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Resumo

RESUMO

Este trabalho apresenta o estudo fitoquimico dos extratos hexanico (EHS),
cloroférmico (ECS), acetato etilico (EAS) e etandlico (EES) de folhas de Salacia
crassifolia (Figura 5, p. 9) e do extrato acetato etilico (FSEAT) de raizes de
Maytenus imbricata (Figura 2, p. 5), bem como a avaliacdo da atividade biol6gica e
antioxidante dos extratos e substancias isoladas.

O estudo fitoquimico de S. crassifolia resultou no isolamento e caracterizacao
de 10 triterpenos pentaciclicos (TTPC), quatro flavonoides e dois esteroides, além de
outros cinco compostos. Do extrato acetato etilico de M. imbricata obteve-se um
flavonoide. As substancias isoladas e misturas tiveram suas estruturas elucidadas
por métodos espectrométricos (IV, RMN de *H e de *C e massas).

Foram realizadas tentativas para obtencdo de complexos supramoleculares
de TTPCs e flavonoides com a B-ciclodextrina, na busca por promissores farmacos
com maior biodisponibilidade e solubilidade em agua. Para isso foram utilizadas trés
condicbes diferentes onde foram variadas as propor¢gbes dos reagentes e do
solvente.

Todos os extratos e algumas substancias de S. crassifolia e de M. imbricata
foram testados quanto a atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase. As
amostras foram ativas, exceto o esteroide 3-O-f-D-glicosil-g-sitosterol. O resultado
apresenta perspectiva para a realizacdo de testes mais precisos para comprovar a
atividade dessas amostras frente a doenca de Alzheimer.

Todos os extratos e algumas substancias de S. crassifolia foram testados
guanto a atividade contra Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Streptococcus sanguinis e Candida albicans, sendo que dois TTPCs e os extratos
apresentaram atividade antimicrobiana.

Os extratos acetato etilico (FSEAT) e metandlico (SEM) de M. imbricata, e os
extratos acetato etilico (EAS) e etandlico (EES) de S. crassifolia e os flavonoides
isolados desses extratos, foram submetidos ao teste antioxidante. Todos os extratos

e substancias apresentaram alta atividade frente ao DPPH.
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O extrato hexano/éter etilico (1:1) (SEH) de raizes de M. imbricata e o
composto majoritario deste extrato, a tingenona, apresentaram atividade
antiparasitaria sobre Entamoeba histolytica, Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis.

Os extratos hexano/éter etilico (1:1) (FSEH), acetato etilico (FSEAT) e
metandlico (SEM) de M. imbricata e a tingenona apresentam atividade
antinociceptiva in vivo quando testados em camundongos, podendo ser promissores

analgésicos.

Palavras-chave: Celastraceae, Salacia crassifolia, Maytenus imbricata,

triterpeno, ciclodextrina.
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Abstract

ABSTRACT

Phytochemical study, biological, antioxidant and acetylcholinesterase
inhibitory activities of Salacia crassifolia and Maytenus imbricata

In this work is presented the phytochemical study of the hexane (EHS),
chloroform (ECS), ethyl acetate (EAS), and ethanolic (EES) extracts from leaves of
Salacia crassifolia, and of the ethyl acetate extract (FSEAT) from roots of Maytenus
imbricata, as well as the evaluation of the biological and antioxidant activity from
these extracts and the isolated substances.

The phytochemical study of S. crassifolia leds to the isolation and
characterization of ten pentacyclic triterpenes (TTPCs), four flavonoids, two steroids,
and other five compounds. Only one flavonoid was obtained from the ethyl acetate
extract of M. imbricata. The isolated substances and mixtures had their structures
elucidated by spectrometric methods (IR, *H and 3C NMR and mass).

Attempts were made to obtain supramolecular complexes of the TTPCs and
flavonoids with the B-ciclodextrin, in the pursuit for promising drugs with higher
bioavailability and water solubility. In order to achieve that, three different conditions,
varying the reactants and solvents proportions, were utilized.

All the extracts and some substances of S. crassifolia and M. imbricata were
tested for the inhibitory acitivity of the acetylcholinesterase enzyme. The samples
were actives, except by the steroid 3-O-f-D-glucosil-f-sitosterol. This result presents
a perspective for more precise tests to prove the activity from these samples against
Alzheimer’s disease.

The extracts and some substances of S. crassifolia were tested against
Salmonella  typhimurium, Escherichia  caoli, Pseudomonas  aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Streptococcus
sanguinis, and Candida albicans. Two triterpenes and all extracts presented
antimicrobial activity.

The ethyl acetate (FSEAT) and methanolic (SEM) extract from M. imbricata,
and the ethyl acetate (EAS) and ethanolic (EES) extract from S. crassifolia, as well
as the flavonoids isolated from these extracts, were submitted to the antioxidant test.

All extracts and substances presented high activity in DPPH tests.
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Abstract

The hexane/ethyl ether extract (1:1) (SEH) from roots of M. imbricata and the
major compound from this extract, tingenone, presented antiparasitc activity against
Entamoeba histolytica, Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis.

The hexane/ethyl ether (1:1) (FSEH), ethyl acetate (FSEAT) and methanolic
(SEM) extract of M. imbricata and tingenone presented antinociceptive activity in vivo

when tested in mice, making them probable promising analgesics.

Keywords: Celastraceae, Salacia crassifolia, Maytenus imbricata, triterpene,
cyclodextrin.
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1 - INTRODUCAO

Os produtos naturais sao fontes de diferentes tipos de compostos quimicos
gue podem levar ao isolamento e identificagdo de substancias ativas, contribuindo
para o desenvolvimento de muitas &reas terapéuticas (CABRAL et al., 2009).

A literatura apresenta um grande numero de pesquisas que relatam o uso de
produtos naturais com atividades biologicas e ha farmacos Uteis obtidos a partir de
fonte vegetal, como, por exemplo, a digoxina, obtida de extratos de dedaleira
(Digitalis lanata) usada na medicina no tratamento de insuficiéncia cardiaca
(KATZUNG et al., 2013).

Outro exemplo € o eugenol, obtido do 6leo essencial de cravo-da-india (Syzi-
gium aromaticum L.), amplamente utilizado na medicina odontolégica, como
antimicrobiano (RODRIGUEZ et al., 2014), antinociceptivo (WLADMIR, 2012),
anestésico, analgésico, anti-inflamatdrio, antioxidante e anticancerigeno (Revisado
por KONG et al., 2014). Pesquisa recente relata o eugenol também como larvicida
contra Aedes aegypti (MEDEIROS et al., 2013).

O primeiro medicamento envolvendo pesquisa e desenvolvimento 100%
nacional, chamado Acheflan®, foi elaborado de fonte vegetal e o componente
principal € o a-humuleno. Este composto foi obtido a partir de folhas de Cordia
verbenacea, uma planta nativa brasileira, popularmente conhecida como “erva-
baleeira” ou “maria-milagrosa”. O medicamento foi aprovado pela Anvisa em 2012 e
€ comercialmente usado como cicatrizante, analgésico e anti-inflamatorio,
principalmente em contusdes esportivas (FERNANDES et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2014; ACHE LABORATORIOS FARMACEUTICOS, 2015).

Também, sado relatados usos de produtos naturais na busca por fontes
alternativas de drogas antiparasitarias no tratamento da giardiase (SILVA et al.,
2012a) amebiase (FONSECA, 2012) e tricomoniase (BATISTA et al.,, 2014). O
grande incentivo se deve ao fato das vacinas, existentes no mercado, né&o
funcionarem na maioria dos casos e 0s parasitas se tornarem cada vez mais
resistentes as terapias sintéticas disponiveis, podendo haver relacdo com
interferéncias no DNA dos parasitas ou na integridade de suas membranas (WINK,
2012).
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A resisténcia € um problema em praticamente todas as areas de doencas
infecciosas, como as virais, bacterianas, fungicas e doencas parasitarias, e a falta de
novas classes de drogas € uma consequéncia da dificuldade na descoberta de
novos compostos, sendo necessaria a busca por substédncias com essas
propriedades (WEBER e COURVALIN, 2005).

Ha relatos também de extratos e substancias isoladas de diferentes espécies
de plantas brasileiras com excelentes resultados em relacdo a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (BARBOSA FILHO et al., 2006), podendo ser novos farmacos no
tratamento da doenca de Alzheimer, por aumentar o nivel de acetilcolina no cérebro
(SCHNEIDER, 2001).

Recentemente, tém-se noticiado metabolitos secundarios com atividade
antiviral, principalmente para o combate do virus HIV, como por exemplo, derivados
do acido betulinico (metabdlito secundério isolado de diversas plantas) atuando na
inibicdo da maturacdo deste virus, sendo estes metabdlitos promissores no
tratamento da AIDS (QIAN et al., 2012).

Dentre as fontes vegetais para obtencdo de produtos naturais, destacam-se
os membros da familia Celastraceae. H& varios trabalhos publicados apresentando
as diversas propriedades farmacoldgicas atribuidas a espécies dessa familia, como
atividade anti-inflamatoria (SOSA et al., 2007), anti-HIV (FERREIRA et al., 2010),
antitumoral (PERESTELO et al., 2010), antibacteriana (ESTEVAM et al., 2009),
antifangica (LUO et al., 2005), larvicida (BOUZADA et al., 2009) e antioxidante
(SILVA et al., 2009). Apesar dos muitos relatos de estudos com espécies da familia
Celastraceae devido as inUmeras atividades bioldgicas atribuidas a membros dessa
familia, ha poucos trabalhos envolvendo as espécies Maytenus imbricata e Salacia
crassifolia, objetos desse trabalho.

1.1 - Familia Celastraceae

A familia Celastraceae encontra-se distribuida em toda regido tropical e
subtropical, incluindo Norte da Africa, América do Sul e paises da Asia,
particularmente na China. E constituida por 98 géneros e, aproximadamente, 1200
espécies, sendo que, no Brasil, essa familia é representada por quatro géneros:

Maytenus Juss., Austroplenckia Lund., Franhofera Mart. e Salacia Mart. (SIMMONS
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et al., 2008). Nas plantas dessa familia foram encontrados diversos triterpenos
pentaciclicos (TTPC) das classes: friedelano, oleanano, lupano, ursano e
guinonametideo, que apresentam atividades citotoxica, antibidtica e antioxidante,
dentre outras (GONZALEZ et al., 2000).

Como representantes dos TTPCs isolados da familia Celastraceae, citam-se,
os friedelanos, friedelina e 3-oxo-29-hidroxifriedelano (TORRES-ROMERO et al.,
2010); oleananos, 3B-hidroxi-olean-9,12-dieno; ursanos, 3B-esteariloxi-urs-12-eno
(MIRANDA et al., 2006); quinonametideos, tingenona, pristimerina e celastrol,
aromaticos, 6-oxo-pristimerol e 3-metil-6-oxo-tingenol (MORITA et al., 2008) e
lupanos, lupenona (SOSA et al., 2007). Também, sdo encontrados compostos de
outras classes, tais como esteroides (B-sitosterol) (SOSA et al., 2007) e flavonoides

(epicatequina e proantocianidina) (SILVA, 2007a). A estrutura quimica de alguns dos

compostos acima citados sao apresentadas na Figura 1.
OH

a

S
< ~

3-0x0-29-hidroxifriedelano 34-hidroxi-olean-9,12-dieno 34-hidroxi-urs-9,12-dieno

COOMe

tingenona

OH
epicatequina

// lupenona
Figura 1. Estrutura quimica de substancias isoladas de algumas espécies da

Familia Celastraceae.
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Ressalta-se assim a importancia do estudo com Maytenus imbricata e Salacia

crassifolia para o isolamento de compostos biologicamente ativos.

1.2 - Maytenus imbricata

O género Maytenus € um dos mais importantes da familia Celastraceae,
contendo cerca de 80 espécies distribuidas em todo territorio brasileiro (SANTOS et
al., 2007). Espécies do género Maytenus tém apresentado diversas atividades
bioldgicas, que foram atribuidas a varios grupos de metabdlitos secundarios, como
triterpenos, quinonametideos e flavonoides. Este género € importante pelas
atividades biologicas e, também, por ser utilizado na medicina popular como
antisséptico, antiasmatico, antitumoral, antiviral, anti-inflamatorio e no tratamento de
problemas gastricos.

Encontram-se inumeros estudos na literatura com a espécie Maytenus
ilicifolia, popularmente conhecida como “espinheira santa”. E uma planta muito
conhecida por suas diversas propriedades medicinais e € comercializada para o
tratamento de Ulceras gastricas (MESSIAS et al., 2015; SANTOS-OLIVEIRA, 2009).

Maytenus imbricata Mart, ex. Reissek (Figura 2, p. 5) é um arbusto de porte
inferior a 1,20 m de altura ou subarbusto com até 0,50 m e se encontra distribuida
por toda a regido de cerrado nos Estados de Minas Gerais e Bahia.

A descricado botanica foi apresentada por Carvalho-Okano (1992) e estudos
anatémicos desta espécie foram feitos por Silva (2007a).
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Figura 2: Imagem de raizes, folhas e frutos de Maytenus imbricata (Fotos da autora).

As folhas, galhos e caules desta espécie foram estudados fitoquimicamente
por Silva (2007a). Os extratos acetato etilico, etandlico e cloroférmico das folhas, o
extrato hidroalcodlico de raizes, o extrato acetato etilico de galhos e a epicatequina
isolada a partir das folhas, apresentaram atividade antioxidante (SILVA, 2007a;
SILVA et al., 2009). O acido 3,4-seco-friedelan-3-oico apresentou atividade inibitoria
na sintese de ATP, podendo indicar que podera ser utilizado no desenvolvimento de
herbicidas naturais (SILVA et al., 2007b; SILVA et al., 2009).

O estudo do extrato hexano/éter etilico (1:1) das raizes de Maytenus imbricata
resultou no isolamento e caracterizagdo de sete TTPC, trés pertencentes a classe
dos lupanos (11a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona, 30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona, 38,11a-
di-hidroxilup-20(29)-eno), dois pertencentes a classe dos friedelanos (3,7-
dioxofriedelano, 3-oxo-29-hidroxifriedelano), um quinonametideo (tingenona) e um
aromatico (6-oxo-tingenol) (Figura 3, p. 6), além de um &cido graxo de cadeia longa
(acido palmitico) e uma mistura de hidrocarbonetos (C-27 a C-32) (RODRIGUES,
2011; RODRIGUES et al., 2012).
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tingenona 6-oxo-tingenol

HO,//

composto R1 composto Ry Ry
11 e-hidroxilup-20(29)-en-3-ona
34,11 a-di-hidroxilup-20(29)-eno  OH 3-oxo-29-hidroxifriedelano  H CH,0OH

o] 3,7-dioxo-friedelano =0 CH3

Figura 3: Substancias isoladas de raizes de Maytenus imbricata (RODRIGUES et
al., 2012).

O sdlido do extrato hexano/éter etilico, o extrato hexano/éter etilico, o sélido
do extrato acetato etilico, o extrato acetato etilico e o extrato metandlico, e também
as substancias 11a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona, tingenona, 6-oxo-tingenol e a
mistura de 1la-hidroxilup-20(29)-en-3-ona e  30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona
apresentaram atividade contra as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus e
Bacillus cereus e contra a levedura Candida albicans. Os resultados mais
expressivos foram encontrados para o sélido do extrato hexano/éter etilico, o extrato
hexano/éter etilico e para a tingenona (RODRIGUES et al., 2012).

As substancias 11a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona, 3,7-dioxofriedelano e 3-0x0-29-
hidroxifriedelano foram ativas na inibicdo da enzima acetilcolinesterase pelo método
de bioautografia (RODRIGUES et al., 2012).

Todos os extratos e as substancias testadas apresentaram potencial toxico
por meio da atividade larvicida sobre Artemia salina, apresentando baixas DLso
(RODRIGUES et al., 2012).
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Estes resultados ressaltaram a importancia da continuidade do estudo
fitoquimico com essa espécie, bem como a realizacdo de outros testes biol6gicos

com o0s extratos e substancias isoladas.

1.3 - Salacia crassifolia

O género Salacia é encontrado no Brasil e em outros paises da América do
Sul e possui 21 espécies brasileiras. Espécies de Salacia sdo utilizadas em muitos
paises como remédio tradicional contra diabetes e como anti-inflamatoério (VELLOSA
et al., 2009). Sdo conhecidas por apresentarem TTPCs das séries dos friedelanos
(TRAN et al., 2010), lupanos (YOSHIKAWA et al., 2008), oleananos, ursanos
(DUARTE et al., 2010) e quinonametideos (DHANABALASINGHAM et al., 1996).

Através de estudos fitoquimicos de Salacia elliptica foram isolados vinte
constituintes do extrato hexanico de folhas e/ou de galhos, sendo onze deles,
triterpenos pentaciclicos (DUARTE et al., 2010). De raizes de Salacia kraussi, foram
isolados sete quinonametideos, que apresentaram atividade antimalarial
(FIGUEIREDO et al., 1998).

Dos extratos em hexano e em acetato de etila, de caules de Salacia
beddomei, foram isolados 20,29-epoxilup-3,21-diona, 6B-hidroxilup-20(29)-en-3,21-
diona, 38,28-di-hidroxilup-20(29)-eno e 2a,3B-di-hidroxilup-20(29)-eno (HISHAM et
al., 1995b), lup-20(29)-en-3,21-diona (salacianona), 21B-hidroxilup-20(29)-en-3-ona
(salacianol), lup-20(29)-en-3-ona, friedelan-3-ona, 15a-hidroxifriedelan-3-ona, 15a-
hidroxifriedelan-1,3-diona, pristimerina, B-sitosterol (HISHAM et al., 1995a) e 18,15a-
di-hidroxifriedelan-3-ona (HISHAM et al., 1996). A estrutura quimica de alguns

destes se apresentam na Figura 4.

$

scoocHs

OH
64-hidroxilup-20(29)-en-3,21-diona

pristimerina 1,15¢-di-hidroxifriedelan-3-ona

Figura 4. Exemplos de substancias isoladas de Salacia beddomei.
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Através de estudos fitoquimicos, Kishi e colaboradores (2003) isolaram varios
TTPCs a partir de folhas de Salacia chinensis e, dentre os constituintes isolados, 10
apresentaram atividade antioxidante. No extrato etandlico bruto e em
quinonametideos isolados das raizes de S. campestris foi mostrada a propriedade
antioxidante (VELLOSA et al., 2009; CARVALHO et al., 2005).

Espécies do género Salacia tém sido utilizadas no Japao, EUA e em outros
paises como um suplemento alimentar, considerado adequado na prevencao de
diabetes e obesidade. Exames clinicos tém demonstrado que a administracdo por
via oral de extratos de plantas deste género, em ratos, tem diminuido
significantemente os niveis de glicose no sangue, mesmo apos uma refei¢do rica em
carboidratos (SOMA et al., 1990). Ressalta-se que outros estudos né&o
demonstraram efeito toxicologico sobre os animais (JIHONG et al., 2011).

Dados de pesquisas com diferentes espécies do género Salacia mostraram
atividade antidiabética, associada a capacidade de inibicdo da enzima a-glicosidase
(ESKANDARI et al., 2010).

Pelas inUmeras atividades observadas em espécies deste género, Salacia
crassifolia foi escolhida para pesquisa por apresentar apenas o relato de isolamento
de um composto impuro, em 1972 (DE LIMA et al., 1972).

Salacia crassifolia (Mart.) G. Don € conhecida popularmente como “bacupari”,
“bacupary de caapuéra” ou “saputd” (CORREA, 1984) (Figura 5, p. 9). E uma arvore
frutifera nativa da regido do cerrado e seus frutos sao utilizados na nutricdo humana,
embora seja muito atacado pelas moscas-das-frutas, o que constitui uma limitacdo
para o seu consumo (BRAGA FILHO et al., 2001).
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Figura 5: Imagem de folhas e frutos de Salacia crassifolia (Foto de Maria Olivia

Mercadante-Simdes).

Na medicina popular as folhas, caules, sementes e frutos desta espécie sédo
utilizados para tratar pediculose, doenca renal, Ulceras gastricas, cancer de pele,
malaria, tosse crbnica, obesidade e dores de cabeca. Os frutos frescos também sé&o
utilizados para o consumo e para fins industriais (CARNEIRO et al., 2013).

Os poucos relatos desta espécie se referem ao extrato etandlico da casca do
caule que apresentou atividade antifangica sobre Trichophyton rubrum e T.
mentagrophytes (THEODORO, 2009). De Lima e colaboradores (1972) isolaram
uma substancia e compararam a temperatura de fusdo e o espectro no IV obtido,
com os dados da pristimerina padrao (Figura 4, p. 7). Essa andlise sugeriu que se
tratava de uma pristimerina impura. O material impuro foi submetido a testes de
atividade antibacteriana e observou-se uma notavel diferenca dos resultados do
teste entre o material isolado e o padréao.



Introducéo 10

1.4 - Estudo de biodisponibilidade: Complexos de triterpenos e

flavonoides com Ciclodextrina

Um principio bioativo precisa apresentar certas caracteristicas para que a sua
formulag@o seja viavel. Precisa ser solivel em agua e também ser capaz de
atravessar uma membrana celular de carater hidrofébico. A reduzida solubilidade de
um farmaco origina problemas de biodisponibilidade oral, principalmente quando
essa € a fase limitante do processo de absorc¢éao.

As formulacdes tradicionais para principios de baixa solubilidade envolvem
processos como a combinagcdo com solventes organicos e/ou surfactantes e, em
alguns casos, até mesmo o0 uso de condicbes extremas de pH. Este tipo de
manipulacdo pode ter efeitos negativos de reacdes adversas prejudiciais ao usuario
(THOMPSON, 1997).

Muitos processos tém sido desenvolvidos para a obtencdo de formulacdes
mais eficientes e menos toxicas para o tratamento de doencas, possibilitando o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e um maior conhecimento das
acOes fisiologicas que estas substancias provocam nos organismos (LOFTSSON,
1988; LOFTSSON e MASSON, 2001).

O maior problema em se realizar testes biolégicos com TTPC e flavonoides &
a baixa solubilidade em agua, condi¢cdes em que enzimas fisioldgicas exercem sua
atividade. Uma maneira de diminuir este problema € realizar a preparacédo de
complexos entre TTPC e flavonoides com ciclodextrina (CD) (CUNHA-FILHO e SA-
BARRETO, 2007).

As CDs séo constituidas por unidades de D-glicopiranose, unidas por ligages
do tipo «(1,4), contendo uma cavidade central com caracteristicas hidrofébicas e
uma superficie externa com carater hidrofilico e, devido a restricdo de rotacdo ao
redor das ligacOes entre as unidades de glicopiranoses, as ciclodextrinas ndo sao
totalmente cilindricas, séo estruturas ciclicas tronco-conicas, ou seja, tem a forma de
um cone truncado (Figura 6, p. 11) (CUNHA-FILHO e SA-BARRETO, 2007).
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Figura 6: Estrutura quimica e forma toroidal da molécula de g-ciclodextrina.

As ciclodextrinas sdo produtos resultantes da degradagéo do amido pela acéo
da enzima amilase ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase), produzidas por micro-
organismo que é capaz de romper um segmento da hélice do amido e unir as duas
porcdes terminais deste fragmento em uma Unica molécula ciclica (SAENGER,
1980). Por modificacdo enzimatica é possivel obter a ciclizacdo de seis, sete ou oito
unidades de glicose, sendo denominadas de a-ciclodextrina (aCD), p-ciclodextrina
(ACD) e jciclodextrina (y)CD), respectivamente (CUNHA-FILHO e SA-BARRETO,
2007).

A estrutura espacial conica e a orientacdo dos grupos hidroxilicos para o
exterior conferem a estes acucares ciclicos, propriedades fisico-quimicas unicas,
sendo capazes de solubilizar-se em meio aquoso e, a0 mesmo tempo, no interior da
sua cavidade, interagir com moléculas hidrofébicas (CUNHA-FILHO e SA-
BARRETO, 2007).

As CDs constituem uma classe de excipientes farmacéuticos com capacidade
para formar complexos de inclusdo com moléculas pouco polares. A habilidade das
CDs em incluir farmacos tem conseguido melhoras na solubilidade,
biodisponibilidade e estabilidade de inumeras férmulas farmacéuticas
comercializadas (CUNHA-FILHO e SA-BARRETO, 2007), como por exemplo, a
capacidade de incrementar a liberacdo de farmacos através da pele sem afetar a
sua funcdo barreira, pois aumenta a permeacdo transdérmica, promovendo a

absorcéo do farmaco.
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A incorporagao das CDs em sistemas farmacéuticos constitui uma realidade
consolidada. Segundo as estatisticas, essas associacbes com CDs ja foram
estudadas com 515 principios ativos, melhorando sua biodisponibilidade,
estabilidade e seguranca (SZEJTLI, 2005). Diversos medicamentos comercializados
no mercado mundial contam com a presenca deste excipiente em suas formulas
(CUNHA-FILHO e SA-BARRETO, 2007).

As BCDs sado as dextrinas ciclicas mais largamente utilizadas para a
complexacdo com varias classes de drogas, como: agentes antitumorais, como a
doxorubicina (KIRCHMEIER et al., 2001), antidiabético, como a tolbutamida (VEIGA
et al., 2000) e anti-inflamatérios, como o piroxicam (DALMORA et al., 2001), que
podem ser administradas por diversas vias como muscular, peridural, oral, nasal e
dérmica (CUNHA-FILHO e SA-BARRETO, 2007).

Ha patentes de ciclodextrinas complexadas com TTPCs da classe dos
lupanos, como o lupeol, &cido betulinico, betulina e outros derivados, que os tornam
candidatos a anticancerigenos. A interacdo entre o TTPC e a CD ocorre entre os
grupos funcionais (OH) dos TTPCs com a cavidade da CD (FALAMAS et al., 2011).

S
N

betulina acido betulinico lupeol

Figura 7: Estrutura quimica do betulina, &cido betulinico e lupeol.

O sericosideo, um TTPC da classe oleanano, é empregado na formulacdo de
cosméticos e produtos dermatolégicos que se encontram no mercado, como
produtos da marca Biotherm®, Eucerim® e Natura (Figura 8, p. 13). Uma patente
relata a combinacdo desse TTPC com yCD (RASCHKE et al., 2001). A formulacao
topica contendo essa combinacdo apresentou maior penetracdo na pele (72% de
absorcdo) e maior solubilidade em agua (18,4 mmol/L) do que o sericosideo na
forma pura (31,2 % de absorcao e solubilidade em agua de 3,4 mmol/L) (RASCHKE
et al., 2001; RODE et al., 2003).
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Figura 8: Estrutura quimica do sericosideo.

De acordo com Soica e colaboradores (2008), a hidroxipropil-y-ciclodextrina
(HPGCD, um derivado da CD), é capaz de formar complexos de inclusédo com &cido
betulinico e com a betulina (Figura 7, p. 12), apresentando tamanho e interacao
satisfatoria, pois ocorre o encaixe desses TTPCs na cavidade da HPGCD. O
complexo formado resultou no aumento da solubilidade e apresentou atividade
antitumoral in vitro e in vivo, quando testado em camundongos (SOICA, et al., 2008).

Recentemente, Soica e colaboradores (2012) observaram que o complexo da
betulina (Figura 7, p. 12) com ciclodextrina mostrou-se mais ativo in vitro e in vivo do
gue apenas a betulina, ou seja, a complexacdo demonstra uma melhoria importante
na atividade antitumoral (SOICA et al., 2008).

Flavonoides, como a quercetina (Figura 9, p. 14), um poderoso antioxidante,
guando incluidos em BCDs modificadas apresentaram um significativo aumento na
solubilidade (DONG et al., 2013). A rutina (um flavonoide glicosilado) apresentou
maior atividade antioxidante quando incluida em CD, com um valor de Clso
(concentragdo para eliminar 50% de radicais livres) préximo ao Trolox, padrdo usado
no teste. Este complexo apresenta também maior estabilidade ao calor (45 °C) e a
luz UV, indicando um maior efeito protetor do flavonoide quando complexado, ja que
a rutina pura degrada facilmente (NGUYEN et al., 2013).
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Figura 9: Estrutura quimica de flavonoides e do Trolox, poderosos antioxidantes.

Schwingel e colaboradores (2008) inseriram um flavonoide, 3-O-
metilquercetina, na cavidade da BCD e este produto apresentou como resultado um
aumento da permeacao do produto na pele de orelha de porco.

A naringenina, um flavonoide anticancerigeno, anti-inflamatorio e antioxidante,
esta presente em abundancia em frutas citricas (“grapefruit’) e no mercado se
encontra em formulacdes de produtos faciais, corporais, medicamentos e bebidas. O
complexo desta substancia com ciclodextrina apresenta um aumento na solubilidade
em agua, portanto, um farmaco com esse composto de inclusdo se torna mais
biodisponivel no organismo (YANG et al., 2013).

Portanto, € de interesse o preparo de compostos de inclusdo com TTPCs e
flavonoides, que venham a ser mais sollveis, biodisponiveis e estaveis,

possibilitando o desenvolvimento de produtos inovadores com atividades bioldgicas.
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2 - OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi dar continuidade as pesquisas de espécies
da familia Celastraceae, buscando comprovar suas propriedades bioldgicas. Neste
contexto, h4 um grande interesse pelas espécies Salacia crassifolia e Maytenus

imbricata.
Como objetivos especificos pretendeu-se:
Realizar o estudo fitoquimico das folhas de Salacia crassifolia.

Preparar e caracterizar sistemas de liberacdo controlada de triterpenos
pentaciclicos e flavonoides, com base em ciclodextrinas visando aumentar a

solubilidade.

Estudar a atividade biol6gica dos extratos e substancias isoladas de Salacia
crassifolia e Maytenus imbricata e também do complexo com ciclodextrina,
realizando testes antimicrobiano (bactéria e fungo), antiparasitario (giardia, ameba e

tricomonas), antioxidante e inibitério da enzima acetilcolinesterase.
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3 - ESTUDO FITOQUIMICO

3.1 - Parte Experimental

3.1.1 - Métodos cromatograficos

Nas cromatografias em camada delgada de silica (CCD) foi utilizada silica gel
60G (Merck ou Vetec) em placa de vidro de 0,25 mm de espessura (CCD analitica)
ativadas a 100 °C em estufa. As colunas cromatograficas classicas foram
preparadas com fase estacionaria de silica gel 60 de tamanho de particula 0,063-
0,200 mm (70-230 Mesh) e 0,040-0,063 mm (230-400 Mesh).

Utilizou-se também o equipamento Isolera One (Biotage®) para cromatografia
liguida de média pressao, utilizando colunas de silica SNAP Ultra®. Para
empacotamento utilizou-se velocidade constante de 12 mL/min e a eluicdo foi
realizada a 8 mL/min.

Para o preparo de colunas cromatograficas de exclusdo foi utilizado

Sephadex LH-20, particulas de 25-100 um de diametro.
3.1.2 - Solventes e reagentes

Alguns dos solventes utilizados como eluentes nos métodos cromatograficos
foram destilados previamente. A reutilizacdo destes solventes, quando em mistura e
para a mesma coluna, foi realizada ap6s andlise de refracdo da luz medida em
refratdmetro para correcdo das propor¢cdes das misturas.

Solventes deuterados, como CDCls, CD30OD, Py-ds, DMSO-ds e D20 foram
utilizados para analise de RMN e estéo indicados em cada caso.

Como revelador de cromatoplacas utilizou-se solucdo 1:1 de acido perclorico
a 3% em agua e vanilina a 1% em etanol. No teste de Liebermann-Burchard
(MATOS, 1980) foram utilizados CHCls, para solubilizar a amostra e, apds completa
solubilizagdo, 1 mL de anidrido acético e duas gotas de acido sulfarico, ambos

concentrados.
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3.1.3 - Instrumentos

As faixas de fusdo foram determinadas em aparelho digital da Microquimica
Equipamentos LTDA (MQAPF-302). Para correcdo das propor¢cdes das misturas
foram utilizados o refratbmetro Abbe de bancada (marca Biobrix) e as massas das
substancias isoladas medidas em balanca analitica AB104 Mettler Toledo e os
extratos medidos em balanca eletrbnica semi-analitica Marte AL 500C, do NEPLAM
no DQ da UFMG.

Para obtencao dos espectros na regido do IV, algumas amostras foram feitas
em pastilhas de KBr ou filme, em espectrometro Shimadzu IR408 pertencente ao DQ
da UFMG. Outras analises foram obtidas utilizando-se aparelhno modelo Spectrum
One Perkin Elmer do Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de
Farmacia da UFMG, com dispositivo ATR.

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometros Bruker Avance DPX-
200 e DRX-400 do LAREMAR no DQ da UFMG, operando a 300 K. Os
deslocamentos quimicos (6) foram registrados em ppm, usando tetrametilsilano
(TMS) como padréo de referéncia interna. As constantes de acoplamento (J) foram
dadas em Hz.

Os espectros de massas foram obtidos utilizando o equipamento LC-MS-IT-
TOF Shimadzu do Departamento de Quimica da UFMG. O gas de arraste foi o
argbénio com 1,5 L/mim, temperatura a 200 °C, voltagem de detecc¢éo 1,63 kV e area
de vacuo (1,1 e904),

3.1.4 - Atividade biolégica

A avaliacdo da atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase e atividades
antibacteriana e antifUngica foram realizadas em colaboracdo com a professora
Jacqueline A. Takahashi no Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios, do
Departamento de Quimica (DQ) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
As atividades giardicida, tricomonicida e amebicida foram realizadas pela doutoranda
Thaisa Helena Silva Fonseca e a professora Maria Aparecida Gomes no Laboratorio
de Parasitologia do Instituto De Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG. A atividade
antioxidante foi realizada por Samuel Favero e a Professora Lucia Pinheiro Santos

Pimenta no Laboratorio de Quimio e Bioprospeccao de Plantas do Cerrado do DQ/
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UFMG. A atividade antinociceptiva foi realizada pela Dra. Clarice de Carvalho Veloso
e a Professora Andrea de Castro Perez no Laboratério de Dor e Analgesia do

Departamento de Farmacologia, do ICB/UFMG.

