DEPT135 (100 MHz) de MD11 em CDCl; + piridina ds.

Os dados obtidos a partir do espectro de RMN de *3C foram comparados com
os da literatura (OLIVEIRA, 2012) (Tabela 33, p. 83) e permitiram identificar MD11
como sendo 3f,24-dihidroxifriedelano. MD11 foi isolado pela primeira vez de
Maytenus distichophylla e € um TTPC raro, encontrado anteriormente apenas em
Eschweilera longipes (Lecythidaceae) (COSTA E CARVALHO, 2003) e Maytenus
acanthophylla (Celastraceae) (OLIVEIRA, 2012).
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Tabela 33: Comparacédo dos dados de RMN de *C de MD11 com os dados da
literatura para o 33,24-dihidroxifriedelano (OLIVEIRA, 2012)

Carbono | [P0 de | dctde | &c*(OLIVEIRA,

carbono MD11 2012)
1 CH; 16,81 16,71
2 CH; 38,88 38,77
3 CH 70,11 70,11
4 CH 49,70 49,60
5 C 41,60 4150
6 CH; 36,10 35,99
! CH, 18,96 18.85
8 CH 53,59 53,40
° C 37,14 37,03
10 CH 61,74 61.64
11 CH; 36,01 35,80
12 CH; 30,79 30,67
13 C 38,49 38,38
14 C 39,68 39,57
15 CH; 32,19 32,07
16 CH; 35,91 35,02
17 c 30,03 59,91
18 CH 42,92 1281
19 CH; 35,36 35,24
20 C 28,18 28,07
21 CH; 32,88 32,76
22 CH; 39,28 39,17
23 CHs 12,05 11.95
24 CH, 63,43 63,33
25 CH, 17,69 17,58
26 CHs 18,67 18,56
21 CHs 19,99 1987
28 CHs 32,11 31,99
29 CHs 35,02 32.90
30 CHs 31,86 31,74

Solvente: *CDCl3 + piridina ds
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3.10 MD12: Acetato de sodio
)J\o- Na*

MD12 foi isolado de EHE e apresentou-se como um sodlido cristalino,

completamente soluvel em agua. Andlise do ponto de fusdo mostrou perda de agua
em aproximadamente 95 °C e fuséo total em 322,2-324 °C.

O espectro na regido do IV (Figura 59) de MD12 apresenta bandas de
absorcdo em 1590-1670 cm™, caracteristicas de estiramento assimétrico de ligacéo
CO de anion carboxilato. Bandas em 1410 e 1446 cm™ foram atribuidas a

estiramentos simétricos da ligacdo CO (PAVIA et al., 2005).

€6

%Transmittance
!

50T~

820T-

(238

4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm-1)

Figura 59: Espectro na regidao do IV de MD12 (KBr).

O espectro de RMN de *H (Figura 60, p. 85) apresenta um sinal em &y 1,81
referente aos &tomos de hidrogénio da metila. O sinal em &y 4,65 refere-se a agua
residual do solvente D,O. O espectro de RMN de *3C (Figura 61, p. 85) apresenta
dois sinais, 6¢c 181,49 e 0¢ 23,27 atribuidos a carbonila e metila, respectivamente. Os
atomos de carbono foram classificados a partir do subspectro DEPT135 (Figura 62,
p.85).
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Figura 60: Espectro de RMN de *H (400 MHz) de MD12 em D-O.
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Figura 61: Espectro de RMN de **C (100 MHz) de MD12 em D,O.
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Figura 62: Subespectro DEPT135 (100 MHz) de MD12 em D,0.
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Os dados obtidos de RMN de '3C foram comparados com os dados do

software ACD/Labs (Tabela 34) e permitiram identificar MD12 como sendo acetato

de sddio, isolado pela primeira vez de Maytenus distichophylla.

Tabela 34: Comparacéo dos dados de RMN de **C de MD12 com os dados obtidos
a partir do software ACD/Labs (versao 6.00)

Tipo de oc* (ACD/
&c* de MD12
carbono Labs)
C 181,49 181,20
CHs 23,27 23,60

Solvente: *D,0
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3.11 MD13: 1,4-trans-poli-isopreno (guta-percha)

MD13 foi isolado do SEH e ECL, apresentando-se com aparéncia de uma

goma branco amarelada soltvel em cloroférmio.

O espectro de RMN de *H (Figura 63) de MD13 apresenta um tripleto em

5,12 (J= 6,4 Hz) caracteristico de hidrogénio olefinico. Multipletos em &y 1,98 e o4

2,06 foram atribuidos aos grupos metilénicos C-1 e C-4, respectivamente. O simpleto

em Oy 1,60 é referente ao grupo metila C-5.

