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RESUMO

Este trabalho descreve o estudo fitoquimico dos extratos organicos das folhas de
Cratylia mollis Mart. ex. Benth e do caule e folhas de Eriope blanchetti xxxx, pertencentes
as familias Leguminosae e Lamiaceae, respectivamente. A Cratylia mollis é um arbusto
pertencente a subfamilia Faboideae (Papilionoideae) que se distribui em toda América do Sul.
Sendo a espécie mais abundante no semi-arido nordestino, onde é conhecida popularmente
como “Camaratuba” e “caramatu” e tem sido utilizada como forrageira, principalmente na
alimentagdo do gado e caprinos. Ja a Eripoe blanchetti ¢ uma espécie endémica das regides
de restinga, encontrada principalmente na restinga do parque metropolitano da Lagoa do
Abaeté na cidade de Salvador-BA. Este trabalho teve como objetivo o isolamento dos
constituintes quimicos a partir de Cratylia mollis e Eriope blanchetti, além da investigagao
das atividades, antioxidante e anticolinesterasica das substancias isoladas. O extratos
metandlico de ambos vegetais foram particionados entre MeOH: Hex e MeOH/ H,O: CHCl3 e
fracionados através de técnicas cromatogréficas em colunas e em camada delgada preparativa
sob silica gel. As substincias foram identificadas através de métodos espectrométricos
(RMN, IV, EM) e comparacdo dos dados da literatura. Dos extratos orginicos de Cratylia
mollis foram isolados nove substincias com destaque para um novo nor-isoprenoide, (4S*,
6S*)-4-but-1-enil-4,6-diidroxi-3,5,5-trimetil-ciclo-hex-2-enona, o dipetideos, N-benzoil-
fenilalaninoil-fenilalaninolacetato e o Ester, 4-[3-(4-hidroxi-fenil)-acriloiloxi] acido
benzdico, sendo este dltimo descrito pela segunda vez na literatura. A partir de Eriope
blanchetti foram isoladas doze substincias com destaque para a podofilitoxina. Todas as
substancias isoladas de ambos os vegetais foram avaliados para atividade antioxidante e
inibicdo AChE. Onde foi verificada na avaliacdo de inibicdo da enzima AChE que o N-
benzoil-fenilalaninoil-fenilalaninolacetato apresentou uma inibicdo satisfatéria comparado
com Clso=111,34 ,umol.L'1 comparado com a substincia padrao Fisostigmina, Clsy= 141,51

umol.L™".

Palavras- chave: Cratylia mollis, Leguminosae, Eriope blanchetti, Lamiaceae,
anticolinesterasico.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracoes preliminares

Apesar do grande desenvolvimento da sintese organica e de novos processos
biotecnoldgicos, ainda hoje, 25% dos medicamentos prescritos nos paises
industrializados sdo origindrios de plantas. Estima-se que os produtos naturais estdo
envolvidos no desenvolvimento de 44% de todas as novas drogas [1].

O estudo quimico e farmacoldgico de plantas é uma drea de pesquisa que
apresenta um grande volume de trabalhos publicados. Apesar do grande ndmero de
informagdes disponiveis, ainda existe um vasto nimero de espécies cuja composi¢io
quimica ainda nfo foi investigada. A necessidade da descoberta de novos farmacos,
devido ao surgimento de novas doengas, impulsiona pesquisas visando o estudo
fitoquimico e farmacoldgico de plantas a encontrar substancias biologicamente ativas.
As plantas superiores representam uma fonte a ser explorada no desenvolvimento de
novas drogas, que podem fornecer novas substdncias a partir das quais podem ser
desenvolvidos efetivos agentes terapéuticos [2].

Substincias oriundas de fontes naturais podem ser utilizadas na sua forma
natural ou apds ligeiras modificacdes quimicas ou mesmo servir de modelo para o
desenvolvimento de novas drogas [3]. Como exemplo pode-se citar o diterpeno Taxol
(1) que possui atividade contra o cancer do colo do ttero [4]. Diversos grupos de
pesquisadores se empenharam no desenvolvimento de métodos alternativos de obtencao
do taxol buscando viabilizar o emprego comercial desta substincia, uma vez que esta
ocorre em concentragdo muito pequena nas cascas do teixo (Taxus breviflora) [5]. Outro
exemplo de sucesso na aplicacdo de substancias oriundo fontes natural como drogas,
pode-se destacar a lignana podofilotoxina (2), isolada primeiramente em Podophylum
peltatum, que possui dois derivados semi-sintéticos: o etoposideo (3), empregado no
tratamento de cancer de testiculo e certos tipos de cancer de pulmdo, e o tenoposideo
(4), que tem emprego no tratamento leucemia linfoblastica aguda, linfoma nao-Hodgkin
e neuroblastomas [6]. Também é digno de nota dois alcaldides da vinca, a vincristina (§)
e a vimblastina (6) que talvez represente a descoberta de fairmaco de fonte vegetal mais
significante uma vez que estes alcaldides sdo utilizados em todo o mundo no tratamento

de cancer de pele e casos de cancer de mama, testiculo e linfoma [7].
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MENDELSOHN & BALICK [8], relatam que embora sejam conhecidas um
nimero significativos de substincias extraidas de espécies vegetais, ainda existem
aproximadamente 250000 espécies vegetais sem qualquer estudo cientifico. Apesar de
se passarem mais de uma década da publicacdo deste trabalho ainda ndo houve
mudancas abruptas dessa situacao.

O Brasil possui diversos tipos de vegetacdo (Figura 1) que se estende da praia
até as montanhas centrais apresentando uma riqueza de vdrias familias de plantas
dispersas nos diferentes habitats, sendo o pais com a flora mais rica do mundo em
matéria prima para a producdo de fitofirmacos [9]. Apesar de toda esta diversidade,
estima-se que apenas 8% das plantas ja foram estudadas do ponto de vista fitoquimico e
bioldgico, e todo esse potencial pode ser perdido sem que haja uma compilagdo do
conhecimento das espécies, uma vez que a cada ano novas fronteiras agricolas sao
redesenhadas no pais podendo acarretar assim, desaparecimento de diversas espécies

nativas.

Biomas do BR

Legenda:

[0 AMAZONIA
[ cAATINGA

CERRADO
I VATA ATLANTICA
PAMPA

I PANTANAL

Fonte: Mapa de Biomas do Brasil - IBGE. 2004
Rio de Janeiro - esc. 1:5.000.000

Figura 1. Mapa dos Biomas Brasileiros
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(1)

2 o
H3CO OCH3 HaCO O OCHg H3CO O OCHg

OCH, OH OH

2 () C))

(5) (6)

Figura 2. Algumas substincias naturais e derivadas semi-sintéticos
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1.2. Caatinga

Geograficamente ndo existe regido no Brasil cujo aspecto seja mais agressivo ou
desolador na época do estio do que a 4rea onde se encontra a caatinga. A caatinga € um
ecossistema, exclusivamente brasileiro que ocupa 11% (844.453 quilémetros
quadrados) do territério nacional, abrangendo parte dos Estados do Maranhdo, Piaui,
Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Bahia e norte de
Minas Gerais (Figura 3) [10, 11].

A palavra caatinga, de origem tupi, significa mata branca. A razdo para esta
denominacdo reside no fato de apresentar-se a caatinga verde somente no inverno, a
estacdo das chuvas, de curta duracdo (Figura 4). No restante do ano a caatinga,
inteiramente, ou parcialmente, sem folhas, apresenta-se clara, mostrando os caules
esbranquicados que na auséncia da folhagem dao um tom claro a essa vegetacdo [12]
(Figura 5).

Atlantic Ocean
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F 4
h -

Figura 3. Mapa de localizagdo da Caatinga no Brasil

A caatinga tem um aspecto de deserto. A temperatura em geral é muito elevada,
as umidades relativas médias sdo baixas, bem como as precipitacdes pluviométricas
médias anuais, em torno de 250 e 500 mm. Além dessas condicdes climéticas rigorosas,
a regido da caatinga estd submetida a ventos fortes e secos que contribuem para aridez
da paisagem nos meses de seca [13]. Este tipo de vegetacdo, caatinga, é formada por
drvores baixas e arbustos, que em geral perdem as folhas na estacio das secas

(caducifélia), além de muitas cacticeas (Figura 6).
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As espécies vegetais resistentes da caatinga t€m servido como suporte forrageiro
para os rebanhos que delas dependem como principal, e as vezes a tUnica fonte de
alimento durante a época da seca.