3.1.5 - Coleta e identificagcdo do material vegetal

Folhas de Salacia crassifolia (Mart.) G. Don. (Celastraceae) foram coletadas
pela Professora Doutora Maria Olivia Mercadante-Simdes, em Montes Claros, Minas
Gerais. Uma exsicata do material encontra-se depositada no Herbario BHCB do
Departamento de Botéanica, no ICB/UFMG, sob o0 nimero 144624.

Raizes de Maytenus imbricata (Celastraceae) foram coletadas no Morro de
Santana, Municipio de Ouro Preto, Minas Gerais. A planta foi identificada pelas
Professoras doutora Rita Maria de Carvalho Okano do Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Vicosa (UFV) e Maria Cristina Teixeira do Departamento de
Botanica da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Uma exsicata do material
encontra-se depositada no herbério do Departamento de Botanica da UFV, sob o
namero 27780.

A preparagdo dos extratos de M. imbricata foi realizada previamente e se

encontra descrita em Rodrigues (2011) e Rodrigues e colaboradores (2012).

A indicacdo dos solventes usados na preparacao dos extratos de folhas de S.
crassifolia e a eluicdo das colunas foram feitas empregando: Hex, CHCIs, AcOEt,
CH2Cl2, COMe2, EtOH e MeOH para os solventes: hexano, cloroférmio, acetato de

etila, diclorometano, acetona, etanol e metanol, respectivamente.
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3.1.6 - Preparacgéo dos extratos das folhas de Salacia crassifolia

Apols a secagem e moagem em moinho de martelos, obteve-se 1,35 kg de

folhas de S. crassifolia. A amostra foi submetida a maceragédo, com solventes em

ordem crescente de polaridade: Hex, CHCIs3, AcOEt e EtOH. Apds filtracdo e

remocdo do solvente por destilagdo a pressdo reduzida, foram obtidos os
respectivos extratos: EHS, ECS, EAS e EES.

A Figura 10 apresenta o esquema utilizado para preparacdo dos extratos das

folhas de Salacia crassifolia.

Folhas moidas

m = 1,35 kg

1. Extragcdo com hexano
2. Filtragao

Remocéo do solvente

Extrato

m = 33,6

hexanico

g

CC com 14,6 g do extrato

1. Eluicdo com MeOH
2. Remocéao do solvente

3. Eluicdo com CHCl3
4. Remocdao do solvente

Extrato
hexanico sem
Guta-Percha

Guta-Percha
m=7,3g9

(EHS)
m=724q

1. CC com 42,6 g do extrato

Torta l

1. Extragdo com CHCl3

2. Filtragao

Remocé&o do solvente

Extrato
cloroférmico
m=44,0g¢g

Torta 2

2. Eluigdo com MeOH

3. Remocéo do solvente

1. Extragc&o com AcOEt

Extrato
cloroférmico sem
Guta-Percha (ECS)
m=120g¢g

2. Filtracéo
Remocéao
do solvente
Extrato em
AcOEt (EAS) Torta 3
m = 13,09
1. Extracdo
1. Eluicdo com CHCI3 com EtOH
2. Remocéo do solvente 2. Filtragéo
3. Remocéo do
solvente
Gr:jtf"zgrgga Extrato em
! EtOH (EES)
m =136,09g

Figura 10: Preparacao dos extratos das folhas de Salacia crassifolia.
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Utilizaram-se para o isolamento e purificacdo, colunas cromatograficas e
cromatografia em camada delgada. Todos os extratos EHS, ECS, EAS, EES e a
maioria das substancias isoladas foram testadas biologicamente.

As fracbes que foram recromatografadas posteriormente foram escolhidas
baseando-se em dois critérios: quantidade e perfil da fragdo em CCD. As fracbes
cujas massas foram pequenas e apresentaram muitas manchas nao foram
estudadas.

A notacdo empregada para codificar os grupos (fracbes agrupadas) obtidos
das colunas realizadas no estudo fitoquimico, tem a inicial da letra da coluna, em
ordem alfabética, seguida pela letra inicial do extrato correspondente: hexanico-H,
clorofébmico-C, acetato de etila-A, etandlico-E (Salacia) e acetato de etila-AE
(Maytenus) e adicionado o numero na ordem de obtencéo, por exemplo Grupo AH1
foi o primeiro grupo obtido da primeira coluna (Coluna AH) do extrato hexanico. As
substancias isoladas de Salacia e Maytenus receberam as iniciais “S” e “M”
respectivamente, seguidas por um namero que indica a ordem de isolamento, por

exemplo, S3 foi a 32 substancia isolada de Salacia.

3.1.6.1 - Elaboracéo do extrato hexanico (EHS) de Salacia crassifolia

O extrato hexanico apresentou uma grande quantidade de guta-percha,
detectado pela consisténcia pastosa, caracteristica desta substancia e este fato foi
confirmado comparando o perfil cromatografico em CCD do extrato com guta-percha
padrdo. Para que esta substancia ndo contaminasse todas as fracdes, foi necesséaria
sua separacgdo, realizando uma pré-purificacdo do extrato. Portanto, este foi
submetido (14,6 g) a uma coluna de filtracdo. Eluiu-se a coluna primeiramente com
MeOH para obtencdo do extrato sem guta-percha EHS (7,2 g) e depois eluiu-se com
CHCIs para a obtencédo da guta-percha correspondendo a 50% do extrato (7,3 ),
conforme metodologia empregada por Oliveira (2012).

EHS (7,2 g) foi submetido a coluna cromatogréfica (Coluna AH: 4 cm/1,26 m),
utilizando 420,0 g de silica gel 60 com tamanho de particula 0,063-0,200 mm (70-
230 Mesh). Desta coluna foram obtidas 302 fragdes de 200 mL cada e utilizados
como eluentes Hex, CHCIs, AcOEt e MeOH puros ou em misturas em gradiente de

polaridade (Tabela 1).
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Tabela 1: Ordem de eluigéo da coluna AH e grupos relacionados
Eluente d;;%%é;L Eluente d:;&(l)%ér%L Grupo Nl(r?qsgs)a
Hex 1-32 Hex/CHCls (35:65) 136-138 AH1 (1) 18,0
Hex/CHCls (96:4) 33-34 Hex/CHCls (3:7) 139-140 AH2 (2 - 3) 51,8
Hex/CHCls (94:6) 35-36 Hex/CHCls (25:75) 141-170 AH3 (4 - 8) 3,6
Hex/CHCls (92:8) 37-38 Hex/CHCls (2:8) 171-181 AH4 (9 - 11) 8,2
Hex/CHClIs (90:10) 39-40 Hex/CHCls (18:82) 182-192 AH5 (12 - 22) 28,0
Hex/CHCls (86:14) 41 Hex/CHCls (16:84) 193-209 AHB6 (23 - 29) 2,1
Hex/CHCls (84:16) 42 Hex/CHCls (14:86) | 210-213 AH7 (30 - 44) 1,2
Hex/CHCls (8:2) 43-55 Hex/CHCls (12:88) | 214-217 AHS (45 - 51) 397,0
Hex/CHCls (78:22) 56-60 Hex/CHCls (1:9) 218-224 AHO9 (52 - 64) 189,0
Hex/CHCls (76:24) 61-62 Hex/CHCls (5:95) 225-234 AH10 (65-71) | 424,2
Hex/CHClIs (74:26) 63-64 CHCls 235-236 AH11 (72-83) | 262,8
Hex/CHCls (72:28) 65-66 CHCIs/AcOEt (98:2) | 237-238 AH12 (84) 72,2
Hex/CHCls (70:30) 67-69 CHCIs/AcOEt (95:5) | 239-240 AH13 (85-90) 370,0
Hex/CHCls (66:34) 70-71 CHCIs/ACOEL (9:1) | 241-273 AH14 (91) 113,0
Hex/CHCls (62:38) 72-75 CHCIs/AcOEt 274-276 AH15 (92 - 103) | 891,4
Hex/CHCls (58:42) 76-78 CHCIs/ACOEL (8:2) | 277-278 | AH16 (104 -149) | 370,0
Hex/CHCls (56:44) 79-112 CHCIs/AcOEL (7:3) | 279-281 | AH17 (150 -242) | 405,3
Hex/CHCls (52:48) 113-120 CHCIs/ACOEL (6:4) | 282-284 | AH18 (243 -270) | 461,0
Hex/CHCls (1:1) 121-126 AcOEt 285-297 AH19 (271) 230,4
Hex/CHCls (48:52) 127-129 AcOEt/MeOH (1:1) | 298-299 | AH20(272-283) | 7,8
Hex/CHCls (43:57) 130-133 AcOEt/MeOH 300-301 | AH21 (284 -291) | 278,7
Hex/CHCls (38:62) 134-135 MeOH 302 AH22 (292 - 301) | 124,9
AH23 (302) 1520,0

As fracbes foram analisadas por CCD e reunidas em 23 grupos de acordo

com o perfil observado nas cromatoplacas (Tabela 1). Algumas fragcbes ndo foram

trabalhadas por se tratarem de misturas complexas e/ou pequenas quantidades.

O fluxograma do isolamento de todas as substancias de EHS encontra-se na

Figura 11, p. 35.

Grupo AH1 (fracdo 1): apresentou-se como um oleo incolor (18,0 mg) soluvel

em CHCIs. Observou-se uma unica mancha de coloracdo roxa em CCD quando

revelada com acido perclérico/vanilina. A analise dos espectros na regido do IV e

RMN de 'H e 13C permitiu identificar o 6leo como sendo o esqualeno (S1).
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Grupo AH2 (fragcbes 2-3): apresentou-se como um solido branco (51,8 mg),
soluvel em CHCIs e insolivel em MeOH. Observou-se uma mancha de coloracéo
roxa em CCD quando revelada com acido perclérico/vanilina. A analise dos
espectros na regido do IV e RMN de H e 3C permitiu identificar o sélido como

sendo guta-percha (S2).

Grupo AH8 (fracdes 45-51): apresentou-se como um sélido pastoso incolor
(397,0 mg). Observou-se uma Unica mancha de coloracdo roxa em CCD quando
revelada com acido perclérico/vanilina. A analise dos espectros na regido do IV e
RMN de 'H e 3C permitiu identificar o composto como sendo 38-palmitiloxi-urs-12-
eno (S3), um éster de a-amirina. Este composto foi isolado pela primeira vez na

familia Celastraceae.

Grupo AH9 (fragdes 52-64): apresentou-se como um sOlido pastoso
amarelado (380,0 mg). O grupo A9 foi submetido a coluna cromatografica, levando

ao isolamento de quantidade adicional de 3B-palmitiloxi-urs-12-eno (S3).

Grupo AH10 (fragcBes 65-71): apresentou-se como um solido marrom (424,2
mg). O grupo AH10 foi submetido a CC de silica (Coluna BH) por apresentar muitas
manchas bem definidas em CCD. Foram utilizados como eluentes Hex, CHCls,

AcOEt e MeOH puros ou em misturas em gradiente de polaridade (Tabela 2, p. 23).
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Tabela 2: Ordem de eluigéo da coluna BH e subgrupos relacionados

Eluente dle:zr;gg:r?L Eluente d':;gi?l_ Grupo I\/I(;sgs)a

Hex 1-2 Hex/CHClIz (4:6) 85-86 BH1 (1 - 16) 4,8
Hex/CHClIs (99:1) 3-4 Hex/CHClIz (3:7) 87-90 BH2 (17 - 41) 5,7
Hex/CHCI3 (97:3) 5-6 Hex/CHCl3 (2:8) 91-94 BH3 (42 - 44) 1,6
Hex/CHClI3 (96:4) 7-8 Hex/CHCls (15:85) 95-96 BH4 (45 - 49) 5,8
Hex/CHClIs (95:5) 9-10 Hex/CHClIz (1:9) 97 — 99 BH5 (50) 3,8
Hex/CHClIs (93:7) 11-12 Hex/CHCls (5:95) 100 -101 BH®6 (51 - 65) 94,8
Hex/CHCIz (9:1) 13-16 CHCIlz 102 - 105 BH7 (66 - 70) 49,8
Hex/CHCls (88:12) 17 -18 | CHCIs/AcOEt (98:2) | 106 — 107 BH8 (71 - 75) 14,5
Hex/CHClIs (85:15) 19-29 | CHCIs/AcOEt (94:6) | 108 — 116 BH9 (76 - 77) 4,1
Hex/CHCls (82:18) 30-32 CHCIs/AcOEt (9:1) 117 - 118 BH10 (78) 1,9
Hex/CHClIz (8:2) 33-37 CHCIs/AcOEt 119-120 BH11 (79 - 86) 3,0

Hex/CHCls (77:23) | 38—46 | CHCI/ACOEt(8:2) | 121-122 | BH12(87-96) | 17,0
Hex/CHCls (75:25) | 47—-49 | CHCI/ACOEt(7:3) | 123-124 | BH13(97-109) | 256
Hex/CHCls (72:28) | 50—52 | CHCI/ACOEt (6:4) | 125- 126 BH14 (110) 2,2
Hex/CHCls (7:3) 53-56 | CHCI/ACOEt(1:1) | 127 -128 | BH15 (111-127) | 100,0
Hex/CHCls (68:32) | 57—58 | CHCI/ACOEt (4:6) | 129—-130 | BH16 (128 - 133) | 12,3

Hex/CHCls (65:35) | 59—61 | CHCI/ACOEt (3:7) | 131- 132 BH17 (134) 1,8
Hex/CHCls (6:4) 62— 63 | CHCIJ/ACOEt (2:8) | 133-134 | BH18(135-140) | 39,0
Hex/CHCls (55:45) | 64— 65 ACOEt 135 - 136
Hex/CHCls (1:1) 66 — 80 MeOH 137 - 140

Hex/CHCls (45:55) | 81- 84

Foram recolhidas 140 fracdes de 25 mL cada. As fracdes foram analisadas
por CCD e agrupadas de acordo com o perfil observado nas cromatoplacas (Tabela
2).

Subgrupo BH1 (fragdes 1-16): apresentou-se como um solido amorfo
pastoso (4,8 mg) e uma mancha azul em CCD quando revelada com &acido
perclérico/vanilina. Este sélido foi analisado por RMN de H e '3 C, indicando tratar-

se de mistura de hidrocarbonetos.

Subgrupo BH6 (fracbes 51-65): apresentou-se como um solido marrom
(94,8 mg) que, por apresentar definidas manchas em CCD, foi submetido a uma
outra coluna cromatografica (coluna de 1,0 cm/30,0 cm e utilizaram-se 8,76 g de
silica gel). Apés o empacotamento da coluna com Hex, utilizaram-se os eluentes

Hex, CHCIs, AcOEt e MeOH puros ou em misturas em gradiente de polaridade.
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Foram obtidas 111 fragbes de 20 mL, que foram agrupadas de acordo com o perfil
cromatografico, mas nao foi possivel o isolamento de nenhuma substéncia pura.

Subgrupo BH7 (fragcbes 66-70): foi obtido como cristal branco (49,8 mg),
com faixa de fusdo 250-255 °C. Observou-se uma Unica mancha de coloracédo
amarela em CCD quando revelada com acido perclorico/vanilina e apresentou teste
LB positivo para TTPC. A andlise dos espectros na regido do IV e RMN de 'H e 13C
permitiu identificar o s6lido como sendo 3-oxo-friedelano (S4).

Subgrupo BH8 (fragcbes 71-75): foi obtido como cristal branco (14,5 mg),
com faixa de fusédo 270-274 °C. Observou-se uma Unica mancha de coloracdo roxa
em CCD quando revelada com acido perclérico/vanilina e apresentou teste LB
positivo para TTPC. A andlise dos espectros na regido do IV e RMN de !H e 13C
permitiu identificar o sélido como sendo 38-hidroxifriedelano (S5).

Subgrupo BH15 (fracbes 111-127): foi obtido um soélido esverdeado,
recromatografado, mas néo se isolou nenhuma substancia pura.

Subgrupo BH18 (fragdes 135-140): foi obtido cristal branco (39,0 mg). Este
composto foi soluvel apenas em agua e, devido a auséncia de sinal nos espectros
de RMN de 'H e 13C, foi possivel concluir que se tratava de um composto inorganico.

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

misturas complexas e/ou com massa insuficiente para realizacédo de outras colunas.

Grupo AH11 (fracBes 72-83): apresentou-se como um solido branco
amarelado (262,8 mg), que foi purificado usando MeOH, obtendo-se assim, cristal
branco (204,0 mg). Este cristal apresentou uma Unica mancha de coloracdo roxa em
CCD quando revelada com acido perclorico/vanilina e apresentou teste LB positivo
para TTPC. A analise dos espectros na regido do IV e comparagdao por CCD do
sélido com o padrao permitiu identificar o sélido como sendo 3B-hidroxifriedelano
(S5).

Grupo AH12 (fracdo 84): apresentou-se como um solido branco amarelado
(72,2 mg) e obteve uma Unica mancha de coloragéo roxa em CCD quando revelada
com acido perclorico/vanilina. A analise em CCD desse sélido com padréao ja isolado
permitiu identificar o sélido como sendo 38-hidroxifriedelano (S5) impuro.

Grupo AH13 (fracdes 85-90): apresentou-se como um sélido amarelo (370,0

mg) e por apresentar varias manchas bem definidas em CCD, foi recromatografado
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(coluna CH: 2,5 cm/61,0 cm com 43,3 g de silica gel). Ap6s o empacotamento da
coluna com Hex, utilizaram-se os eluentes Hex, AcCOEt e MeOH puros ou em

misturas em gradiente de polaridade (Tabela 3).

Tabela 3: Ordem de elui¢éo da coluna CH e subgrupos relacionados

Eluente Fracao de 20 mL Subgrupo Massa (mg)
Hex 1-10 CH1 (1 - 23) B

Hex/AcOEt (99:1) 11-45 CH2 (24 - 31) 13,1
Hex/AcOEt (98:2) 46 — 65 CH3 (32 - 37) 9,6
Hex/AcOEt (97:3) 66— 69 CH4 (38 - 52) 24,8
Hex/AcOEt (96:4) 70— 72 CH5 (53 - 74) 198,0
Hex/AcOEt (95:5) 73-78 CHB6 (75 - 84) 11,0
Hex/AcOEt (94:6) 79 - 82 CH7 (85 - 87) 6,4
Hex/AcOEt (91:9) 83 - 86 CH8 (88 - 90) 2,2
Hex/AcOEt (7:3) 87 — 96 CH9 (91 - 92) 15,5

AcOEt 97 — 102 CH10 (93 -97) 3,3

MeOH 103 CH11 (98 - 103) 15,3

Foram recolhidas 103 fracdes de 20 mL cada. As fracdes foram analisadas
por CCD e agrupadas de acordo com o perfil observado nas cromatoplacas (Tabela
3).

Subgrupo CHS5 (fracdes 53-74): apresentou-se como um soélido branco
amarelado (198,0 mg), que foi purificado usando hexano, obtendo assim um cristal
branco (148,7 mg). Este cristal, com faixa de fusdo 160-164 °C, apresentou uma
Gnica mancha de coloracdo roxa em CCD quando revelada com acido
perclérico/vanilina e teste LB positivo para TTPC. A analise dos espectros na regiao
do IV e RMN de 'H e '3C permitiu identificar o sélido como sendo mistura de a-
amirina e B-amirina (S6).

Subgrupo CH11 (fracdes 98-103): apresentou-se como um solido branco
amarelado (15,3 mg) que foi purificado usando MeOH, obtendo-se assim, cristal
branco (4,8 mg), com apenas uma Unica mancha de colora¢do roxa em CCD quando
revelada com acido perclérico/vanilina. A analise dos espectros na regido do IV e
RMN de *H e *3C permitiu identificar o sélido como sendo alcool graxo.

Grupo AH14 (fracdo 91): apresentou-se como um soélido amarelo (113,0 mg),

por apresentar varias manchas em CCD bem definidas, realizou-se uma coluna
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cromatografica (Coluna DH: 2,2 cm/58,0 cm) com 26,1 g de silica gel. Apds o
empacotamento da coluna com Hex, utilizaram-se os eluentes Hex, CHCIs, AcOEt e

MeOH puros ou em misturas em gradiente de polaridade (Tabela 4).

Tabela 4: Ordem de eluicéo da coluna DH e subgrupos relacionados

Eluente dle::r;g?r?L Grupo Massa (mg)
Hex 1-18 DH1 (0-21) 3,0
Hex/ AcOEt (99:1) 19 - 37 DH2 (22 - 23) 3,9
Hex/ AcOEt (98:2) 38-47 DHS3 (24) 2,7
Hex/ AcOEt (97:3) 48 — 52 DH4 (25 - 28) 14,6
Hex/ AcOEt (95:5) 53 -55 DHS5 (29 - 30) 2,1
Hex/ AcOEt (94:6) 56 — 58 DH6 (31 - 36) 7,1
Hex/ AcOEt (93:7) 59 — 65 DH7 (37) 2,9
Hex/ AcOEt (92:8) 66 — 67 DH8 (39 - 53) 25,1
Hex/ AcOEt (9:1) 68 — 76 DH9 (54 - 55) 2,2
Hex/ AcOEt (8:2) 77-178 DH10 (56 — 64) 21,0
HEXx/AcOEt (6:4) 79— 80 DH11 (65— 67) 2,7
AcOEt 81-82 DH12 (68 — 82) 53
MeOH 83 DH13 (83) 2,0

Foram recolhidas 83 frac6es de 25 mL cada. As fragbes foram analisadas por
CCD e agrupadas de acordo com o perfil observado nas cromatoplacas (Tabela 4).

Os Subgrupos DH3, DH5, DH9 e DH13 foram analisados por CCD e
apresentaram apenas uma mancha, indicando que as fragcdes estavam puras, mas
nao foi possivel identifica-los devido a pequena quantidade. Ja os outros subgrupos
apresentaram muitas manchas em CCD e/ou pequena quantidade.

Subgrupo DH8 (fracdes 39-53): apresentou-se como um solido branco
amarelado (25,1 mg), que, apés a purificacdo com hexano, obteve-se um solido
branco em forma de cristal (7,3 mg). Este composto apresentou uma unica mancha
de coloracéo roxa em CCD quando revelada com acido perclorico/vanilina. A anélise
dos espectros na regido do IV e RMN de 'H permitiu identificar o sélido como sendo
quantidade adicional de a-amirina e B-amirina (S6).

Subgrupo DH10 (fracdes 56-64). apresentou-se como um solido amarelo
(21,0 mg), que foi purificado com MeOH, obtendo cristais brancos (10,1 mg). Estes

cristais com faixa de fusdo 130-133 °C apresentam uma Unica mancha de coloracao
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roxa em CCD quando revelada com &cido percldrico/vanilina. A analise dos
espectros na regido do IV e RMN de 'H e 3C permitiu identificar o sélido como
sendo B-sitosterol (S7).

Grupo AH15 (fracbes 92-103): apresentou-se como um sélido amarelo
(891,4 mg). Por apresentar varias manchas em CCD bem definidas, realizou-se uma
cromatografia em coluna (Coluna EH: 3,0 cm/76,0 cm; com 100 g de silica gel). Apos
0 empacotamento da coluna com Hex, utilizaram-se os eluentes Hex, CHCIs3, AcOEt

e MeOH puros ou em misturas em gradiente de polaridade (Tabela 5).

Tabela 5: Ordem de eluicédo da coluna EH e subgrupos relacionados

Eluente d':gg?gl_ Eluente dl(:rzag?:\)L Grupo l\?;sgs)a
Hex/CHCIz (1:1) 1-3 CHCIs/AcOEt 88-90 EH1 (1) 1,7
Hex/CHCIz (1:1) 4 CHCIs/AcOEt 91 -102 EH2 (2) 6,1
Hex/CHCIz (1:1) 5-6 CHCIs/AcOEt 103 - 105 EH3 (3-5) 7,7
Hex/CHCIz (1:1) 7-9 CHCIs/AcOEt 106 — 108 EH4 (6 — 14) 32,0
Hex/CHCIz (1:1) 10-13 CHCIs/AcOEt 109 — 115 EH5 (15 - 29) 166,3
Hex/CHCIz (1:1) 14 -25 CHCIs/AcOEt 116 - 118 EH6 (30 - 65) 174,7
Hex/CHCIz (1:1) 26 - 52 CHCIs/AcOEt 119 -120 EH7 (66 — 68) 47,8

CHCls 53 -58 AcOEt 121 -123 EH8 (69 - 75) 101,4
CHCI3/AcOEt (7:3) 59 -84 AcOEt /MeOH 124 - 132 EH9 (76 — 99) 112,7
CHCIs/AcOEt (7:3) 85 - 87 EH10 (100 — 102) 22,4

EH11 (103 -125) | 131,8
EH12 (132) 33,0

Foram recolhidas 132 fracdes de 25 mL cada. As fracdes foram analisadas
por CCD e agrupadas de acordo com o perfil observado nas cromatoplacas (Tabela
5).

Subgrupo EH3 (fragcbes 3-5): apresentou-se como um sélido branco
amarelado (7,7 mg) que, apoés purificagdo com EtOH, forneceu um solido branco (6,1
mg), com apenas uma mancha de coloragdo roxa em CCD, quando revelada com
acido perclérico/vanilina. A analise dos espectros na regido do IV e RMN de H e 3C
permitiu identificar o sélido como sendo alcool graxo.

Subgrupo EH4 (fracdes 6-14). apresentou-se como um solido branco
amarelado (32,0 mg), que foi purificado usando hexano, obtendo-se, um cristal

branco (23,2 mg), com uma Unica mancha de coloracdo roxa em CCD quando
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revelada com acido perclérico/vanilina e apresentou teste LB positivo para TTPC. A
analise do espectro na regido do IV e a comparacao do cromatograma do solido com
padrao, permitiram identificar o sélido como sendo a-amirina + B-amirina (S6).

Subgrupo EH5 (fracdes 15-29): apresentou-se como um soélido amarelo
(166,3 mg) que, por apresentar manchas em CCD bem definidas, foi
recromatografado e obteve-se um acido graxo, identificado por analise dos espectros
de RMN de H e 13C.

Subgrupo EH6 (fracbes 30-65): apresentou-se como um sélido branco
amarelado (174,7 mg), a adicdo de MeOH e posterior filtragdo levou a obtencéo de
um sélido branco (71,2 mg), com uma unica mancha de coloragdo roxa em CCD
guando revelada com &cido perclérico/vanilina. A analise do espectro na regidao do
IV e a comparacdo em CCD do so6lido com o padrdo permitiram identificar o solido
como sendo B-sitosterol (S7).

Subgrupo EH8 (fracbes 69-75): apresentou-se como um soélido branco
amarelado (101,4 mg), a adicdo de MeOH e posterior filtracdo levou a obtencdo de
um soélido branco (20,0 mg). Apresentou faixa de fusdo 255-260 °C, apenas uma
mancha de coloragéo roxa em CCD quando revelada com &cido perclérico/vanilina e
teste LB positivo para TTPC. A andlise dos espectros na regido do IV e RMN de 'H e
13C permitiu identificar o sélido como sendo 3-o0x0-28-hidroxifriedelano (S8).

Subgrupo EH9 (fracbes 76-99): apresentou-se como um sélido branco
amarelado (112,7 mg). A adicdo de MeOH e posterior filtracdo levou a obtencéo de
um sélido branco (27,2 mg). Péde-se observar apenas uma mancha de coloragédo
roxa em CCD quando revelada com &acido perclorico/vanilina, teste LB positivo para
TTPC e faixa de fusédo 233-236 °C. A analise dos espectros na regido do IV e RMN
de H e 3C permitiu identificar o sélido como sendo 3-ox0-29-hidroxifriedelano
(S9).

O subgrupo EH7 e os filtrados das fracdes de EH8 e EH9 apresentaram perfis
parecidos em CCD, sendo portanto agrupados (EH7 + EH8 + EH9) e submetidos a
CC. Essa coluna levou a obtengcédo de mais quantidade de S8 (9,6 mg) e S9 (17,7
mg), além de acido graxo.

Grupo AH16 (fracdes 104-149): apresentou-se como um soélido amarelo
(370,0 mg). A adicdo de MeOH e posterior filtracdo forneceu um sdlido branco (45,4

mg), que apresentou uma unica mancha de coloracdo roxa em CCD quando
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revelada com acido perclérico/vanilina. A andlise do espectro na regido do IV e
comparacao em CCD do sélido com padrao isolado permitiu identificar o s6lido como

sendo 3-0x0-29-hidroxifriedelano (S9).

O filtrado do grupo AH16 (313,0 mg) apresentou varias manchas em CCD,
sendo portanto submetido a uma nova coluna cromatografica (Coluna FH: 1,9
cm/53,0 cm). Utilizaram-se 33,25 g de Florisil e, apdés o empacotamento da coluna
com Hex, utilizaram-se os eluentes Hex, CHCIs, AcOEt e MeOH puros ou em

misturas em gradiente de polaridade (Tabela 6).

Tabela 6: Ordem de elui¢édo da coluna FH e subgrupos relacionados

Eluente d';r;gi)l_ Eluente dzrggg:;)l_ Grupo I\/I(re:]sgs)a
Hex/CHClIz (4:6) 1-2 CHCI3/AcOEt (95:5) 25-27 FH1 (1 - 20) 38,8
Hex/CHClIs (36:64) 3-5 CHCIs/AcOEt (9:1) 28 — 29 FH2 (21 - 40) 254
Hex/CHClIs (32:68) 6-8 CHCIs/AcOEt (86:14) | 30-33 FH3 (41 -47) 155,4

Hex/CHCls (28:72) 9-11 | CHCL/ACOEt (82:18) | 34— 36

Hex/CHCls (22:78) | 12-13 | CHCIJ/ACOEt (78:22) | 37-38

Hex/CHCls (16:84) | 14-—15 | CHCI/ACOEL (74:26) | 39— 41

Hex/CHCls (12:88) | 16-18 | CHCIACOEt(1:1) | 42-44

Hex/CHCls (5:95) 19- 21 ACOEt 45— 46

CHCls 22 -24 MeOH 47

Foram recolhidas 47 fragbes de 25 mL cada. As fracdes foram analisadas por
CCD e agrupadas de acordo com o perfil observado nas cromatoplacas (Tabela 6).

Subgrupo FH1 (fracbes 1-20): apresentou-se como sélido branco (38,8 mg)
com uma unica mancha de coloracdo roxa em CCD quando revelada com acido
perclérico/vanilina. A comparacdo da analise em CCD do solido com o padréao ja
isolado, permitiu identificar FH1 como sendo B-sitosterol (S7).

Subgrupo FH2 (fragbes 21-40): apresentou-se como cristal branco (25,4
mg). A andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C permitiu identificar o sélido como
sendo uma mistura de  3-0x0-28-hidroxifriedelano  (S8), 3-0x0-29-
hidroxifriedelano (S9) e mais um triterpeno nao identificado.

Subgrupo FH3 (fracbes 41-47): Apresentou-se como um solido marrom
(155,4 mg) com um rastro marrom e uma mancha verde em CCD, portanto, a fracao

nao foi trabalhada.
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Grupo AH17 (fracdes 150-242): apresentou-se como um sélido amarelo
(405,3 mg). Por apresentar varias manchas em CCD, realizou-se uma cromatografia
em coluna (Coluna GH: 2,5 cm/60,0 cm) com 62,4 g de silica gel 60. Apds o
empacotamento da coluna com Hex, utilizaram-se os eluentes Hex, CHCIs, AcOEt e

MeOH puros ou em misturas em gradiente de polaridade (Tabela 7).

Tabela 7: Ordem de eluicéo da coluna GH e subgrupos relacionados

Eluente d';r;gg:;)l_ Eluente d'e::r;g?;)L Grupo I\/I(;sgs)a
Hex/CHClI3 (35:65) 1-4 CHCI3/AcOEt (95:5) | 117 — 119 GH1 (1) 34,3
Hex/CHCIz (3:7) 5-11 CHCIs/AcOEt (92:8) | 120 - 131 GH2 (2 - 15) 13,4
Hex/CHCIz (28:72) 12-13 CHCIs/AcOEt (9:1) | 132-134 GH3 (16 — 18) 0,6
Hex/CHCIz (25:75) 14 - 16 CHCIs/AcOEt (8:2) | 135-136 GH4 (19 - 33) 9,3
Hex/CHClI3 (22:78) 17 -18 CHCIs/AcOEt (7:3) 137 - 138 GH5 (34 - 52) 52,5
Hex/CHClIz (2:8) 19-20 CHCIs/AcOEt (6:4) | 139 — 140 GH6 (53 — 58) 3,9
Hex/CHClI3 (15:85) 21-26 CHCIs/AcOEt (1:1) | 141 -143 GH7 (59 — 66) 5,8
Hex/CHCIz (1:9) 27 -39 CHCIs/AcOEt (4:6) | 144 — 145 GH8 (67 - 77) 12,6
Hex/CHCIz (5:95) 40 - 56 CHCIs/AcOEt (3:7) | 146 — 147 GH9 (78 — 80) 11,6
Hex/CHCIz (2:98) 57 — 65 CHCIs/AcOEt (2:8) | 148 -149 | GH10 (81 -89) 14,6
Hex/CHClIz (1:99) 66 — 67 CHCIs/AcOEt (1:9) | 150-151 | GH11 (90 —141) 128,7
CHCIz 68 —-72 AcOEt 152 — 156 | GH12 (142 — 159) 57,8
CHCI3/AcOEt (99:1) | 73-113 AcOEt/MeOH (1:1) | 157 — 162 | GH13 (160 - 161) 32,9
CHCIs/AcOEt (97:3) | 114 - 116 MeOH 163 GH14 (162 — 163) 7,4

Foram recolhidas 163 fragbes de 25 mL cada. As fragcdes foram analisadas
por CCD e agrupadas de acordo com o perfil observado nas cromatoplacas (Tabela
7).