O espectro de RMN de *C (Figura 64, p. 88) apresenta 5 sinais de carbono
que foram classificados como sendo 1 CHs, 2 CH;, 1 CH e 1 C, a partir do
subespectro DEPT135 (Figura 65, p. 88). Os sinais em 0¢c 124,25 e 6c 134,93 séo

caracteristicos de atomos de carbono olefinico e foram atribuidos a C-3 e C-2,

respectivamente. Os sinais em &¢ 16,01, éc 26,74 e 6¢c 39,74 foram atribuidos a C-5,
C-4 e C-1, respectivamente (OLIVEIRA, 2012).
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Figura 63: Espectro de RMN de *H (400 MHz) de MD13 em CDCl,.
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Os dados obtidos de RMN de *C e DEPT135 foram comparados com a
literatura (OLIVEIRA, 2012) (Tabela 35), e juntamente com o aspecto fisico e padréo
obtido em CCD permitiram identificar MD13 como sendo 1,4-trans-poli-isopreno

(guta-percha). MD13 foi isolado pela primeira vez de Maytenus distichophylla.

Tabela 35: Comparacédo dos dados de RMN de *C de MD13 com os dados da
literatura para a guta-percha (OLIVEIRA, 2012)

Tipo de oc* de 6c* (OLIVEIRA,
Carbono
carbono MD13 2012) 5
HsC
1 CH, 39,74 39,77
2 C 134,93 134,96
3 CH 124,25 124,29
4 CH, 26,74 26,77
5 CH; 16,01 16,05

Solvente: *CDCl3
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3.12 MD14: Acido tritriacontandico

MD14 foi isolado de ECL, apresentando-se como um sélido amorfo e faixa de
fusédo 80,3-82,1 °C.

O espectro na regido do IV (Figura 66) de MD14 apresenta bandas de
absorcdo em 1708 cm™, caracteristica de estiramento de ligacéo dupla CO de &cido
carboxilico. Bandas em 2956-2850 cm™ foram atribuidas a estiramentos de ligacdo
simples CH, indicando a natureza alifatica da substancia. Bandas fracas em 1474,
1464 e 720 cm™ foram atribuidas & deformacéo angular de ligagdo CH de cadeia
longa. A banda de estiramento de ligacgdo OH de &cidos carboxilicos que se
encontram associados por meio de ligacdo de hidrogénio ficam sobrepostas as
bandas em 2956-2850 cm™.
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Figura 66: Espectro na regiao do IV de MD14 (KBr).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 67) apresenta um tripleto em &y 2,45 (J=7,4
Hz) que foi atribuido aos atomos de hidrogénio ligados ao carbono vizinho a
carbonila (C-2) do &cido. Um multipleto entre éy 1,72 e éy 1,79 foi atribuido a &tomos
de hidrogénio ligados ao carbono C-3 e um tripleto em &y 0,88 é referente ao grupo
metila. Um sinal intenso em &y 1,31 foi atribuido a grupos metilénicos da cadeia
alifatica.

O espectro de RMN de **C (Figura 68, p. 92) mostra a presenca de dez
sinais, que foram classificados como sendo uma metila, um carbono quartenario e
oito grupos metilénicos, a partir do subspectro DEPT135 (Figura 69, p. 92). O sinal
em O¢c 176,06 foi atribuido ao carbono carbonilico e o sinal em oc 14,12 foi atribuido
a metila terminal do acido. Os demais sinais séo referentes aos grupos metilénicos
da cadeia alifatica de MD14.
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Figura 67: Espectro de RMN de *H (400 MHz) de MD14 em CDCl; + piridina ds.
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Figura 69: Subespectro DEPT135 (100 MHz) de MD14 em CDCl3 + piridina ds.
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A partir da integracdo dos sinais de hidrogénio do espectro de RMN de *H foi
possivel sugerir que MD14 possui uma cadeia alifatica composta por 32 atomos de
carbono. Os dados obtidos de RMN de *3C foram comparados com os da literatura
para o acido hentriacontanodico (Cs1Hs202) (SOUSA, 2012) (Tabela 37). Com os
dados obtidos e baseando-se na integracdo do espectro de RMN de *H foi sugerido
para MD14 a estrutura do &cido tritriacontandico.

Tabela 36: Comparacédo dos dados de RMN de *C de MD14 com os dados da

literatura para acido hentriacontandéico (SOUSA, 2012)

Carbono Tipo de carbono oc* de MD14 Carbono oc* (SOUSA, 2012)
1 C 176,06 1 176,05
2 CH, 34,71 2 34,79
3 CH, 31,92 3 32,03
4-30 CH; 29,38-29,75 4-28 29,70
31 CH; 25,37 29 25,48
32 CH> 22,72 30 22,82
33 CHs 14,12 31 14,22

Solvente: *CDCl3 + piridina-ds
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3.13 MD15: 3-O-p-D-glicosil-gsitosterol

MD15 foi isolado de ECL, apresentando-se como um sélido branco cristalino,
parcialmente soluvel em cloroférmio e faixa de fuséo 278,6-280,2 °C.