O grupo de plantas predominante na caatinga é o da familia Leguminosae.
Dentre as quais, pode-se destacar Cratylia mollis (caramatuba), Poecilanthe ulei
(carrancudo), Piptadenia viridiflora (surucucu), Mimosa tenuiflora (jurema-preta),
Desmanthus virgatus (desmanto).

Extensivas pesquisas na drea de agronomia tém sido desenvolvidas de modo a
identificar espécies da caatinga com potencial para serem utilizadas como forragem para
suplementa¢do alimentar nos periodos de estiagem [14].

Embora a Caatinga seja uma regido de grande riqueza em espécies vegetais e
animais, com aproximadamente 932 espécies de plantas, 148 espécies mamiferos e 510
espécies de aves vem sendo destruidas mais rapidas do que outros ecossistemas como a
floresta amazonica, considerada o “pulmido do mundo”, de grande interesse para o
mundo todo.

Em discurso recente para os diversos meios de comunicacdo em 2008, o até
entdo Ministro do Meio Ambiente, Carlos Minc, mostrou a sua preocupacdo com a
destrui¢do desse bioma, que € um dos mais ameacados, menos estudados e menos
protegido do pais. Ainda na ocasido, o ministro também apresentou um mapeamento
das areas de protecdo da caatinga, mostrando que atualmente apenas 7% da area estdo
protegidos, mas apenas 1% estd em unidades de protecdo e reservas indigenas. Os
demais 6% fazem parte das Areas de Protecio Ambiental (APAs), que ndo sio

consideradas de protecdo efetiva [15].

Figura 4. Caatinga na Epoca de Chuvas '
Fonte:http://www.zoologiarn.hpg.ig.com.br/caatinga.htm [16], acessado em 20.12.2004)
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Figura 5. aatinga na Epoca de Estiem

Fonte: http://www.zoologiarn.hpg.ig.com.br/caatinga.htm [16], acessado em
20.12.2004)

Figura 6. Cacticea- Cereus jamacuru (mandacaru)
Fonte:http://www.zoologiarn.hpg.ig.com.br/caatinga.htm [16], acessado em 20.12.2004)

1.2.1. Aspectos gerais sobre a familia das leguminosae
A familia Leguminosae compreende 670 géneros e cerca de 17500 espécies,

distribuido nas zonas tropicais e presentes em quase todo o mundo (Figura 7). Esta
familia pertence a divisdo da Angiospermas, classe Dicotiledonea e da ordem Rosales
(Lewis, 1987). Nesta familia sdo reconhecidas trés subfamilias importantes:
Caesalpinoideae (5 tribos, 152 géneros), Mimodoideae (5 tribos, 63 géneros) e
Faboidedae (Papilionoideae) (31 tribos, 443 géneros).

Muitos legumes conhecidos e utilizados pelo homem, como por exemplo, feijao

comun (Phaseolus vulgaris), ervilha (Pisum sativum), lentilha (Lens culinaris), fava
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(Vicia faba), soja (Glycine max) e amendoim (Arachis hypogaea), todos ricos em
proteinas, 6leos e carboidratos e pertencem a subfamilia Faboideae [17].

Das plantas predominantes nesta subfamilia destacam-se como forrageiras
Melilotus alba e Medicago sativa, ambas conhecidas como alfafa. Como planta
produtora de corantes utilizados nas industrias té€xteis destaca-se o género Indigofera.
Como produtora de madeira destacam-se a cabriiva ou balsamo (Myroxylum
balsamum), a caviina (Machaerium scleroxylon), o jacaranda (Dalbergia nigra), a
sucupira preta (Bowdichia virgilioides), angelim (Andira anthelmia) e o cumaru da
Amazodnia (Dipteryx odorata). Algumas plantas sdao cultivadas por possuirem lindas
flores, como por exemplo, a ervilha-de-cheiro (Lathyrus odoratus), giesta (Spartium
Jjunceum), lupino (Lupinus hybridus). Ainda € cultivada como plantas produtoras de
sementes ornamentais a Ormosia arborea (olho-de-cabra), que é uma arvore da Serra do
Mar encontrada nas regides litoraneas [18].

As espécies da familia leguminosae sdo de grande ocorréncia nas caatingas,
representando um dos principais recursos naturais da flora nativa do semi-arido. Além
disso, apresentam uma série de caracteristicas que as credenciam como importante fonte
de alimento para o gado criado nesta regido [19]. Ainda, as plantas desta familia
também possuem habito bastante variado, sendo grandes &arvores ou arbustos,
subarbustos ou ervas anuais ou perenes e muitas trepadeiras, podendo ser encontradas
em variados ambientes. O seu fruto também é muito variado, mas em geral sdo legumes
e suas sementes sendo as vezes envoltadas com mucilagem ou polpa doce ou com arilo

[17].

Nos paises em desenvolvimento, o cultivo de leguminosas € o meio mais eficaz
para o aumento da producdo de proteinas vegetais. Também, sdo economicamente
importante como produtoras de forragem, fibras, gomas, resinas, tintas e alimentos

como, por exemplo, ervilha, lentilha, amendoim, feijao.
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Figura 7. Mapa de distribuicdo de espécies da Familia Leguminosae

Muitos legumes podem converter nitrogénio atmosférico em amodnia (forma
solivel do nitrogénio acessivel a outras plantas). Isto € alcancado pela presenca de
nédulos de raiz contendo bactérias do género Rhizobium. Estas bactérias t€ém relacdo
simbidtica com legumes, enquanto fixador de nitrogénio livre para as plantas. Como a
relacdo € simbidtica, os legumes provéem as bactérias com fonte de carbono fixo
produzida por fotossintese. Isto permite muitos legumes sobreviver e competir

efetivamente em solos pobres em nitrogénio.

1.2.1.1. O género Cratylia
Neste género destacam-se com grande potencial forrageiro as espécies C. mollis

e C. argéntea [20]. Além destas espécies o género Cratylia compreende as espécies
[17]:
- Cratylia hypargyrea
- Cratylia bahiensis
- Cratylia intermedia
- Cratylia argentea (Desv.) O. Kuntze sindnimo de Dioclea argéntea
Dev., C. floribunda Benth. e C. nitens Benth.
- Cratylia hypargyrea Mart. Ex Benth. Sindnimo de C. hypargyrea Mart.
ex Benth. subespécie glabrior Benth.

- Cratylia nuda Tul.
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1.2.1.1.1. A espécie Cratylia mollis
A espécie Cratylia mollis Mart. Ex Benth é um arbusto da familia Leguminosae,

subfamilia Faboideae (Papilionoideae) cuja distribuicio é restrita na América do Sul. E
uma espécie caducifdlia e forrageira que apresenta grande resisténcia a seca. Além
disso, é a vegetacdo predominante na caatinga [19].

O arbusto pode alcangar 2m a 6m de altura e possui inflorescéncia ereta, flor
com calice acinzentado, com lobos verdes claros, corola lilds internamente e alva
externamente, filete alvos, anteras amarelas. Folhas membranaceas, vilosas, discolor,
verdes na face adaxial e acinzentada na face abaxial. Frutos maduros deiscentes e
vilosos. A espécie como um todo é recomendada para melhorar a dieta de caprinos e
ovinos, especialmente na época de seca, na regiio semi-drida. E conhecida
popularmente como ‘“caramatu” ou “caramatuba” [14].

Trabalhos de campo efetuados com objetivo de identificar leguminosas
demonstraram que esta espécie é uma das mais adaptadas a caatinga, devido a grande
capacidade de rebrotar ramos jovens relativamente macios e com poucos espinhos. Dai

sua caracteristica para o potencial forrageiro [19].