Subgrupo GH1 (frac&o 1): apresentou-se como um liquido incolor (34,3 mg),
gue apresentou uma unica mancha de coloracédo roxa em CCD quando revelada
com &cido perclérico/vanilina. A andlise dos espectros de RMN de H e '3C indicou
tratar-se de mistura de hidrocarbonetos.

Subgrupo GH5 (fragcbes 34-52): apresentou-se como um solido branco
amarelado (52,5 mg) que, apos purificacdo com MeOH, resultou na obtencdo de
cristal branco em forma de agulha (25,7 mg). Este sélido apresentou faixa de fusao
142-145 °C e apenas uma mancha de coloragcéo roxa em CCD quando revelada com
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acido perclérico/vanilina. A andlise dos espectros na regido do IV e RMN de H e 3C
permitiu identificar o s6lido como sendo acido 3,4-seco-friedelan-3-oico (S10).
Subgrupo GH8 (fragbes 67-77): apresentou-se como um sélido branco
amarelado (12,6 mg), que foi purificado usando MeOH, obtendo-se, um cristal
branco em forma de agulha (8,3 mg), que apresentou uma Unica mancha de
coloracdo roxa em CCD quando revelada com acido perclérico/vanilina e foi positivo
no teste LB para TTPC. A andlise dos espectros na regido do IV e RMN de 'H

permitiu identificar o s6lido como sendo 3-0x0-29-hidroxifriedelano (S9).

Grupo AH18 (fracBes 243-270): apresentou-se como um sdlido verde escuro
(461,0 mg) que, por apresentar varias manchas em CCD, foi recromatografado
(Coluna HH: 1,5 cm/30,0 cm) com 143,3 g de silica gel 60. Apés o empacotamento
da coluna com Hex, utilizaram-se os eluentes Hex, CHCls, AcOEt e MeOH puros ou

em misturas em gradiente de polaridade (Tabela 8, p. 32).
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Tabela 8: Ordem de elui¢éo da coluna HH e subgrupos relacionados
Eluente d';r;gg::l_ Eluente d';r;gi?l_ Grupo I\?;sgs)a
Hex 1-3 CHCIs/AcOEt (9,5:0,5) 65— 73 HH1 (1 - 6) 10,0
Hex/CHClI3 (98:2) 4-5 CHCIs/AcOEt (9,3:0,7) 74 -75 HHI2 (7 - 9) 0,8
Hex/CHCl3 (96:4) 6-7 CHCIs/AcOEt (9:1) 76 -77 HH3 (10 - 12) 0,9
Hex/CHClIs (94:6) 8-9 CHCIs/AcOEt (8,5;1,5) 78 — 80 HH4 (13 - 19) 1,3
Hex/CHClIs (92:8) 10-13 CHCI3/AcOEt (8:2) 81-82 HH5 (20 - 21) 11
Hex/CHClI3 (9:1) 14 -15 CHCIs/AcOEt (7,5:2,5) 83-84 HH6 (22) 0,8
Hex/CHCI3 (8,5:1,5) 16 — 17 CHCI3/AcOEt (7:3) 85— 86 HH7 (23) 2,2
Hex/CHCl3 (8:2) 18-20 CHCI3/AcOEt (6,5:3,5) 87 — 88 HH8 (24) 2,5
Hex/CHCIs3 (7,5:2,5) 21-25 CHCI3/AcOEt (6:4) 89-91 HH9 (25) 14
Hex/CHClI3 (7:3) 26 - 28 CHCIs/AcOEt (5,5:4,5) 92 -93 HH10 (26) 0,8
Hex/CHClIs (6,5:3,5) 29-31 CHCI3/AcOEt (1:1) 94 - 95 HH11 (27 - 32) 2,8
Hex/CHCls (6:4) 32-35 CHCI3/AcOEt (4,5:5,5) 96 — 97 HH12 (33 - 39) 7,0
Hex/CHClIs (5,5:4,5) 36 — 40 CHCI3/AcOEt (4:6) 98 — 99 HH13 (40 — 49) 7,5
Hex/CHCls (1:1) 41 -42 CHCIs/AcOEt (3,5:6,5) | 100101 | HH14 (50 - 57) 9,8
Hex/CHClIs (4,5:5,5) 43 - 44 CHCI3/AcOEt (3:7) 102 — 103 HH15 (58) 11
Hex/CHCls (4:6) 45— 46 CHCI3/AcOEt (2,5:7,5) | 104—105 | HH16 (59 - 62) 5,2
Hex/CHClI3 (3,5:6,5) 47 - 48 CHCI3/AcOEt (2:8) 106 — 107 | HH17 (63 - 79) 99,9
Hex/CHCl3 (3:7) 49 - 50 CHCIs/AcOEt (1,5:8,5) | 108 —109 | HH18 (80 -119) | 267,2
Hex/CHCIs (2,5:7,5) 51 -52 CHCI3/AcOEt (1:9) 110 -111
Hex/CHCls (2:8) 53 -54 CHCIs/AcOEt (0,5:9,5) | 112-113
Hex/CHCIs (1,5:8,5) 55 - 56 AcOEt 114 - 115
Hex/CHClIs (1:9) 57 — 58 AcOEt/MeOH (1:1) 116 — 118
Hex/CHCIs (0,5:9,5) 59 - 60 MeOH 119
CHCls 61— 64

Foram recolhidas 119 fracdes de 25 mL cada. As fracbes foram analisadas

por CCD e agrupadas de acordo com o perfil observado nas cromatoplacas (Tabela

8).

Subgrupo HH14 (fracdes 50-57): apresentou-se como um sdlido branco (9,8

mg), com faixa de fusdo 210-216 °C. Obteve-se apenas uma mancha de coloragéo

roxa em CCD quando revelada com &cido perclérico/vanilina e teste LB positivo para

TTPC. A andlise dos espectros na regido do IV e RMN de 'H e '3C permitiu

identificar o solido como sendo 3B-hidroxi-olean-9(11):12-dieno (S11).
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Subgrupo HH18 (fracdes 80-119): apresentou-se como um soélido marrom
(267,2 mg), com varias manchas em CCD. Este sélido foi submetido a uma coluna
cromatografica, mas nao foi possivel o isolamento de substancias puras.

Grupo AH19 (fracdo 271): apresentou-se como um soélido marrom (230,4
mg), que, por apresentar varias manchas em CCD, foi recromatografado (coluna de
1,5 cm/46,0 cm; com 13,81 g de silica gel 60). Ap6s o empacotamento da coluna
com Hex, foram utilizados como eluentes Hex, CHCIs, AcOEt e MeOH puros ou em
misturas em gradiente de polaridade. Foram obtidas 24 fragcbes de 25 mL. As
fracOes foram analisadas por CCD e agrupadas de acordo com o perfil observado
nas cromatoplacas e foi isolado apenas acidos graxos (105,0 mg), caracterizados
pela andlise do espectro de RMN de H e 3C.

Grupo AH20 (fragdes 272-283): apresentou-se como um solido branco (7,8
mg), com faixa de fusdo 72-75 °C e apenas uma mancha de coloragédo roxa em CCD
guando revelada com acido perclérico/vanilina. A analise dos espectros na regido do
IV e RMN de 'H e 3C permitiu identificar o s6lido como sendo acido graxo.

Grupo AH21 (fracbes 284-291):. apresentou-se como um solido marrom
(278,7 mg), que, por apresentar varias manchas em CCD, realizou-se uma coluna
cromatografica (Coluna IH: 2,0 cm/40,0 cm) com 23,77 g de silica gel 60. Ap6s o
empacotamento da coluna com Hex, utilizaram-se os eluentes Hex, CHCIs, AcOEt e
MeOH puros ou em misturas em gradiente de polaridade (Tabela 9).

Tabela 9: Ordem de eluicéo da coluna IH e subgrupos relacionados

Eluente dgrggér:L Eluente d?;gi(:l_ Grupo l\?re:]sgs)a
Hex/CHCls (2:8) 1-2 CHCI3/ACOEt (7:3) 37-41 IH1 (1 - 8) 3,4
Hex/CHCl3 (1:9) 3-6 CHCIs/AcOEt (65:35) 42 — 45 IH2 (9 - 11) 1,2

Hex/CHClIs (5:95) 7-8 CHCI3/AcOEt (6:4) 46 — 49 IH3 (12) 2,4
CHCls 9-14 CHCIs/AcOEt (1:1) 50 -51 IH4 (13 - 37) 56,3

CHCIs/AcOEt (98:2) 15-19 CHCI3s/AcOEt (4:6) 52-57 | IH5(38-42) 26,3

CHCIs/AcOEt (96:4) | 20-21 CHCIs/AcOEt (3:7) 58-59 | IH6(43-74) 55,6

CHCIs/AcOEt (94:6) 22-23 CHCIs/AcOEt (2:8) 60 - 65 IH7 (75) 38,9
CHCIs/AcOEt (9:1) 24-28 CHCIs/AcOEt (1:9) 66 — 67

CHCI3/AcOEt (88:12) | 29-30 AcOEt 68-71

CHCIs/AcOEt (85:15) | 31-32 ACOEt/MeOH (1:1) 2-74
CHCI3/AcOEt (8:2) 33-34 MeOH 75

CHCIs/AcOEt (7,5:2,5) | 35— 36
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Foram recolhidas 75 fragbes de 25 mL cada. As fracdes foram analisadas por
CCD e agrupadas de acordo com o perfil observado nas cromatoplacas (Tabela 9, p.
33).

Subgrupo IH4 (fragcbes 13-37): apresentou-se como solido branco (56,3 mg)
com apenas uma mancha de coloracdo roxa em CCD quando revelada com acido
perclérico/vanilina. A andlise dos espectros RMN de 'H permitiu caracterizar o sélido

como sendo acido graxo.

Subgrupo IH5 (fracbes 38-42). apresentou-se como cristal branco em forma
de agulha (26,3 mg), com apenas uma mancha de coloracdo roxa em CCD quando
revelada com &cido perclorico/vanilina e faixa de fusdo 281-284 °C. A andlise dos
espectros na regidao do IV e RMN de 'H e 3C permitiu identificar o sélido como
sendo o 28,29-di-hidroxifriedelan-3-ona (S12). Este composto é inédito no género

Salacia.

Os subgrupos IH6 e IH7 apresentaram rastros em CCD e nenhuma mancha
bem definida, portanto, ndo foram trabalhados.

Grupo AH22 (fracdes 292-301) apresentou-se como um sélido marrom
(124,9 mg). Na cromatoplaca apareceram varias manchas de coloracdo roxa, com
perfil complexo quando revelada com &cido perclérico/vanilina. Mesmo assim,
realizou-se cromatografica em coluna (2,5 cm/35,0 cm) com 19,4 g de silica gel 60.
Apds o empacotamento da coluna com Hex, utilizaram-se os eluentes Hex, CHCls,
AcOEt e MeOH puros ou em misturas em gradiente de polaridade e coletaram-se
frac6es de 10 mL. Na fracdo inicial da coluna obteve-se um sdlido que apresentou
uma mancha roxa em CCD, quando revelada com &cido perclérico e vanilina. O
composto foi caracterizado pela analise do espectro de RMN de 'H e 3C como
sendo acido graxo.

Grupo AH23 (fracdo 302): apresentou-se como um solido branco (1520,0
mg), soluvel apenas em H20. N&o apresentou mancha em CCD quando revelado
com acido perclorico e vanilina. Nao apresentou nenhum sinal nos espectros de
RMN de 'H e 13C, indicando tratar-se de um composto inorganico.

A Figura 11 (p. 35) resume o fracionamento do extrato EHS de folhas de

Salacia crassifolia.
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EHS

Coluna AH

Y

Y

Y

Y

Y

Y

Y

v

Y

AH1 AH2 AH8 | | AH9 | [AH10 AH11| |AH12| [AH13 AH14
1 2-3 45-51 52-64 65-71 72-83 84 85-90 91
S1 S2 S3 S3 S5 S5
180mg 51,8mg 397,0mg 380,0mg |coluna 204.0mg 722mg Coluna Coluna
Y BH y CH y DH
\ Y Y Y
BH7 BHS8 CH5 DH8 DH10
66-70 71-75 53-74 39-53 56-64
S4 S5 S6 S6 S7
49,8 mg 14,5 mg 148,7 mg 7,3 mg 21,0 mg
Y + \
AH15 AH16 AH17 AH18 AH21
92-103 104-149 150-242] 243-270 284-291
Coluna Coluna Coluna
Y y GH y HH IH
l Y HH14 Y
IH5
50-57
45,4 mg 34-52 67-77 *
Coluna S11
Y 9,8 mg S12
S10 S9 26,3 mg
+ 25,7 mg 8,3 mg
FH1 FH2
1-20 21-40
S7 S8+ S9
Coluna 38,8mg 25,4 mg
EH
Y
Y Y \
EH4 EH6 EH7 EH8 EH9
6-14 30-65 66-68 69-75 76-99
S6 S7 S8+S9 S8 S9
232mg 71,2mg 27,3mg 20,0mg 27,2mg

Figura 11: Fracionamento do extrato EHS de folhas de Salacia crassifolia.
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3.1.6.2 - Elaboracédo do extrato cloroférmico (ECS) de Salacia crassifolia

O extrato cloroférmico apresentou também uma grande quantidade de guta-
percha, detectada por comparacéo do perfil cromatografico em CCD do extrato com
guta-percha padrdo ja isolada no extrato hexanico. Portanto, o extrato (44,0 g) foi
submetido a uma coluna de filtracdo, primeiramente com MeOH para obtencéo do
extrato sem guta-percha ECS (12,0 g) e, depois, com CHCIs para a obtencdo da
guta-percha (30,0 g).

Parte de ECS (9,0 g) foi submetida a coluna cromatografica (Coluna AC: 4,5
cm/0,95 m), utilizando 371,0 g de silica gel 60 com tamanho de particula 0,063-
0,200 mm (70-230 Mesh). A coluna foi empacotada com hexano e utilizaram-se os
eluentes Hex, CHCIs, AcOEt e MeOH puros ou em misturas, em ordem crescente de

polaridade. Foram obtidas 214 fracdes de 250 mL cada (Tabela 10).

Tabela 10: Ordem de eluicéo da coluna AC e grupos relacionados

Eluente dgrz?)%é::”_ Eluente d:;%%al?m_ Grupo M(?jg;i*

Hex 1-2 CHCl3 40 ACl1(1-12) 86,8
Hex/CHClIs (95:5) 3-5 CHCIs /AcOEt (95:5) 41-91 AC2 (13- 14) 11,2
Hex/CHCIs (90:10) 6-7 CHCIs /AcOEt (90:10) 92-102 AC3 (15 - 24) 80,9
Hex/CHCls (85:15) 8-11 CHCIs /AcOEt (85:15) 103-110 AC4 (25 - 30) 10,2
Hex/CHCls (80:20) 12-15 CHCIs /AcOEt (80:20) 111-116 AC5 (31 - 32) 9,7
Hex/CHCls (75:25) 16 CHCI3 /AcOEt (75:25) 117-122 ACB6 (33) 3,7
Hex/CHCIs (70:30) 17 CHCIs /AcOEt (70:30) 123-127 AC7 (34 - 35) 6,2
Hex/CHClIs (65:35) 18 CHCIs /AcOEt (65:35) 128-133 ACS8 (36 - 41) 11,8
Hex/CHCIs (60:40) 19 CHCIs /AcOEt (60:40) 134-138 AC9 (42 - 66) 3,5
Hex/CHCIs (55:45) 20-21 CHCIs /AcOEt (55:45) 139-143 AC10 (67 - 93) 20,2
Hex/CHCls (50:50) 22 CHCIs /AcOEt (50:50) 144-150 AC11 (94 - 105) 3,9
Hex/CHCls (45:55) 23 CHCIs /AcOEt (40:60) 151-161 | AC12 (106 - 116) 52
Hex/CHCls (40:60) 24 CHCIs /AcOEt (30:70) 162-172 | AC13 (117 - 136) 24,4
Hex/CHCls (30:70) 25 CHCIs /AcOEt (20:80) 173-185 | AC14 (137 - 148) 18,7
Hex/CHCIs (25:75) 26 CHCIs/AcOEt (10:90) 186-188 | AC15 (149 - 181) 8,6
Hex/CHCIs (20:80) 27-29 AcOEt 189-201 | AC16 (182-200) | 167,3
Hex/CHCIs (15:85) 30-32 AcOEt/MeOH (50:50) 202-213 | AC17 (201 - 214) 8,0
Hex/CHCIs (10:90) 33-35 MeOH 214
Hex/CHClI3 (50:95) 36-39

*Massa apos sucessivas purificagdes com acetona
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Todas as fraches apresentaram coloracdo verde, indicando alto teor de
clorofila. A adicdo de acetona em cada uma, depois da evaporacdo do eluente, foi
importante para a remocao da clorofila e tornou as fragbes com maior pureza.
Devido a diversas lavagens com acetona, pouca massa restou nas fracées, mas a
purificacdo foi muito eficiente, levando a obtengc&o, em algumas fracoes, de cristais
brancos. As fracdes, ap0s lavagem com acetona, foram analisadas por CCD e
reunidas em 17 grupos de acordo com o perfil cromatografico (Tabela 10, p. 36).

Um fluxograma mostrando o isolamento das substancias de ECS encontra-se

na Figura 12, p. 39.

Grupos AC1 (fracbes 1-12) e AC3 (fracbes 15-24): apresentaram-se como
sélidos brancos de massas 86,8 mg e 80,9 mg, respectivamente. Observou-se uma
Gnica mancha de coloracdo roxa em CCD quando revelada com &cido
perclérico/vanilina com Rf ligeiramente diferente. A analise dos espectros na regido
do IV e RMN de 'H e 3C permitiu identificar os sélidos destes grupos como sendo

mistura de hidrocarbonetos.

Grupo AC2 (fracdes 13-14): apresentou-se como um sélido pastoso incolor
(11,2 mg). Observou-se uma Unica mancha roxa em CCD quando revelada com
acido perclérico/vanilina. A andlise dos espectros na regido do IV e RMN de H e 3C

permitiu identificar o composto como sendo 3B-palmitiloxi-urs-12-eno (S3).

Grupo AC4 (fragbes 25-30): foi obtido cristal branco (10,2 mg), com uma
Gnica mancha de coloracdo amarela em CCD quando revelada com &acido
perclérico/vanilina e apresentou teste LB positivo para TTPC. A analise dos
espectros na regido do IV e RMN de 'H e comparacdo em CCD do sélido com

padrao ja isolado, permitiram identifica-lo como sendo 3-oxo-friedelano (S4).

Grupo ACS (fragcGes 31-32): foi obtido cristal branco (9,7 mg), com apenas
uma mancha de coloracdo roxa em CCD quando revelada com &acido
perclérico/vanilina e apresentou teste LB positivo para TTPC. A analise dos
espectros na regido do IV e RMN de 'H e comparacdo em CCD do sélido com

padrdo ja isolado permitiram identifica-lo como sendo 38-hidroxifriedelano (S5).
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Grupo ACG6 (fracao 33): apresentou-se como um cristal branco (3,7 mg) com
uma unica mancha de coloracdo roxa em CCD quando revelada com &cido
perclérico/vanilina e teste LB positivo para TTPC. A analise dos espectros na regiao
do IV e RMN de 'H e comparagdo em CCD de AC6 com padrdo permitiram

identificar o s6lido como sendo mistura de a-amirina + B-amirina (S6).

Grupo ACS8 (fracdo 36-41): apresentou-se como um sélido branco (11,8 mg),
com uma mancha de coloracdo roxa em CCD quando revelada com acido
perclérico/vanilina e apresentou teste LB positivo para esteroide. A analise dos
espectros na regido do IV e RMN de 'H e comparacdo em CCD de AC8 com padréo

permitiram identificar o sélido como sendo B-sitosterol (S7).

Grupo AC9 (fracBes 42-66): apresentou-se como um solido branco (3,5 mg)
com uma mancha em cromatoplaca de coloracéo roxa, quando revelado com acido
perclérico/vanilina. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C permitiu identificar

este solido como sendo &cido graxo.

Grupo AC10 (fracdes 67-93): apresentou-se como um solido branco (20,2
mg) com uma mancha em cromatoplaca de coloracédo roxa, quando revelado com
acido perclérico/vanilina. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C permitiu

identificar este sélido como sendo alcool graxo.

Grupo AC13 (fracdes 117-136): apresentou-se como cristal branco (24,4
mg), com apenas uma mancha de coloragdo roxa em CCD quando revelada com
acido perclérico/vanilina. A andlise dos espectros na regido do IV e RMN de 'H e
13C, permitiu identificar o sélido como sendo o 28,29-di-hidroxifriedelan-3-ona
(S12).

Grupo AC16 (fragbes 182-200): apresentou-se como um sélido (167,3 mg)
que, mesmo depois da adicdo de acetona, manteve-se esverdeado. Depois de
sucessivas extragdes com mais acetona, obteve-se um sélido branco (81,0 mg), com
apenas uma mancha de coloracdo roxa em CCD quando revelada com acido

perclorico/vanilina e faixa de fusdo 277,0-281,0 °C. A andlise dos espectros na
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regido do IV e RMN de *H e '3C permitiu identificar o sélido como sendo o 3-O-8-D-

glicosil-g-sitosterol (S13).

A Figura 12 resume o fracionamento do extrato ECS de folhas de Salacia

crassifolia.

ECS

yColuna AC

Y Y Y ) Y

AC2 AC4 [ | AC5 || AC6 | | AC8 AC13| | ACl16
13-14 25-30 | | 31-32 | |33 36-41 | |117-136| |182-200

oYYy

S3 S4 S5 S6 S7 S12 S13

112mg 102mg 97mg 3,7mg 11,8mg 244mg 81,0mg

Figura 12: Fracionamento do extrato ECS de folhas de Salacia crassifolia.



Estudo Fitoquimico

40

3.1.6.3 - Elaboracédo do extrato acetato etilico (EAS) de Salacia crassifolia

EAS (10,0 g) foi submetido a coluna cromatogréfica (Coluna AA) de 61,0 cm

de comprimento e 3,5 cm de diametro. Foram utilizados 182,0 g de silica gel 60
(0,063 — 0,200 mm/ 70 — 230 Mesh).

Tabela 11: Ordem de eluigéo da coluna AA e subgrupos relacionados

Eluente Fragdo Eluente Fragdo Grupo Massa
de 200 mL de 200 mL (mg)
Hex 1 CHCIs/AcOEt (45:55) 66-67 AAl (1-2) 15,6
Hex/CHClIs (95:5) 2-3 CHCIs/AcOEt ( 4:6) 68-69 AA2 (3-6) 10,8
Hex/CHCls (9:1) 4 CHCIs/AcOEt (35:65) 70-71 AA3 (7) 0,8
Hex/CHClIs (85:15) 5 CHCIs/AcOEt (3:7) 72-74 AA4 (8-13) 23,2
Hex/CHClIs (8:2) 6 CHCIs/AcOEt (25:75) 75-76 AA5 (14-15) 2,9
Hex/CHCls (75:25) 7 CHCIs/AcOEt (2:8) 77-85 AAG (16-19) 21,0
Hex/CHCls (7:3) 8 CHCIs/AcOEt (15:85) 86-87 AA7 (20-24) 19,5
Hex/CHClI3 (65:35) 9 CHCIs/AcOEt (1:9) 88-89 AAB (25) 2,1
Hex/CHClIs (6:4) 10 CHCI3/AcOEt (5:95) 90-92 AA9 (26) 3,0
Hex/CHCls (55:45) 11-12 AcOEt 93-95 AA10 (27-34) 21,4
Hex/CHCls (5:5) 13-14 AcOEt/MeOH (95:5) 96-97 AA11 (35-38) 99,7
Hex/CHClIs (45:55) 15-16 AcOEt/MeOH (9:1) 98-103 AA12 (39) 6,7
Hex/CHClIs (4:6) 17-18 AcOEt/MeOH (85:15) 104-106 AA13 (40-41) 9,2
Hex/CHCls (35:65) 19-20 AcOEt/MeOH (8:2) 107-110 AA14 (42) 53
Hex/CHCls (3:7) 21-22 AcOEt/MeOH (75:25) 111-112 AA15 (43) 8,4
Hex/CHCIs (25:75) 23-24 AcOEt/MeOH (7:3) 113-114 AA16 (44-45) 30,3
Hex/CHClIs (2:8) 25-26 AcOEt/MeOH (65:35) 115-116 AAL7 (46) 7,8
Hex/CHCls (15:85) 27-33 AcOEt/MeOH (6:4) 117-120 AA18 (47) 8,5
Hex/CHCls (1:9) 34-37 AcOEt/MeOH (55:45) 121-122 AA19 (48-49) 8,2
Hex/CHCls (5:95) 38-39 AcOEt/MeOH (5:5) 123-124 AA20 (50) 4,3
CHCIz 40-41 AcOEt/MeOH (45:55) 125-126 AA21 (51-69) 111,8
CHCIs/AcOEt (95:5) 42-43 AcOEt/MeOH (4:6) 127-128 AA22 (70-77) 439,1
CHCIs/AcOEt (9:1) 44-45 AcOEt/MeOH (35:65) 129-130 AA23 (78) 10,0
CHCIs/AcOEt (85:5) 46-48 AcOEt/MeOH (3:7) 131-132 AA24 (79-83) 602,0
CHCIs/AcOEt (8:2) 49-50 AcOEt/MeOH (25:75) 133-135 AA25 (84-93) 1010,5
CHCIs/AcOEt (75:25) 51-53 AcOEt/MeOH (2:8) 136-137 AA26 (94-97) 943,7
CHCIs/AcOEt (7:3) 54-55 AcOEt/MeOH(15:85) 138-139 AA27 (98-100) | 3189,6
CHCIs/AcOEt (65:35) 56-57 AcOEt/MeOH (1:9) 140-141 AA28 (101-105) | 1104,9
CHCIs/AcOEt (6:4) 58-60 AcOEt/MeOH (5:95) 142-143 AA29 (106-112) | 607,9
CHCIs/AcOEt (55:45) 61-62 MeOH 144-157 AA30 (113-115) | 102,1
CHCIs/AcOEt (5:5) 63-65 MeOH/H20 (9:1) 158 AA31 (116-158) | 437,1
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A coluna foi empacotada com hexano e utilizaram-se os eluentes Hex, CHCls,
AcOEt, MeOH e H20 puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade
(Tabela 11, p. 40).

Foram recolhidas 158 frac6es de 200 mL cada. As fracdes foram analisadas
por CCD e agrupadas de acordo com o perfil observado nas cromatoplacas e
reunidas em 31 grupos (Tabela 11, p4g 40). O fluxograma do isolamento de todas as
substancias de EAS encontra-se na Figura 13, p. 47.

Grupo AA2 (fracdes 3-6):. apresentou-se como liquido incolor (10,8 mg) com
uma mancha em cromatoplaca de coloracdo roxa quando revelada com acido
perclérico/vanilina. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C permitiu identificar
essa fracdo como sendo mistura de hidrocarbonetos.

Grupo AAG6 (fracdes 16-19): apresentou-se como um solido branco (21,0 mg)
com uma mancha em cromatoplaca de coloracdo roxa quando revelada com &cido
perclérico/vanilina. A andlise dos espectros de RMN de 'H e 13C permitiu identificar
essa fracdo como sendo uma mistura de alcool graxo e acido graxo.

Grupo AA7 (fracdes 20-24): apresentou-se como um solido branco (19,5 mg)
com uma mancha em cromatoplaca de coloracdo roxa quando revelada com acido
perclérico/vanilina. A andlise do espectro de RMN de 'H permitiu identificar essa
fracdo como sendo alcool graxo.

Grupo AA10 (fragcBes 27-34): apresentou-se como um sélido amarelo (21,4
mg) que, apos purificacdo com MeOH, obteve-se um sélido branco em forma de
agulha (16,0 mg). A andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C permitiu identificar
essa fracdo como sendo o B-sitosterol (S7).

Grupo AA11l (fragcBes 35-38): apresentou-se como um sélido amarelo (99,7
mg) com muitas manchas na cromatoplaca. Essa fragéo foi recromatografada, mas
nao foi possivel isolar substéancias puras.

Grupo AA12 (fracdo 39): apresentou-se como um solido amarelo (6,7 mg)
que apoés purificacdo com acetona, obteve-se um solido branco (4,0 mg). A anélise
dos espectros de RMN de H e 3C permitiu identificar essa fracdo como sendo éster
graxo.

Grupo AA21 (fracdes 51-69): apresentou-se como um sélido amarelo (111,8
mg) que foi submetido a uma coluna cromatografica (Coluna BA) de 32,0 cm de
comprimento e 1,5 cm de didmetro. Foram utilizados 17,60 g de silica gel 60 (0,063

— 0,200 mm/ 70 — 230 Mesh) e hexano para o empacotamento. Utilizaram-se os
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eluentes Hex, CHCIs, AcOEt e MeOH puros ou em misturas, em ordem crescente de

polaridade.
Tabela 12: Ordem de eluicédo da coluna BA e subgrupos relacionados
Eluente Fragdo Eluente Fragdo Grupo Massa
de 20 mL de 20 mL (mQ)
Hex 1-3 CHCIs/AcOEt (75:25) 79-80 BA1 (1-2) 0,5
Hex/CHCls (95:5) 4-7 CHCIs/AcOEt (7:3) 81-82 BA2 (3-12) 6,0
Hex/CHCls (9:1) 8-10 CHCIs/AcOEt (65:35) 83-85 BA3 (13-14) 0,2
Hex/CHClIs (85:15) 11-13 CHCIs/AcOEt (6:4) 86-87 BA4 (15-16) 0,4
Hex/CHCls (8:2) 14-16 | CHCIs/AcOEt (55:45) 88-89 BA5 (17-25) 1,4
Hex/CHCls (75:25) 17-19 CHCIs/AcOEt (5:5) 90-92 BAG6 (26-31) 3,6
Hex/CHCls (7:3) 20-21 | CHCIs/AcOEt (45:55) 93-94 BA7 (32-41) 1,4
Hex/CHCls (65:35) 22-23 CHCIs/AcOEt (4:6) 95-97 BAS8 (42-51) 1,3
Hex/CHCls (6:4) 24-26 | CHCIs/AcOEt (35:65) 98-99 BA9 (52-60) 1,2
Hex/CHCls (55:45) 27-28 | CHCIs/AcOEt (3:7) 100-101 BA9 (61-65) 1,1
Hex/CHCls (5:5) 29-30 | CHCIs/AcOEt (25:75) | 102-103 BA10 (66-67) 0,5
Hex/CHCls (45:55) 31-32 CHCIs/AcOEt (2:8) 104-105 BA11 (68-70) 1,4
Hex/CHCls (4:6) 33-34 | CHCIs/AcOEt (15:85) | 106-107 BA12 (71) 0,5
Hex/CHCls (35:65) 35-37 CHCIs/AcOEt (1:9) 108-109 BA13 (72-74) 2,5
Hex/CHCls (3:7) 38-41 CHCIs/AcOEt (5:95) | 110-111 BA14 (75) 0,5
Hex/CHCls (25:75) 42-45 AcOEt 112-113 | BA15 (76-78) 1,1
Hex/CHCls (2:8) 46-48 ACOEt/MeOH (95:5) | 114-115 BA16 (79-80) 0,8
Hex/CHCls (15:85) 49-51 ACOEt#/MeOH (9:1) | 116-117 BA17 (81-83) 1,7
Hex/CHCls (1:9) 52-53 | ACOEt/MeOH (85:15) | 118-120 | BA18 (84-86) 2,6
Hex/CHCls (5:95) 54-56 AcOEt/MeOH (8:2) | 121-122 BA19 (87-88) 2,9
CHCls 57-60 | ACOEt/MeOH (75:25) | 123-124 | BA20 (89-91) 24,2
CHCIs/AcOEt (97:3) 61-62 AcOEt/MeOH (7:3) | 125-126 BA21 (92-97) 4,4
CHCIs/AcOEt (94:6) 63-70 | ACOEt/MeOH (65:35) | 127-128 | BA22 (98-101) 7,4
CHCIs/AcOEt (91:9) 71-72 ACOEt/MeOH (6:4) 129 BA23 (102-104) | 4,8
CHCIs/AcOEt (88:12) 73-74 ACOEt/MeOH (5:5) 130 BA24 (105-111) | 4,1
CHCIs/AcOEt (85:15) 75-76 MeOH 131 BA25 (112-117) | 2,9
CHCIs/AcOEt (8:2) 77-78 BA26 (118) 3,3
BA27 (119-120) | 4,0
BA28 (121-128) | 5,9
BA29 (129-131) | 2,1

Foram coletadas 131 fracoes de 20 mL cada e reunidas em 29 grupos de

acordo com seu perfil cromatografico (Tabela 12).
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Subgrupo BA2 (fracBes 3-12): apresentou-se como um solido branco (6,0
mg). A andlise dos espectros de RMN de 'H e 3C deste sélido permitiu identificar
BA2 como sendo uma mistura de hidrocarbonetos.

Subgrupo BA6 (fracdes 26-31): apresentou-se como um sélido branco (3,6
mg). A analise dos espectros de RMN de 'H e 3C deste soélido permitiu identificar
esse composto como sendo o-ftalato de bis(2-etilexila) (S14).

Subgrupo BA18 (fracdes 84-86): apresentou-se como um sélido amarelo
claro (2,6 mg) com faixa de fusdo 249,0-251,5 °C. A andlise dos espectros no 1V,
RMN de 'H, 13C e DEPT-135 deste sélido permitiu identificar esse composto como
sendo naringenina (S15).

Subgrupo BA20 (fragcBes 89-91). apresentou-se como um sélido branco
(24,2 mg) e com faixa de fusdo 211,0-216,4 °C. A andlise dos espectros de RMN de
H, 13C e DEPT-135 deste soélido permitiu identificar esse composto como sendo

acido p-hidroxibenzoico (S16).