O espectro na regido do IV (Figura 70) de MD15 mostra bandas de absorcao
em 3400 cm™, caracteristica de estiramento de ligacdo OH de hidroxila, 2959-2850,
1463 e 1379 cm™, caracteristicas de ligacdo simples CH, evidenciando a natureza
alifatica da substancia. Uma banda fraca em 1630 cm™ é caracteristica de ligacdo
dupla e bandas em 1165-1022 cm™ foram atribuidas a estiramento de ligagdo CO de

alcool.
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Figura 70: Espectro na regidao do IV de MD15 (KBr).
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O espectro de RMN de *H (Figura 71) apresenta sinais entre &y 0,95 e &4 0,66
atribuidos a seis grupos metila. Sinais entre é4 4,61 e dy 3,55 indicam a presenca de
vérias hidroxilas na estrutura, sendo que o dupleto em o6y 4,61 (J=7,6 Hz) foi
atribuido ao hidrogénio anomérico de glicose. O sinal em &y 5,30 foi atribuido ao
hidrogénio olefinico H-6 do esteroide.

O espectro de RMN de **C (Figura 72, p. 96) mostra a presenca de 36 sinais,
sendo que seis deles se encontravam na regido de carbono hidroxilado, sugerindo
uma estrutura glicosilada. O sinal em 6¢ 101,88 foi atribuido ao carbono anomérico
C-1’. O sinal em &¢c 78,52 foi atribuido ao carbono do esteroide (C-3) ligado a
oxigénio e os sinais em o¢c 121,78 e &6¢c 140,53 foram atribuidos aos atomos de
carbono olefinico em C-6 e C-5, respectivamente. A partir da analise do subespectro
DEPT135 (Figura 73, p. 96) foi possivel realizar a classificacdo os atomos de
carbono.

Os dados obtidos de RMN de *3C foram comparados com os da literatura (RAI
et al., 2006) (Tabela 37, p. 97) e permitiram identificar MD15 como sendo 3-O-f-D-

glicosil-g-sitosterol. MD15 foi isolado pela primeira vez de Maytenus distichophylla.
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Figura 71: Espectro de RMN de *H (400 MHz) de MD15 em CDCl; + piridina ds.
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Tabela 37: Comparacédo dos dados de RMN de *C de MD15 com os dados da
literatura para 3-O-4-D-glicosil--sitosterol (RAI et al., 2006)

Carbono Tipo de 8c* de 5 (RAl et al.,
carbono MD15 2006)
1 CH, 37,28 37,47
2 CH, 29,78 30.23
3 CH 78,52 7857
4 CH, 39,78 39.94
5 c 140,53 12088
6 CH 121,78 101
7 CH; 31,95 3217
8 CH 31,88 32,05
9 CH 50,16 50,33
10 c 36,70 36.92
- CH. 21,06 21,28
12 CH; 38,85 39,32
13 c 42,32 42,47
14 CH 56,73 56,82
15 CH; 2431 2450
16 CH, 28,28 2855
17 CH 56,06 56.23
18 CHs 11,87 11,99
19 CHs 19,31 19,43 o O
20 CH 36,15 36,39 Y
21 CHs 18,83 1902
22 CH, 33,98 3410
23 CH, 26,13 26,35
24 CH 45,85 46,03
25 CH 29,20 29,44
26 CHs 19,08 1922
27 CHs 19,85 20,00
28 CH, 23,12 23,38
29 CHs 12,02 712
T CH 101,88 10254
2 CH 74,12 7529
3 CH 77,28 78.45
4 CH 71,43 7164
CH 76,70 78,05
& CH, 62,78 62.80
Solvente: *CDCls + piridina ds  **piridina-ds
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4 — ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

O estudo da atividade bioldgica neste trabalho compreende:

¢ Estudo da atividade antimicrobiana (antibacteriana e antifungica)
e Estudo da atividade da capacidade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
e Estudo da atividade antioxidante

e Estudo da atividade antiparasitaria

O teste antimicrobiano e o teste da capacidade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia e Bioensaios,
no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais, sob a
coordenacao da Professora Dr2 Jacqueline Aparecida Takahashi.

O teste da atividade antioxidante foi realizado no Laboratério de Quimio e
Bioprospecgdo de Plantas do Cerrado, no Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais, sob a coordenacdo da Professora Dr? Lucia
Pinheiro Santos Pimenta.

Os testes das atividades antiparasitarias (giardicida, tricomonicida e
amebicida) foram realizados no Laboratorio de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais, pela doutoranda Thaisa Helena

Silva Fonseca e sob a coordenacédo da Professora Dr2 Maria Aparecida Gomes.