1.3. Composicao quimica da espécie Cratylia mollis

Existem apenas dois estudos fitoquimico realizado com esta espécie [14,21],
ambos os estudos foram realizados pelo Grupo de Pesquisa de Produtos Naturais da
UFBA. As substancias isoladas dos estudos fitoquimicos encontram-se descritas no

Quadro 1.
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Quadro 1. Substancias isoladas em estudos fitoquimicos de C. mollis [14, 21]

SUBSTANCIA PARTE DA ESTRUTURA
PLANTA
HO o) ‘
7-hidroxi-6-metoxiflavana HCO ‘
3
HO
7,2'-hidroxi-6-metoxiflavana HO o O
H;CO !
HO
2'-hidroxi-6,7-metilenodioxiflavana o o ‘
Caule < O
O

4,3' 4'-triidroxi-2'-metoxi-6,7-

metilenodioxiisoflavana

3R*, 2R*, 3,2"-0xi-7-hidroxi-6-

metoxiflavana

Lupeol
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SUBSTANCIA PARTE DA ESTRUTURA
PLANTA
Caule
lupenona
3-fB-hidroxi-7-oxo-estigmast-5-eno
Pterocarpina
Folhas

3,6-di-idroxi-5,6-diidro-f-ionol

[-sitosterol

HO""
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SUBSTANCIA PARTE DA ESTRUTURA

PLANTA
<
estigmasterol
o-amirina
Folhas
f-amirina
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1.4. Restinga

Restinga € o termo empregado para designar de forma genérica as planicies
litoraneas, que, de forma descontinua, se estende pela costa do Brasil, perfazendo cerca
de 7400 km. E marcada por fatores ambientais como elevadas temperaturas, grande
luminosidade, alta salinidade e solos arenosos [22]. Essas planicies arenosas ocorrem
para o interior do continente com extensdes bastante variadas.

O parque metropolitano da lagoa do Abaeté ¢ uma regido de restinga localizada
na regido metropolitana da cidade de Salvador na Bahia (Figura 8), onde ocupa uma
extensdo cerca de 225 hd. Essa regido tdo cantada em prosa e versos pelos artistas
locais, principalmente o “saudoso” Dorival Caymmi que a denominava como “lagoa
escura arrodeada de areia branca” [23], apresenta uma vasta riqueza de espécies
vegetais. As informagdes pioneiras sobre a flora nas dunas da lagoa do Abaeté,
disponiveis na literatura, podem ser encontradas em Torrend (1938) [24] e Seabra [25]
(1949). Britos et al.(1993) identificou nessa area cerca de 410 espécies vegetais

pertencentes a 238 géneros de 88 familias [26].

Figura 8. Vista panoramica do parque metropolitano da lagoa do Abaeté [27]

1.4.1. Aspectos gerais sobre a familia das Lamiaceae
A familia Lamiaceae compreende cerca de 250 gé€neros e 6970 espécies e &

constituida por ervas, arbustos ou arvores. Possuem, caules geralmente quadrados em
corte transversal, pélos glandulares, com 6leos voléteis, e simples, ndo glandulares [28].
No Brasil, existem cerca de 23 gé€neros e 232 espécies nativas.

Essa familia tem grande importancia econdmica, devido principalmente a algumas

espécies apresentarem-se como importantes fontes de O6leos essenciais (Mentha,
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Lavandula, Marrubium, Nepeta, Ocimum, Origanum, Rosmarinus, Salvia, Satureja,
Thymus etc.) tanto para cosmético quanto para fins medicinais. Ainda, muitas espécies
desta familia s3o utilizadas como condimentos importantes em culindria, sendo

apreciadas pelo aroma ou pelo sabor que conferem aos alimentos [29].

1.4.1.1. Género Eriope
O género Eriope pertencente a familia Lamiaceae (Labiatae) é nativo das regides

tropical e subtropical da América do Sul e possui cerca de 20 espécies, sendo que 18
destas estdo restritas ao territério brasileiro. No Brasil, estas espécies distribuem-se
principalmente em dreas de campo rupestre em Minas Gerais, Bahia, Goids e estados

vizinhos [30, 31].

1.4.1.1.1. A espécie Eriope blanchetii
A espécie Eriope blanchetii (Figura 9 ) € um arbusto endémico das restingas

costeiras [32]. No parque metropolitano da lagoa do Abaeté, E. blanchetii é encontrado
como tendo a sexta maior densidade dentre as espécies arbdreas e arbustivas (cerca de 3
ind./ha) [33]. Distribui-se em dreas abertas expostas a insolacdo durante quase todo dia,
nas bordas das manchas de vegetag@o, e arbustos emergentes, ocorre em areas centrais
das manchas de vegetagdo. Sua altura varia entre 0,5 m e 4,3 m, sendo que a maioria das

plantas em idade reprodutiva tem de 0,7 a 2,7 m [34].

Figura 9. Foto de um espécime de E. blanchetti ( Parque Restinga da Lagoa do Abaeté, foto
Hugo N. Brandao)

1.5.  Aspectos quimicos das espécies Eriope blanchetii
Até o momento existe apenas um estudo fitoquimico realizado anteriormente

com as partes aéreas da espécie e, esse estudo foi realizado pelo Grupo de Pesquisa de
Produtos Naturais da UFBA. As substincias isoladas nesse estudo fitoquimico

encontram-se sumarizadas no quadro 2 [35].
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Quadro 2 — Substincias isoladas de E. blanchetii

SUBSTANCIA ESTRUTURA
OH
o)
. ( o
. B- Peltatina o v

o-Peltatina

H,CO OCH;
OH

R=H Acido oleanéico

R=CH3

Lupeol

1.6.  Testes bioldgicos e farmacologicos

A busca por substincias com atividades bioldgicas surge como uma nova
tendéncia na 4rea de Produtos Naturais impulsionando cada vez mais para uma
interdisciplinaridade entre profissionais das mais diversas dreas. Como conseqiiéncia
disso a separagdo tradicional entre as diversas dreas profissionais estio ficando cada dia
menos distinto. A procura por produtos naturais com atividade biolégica complementa o
isolamento de metabolitos secunddrios (ou especiais) tradicionalmente realizado por

quimicos de produtos naturais.
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Diversas substancias naturais ja sdo exploradas os seus potencias para cura ou
tratamento diversos males da humanidade, entre esses males pode-se destacar o mal de

Alzheimer e doencas causadas pelo excesso de radicais livres.

1.6.1. Substancias naturais utilizadas no tratamento do mal de alzheimer
O mal de Alzheimer (MA) é uma doenca patoldgica degenerativa que estd

associada com “déficits” dos diversos neurotransmissores celebrais como, por exemplo,
a acetilcolina. Os principais sintomas associado a MA envolve a deficiéncia orginica
cognitiva, principalmente perda de memodria. Outras caracteristicas associadas com os
estagios avangados de MA inclui déficit na linguagem, depressdo, problemas de
comportamento, inclusive agitag¢do, alteragcdes de humor e psicose. Embora possa
ocorrer nas idades mais jovens, estd associada principalmente ao fendmeno do
envelhecimento, ocorrendo com maior freqiiéncia em individuos com idade superior a
65 anos.

O tratamento da doenca do mal de alzheimer visa prorrogar o tempo de vida
médio do neurotransmissor, a acetilcolina, através da inibi¢do diretamente da enzima
acetilcolinesterdse, que € a enzima responsavel pela degradacdo da acetilcolina
produzida e liberada por neur6nios no cérebro. A deficiéncia de acetilcolina é
considerada epifenomeno da doenca de Alzheimer, portanto elevagdo no nivel desse
neurotransmissor restitui a fungdo colinérgica [36].

Atualmente sdo comercializados diversos medicamentos que atuam na inibi¢ao
da enzima acetilcolinesterase (Figura 10). Onde se destacam os originados de fontes
naturais, como a galantamina (7), rivastigmina (8), tracrina (10), fisostigmina (16), entre
outros. Mal de Alzheimer é uma doenga considerada um dos principais males
geriatricos e acomete cerca de 26 milhdes em todo mundo, nas mais variadas classes
sociais e econOmicas. Os medicamentos utilizados no tratamento do MA ainda
apresentam um valor de comercializagdo bastante elevado o que impulsiona a procura
de outras fontes naturais que acarrete na redug¢do no preco do tratamento para as classes
de menor poder econémico.