Grupo AA22 (fragcbes 70-77). apresentou-se como um solido marrom (439,1
mg) com muitas manchas na cromatoplaca. Esta fracao foi submetida a uma coluna
cromatografica (Coluna CA). Utilizou-se uma coluna de 65,0 cm de comprimento e
1,5 cm de didmetro com 42,7 g de silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm/ 70 — 230 Mesh).
A coluna foi empacotada utilizando hexano e eluida com Hex, CHCIs, AcOEt e
MeOH puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade. Foram coletadas

157 fracdes de 20 mL, reunidas em 27 grupos (Tabela 13, p. 44).
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Tabela 13: Ordem de eluigéo da coluna CA e subgrupos relacionados
Eluente Fracdo Eluente Fracdo Grupo Massa
de 20 mL de 20 mL (mg)
Hex 1-3 CHCIs/AcOEt (45:55) 93-94 CA1 (1-3) 0,6
Hex/CHCls (95:5) 4-6 CHCIs/AcOEt ( 4:6) 95-96 CA2 (4-6) 2,3
Hex/CHCls (9:1) 7-9 CHCIs/AcOEt (35:65) 97-98 CA3 (7-11) 1,4
Hex/CHCls (85:15) 10-12 CHCIs/AcOEt (3:7) 99-101 CA4 (12-13) 0,1
Hex/CHCls (8:2) 13-15 CHCIs/AcOEt (25:75) | 102-103 CA5 (14-21) 1,0
Hex/CHCls (75:25) 16-18 CHCIs/AcOEt (2:8) 104-106 CAG6 (22-25) 0,6
Hex/CHCls (7:3) 19-20 CHCIs/AcOEt (15:85) | 107-108 CA7 (26-27) 0,2
Hex/CHCls (65:35) 21-23 CHCIs/AcOEt (1:9) 109-110 CAS8 (28-29) 0,1
Hex/CHCls (6:4) 24-25 CHCIs/AcOEt (5:95) 111-112 CA9 (30-33) 0,6
Hex/CHCls (55:45) 26-28 AcOEt 113-116 CA10 (34-44) 2,5
Hex/CHCls (5:5) 29-31 AcOEt/MeOH (95:5) 117-118 CA11 (45-50) 2,3
Hex/CHCls (45:55) 32-33 AcOEt/MeOH (9:1) 119-120 CA12 (51-54) 2,0
Hex/CHCls (4:6) 34-35 ACOEt/MeOH (85:15) | 121-122 CA13 (55-63) 3,3
Hex/CHCls (35:65) 36-38 AcOEt/MeOH (8:2) 123-124 CA14 (64-73) 3,9
Hex/CHCls (3:7) 39-44 AcOEt/MeOH (75:25) | 125-126 CA15 (74-76) 1,8
Hex/CHCls (25:75) 45-47 ACOEt/MeOH (7:3) 127-128 CA16 (77-79) 1,6
Hex/CHCIs (2:8) 48-50 AcOEt/MeOH (65:35) | 129-130 CA17 (80-81) 1,0
Hex/CHCls (15:85) 51-53 AcOEt/MeOH (6:4) 131-132 CA18 (82) 0,4
Hex/CHCls (1:9) 54-57 ACOEt/MeOH (55:45) | 133-134 CA19 (83-85) 3,2
Hex/CHCls (5:95) 58-60 ACcOEt/MeOH (5:5) 135-137 CA20 (86-88) 2,0
CHCls 61-63 AcOEt/MeOH (45:55) | 138-139 CA21 (89-91) 2,8
CHCIs/AcOEt (95:5) 64-66 ACOEt/MeOH (4:6) 140-141 CA22 (92-93) 3,2
CHCIs/AcOEt (9:1) 67-68 ACOEt/MeOH (35:65) | 142-143 CA23 (94-97) 7,0
CHCIs/AcOEt (85:5) 69-72 AcOEt/MeOH (3:7) 144-145 | CA24(98-115) | 80,3
CHCIs/AcOEt (8:2) 73-75 AcOEt/MeOH (25:75) | 146-147 | CA25(116-122) | 139,8
CHCIs/AcOEt (75:25) 76-78 AcOEt/MeOH (2:8) 148-149 | CA26 (123-138) | 119,0
CHCIs/AcOEt (7:3) 79-81 AcOEt/MeOH (15:85) | 150-151 | CA27(139-157) | 37,2
CHCIs/AcOEt (65:35) 82-83 ACOEt/MeOH (1:9) 152-153
CHCIs/AcOEt (6:4) 84-85 ACOEt/MeOH (5:95) 154-155
CHCIs/AcOEt (55:45) 86-90 MeOH 156-157
CHCIs/AcOEt (5:5) 91-92

Subgrupo CA22 (fracdes 92-93): apresentou-se como um solido amarelo

claro (3,2 mg) com uma mancha vermelha em CCD (revelador:

acido

perclérico/vanilina). A analise do espectro no IV e comparacdo em CCD do solido

com composto ja obtido, permitiram identifica-lo como sendo naringenina (S15).



Estudo Fitoquimico 45

Subgrupo CA24 (fracBes 98-115): Apresentou-se como um solido marrom
(80,3 mg) com muitas manchas em CCD, sendo submetido a cromatografia em
coluna (Coluna DA) de 32,0 cm de comprimento e 1,0 cm de diametro. Foram
adicionados 85,9 cm® de sephadex, empacotada e eluida com CH2Cl2/COEt: (3:2).

Coletaram-se 71 fracdes de 20 mL, que foram reunidas em 9 grupos (Tabela 14).

Tabela 14: Subgrupos relacionados a Coluna DA

Grupo Massa (mg)

DAL (1-3) 0,5
DA2 (4-10) 16,9
DA3 (11-24) 21,3
DA4 (25-47) 8,1
DAS5 (48-53) 3,0
DAG (54-60) 3,3
DA7 (61-67) 7,2
DAS8 (68-69) 2,9
DA9 (70-71) 1,2

Subgrupo DAS5 (fracbes 48-53). apresentou-se como um sélido amarelo
claro (3,0 mg) com uma mancha vermelha em CCD (revelador: &cido
perclérico/vanilina). A analise do espectro de RMN de 'H e comparagdo em CCD

com composto ja obtido permitiram identifica-lo como sendo naringenina (S15).

Subgrupo DA6 (fracbes 54-60). apresentou-se como um sélido amarelo
claro (3,3 mg) com uma mancha vermelha em CCD (revelador: &cido
perclérico/vanilina). A andlise do espectro de RMN de *H, 3C e DEPT-135 deste

solido permitiu identificar esse composto como sendo epicatequina (S17).

Subgrupo CA25 (fracdes 116-122): apresentou-se como um solido marrom
(139,8 mg) que, apos purificacdo com MeOH, obteve-se um sélido amarelo claro
com uma mancha vermelha em CCD (revelador: acido perclérico/vanilina) e com
faixa de fusdo 226-228 °C. A andlise dos espectros no IV e RMN de *H, 3C e DEPT-
135, permitiu identificar esse sélido (20,0 mg) como sendo quantidade adicional de
epicatequina (S17).

Subgrupo CA26 (fracbes 123-138): apresentou-se como um soélido marrom

(119,0 mg) que por possuir muitas manchas em CCD, foi recromatografado (Coluna
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EA). Utilizou-se uma coluna de 70,0 cm de comprimento e 2,0 cm de diametro e
adicionaram-se 9,82 g de poliamida. A coluna foi empacotada com CH2Cl2/AcOEt

(1:1) e coletaram-se 75 fracdes de 20 mL cada, reunidas em 13 grupos (Tabela 15).

Tabela 15: Ordem de elui¢éo da coluna EA e subgrupos relacionados

Eluente Fracdo Eluente Fracdo Grupo Massa
de 20 mL de 20 mL (mQ)
CH2CI2/AcOEt (1:1) 1-5 AcOEt/MeOH 45-46 EAL (1-3) 1,4
CH2Cl2/AcOEt (45:55) 6-9 AcOEt/MeOH (4:6) 47-48 EA2 (4-7) 11,6
CH:2CI2/AcOEt ( 4:6) 10-11 AcOEt/MeOH 49-50 EA3 (8-21) 6,9
CH2CI2/AcOEt (3:7) 12-13 AcOEt/MeOH (3:7) 51-52 EA4 (22-28) 2,6
CH2CI2/AcOEt (2:8) 14-15 AcOEt/MeOH 53-54 EA5 (29-30) 25
CH2Cl2/AcOEt (1:9) 16-18 AcOEt/MeOH (2:8) 55-56 EA6 (31-32) 2,0
AcOEt 19-21 AcOEt/MeOH 57-59 EA7 (33-37) 4,1
AcOEt/MeOH (95:5) 22-23 AcOEt/MeOH (1:9) 60-63 EAS8 (38-40) 2,6
AcOEt/MeOH (9:1) 24-25 AcOEt/MeOH (5:95) 64-65 EA9 (41-46) 6,5
AcOEt/MeOH (85:15) 26-28 MeOH 66-73 EA10 (47-54) | 27,9
AcOEt/MeOH (8:2) 29-31 MeOH/H20 (1:1) 74-76 EA11 (55-57) 6,0
AcOEt/MeOH (75:25) 32-34 H20 77-78 EA12 (58-70) | 18,5
AcOEt/MeOH (7:3) 35-36 EA13 (71-75) 7,1
AcOEt/MeOH (65:35) 37-38
AcOEt/MeOH (6:4) 39-40
AcOEt/MeOH (55:45) 41-42
AcOEt/MeOH (5:5) 43-44

Subgrupo EA6 (fracdes 31-32): apresentou-se como um solido amarelo
claro (2,0 mg) com apenas uma mancha vermelha em CCD (revelador: acido
perclorico/vanilina). A comparagédo por CCD deste composto com o da naringenina
permitiu inferir que tratava dessa substéncia (S15).

Subgrupo EA8 (fracdes 38-40): apresentou-se como um solido amarelo
claro (2,6 mg) com apenas uma mancha vermelha em CCD (revelador: acido
perclorico/vanilina). Foi feita a comparacdo por CCD deste composto com o da
epicatequina e concluiu-se que se tratava dessa substancia (S17).

Subgrupo EA10 (fragbes 47-54): apresentou-se como um solido amarelo
claro (27,9 mg) com uma mancha vermelha em CCD. A andlise dos espectros de
RMN de 'H, 3C e DEPT-135 permitiu identificar esse sélido como sendo uma

mistura de epicatequina (S17) e e-caprolactama (S18).
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Subgrupo EA12 (fragbes 58-70): apresentou-se como um solido amarelado
(18,5 mg) com uma mancha vermelha em CCD (revelador: &cido perclérico/vanilina).
A andlise dos espectros de RMN de 'H, 13C e DEPT-135 permitiu identificar esse
sélido como sendo uma mistura de e-caprolactama (S18) e epigalocatequina
(S19).

Subgrupo EA13 (fragcbes 71-75): apresentou-se como um solido branco (7,1
mg) com uma mancha em CCD (revelador: acido perclérico/vanilina) e com faixa de
fusdo 70-74 °C. A andlise dos espectros de RMN de 'H, 3C e DEPT-135 permitiu
identificar esse sélido como sendo e-caprolactama (S18).

Grupo AA23 (fragdo 78): apresentou-se como um soélido amarelado (10,0
mg) com uma mancha vermelha em CCD (revelador: acido perclorico/vanilina). A
andlise dos espectros de IV e RMN de 'H e comparagdo em CCD com composto
obtido permitiram identificar esse sélido como sendo a epicatequina (S17).

Os grupos mais polares apresentaram solidos de coloracdo marrom escura,
com rastros em CCD sem nenhuma definicdo, portanto, ndo foram trabalhados.

A Figura 13 resume o fracionamento do extrato EAS de folhas de Salacia

crassifolia.
EAS
Coluna AA
Y Y \ Y
AA10 AA21 AA22 AA23
27-34 51-69 70-78 78
+ Coluna BA *
S7 * S17
16,0 mg 10,0 mg
BA6 BA18| [BA20
26-31 84-86 89-91
S14 s15 S16
36mg 26mg 242mg y Coluna CA
Y +
CA22 CA24 CA25 CA26
92-93 98-115 116-122) 123-138
Coluna DA + + + Coluna EA
S15 S17
3,2mg 20,0 mg JL * *
DA5 DAG6 EA6 EAS8 EA10 EA12 EA13
48-53 54-60 31-32 38-40 47-54 58-70 71-75
S15 S17 S15 S17 S17+S18 S18+ S19 S18
30mg  33mg 20mg 2,6 mg 27,9 mg 18,5 mg 7.1 mg

Figura 13: Fracionamento do extrato EAS de folhas de Salacia crassifolia.
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3.1.6.4 - Elaboracédo do extrato etandlico (EES) de Salacia crassifolia

O EES (25,6 g) foi submetido a coluna cromatografica de silica (Coluna AE:
4,0 cm/85,0 cm), utilizando-se 250,0 g de silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm/ 70 — 230

Mesh). Apos o empacotamento da coluna com CHCls, utilizaram-se os eluentes

CHCls, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas, em gradiente de polaridade (Tabela

16). Apenas as fragdes mais promissoras dessa coluna foram trabalhadas na

tentativa de obtencédo de metabdlitos secundarios.

Tabela 16: Ordem de eluicédo da coluna AE e subgrupos relacionados

Eluente Fracéao Eluente d:rlaS%ér%L Grupo I\/I(re:]sgs)a
de 150 mL
CHCls 1-5 ACOEt/MeOH (7:3) 50-52 AE1(1-8) 16,4
CHCI3/AcOEt (9:1) 6-8 ACOEt/MeOH (6,5:3,5) 53-55 AE2(9-18) | 11,3
CHCIs/AcOEt (8:2) 9-11 ACOEt/MeOH (6:4) 56-58 AE3(19-22) | 4,0
CHCI:/ACOEt (7:3) 12-14 ACOEt/MeOH (5:5) 59-60 AE4 (23-28) | 4,7
CHCIs/ACOEt (6:4) 15-17 ACOEt/MeOH (4,5:5,5) 61-63 AE5(29-33) | 8,0
CHCIs/ACOEt (1:1) 18-20 ACOEUMeOH (4:6) 64-66 AE6 (34-35) | 4,7
CHCIs/ACOEt (4:6) 21-23 ACOEUMeOH (3,5:6,5) 67-69 AE7 (36-37) | 12
CHCIs/AcOEt (3:7) 24-26 ACOEt/MeOH (3,7) 70-72 AES (38-40) | 9,6
CHCI3/AcOEt (2:8) 27-29 ACOEt/MeOH (2,5:7,5) 73-75 AEQ (41 - 43) | 509,0
AcOEt/MeOH (1:1) 30-32 AcOEt/MeOH (2:8) 76-78 AE10 (44) 620,8
AcOEt 33-36 AcOEt/MeOH (1,5:8,5) 79-81 AE11 (45) 768,2
ACOEt/MeOH (9:1) 37-43 ACOEt/MeOH (1:9) 82-84 AE12 (46) | 1871,0
ACOEt/MeOH (8,5:1,5) 44-45 ACOEt/MeOH (0,5:9,5) 85-88 AE13 (47 - 50) | 5214,0
AcOEt/MeOH (8:2) 46-47 MeOH 89 AE14 (51 -56) | 5324,8
AcOEt/MeOH (7,5:2,5) 48-49 AE15 (57 -63) | 722,2
AE16 (64 - 65) | 378,3
AE17 (66 - 69) | 261,7
AE18 (70 - 84) | 577,5
AE19 (85-86) | 98,5
AE20 (87- 89) | 215,3

Foram recolhidas 89 fracdes de 150 mL cada, reunidas em 20 grupos de

acordo com o perfil observado nas cromatoplacas (Tabela 16). O fluxograma do

isolamento das substancias de EES encontra-se na Figura 14, p. 53.
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Grupos AE2 (9-18): apresentaram como sélido branco (11,3 mg) com uma
Gnica mancha em cromatoplaca de coloracdo roxa (revelador: acido
perclérico/vanilina). A andlise dos espectros de RMN de H, 3C e DEPT-135
permitiu identificar essas fracdes como sendo o-ftalato de bis(2-etilexila) (S14).

Grupo AE10 (fracdo 44): apresentou-se como um solido marrom (620,8 mg)
com varias manchas vermelhas em CCD (revelador: acido perclérico/vanilina). Parte
do grupo AE12 (77,7 mg) foi recromatografado (Coluna BE: 4,0 cm/41,0 cm)
utilizando 15,90 g de silica gel 60 (0,063 — 0,200 mm/ 70 — 230 Mesh). O
empacotamento da coluna foi realizado com CHCIsz e a eluigdo com CHCIs, AcOEt,
MeOH e H20, puros ou em misturas, em gradiente crescente de polaridade (Tabela
17).

Tabela 17: Ordem de eluigéo da coluna BE e subgrupos relacionados

Fracdo Fracao Massa
Eluente Eluente Grupo

de 30 mL de 30 mL (mg)

CHCIs 0-3 CHCIs/AcOEt (1:9) 32-43 BE1 (1-3) 0,1
CHCIs/AcOEt (95:5) 4-5 AcOEt 44 — 47 BE2 (4-5) 8,1
CHCI3/AcOEt (9:1) 6-9 AcOEt/MeOH (95:5) 48 — 50 BE3 (28-29) 1,6
CHCI3/AcOEt (85:5) 10-13 AcOEt/MeOH (9:1) 51 -59 BE4 (30-31) 3,0
CHCIs/AcOEt (8:2) 14 - 16 AcOEt/MeOH 60 — 61 BES5 (32-47) 7,5
CHCIs/AcOEt (85:25) | 17 -18 AcOEt/MeOH (8:2) 62 — 66 BE6 (51-59) 6,4
CHCIs/AcOEt (7:3) 19-20 AcOEt/MeOH 67 — 68 BE7 (60-61) 14,2

CHCIs/ACOEt (6:4) | 21-23 | ACOEUMeOH (7:3) 69— 71 BES (72-73) | 8,9
CHCL/ACOEL (5:55) | 24-25 | ACOEYUMeOH (5:5) 72-73 BEO (74-78) | 4,7

CHCL/ACOEL (4:6) | 26— 27 MeOH 74—-78 | BE10(79-86) | 6,3
CHCL/ACOEL (3:7) | 28-29 MeOH/H0 (1:1) 79 - 86 BE11 (87) 2.4
CHCI/ACOEL (2:8) | 30-31 H20 87

Foram recolhidas 87 frac6es de 30 mL cada. As fra¢cdes foram analisadas por
CCD e reunidas em 11 grupos de acordo com o perfil observado nas cromatoplacas
(Tabela 17).

Subgrupo BE5 (fracbdes 32-47): apresentou-se como um solido amarelo
claro (7,5 mg) com uma unica mancha em CCD de coloracdo vermelha (revelador:
acido perclérico/vanilina). A andlise dos espectros de RMN de 'H, 13C e DEPT-135

permitiu identificar BES como sendo a epicatequina (S17).
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Subgrupos BES8, BE9, BE10 e BE11l: apresentaram-se como sélidos de
coloracdo marrom escura, que, apos lavagem com metanol, apresentaram um rastro
vermelho em CCD (revelador: acido perclérico/vanilina). A analise de RMN néao foi

possivel, pois estes foram insolUveis em todos solventes deuterados testados.

Grupo AE11 (fracdo 45): apresentou-se como um solido marrom (768,2 mg)
com varias manchas em CCD. Foi feita uma coluna cromatografica isocratica
(Coluna CE: 2,8 cm/80,0 cm) com um volume total de 185,0 cm® de Sephadex e
MeOH (Tabela 18).

Tabela 18: Subgrupos relacionados a coluna CE

Grupo Massa (mg) Grupo Massa (mg)
C1 (1-3) 2,0 CE10 (40) 51
C2 (4-5) 3,4 CE11 (41-47) 38,6
C3 (6-10) 65,8 CE12 (48) 4,7
C4 (11-14) 23,0 CE13 (49-53) 18,1
C5 (15-19) 88,3 CE14 (54-55) 4,7
C6 (20) 28,8 CE15 (56-63) 27,9
C7 (21-25) 78,7 CE16 (64-66) 6,8
C8 (26-32) 45,7 CE17 (67-71) 37,7
C9 (33-39) 77,2 CE18 (72) 54

Foram recolhidas 72 fracdes de 30 mL cada e observaram-se quantidades
significativas restante na coluna que néo eluiram com metanol. As fracbes foram
analisadas por CCD e reunidas em 18 grupos de acordo com o perfil observado nas
cromatoplacas (Tabela 18).

Subgrupo CE4 (fracbes 11-14): apresentou-se como um soélido marrom (23,0
mg), com uma mancha vermelha em CCD (revelador: acido perclérico/vanilina). A
comparacao em CCD permitiu identificar essa fragdo como sendo a epicatequina
(S17) impura.

Subgrupo CE5 (fracdes 15-19): apresentou-se como um solido amarelo
claro (88,3 mg), com uma mancha vermelha em CCD (revelador: acido
perclorico/vanilina). A comparagdo em CCD permitiu identificar essa fragdo como

sendo a epicatequina (S17).



Estudo Fitoquimico 51

Subgrupo CE6 (fracdo 20): apresentou-se como um sélido marrom claro
(28,8 mg), com uma mancha vermelha com rastro em CCD (revelador: acido
perclérico/vanilina). A andlise dos espectros de RMN de H, 3C e DEPT-135
permitiu identificar essa fragdo como sendo uma mistura da epicatequina (S17) e

epigalocatequina (S19).

Grupo AE12 (fracdo 46): apresentou-se como um solido marrom (1871,0 mg)
varias manchas em CCD. Parte deste grupo (994,0 mg) foi submetido a uma coluna
isocratica (Coluna DE: 2,8 ¢cm/80,0 cm), utilizando-se 215,4 cm® de Sephadex e

MeOH puro como eluente (Tabela 19).

Tabela 19: Subgrupos relacionados a coluna DE

Grupo Massa (mg) Grupo Massa (mg)
DE1 (1) 2,4 DE7 (13-19) 146,6
DE2 (2) 23,4 DES8 (20-22) 23,9
DE3 (3-4) 53,4 DE9 (23-41) 205,2
DE4 (5-6) 45,9 DE10 (42) 2,0
DES5 (7-11) 166,4 DE11 (43-52) 76,2
DE6 (12) 33,2 DE12 (53-54) 31,4

Foram recolhidas 53 frac6es de 30 mL cada. As fracdes foram analisadas por
CCD e reunidas em 12 grupos de acordo com o perfil observado nas cromatoplacas
(Tabela 19).

Subgrupo DES5 (fragfes 7-11): apresentou-se como um solido marrom (166,4
mg) que, por CCD, apresentou um rastro principal de coloragéo vermelha (revelador:
acido perclérico/vanilina) e algumas manchas vermelhas com maior Rf. Essa fracédo
foi recromatografada (coluna EE: 2,8 cm/40,0 cm) utilizando-se 9,25 g de silica gel
60 (0,063 — 0,200 mm/ 70 — 230 Mesh). Apdés o empacotamento com CH2Clz,
utilizaram-se os eluentes CH2Cl2, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas, em
gradiente crescente de polaridade. Foram recolhidas 65 fragcbes de 30 mL cada,
reunidas em 11 grupos (Tabela 20, p. 52).
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Tabela 20: Ordem de elui¢édo da coluna EE e subgrupos relacionados

Eluente Fragdo Eluente Fragdo Grupo Massa
de 30 mL De 30 mL (mQ)

CH2Cl> 1 AcOEt/MeOH (9:1) 23-26 EE1 (1) 0,3
CH2Cl2/AcOEt (9:1) 2 AcOEt/MeOH (8:2) 27-31 EE2 (2-7) 2,8
CH2Cl2/AcOEt (8:2) 3 AcOEt/MeOH (7:3) 32-33 EE3 (8-11) 0,2
CH:Clo/AcOEt (7:3) 4-8 AcOEt/MeOH (6:4) 34-35 EE4 (12-22) 18,3
CH:Clo/AcOEt (6:4) 9-10 AcOEt/MeOH (5:5) 36 EE7 (23-32) 82,6
CH2Cl2/AcOEt (5:5) 11 AcOEt/MeOH (4:6) 37-39 EES8 (33-43) 3,9
CH2Clo/AcOEt (4:6) 12-14 AcOEt/MeOH (3:7) 40-45 EE9 (44-52) 2,6
CH2Cl2/AcOEt (3:7) 15 AcOEt/MeOH (2:8) 46-48 EE10 (53-58) 1,4
CH2Cl2/AcOEt (2:8) 16-19 AcOEt/MeOH (1:9) 49-54 EE11 (59-65) 2,1
CH:Cl/AcOEt (1:9) 20-21 MeOH 55-65

AcOEt 22

Subgrupos EE4 (fragdes 12-22): apresentou-se como solido amarelo claro
(18,3 mg) com apenas uma mancha vermelha em CCD (revelador: acido
perclérico/vanilina). A amostra foi identificada como a epicatequina (S17) através da
comparacao do perfil em CCD.

Subgrupo EE7 (fracdes 23-32): apresentou-se como um soélido marrom (82,6
mg), que por CCD, apresentou um rastro vermelho e uma mancha de coloracao
amarela (revelador: acido perclérico/vanilina). Essa fracao foi recromatografada, mas
nao foi possivel o isolamento de nenhuma substancia.

Subgrupo DE9 (fracBes 23-41): apresentou-se como um sélido marrom
(205,2 mg) com manchas avermelhadas com rastros em CCD (revelador: acido
perclorico/vanilina). A fracdo foi recromatografada, mas ndo houve obtencdo de

nenhuma substancia.

A Figura 14 (p. 53) resume o fracionamento do extrato EES de folhas de

Salacia crassifolia.
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EES
yColuna AE
Y Y Y +
AE2 AE10 AE11l AE12
9-18 44 45 46
S14 "Coluna BE Coluna DE
11,3 mg Y
BES DE5
32—47 6-10
+ Y Coluna CE *Coluna EE
S17
7,5 mg \ v EE4
12-22
CE4 CE5 CE®6 +
11-14 15-19 20

S17
+ + + 18,3 mg
S17 S17 S17 +S18

230mg  883mg 28,8mg

Figura 14: Fracionamento do extrato EES de200mg folhas de Salacia crassifolia.

3.1.7 - Preparacdo dos extratos de raizes de Maytenus imbricata

As raizes de Maytenus imbricata (Celastraceae) secas e moidas foram
submetidas a extracdes exaustivas em aparelho Soxhlet, com solventes em ordem
crescente de polaridade, obtendo-se os extratos hexano/éter etilico (1:1) (SEH e
FSEH), acetato etilico (SEAT e FSEAT) e metandlico (SEM). Estes extratos foram
obtidos durante o mestrado (RODRIGUES, 2011; RODRIGUES et al., 2012).

3.1.7.1 - Elaboracdo do extrato hexano/éter etilico (1:1) (SEH e FSEH) de
Maytenus imbricata

Os extratos SEH e FSEH de raizes de M. imbricata foram trabalhados durante
0 mestrado (RODRIGUES, 2011; RODRIGUES et al., 2012) levando ao isolamento
de nove compostos (M1-M9). No presente trabalho os triterpenos pentaciclicos M1
(11a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona), M2 (tingenona), M3 (6-oxo-tingenol), M6 (3,7-
dioxo-friedelano), M8 (3-oxo0-29-hidroxifriedelano) e M9 (38,11a-di-hidroxilup-20(29)-

eno) foram testados quanto ao potencial biolégico (Figura 3, p. 6).
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3.1.7.2 - Elaboracédo do extrato acetato etilico (FSEAT) de Maytenus imbricata

Parte do extrato em acetato etilico das raizes de M. imbricata (10,0 g; FSEAT)

foi submetido a coluna cromatografica (Coluna AAE) utilizando-se uma coluna de

61,0 cm de comprimento e 3,5 cm de diametro com 216,0 g de silica gel 60 (0,063 —

0,200 mm/ 70 — 230 Mesh). A coluna foi empacotada com CH2Cl2 e eluida com

CH2Cl2, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade

(Tabela 21).

Tabela 21: Ordem de eluicédo da coluna AAE e subgrupos relacionados

Fracao Fracao Massa
Eluente Eluente Grupo
de 200 mL de 200 mL (mg)
CH2Cl2 1-4 AcOEt/MeOH (95:5) 50-51 AAE1 (1-4) 17,4
CH:zCI2/AcOEt (95:5) 5-6 AcOEt/MeOH (90:10) 52-56 AAE2 (5-10) 10,3
CH2Cl2/AcOEt (90:10) 7-8 AcOEt/MeOH (85:15) 57-58 AAE3 (11) 4,4
CH2Cl2/AcOEt (85:15) 9-10 AcOEt/MeOH (80:20) 59-60 AAE4 (12-13) 10,4
CH2Cl2/AcOEt (80:20) 11-12 AcOEt/MeOH (75:25) 61-62 AAES (14-15) 1,5
CH:2Cl2/AcOEt (75:25) 13-14 AcOEt/MeOH (70:30) 63-64 AAES6 (16-23) 12,3
CH2Cl2/AcOEt (70:30) 15-16 AcOEt/MeOH (65:35) 65-67 AAET (24-33) 512,1
CH2Cl2/AcOEt (65:35) 17-18 AcOEt/MeOH (60:40) 68-69 AAES (34-53) 5063,6
CH2Cl2/AcOEt (60:40) 19-20 AcOEt/MeOH (55:45) 70-71 AAE9 (54-68) 3872,5
CH2Cl2/AcOEt (55:45) 21-22 AcOEt/MeOH (50:50) 72-73 AAE10 (69-74) 50,3
CH2Cl2/AcOEt (50:50) 23-24 AcOEt/MeOH (45:55) 74-75 AAE11 (75-92) 30,3
CH:2Cl2/AcOEt (45:55) 25-27 AcOEt/MeOH (40:60) 76-77
CH:2Cl2/AcOEt (40:60) 28-30 AcOEt/MeOH (35:65) 78-79
CH:2Cl2/AcOEt (35:65) 31-34 AcOEt/MeOH (30:70) 80-81
CH2Cl2/AcOEt (30:70) 35-36 AcOEt/MeOH (25:75) 82-83
CH2Cl2/AcOEt (25:75) 37-38 AcOEt/MeOH (20:80) 84-85
CH2Cl2/AcOEt (20:80) 39-40 AcOEt/MeOH (15:85) 86-87
CH2Cl2/AcOEt (15:85) 41-42 AcOEt/MeOH (10:90) 88-89
CH2Cl2/AcOEt (10:90) 43-44 AcOEt/MeOH (5:95) 90-91
CH:zCI2/AcOEt (5:95) 45-46 MeOH 92
AcOEt 47-49

Foram coletadas 92 fracdes de 200 mL cada, reunidas em 11 grupos de

acordo com perfil cromatografico (Tabela 21). O fluxograma do isolamento das

substancias de FSEAT encontra-se na Figura 15, p. 57.
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Grupo AAE?7 (fracdes 24-33): apresentou-se como um sélido marrom (512,1
mg) com varias manchas roxas e vermelhas bem definidas em CCD (no eluente
CHCIs/AcOEt 6:4 e gotas de acido férmico, com revelador acido perclorico/vanilina).
Parte deste grupo (200,0 mg) foi submetido a cromatografia liguida de média
pressédo (Coluna BAE) utilizou-se neste caso o equipamento Isolera, com coluna de
silica SNAP® Ultra 10 g. Inicialmente foi empacotada com cloroférmio, na vazéo de
12 mL/min e depois eluida com CHCI3, AcOEt e MeOH puros ou em misturas, em
ordem crescente de polaridade. A velocidade da eluicdo foi de 8 mL/min e

coletaram-se 35 fragOes de aproximadamente 10 mL cada (Tabela 22).

Tabela 22: Ordem de eluicédo da coluna BAE e subgrupos relacionados

Massa Massa
Eluente Fracdes Grupo Grupo

(mg) (mg)
CHCIz 100% 1-5 BAE1 (1-3) 11,0 BAE6 (17-18) 79,9
CHCI3/AcOEt 0-100% 6-12 BAE2 (4) 14,4 BAE7 (19-20) 4,0
AcOEt 100% 13-20 BAE3 (5-14) 29,5 BAES (21-24) 1,8
AcOEt/MeOH 0-100% 21-29 BAE4 (15) 13,1 BAE9 (25-26) 3,1
MeOH 100% 30-35 BAES5 (16) 14,7 BAE10 (27-30) 2,3
BAE11 (31-35) 1,0

As fracbes foram analisadas por CCD e reunidas em 11 grupos de acordo
com o perfil cromatogréfico (Tabela 22).

Subgrupo BAEG6 (fragcbes 17-18): apresentou-se como um solido marrom
(79,9 mg) e em CCD apresentou um rastro vermelho (revelador: acido
perclorico/vanilina). Essa fracdo foi recromatografada, mas ndo foi possivel o
isolamento de substancias.

Subgrupo BAE7 (fragdes 19-20): apresentou-se como um solido marrom
claro (4,0 mg), com uma mancha vermelha em CCD utilizando como eluente AcOEt
e gotas de acido formico (revelador: acido perclérico/vanilina) e com faixa de fuséo
136,7-140,0 °C. A andlise dos espectros de RMN de 'H, 3C e DEPT-135 permitiu

identificar esse solido como sendo o flavonoide 4’-O-metilepigalocatequina (M10).

Grupo AAES (fracdes 34-53): apresentou-se como um solido marrom (5,06
g) com varias manchas vermelhas ndo muito bem definidas por CCD. Parte dessa
fracdo (1,47 g) foi recromatografada em coluna cromatografica (Coluna CAE).

Utilizou-se o equipamento Isolera, com coluna SNAP® Ultra 50 g. Inicialmente foi
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empacotada com cloroformio a 50 mL/min e, depois, eluida com CHCIs, AcOEt e
MeOH puros ou em misturas, em ordem crescente de polaridade, a velocidade

constante de 30 mL/min. Foram coletadas 71 fracbes de aproximadamente 18 mL

cada (Tabela 23).