4.1 Atividade Antimicrobiana

Foram submetidos a testes de atividade antimicrobiana os extratos hexanico
(EHE) e cloroférmico (ECL) e as substancias isoladas: mistura de 38-esteariloxi-urs-
12-eno (MDO02) e 3B-esteariloxi-olean-12-eno (MDO03), 3-oxofriedelano (MD04), 33-
hidroxifriedelano (MDO05), mistura de 3B-hidroxi-urs-12-eno (MDO07) e 3B-hidroxi-
olean-12-eno (MD08), B-sitosterol (MD09), 3-o0x0-30-hidroxifriedelano (MD10), 383,24-
dihidroxifriedelano (MD11) e 3-O-4-D-glicosil-g-sitosterol (MD15).

Os testes foram realizados com duas bactérias Gram-positivas, Staphylococus
aureus (ATCC 25923) e Bacillus cereus (ATCC 11778), duas bactérias Gram-
negativas, Escherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028)
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e a levedura Candida albicans (ATCC 18804). Os testes foram feitos utilizando o

método da Concentracao Inibitéria Minima (CIM).

4.1.1 Método da Minima Concentracéo Inibitoria

A Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) € a menor concentracdo da amostra
capaz de inibir pelo menos 50% do crescimento microbiano e € determinada pela
medida da atividade de uma sequéncia decrescente de concentragbes das amostras
em um meio nutriente inoculado com a concentracdo padronizada do micro-

organismo em teste.

4.1.1.1 Metodologia

Foi preparado um pré-inéculo no qual as bactérias e levedura estocadas
foram transferidas, utilizando al¢ca de platina, e inoculadas em tubo de ensaio
contendo 3,0 mL de meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion, Infuso de cérebro e
coracao). Os tubos foram entdo incubados em estufa a 37 °C por 18 h. Em seguida,
500 pL do pré-indculo bacteriano foram transferidos para tubos de ensaio contendo
4,5 mL de agua destilada estéril. Os tubos foram homogeneizados e a concentracéo
ajustada comparando-se com o tubo 0,5 da escala de McFarland de turbidez padrao
(10® UFC/mL), obtendo-se assim, os indculos bacterianos utilizados no teste.

As amostras foram pesadas e solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO),
resultando em uma solucdo estoque com concentracdo de 50 mg/mL (extratos) e
12,5 mg/mL (constituintes isolados). As solu¢des de trabalho foram preparadas pela
diluicdo de 40 pL da solucéo estoque em 960 pL de meio de cultura BHI.

Os testes foram realizados em placa de 96 micropocos, em duplicata. Em
cada pocgo foram adicionados 100 pL do meio de cultura BHI. No primeiro pogo
foram adicionados também 100 pL da solucdo de trabalho. Apos homogeneizacgéo
100 pL foram transferidos para o segundo poco e, assim, sucessivamente.
Desprezaram-se os 100 pL finais do dltimo pog¢o. Essa microdiluicdo forneceu dez
concentragcbes de cada amostra: 500,00, 250,00 125,00, 62,500, 31,250, 15,625,
7,812, 3,900, 1,950 e 0,970 pg/mL. A seguir, 100 pL do inéculo do micro-organismo

a ser testado foram adicionados a cada poco.
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Foram realizados dois controles, um para controle de crescimento do micro-
organismo, no qual ndo houve adicdo da solugdo de trabalho (para verificar a
viabilidade celular) e o branco, em que néo se adicionou o indculo bacteriano (para
se eliminar o efeito da coloracdo da solucdo de trabalho). Uma placa controle
contendo 100 pL de meio de cultura BHI e 100 pL de agua destilada estéril foi
adicionada ao experimento como de controle de esterilidade do meio de cultura BHI.
Para as bactérias, o controle positivo utilizado foi a ampicilina e para a levedura
utilizou-se o miconazol.

As primeiras leituras das microplacas foram feitas apdés montagem do
experimento (leitura a Oh) em leitor de placa de Elisa (492 nm). Em seguida as
microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C e, apés 24 h, foi realizada nova

leitura.