Estima-se que o MA atinge cerca de 20 milhdes em todo mundo, e a situacdo
tende a piorar com o aumento da populacdo de idosos. Estudos apresentados na
conferéncia da associa¢do de Alzheimer, realizada em Washington (EUA) em junho
passado, revelaram que em 2050 o nimero de pessoas acometidas pelo mal de
Alzheimer devera quadruplicar. De acordo com pesquisadores da Universidade Johns
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Hopkins, uma em cada 85 pessoas terd a doenca cerebral degenerativa. As projecdes
indicam que o maior crescimento ocorrerd na Asia, onde estdo hoje registrados 12,6
milhdes de casos, quase a metade do contingente de portadores de MA. Até 2050, a
Asia terd 62,8 milhdes dos 106 milhdes de pacientes do mundo. Na América do Norte, a
previsdo é de um aumento de 3,1 milhdes para 8,8 milhdes; na Africa, de 1,3 milhdo
para 6,3 milhdes; na Europa, de 7,2 milhdes para 16,5 milhdes; na América Latina e no
Caribe, de 2 milhdes para 10,8 milhdes; e na Oceania de 200 mil para 800 mil casos
[37].

Assim, a busca por novos anticolinesterasicos mais eficazes, além do o fato de
farmacos desta classe ja terem sido isolados de fontes naturais, tem estimulado o estudo
fitoquimico de varias espécies vegetais que possam oferecer substancias com atividade

anticolinesterasicas [38, 39].
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Figura 10- Estruturas de alguns inibidores de AChE utilizados no tratamento da MA
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1.6.2. Substancias antioxidantes de fontes naturais
Nos ultimos anos, se tem investigado os efeitos dos antioxidantes em relagdo as

enfermidades, principalmente nos paises desenvolvidos do ocidente. As pesquisas tém
tentado explicar os beneficios dos antioxidantes nas enfermidades cardiovasculares, em
numerosos tipos de céncer, na AIDS, e inclusive em outras enfermidades diretamente
associadas com o processo de envelhecimento, como a cataratas, Doencga de Alzheimer

[40] e outras altera¢des do sistema nervoso.

Pela definicdo geral, antioxidante € uma molécula capaz de retardar ou inibir a
oxidacdo de outras moléculas. Em general, as reacdes da oxidacdo em sistemas
organicos produzem os radicais livres que inicia processo de reacdo em cadeia. Os
Antioxidantes atuam “seqiiestrando” os elétrons sem formar um novo radical reativo, ou
seja, parando o processo de oxidacdo ou reduzindo a sua velocidade [41]. Pode-se
classificar um radical livre com uma espécie quimica que contem um ou mais elétrons
desemparelhados, podendo ocorrer no organismo vivo de forma enddgeno ou exdgeno.
Os radicais livres mais importantes presentes nos organismos vivos sdo os radicais
hidroxilas (HO"), o anion superoxido (O;’), peréxido de hidrogénio (H,O,) e acido
hipocloroso (HOCI). Dentre as ERN incluem-se o 6xido nitrico (NO’), 6xido nitroso
(N203), acido nitroso (HNO,), nitritos (NO,), nitratos (NO3") e peroxinitritos (ONOQO")
[42].

Uma das mais importantes fontes naturais de antioxidantes sdo as plantas, que
possuem metabolitos secunddrios que atuam como fontes de antioxidantes, como por
exemplo, quercetina (17), S-caroteno (18), luteina (19) e licopeno (20), vitamina C
(&cido ascorbico) (21), acido gélico (22), entre outros metabolitos secundérios com

potencial antioxidante.

Os antioxidantes comerciais mais utilizados em alimentos 3-terc-butil-4-
hidroxianisol (BHA) (23), di-terc-butil metil fenol (BHT) (24) e terbutil-hidroquinona
(TBHQ) (25) (Figura 11). Alguns estudos toxicolégicos t€m demonstrado a
possibilidade destes antioxidantes apresentarem efeito carcinogénico em experimentos
com animais. Em outros estudos, o BHA mostrou induzir hirperplasia gatrointestinal em
roedores por um mecanismo desconhecido; em humanos, a relevincia dessa observacao
ndo esta clara. Tendo em vista problemas que podem ser causados pelo consumo de
antioxidantes sintéticos, pesquisas tém sido dirigidas para a busca por novos

antioxidantes de fontes naturais em substituicdo a esses utilizados comumente nos
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alimentos ou mesmo fazer associagdes entre eles, com intuito de diminuir a quantidade

de antioxidantes sintéticos nos alimentos [43, 44, 45].
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Figura 11- Estruturas de alguns antioxidantes naturais e sintéticos
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2. Objetivos

e [Isolar substincias presentes nos diferentes extratos orginico das espécies
Cratylia mollis e Eriope blanchetii;

e FElucidar estruturas das substancias isoladas através de métodos espectrométricos
(RMN, 1V, EM);

¢ Contribuir para a quimiotaxonomia das familias Leguminosae e Lamiaceae;

e Contribuir para o conhecimento da composi¢do quimica de espécies do semi-
arido nordestino e da restinga;

e Descobrir substincias que atuem na inibicdo da enzima aceticolineterase;

e Descobrir novas fontes naturais de antioxidantes através da avaliacdo in vitro,

pelo métodos de seqiiestro do radical livre estavel DPPH.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Coleta do material vegetal e identificacao das espécies

O material vegetal (folhas) de C. mollis foi coletado no municipio de Jacobina,
Bahia, onde a vegetacdo caatinga predomina. A espécie foi coletada e identificada pelo
botanico Prof. Dr. Luciano Pagnucci da Universidade Estadual de Feira de Santana.
Uma exsicata foi depositada no Herbario da Universidade Estadual de Santa Cruz sob
ndmero LP5119.

Ja o material vegetal (folhas e caule) de E. blanchetii foi coletado na Restinga do
parque Metropolitano da Lagoa do Abaéte, localizado na cidade de Salvador, Bahia.
Identificado pela botanica Profa. Dra. Maria Lenise Guedes do Departamento de
Biologia da Universidade Federal da Bahia. Uma exsicata foi depositada no Herbario

Alexandre Leal Costa do Instituto de Biologia da UFBA sob o n° 045599

3.2 Procedimento geral
Os espectros de RMN 'H (300/500 MHz) e RMN de Bec (75/125 MHz) e

bidimensionais foram obtidos em espectrofotdmetro VARIAN GEMINI 2000/ Varian
INIOVA 500. Utilizando Solvente Deuterado como CDCl;, CsHsN, CD;COCD; e
CD;0D e o tetrametilsilano como o sinal do solvente de referéncia interna. Os espectros
no infravermelho e obtidos em espectrofotdbmetro ABB BOMEM SERIE MB e os
espectros de massas (baixa e alta resolucdo) foram registrados em equipamento
Shimadzu LCMS-2010 e Brucker microTof, respectivamente. Nos procedimentos
cromatograficos em coluna foi utilizada gel de silica 60 (0,063-0,200 mm da Merck) e
gel de silica (Akros 0,04-0,073 mm) e nos procedimentos cromatograficos em CCD e
CCDP foram utilizadas silica gel PF;s4,366 MERCK. Também foram utilizadas placas
pré-fabricadas com silica gel PF,s53 da MERCK para procedimentos cromatogréficos.
Para a revelacdo das cromatoplacas foram utilizados reagente spray Libermann-
Buchard, luz UV (254/366 nm) e/ou vapores de iodo.

Os solventes empregados nas extracdes, particdes de extratos e nas andlises por

CCDC, CC, CCDP foram solventes de grau analitico das marcas QUIMEX e MERCK.