Tabela 23: Ordem de eluicédo da coluna CAE e subgrupos relacionados

Massa Massa
Eluente Fracdes Grupo Grupo

(mg) (mg)

CHCI3 100% 1-4 CAEL1 (1-22) 26,1 CAE7 (46-47) 4,6

CHCIs/AcOEt 0-100% 5-23 CAE2 (23-24) 24,1 CAES (48-55) 3,9

AcOEt 100% 24-37 CAE3 (25-31) 1214.8 CAE9 (56-71) 54
AcOEt/MeOH 0-50% 38-50 CAEA4 (32-38) 77,0
AcOEt/MeOH 50-50% 51-71 CAES (39-43) 16,4
AcOEt/MeOH 50-100% CAESG (44-45) 19,7

As fracdes foram analisadas por CCD e reunidas em 9 grupos de acordo com
o perfil cromatogréfico (Tabela 23).

Subgrupo CAE3 (fracbes 25-31): apresentou-se como um sélido marrom
claro (1214,8 mg), com uma mancha vermelha em CCD (revelador: acido
perclérico/vanilina), utlizando-se como eluente AcOEt e gotas de acido férmico e
revelada com &acido perclérico e vanilina. A andlise dos espectros de RMN de H e
13C e comparagdo em CCD permitiram identificar esse soélido como sendo 4’-O-

metilepigalocatequina (M10).

Subgrupo CAE4 (fragcbes 32-38): apresentou-se como um soélido marrom
claro (77,0 mg). Em CCD, apresentou uma mancha vermelha definida, semelhante
ao subgrupo CAE3, mas com rastro vermelho mais polar. A analise em CCD permitiu

identificar esse solido como sendo 4’-O-metilepigalocatequina (M10) impuro.

Fracdes mais polares ndo apresentaram manchas definidas em CCD, apenas

rastros.

Grupo AAE9 (fracdes 54-68): apresentou-se como um solido marrom
(3872,5 mg) e manchas de colorag&o vinho com rastro na cromatografia em camada
delgada (revelador: &cido perclorico/vanilina). Parte desta fracdo (200,0 mg) foi
submetida a coluna cromatografica (Coluna DAE) utilizando-se o0 equipamento

Isolera, com Coluna SNAP® Ultra 10 g de silica. Inicialmente foi empacotada com
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cloroférmio a 12 mL/min e depois eluida com CHCIs, AcOEt e MeOH, puros ou em
misturas, em ordem crescente de polaridade a velocidade constante de 8 mL/min.

Foram coletadas 28 fracdes de aproximadamente 10 mL cada (Tabela 24).

Tabela 24: Ordem de eluicdo da coluna DAE e subgrupos relacionados

Fracéo Massa Massa
Eluente Grupo Grupo
de 20 mL (mg) (mg)
CHCI3/AcOEt de 0% até 100% 1-9 DAE1 (1-8) 1,0 DAE4 (15-20) | 49,4
AcOEt 100% 10-17 DAE2 (9) 2,0 DAES5 (21-25) 10,6
AcOEt/MeOH de 0% até 100% 18-28 DAE3 (10-14) 15,4 DAES6 (26-28) 98,9

As fracdes foram analisadas por CCD e reunidas em 6 grupos de acordo com
o perfil cromatogréfico (Tabela 24).

Subgrupo DAE3 (fracdes 10-14): apresentou-se como sélido marrom claro
(15,4 mg) e apenas uma mancha de coloragdo vermelha em CCD (revelador: &cido
perclérico/vanilina). A analise dos espectros de RMN de 'H e 3C deste sdlido

permitiu identificar esse composto como sendo 4’-O-metilepigalocatequina (M10).

FSEAT
Y Coluna AAE
[
! AAES8
AAET 34-53 AAEQ
24-33 S
ooluna BAE 'COIUVaCAE yColuna DAE
Y
BAE7
19-20 CAE3| |CAE4 ?553
Y 25-31 32-38 *
M10 Y i M
4,0 mg M10 M10

15,4 mg
12148 mg 77,0 mg

Figura 15: Fracionamento do extrato FSEAT de raizes de Maytenus imbricata.

3.1.7.3 - Elaboracé&o do extrato metandlico (SEM) de Maytenus imbricata

A elaboracao do extrato metandlico de raizes de Maytenus imbricata (SEM) é
tema do trabalho de conclusédo de curso de Carolina Nascimento (a ser apresentado
no curso de Farmacia no 2° semestre/2015). Neste extrato (10,0 g) foi possivel o

isolamento apenas do flavonoide 4’-O-metilepigalocatequina (M10) (228,0 mg).
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4 - DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

As substancias isoladas nos extratos hexanico EHS, ECS, EAS, EES e

FSEAT tiveram suas estruturas determinadas por métodos espectroscépicos e

espectrométricos (massas) e estdo listados na Tabela 25.

Tabela 25: Substancias e misturas isoladas de S. crassifolia e M. imbricata

Cddigo das T Discussao
amostras (pagina)
TSt | Esquakeno | 5
S2 Guta-Percha 61
S3 3B-Palmitiloxi-urs-12-eno 63
S4 3-Oxofriedelano 66
S5 36-Hidroxifriedelano 68
S6 a-Amirina (1) e B-amirina (ll) 70
S7 [-Sitosterol 72
S8 3-Oxo0-28-hidroxifriedelano 74
S9 3-Ox0-29-hidroxifriedelano 77
S10 Acido 3,4-seco-friedelan-3-oico 79
S11 3B-Hidroxi-olean-9(11):12-dieno 81
S12 28,29-Di-hidroxifriedelan-3-ona 83
S13 3-O-p-D-glicosil-p-sitosterol 85
S14 o-ftalato de bis(2-etilexila) 89
S15 Naringenina 91
S16 Acido p-hidroxibenzoico 94
S17 Epicatequina 95
S18 e S19 e-Caprolactama e epigalocatequina 97

M10 4’-O-metilepigalocatequina 99
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4.1 - S1: Esqualeno

S1 foi isolado do extrato EHS das folhas de Salacia crassifolia e se

apresentou como um 0leo incolor miscivel em CHCls. Em andlise por CCD, usando
hexano como eluente, apresentou uma Unica mancha roxa (revelador: acido

perclérico/vanilina).

O espectro de absorcao na regido do infravermelho de S1 (Figura Al, p. 155)
apresenta bandas intensas entre 2954-2848 cm? que foram atribuidas aos
estiramentos de ligacfes C-H de compostos alifaticos. A banda fraca na regido entre
1667-1640 cm™ foi atribuida a estiramento de ligacdo C=C de olefinas. As bandas de
absorcao entre 1472-1450 cm* foram atribuidas a deformacgédo angular de ligagéo C-
H. A banda em 834 cmfoi atribuida a deformacgéo angular fora do plano de ligacdes
C-H de grupos —C=C-H. A banda em 730-720 cm refere-se a absorcdo de grupo
(CH2)n, onde n > 4, indicando contaminacdo de S1 com hidrocarboneto graxo
(PAVIA, 2005).

Os espectros de RMN de 'H (Figura A2, p. 155) e de 3C (Figura 16, p. 60)
apresentam sinais de atomos de hidrogénio (6 5,12; 6H) e de carbono (6 124,31 e
135,15) em regifes caracteristicas de compostos com ligacbes duplas e foram
indicativos de natureza olefinica do composto. Os valores referentes as integracdes
dos sinais de atomos de hidrogénio olefinicos (6 5,12, 6H), metilénicos (6 2,01, 20H)
e metilicos (1,60, 1,68, 24H) foram condizentes com a estrutura do esqueleto para
S1.

O espectro de RMN de 3C juntamente com o espectro de DEPT-135 (Figura
A3, p. 156) apresentam sinais atribuidos a quatro grupos CHs, na regido 6 16,04 a
25,74, a cinco grupos CHz na regido de 6 26,69 a 39,78, trés CH entre 6 124,31 e
124,44 e trés atomos de carbono ndo hidrogenados situados entre 6 131,30 e
135,15 (Tabela 26, p. 60). O sinal em aproximadamente 6 29,0 refere-se a impureza

graxa.
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A partir da comparacdo dos dados do espectro de RMN de H, 13C e

subespectro DEPT-135, foi possivel identificar S1 como sendo o esqualeno
(MIRANDA et al., 2012).
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Figura 16: Espectro e expansdo de RMN de 13C de S1 (CDCls, 50 MHz).

Tabela 26: Dados de RMN de '3C de S1 e da literatura para esqualeno (MIRANDA

et al., 2012)
Tipo de | &¢ de 8c° Tipo de | &¢ de &
C N, S1 (MIRANDA et C O . S1 (MIRANDA et
al., 2012) al., 2012)

1 CHs 25,74 25,60 9 CH 124,33 124,30
2 C 131,30 131,20 10 CH2 26,70 26,60
3 CHs 17,72 17,60 11 CH: 39,78 39,70
4 CH 124,44 124,40 12 C 135,15 135,00
5 CH2 26,80 26,70 13 CHs 16,04 15,90

6 CH2 39,78 39,80 14 CH 124,31 124,20
7 C 134,94 134,80 15 CH2 28,31 28,20
8 CHs 16,08 16,00
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4.2 - S2: Guta-percha

_ ( ) -
g (2)
HsC -
2 3
—T1 (@) (B) H |n
(7)

S2 foi isolado a partir dos extratos EHS e ECS, apresentou-se como um
soélido branco, soluvel em CHCIs e insoluvel em MeOH. A analise por CCD deste
composto evidenciou uma mancha roxa bem peculiar (revelador: acido
perclérico/vanilina (1:1)). S2 corresponde a 50% do extrato hexanico e 68,2% do
extrato cloroféormico de folhas. Esse composto é um material semelhante a borracha,

mas sem propriedades elasticas.

O espectro de absorcéo na regido do IV (Figura A4, p. 156) de S2 apresenta
bandas de absorcéo caracteristicas de um hidrocarboneto aciclico poli-insaturado.
As bandas em 2915 e 2848 cm! sdo caracteristicas de estiramento de ligacdo C-H
de compostos alifaticos, em 1669 cm™ de estiramento de ligacdo C=C e as bandas
em 1445 e 1381cm de deformacéo angular da ligacdo C-H.

O espectro de RMN de 'H (Figura 17, p. 62) apresenta sinais em & 1,60 (s, 3H)
de atomos de hidrogénio de grupo metilico (H5) e 6 1,98 (m, 2H) e 6 2,06 (m, 2H) de
hidrogénio metilénico de H4 e H1, respectivamente. O pseudo tripleto em & 5,12
(pseudo t, J = 6,3 Hz, 1H) foi atribuido ao hidrogénio olefinico (H3). Os valores
relativos de integral desses sinais de RMN de 'H foram equivalentes ao nimero de
atomos de hidrogénio esperados na estrutura monomérica da guta-percha (trans-
isopreno).

O espectro de RMN de 3C (Figura A5, p. 157) apresenta 5 sinais de carbono e
a analise deste espectro juntamente com o subespectro de DEPT-135 (Figura A6, p.
157) possibilitou a identificacdo de um carbono metilico (C5; & 16,03), dois
metilénicos (C1; & 39,75 e C4; & 26,75), um metinico (C3; 6 124,26) e um nao
hidrogenado (C2; 6 134,93).
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Figura 17: Espectro e expansées de RMN de 'H de S2 (CDCls, 400 MHz).

Os valores de deslocamento quimico de carbono de S2 foram comparados com

a literatura (DE LA TORRE et al.,, 2010) (Tabela 27) e permitiram identificar este

composto como sendo guta-percha.

Tabela 27: Dados de RMN de '3C de S2 e da literatura para guta-percha (DE LA
TORRE et al., 2010)

&de 13C ode H
) o6c" (DE LA " (DE LA
Tipo de X N
Ne° O0c de S2 | TORRE et al., N° oy de S2 TORRE et al.,
carbono
2010) 2010)
Cl(¥ CH2 39,75 39,71 Hla (%) 1,98 1,99 (m)
C2 (a) C 134,93 134,88 Hib (¥) 1,98 1,99 (m)
H3 5,12 (pseudo 5,12 (1H,s
C3(B) =CH- 124,26 124,21 ® (p ( )
t,J=6,3 Hz)
C4 (o) CH2 26,75 26,63 H4 (8) 2,06 2,07 (4H,d)
C5(¢) CHs 16,03 15,99 H5 (g) 1.60 1,60 (3H,s)

Solvente:

*CDCls
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4.3 - S3: 3B-Palmitiloxi-urs-12-eno

29

S3 foi isolado a partir do extrato EHS e se apresenta como sélido pastoso
incolor, soluvel em cloroférmio. A andalise por CCD deste composto usando
diferentes eluentes evidenciou a existéncia de uma mancha roxa (revelador: &cido
perclérico/vanilina). S3 apresentou o teste de Liebermann-Burchard positivo para
TTPC.

O espectro na regiao do IV (Figura A7, p. 158) de S3 apresenta bandas de
absorcdo em 2928-2852 cm caracteristica de estiramento de ligacdo C-H de
compostos alifaticos, 1736 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo C=0 de
éster, 1464 e 722 cm™ de deformacéo angular de ligagdo C-H. As bandas em 1380 e
1364 cm* sdo de deformacdo angular de grupo metila geminado. As bandas na
regido entre 1300-1000 cm™ referem-se a estiramento de ligacdo C-O de éster

saturado e em 986 e 972 cm™ de deformacéo angular de ligacdo C=C-H.

O espectro de RMN de 'H (Figura A8, p. 158) apresenta um sinal em 6 5,13 {t,
J = 3,6 Hz) que se refere aos atomos de hidrogénio da ligacéo dupla de TTPC’s da
classe dos ursanos. Apresenta sinal em 6 4,50 (m) que caracteriza hidrogénio ligado
a carbono de um grupo éster (H-C-O), apresenta também sinais em 6 1,07, 1,01,
0,98, 0,87 e 0,80 que correspondem a seis grupos metila e mais dois sinais em &
0,88 e 0,91, tipicos de atomos de hidrogénio de metilas 29 e 30 em TTPC da série
ursano (MAHATO E KUNDU, 1994). Os sinais destes atomos de hidrogénio (H29 e
H30) sdo dupletos com sobreposicdo de sinais, ndo permitindo observar a

multiplicidade e a constante de acoplamento.
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O sinal tripleto em 6 2,29 (J = 7,4 Hz), caracteristico de grupo CH: alfa a
carbonila, juntamente com um intenso sinal em & 1,26, sugere a presenca de uma

cadeia lateral ligada a carbonila.

A andlise do espectro de RMN de *3C e subespectro DEPT-135 (Figuras A9-
A10, p. 159) indica a presenca de 30 sinais de carbono, sendo oito de carbono
metilicos, nove metilénicos, seis metinicos e sete ndo hidrogenados para a parte

triterpénica, além de 16 sinais referentes a cadeia lateral.

O espectro de RMN de 3C apresenta sinais em 6 124,34 (CH) e 139,63 (C)
gue se referem aos atomos de carbono da ligagdo dupla de TTPC’s da classe dos
ursanos. Em relacdo a cadeia lateral, o espectro de RMN de 3C apresenta sinais em
0 173,68 (caracteristico de C=0 de éster), um sinal em 6 80,60 que se refere ao
carbono C3 e sinais entre 6 29,47 e 29,18 de atomos de carbono metilénicos. Estes
dados comparados com dados da literatura para o 3B-esterealoxi-urs-12-eno,
composto semelhante, mas com 18 atomos de carbono na cadeia lateral, sugeriram
que S3 trata-se de um triterpeno do tipo ursano, a a-amirina, com um grupo éster

ligado ao carbono 3 (Tabela 28, p. 65).

O espectro de massas (IES-EM) (Figuras A11-A12, p. 160) é caracteristico de
triterpeno da série ursano, pela presenca de fragmento em m/z 409,3852 (modo
positivo) (calculado 409,3834), devido a protonacdo do oxigénio e fragmentacao na
ligacdo C-O, indicando perda da cadeia lateral. O pico em m/z 255,2314 (modo
negativo) (calculado 255,2324) corresponde a massa da cadeia lateral, indicando a

presenca de 16 atomos de carbono.

O tamanho da cadeia do grupo éster também foi confirmado pela andlise do
espectro de RMN de 3C quantitativo com delay de 100 s para que todos os atomos
de carbono pudessem relaxar completamente. A integracdo referentes a cadeia
lateral indica 14 &tomos de carbono, mais o sinal da carbonila e uma metila
detectada com auxilio de subespectro DEPT-135. Portanto, a estrutura de S3 foi
proposta como sendo 3B-palmitiloxi-urs-12-eno. Este composto foi isolado pela

primeira vez na familia Celastraceae.
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Tabela 28: Dados de RMN de *3C de S3 e da literatura para 3B-palmitiloxi-urs-12-
eno (MIRANDA et al., 2006)

&c

c | Tl | %68° | MEAR | e | o | %% | | pimhon
2006) "

1| CH, | 3846 38,51 C T | 17370 | 1 173,68
2| CH, | 2364 23,68 CHs 2 | 3488 2 34,87
3| CH | 80,60 80,64 CHs 3 | 2520 3 25,20
4 C 37,75 37,77 CHs & | 29,20 & 29,20
5| CH | 5527 55,32 CHs 5 | 29,28 5 29,28
6 | CH, | 1825 18,29 CHs & | 29,38 & 29,38
7| CH, | 3288 32,02 CHs 7 | 29,60 7 29,60
8 C 40,04 | 40,09 CHs 8 | 29,67 & 29,68
9 | CH | 4764 | 47,69 CHs 9 | 29,70 9 29,71
0] cC 36,81 36,85 CHs 10 | 2972 | 10 29,72
11| CH, | 2338 23,41 CHs - i TE 29,72
12| CH | 12433 | 124,38 CHs - i 12 29,72
13| C | 13963 | 139,66 CHs 1 | 2970 | 13 29,72
4| C 42,08 42,13 CHs 12 | 2965 | A4 29,66
15| CH, | 2661 26,65 CHs 13 | 2948 | 15 29,49
16| CH, | 2810 28,14 CH, 14 | 3194 | 16 31,05
7| C 33,75 33,78 CH, 15 | 2269 | 17 22,70
18] C 59,08 59,13 CHs 16 | 1411 | 18 1412
19| CH | 3962 39,65

20| CH | 3966 39,70

21| CH, | 3L25 31,29 29
22| CH, | 4154 41,58 :
23| CH, | 28.10 28,13 '
24| CH, | 1681 16,84

25| CH, | 1572 15,75

26| CH, | 16,87 16,91

27| CH, | 2324 23,27

28| CH, | 2874 28,77

29| CH, | 17,50 17,52

30| CHs | 21,39 21,40

Solvente: *CDCl3
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4.4 - S4: 3-Oxofriedelano (friedelina)

30, 29

..||IIII||S

28

23

S4 foi isolado a partir EHS e apresenta-se como um sélido branco cristalino
em forma de placas, parcialmente solivel em cloroformio e com faixa de fusdo 250-
255 °C. O teste LB foi positivo para triterpeno pentaciclico. A andlise por CCD deste
composto, utilizando diferentes eluentes, apresentou apenas uma mancha amarela

(revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Fig. A13, p. 161) de S4 apresenta bandas de
absorcdo em 2925-2860 cm™ de estiramento simétrico e assimétrico de ligacdo CH
de compostos alifaticos, em 1715 cm! caracteristica de estiramento de ligagdo C=0
de carbonila de cetona. Também se observa bandas em 1454 e 1388 cm™ que se
referem a deformacdo angular no plano de ligacdo simples de C-H de compostos
alifaticos.

O espectro de RMN de 'H (Figura Al4, p. 161) apresenta seis sinais que
correspondem a oito grupos metila, com sinais em 6 1,18 (3H), 1,05 (3H), 1,01 (6H),
0,95 (3H), 0,87 (6H) e 0,73 (3H).

A andlise do espectro de RMN de 3C (Figura 18, p. 67) indica um total de 30
sinais de atomos de carbono e pelo subespectro DEPT-135 (Figura Al5, p. 162),
classificam-se como sendo 8 CHs, 11 CHz, 4 CH e 7 C, caracteristicos de triterpeno
da série friedelano. O sinal em 6 213,21 foi atribuido ao carbono da carbonila.

Estas informacdes aliadas a comparacdo com os dados de RMN de 3C da
literatura (Tabela 29, p. 67) (MAHATO E KUNDU, 1994) permitiram identificar S4

como sendo 3-oxofriedelano.
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Figura 18: Espectro e expansédo de RMN de 3C de S4 (CDCIz, 100 MHz).

Tabela 29: Dados de RMN de 13C de S4 e da literatura para 3-oxofriedelano
(MAHATO E KUNDU, 1994)

No Tipo de | &c*de | 8c*(MAHATO E \o Tipo de | &c*de 6c* (MAHATO E
carbono S4 KUNDU, 1994) carbono S4 KUNDU, 1994)

1 CH2 22,30 22,30 16 CH: 36,04 36,00

2 CHz 41,55 41,50 17 C 30,02 30,00

3 C 213,22 213,20 18 CH 42,83 42,80

4 CH 58,26 58,20 19 CHz 35,65 35,30

5 C 42,17 42,10 20 C 28,19 28,10

6 CH: 41,32 41,30 21 CH: 32,81 32,70

7 CH:2 18,26 18,20 22 CH: 39,28 39,20

8 CH 53,13 53,10 23 CHs 6,83 6,80

9 C 37,47 37,40 24 CHs 14,67 14,60

10 CH 59,52 59,40 25 CHs 17,96 17,90

11 CH:2 35,65 35,60 26 CHs 20,27 20,20

12 CH: 30,53 30,50 27 CHs 18,67 18,60

13 C 39,73 39,70 28 CHs 32,11 32,10

14 C 38,33 38,30 29 CHs 35,04 35,00

15 CH: 32,45 32,40 30 CHs 31,80 31,80

Solvente: *CDCl3
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4.5 - S5: 3B-Hidroxifriedelano

S5 foi isolado a partir de EHS e apresenta-se como um soélido branco
cristalino em forma de placas, parcialmente solavel em cloroférmio e com faixa de
fuséo 270-274 °C. O teste LB foi positivo para triterpeno pentaciclico. A analise por
CCD desta amostra utilizando diferentes eluentes apresentou apenas uma mancha
lilds (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Fig. A16, p. 162) de S5 apresenta uma banda de
absorcdo em 3474 cm, que corresponde a estiramento de ligacdo O-H de alcool e
perfil caracteristico de B-friedelinol. Também pode se observar bandas em 1458 e
1384 cm que se referem a deformacéo angular no plano de ligagédo simples de C-H

de compostos alifaticos.

O espectro de RMN de *H (Figura 19, p. 69) apresenta seis simpletos que
correspondem a oito metilas com sinais em 6 1,18, 1,10, 1,02 (9H), 0,99, 0,97 e
0,89. Também foi possivel observar um multipleto em & 3,81, referente a hidrogénio
ligado a carbono hidroxilado (H3).

A andlise do espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 (Figuras A17-
Al19, p. 163-164) indica presenca de 8 CHs, 11 CH2, 5 CH e 6 C, caracteristicos de
triterpeno da série friedelano, com total de 30 sinais de carbono. O sinal em & 71,59
é atribuido ao carbono ligado a hidroxila. Estas informagfes aliadas a comparacao
com os dados de RMN de 3C da literatura (Tabela 30, p. 69) (SALAZAR et al., 2000)
permitiram identificar S5 como sendo o 3B-hidroxifriedelano.
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Figura 19: Espectro e expansées de RMN de 'H de S5 (CDCls + Py-ds, 400 MHz).

Tabela 30: Dados de RMN de '3C de S5 e da literatura para 3B-hidroxifriedelano
(SALAZAR et al., 2000)

. 6c* . 6c*
Ne Tl s (SALAZAR et Ne el B (SALAZAR et
carbono S5 carbono S5
al., 2000) al., 2000)
1 CH: 16,17 16,18 16 CH: 35,90 35,90
2 CH2 36,14 36,14 17 C 30,03 30,03
3 CH 71,58 71,59 18 CH 42,88 42,89
4 CH 49,63 49,63 19 CH: 35,36 35,37
5 C 38,10 38,10 20 C 28,17 28,18
6 CH: 41,98 41,99 21 CH: 32,88 32,88
7 CH: 17,69 17,70 22 CH: 39,29 39,29
8 CH 53,27 53,27 23 CHs 12,08 12,09
9 C 37,18 37,18 24 CHs 16,59 16,59
10 CH 61,65 61,65 25 CHs 18,36 18,36
11 CH: 35,66 35,67 26 CHs 20,14 20,14
12 CH: 30,70 30,70 27 CHs 18,69 18,70
13 C 38,39 38,39 28 CHs 32,12 32,13
14 C 39,70 39,70 29 CHs 35,03 35,04
15 CH:z 32,34 32,35 30 CHs 31,86 31,86

Solvente: *CDCIz + Py-ds
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4.6 - S6: a-Amirina (I) e B-amirina (I1)

a-amirina S-amirina

S6 foi isolado de EHS e apresentou-se como cristais brancos, solivel em
cloroférmio e com faixa de fusdo 160-164 °C. O teste de LB foi positivo para
triterpeno pentaciclico. Na placa cromatografica, este sélido, apresentou apenas

uma mancha roxa apos revelacdo com acido perclérico/vanilina.

O espectro na regido do IV (Figura A20, p. 164) de S6 apresenta bandas de
absorcdo em 3294 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo O-H de alcool, 1464
cm? de deformacdo angular de ligacdo C-H (CH2), absorcdo em 1386-1360 cm™
caracteristica de deformacéo angular de grupo metila. O espectro apresenta também
bandas entre 1190 e 1036 cm™ que se referem a estiramento de ligacdo C-O de
alcoois, além de bandas em 996 e 660 cm™ de deformagdo angular de C=C de

alceno.

O espectro de RMN de 'H (Figura A21, p. 165) apresenta dois sinais tripletos
em 6 5,18 e 5,13 (J = 3,6 Hz), que se referem a H12 de ligacdo C=C, de B-amirina e
a-amirina, respectivamente. Os sinais em ¢ 3,24 e 3,21 sdo caracteristicos de H3
ligado a carbono hidroxilado (C3) e se referem aos atomos de hidrogénio dos
compostos B-amirina e a-amirina, respectivamente. A presenga de grande numero

de sinais entre 6 2,0 e 0,7 confirma que S6 nao se trata de apenas um triterpeno.

A andlise do espectro de RMN de 2C e subespectro DEPT-135 (Figuras A22-
A24, p. 165-166) indica um total de 60 sinais de carbono, que foram classificados
como sendo 16 CHs, 19 CH2, 16 CH e 13 C. Os sinais de atomos de carbono em &
124,43 (CH) e 6 139,60 (C) referem-se aos atomos de carbono olefinicos da
estrutura do TTPC da série ursano, a a-amirina e os sinais em 6 121,74 (CH) e 6
145, 20 (C) referem-se aos atomos de carbono olefinico da estrutura do TTPC da

série oleanano, a B-amirina. Estas informacfes aliadas a comparacdo com 0s
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dados de RMN de ®3C da literatura (Tabela 31) (MAHATO E KUNDU, 1994)

permitiram identificar S6 como sendo a-amirina (I) + B-amirina (l1).

Tabela 31: Dados de RMN de '3C de S6 e da literatura para a-amirina (l) + 8-
amirina (1) (MAHATO E KUNDU, 1994)

\o Tipo de | &c* de Oc* de Tipo de oc* de oc* de
carbono S6 a-amirina (I) carbono S6 B-amirina (I1)
1 CH2 38,80 38,70 CH:2 38,60 38,70
2 CH2 27,25 27,20 CH:2 27,29 27,30
3 CH 79,04 78,30 CH 79,06 79,00
4 C 38,78 38,70 C 38,67 38,80
5 CH 55,20 55,20 CH 55,20 55,30
6 CH2 18,36 18,30 CH:2 18,38 18,50
7 CH2 32,95 32,90 CH:2 32,67 32,80
8 C 40,02 40,00 C 38,80 38,80
9 CH 47,73 47,70 CH 47,65 47,70
10 C 36,96 36,90 C 37,15 37,60
11 CH2 23,37 23,30 CH: 23,54 23,60
12 CH 124,43 124,30 CH 121,74 121,80
13 C 139,60 139,30 C 145,20 145,10
14 C 42,09 42,00 C 41,73 41,80
15 CH: 28,10 28,70 CH: 26,17 26,20
16 CHz 26,63 26,60 CH: 26,95 27,00
17 C 33,76 33,70 C 32,50 32,50
18 CH 59,09 58,90 CH 47,25 47,40
19 CH 39,67 39,60 CH2 46,84 46,90
20 CH 39,62 39,60 C 31,08 31,10
21 CH: 31,26 31,20 CH: 34,74 34,80
22 CH: 41,54 41,50 CH: 37,15 37,20
23 CHs 28,13 28,10 CHs 28,40 28,20
24 CHs 15,62 15,60 CHs 15,50** 15,50
25 CHs 15,68 15,60 CHs 15,58** 15,60
26 CHs 16,81 16,80 CHs 16,87 16,90
27 CHs 23,27 23,30 CHs 25,99 26,00
28 CHs 28,09 28,10 CHs 28,75 28,40
29 CHs 17,47 17,40 CHs 33,33 33,30
30 CHs 21,39 21,30 CHs 23,69 23,70

Solvente: *CDCl3

**podem estar trocados
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4.7 - S7: B-Sitosterol

S7 foi obtido a partir de EHS e apresentou-se como um solido branco, soluvel
em cloroférmio e de faixa de fusdo 130-133 °C. O teste LB foi positivo para esteroide
(coloracdo esverdeada). A andlise por CCD deste solido evidenciou a existéncia de

apenas uma mancha roxa (revelador: acido perclorico/vanilina).

O espectro na regidao do IV (Figura A25, p. 167) apresenta bandas de
absorcdo em 3434 cm™ caracteristicas de estiramento de ligacdo O-H de alcool,
2960-2868, 1460 e 1370 cm™, caracteristicas de ligacdo C-H, evidenciando a
natureza alifatica da substancia e 1054 cm™* de estiramento de ligacdo C-O de

alcool.

O espectro de RMN de 'H (Figura 20, p. 73) apresenta sinais em 1,01 (s, 3H),
0,92 (d, J = 6,4 Hz, 3H), sobrepostos entre 6 0,85 e 0,81 (9H) e 0,68 (s, 3H) que
correspondem a sinais de atomos de hidrogénio metilico. Os sinais com valores
entre 6 1,25 e 2,28 foram atribuidos a atomos de hidrogénio de grupos CH2 e CH.
Foi observado também um multipleto em & 3,52 (m, 1H) atribuido a hidrogénio
carbindlico e o sinal em 6 5,36 (1H) atribuido a hidrogénio olefinico, sugerindo tratar-

se do B-sitosterol.

A andlise do espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 (Figuras A26-
A27, p. 167-168) indica a presenca de 28 sinais, sendo 6 CHs, 10 CHz, 8 CH e 4 C,
sendo que o sinal em 6 31,94 esta intenso por ser relativo a mais de um atomo de
carbono. O sinal em & 42,33 foi atribuido aos atomos de carbono C4. O sinal em &
71,84 foi atribuido ao carbono hidroxilado (C3) e os sinais em 6 121,73 (CH) e &
140,79 (C) foram atribuidos a atomos de carbono olefinico (C6 e C7). A comparacao
entre os valores dos sinais de RMN de 13C com os da literatura (DE-EKNAMKUL E
POTDUANG, 2003), descritos na Tabela 32, p. 73, permitiu identificar S7 como
sendo B-sitosterol.
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Figura 20: Espectro de RMN de *H de S7 (CDClz, 400 MHz).

N

Tabela 32: Dados de RMN de *C de S7 e da literatura para B-sitosterol (DE-
EKNAMKUL E POTDUANG, 2003)

_ 5c* (DE- _ 5c* (DE-
o | (Pode | octde L AMKUL E No | Pode poctde | AMKUL E
carbono S7 carbono S7
POTDUANG, 2003) POTDUANG, 2003)

1 CH. | 37,28 37,22 16 CH: 28,26 28,00

2 CH. | 31,70 31,63 17 CH 56,00 56,02

3 CH 71,84 71,80 18 CHs 11,87 11,84

4 CH: | 42,33 42,19 19 CHs 19,41 19,39

5 C 140,79 140,72 20 CH 36,16 36,12

6 CH | 121,73 121,71 21 CHs 18,80 18,76

7 CH: | 31,94 31,87 22 Chz 33,98 33,01

8 CH 31,94 31,87 23 CH> 26,13 26,02

9 CH 50,17 50,10 24 CH 4588 45,81

10 C 36,53 36,48 25 CHs 29,19 20,11

11 CH: | 21,11 21,07 26 CHs 19,83 19,80

7 CHz | 39,81 39,74 27 CH 19,06 19,01

13 C 42,33 42,26 28 CHs 23,10 23,04

14 CH 56,80 56,73 29 CHs 12,00 11,07

15 CH: | 24,32 24,29

Solvente: *CDCls
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4.8 - S8: 3-Ox0-28-hidroxifriedelano

N

23
S8 foi obtido a partir de EHS e apresentou-se como cristais brancos, soluvel

em cloroférmio e de faixa de fusdo 255-260 °C. O teste LB foi positivo para triterpeno
pentaciclico. A analise por CCD deste sdlido indicou apenas uma mancha roxa

(revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura A28, p. 168) de S8 apresenta bandas de
absorcdo em 3544 cm™ correspondente a estiramento da ligacdo O-H de alcool,
1706 cm? de estiramento de ligacdo C=0O de cetona e 1466 e 1388 cm™ de
deformacéo angular de ligacdo C-H de compostos alifaticos. Apresentou também
bandas em torno de 1054 cm™, correspondente a estiramento de ligacdo C-O de
alcool priméario.

O espectro de RMN de 'H (Figura 21, p. 75) apresenta seis simpletos em o
1,13, 0,99, 0,98, 0,91, 0,87 e 0,72 relativos a seis metilas e um dupleto em 6 0,87 (J
= 7,6 Hz) associado a outra metila (H23) caracteristicas de TTPC da série dos
friedelanos. A presenca de um sinal em 6 3,63, caracteristico de hidrogénio ligado a

carbono hidroxilado, confirmou a presenca do grupo hidroxila.