4.1.1.2 Discussao dos resultados

Tabela 38: Resultados dos testes antimicrobianos para os extratos (EHE e ECL) e
substancias testadas

Minima Concentracéo Inibitoria (ug/mL)
Amostra S. C.
S. aureus | B. cereus E. coli

typhimurium albicans
EHE >500,0 62,5 >500,0 > 500,0 > 500,0
ECL 0,97 >500,0 >500,0 > 500,0 > 500,0
MDO02 + MDO03 125,0 >500,0 > 500,0 > 500,0 > 500,0
MDO04 >500,0 >500,0 > 500,0 > 500,0 > 500,0
MDO05 7,81 >500,0 >500,0 > 500,0 > 500,0
MDO7 + MDO08 0,97 >500,0 >500,0 > 500,0 > 500,0
MDO09 >500,0 >500,0 > 500,0 > 500,0 > 500,0
MD10 >500,0 >500,0 > 500,0 > 500,0 > 500,0
MD11 500,0 >500,0 > 500,0 > 500,0 > 500,0
MD15 >500,0 >500,0 > 500,0 > 500,0 > 500,0

Ampicilina 3,90 3,90 3,90 3,90 -

Miconazol - - - - 1,95
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Os extratos e substancias testadas ndo foram ativos frente aos micro-
organismos E. coli, S. typhimurium e C albicans, nas concentracdes testadas.

O extrato EHE foi ativo frente B. cereus na concentragdo de 62,500 pg/mL.
Nenhuma das substancias, pura ou em mistura, foi ativa frente a essa bactéria,
dessa forma a atividade de EHE pode ser devido a fatores sinérgicos.

O extrato ECL e a mistura de MDO7 e MDO08 apresentaram inibicdo frente a S.
aureus na concentragdo 0,970 pg/mL, mais baixa que a menor concentragao ativa
da ampicilina (3,90 pg/mL). Esse micro-organismo teve seu crescimento inibido
também pela mistura de MD0O2 e MDO3 na concentracdo de 125,00 pg/mL, MDO5 na
concentracéo 7,812 pg/mL e MD11 na concentracdo de 500,00 pg/mL.

4.2 Bioensaio de inibicao da acetilcolinesterase em microplaca

empregando reagente de Ellman

A avaliagdo da atividade inibitdria contra a enzima acetilcolinesterase pode ser
realizada utilizando-se a metodologia de Ellman (ELLMAN et al., 1961) adaptada por
Rhee e colaboradores (2001). No ensaio utilizam-se a solugao 5,5’-ditiobis-(acido 2-
nitrobenzédico), chamado de reagente de Ellman ou DTNB, iodeto de acetiltiocolina
em tampéo pH 8,00 e a enzima acetilcolinesterase. A acetiltiocolina € hidrolisada
pela AChE produzindo tiocolina e anion acetato. A tiocolina reage com o DTNB
formando o composto TNB de coloragdo amarela, que pode ser detectado
espectrometricamente (Figura 74, p.102). Quando um composto capaz de inibir a
AChE esta presente no meio reacional é observada variacdo da coloracdo amarela,
devido a ndo formac&o ou diminuicdo da formacdo de TNB. O ensaio é feito em
placas de 96 pocos, utilizando-se um leitor de microplaca a 405 nm. Este método
permite a avaliacdo quantitativa e determinacdo da porcentagem de inibicdo da
AChE (TREVISAN et al., 2006).
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+ Il HoO/AChE +
(CH3)3NCH,CH,SCCH34 (CH3)3NCH,CH,SH + CH,COOr
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+
(CH3)3NCH20H28H + O2N S—S N02
tiocolina HOOC DTNB COOH
+
HS NO2 (CH3)3NCH20H2_S_S NOZ
COOH COOH
TNB mistura de dissulfetos

Figura 74: Reac¢des quimicas que ocorrem no Teste de Ellman.

Foram submetidos ao teste de inibicdo da acetilcolinesterase os extratos
hexanico (EHE), cloroformico (ECL) e o extrato de acetato de etila (EAE), e as
substancias isoladas: mistura de 3(-esteariloxi-urs-12-eno (MD02) e 3B-esteariloxi-
olean-12-eno (MDO03), 3-oxofriedelano (MDO04), 3B-hidroxifriedelano (MDO05), mistura
de 3B-hidroxi-urs-1

2-eno (MDQ7) e 3B-hidroxi-olean-12-eno (MDO08), B-sitosterol (MD09), 3-0xo-
30-hidroxifriedelano (MD10), 38,24-dihidroxifriedelano (MD11) e 3-O-f-D-glicosil-g-
sitosterol (MD15).

4.2.1 Metodologia

Foram adicionados a cada poc¢o da placa de Elisa 25 puL de solugc&o de iodeto
de acetiltiocolina 15 mmol/L, 125 uL da solugdo de DTNB 3 mmol/L em solucéo
tampéao (Tris/HCI 50 mmol/L, pH 8, contendo NaCl 0,1 mol/L e MgCl,.6H,O 0,02
mol/L) e 50 uL de Tris/HClI 50 mmol/L com albumina sérica bovina 0,1% p/v.
Adicionaram-se entédo 25 uL da solugéo da amostra testada (10 mg/mL) em DMSO.
Para o preparo do branco adicionaram-se 25 uL da solugéo tampé&o Tris/HCI pH 8,0

ao invés da amostra testada. Da mesma forma, para o preparo do controle positivo
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adicionaram-se 25 ulL da solucéo de eserina (10 mg/mL em tampéo Tris/HCI pH 8,0).
Cada teste foi realizado em quintuplicata. A absorbancia foi medida a 405 nm a cada
1 min por 8 vezes (8 min no total). Adicionaram-se 25 uL da solucdo de
acetilcolinesterase (0,222 U/mL) em Tris/HCI aos pocos. Mediu-se a absorbancia a
405 nm por 10 vezes (10 min no total). O aumento da absorvancia devido a hidrolise
espontanea do substrato foi corrigido fazendo a subtracdo da média dos valores da

primeira e segunda leitura (média 22 medida — média 1% medida).