3.3 Isolamento e extracao dos constituintes das folhas de C. mollis
As folhas coletadas foram secas e pulverizadas (4,1Kg) e em seguida foram

extraidas 4 vezes consecutivamente com MeOH a temperatura ambiente. O extrato

bruto metandlico obtido foi entdo particionado com CHCI3/MeOH:H,0 (6:4), obtendo
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assim duas fases CHCI; e hidrometandlica. A fase CHCI; foi particionado com
hexano/MeOH:H,0 (9:1), com obtencdo de duas fases metandlica (28,89 g) e hexanica
(49,95 g). Ja a fase hidrometandlica foi submetida a particdo entre AcOEt:H,O obtendo
assim a fracdo AcOEt (2,21g) (Quadro 3).

Quadro 3. Massas das fases do extrato bruto obtidos de C. mollis

MASSA DAS FASES DOS EXTRATOS (g)

PARTE DA MeOH Hex AcOET
PLANTA
Folhas 28,89 49,95 2,21

A fase MeOH (28,89 g) foi submetida a CC usando gel de silica como
adsorvente e eluida com a mistura de solventes CHCl;:MeOH com gradiente de
polaridade, fornecendo 11 fragdes de 100 mL cada. A fracdo 10 (1,88 g) obtida apds
eluicdo com CHCl3:MeOH (9:1) foi submetida a um novo fracionamento por CC em gel
de silica utilizando-se uma misturas CHCI;:MeOH (95:5) e (9:1) como eluentes
coletando-se fragdes de 50 mL cada. A subfracdo 4 eluida com 5% de MeOH (88,8 mg)
foi submetida a CCDP utilizando a mistura de solventes CHCl;:MeOH:HAc (90:9:1)
como eluente e assim permitindo obter o composto CM1 (15,6 mg). Da subfracdo 6
eluida com 2% de MeOH ap6s mais um fracionamento em CC em gel de silica
utilizando a mistura de CHCl3:MeOH (99:1) foi fornecido o composto CM4 (7,1 mg).

Ainda da fase metandlica, a fracdo 3 (165 mg) eluida com CHCl;:MeOH (95:5)
foi submetida a um novo fracionamento em gel de silica com a mistura de
CHCl3:MeOH (99:1) onde foi fornecido 22 subfracdes de 50 mL cada. A subfragdo 6
foi submetida a CCDP eluida com a mistura de CHCI;:MeOH:HAc (99:1+2 gotas) onde
foi forneceu o composto CM3 (8,3 mg).

A fase hexanica (49,95 g) foi submetida a um fracionamento em gel de silica
utilizando a mistura de Hex:AcOEt com aumento gradativo da polaridade, e assim
sendo obtido um total de 12 fracdes de 100 mL cada. A fracdo 3 (278,2 mg) eluida em
Hex:AcOEt (99:1) foi submetida a fracionamento em CC utilizando gel de silica como
fase estaciondria onde foi obtido 40 subfra¢des de 50 mL cada. Da subfragdo 24 eluida
10% de AcOEt forneceu o composto CMS5 (15 mg). A fracdo 8 (199,6 mg) eluida com a
mistura de Hex: AcOEt (95:5) foi submetida a fracionamento por CC em gel de silica
com a mistura de solventes de CHCl;:MeOH. A subfragdo eluida com 1% de MeOH
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(13,7mg) forneceu o composto CM2 (7 mg). Ainda da fase hexanica, a fragdo 10 (54
mg) eluida com 10% de AcOEt foi submetida a um novo fracionamento em coluna com
gel de silica com a mistura de CHCI;:MeOH (98:2) onde foi fornecido o composto
CM9 (6 mg).

A fase AcOEt (2,21 g) foi submetida a permeagdo em gel de Sephadex LH-20
utilizando MeOH como eluente, fornecendo 22 fracdes de 7 mL cada. As fragdes 7 e 8
foram submetidas a novos fracionamentos com Sephadex LH-20 com a mistura de
solventes CH,Cl,:MeOH (1:1) onde foi fornecido da fragcdo 7 formada pela mistura dos

composto CM7 e CM8 (15 mg) e da fracdo 8 o composto CM6 (14 mg).

3.4 Isolamento e extracao dos constituintes das folhas de E. blanchetii
As folhas e caules pulverizados (922,04g) e (819,73 g), respectivamente, foram

extraidos separadamente por 4 vezes consecutivas com MeOH a temperatura ambiente.
O extrato metandlico bruto obtido foi particionado com CHCl3/MeOH:H,0 (6:4), sendo
obtido assim duas fases, a CHCl; e a hidrometandlica. A fase CHCl; foi particionada
com hexano/MeOH:H,O (9:1), resultando duas fases, a metandlica e a hexanica.
Enquanto que, a fase hidromendlica foi fracionada com AcOEt fornecendo a fase

AcOEt. As massas dos extratos obtidos encontram-se sumarizadas no quadro 4.

Quadro 4. Massas das fases do extrato bruto obtidos de E. blanchetii

MASSA DAS FASES DOS EXTRATOS (g)
PARTE DA MeOH Hex AcOEt
PLANTA
Caule 7,86 10,2 7,89
Folhas 8,44 11,1 3,22

Nas fases de particdo dos extratos metandlico e hexanico dos caules e folhas foi
observada grande quantidade de solido de cor amarelada, que depois de filtrado e
recristalizado forneceu o composto EB3 (1,06 g).

A fase MeOH das folhas (8,44 g) foi submetida a fracionamento em CC usando
gel silica como fase estaciondria e eluida com a mistura de solventes CHCl;:MeOH com
aumento gradativo de polaridade. Assim foram obtidas 18 fragdes de 100 mL cada, apds
reagrupamentos. A fracdo 5 eluida CHCl;:MeOH 95:5 foi submetida a CC em gel de
Sephadex LH-20 com a mistura CH,Cl,:MeOH (1:1), assim sendo obtidos os
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compostos EB2 (88 mg) e EB8 (16 mg). A fracdo 6 eluida em CHCl;:MeOH 85:15 foi
submetida a novo fracionamento em gel de silica com o aumento gradativo de
polaridade da mistura de CHCl;:MeOH sendo obtido 38 subfragdes. Assim, foram
obtidos os compostos EB2 (60 mg) e EB4 (600 mg), bem como a mistura de EB4 e
EBS (40 mg) nas subfracdes eluidas em CHCl3;:MeOH (95:5) e em CHCl;:MeOH (8:2),
respectivamente.

Ainda da fase metanolica das folhas, a fracdo 8 da coluna principal eluida em
CHCI3:MeOH (8:2) foi submetida a fracionamento em CC de gel silica com a mistura
de solvente CHCl;:MeOH e em seguida a subfracdo eluida em CHCI;:MeOH (85:15)
foi fracionada em gel de sephadex utilizando o MeOH com eluente fornecendo o
composto EB7 (27 mg). Enquanto que, a fracdo da coluna principal eluida em
CHCl3:MeOH (7:3) foi submetida a um novo fracionamento em gel de Sephadex LH-20
com a mistura CH,Cl,:MeOH (1:1) fornecendo o composto EB6 (78 mg).

A Fase AcOEt das folhas (3,22 g) foi submetida a fracionamento em coluna
preenchida com gel de silica utilizando como eluente a mistura de CHCl;:MeOH,
fornecendo 16 fracdes de 50 mL cada. A fragcdo 9 eluida com CHCl;:MeOH (85:15) foi
submetida a fracionamentos em gel de Sephadex LH-20 utilizando como eluente
MeOH, fornecendo os compostos EB7 (102 mg) e EB1 (45 mg).

A Fase AcOEt dos caules de E.blanchetii (7,89 g) foi submetida a fracionamento
em CC de gel silica utilizando como eluente a mistura de CHCI;:MeOH, de onde foram
obtidas 12 fragdes de 100 mL cada. As fragdes 6 e 8 eluidas com CHCl;:MeOH (8:2 e
6:4), respectivamente, foram submetidas a fracionamentos em gel sephadex LH-20
utilizando como eluente, MeOH. E assim da fragdo 6 foi obtido o composto EB1 (80
mg) e da fracdo 8 os compostos EB1 (35 mg) e EB7 (42 mg).