A andlise do espectro de RMN de 3C (Figura 22, p. 75) indica a presenca de
30 sinais. Com o0 auxilio do subespectro DEPT-135 (Figura 23, p. 76) estes sinais
foram classificados como sendo 7 CHs, 12 CH2, 4 CH e 7 C indicando que uma das
metilas se apresenta hidroxilada. O sinal em éc 6,83 foi atribuido ao carbono metilico
C23 caracteristico de esqueleto friedelanico (MAHATO E KUNDU, 1994).
Apresentou também sinais em & 213,13, relativo a carbono de carbonila (C3) e 6
68,07 relativo a carbono ligado a hidroxila (C28). A comparacao dos dados de RMN
de 13C com a literatura (MAHATO E KUNDU, 1994) (Tabela 33, p. 76), permitiu
identificar S8 como sendo 3-0x0-28-hidroxifriedelano.
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Tabela 33: Dados de RMN de *3C de S8 e da literatura para 3-0x0-28-
hidroxifriedelano (MAHATO E KUNDU, 1994)

\o Tipo de | 8c*de | 8c*(MAHATO E \o Tipo de | &c*de | &c* (MAHATO E
carbono S8 KUNDU, 1994) carbono S8 KUNDU, 1994)

1 CH:z 22,27 22,10 16 CH: 29,14 29,00

2 CH:z 41,51 41,30 17 C 35,18 35,10

3 C 213,13 212,60 18 CH 39,47 39,20

4 CH 58,24 57,80 19 CH: 34,51 34,40

5 C 42,11 41,90 20 C 28,16 27,90

6 CH:2 41,26 41,00 21 CH: 31,41 31,40

7 CH:2 18,25 18,10 22 CH: 33,38 33,20

8 CH 52,50 52,20 23 CHs 6,83 6,70

9 C 37,48 37,30 24 CHs 14,67 14,50

10 CH 59,50 59,10 25 CHs 18,08 18,00

11 CH2 35,45 35,30 26 CHs 19,08 18,90

12 CH:2 30,11 29,90 27 CHs 19,20 19,10

13 C 39,38 39,10 28 CHz 68,07 67,00

14 C 38,17 38,00 29 CHs 32,85 32,90

15 CH2 31,26 31,30 30 CHs 34,26 34,20

Solvente: *CDCls
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4.9 - S9: 3-Ox0-29-hidroxifriedelano

S9 foi obtido a partir de EHS e apresentou-se como cristais brancos, soluvel
em cloroformio e de faixa de fusdo 233-236 °C. O teste LB foi positivo para triterpeno
pentaciclico. A analise por CCD deste sdlido indicou apenas uma mancha roxa

(revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura A29, p. 169) de S9 apresenta bandas de
absorcdo centrada em 3488 cm correspondente a estiramento da ligacdo O-H de
alcool, 1706 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo C=0 de cetona e bandas
em torno de 1050 cm™ correspondente a estiramento de ligacdo C-O de alcool
primario.

O espectro de RMN de 'H (Figura 24, p. 78) apresenta seis sinais simpletos
entre 6 0,7 e 1,3 relativos a seis metilas, 6 1,22, 1,05, 1,04, 1,03, 0,87 e 0,73, um
dupleto em &6 0,88 (J = 5,6 Hz) associado a outra metila (H23) caracteristicas de
TTPC da série dos friedelanos. A presenca de um multipleto em & 3,27, que é
caracteristico de hidrogénio ligado a carbono hidroxilado, confirmou que o composto

contém o grupo hidroxila.

A andlise do espectro de RMN de 13C (Figura A30, p. 169) indica a presenca
de 30 sinais. Com o auxilio do subespectro DEPT-135 (Figura A31, p. 170) estes
sinais foram classificados como sendo 7 CHs, 12 CH2, 4 CH e 7 C, indicando a
presenca de grupo metileno hidroxilado. O sinal em &c 6,82 foi atribuido ao carbono
metilico C23 tipico de esqueleto friedelanico (MAHATO E KUNDU, 1994). O
espectro apresenta também sinais caracteristicos em 6 213,19 relativo a carbono de
grupo carbonila (C3) e 6 74,77 (CH2) relativo a carbono metilénico ligado a hidroxila
(C29). A comparacdo dos dados de RMN de 3C com a literatura (RODRIGUES et
al.,, 2012) (Tabela 34, p. 78), permitiu identificar S9 como sendo 3-0x0-29-
hidroxifriedelano.
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Tabela 34: Dados de RMN de '3C de S9 e da literatura para 3-0x0-29-
hidroxifriedelano (RODRIGUES et al., 2012)

\e Tipo de | éc*de | &c* (RODRIGUES \© Tipo de | &c*de | &c*(RODRIGUES et
carbono S9 et al., 2012) carbono S9 al., 2012)
1 CH: 22,29 22,29 16 CH2 35,88 35,89
2 CH:2 41,53 41,53 17 C 29,77 29,77
3 C 213,20 213,18 18 CH 41,88 41,88
4 CH 58,24 58,25 19 CH: 30,60 30,60
5 C 42,16 42,17 20 C 33,12 33,12
6 CH:2 41,30 41,30 21 CH: 27,81 27,81
7 CH:2 18,25 18,25 22 CH: 39,51 39,51
8 CH 53,41 53,42 23 CHs 6,83 6,83
9 C 37,45 37,45 24 CHs 14,67 14,67
10 CH 59,48 59,49 25 CHs 17,88 17,89
11 CH:2 35,65 35,65 26 CHs 18,45 18,46
12 CH:2 29,77 29,71 27 CHs 20,77 20,77
13 C 39,96 39,97 28 CHs 32,09 32,09
14 C 38,25 38,25 29 CH2 74,78 74,78
15 CH:2 32,74 32,75 30 CHs 25,82 25,82

Solvente: *CDCls
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4.10 - S10: Acido 3,4-seco-friedelan-3-oico

S10 foi obtido a partir de EHS e apresentou-se como cristais brancos, soluvel
em cloroformio e de faixa de fusdo 142-145 °C. A analise por CCD deste sélido
indicou apenas uma mancha roxa (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura A32, p. 170) de S10 apresenta bandas de
absorcdo centrada em 3432 cm correspondente a estiramento da ligacdo O-H de
acido carboxilico e 1704 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo C=O.
Apresentou também bandas em 1462 e 1388 cm™ referente a deformacdo angular
no plano de ligacao simples C-H de compostos alifaticos e bandas em 1282-1212
cm® de estiramento de ligagédo C-O.

O espectro de RMN de 'H (Figura 25, p. 80) apresenta sete simpletos
referentes a metilas em 6 1,26, 1,17, 1,01, 0,99, 0,98, 0,95 e 0,87 e um tripleto em &
0,79. Observou-se também a presenca de um sinal em 6 2,38, correspondente a
dois atomos de hidrogénio vizinhos a carbonila.

A andlise do espectro de RMN de *3C (Figura A33, p. 171) indica a presenca
de 30 sinais. Com o auxilio do subespectro DEPT-135 (Figura A34, p. 171) estes
sinais foram classificados como sendo 8 CHs, 12 CH2, 3 CH e 7 C. O sinal em oc
178,72 foi atribuido ao carbono da carboxila (C3). Estes dados sugerem o esqueleto
de um seco-friedelano para S10. Pode se observar um sinal intenso em & 29,71,
referente a contaminacéo graxa da amostra.

A comparacéo dos dados de RMN de *3C com a literatura (DAVID et al., 2003)
(Tabela 35, p. 80), permitiu identificar S10 como sendo o acido 3,4-seco-friedelan-
3-oico.



Estudo Fitoquimico 80

(2] 0w < o™ O O HOT MWLM WO
n o 0 © N OO MN~O O IO 0 OO
R S 0@ L SNAORNRN RO~ NS
~ N NN ™~ " 4 OO0 OO0 O OO
10 o ot ® 1 g o @1
833 o N~ 238 9 N o ® O
Ny N - co o 0 @ © NN~
SN o o “o0d o S c oo
T T ) T
— N = Iy
Ny o W w
= — 2 2 &
D u
s i el e ot
N © n =
o Y o W w
o - -] © 0
=3 =33
T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T T ‘ T T T T ‘ T T ‘ T
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0

ppm (t1)

Figura 25: Espectro e expansées de RMN de 'H (400 MHz) de S10 em CDCls.

Tabela 35: Dados de RMN de 3C de S10 e da literatura para o acido 3,4-seco-
friedelan-3-oico (DAVID et al., 2003)

e Tipo de | &c*de oc* (DAVID . Tipode | &c*de | Oc* (DAVID et
carbono S10 et al., 2003) carbono S10 al., 2003)
1 CHz 21,07 21,00 16 CH: 36,06 36,00
2 CHz 35,18 35,10 17 C 30,01 29,91
3 C 178,72 178,20 18 CH 42,84 42,79
4 CHz 35,18 35,07 19 CH2 35,32 35,23
5 C 38,94 38,97 20 C 28,17 28,05
6 CH: 39,06 39,19 21 CH: 32,85 32,78
7 CH: 18,10 18,01 22 CH: 39,30 39,49
8 CH 52,99 52,91 23 CHs 7,60 7,51
9 C 37,84 37,74 24 CHs 19,38 19,27
10 CH 59,81 59,73 25 CHs 17,94 17,82
11 CH: 36,06 35,95 26 CHs 20,15 20,03
12 CH: 30,21 30,11 27 CHs 18,76 18,61
13 C 39,64 39,54 28 CHs 32,12 32,01
14 C 38,32 38,23 29 CHs 34,98 34,86
15 CH: 32,29 32,21 30 CHs 31,85 31,74

Solvente: *CDCls
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4.11 - S11: 3B-Hidroxi-olean-9(11):12-dieno

S11 foi isolado a partir de EHS e apresentou-se como cristais brancos, soluvel
em cloroformio e de faixa de fuséo 210-216 °C. O teste LB foi positivo para triterpeno
pentaciclico e apresentou apenas uma mancha roxa em CCD (revelador: &cido
perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura A35, p. 172) de S11 apresenta bandas de
absorcdo em 3400 cm™ caracteristica de estiramento de ligagcdo O-H de alcool,
1650-1680 cm™ (banda fraca) de estiramento de ligacdo C=C, 1458 cm de
deformacdo angular de grupo CH2, 1376-1364 cm™ de deformacédo angular de
metila, 1034 cm™ de ligacdo C-O de éalcoois e 990 cm* de deformacédo angular de

C=C de alceno.

O espectro de RMN de 'H (Figura 26, p. 82) apresenta simpletos entre 6 0,81
e 1,26 relativos as metilas do composto, dupletos em 6 5,57 (J = 5,6 Hz) e 5,50 (J =
6,0 Hz) de &tomos de hidrogénio ligados a carbono sp?, H11 e H12, respectivamente
e duplo dupleto em & 3,24 (J = 11,6; 4,8 Hz) caracteristico de hidrogénio (H3) ligado
a carbono hidroxilado (C3) (PAVIA et al., 2005).

A andlise do espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 (Figuras A36-
A38, p. 172-173) indica um total de 30 sinais de carbono, que foram classificados
como sendo 8 CHs, 9 CH2, 5 CH e 8 C. Os sinais de atomos de carbono olefinicos
em 6 154,30 (C9), 115,70 (C11), 120,67 (C12) e 147,11 (C13) referem-se a estrutura
do TTPC da série oleanano com duas duplas ligacoes.

Estas informacdes aliadas a comparacédo com os dados de RMN de *C da
literatura (Tabela 36, p. 82) (MAHATO E KUNDU, 1994) permitiram identificar S11
como sendo 3B-hidroxi-olean-9(11):12-dieno. Esse composto foi isolado pela

primeira vez no género Salacia.
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Figura 26: Espectro e expansées de RMN de 'H (400 MHz) de S11 em CDCls.

Tabela 36: Dados de RMN de °C de S11 e da literatura para 3B-hidroxi-olean-
9(11):12-dieno (MAHATO E KUNDU, 1994)

No Tipo de | éc*de | 6c*(MAHATO E \o Tipo de | &c*de | &c* (MAHATO E
carbono S11 KUNDU, 1994) carbono S11 KUNDU, 1994)

1 CHz 38,73 38,80 16 CH2 27,20 27,30

2 CH: 27,88 27,90 17 C 32,14 32,20

3 CH 78,70 78,60 18 CH 45,54 45,60

4 C 38,91 38,90 19 CH2 46,87 46,90

5 CH 51,12 51,20 20 C 31,11 31,10

6 CH: 18,33 18,40 21 CH:2 34,59 34,70

7 CH: 32,11 32,20 22 CH: 37,11 37,20

8 C 37,04 37,00 23 CHs 28,71 28,80

9 C 154,30 154,30 24 CHs 15,66 15,10

10 C 40,62 40,70 25 CHs 20,06 20,10

11 CH 115,70 115,80 26 CHs 20,94 21,00

12 CH 120,67 120,80 27 CHs 25,28 25,30

13 C 147,11 147,10 28 CHs 28,23 28,30

14 C 42,74 42,80 29 CHs 23,69 23,70

15 CH: 25,62 25,70 30 CHs 33,19 33,20

Solvente: *CDCl3
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4.12 - S12: 28,29-Di-hidroxifriedelan-3-ona (Confertiflorol)

30 29
S

S12 foi obtido a partir de EHS apresentando-se como cristais brancos em
forma de agulha, parcialmente soltveis em cloroformio e de faixa de fusdo 281-284
°C. A andlise por CCD deste sdlido indicou apenas uma mancha roxa (revelador:
acido perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura A39, p. 174) de S12 apresenta bandas de
absorcdo centrada em 3400 cm correspondente a estiramento da ligacdo O-H de
alcool, 1712 cm™ de estiramento de ligagdo C=0 de cetona e 1054 cm de C-O de
alcool priméario. Além de bandas 1458 e 1386 cm™ de deformacdo angular de ligacéo
C-H.

O espectro de RMN de 'H (Figura 27, p. 84) apresenta cinco simpletos
relativos a cinco metilas em 61,12, 1,02, 0,95, 0,85 e 0,72 e um dupleto em 6 0,87 (J
= 6,8 Hz) associado a outra metila (C23) caracteristica de TTPC da série dos
friedelanos. Os dois dupletos em 6 3,65 (J = 10,8 Hz) e 6 3,76 (J = 10,8 Hz) referem-
se aos atomos de hidrogénio metilénicos ligados a carbono hidroxilado de C28, ja os
2 dupletos em 3,35 (J = 10 Hz) e 3,28 (J = 10 Hz) referem-se aos atomos de
hidrogénio H29.

A andlise do espectro de RMN de 13C (Figura A40-A41, p. 174-175) indica a
presenca de 30 sinais. Com o auxilio do subespectro DEPT-135 (Figura A42, p. 175)
estes sinais foram classificados como sendo 6 CHs, 13 CH2, 4 CH e 7 C indicando
gue duas das metilas do esqueleto basico de um friedelano se apresentam
hidroxiladas. O sinal em & 6,83 foi atribuido ao carbono metilico C23 de esqueleto
friedelanico (MAHATO E KUNDU, 1994). Observam-se sinais em 6 213,07, relativo a
carbono ligado a carbonila (C3) e aos atomos de carbono metilénicos ligados a
hidroxilas em & 73,87 (C29) e 66,97 (C28).

A comparacdo dos dados de RMN de 3C com a literatura (MAHATO e
KUNDU, 1994) (Tabela 37, p. 84), permitiu identificar S12 como sendo 28,29-di-

hidroxifriedelan-3-ona. S12 foi isolado pela primeira vez no género Salacia.
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Figura 27: Espectro e expansées de RMN de 'H de S12 (CDClz + Py-ds, 400 MHz).

Tabela 37: Dados de RMN de 3C de S12 e da literatura para 28,29-di-
hidroxifriedelan-3-ona (MAHATO E KUNDU, 1994)

No Tipo de | &c*de 6c** (MAHATO E \o Tipo de | &c*de | &c** (MAHATO E
carbono S12 KUNDU, 1994) carbono S12 KUNDU, 1994)
1 CH2 22,26 22,40 16 CH: 31,90 32,60
2 CH2 41,51 41,60 17 C 35,98 36,60
3 C 213,07 211,80 18 CH 38,45 39,00
4 CH 58,19 58,00 19 CH: 29,14 29,80
5 C 42,11 42,10 20 C 33,04 33,60
6 CH: 41,24 41,20 21 CH: 28,36 29,20
7 CH: 18,23 18,40 22 CH: 32,27 33,00
8 CH 53,08 53,20 23 CHs 6,83 7,20
9 C 37,42 37,50 24 CHs 14,65 14,70
10 CH 59,44 59,20 25 CHs 17,95 18,00
11 CH: 35,52 35,70 26 CHs 20,11 20,10
12 CH:2 30,20 30,50 27 CHs 18,75 19,00
13 C 39,75 40,10 28 CH: 66,97 67,10
14 C 37,95 38,30 29 CH: 73,87 73,60
15 CH: 28,62 29,50 30 CHs 26,48 27,50

Solvente: *CDClz + Py-ds ** Py-ds
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4.13 - S13: 3-O-p-D-glicosil-#-sitosterol

3

S13 foi isolado de ECS, apresentando-se como um solido branco cristalino,

parcialmente solivel em cloroférmio e faixa de fusédo 277,0-281,0 °C.

O espectro na regido do IV (Figura 28) de S13 mostra bandas de absorcao
em 3406 cm?, caracteristicas de estiramento de ligagdo O-H de alcool, 2960-2852,
1466 e 1380 cm, caracteristicas de ligacdo simples C-H, evidenciando a natureza
alifatica da substancia. Uma banda fraca em 1638 cm™ é caracteristica de ligacdo

dupla e bandas em 1166-1022 cm de estiramento de ligacdo C=0 de alcool.

e9T—
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Transmittance

Wavenumber (cm-1)

Figura 28: Espectro na regiao do IV de S13 (KBr).
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O espectro de RMN de 'H (Figura 29) apresenta sinais entre o1 0,96 e 61 0,67
atribuidos a seis grupos metila. Sinais entre én 4,52 e én 3,61 indicam a presenca de
varios atomos de hidrogénio metinicos e 1 metilénico de carbono hidroxilado na
estrutura, sendo que o dupleto em 61 4,66 (J = 8,0 Hz) foi atribuido ao hidrogénio
anomeérico de glicose (H1’). O sinal em &u 5,31 foi atribuido ao hidrogénio olefinico
H6 do esteroide. O espectro de RMN de '°C (Figura 30, p. 87) mostra a presenca de
36 sinais, sendo que seis deles se encontram na regido de carbono hidroxilado (62,7
a 78,3), sugerindo uma estrutura glicosilada. O sinal em &c 101,99 foi atribuido ao
carbono anomérico C1’. O sinal em &c 78,35 foi atribuido ao carbono ligado a
oxigénio e o0s sinais em 6c 121,74 e &6c 140,58 foram atribuidos aos atomos de
carbono olefinico C6 e C5 do esteroide, respectivamente. A partir da analise do
subespectro DEPT-135 (Figura 31, p. 87) foi possivel realizar a classificacdo dos

atomos de carbono.

Os dados obtidos de RMN de *3C foram comparados com os da literatura (RAI
et al., 2006) (Tabela 38, p. 88) e permitiram identificar S13 como sendo 3-O-4-D-

glicosil-#-sitosterol.
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Tabela 38: Dados de RMN de '3C de S13 e da literatura para 3-O-p-D-glicosil-4-
sitosterol (RAI et al., 2006)

P S**
Carbono Tipode | bc*de (RAl et al.,, | Carbono Tipode | 8c*de (RAl et al.,
carbono S13 carbono S13
2006) 2006)
1 CH:z 37,30 37,47 1 CH 101,99 102,54
2 CH:z 29,83 30,23 2 CH 74,31 75,29
3 CH 78,35 78,57 3 CH 77,50 78,45
4 CH: 39,80 39,94 4 CH 71,42 71,64
5 C 140,58 140,88 5 CH 77,10 78,05
6 CH 121,74 121,91 6’ CH:2 62,70 62,80
7 CH: 31,97 32,17
8 CH 31,90 32,05
9 CH 50,17 50,33
10 C 36,71 36,92
11 CH:2 21,07 21,28
12 CH: 38,89 39,32 .o
13 C 42,33 42,47 HOTRN 7 |
14 CH 56,73 56,82 ¥ OH
15 CH: 24,33 24,50
16 CH: 28,30 28,55
17 CH 56,07 56,23
18 CHs 11,88 11,99
19 CHs 19,31 19,43
20 CH 36,17 36,39
21 CHs 18,85 19,02
22 CH: 34,00 34,19
23 CH: 26,17 26,35
24 CH 45,87 46,03
25 CH 29,24 29,44
26 CHs 19,10 19,22
27 CHs 19,86 20,00
28 CH: 23,16 23,38
29 CHs 12,04 12,12
Solvente: *CDCls + Py-ds  **Py-ds
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4.14 - S14: o-Ftalato de bis(2-etilexila)

S14 foi isolado do extrato EAS e EES das folhas de Salacia crassifolia e se
apresentou como um solido branco solavel em cloroférmio. Apresentou uma Unica
mancha roxa em CCD (revelador: acido perclérico/vanilina).

O espectro de RMN de 'H de S14 (Figura A43, p. 176) apresenta dois sinais
na regido de aromaticos on 7,71 (H3’) e dn 7,52 (H4’), multipleto em &n 4,22 para 0s
quatro atomos de hidrogénio H1 que se sobrepuseram pela aproximidade do
deslocamento quimico. Apresenta também multipletos em én 1,68 (H2), én 1,55
(H3), entre én 1,26-1,33 (H4, H5 e H7) dos atomos de hidrogénio metilénicos e sinal
entre 6+ 0,88-0,94 (H6 e H8) (KATADE et al., 2006).

O espectro de RMN de 3C (Figura 32, p. 90) e o subespectro DEPT-135 de
S14 (Figura A44, p. 176) apresentam um sinal em &éc 167,77 atribuido a carbonila de
éster, 6c 132,50; 130,88 e 128,82 de carbono aromatico e sinal em éc 68,19 (CH2)
atribuidos a atomos de carbono metilénico ligado a oxigénio (Tabela 39, p. 90).
Estes dados indicam que S14 trata-se de um éster derivado do acido ftalico
(Programa ACDLABS e KATADE et al., 2006).

Ha relato na literatura do o-ftalato de bis(2-etilexila) isolado da planta
Sterculia guttata e este apresenta atividade sobre larvas de mosquito Aedes aegypti
e Culex quinquefasciatus (KATADE et al., 2006).
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Figura 32: Espectro de RMN de *3C (100 MHz) de S14 em CDCls.

Tabela 39: Dados de RMN de °C de S14 e da literatura para o-ftalato de bis(2-
etilexila) em KATADE et al., 2006 e no programa ACDLAB

8¢ &c
o | Tipo | Bcde B¢ (KATADE | | Tipo | 8cde B¢ (KATADE
deC | S14 | (ACDLABS) | etal., deC | S14 | (ACDLBAS) | etal,
2006) 2006)
] c |167,78 168,00 167,28 | 1 | CHz | 68,19 68,40 67,73
2| Cc [13250 130,95 13219 | 2 | CH | 3877 38,70 38,46
3 | CH | 128,82 128,72 12848 | 3 | CHz | 30,39 30,31 *
4 | CH | 130,88 131,10 13049 | 4 | CH: | 2895 28,46 *
5 | CH: | 23,00 22,57 *
6 | CHs | 10,97 10,70 *
7 | CH: | 23,78 23,68 *
8 | CHs | 14,05 13,82 13,78

Solvente: CDCls

* Valores ndo apresentados no artigo de Katade et al., 2006
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4.15 - S15: Naringenina

OH O

S15 foi obtido a partir de EAS e EES apresentando-se como solido amarelo
claro com faixa de fusdo 249,0-251,5 °C, soluvel em acetona e metanol. A anélise
por CCD deste sélido indicou apenas uma mancha vermelha (revelador: acido
perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura A45, p. 177) de S15 apresenta bandas de
absorcdo entre 3284-3036 cm™ correspondente a estiramento de ligacdo O-H de
fenol, bandas fracas entre 2976-2832 cm™ de estiramento de ligacdo C-H de
compostos alifaticos e em 1638 cm™* de C=0 de cetona conjugada. A banda 1602
cm?® se refere a estiramento da ligagdo C=C de compostos aromaticos e 1250-1064
de estiramento de ligacdo C-O de hidroxila. Também apresentam sinais em 832 cm™
que se referem a deformacdo angular de ligacdo C-H de aromaticos para-
dissubstituidos (ANDRADE et al., 2010).

O espectro de RMN de 'H (Figura 33, p. 92) apresenta sinais na regido de
atomos de hidrogénio aromaticos em ¢ 7,31 (d, J = 8,4 Hz, H2 e H6'), em 0 6,82 (d,
J=8,4Hz H3 e H5") e 65,90 (s, H6) e 5,89 (s, H8). Também os sinais dos atomos
de hidrogénio H3, sendo um em ¢ 3,11 (dd, J = 13,2; 16,8 Hz, H3a) e o outro em &
2,70 (dd, J = 2,4; 17,2 Hz, H3B), além do sinal & 5,34 referente a H28 (dd, J = 2,4,
12,8 Hz) (ANDRADE et al.,, 2010). Estes dados sugerem a estrutura de um
flavonoide para S15.

A andlise do espectro de RMN de 3C (Figura 34, p. 92) e do subespectro
DEPT-135 (Figura 35, pag 93) permitiu identificar sinais de carbono, sendo sete néo
hidrogenados, um metilénico e sete metinicos. O sinal em 6 80,55 (C2) foi atribuido
ao atomo de carbono metinico ligado a oxigénio.

A comparacédo dos dados de RMN de *3C com a literatura (ANDRADE et al.,
2010) (Tabela 40 p. 93), permitiu identificar S15 como sendo naringenina.
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Figura 33: Espectro de RMN de 'H de S15 (CDsOD, 400 MHz).

TO0T vv

oS08

12°96
660°.6

0cv'E0T

88E9TT

080°6CT
6ST'TET

S60°6ST

€96°'V9T
ovS'G9T
627891

TG8°L6T

/

\
100

\
150

ppm (t1)

Figura 34: Espectro de RMN de 3C de S15 (CDsOD, 100 MHz).



Estudo Fitoquimico 93

g £ o ™ (o] 0 0N - N
o ™ o - < <t M AN O
o © o o 0 0 m-
N - ~ © o (& M) BNe)RR Y
- - o O © < T 8
‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\
120 110 100 90 80 70 60 50
ppm (t1)

Figura 35: Subespectro DEPT-135 de S15 (CDs0OD, 100 MHz).

Tabela 40: Dados de RMN de '3C de S15 e da literatura para naringenina
(ANDRADE et al., 2010)

No Tipo de dc de | 6c (ANDRADE, \o Tipo de o6c de 6c (ANDRADE,
carbono S15 et al., 2010) carbono S15 et al., 2010)

2 CH 80,55 79,00 10 C 103,42 102,30

3 CH:z 44,10 42,60 1 C 131,16 129,40

4 C 197,85 196,40 2 CH 129,08 128,70

5 C 165,54 163,70 3 CH 116,39 115,70

6 CH 97,10 96,40 4 C 159,09 158,10

7 C 168,43 166,90 5 CH 116,39 115,70

8 CH 96,21 95,50 6 CH 129,08 128,70

9 C 164,95 163,30

Solvente: CD3zOD
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4.16 - S16: Acido p-hidroxibenzoico

HO._; O
/
2

3 3

4 4
5
OH

S16 foi isolado de EAS, apresentando-se como um sélido branco, solivel em
metanol e faixa de fusédo 211,0-216,4 °C.

O espectro de RMN de 'H (Figura A46, p. 177) apresenta dois dupletos em on
7,87 (J = 8,8 Hz) e 61 6,81 (J = 8,8 Hz) atribuidos aos atomos de hidrogénio H3 e
H4, respectivamente.

O espectro de RMN de 3C (Figura A47, p. 178) apresenta sinais em Oc
170,15 de carbono de &cido carboxilico aromatico, em oc 163,39 de carbono
hidroxilado e sinais em 6c 133,04 (C3) e 6c 116,08 (C4) dos atomos de carbono
hidrogenados, que também foram observados no subespectro DEPT-135 (Figura
A48, p. 178).

Os dados obtidos de RMN de 3C foram comparados com os valores do
Programa ACDLABS (Tabela 41) e permitiram identificar S16 como sendo o acido

p-hidroxibenzoico.

Tabela 41: Dados de RMN de 13C de S16 e do programa ACDLABS para o acido p-

hidroxibenzoico.

Tipo de oc* de Oc
Carbono
carbono S16 (ACDLABS)
1 C 170,15 168,97
2 C 122,83 122,36
3 CH 133,04 132,49
4 CH 116,08 115,86
5 C 163,39 162,00

*Solvente: MeOD
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4.17 - S17: Epicatequina (3,3",4',5,7-penta-hidroxiflavanana)

S17 foi obtido a partir de EAS e EES apresentando-se como sélido amarelo
claro com faixa de fusdo 226-228 °C, solavel em acetona e metanol. A analise por
CCD deste solido indicou apenas uma mancha vermelha (revelador: &cido
perclorico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura A49, p. 179) de S17 apresenta uma banda
larga de absorcdo entre 3400 e 3200 cm™ correspondente a estiramento da ligacdo
O-H de alcool e fenol, bandas em 1608, 1522 e 1466 cm™ caracteristicas de
estiramento de ligacdo C=C de compostos aromaticos, em 1148 cm caracteristica
de estiramento de ligacdo C-O de éter alifatico e bandas em 1058 e 1266 cm™ de
ligagdo C-O de éter aromatico . Também apresenta bandas em 782 e 800 cm™ que
se referem, respectivamente, a deformacao angular de ligacdo C-H de aromaticos.

O espectro de RMN de H (Figura 36, p. 96) apresenta na regido de atomos
de hidrogénio aromaticos dupletos que se referem aos a&tomos de hidrogénio H6 em
05,91 (J=2,4Hz), H8em 5,94 (J = 2,4 Hz), H2  em 6 6,97 (J = 1,6 Hz) e atribuidos
a H6" e H5’ sinais entre 6 6,75 - 6,8. Também foram atribuidos a H4 dois duplos
dupletos em 6 2,73 (J =3,2e 16,8 Hz) e 6 2,86 (J = 4,4 e 16,8 Hz) e a H3 e H2
sinais em 0 4,17 e & 4,55, respectivamente. Estes sinais sugerem tratar-se de um
flavonoide.

A andlise do espectro de RMN de '3C (Figura A50, p. 179) e do subespectro
DEPT-135 (Figura A51, pag 180) permitiu identificar 15 sinais de carbono, sendo
sete ndo hidrogenados, um metilénico e sete metinicos, sendo o sinal em 6 67,54

(C3) atribuido ao &tomo de carbono ligado a hidroxila.

A comparacdo dos dados de RMN de *3C com a literatura (AGRAWAL, 1989)

(Tabela 42, p. 96), permitiu identificar S17 como sendo epicatequina.
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Figura 36: Espectro de RMN de H de S17 (CDsOD, 400 MHz).
Tabela 42: Dados de RMN de '3C de S17 e da literatura para epicatequina
(AGRAWAL, 1989)
\o Tipo de Oc de | 6c (AGRAWAL, \o Tipo de Oc de 6c (AGRAWAL,
carbono S17 1989) carbono S17 1989)
2 CH 79,94 79,40 10 C 100,15 99,70
3 CH 67,54 66,90 1 C 132,45 132,10
4 CH2 29,30 29,10 2 CH 115,39 115,20
5 C 158,05 157,40 3 C 146,00 145,20
6 CH 96,48 96,20 A C 145,84 145,20
7 C 157,73 157,40 5 CH 115,97 115,50
8 CH 95,96 95,70 6 CH 119,47 119,40
9 C 157,42 157,00

Solvente: CD30OD
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4.18 - S18 e S19: e-Caprolactama e Epigalocatequina

A mistura S18 e S19 foi obtida a partir de EAS apresentando-se como sélido
amarelo claro, solivel em acetona e metanol. A analise por CCD deste sélido indicou

apenas uma mancha vermelha (revelador: acido percldrico/vanilina).

O espectro na regiao do IV (Figura A52, p. 180) de S18 + S19 apresenta uma
banda de absorcéo entre 3251 cm correspondente a estiramento de ligacdo O-H de
fenol e alcool e a estiramento de ligacdo N-H de amidas. Apresenta também bandas
em 1604 e 1448 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo C=C de compostos

aromaticos e 1142 e 1087 cm de estiramento de ligacdo C-O.

O espectro de RMN de H (Figura 37, p. 98) apresenta na regido de atomos
de hidrogénio aromaticos dupletos que se referem ao hidrogénio H6 em & 5,89, H8
em 5,91, H2" e H6’ em 6 6,49. Foram atribuidos a H4 dois duplos dupletos em & 2,70
J=24e168Hz)e 62,83 (J=4,4¢e 16,8 Hz) e para H3 o sinal em 6 4,15 e H2 0
sinal em 6 4,52. Estes sinais sugerem a presenca do flavonoide epigalocatequina
(S19) na mistura. O espectro de RMN de 'H também apresentou sinais em 6 3,16
(H6c), 2,15 (H2c), 1,60 (H4c), 1,40 (H5c) e 1,31 (H3c), todos de atomos de
hidrogénio metilénico, que foram atribuidos a presengca de uma outra substancia

identificada como sendo a g-caprolactama (S18).