4.2.2 Discussao dos resultados

Todas as amostras testadas, exceto MD15, apresentaram capacidade de
inibicdo da enzima AChE (Tabela 39, p. 103). Os extratos ECL e EHE, e a
substancia MD09 apresentaram 100% de inibicdo da enzima. MD04, MDO05, MD10 e
MD11 apresentaram porcentagens de inibicdo maiores que 95%. A mistura de MD02
e MD3 apresentou 90,86% de inibicdo, a mistura de MDO7 e MDO08 apresentou
83,73% e o extrato EAE mostrou 72,92% de inibicdo de AChE.

Tabela 39: Resultados do teste de inibicdo da enzima AChE em microplaca

Amostra Media de DP* Cv**
inibi¢cao (%)
EHE 100,00 2,19 0,02
ECL 100,00 - -
EAE 72,92 4,31 0,06
MDO02 + MDO03 90,86 1,20 0,01
MDO04 97,03 1,58 0,02
MDO5 98,51 2,11 0,02
MDO7 + MDO08 83,73 0,95 0,01
MDO09 100,00 0,93 0,01
MD10 96,05 3,35 0,04
MD11 99,05 1,12 0,01
MD15 0,00 0,00 0,00
Eserina 92,18 0,89 0,01

* DP — Desvio padrdo ** CV — Coeficiente de varia¢do
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Os resultados indicam que as amostras testadas, exceto MD15, sao
promissoras e devem ser submetidas a testes mais precisos para confirmacao da
capacidade de inibicho da enzima AChE. Conforme Trevisan e colaboradores
(2003), extratos que apresentam inibicdo maior do que 50% sdo considerados
candidatos a novos testes, na busca de novos farmacos para o tratamento da
doenca de Alzheimer.

Os resultados das replicatas de ECL foram maiores do que 100% e
apresentaram grande variancia, entre 102,58 a 666,59%. Esses dados inviabilizam a
quantificacdo da inibicdo, mas permitem concluir que ECL apresenta capacidade de
inibicdo da enzima AChE. Torna-se necesséaria a reanalise desse extrato para a

determinacao quantificada de sua capacidade inibitoria da enzima AChE.

4.3 Bioensaio para determinacao da atividade antioxidante

O radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) tem sido muito usado para
avaliar a capacidade de antioxidantes naturais em sequestrar elétrons nos radicais
livres. Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPH, de coloracao
parpura e que absorve em um comprimento de onda de 517 nm, é reduzido for-
mando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da banda de absorcdo, sendo a mesma monitorada pelo
decréscimo da absorbancia (OLIVEIRA et al., 2009). A partir dos resultados obtidos,
determina-se a porcentagem de atividade antioxidante (quantidade de DPPH
consumida pelo antioxidante) ou sequestradora de radicais e/ou a porcentagem de
DPPH remanescente no meio reacional. Este € um dos métodos mais usados para

verificar a capacidade antioxidante.
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N N
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Figura 75: Estrutura do DPPH antes e depois da reagcdo com o antioxidante.

Foram submetidos ao teste de atividade antioxidante o extrato cloroférmico
(ECL) e o extrato em acetato de etila (EAE).

4.3.1 Metodologia

A solucédo de trabalho foi preparada pela diluicdo de 1,0 mg de extrato em 1,0
mL de metanol grau HPLC. A partir dessa solucdo foram realizadas diluicdes de
forma a obter outras cinco solugcbes de concentracdes diferentes: 500,00, 250,00,
125,00, 62,500 e 31,250 pg/mL.