A fase hexanica (8,44 g) das folhas foi submetida a fracionamento em coluna de
gel de silica utilizando como eluente a mistura de solvente de Hex:AcOEt, fornecendo
29 fragdes de 50 mL cada. A fracdo 20 eluida em Hex:AcOEt (95:5) foi submetida a
novo fracionamento em CC usando gel de silica e a mistura de Hex:AcOEt como
eluente. Assim a subfracdo 7 eluida com Hex:AcOEFEt (95:5) forneceu a mistura dos

compostos EB11 e EB12 ( 35 mg).
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3.4.1 Reacido de Reducao do composto CM1

A substancia CM1 (5mg) foi dissolvida em 2,0 mL de MeOH e logo em seguida
foi adicionada a uma solucdo de NaBHs em MeOH e condicionada a temperatura
ambiente. Apos 30 minutos de reacdo a o methanol foi evaporado e o residuo foi

dissolvido em CHCI; e sendo obtido o derivado reduzido de CM1(3,5 mg) .

3.5 Avaliacoes biologicas

3.5.1 Avaliacao de inibicao da Enzima acetilcolinesterase

3.5.1.1 Avaliacao qualitativa em CCDC de inibi¢ao da enzima acetilcolinesterase

Para a realizacdo do teste, AChE (1000 U/mL) foi dissolvida em 150 mL de
tampdo, pH 8 e soro de albumina bovina (150 mg). Esta solugdo foi estocada a 4 oC.
Solugdes dos compostos isolados e da substincia padrdo (fisostigmina) foram entéo
aplicadas em uma placa de CCDC da Merk PF,s4, eluida em um sistema de mistura de
solvente e seca. A placa foi entdo borrifada com a solu¢do da enzima estocada e
novamente posta para secar. Posteriormente a placa foi encubada em estufa a 37 °C por
20 min, onde foi depositada uma vasilha com 4gua na estufa para que o ambiente
permaneca umedecido. Nestas condi¢des de temperatura e umidade a enzima € estavel
[46,47,48].

Para a deteccdo da atividade inibidora a solu¢fo de acetato de 1-naftil (250 mg)
em etanol (100 mL) e o sal Fast Blue B (400 mg) em agua (160 mL) preparadas
imediatamente antes do uso. Apds incubacdo da placa 10 mL da solucdo de acetato de
I-naftil e 40 mL da solugdo do sal Fast Blue B foram misturadas e a placa foi borrifada
com esta solucdo. Verifica-se a atividade anticolinesterase através da presenca de

manchas brancas sobre o fundo pirpuro de 2 a 3 minutos ap6s a revelagdo das placas.

3.5.1.2 Avaliacao quantitativa de inibicio da ACHE
Os compostos isolados que demonstraram resultado positivo na avaliagdo

qualitativa da inibigdo da AChE em placas cromatogréficas (item 4.1) foram submetidos

a avaliacdo de um ensaio quantitativo com uma metodologia adaptada do teste de
Ellman [49, 50, 51].

Para a realizacdo do teste foram depositadas nas cavidades das microplacas 13

pL de iodeto de acetiltiocolina (15 mM), 62 puL de 4cido 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzdico]
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(3 mM), 25 uL de tampao fosfato, pH 8 com 0.1% de soro de albumina bovina a todos
os pocos de uma placa de ELISA. Foi adicionado ao primeiro pogo 100 uL da amostra a
ser testada. Com auxilio de uma micropipeta foram feitas as diluicdes nos pocos para as
concentragdes finais 500, 250, 125 e 62,5 pmol.L'l. Feito isto a placa de ELISA foi
incubada em uma estufa a 37°C e ap6és 10 minutos a foi feito uma leitura de
espectrofotometro a 405 nm. Posteriormente foram adicionados 12 pL. da enzima (0,22
U/mL) e a absorbancia foi novamente registrada apds 5 min a 405 nm.

Os valores de Clsp foi calculado com o software ED50v10 e o percentual de

inibicao foi obtido através da formula (Equacao 1):

Equacio 1. Formula para calculo de inibi¢do da enzima AChE

% 1 =(AChE — AChIl) X 100
AChE

Onde, AChI atividade obtida na presenca do inibidor e AChE na auséncia do inibidor.

3.5.2 Atividade Antioxidante in vitro
3.5.2.1 Ensaio qualitativo do método de seqiiestro de radical estavel DPPH
Sobre uma cromatoplaca de silica gel foram aplicadas, pontualmente, as

amostras testadas. Ap0ds a total evaporacdo do veiculo de solubilizagdo de amostra, a
placa foi nebulizada com solu¢do metandlica de DPPH ( radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila) a 0,2 mM. A atividade antioxidante foi evidenciada pela presenca de
manchas brancas ou amarelas decorrentes da reducdo do DPPH, contra a coloracdo
pturpura de fundo, apdés 30 min. a temperatura ambiente [52,53]. Como padrdes

positivos foram utilizados 5 pL de solucdo-mde a 1 mg/mL de quercetina e BHT.

3.5.2.2 Analise quantitativa da atividade antioxidante do método de seqiiestro de
radical estivel DPPH

Os compostos antioxidantes tém a propriedades de doar hidrogé€nios, os quais
provocariam a reducdo do radical DPPH (coloragcdo purpura) no meio reacional
originando uma coloracdo amarelada (Figura 13). Portanto, este método avalia a
capacidade da amostra em seqiiestrar o radical livre.

Os compostos isolados que demonstraram resultado positivo pela avaliacdo

qualitativa (item 4.3.1) foram submetidos a avaliacdo frente ao DPPH, utilizando um
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espectrofotometro UV/VIS. Para esta avaliacdo primeiramente, foi preparado 50 mL de
uma solucdo metandlica de DPPH (45 pg/mL) e as solugdes com as substancias testes e
padrdo em trés concentracdes diferentes (120, 60, 30 pg/mL) em MeOH. Neste ensaio

foi utilizado a quercetina e o BHT como substéncias referencia, com poder de seqiiestrar

100% dos radicais.
- ) -

o, NN .0 NH—N
e - )
Radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila 1,1-difenil-2-picrilhidrazina
(coloragdo Pirpura) (‘auséncia de coloracio)

Figura 12. Representacdo esquemadtica do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila e do 1,1-

difenil-2-picrilhidrazina

O teste foi realizado em sistema com 1 mL da solu¢do da amostra nas diferentes
concentragdes sendo adicionado 3mL da solu¢cdo metandlica de DPPH, 4 temperatura
ambiente e protegida da luz. Apds 15 minutos procedeu 4 leitura em espectrofotdmetro
a 517 nm das amostras. O branco foi utilizado como 3 mL de DPPH com adicdo de
ImL de MeOH. Por a¢do de um antioxidante o DPPH é reduzido, formando difenil-
picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com conseqiiente desaparecimento da absorg¢ao,
podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorvancia.

A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de
DPPH consumida, sendo que a quantidade de amostra necessdria para decrescer a
concentracdo inicial de DPPH em 50% é denominada de concentragao inibitéria (Clsp).
Os valores de absorvancia em todas as concentracdes testadas foram convertidos em

%AA pela Equacgdo 2 e os valores de Clsg foi obtido com auxilio do software ED50v10

Equacao 2. Férmula para célculo de atividade antioxidante

% A.A = (ABS controle — ABS amostra) X 100
ABS controle

Onde Absconrole € @ absorvancia inicial da solugdo metandlica de DPPH e
Abs,mostra € @ absorvancia da mistura reacional (DPPH + amostra). Os ensaios foram
realizados em triplicatas [54].
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4. Resultados e discussao

4.1 Identificacio e determinacao estrutural das substancias isoladas de Cratylia
mollis

4.1.1 Determinacio estrutural de CM1

CM1

A determinacdo da estrutura de CM1 foi baseada na andlise dos dados dos
espectros de RMN 'H, '°C (BB e DEPT) ¢ correlagdes observadas nos espectros obtidos
por técnicas de RMN bidimensionais (gCOSY, gHMQC, gHMBC), além das andlises
obtida nos espectros de massas utilizando as fontes de ionizagdo APCI nos modo
positivo e negativo e por andlises espectrofotométricas no infravermelho. A
configuracdo relativa dos centros estereogénicos foi determinada através de correlacdes
observadas no espectro de NOESY como também através da andlise das constantes de
acoplamento dos hidrogénios observadas no espectro de RMN 'H do derivado
preparado pela redug@o do grupo carbonilico utilizando o borohidreto de sédio, NaBH..