A andlise do espectro de RMN de 3C (Figura A53, p. 181) e do subespectro
DEPT-135 (Figura A54, pag 181) permitiu identificar sinais em &6 176,09 (Clc)
atribuido ao atomo de carbono da amida ciclica, e 6 37,05 (C2c), 6 26,77 (C3c), 6
27,54 (C4c), 6 30,18 (C5c) e 6 40,21 (C6c) dos grupos metilénicos desta amida. A
comparacdo dos dados de RMN de '3C com a literatura (AIST) (Tabela 43, p. 98),
permitiu detectar a presenca da &-caprolactama (S18) na amostra analisada. J& os
sinais atribuidos ao flavonoide séo &6 79,97 (C2) atribuido ao atomo de carbono
ligado a oxigénio e anel aromatico, 6 67,58 (C3) carbono ligado a hidroxila, sinais &
157,32 (C5), 157,38 (C7), 146,76 (C3’ e C5’) e 131,60 (C4’) de atomos de carbono
aromaticos ligado a hidroxilas e 6 96,45 (C6), 95,94 (C8) e 107,06 (C2’ e C6’) de
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aromaéticos hidrogenados. A comparacdo dos dados de RMN de '3C com a literatura
(AGRAWAL, 1989) (Tabela 43, p. 98), permitiu identificar S19 como sendo

epigalocatequina. S18 foi posteriormente isolado puro do extrato EAS.
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Figura 37: Espectro de RMN de 'H de S18 + S19 (CD30D, 400 MHz).

Tabela 43: Dados de RMN de 3C de S18 + S19 e da literatura para e-caprolactama
(AIST) e epigalocatequina (AGRAWAL et al., 1989)

*%
Tipo de 5c* de S19 % Tipo de 5c* de S18 S
N° (AGRAWAL, | Ne°
carbono | (epigalocatequina) 1989) carbono | (e-caprolactama) | (AIST)
2 CH 79,97 79,40 1c C 176,04 179,63
3 CH 67,58 67,00 2c CH: 37,05 36,81
4 CH: 29,20 28,80 3c CH: 26,77 23,27
5 C 157,32 157,10 4c CH:2 27,54 29,74
6 CH 96,45 96,30 5c CH:2 30,18 30,62
7 C 157,38 157,50 6¢ CH: 40,21 42,65
8 CH 95,94 95,70
9 C 157,76 157,50
10 C - 99,90
r C 131,60 131,50
2 CH 107,06 107,00
3 C 146,76 146,10
4 C 131,60 132,90
5 C 146,76 146,10
6 CH 107,06 107,00
Solventes: *CDsOD  ** COMez-ds  ***CDCls
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4.19 - M10: 4 -O-metilepigalocatequina

M10 foi obtido a partir de FSEAT e SEM, apresentou-se como solido amarelo
claro de faixa de fusédo 136,7-140,0 °C, soluvel em acetona e metanol. A analise por
CCD deste solido indicou apenas uma mancha vermelha (revelador: acido

perclérico/vanilina).

O espectro na regido do IV (Figura A55, p. 182) de M10 apresenta uma banda
larga de absorcdo entre 3400 e 3200 cm™ correspondente a estiramento da ligacdo
O-H, em 1605 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo C=C de compostos
aromaticos e em 1184 cm caracteristica de estiramento de ligacdo C-O. Também
apresenta duas bandas em 1273 e 1037 cm™ que se referem ao estiramento de
ligagdo C-O de éteres aromaticos.

O espectro de RMN de *H (Figura 38, p. 100) apresenta na regido de atomos
de hidrogénio aromaticos dupletos que se referem a H6 em 6 5,92 (J = 2,4 Hz), a H8
em 5,94 (J = 2,4 Hz), e um simpleto em & 6,53 referente a &tomos de hidrogénio H2
e H6’. Também foram observados para H4 dois duplos dupletos em & 2,86 (J = 4,4;
16,8 Hz) e 6 2,73 (J = 3,2; 16,8 Hz), e para H2 o sinal em 6 4,53, ja para H3
observou-se o0 sinal em & 4,19 e para os atomos de hidrogénio da metoxila

observou-se o sinal em & 3,79. Estes sinais sugerem tratar-se de um flavonoide.

A andlise do espectro de RMN de 2C (Figura 39, p. 100) e do subespectro
DEPT-135 (Figura 40, pag 101) permitiu identificar sinais de carbono, sendo oito ndo
hidrogenados, um metilénico e seis metinicos. O sinal em 6 67,40 (C3) foi atribuido
ao atomo de carbono ligado a hidroxila, o sinal em &6 60,82 (OCH3) foi atribuido a

metoxila e o sinal em 6 136,11 (C4’) atribuido a carbono aromético ligado a oxigénio.
A comparacdo dos dados de RMN de *3C com a literatura (AGRAWAL, 1989)

(Tabela 44, p. 101), permitiu identificar M10 como sendo 4-O-
metilepigalocatequina.
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Tabela 44: Dados de RMN de 3¥C de M10 e da literatura para 4’-O-
metilepigalocatequina (AGRAWAL, 1989)

No Tipo de | &c*de | &c** (AGRAWAL, \o Tipo de | &c*de | &c** (AGRAWAL,
carbono M10 1989) carbono M10 1989)

2 CH 79,67 79,80 10 C 157,96 157,40

3 CH 67,40 66,80 1 C 136,59 136,10

4 CH: 29,18 28,80 2 CH 107,23 106,90

5 C 100,12 99,60 3 C 151,35 150,80

6 CH 157,16 156,80 4 C 136,11 135,40

7 C 96,51 96,20 5 CH 151,35 150,80

8 CH 157,65 157,40 6 CH 107,23 106,90

9 C 95,95 95,60 OCHs CHs 60,82 -

Solvente: *CD3sOD **COEt2-ds
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5 - COMPOSTOS DE INCLUSAO COM CICLODEXTRINAS

As substancias utilizadas para inclusdo na cavidade da molécula de -
ciclodextrina (Figura 6, p. 11) e obtencdo do complexo supramolecular foram: 11a-
hidroxilup-20(29)-en-3-ona (M1), tingenona (M2) e 4’-O-metilepigalocatequina (M10)
isolados de M. imbricata; 3B-palmitiloxi-urs-12-eno (S3), 3-oxofriedelano (S4), 33-
hidroxifriedelano (S5), B-sitosterol (S7), &cido 3,4-seco-friedelan-3-oico (S10), 3-O-4-
D-glicosil-g-sitosterol (S13), naringenina (S15) e epicatequina (S17) isolados de S.

crassifolia e 3-oxo0-29-hidroxifriedelano (S9) isolado de ambas espécies (Figura 41).

composto R; R, Rs Ry Rs

M10 H -OH -OH -OCH; -OH
S15 =0 H H -OH H
S17 H -OH H -OH -OH

SR

composto R; R,

sS4 =0 H
S5 -OH H
S9 =0 -OH

composto R,
S7 -OH
S13 glicose

Ry

Figura 41: Estruturas quimicas das substancias utilizadas para formacdo de
complexo com ciclodextrina.
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5.1 - Preparacao do composto de inclusao

A preparacao dos complexos supramoleculares envolvendo ciclodextrinas foi
realizada em colaboracdo com o Prof. Dr. Rubén D. Sinisterra Millan do Laboratorio
de Encapsulamento Molecular e Biomateriais/LEMB - UFMG, o pds-doutorando Joel
José Passos e a Dra. lvana Silva Lula (DQ/UFMG).

Para a preparagdo dos complexos supramoleculares foi empregada a
metodologia de Soica et al. (2008) e Yang et al. (2013) com adaptacdes. As
proporcdes, o tempo de agitacdo, bem como os solventes empregados em cada
experimento estdo apresentados na Tabela 45 (p. 104). Todas as preparacoes
seguiram 0 mesmo procedimento padrdo, descrito a seguir. Em um béquer foi
preparada uma solucdo do composto em um solvente adequado (etanol ou acetona)
e, em outro béquer, uma solucdo de BCD em agua ultra pura (MiliQ®). O volume
dessas solucdes varia para cada composto trabalhado.

A solucdo de BCD foi adicionada lentamente a solucdo do composto, sob
agitacdo magnética (2000 rpm) e a solucdo final foi mantida sob agitacdo a
temperatura ambiente (25 °C), por x dias, para garantir a homogeneizacéo (Tabela
45, pag 104). Depois da total evaporacdo do solvente organico a temperatura
ambiente (tempo variando de 1 a 5 dias), a solugcdo aquosa foi submetida a filtragéo
simples e liofilizacdo para remocéo da agua e obtencdo do possivel composto de

inclusao.
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Tabela 45: Quantidades utilizadas de cada composto e da BCD, solventes utilizados

e dias de agitacéo

Composto Semnesie: || @ de Solvente od
Composto BCD BCD* BCTD (mall_) Dias

Qde MM (mol) (mg) Qde T

(mg) | (g/mol) (mL)
M1 20,50 | 440,0 12 105,76 | 20 EtOH 20 5
M2 43,60 420,6 11 117,66 20 EtOH 20 5
M2 20,50 420,6 1.2 110,64 acetona 25 4
M10 1914 | 3190 31 22,70 4 EtOH 16 3
s9 1025 | 4420 1.2 52,88 10 EtOH 10 5
s3 20,50 668,0 1:2 69,23 5 acetona 15 3
sS4 20,50 426,0 1:2 108,73 5 EtOH 20 3
S5 20,50 428,0 1.2 108,73 5 EtOH 20 3
S7 1025 | 5048 1.2 56,06 10 EtOH 10 5
s10 512 | 4440 1.2 26,44 5 EtOH 5 3
s13 1025 | 5949 1.2 39,17 15 EtOH 15 5
s15 2050 | 2723 31 28,37 5 EtOH 20 4
s15 20,50 2723 1:2 170,90 5 EtOH 20 4
S17 17,34 | 2890 31 22,70 4 EtOH 16 3
S17 820 | 2890 1.2 11,35 2 EtOH 8 1

* MM da BCD = 1135 g/mol

5.2 - Resultados e Discussao

Todos os compostos apés serem liofilizados, bem como a BCD pura, foram

analisados por RMN. Foram obtidos os espectros de hidrogénio e os mapas de

contornos ROESY.

Dos doze metabolitos secundarios testados para inclusdo na ciclodextrina,

apenas a haringenina (S15) incluiu na BCD, formando o complexo NARIBCD. A

incluséo foi observada tanto para a proporgéo de naringenina/BCD (3:1) quanto para

proporc¢édo naringenina/BCD (1:2) (Tabela 45).

No espectro de RMN de 'H da BCD (Figura 42, p. 106) observa-se um sinal
dupleto em & 5,02 (H1), quatro sinais em 3,60 (H2), 3,92 (H3), 3,54 (H4) e 3,84 (H6),

além de um sinal multipleto em 3,80 (H5). Esses valores sdo muito préximos aos
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observados no espectro obtido para o complexo NARIBCD (Figura 43, p. 106),
resultado semelhante foi relatado por Yang e colaboradores (2013). A diferenca esta
no perfil do espectro e no deslocamento quimico do 4tomo de hidrogénio H5 (6 3,80
e 0 3,76), indicando inclusdo da molécula de naringenina na ciclodextrina.

A inclusdo do composto na cavidade da BCD pode ser melhor evidenciada
analisando o mapa de contornos ROESY. A analise do mapa de contornos ROESY
fornece informacdes importantes sobre a proximidade 'H-'H através do espaco,
podendo determinar a interacdo da molécula hospedeira e os atomos da cavidade
da molécula hospede (BCD), pois dois atomos de hidrogénio que estdo intimamente
localizados, com distancia espacial no maximo de 0,4 A, podem produzir um efeito
observado no ROESY (SILVERSTEIN et al., 2007). Portanto, fez-se a analise do
mapa de contornos ROESY do complexo NARIBCD (Figura 44, p. 107), neste mapa
observaram-se correla¢des indicativas de acoplamento dipolar entre os a&tomos de
hidrogénio (H3 e H5) pertencentes a parte interna da cavidade da BCD com os
atomos de hidrogénio H2n, H2'n, H3'N, H5'N € HE'N (anel C) e a interacdo também de
H3 com H6n (anel A) da naringenina, indicando inclusdo do flavonoide mais

pronunciada no anel C.

A preparacao do complexo de inclusdo entre naringenina e BCD ja encontra-
se relatado na literatura (YANG et al., 2013), e a inclusdo do anel C na cavidade da

BCD foi representada por estes autores, como apresentado na Figura 45 (p. 107).

Segundo Yang e colaboradores (2013), o complexo entre naringenina e SCD
apresentou solubilidade maior em 4gua do que somente a naringenina. Em agua a
naringenina apresenta solubilidade de 0,0044 mg/mL, e o complexo apresenta
solubilidade de 6,9 mg/mL. Este resultado indica que farmacos contendo o complexo
NARIBCD podem apresentar uma melhor biodisponibilidade do principio ativo
(naringenina), tornando-o potencialmente Gtil nas industrias alimenticia, farmacéutica

e de cosméticos.

Portanto, com o objetivo de testar o complexo NARIBCD em diversas
atividades bioldgicas, este foi sintetizado, visto que até 0 momento ndo ha relatos da

atividade deste complexo.
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As demais substancias utilizadas n&o apresentaram inclusao na cavidade da
BCD. Observou-se que durante o processo de solubilizacdo, do complexo de
inclusdo, para obtencdo do espectro de RMN de 'H em D20, alguns ndo foram
sollveis e outros foram muito pouco sollveis. Os espectros obtidos da parte que
solubilizou mostrou apenas sinais de BCD, indicando que somente este composto
havia sido solubilizado. Outros solventes deuterados foram testados, como por
exemplo, DMSO-ds, € neste caso houve solubilizacdo de alguns complexos
preparados, mas observou-se no espectro de RMN de !H sinais relativos ao
composto héspede e a B-ciclodextrina e nenhuma modificacdo ou correlacédo entre

eles pode ser observada.

Como exemplo das tentativas de complexagcao, pode-se citar a tingenona e
BCD para formar TNGBCD. No espectro de RMN de 'H (Figura 47, p. 109) de
TNGBCD podem ser observados os principais sinais da tingenona que sao H6, H1,
H7, H22, H20, H23, H25, H26, H28 e H30, que apresentaram os mesmos valores de
deslocamento quimico da molécula na forma pura (Figura 46). No espectro de
TNGBCD observou-se também os sinais da BCD com deslocamentos quimicos
entre 6 5,72 e ¢ 3,33 (Figura A56, p. 182). Além de ndo haver diferenca significativa
nos deslocamentos quimicos dos sinais de hidrogénio desses espectros, no mapa
de contornos ROESY, néo foram observadas correlacdes dos dtomos de hidrogénio
da tingenona com os da cavidade da molécula hospede (H3 e H5) (Figura 48, p.

015
009
993
982

109), confirmando que realmente n&o houve inclusao da tingenona na BCD.
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6 - ESTUDO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

6.1 - Introducéo Geral

O uso de plantas como medicamento € realizado desde tempos primordiais e
0s conhecimentos associados a estes usos foram passados de geracao a geracao,

contribuindo para o desenvolvimento de estudos quimicos e biolégicos de plantas.

Pesquisas sao desenvolvidas e direcionadas ao descobrimento de novos
agentes antimicrobianos provenientes de extratos e/ou compostos isolados de
produtos naturais, com a finalidade de serem aplicados em produtos farmacéuticos,
nutracéuticos e cosméticos. Atualmente, existem varios métodos para a avaliacdo da

atividade antibacteriana e antifangica.

O uso indiscriminado de antimicrobianos tem proporcionado o surgimento de
resisténcia dos micro-organismos aos farmacos de uso corrente, causando um
problema inerente a terapia antimicrobiana, sendo de grande importancia a busca

por novas fontes terapéuticas para obter novos produtos.

Desse modo, os extratos e substancias isoladas de raizes de Maytenus
imbricata e de folhas de Salacia crassifolia foram submetidos aos seguintes estudos:
e Atividade giardicida, amebicida e tricomonicida,
e Atividade antibacteriana e antifungica,
e Atividade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase,
e Atividade antioxidante,

e Atividade antinociceptiva.

Os esquemas de obtencdo dos extratos e substancias isoladas de S.
crassifolia utilizadas no estudo da atividade biologica estdo representados nas
Figuras 10 (p. 19), 11 (p. 35), 12 (p. 39), 13 (p. 47) e 14 (p. 53). O isolamento de
M10 de M. imbricata esta apresentada na Figura 15 (p. 57) e as demais substancias
desta espécie também testadas biologicamente nesse trabalho foram obtidas
durante o trabalho de mestrado (RODRIGUES, 2011; RODRIGUES et al., 2012).
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6.2 - Atividade Antiparasitaria

6.2.1 - Introducéo

O parasitismo intestinal ainda constitui um dos mais sérios problemas de
saude Publica no Brasil, principalmente pela sua correlagdo com o grau de
desnutricdo da populacdo, afetando especialmente o desenvolvimento fisico,
psicossomatico e social (FERREIRA E ANDRADE, 2005).

Entamoeba histolytica € um protozodrio que causa a amebiase. Em relacao
as infec¢bes causadas por protozoarios, a amebiase constitui uma das doencas
humanas mais agressiva. De acordo com estimativas recentes, a amebiase infecta
aproximadamente 500 milhdes de pessoas em todo o mundo, resultando em 40.000-
100.000 mortes anuais, principalmente em paises tropicais e subtropicais (LEOS-
RIVAS et al., 2011).

A Giardia lamblia € um protozoario flagelado que nas etapas da sua vida
alterna entre a fase trofozoito (forma ativa, se alimenta e reproduz dentro do
hospedeiro) e cisto (forma inativa, se encontra no meio externo ao hospedeiro) que
causa a giardiase. Os sintomas dessa infeccéo intestinal sao: diarreia, flatuléncia,
constipacao, céibras, azia, perda de peso, dor de cabeca, nauseas, vomitos, febres
e calafrios (WOLFE, 1992; MENA-REJON et al., 2007; WISER, 2010; ZLOBL, 2001).

Amaral e colaboradores (2006) fizeram uma revisdo da literatura com o
objetivo de pesquisar os extratos de plantas, fracbes e compostos quimicos com
estudo in vitro de avaliacdo da atividade giardicida, confirmando que produtos
naturais, especialmente de origem vegetal, representam excelentes fontes de
pesquisas na busca de novos agentes terapéuticos no tratamento da giardiase. E
realmente encontraram varias espécies ativas para este fim.

Pesquisas comprovaram a alta atividade dos quinonametideos tingenona
(Figura 3, p. 6) e pristimerina (Figura 4, p. 7), contra G. lamblia, com Clso = 0,74 e
0,11 pg/mL, respectivamente. O metronidazol, farmaco utilizado para o tratamento
contra este protozodrio e padrao utilizado no teste, apresentou menor atividade, com
Clso = 1,23 pg/mL (MENA-REJON et al., 2007).

Silva e colaboradores (2012a) relataram o elevado potencial giardicida (Clso =

1,02 pg/mL) do extrato hexanico de galhos de Maytenus gonoclada (Celastraceae)
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sobre culturas de Giardia lamblia. Tais resultados incentivaram a avaliacdo dessa
atividade com outras espécies da mesma familia, como Maytenus imbricata e
Salacia crassifolia.

Trichomonas vaginalis € o protozoério flagelado causador da tricomoniase,
que é uma das doengas sexualmente transmissiveis mais comuns em mulheres no
mundo. A infeccdo apresenta varias manifestacdes clinicas, desde quadro
assintomatico a severa vaginite. A tricomoniase tem sido associada a transmissao
do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), a doenca inflamatéria pélvica, ao cancer
cervical, a infertilidade, ao parto prematuro e ao baixo peso de bebés nascidos de
maes infectadas (MACIEL et al., 2004).

Em um estudo com 540 mulheres infectadas, a tricomoniase se apresentou
também em 177 dos 256 parceiros masculinos estudados, dos quais 136 eram
assintomaticos (SENA, et al., 2007). Passos e colaboradores (2006) analisaram 101

mulheres com queixas de corrimento vaginal e 12 estavam com tricomoniase.

Nitroimidazol é a classe de farmacos utilizada no tratamento dessa doenca,
sendo o metronidazol, o farmaco mais utilizado ha varias décadas. Essa
dependéncia de uma Unica classe de farmacos antimicrobianas para o tratamento de
infeccbes por T. vaginalis aumenta a vulnerabilidade a resisténcia, portanto, &
latente a importancia da busca por outras op¢des de tratamento (KIRKCALDY et al.,
2012).

Assim, foram feitos testes utilizando os parasitos E. histolytica, G. lamblia e T.

vaginalis frente a alguns compostos isolados de M. imbricata e S. crassifolia.

6.2.2 - Metodologia do Screening

O teste foi realizado no Laboratério de Parasitologia, no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais, sob a coordenacdo da
Professora Dr2 Maria Aparecida Gomes e alunas Thaisa H. Silva Fonseca e Carla R.
Alvares Batista.

Inicialmente foi realizado um teste tipo “screening” com todos os extratos,
triterpenos e flavonoides, de ambas espécies, para determinar aqueles que
possuiam efeitos sobre a viabilidade e/ou vitalidade dos trofozoitos de E. histolytica,

G. lamblia e T. vaginalis (Figura 49, p. 113). Para os compostos que apresentaram
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atividade contra algum parasito foi feito o teste mais completo para determinagéo da
Clso.

Figura 49: Entamoeba histolytica, Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis.
(http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Trichomoniasis _il.htm. Acesso: 12/01/2012)

Foram considerados em cada ensaio, controle negativo (apenas indculo e
meio de cultura); controle positivo (Metronidazol, Sigma®) e controle com DMSO.
Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e repetidos pelo menos duas
vezes.

Para os ensaios de inibicdo, 2,4 x 10° trofozoitos de E. histolytica, G. lamblia e
T. vaginalis, em fase logaritmica de crescimento, foram distribuidos em tubos de
vidro (Pyrex ® 13x100 mm) contendo 5 mL de meio YI-S-32.

As amostras testadas foram adicionadas individualmente a estes tubos em
concentracfes crescentes e, posteriormente, incubados em estufa bacteriolégica a
37 °C. A avaliacéo foi feita apos 24 e 48 h.

A viabilidade foi determinada qualitativamente observando-se a mobilidade e
aderéncia dos trofozoitos em microscopio invertido e a vitalidade foi avaliada atraves
da quantificagdo em Camara de Neubauer (Figura 50, p. 114), utilizando a técnica
adaptada de contagem de leucécitos (CARVALHO e SILVA,1988).


http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/Trichomoniasis_il.htm
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Figura 50: Microscopio utilizado e Camara de Neubauer.

Para a realizacdo da quantificacdo do numero de trofozoitos/mL de
suspensédo, empregou-se a seguinte equacao:
Z=Fc xFdxY, Onde:
Z = numero de trofozoitos por mililitro (mL) de suspenséao;
Fc = fator de correcdo da Camara de Neubauer (2.500);
Fd = fator de diluicdo utilizado durante a contagem;
Y = numero de trofozoitos contados nos quatro quadrantes laterais da camara.

Realizou-se 0 screening com 0s seguintes extratos de raizes de Maytenus
imbricata: extrato hexano/éter etilico (1:1) (SEH e FSEH), o extrato em acetato de
etila (SEAT e FSEAT) e o extrato metanodlico (SEM) e as substancias isoladas de
FSEH: M1 (1la-hidroxilup-20(29)-en-3-ona), M2 (tingenona), M6 (3,7-dioxo-
friedelano), M8 (3-oxo-29-hidroxifriedelano), M9 (36,11a-di-hidroxilup-20(29)-eno e o
flavonoide de FSEAT e SEM: M10 (4’-O-metilepigalocatequina).

Na literatura é relatada a atividade da tingenona contra Entamoeba histolytica
(FONSECA, 2012), sendo de grande importancia testar a tingenona contra os outros
parasitas.

Também foram testados os extratos obtidos de folhas de Salacia crassifolia:
EHS, ECS, EAS e EES e as substancias: S3, S4, S5, S6, S7, S8, S9, S10, S11,
S12, S13, S15, S17 e o complexo NARIBCD.
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6.2.3 - Resultado do Screening

As amostras SEH e tingenona (M2) apresentaram atividade inibitéria durante
o “screening” realizado contra os trofozoitos de E. histolytica, G. lamblia e T.
vaginalis, portanto, foi realizado o estudo completo para essas amostras associando

novamente aos parasitas em concentracdes crescentes para determinacéo da Clso.

6.2.4 - Metodologia do teste antiparasitario completo

O efeito sobre o crescimento dos trofozoitos foi avaliado in vitro por
comparacdo com controles negativos (inéculo e meio de cultura) e controles
positivos (in6éculo e metronidazol). Todos o0s ensaios foram realizados

separadamente, em triplicata e repetidos pelo menos duas vezes.

As amostras (SEH e M2) foram dissolvidas em DMSO e dessa solucgéo,
aliquotas foram diluidas, em meio de cultura YI-S-32, obtendo-se seis concentracdes

(mg/mL) para serem testadas em cada parasita (Tabela 46, p. 116).

A solucao preparada foi filtrada em membrana esterilizante de nitrocelulose
(0,2 ym) (Figura 51) e adicionada a tubos de vidro (Pyrex ® 13x100 mm) contendo
trofozoitos em cultura axénica que variam de acordo com o parasita, sendo 2,4 x 10°
trofozoitos de E. histolytica, 1,2 x 10° trofozoitos de G. lamblia e 6,0 x 10* trofozoitos
de T. vaginalis, em fase logaritmica de crescimento, a fim de se obter diferentes
concentracfes (ug/mL), em uma faixa de valores, em um volume final de 6 mL
(Tabela 46, p. 116).

Figura 51: Membrana esterilizante de nitrocelulose e os tubos com as amostras.
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Todos os tubos foram incubados em estufa bacteriolégica a 37 °C durante 48
h. Apés esse tempo de incubacgdo, a viabilidade foi verificada qualitativamente
observando a mobilidade e a aderéncia dos trofozoitos em microscopio invertido.

Para determinagdo da Clso os trofozoitos foram quantificados através da

técnica de contagem de leucécitos adaptada (CARVALHO e SILVA, 1988).

Tabela 46: Concentracdes preparadas para as amostras

Entamoeba histolytica Giardia lamblia Trichomonas vaginalis
Amostra Amostra Amostra
em DMSO | Concentragdes | em DMSO | Concentragcbes | em DMSO | Concentracfes
Amostra e Meio de testadas e Meio de testadas e Meio de testadas
Cultura (ng/mL) Cultura (ng/mL) Cultura (ug/mL)
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
5,0; 10,0; 20,0; 0,16; 0,32; 0,43; 0,86;
SEH 0,9 25,0; 40,0 e 0,9 0,64; 1,28; 0,3 1,71; 3,42;
60,0 2,56 e5,12 6,84 e 13,68
M2 0,42; 0,84; 0,17; 0,34; 0,08; 0,16;
. 0,38 1,68; 3,36; 0,12 0,68; 1,36; 0,1 0,32; 0,64;
(tingenona) 6,72 e 13,44 2,72 € 5,44 1,28 e 2,56

6.2.5 - Resultado do teste antiparasitario completo (Clso)

A partir de valores de inibicdo para diferentes concentracées foi encontrado o
Clso, pelo Programa Probitus de Analise para maioria dos testes, exceto para
tingenona frente a E. histolytica, que foi usado o Programa de Analise “Minitab 15”

(Tabela 47).

Tabela 47: Concentracao inibitéria - Clso (ug/mL) das amostras frente aos parasitos

Entamoeba Giardia Trichomonas T. vaginalis
Amostra . . . L .
histolytica lamblia vaginalis resistente
SEH 19,19 0,53 1,09 1,57
- M2 1,71 0,23 0,18 > 1000,00
(tingenona)
Metronidazol 0,22 0,34 0,012 0,084

* Programa de Analise usado foi o “Minitab 15" (FONSECA, 2012)

Pela Tabela 47 pode-se observar que o extrato SEH e a tingenona (M2)

apresentaram atividade frente aos parasitas, em comparacdo com o padrdo

(metronidazol). Essa atividade do extrato pode ser, ao menos em parte, por SEH
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7

conter 40% de tingenona que €& um composto com comprovada atividade
antimicrobiana (RODRIGUES et al., 2012).

Tanto o extrato SEH, quanto a tingenona (M2) apresentaram uma alta
atividade frente a G. lamblia, sendo a tingenona melhor que o padrdo. Essa
substancia € um promissor farmaco antiparasitario, visto que possui atividade frente
aos trés parasitas testados, apesar de nao ter sido ativo frente a T. vaginalis
resistente.

O Clso de 1,57 pg/mL, encontrado para o SEH frente a T. vaginalis resistente,
apresenta-se como um resultado coerente, sendo um valor maior do que para o
parasita ndo resistente (Clso de 1,09 pg/mL), pois parasitas resistentes sdo mais
dificeis de serem tratados. Este extrato se mostrou um promissor candidato para o

desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos.

6.3 - Atividade antibacteriana e antifungica

6.3.1 - Introducéo

Nas ultimas décadas a maioria dos paises tem voltado sua preocupacao na
producdo e armazenamento dos alimentos, ja que estes tém um importante papel na
economia mundial (SHINOHARA et al., 2008). A Organizacdo Mundial de Saude
alertou sobre a necessidade de se evitar a contaminacao de alimentos por agentes
biolégicos que podem apresentar riscos a saude, como a contaminacdo por
Salmonella typhimurium, que causa gastroenterites e é resistente a maioria dos
antimicrobianos em uso terapéutico. Esta intoxicacao € causada pela falta de higiene
do manipulador ou locais inadequados para a fabricagdo e armazenamento
(SHINOHARA et al., 2008; PEREIRA et al., 2008). A frequéncia de infeccdo por
Salmonella é alta em pacientes com HIV, tendo as taxas superiores a 45% (MINCIS
et al., 2008).

Listeria monocytogenes & também um patdgeno encontrado em alimentos
contaminados, responsavel por graves infeccbes fatais e causador da listeriose
humana, tornando-se um problema de saude publica (BURBANO et al., 2006).

Dentre as principais bactérias esporuladas, o género Bacillus € um dos mais
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resistentes ao calor e, também, com importancia na microbiologia alimentar. Nas
espécies do género Bacillus, uma das mais importantes na industria de alimentos € a
Bacillus cereus, tendo em vista sua capacidade de produzir toxinas, responsaveis
por toxinfecgBes alimentares, enzimas extracelulares, que determinam o potencial de
deterioracdo, e esporos, que podem resistir as adversidades do meio ambiente
(RODRIGUES et al., 2003).

No Brasil, no Municipio de Ibiina (Sao Paulo), Soto e colaboradores (2005)
descreveram intoxicac@o alimentar em 120 operdrios de uma empreiteira cujo micro-
organismo responsavel foi o Bacillus cereus, representando prejuizo para a saude

publica e para a empresa pelos dias de trabalho perdidos pelos funcionarios.

Outro agente causador de infeccéo é a bactéria Staphylococus aureus, que se
apresenta como micro-organismo patogénico classico sendo comumente
reconhecido como agente etiolégico de infec¢cdes hospitalares e comunitarias (SILVA
et al., 2010). Cerca de 50% a 87% das infeccdes hospitalares tem Staphylococcus
como agente responsavel, sendo que em 16% a 43% dos casos 0s pacientes
evoluem para 6bito em funcdo do amplo espectro de resisténcias desses micro-

organismos aos antimicrobianos (METAN et al., 2005).

A bactéria Pseudomonas aeruginosa faz parte da microbiota humana e é o
mais importante patégeno humano do género Pseudomonas. Apesar de raramente
causar infeccbes em individuos saudaveis, ela torna-se um agente infeccioso
importante, em ambientes hospitalares, principalmente em pacientes predispostos
e/ou com baixa imunidade, como por exemplo, em unidades de terapia intensiva

(UTI) e pacientes com caso de queimaduras (PAVIANI et al., 2003).

Streptococcus sanguinis é formador da placa dental e tem sido associado ao
desenvolvimento de endocardite infecciosa, arterosclerose e isquemia depois de

atingir a corrente sanguinea (SILVA et al., 2012b).

A segunda causa de morte em escala global é atribuida a diarreia infecciosa
aguda, sendo que a primeira é a cardiovascular. A grande perda hidroeletrolitica que
ocorre em pouco tempo, pode causar desidratacdo, acidose e hipopotassemia,
sendo capaz de desencadear insuficiéncia renal aguda. Virus, bactérias e parasitas
sdo normalmente os responsaveis, mas estudos mostraram que as bactérias foram
0os patdégenos mais frequentes de diarreias agudas em criancas, com alta

predominéancia de Escherichia coli. A ocorréncia de diarreia persistente, em doentes



Estudo da atividade biologica 119

de AIDS é de 95% e as causas se relacionam a proépria infeccéo pelo virus (MINCIS
et al., 2008).

As infeccbes fungicas sdo uma das principais causas de mortalidade,
principalmente em individuos imunossuprimidos. A infec¢do por Candida é a causa

mais comum de doenca do es6fago em pacientes com HIV (MINCIS et al., 2008).

Estima-se que aproximadamente 75% das mulheres apresentem pelo menos
um episodio de candidiase vaginal, causado pelo fungo Candida albicans, onde 40%

a 50% vivenciam novos surtos e 5% tornam-se recorrentes (ALVES, et al., 2010).

A grande incidéncia de doencas infecciosas e a resisténcia de micro-
organismos patogénicos a multiplas drogas tém aumentado devido ao uso
indiscriminado de antibidticos. Isto exige uma continua e indispensavel busca por
novos compostos antimicrobianos, com diferentes estruturas quimicas e
mecanismos de acdo (ROJAS et al., 2003). Os produtos de origem vegetal surgem
como uma alternativa promissora, uma vez que cerca de 70% dos novos antibioticos
aprovados entre 1981 e 2002 pelo FDA (Food and drug Administration) foram de
origem natural e as plantas constituem uma excelente fonte de substancias para
novas drogas antimicrobianas (NOVAIS et al., 2003; MURARI, 2007).

Portanto, é relevante o estudo de extratos e substancias isoladas de folhas de
Salacia crassifolia na descoberta de alternativas menos agressivas para o controle
de micro-organismos que causam a deterioracdo dos alimentos e/ou sao

patogénicas para o homem.