Foram adicionados 250 pL de solugdo metandlica de DPPH (0,004% p/v) e 10
ML de solugdo do extrato, em diferentes concentragbes, em placas de 96
micropogos. Foram testadas 5 concentracdes e cada uma foi testada em triplicata. A
placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente, na auséncia de luz. O
mesmo procedimento foi realizado para o acido gélico, catequina e vitamina E, como
controles positivos. Para o preparo do branco ndo houve adicdo do extrato e o
metanol foi utilizado para correcdo da linha de base. A solucdo de DPPH foi
preparada no dia do experimento, guardada em frasco coberto com folha de

aluminio e mantida em auséncia de luz a 4° C. O percentual de decréscimo na
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absorbéancia foi medido para cada concentracdo e a capacidade de sequestrar
radicais livres foi calculada com base no decréscimo da absorbancia observada. As
leituras foram feitas a 517 nm. A capacidade de sequestrar radicais livres foi
expressa como percentual de inibicdo de oxidacéo do radical e calculado conforme a

Equacéo 1:

% |n|b|(;éo = (ADPPH — AEXTR)/ADPPH*]-OO (1)

onde Apppy € a absorbancia da solucao de DPPH e Aextr € a absorbancia da

amostra em solucao, calculado pela diferenga com seu branco (Aextr = Aamostra —
ABranco)-

4.3.2 Discussao dos resultados
Os resultados do teste antioxidante estédo apresentados na Tabela 40 (p.106)
e a comparacao dos valores encontrados para os extratos e padrfes € ilustrada nas

Figuras 75 e 76, p.106 e 107.

Tabela 40: Resultados do teste antioxidante

Média de inibi¢céo (%)

Concentracéao

(g/mL.) ECL EAE Vit-E Ac. gélico | Catequina
31,25 0,43 5,41 5,08 63,64 12,06
62,50 0,00 2,04 12,36 87,51 24,40
125,00 0,00 59,83 35,54 86,92 19,42
250,00 0,50 87,44 58,97 87,00 39,12
500,00 2,51 86,91 88,07 87,65 63,81

1000,00 4,52 86,65 87,52 86,60 86,46

O extrato em acetato de etila (EAE) apresentou atividade antioxidante
(expressa como inibicdo de oxidacdo do radical) superior a 85% a partir da

concentracdo 250 pg/mL. Esse resultado indica uma capacidade de inibicdo de
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oxidacdo maior do que a vitamina E e catequina usados como padrdes e, a partir da
concentracdo de 250 pg/mL, apresenta valores bastante similares ao do acido
galico, que apresenta as maiores porcentagens de inibicdo da oxidacao.

O extrato cloroféormico ndo apresentou atividade antioxidante nas

concentracoes testadas.

Grafico da % de inibicdo de EAE e padrdes versus
concentragdo (pg/mlL)
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Figura 76: Grafico da atividade antioxidante de EAE e padrfes versus concentracao.

Grafico da % de inibicdo de ECL e padrdes versus
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Figura 77: Gréfico da atividade antioxidante de ECL e padrfes versus concentragao.
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4.4 Atividade antiparasitaria

Foram submetidos a testes de atividade antiparasitaria os extratos hexanico
(EHE) e cloroférmico (ECL) e as substancias isoladas: mistura de 38-esteariloxi-urs-
12-eno (MDO02) e 3B-esteariloxi-olean-12-eno (MDO03), 3-oxofriedelano (MD04), 36-
hidroxifriedelano (MDO05), mistura de 3(-hidroxi-urs-12-eno (MDO07) e 3B-hidroxi-
olean-12-eno (MD08), B-sitosterol (MD09), 3-o0x0-30-hidroxifriedelano (MD10), 383,24-
dihidroxifriedelano (MD11) e 3-O-4-D-glicosil-g-sitosterol (MD15).

Os testes foram realizados utilizando-se os parasitas Entamoeba histolytica,
Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis, todos na fase trofozoito. Foi realizado um
teste tipo “screening” com os extratos brutos e substancias isoladas para determinar
quais possuiam efeitos sobre a viabilidade e/ou vitalidade dos protozoarios. Os
compostos que apresentassem atividade contra algum parasito seriam submetidos a

um teste mais completo para determinacao da IC50.

4.4.1 Metodologia

Os extratos e substancias (1,0 a 5,0 mg) foram dissolvidas em 0,5 mL de
DMSO obtendo-se solugdes estoques de concentragdes variando entre 0,12 e 0,40
mg/mL. Aliquotas de 200 pL dessas solugdes foram diluidas em 5,0 mL de meio de
cultura YI-S-32, no caso de Entamoeba histolytica (cepa EGG) e Trichomonas
vaginalis (cepa JT), e TYIS-33, para teste com Giardia lamblia (cepa BHR93). As
solugdes foram filtradas em uma membrana esterilizante de nitrocelulose de 0,2 um
e, entdo, adicionadas aos tubos de vidro contendo trofozoitos em culturas axénicas.

Foram transferidos 2,4 x 10° trofozoitos de E. histolytica, 6,0 x 10 trofozoitos
de Trichomonas vaginalis e 1,2 x 10° trofozoitos de G. lamblia em fase logaritmica
de crescimento, separadamente, em tubos de vidro contendo meio para um volume
final de 6 mL. Em seguida, foram adicionados 0s compostos, associados
individualmente, na concentragdo de 50 pmol/L. Os tubos foram incubados em
estufa bacteriologica a 37 °C. A avaliacao foi feita apos 24 h e 48 h.