O espectro de RMN de 'H (Figura 18, pag.49; Tabela 1, pag. 48) apresentou
sinais na regido de absorcdo de hidrogénios olefinicos (6 5,95, & 5,79 e & 5,81)
referentes a tré€s hidrogénios sendo que as multiplicidades ndo foram indicadas
claramente, pois os sinais apresentavam-se muitos proximos. Ainda neste espectro foi
possivel destacar a presenca de quatro grupos metilas registrados como trés singletos e
um tripleto, além do multipleto em 6 4,38 referentes a um hidrogénio ligado a carbono
oximetinico.

O espectro de RMN de C (BB) (Figura 19, pig. 45) apresentou 13 sinais
sugerindo a presenca de um Cjs-norisoprendide. E com auxilio do espectro DEPT 135°
(Figura 21, pag.46) esses sinais de carbonos foram identificados como quatro carbonos

metilicos, um carbono metilénico, quatro carbonos metinicos e quatro nao
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hidrogenados. Ainda no espectro de RMN °C foi possivel observar a presenca de sinais
em o 198,5, 6 126,7 que concomitantemente com o singleto em & 5,79 observado no
espectro de RMN 'H sdo indicativos da presenca de uma carbonila ¢, f-insaturada. Os
deslocamentos quimicos de "H e ">C observados puderam ser relacionados com dados
de RMN de 'H e "°C descritos na literatura para os megastimanos glicosilados isolado
de Sauropus androgynus (Euphorbiaceae) (Figura 13 e Tabela-1, Pag. 48) [55]. No
entanto os dados de RMN dos megastimanos isolados de Sauropus androgynus

apresentavam um sinal para carbono oximetinico a mais do que os dados obtidos para

CM1. OGlc

Figura 13- Megastigmano isolado de Sauropus androgynus

O espectro de gHMQC (Figuras 23 e 24, pag. 47) permitiu associar os sinais dos
hidrogénios com seus respectivos carbonos, através das correlagdes observadas no

espectro.

As correlacdes observadas no espectro bidimensional gHMBC foram cruciais
para elucidagdo estrutural de CM1 que concomitantemente com os sinais observados
nos espectros de RMN 'H e "°C foi possivel propor duas possiveis estruturas (A e B)

para a substancia (Figura 14).

A R=OH

B R+R=0-0

Figura 14. Correlacdes observadas no espectro de gHMBC para as propostas estruturais para
CM1

No entanto, com anélises de espectrometria de massas (Figura 27, pag. 48) que
apresentou os ions gquasi-moleculares [M+H] m/z 323 e [M-H+MeOH]- m/z 255

condizente com a formula molecular C;3H;003; e andlise espectrométrica no
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infravermelho (Figura 29, pag. 49) que apresentou estiramento em v: 3200-3500 cm™ ,
foi possivel observar a presenca de uma hidroxila.

A configuragdo relativa de CM1 foi proposta através de correlacdes no espectro
NOESY (Figura 26, pag. 48), assim sendo observadas interagdes espaciais de H-7 com
H-2 indicando que o grupo butenila e o H-2 encontram-se na mesma face (Figura 15). A
estereoquimica relativa proposta, foi confirmada pela andlise das constantes de
acoplamento do derivado obtido como produto majoritdrio da redu¢do de CM1 com
NaBH, O espectro de RMN de 'H do derivado indicou, entre outros, a presenca de um
duplo dupleto em 6 3.39 (J = 12,5; 6,3 Hz) ( Figura 31, pagina 50) atribuido para H-3 do
produto majoritdrio do derivado reduzido, indicando acoplamento diaxial para os
hidrogénios H-2 e H-3 e assim corroborando a estereoquimica proposta para CMI.
Deste modo esta substincia foi identificada como sendo identificado como (4S*, 6S5*)-
4-but-1E-enil-4,6-diidroxi-3,5,5-trimetil-ciclo-hex-2-enona.

O espectro de massas de alta resolucdo (Figura 28, pag. 49) apresentou o pico
[M-H] m/z 223,1333 com erro de 0.0448 ppm para a massa da férmula molecular
tedrica, que € de 223,1334. Assim com esses valores apresentados no espectro de
massas de alta resolugdo pode-se confirmar a formula molecular para CM1 como
C3H2003, confirmando assim estrutura proposta como a (4S*, 65*)-4-but-1E-enil-4,6-
diidréxi-3,5,5-trimetil-ciclo-hex-2-enona. Vale ainda ressaltar que esta substincia esta

sendo descrita pela primeira vez na literatura.

Figura 15- Correlagdes observadas no espectro de NOESY

Os nor-isoprenoides sdo substancias compostas por 13 a 15 dtomos de carbonos.
Alguns autores [56] sugerem que esta classe de substancias sdo provenientes da
clivagem fotooxidativa da cadeia poli€nica dos carotenéides. Lutz e Winterhalter [57]

isolaram nor-isoprenoides de Cydonia oblonga (Rosaceae) e surgeriram que esta classe
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de compostos é proveniente da degradacdo de carotendides (Figura 16). Entretanto,
apesar dos vdrios estudos sobre esses compostos, pouco se conhece a respeito dos
sistemas cataliticos que agem no inicio da degradagéo dos carotendides nas plantas.
Tetraterpenos sdo representados unicamente pelos carotendides. Esses
apresentam papel importante na fotossintese, porem sido também encontrados em

tecidos de plantas que ndo realizam a fotossintese, fungos e bactérias [58].

Figura 16- Clivagem dos carotenéides (C40) levando aos nor-isoprenoides (C-13 e C-15)

Tabela 1. Dados espectrométricos de RMN 'H (75 MHz) e "*C (300 MHz) (CD;OD)

CM1

Posicao o 3¢ HMBC(E C)

1 - 41,1 (C) -

2 4,38(m) 68,0 (CH) -

3 - 198,5 (C=0) -

4 5,95 (s) 126,7 (CH) C-6

5 - 163,4 (C) -

6 - 78,9 (C) -

7 5,79 (d,15,6) 129,0 (CH) C-6,C-13

8 5,81 (ddd, 15,6, indt) 135,6 (CH) -

9 2,43 (ddt, 8,1,indt, indt)  49,6(CH,) ;

2,37 (ddt, 8,1, 6,6)

10 1,22 (¢, 6,6) 23,6 (CH;) C-8,C-9

11 0,92 (s) 23,9 (CH;) C-2

12 0,95 (s) 22,8 (CH3) C-2

13 1,90(s) 19,1 (CH;) C-2,C-3,C4
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Figura 19. Expansio do espectro de RMN "°C de CM1 (CDCls, 75 MHz)
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4.1.2 Identificacao estrutural de CM2

CM2

A identificacio de CM2 foi baseada em andlise de dados de experimentos de
RMN 'H, cC (BB e DEPT) e dados espectrométricos de RMN bidimensionais
(gCOSY, gHMQC, gHMBC), EM e através de comparacgdo de dados da literatura.

O espectro massas (Figura 32, pag. 52) de CM2 apresentou um fon molecular
m/z 428 condizente com a férmula molecular CogHy405.

O espectro de RMN 'H (Figura 33, pag.52) apresentou dois dupletos em ¢ 6,52
(J=89Hz)e s 6,25 (J=8,9 Hz) atribuido aos hidrogénios olefinicos nas posi¢des H-6
e H-7, respectivamente. Além desses sinais, pode-se destacar ainda no espectro de RMN
'Ho multipleto em J 3,97 referente ao hidrogénio hidroximetinico H-3 e os sinais em 0
5,14 (dd), 5,24 (dd) atribuidos aos hidrogé€nios olefinicos nas posi¢des C-22 e C-23,
respectivamente.