6.3.2 - Metodologia do teste antibacteriano e antifungico

O teste foi realizado no Laboratério Biotecnologia e Bioensaios, no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais, sob a
coordenacao da Professora Dr2 Jacqueline Aparecida Takahashi.

As culturas de micro-organismos utilizadas neste experimento foram: trés
bactérias Gram-negativas: Salmonella typhimurium (S.T.) ATCC 13311, Escherichia
coli (E.C.) ATCC 25723, Pseudomonas aeruginosa (P.A.) ATCC 27853, quatro
bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (S.A.)) ATCC 25923, Bacillus
cereus (B.C.) ATCC 11778, Listeria monocytogenes (L.M.) ATCC 15313 e
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Streptococcus sanguinis (S.S.) ATCC 49456 e um fungo, levedura Candida albicans
(C.A) ATCC 18804 (Figura 52).

i
— )

B.cereus® L. monocytogenes® S.sanguinis’ C.albicans®

Figura 52: Fotos dos micro-organismos avaliados.

Fonte: acesso: 20/02/2015

1 http://enfo.agt.bme.hu/drupal/node/12573

2 http://www.vetmed.auburn.edu/e. coli
Shttp://ausubellab.mgh.harvard.edu/cgi-bin/pal4/home.cqi

4 http://www.micronaut.ch/shop/staphylococcus-aureus/

5 http://pixshark.com/bacillus-cereus-on-food.htm

6 http://www.vetmed.auburn.edu/molecular-diagnostics/assays/listeria-monocytogenes
7 http://stomatitus.blogspot.com.br/

8 http://energetic-mastery.com/the-candida-procrastination-connection/

A Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) € a menor concentracdo da amostra
capaz de inibir o crescimento microbiano. Neste método, a CIM é determinada por
uma sequéncia decrescente de concentracdes da amostra em um meio nutriente
(liquido), que é inoculado com a concentracdo padronizada do micro-organismo em
teste. A leitura do teste é feita observando quais foram os sistemas que nédo houve
crescimento do micro-organismo (ZACCHINO e GUPTA, 2007).

As amostras foram pesadas e solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO),
resultando em uma solugéo com concentracao de 50 mg/mL (extratos) e 12,5 mg/mL
(substancias puras). Pipetaram-se 40 pL desta solugéo para um frasco contendo 960
pL de meio de cultura BHI (solu¢do das amostras). Foi preparado um pré-indculo no
qual os micro-organismos estocados em tubos de ensaio foram transferidos e
inoculados em tubos de ensaios contendo 3,0 mL de meio de cultura BHI (Brain

Heart Infusion/Infuso de cérebro e coracdo). Em seguida, os tubos foram incubados
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em estufa a 37 °C por 18 h. Com o auxilio de uma micropipeta, 500 pL do pré-
in6culo microbiano foram transferidos para tubos de ensaio contendo 4,5 mL de
agua destilada estéril. Os tubos foram homogeneizados e a concentracdo ajustada
comparando-se com o tubo 0,5 da escala de McFarland de turbidez padrdo (108
UFC/mL), obtendo-se assim, os in6culos microbianos utilizados no teste.

Os testes foram realizados em placa de Elisa de 96 pogos, em quintuplicata.
Em cada poco foram adicionados 100 pL do meio de cultura BHI. No poco 1 foram
adicionados também 100 pL da solucdo das amostras. Homogeneizou-se a solucéo
e 100 pL foram transferidos para o prOxXimo poco e, assim, sucessivamente.
Desprezaram-se os 100 pL finais. Foram testadas de 6 até 9 concentraces,
dependendo de cada amostra. A seguir, 100 puL do in6culo do micro-organismo a ser
testado foi adicionado a cada poco. Foram realizados os controles: um controle para
0 crescimento do micro-organismo, no qual ndo houve adicdo da solucdo das
amostras (para verificar a viabilidade celular), um controle é o branco em que néo se
adicionou o in6culo microbiano (para se eliminar o efeito da coloracdo da solugéo
das amostras) e um controle dos padrdes, usando a ampicilina sobre as bactérias e
miconazol sobre o fungo. Um 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.

As placas foram incubadas em estufa a 37 °C e, apds 24 h, foi realizada a
primeira leitura do teste em leitor de placa de Elisa (492 nm). Apés 48 h foi realizada
uma nova leitura finalizando o teste.

Os extratos de Maytenus imbricata SEH, FSEH, SEAT, FSEAT, SEM e as
substancias: M1, M2 e M3 foram testados durante a realizacdo do mestrado e os
resultados se encontram em Rodrigues et al. (2012). O flavonoide M10 foi testado
frente aos micro-organismos neste trabalho.

Os extratos de folhas de Salacia crassifolia: EHS, ECS, EAS e EES, as
substancias: S3, S4, S5, S6, S7, S9, S10, S11, S12, S13, S15, S17 e o complexo

NARIBCD também foram submetidos ao teste antimicrobiano.
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6.3.3 - Resultado do teste antibacteriano e antifungico

Os resultados do teste antimicrobiano para extratos e substancias isoladas de
S. crassifolia se encontram na Tabela 48.

Tabela 48: CIMso das amostras frente aos micro-organismos testados

Concentracgao inibitoria minima-ClMso (ug/mL)

Amostras | S.T. E.C. P.A. S.A. B.C. L.M. S.S. C.A.
EHS 2500 | 25,00 0,19 0,19 0,19 50,00 0,19 | 25,00
ECS 2500 | 25,00 0,19 0,19 0,19 25,00 0,19 | 25,00
EAS 2500 | 25,00 0,19 0,19 0,19 25,00 0,19 | 25,00
EES 2500 | 25,00 0,19 0,19 0,19 25,00 0,19 | 25,00

S3 - - - - - - - -
S4 - - - - - - - -
S5 - - - - - - - -
S7 - - - - - - - -
S9 - - - - - - - -
S10 62,50 | 125,00 | 62,50 62,50 62,50 | 12500 | 125,00 | 250,00
S11 250,00 | 500,00 | 500,00 | 500,00 | 500,00 | 500,00 | 500,00 | 500,00
S12 - - - - - - - -
S13 - - - - - - - -
S15 - - - - - - - -
S17 - - - - - - - -
M10 - - - - - - - -
NARIBCD - - - - - - - -
Ampicilina | 0,049 | 0,098 | 0,049 0,098 0,008 | 0,049 | 0,098 NT
Miconazol NT NT NT NT NT NT NT 3,32

NT = ndo testado, - ndo apresentou atividade, S. typhimurium (S.T.), E. coli (E.C.), P. aeruginosa (P.A.), S.
aureus (S.A.), B. cereus (B.C.), L. monocytogenes (L.M.), S. sanguinis (S.S.), C. albicans (C.A.)

Os extratos obtidos de S. crassifolia apresentaram atividade antibacteriana e
antifangica sobre P. aeruginosa (P.A.), S. aureus (S.A.), B. cereus (B.C.) e S.

sanguinis (S.S) (MICso 0,19 pug mL?1). Os TTPCs S10 e S11 foram os Unicos que

apresentaram certa atividade antimicrobiana sobre todas bactérias e fungo.
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6.4 - Atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase (AChE)

6.4.1 - Introdugéo

A doenca de Alzheimer é uma patologia neurodegenerativa, progressiva, que
afeta principalmente a populacéo idosa e seus sintomas envolvem a perda de
memo©ria, o déficit na linguagem, depresséo, problemas de comportamento, inclusive
agitacdo, alteracdo do humor e psicose (VIEGAS JUNIOR et al., 2004; BARBOSA
FILHO et al., 2005; BARBOSA FILHO et al., 2006). De acordo com Eubanks e
colaboradores (2006), os casos dessa doenca podem triplicar nos préximos 50 anos.

As mudancas mais importantes observadas no cérebro de pacientes com
doenca de Alzheimer é a diminuicdo de diversos neurotransmissores cerebrais,
como a acetilcolina, que tem papel muito importante na sinapse colinérgica (DI
GIOVANNI et al., 2008).

Um dos caminhos utilizados no tratamento dessa doenca consiste no
aumento do nivel de acetilcolina no cérebro usando inibidores de acetilcolinesterase,
pois esta catalisa a hidrélise da acetilcolina (ENZ et al.,1993; SCHNEIDER, 2001).

Vérios inibidores da enzima acetilcolinesterase estdo sendo investigados para
o tratamento da Doenca de Alzheimer, entretanto, poucas foram aprovadas pela
Food and Drug Administration dos Estados Unidos, como a tacrina, donepezil e
rivastigmina (Figura 53). Estas substancias apresentam valores altos no mercado e
alguns provocam diversos efeitos colaterais, como hepatotoxicidade e desarranjo
gastrointestinal (SCHNEIDER, 2001; CARVALHO et al., 2013).
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Figura 53: Exemplos representativos de farmacos usados no tratamento de mal de
Alzheimer (BARBOSA FILHO et al., 2006).
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Desde que essa doenga, como uma comum causa de morte no mundo, se
tornou uma ameaca para a saude publica, estratégias de tratamento baseado nas
plantas medicinais tem sido focalizadas (HOWES et al., 2003: ORHAN et al., 2004).

Recentes estudos com extratos e substancias isoladas de plantas de varias
espécies brasileiras mostraram excelentes resultados como inibidores da enzima
acetilcolinesterase (BARBOSA FILHO et al., 2006).

Trevisan e colaboradores (2003) testaram extratos brutos de caule, casca,
folha, raiz, talo, resina, semente e fruto de 58 plantas frente a enzima
acetilcolinesterase e obtiveram bons resultados inibitorios.

Pelo exposto, torna-se evidente a necessidade de se explorar as espécies de
plantas brasileiras, como fonte de farmacos potentes e seletivos e com baixo perfil

de toxicidade, que permitam o controle da evolucédo da doenca de Alzheimer.

6.4.2 - Metodologia do teste de inibicdo da AChE qualitativo

O teste foi realizado no Laboratério 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 foi realizado com os extratos de Salacia crassifolia EHS, ECS, EAS e
EES, as substancias S3, S4, S5, S6, S7, S9, S10, S12, S13, S15, S17 e o complexo
NARIBCD. De M. imbricata, apenas o M10 foi utilizado nesse teste qualitativo, visto
que os extratos e as demais substancias ja haviam sido testadas (RODRIGUES,
2011).

O ensaio para a avaliacdo qualitativa da atividade anticolinesterasica foi
realizado seguindo-se a metodologia de Ellman (ELLMAN et al., 1961), adaptada por
Rhee e colaboradores (2001). O teste é realizado utilizando-se placas
cromatograficas de camada delgada de silica gel. Aplicaram-se, na placa
cromatografica, 5 uL de amostra e também do padréo (cafeina), na concentragédo de
10 mg/mL, utilizando solventes apropriados para cada amostra.

ApoGs a secagem do solvente na placa, borrifou-se uma solucdo 1:1 de acido
5,5’-ditiobis-[acido 2-nitrobenzoico] (Reagente de Ellman ou DTNB) e iodeto de
acetiltiocolina (ACTI). Em seguida, a placa foi borrifada com a enzima
acetilcolinesterase (3 U/mL) em tampéao Tris/HCI contendo albumina sérica bovina. A

presenca de halos brancos, apés 10 min, em meio ao fundo amarelo indicou a
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inibicdo da enzima acetilcolinesterase. Usou-se como padrdes a cafeina (teste

qualitativo) e eserina (teste quantitativo) (Figura 54).
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Figura 54: Estrutura quimica da cafeina (I) e eserina (ll).

Pelo método, a acetiltiocolina é hidrolisada pela AChE e a tiocolina produzida

reage com o DTNB, levando a formacéo do anion &cido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB),

gque apresenta coloragdo amarela (Figura 55). Assim, na regido da cromatoplaca em

gue se encontra um composto capaz de inibir a AChE é observado um halo branco

devido a néo formacao de TNB.
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Figura 55: Reacéo
Ellman et al., 1961).

ocorrida no teste pelo

meétodo de Ellman (Figura adaptada de
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6.4.3 - Resultado do teste de inibicdo da AChE qualitativo

Na regido da cromatoplaca em que se encontra um composto capaz de inibir
a AChE é observado um halo branco, devido a ndo formacdo de TNB, portanto
observa-se que os compostos S3, S4, S5, S6, S7, S9, S10, S12 e S13 apresentaram
atividade (Figura 56), sendo apropriado o teste quantitativo para a confirmacéo

desse resultado.

Figura 56: Bioautograma das amostras testadas (esquerda) e da cafeina, padrao

utilizado no teste (Fotos: Bibiane L. G. Matildes e Amanda C. S. Coelho).

De acordo com Barbosa Filho e colaboradores (2006), a maioria dos
inibidores é conhecida por conter atomo de nitrogénio na sua estrutura. Apesar das
substancias que apresentaram halo de inibicdo ndo conterem este elemento, podem

mesmo assim, apresentar atividade frente a enzima acetilcolinesterase.
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6.4.4 - Metodologia do teste de inibicdo da AChE quantitativo

O teste foi realizado no Laboratério Biotecnologia e Bioensaios, no
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais, sob a
coordenacao da Professora Dr2 Jacqueline Aparecida Takahashi.

Foram adicionados 25 pL da solucdo das amostras a serem testadas
solubilizadas em DMSO (10 mg/mL) aos pocos da placa de Elisa (Figura 57) e os
controles negativo e positivo. Nos cinco primeiros pocos da coluna do controle
positivo, adicionaram-se 25 pL da solucdo de eserina (10 mg/mL em tampao
Tris/HCI, pH 8,0). Adicionaram-se, a cada poc¢o, 25 pL de solucdo de lodeto de
Acetiltiocolina (ATCI), 125 pL da solugcéo de DTNB e 5 pL de Tris/HCI com albumina
sérica bovina. A absorbancia foi medida a 405 nm a cada 1 min por 8 vezes (8 min
no total). Adicionaram-se 25 pL da solucdo de AChE (0,222 U/mL) em Tris/HCI ao
poco. Mediu-se a absorbancia novamente a 405 nm por 10 vezes (10 min no total)
(ELLMAN et al., 1961).

Figura 57: Leitora de placa de Elisa e placas com amostras.

Realizou o teste quantitativo com as substancias de Maytenus imbricata M1,
M2, M3, M4 e M10 e de Salacia crassifolia foram testados os extratos: EHS, ECS,
EAS e EES, as substancias S3, S4, S5, S6, S7, S9, S10, S11, S12, S13, S15,S17 e
o complexo NARIBCD.
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6.4.5 - Resultado do teste de inibicdo da AChE quantitativo

O ensaio quantitativo da atividade inibitoria da enzima AChE dos extratos e
substancias foi realizado em placa de Elisa e como padrdo foi usada a eserina
(Figura 54, p. 125). O resultado da porcentagem média de inibicdo da enzima AChE,
desvio padréo e coeficiente de variagcao se encontram na Tabela 49.

Tabela 49: Resultados do teste de inibicdo da enzima AChE em placa de Elisa

Variagao Variagao
M1 79,11 6,07 0,08 S5 93,33 1,79 0,02
M2 83,22 5,80 0,07 S6 93,60 1,98 0,02
M6 78,25 7,35 0,09 S7 90,00 1,51 0,02
M8 =S9 | 71,17 8,39 0,11 S10 98,49 0,19 0,01
M10 63,38 2,34 0,04 S11 82,40 7,39 0,09
EHS 61,40 6,72 0,11 S12 90,59 3,76 0,04
ECS 97,93 5,63 0,06 S13 0,00 0,00 0,00
EAS 96,92 2,37 0,02 S15 50,00 0,00 0,00
EES 90,66 4,06 0,04 S17 60,94 2,08 0,03
S3 94,90 1,47 0,02 NARIBCD | 54,08 1,34 0,02
sS4 89,77 4,19 0,05 (Eps:(;'rgg) 93,94 2,10 0,02

Observa-se na Tabela 49 que os extratos ECS, EAS, EES e as substancias
M2, S3, S4, S5, S6, S7, S10, S11 e S12 apresentaram alta atividade inibitéria da
acetilcolinesterase em comparacao com o padréo, a eserina, sendo que ECS, EAS,
S3 e S10 apresentaram ainda uma porcentagem de inibicdo maior que a eserina.

O complexo NARIBCD apresentou atividade um pouco maior que a
naringenina (S15), conferindo mais uma vantagem da inclusdo de compostos, além
do aumento da solubilidade.

As substancias M1, M6 e M8 do extrato hexano/éter etilico de M. imbricata,
apresentaram atividade anticolinesterasica no teste qualitativo e quantitativo. Estes
resultados apresentam perspectivas para a realizacdo de testes mais precisos para

comprovar a atividade desta substancia frente a doenca de Alzheimer.
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6.5 - Bioensaio para determinacao da atividade antioxidante

6.5.1 - Introducéo

O radical estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) tem sido muito usado para
avaliar a capacidade de antioxidantes naturais em sequestrar radicais livres. Por
acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPH (Figura 58), de
coloracdo purpura e que absorve em um comprimento de onda de 517 nm, é
reduzido formando 2,2-difenilpicrilhidrazina (DPPH-H), de coloragdo 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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Figura 58: Estrutura do DPPH antes e depois da rea¢cdo com o antioxidante.

Foram submetidos ao teste antioxidante os extratos polares de M. Imbricata:
FSEAT, SEM e o flavonoide M10. De S. crassifolia foram testados os extratos EAS,
EES, os flavonoides S15 e S17.
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6.5.2 - Metodologia do teste antioxidante

O teste foi realizado no Laboratério de Quimio e Bioprospeccado de Plantas do
Cerrado, no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais,
sob a coordenacdo da Professora Dr? Lacia Pinheiro Santos Pimenta e o aluno
Samuel Favero.

A solucéo foi preparada diluindo 1,0 mg da amostra (extrato ou substancia
isolada) em 1,0 mL de metanol grau HPLC. A partir dessa solucdo foram realizadas
microdiluicbes de forma a obter outras solucbes de concentracdes diferentes:
1000,0, 500,0, 250,0, 125,0, 62,5 e 31,2 pg/mL.

Foram adicionados 250 pL de solucdo metandlica de DPPH (0,004% p/v) e 10
puL de solucdo da amostra, em diferentes concentracfes, em placas de 96 pocos.
Foram testadas 6 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 galico, 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT) e
vitamina E (Vit-E), como controles positivos. Para o preparo do branco nédo houve
adicdo da amostra e o metanol foi utilizado para corre¢cdo da linha de base. O
percentual de decréscimo na absorbéancia foi medido para cada concentracédo 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 oxidacdo do
radical e calculado conforme a equacéo: % inibicdo = (ApoppH — AexTr)/ApppH*100.
Onde, AprrH € a absorbancia da solucdo de DPPH e Aextr € a absorbancia da
amostra em solugéo, calculado pela diferenca com seu branco (Aextr = Aamostra —
Asranco) (SINGH et al., 2002).

A partir dos valores de porcentagem de inibicdo de radicais livres das seis
concentracbes de cada amostra ou padrao testado, determinou-se a Clso, ou seja, a
concentracdo da amostra que causa 50% de inibicdo da concentragao inicial de
DPPH. Os valores de Clso foram obtidos por regressdo néo linear utilizando o
programa GraphPad Prism® (CHEN et al., 2013).
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6.5.3 - Resultado do teste antioxidante

Os resultados do teste antioxidante das amostras de M. imbricata estao

apresentados na Tabela 50 e das amostras de S. crassifolia na Tabela 51.

Tabela 50: Porcentagem de inibic&o de radicais livres em diferentes concentracoes

e Clso de amostras de M. imbricata

Concentracdo | FSEAT | SEM M10 vit-E | Acido BHT
(ug/mL) % % % % gaol/'oco %
31,2 14,7 5,3 50,8 2,2 51,1 31,4
62,5 20,1 13,3 52,1 20,4 97,1 23,4
125,0 31,4 33,4 77,6 37,4 97,4 32,7
250,0 35,2 47,5 90,6 92,2 97,7 57,1
00,0 42,2 84,5 90,7 97,5 96,5 84,3
1000,0 85,9 95,9 90,8 97,8 98,0 90,5
Clso (ug/mL) NC 273,6 111,1 147 4 28,9 260,3

*NC = n&o conclusivo

O flavonoide, 4’-O-metilepigalocatequina (M10), isolado dos extratos FSEAT e
SEM de M. imbricata apresenta atividade antioxidante, com concentracdo inibitoria
minima de 50% de DPPH (Clso) de 111,1 pg/mL, sendo melhor que para Vit-E (Clso
147,4 ng/mL) e BHT (Clso 260,3 pg/mL).

Tabela 51: Porcentagem de inibicdo de radicais livres em diferentes concentragdes

e Clso de amostras de S. crassifolia

Concentracédo | EAS EES S15 S17 Vit-E | Acido | BHT
(Lg/mL) % % % % % | 99 | %
31,25 194 | 51,8 0,2 2,0 2,2 51,1 | 31,4
62,50 38,6 | 52,1 1,5 3,7 20,4 | 97,1 | 234
125,00 515 | 77,6 2,7 5,2 37,4 | 974 | 32,7
250,00 915 | 90,6 | 21,1 | 871 | 922 | 97,7 | 571
00,00 96,8 | 90,7 | 88,3 | 879 | 975 | 965 | 84,3
1000,00 975 | 90,8 | 89,9 | 872 | 978 | 980 | 90,5
Clso(Mg/mL) | 136,8 | 1150 | 296,5 | 166,0 | 147,4 | 28,9 | 260,3
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Os extratos acetato etilico (EAS) e etandlico (EES) de S. crassifolia
apresentam inibicdo de oxidagao do radical com Clso de 136,8 pg/mL e 115,0 pg/mL,
respectivamente, sendo melhores antioxidantes que os padrdes Vit-E e BHT.

O flavonoide, epicatequina (S17), isolado dos extratos EAS e EES
apresentou-se como um 6timo antioxidante com Clso de 166,0 pg/mL, sendo melhor
que para o BHT.

Os flavonoides possuem estrutura quimica ideal para o sequestro de radicais
livres, uma vez que apresentam grupos fendlicos. Os extratos testados apresentam
estes compostos em sua constituicdo, e isto pode justificar a atividade antioxidante

encontrada.
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6.6 - Atividade antinociceptiva

Os extratos FSEH, FSEAT e SEM e também a tingenona (M2), composto
isolado de FSEH de M. imbricata, induziram atividade antinociceptiva in vivo. Este
resultado indica que M. imbricata é uma fonte util para o isolamento de compostos a
serem utilizados no tratamento de doencas inflamatérias dolorosas. Os experimentos
de atividade antinociceptiva utilizando os extratos e a tingenona de M. imbricata,
foram realizados por Clarice de Carvalho Veloso e constam da sua tese de
doutorado intitulada “Avaliagdo farmacoldgica de extratos de Maytenus imbricata
Mart. ex. Reissek em modelos de inflamacéo, dor e obesidade”, sob a orientagéo da
Profa. Dra. Andrea de Castro Perez e coorientacdo da Profa. Dra. Adaliene Versiani
e Matos Ferreira e do Prof. Dr. Andre Klein, do Laboratorio de Dor e Analgesia, no
Departamento de Farmacologia, ICB/UFMG.

O detalhamento dos testes de atividade antinociceptiva com extratos e
substancias de M. imbricata, e a respectiva andlise e discussdo encontram-se
descritos em Veloso (2014) e Veloso e colaboradores (2014a, 2014b, 2015).

Para exemplificar, um dos testes realizados com a tingenona (M2) foi o
método da retirada de pata, no qual a prostaglandina (PGE2) é utilizada como
referencial para causar hiperalgesia. Este composto € um acido graxo natural, de
cadeia longa, produzido pela maior parte das células do organismo humano, sendo
gue algumas classes de prostaglandinas participam da inducéo de febre, inflamacéo
e aumento na sensacao de dor, como resposta de defesa do organismo.

Varios farmacos, que atuam na diminuicdo da concentracdo ou producdo da
prostaglandina, sao utilizados para aliviar dores intensas, tais como alguns membros
da classe dos opioides. Por outro lado, estes compostos provocam efeitos colaterais
indesejaveis, como dependéncia fisica, nausea, tolerancia e depressao respiratoria.
A busca por compostos que nao apresentem tais efeitos colaterais vem estimulando
o desenvolvimento de testes com produtos naturais, sendo eles, extratos e
metabolitos secundarios isolados, que atuam na diminuicdo da producdo da
prostaglandina, reduzindo consequentemente, inflamacdes dolorosas, com menor

indice de efeitos colaterais.

Em resumo, por meio do método do teste de retirada de pata de

camundongos é possivel medir o limiar nociceptivo causado por estimulo mecanico,
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através do aumento da compressdo da pata do animal que encontra-se inserida na

parte compressora de um aparelho algesimétrico.

A intensidade de compressao do aparelho, expressa em gramas (g) vai sendo
aumentada a taxa de 16 g/s, com limite de 160,0 g para ndo causar lesdo na pata
dos camundongos. Ao observar a resposta nociceptiva do animal, ou seja, o reflexo
da retirada da pata, o experimentador interrompe a presséo aplicada e o aparelho
indica o ultimo valor, que corresponde ao limiar nociceptivo. A medicdo é feita em
triplicata, com intervalo minimo de 10 segundos e o resultado final é expresso como
sendo a média dessas medidas (VELOSO, 2014). Neste teste, a PGE2 (2 ug, 20 pL)
foi administrada por via intraplantar na pata posterior direita dos camundongos,

Swiss machos com peso corpéreo variando entre 30 a 35 g.

Apés a inducdo de hiperalgesia, observada trés horas apds a aplicacdo da
PGE2, foram administradas diferentes concentragbes de tingenona dissolvida em
DMSO 20,0 % + Tween 20 1,0 % em salina (VELOSO, 2014; VELOSO et al.,
2014b).

A tingenona na dose de 200 ug/pata, apresentou efeito antinociceptivo, dez
minutos apos a aplicacdo quando comparado ao grupo controle. Esse grupo controle
constitui o maximo de nocicepc¢ao, por possuir apenas prostaglandina e veiculo
(PGE:2 + V), portanto chamado de pico hiperalgésico. De acordo com Veloso (2014)
os resultados encontrados para a tingenona, isolada de M. imbricata, foi considerado

como 6timo e promissor.

As outras doses de tingenona (100 e 50 pg/pata), induziram efeito
antinociceptivo parcial e, na dose de 25 pug/pata ndo foi detectado efeito
antinociceptivo. Esses resultados estédo graficamente representados na Figura 59 (p.
135), que foi construido em termos de massa de compressao realizada sobre a pata,
sendo que, quanto maior o valor da coluna mais intenso é o efeito antinociceptivo
induzido pela tingenona. O valor aproximado encontrado para cada coluna é
estabelecido atravées da diferengca entre a massa maxima suportavel pelo
camundongo (variavel de 120 a 130 g) e a massa que este suportou durante o

experimento.

Os grupos controles foram utilizados para comprovar que 0s solventes nao
causam hiperalgesia, e sim, a prostaglandina (o veiculo utilizado para PGE: foi

etanol 2%) + V (veiculo de tingenona) e que o veiculo usado para solubilizar a
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tingenona n&o provoca nocicepgdo (etanol 2% + Tingenona 200 pg/pata). Os
controles foram injetados isoladamente (VELOSO, 2014; VELOSO et al., 2014b).
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*Indica significancia estatistica P < 0,05, quando comparado ao grupo controle PGE:
Figura 59: Curva dose-resposta da antinocicepcéo induzida pela administracao
intraplantar de diferentes doses de tingenona sobre a hiperalgesia induzida por
PGE:2. Fonte: VELOSO (2014).
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7 - CONCLUSAO

Neste trabalho foram realizados o estudo fitoquimico do extrato hexanico,
cloroférmico, acetato etilico e etandlico de folhas de Salacia crassifolia
(Celastraceae), coletadas em Montes Claros, e o estudo fitoquimico do extrato
acetato etilico de raizes de Maytenus imbricata, além da avaliacdo do potencial
quanto a atividades biologicas, de inibicdo da acetilcolinesterase e antioxidante dos
extratos e de constituintes, incluindo aqueles constituintes previamente isolados
durante o trabalho de mestrado.

O estudo fitoquimico de S. crassifolia resultou no isolamento e caracterizacéo
de dez triterpenos pentaciclicos, 3B-palmitiloxi-urs-12-eno, 3-oxofriedelano, 3-
hidroxifriedelano, mistura de a-amirina e B-amirina, 3-oxo-28-hidroxifriedelano, 3-
o0x0-29-hidroxifriedelano, acido 3,4-seco-friedelan-3-oico, 38-hidroxi-olean-9(11):12-
dieno e 28,29-di-hidroxifriedelan-3-ona, também isolaram-se trés flavonoides,
naringenina, epicatequina, epigalocatequina, dois esteroides g-sitosterol e 3-O-4-D-
glicosil-g-sitosterol, além de outros cinco compostos, sendo eles, o esqualeno, guta-
percha, o-ftalato de bis(2-etilexila), acido p-hidroxibenzoico e e¢-caprolactama. Do
extrato acetato etilico de M. imbricata obteve-se o flavonoide 4’-O-
metilepigalocatequina. Todos compostos foram isolados pela primeira vez na
espécie S. crassifolia e alguns sao inéditos no género ou familia. Os constituintes
foram identificados por métodos espectroscopicos (IV e RMN de 'H e de 3C) e

espectrometria de massas.

Das doze substancias utilizadas para formacdo de composto de incluséo,
apenas naringenina obteve resultado satisfatorio. Este composto foi devidamente
caracterizado por ROESY e submetido a testes de atividade bioldgica.

As atividades biologicas testadas para os extratos e para as substancias
isoladas foram: amebicida, giardicida, tricomonicida, antibacteriana, antifingica,
capacidade inibitéria da enzima acetilcolinesterase (teste qualitativo e quantitativo),
atividade antioxidante e antinociceptiva.

No teste antiparasitario foram testados da Maytenus imbricata: os extratos
hexano/éter etilico (SEH, FSEH), acetato etilico (SEAT, FSEAT) e metandlico (SEM)
e as substancias isoladas a partir de FSEH: 11a-hidroxilup-20(29)-en-3-ona,

tingenona, 3,7-dioxofriedelano, 3-o0xo-29-hidroxifriedelano, 38,11a-di-hidroxilup-
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20(29)-eno0 e obtidas a partir dos extratos FSEAT e SEM, 4-O-
metilepigalocatequina.

O teste antiparasitario foi realizado com todos os extratos e substancias
isoladas de S. crassifolia e M. imbricata. Dentre as amostras testadas, SEH e a
tingenona, isolada desse extrato, apresentaram respectivamente, Clso de 19,19
pug/mL e 1,71 pg/mL contra Entamoeba hystolitica, 0,53 pg/mL e 0,23 pg/mL contra
Giardia lamblia, 1,09 e 0,18 pg/mL contra Trichomonas vaginalis, além de SEH
apresentar Clso de 1,57 pg/mL para T. vaginalis resistente. Estas amostras
apresentaram alta atividade, com valores de Clso préximos a do metronidazol
(padréo), podendo ser promissores antiparasitarios.

Os extratos obtidos de S. crassifolia apresentaram alta atividade
antibacteriana e antifangica, principalmente sobre Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Streptococcus sanguinis. O acido 3,4-
seco-friedelan-3-oico e 3B-hidroxi-olean-9(11):12-dieno também apresentaram
atividade antimicrobiana sobre todas bactérias e fungo testados.

Foi realizado o teste qualitativo e quantitativo da atividade inibitéria da enzima
acetilcolinesterase com os extratos e substancias isoladas de S. crassifolia, com as
substancias isoladas de M. imbricata e com o complexo NARIBCD. A maioria das
amostras apresentou alta porcentagem de inibicdo, sendo que as amostras mais
promissoras foram os extratos cloroférmico (97,93%) e acetato etilico (96,92%) e as
substancias 36-palmitiloxi-urs-12-eno (94,90%) e &cido 3,4-seco-friedelan-3-oico
(98,49%) apresentaram uma porcentagem de inibicdo maior que o padrao
empregado (93,94%).

Os extratos acetato etilico e etandlico de S. crassifolia e acetato etilico e
metanolico de M. imbricata, e os flavonoides, naringenina, epicatequina e 4’-O-
metilepigalocatequina apresentam alta atividade antioxidante por inibir radicais livres
em porcentagens elevadas.

Os extratos hexanico, acetato etilico e metandlico de M. imbricata e a
tingenona apresentam atividade antinociceptiva in vivo testados em camundongos.

Este trabalho complementa o estudo fitoquimico da espécie M. imbricata e
apresenta resultados novos da espécie Salacia crassifolia. Tanto os resultados
fitoquimicos quanto os dos testes bioldgicos justificam a importancia dos estudos em

espécies da familia Celastraceae.
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Figura A41: Expansdes de RMN de 3C de S12 (CDCIz + Py-ds, 100 MHz).
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Figura A47: Espectro de RMN de 13C (100 MHz) de S16 em MeQOD.
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Figura A48: Subespectro DEPT-135 (100 MHz) de S16 em MeOD.
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Figura A49: Espectro na regido do IV de S17 (KBr, cm™).
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Figura A50: Espectro de RMN de 3C de S17 (CD30OD, 100 MHz).



Anexo 180

-
£|

119.44¢
115.94
115.37¢
96.453
95.941
79.934
67.535
29.300

I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘ I I
120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
ppm (t1)

Figura A51: Subespectro DEPT-135 de S17 (CDsOD, 100 MHz).
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Figura A52: Espectro na regido do IV de S18 e S19 (ATR, cm™).
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Figura A53: Espectro de RMN de 3C de S18 e S19 (CD30OD, 100 MHz).
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Figura A54: Subespectro DEPT-135 de S18 e S19 (CDsOD, 100 MHz).
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Figura A55: Espectro na regiéo do IV de M10 (ATR, cm™).
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Figura A56: Espectro de RMN de 'H e expansfes da B-ciclodextrina (DMSO-ds,
400 MHz).