A viabilidade foi determinada qualitativamente observando-se a mobilidade e

aderéncia dos trofozoitos em microscépio invertido e a vitalidade foi avaliada através
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da quantificacdo em Camara de Neubauer, utilizando a técnica de contagem de
leucdcitos adaptada (CARVALHO E SILVA, 1988).

Como controles negativos foram utilizados o meio de cultura e DMSO e, como
controle positivo, foi utilizado o Metronidazol. Todos os ensaios foram realizados em
triplicatas e repetidos pelo menos duas vezes.

Para a realizacdo da quantificacdo do numero de trofozoitos/mL de

suspensao foi empregada a Equacao 2:

Z=FcxFdxY (2)
onde:

Z = numero de trofozoitos por mililitro (mL) de suspenséo,

Fc = fator de correcdo da Camara de Neubauer (2.500),

Fd = fator de dilui¢cdo utilizado durante a contagem e

Y = numero de trofozoitos contados nos quatro quadrantes laterais da camara.

4.4.2 Resultado do screening

Nenhum dos extratos e substancias testadas apresentou inibicdo frente aos
protozoarios Entamoeba histolytica, Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis. E
importante ressaltar que o teste realizado trata-se apenas de uma triagem inicial em

gue apenas uma concentragado das substancias foi testada.
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CONCLUSAO

Neste trabalho foi realizado o estudo fitoquimico dos extratos hexanico e
cloroférmico das folhas de Maytenus distichophylla (Celastraceae), coletadas em
Jequié, Bahia, Brasil. Os extratos e substancias isoladas foram testados quanto ao
potencial antimicrobiano frente as bactérias Staphylococus aureus, Bacillus cereus,
Escherichia coli e Salmonella typhimurium, o fungo Candida albicans e os parasitas
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis. Além disso, foi
realizado teste para avaliacdo do potencial de inibicdo da acetilcolinesterase. O
extrato cloroformico e acetato de etila foram testados quanto ao potencial
antioxidante utilizando DPPH.

O estudo fitoquimico dos extratos levou ao isolamento e caracterizacdo de
treze substancias puras e/ou misturas: mistura de 3(-esteariloxi-urs-12-eno e 30-
esteariloxi-olean-12-eno, 3-oxofriedelano, 3B-hidroxifriedelano, mistura de 36-hidroxi-
urs-12-eno e 3B-hidroxi-olean-12-eno, B-sitosterol, 3-oxo-30-hidroxifriedelano, 38,24-
dihidroxifriedelano, 3-O-f-D-glicosil-g-sitosterol, mistura de alcoois graxos, acido
tritriacontandico, acetato de sodio, esqualeno e guta-percha. As substancias e/ou
misturas foram caracterizadas a partir de seus espectros no IV, RMN de 1D e 2D e
por CG/EM. As substancias 38,24-dihidroxifriedelano, B-sitosterol, 3-O-4-D-glicosil-4-
sitosterol, mistura de 3p-esteariloxi-urs-12-eno e 3[-esteariloxi-olean-12-eno,
mistura de 3B-hidroxi-urs-12-eno e 3g-hidroxi-olean-12-eno, mistura de 4&lcoois
graxos, acido tritriacontandico, acetato de sédio, esqualeno e guta-percha foram
descritos pela primeira vez como constituintes de Maytenus distichophylla.

O extrato em acetato de etila apresentou atividade antioxidante e nenhum dos
extratos e substancias isoladas apresentou atividade antiparasitaria.

O teste antimicrobiano (antibacteriano e antifUngico) mostrou que o extrato
hexanico foi ativo frente B. cereus e o0 extrato cloroférmico, mistura de 33-esteariloxi-
urs-12-eno e 3B-esteariloxi-olean-12-eno, mistura de 3(-hidroxi-urs-12-eno e 36-
hidroxi-olean-12-eno, 36-hidroxifriedelano e 38,24-dihidroxifriedelano apresentaram
atividade biolégica frente a S. aureus.

Os extratos e as substancias 3-oxofriedelano, 3-hidroxifriedelano, 3-0x0-30-

hidroxifriedelano, 38,24-dihidroxifriedelano, mistura de 3(-esteariloxi-urs-12-eno e
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3B-esteariloxi-olean-12-eno, mistura de 38-hidroxi-urs-12-eno e 36-hidroxi-olean-12-
eno e f-sitosterol apresentaram alta capacidade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase.

Esse trabalho colabora para o estudo quimiotaxondmico de espécies da
familia Celastraceae e mostra como essas plantas sdo importantes fontes de
metabdlitos secundarios com potencial atividade biolégica, importantes para a busca

e desenvolvimento de novos farmacos.
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