O espectro de RMN Bc (Figura 34, pag.53) apresentou 28 sinais que, com
auxilio do DEPT 135°, foram determinados como seis carbonos metilicos, sete carbonos
metili€énicos, onze carbonos metinicos e quatro carbonos ndo hidrogenados. Entre esses
sinais no espectro de RMN C (Tabela 2, pag. 54 ) foi possivel destacar a presenga dois
carbonos ndo hidrogenados oxigenado registrados em J 82,0 e & 79,3 e também a
presenca de quatro sinais de carbonos olefinicos (6 135,3, 0 135,1, 6 132,2 e 0 130,6).

Através da comparacdo com dados previamente publicados [59, 60, 61] foi
possivel identificar CM-2 como o esterdide do tipo ergostano denominado como &8 o+
epidioxiergosta-6,22-dien-3-/-ol, com a ocorréncia comum em diferentes fungos, mas
de ocorréncia rara em espécies de plantas superiores.

Os espectros bidimensionais (gHMBC, COSY e gHMQC) permitiram ratificar a
identificacdo de CM2. Estes espectros, especialmente 0 HMBC permitiram reatribuir os

valores de deslocamento de RMN °C e 'H nas posicdes 7 e 6 que encontravam-se
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atribuidos de forma errénea na literatura através das correlacdes de H-6 com C-7, H-7
com C-6.

Este € a primeira ocorréncia deste esteréide em espécie da familia Leguminosae;
o o,3a-epidioxiergosta-6,22-dien-3-f-ol € um esterdide tipo-ergostano que tem sido
reportado previamente como metabolitos secundario de fungos [59] e também foi
anteriormente isolado nas familias Anacardiacea [60] e Polyporaceae [62]. Entre essas
diversas fontes de isolamento foram atribuidos a esse composto algumas atividades

bioldgicas como antibacteriana antiplasmodial [63] e anti-HIV [64].
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Figura 32- Espectro de massas de baixa resolugdo de CM2 [APCI (+)]
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Figura 33- Espectro de RMN "H de CM2 (CDCl;, 500 MHz).
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Figura 35- Expansio do espectro de RMN "*C de CM1 (CDCl;, 75 MHz).
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Tabela 2 - Dados espectrométricos de RMN 13C (300 MHz) ( CDCl;)

RMN 6(ppm) “C

Posicao CM2 [59]
1 30,0 30,2
2 34,6 34,7
3 66,6 66,4
4 39,2 39,4
5 82,0 82,1
6 135,1 135,2
7 130,6 130,7
8 79,3 79.4
9 51,0 51,2
10 36,8 37,0
11 20,5 20,6
12 36,8 37,0
13 44.4 44,6
14 51,6 51,7
15 23,3 234
16 28,5 28,5
17 56,1 56,3
18 12,8 12,9
19 18,1 18,1

20 39,6 39,6
21 20,8 20,9
22 1353 1354
23 132,2 132,3
24 42,6 42,8
25 32,9 33,1
26 19,5 19,6
27 19.8 19.9
28 17,4 17,5
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4.1.3 Identificacao de CM3

CM3

A elucidagdo estrutural de CM3 foi baseada na andlise dos espectros de massas
(APCI e ESI), IV, de RMN 'H, °C (BB e¢ DEPT) e correlacdes observadas nos
espectros obtidos por técnicas de RMN bidimensionais (gCOSY, gHMQC e gHMBC)
além da comparagdo com dados da literatura. O peptideo CM3 foi identificado como
sendo N-benzoil-fenilalaninoil-fenilalaninolacetato (conhecida como acetato de
aurentiamida)

O espectro no infravermelho (Figura 43, padg.57) apresentou as seguintes: 3.032
cm’ (v C-H), 2932 € 2860 cm™ (v C-H), 1726 cm™ (v C=0) e 1650 cm™ (v NHCO).

No espectro de RMN 'H (Figura 37, pag.58) foi observado 4 presenca de sinais
na regido de absor¢do de hidrogénios ligados a carbonos aromdticos entre & 8-6,9.
Destes foi possivel apenas identificar a multiciplicidade de dois dupletos em 6 7,08 (J =
7,2 Hz) e 0 7,69 (J = 7,5 Hz) integrando para 2 hidrogé€nios cada, atribuidos para os
hidrogénios nas posi¢des H-2”, H-6” e H-2’, H-6’. Ainda neste espectro foi possivel
destacar a presenca de um singleto em J 2,01 com integracdo para trés hidrogénios,
atribuido a um grupo acetila e ainda a presenca de dois dupletos em 0 6,84 e & 6,04 com
integracdo para um hidrogénio cada, que foi atribuido a dois hidrogénios ligado a
nitrogénios (N-H). O espectro de RMN Bc registrou 18 sinais de carbonos que com o
auxilio dos espectros de DEPT 135° e 90°(Figura 39, pag. 59) foi possivel identificar a
presenga de trés carbonos metilénicos, seis carbonos ndo hidrogenados, 11 carbonos
metinicos e um carbono metilico. Neste espectro foi possivel também identificar a
presenca de trés grupos acilas em ¢ 167,6, 6 170,3 e ¢ 170,7. Neste espectro ainda foi
possivel ratificar a presenga do grupo acetila devido ao registro de um sinal referente ao

grupo metilico (6 20,1).
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O espectro gHMQC de CM-3 permitiu a atribuicdo dos hidrogénios com seus
respectivos carbonos através das correlagdes observadas (Tabela 3, pag.53).

As correlagdes observadas no espectro de gHMBC (Figura 41, pag.60) e gCOSY
(Figura 42, pag. 60) concomitantemente com dados descritos da literatura foram pontos
cruciais para identificagdo estrutural de CM3 como acetato aurentiamida. Estas
correlacdes sdo destacadas na figura 36. “Dentre estas é possivel destacar as correlacdes
dos hidrogénios H-8 com C-9 (170,3) e com C-7°, H-7 com C-9 (170,3), H-2” com C-

37, C-4” e C-7” sugestionando o esqueleto bdsico da aurentimiamida.

0]

SRS

Figura 36. Correlagdes observadas no espectro de gHMBC

Andlise de espectrometria de massas utilizando a fonte de ionizacdo ESI nos
modos positivos e negativos apresentou o fon quasi-molecular [M-2H]" m/z 442,
condizente com a férmula molecular Cy;HpsN,O4, € andlise espectrométrica no
infravermelho pdde-se corroborar a estrutura de CM3, através de comparagcdo das
absor¢des apresentada com os descritos da literatura [65].

Este € a primeira ocorréncia deste peptideo em Cratylia; acetato de aurentiamida
¢ uma raro dipetideo que tem sido reportado previamente de Algas vermelhas [66] e
também tém sido isolados nas familias Piperaceae [67], Renunculiaceae [68],
Aspergillus penicilloides [69], Guttiferae [70], Moringaceae [71], Labiatae [72]
Poligonaceae [74]. Em Leguminosae foi isolado da espécie Mucuna cinerea [73]. Entre
essas diversas fontes de isolamento foram atribuidos a esse composto algumas
atividades bioldgicas como antiinflamatério [74], antibacteriana, antimicrobiana e

xantina oxidase [75].
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Tabela 3. Dados espectrométricos de RMN "H e 13C (300 MHz) ( CDCl5)

CM3
Posiciio o'y o8¢
17 - 1344
2” 7,69 (d) 127.8
3 7,42 (m) 128,2
4 7,51 (t) 131,4
5” 7,42 (m) 128,2
6” 7,69 (d) 127.8
7’ - 167,6
1 ---- 137,0
2 7,22 - 7,29 (m) 125,8
3 7,22 17,29 (m) 128,3
4 7,22 17,29 (m) 126,0
5 7,22 - 7,29 (m) 128,3
6 7,22 - 17,29 (m) 125,8
7 3,04 (dd ) — 3,21 (dd) 38.8
8 4,75 (ddd) 55,0
9 - 170,3
r ---- 137,0
2 7,08 (dd) 1273
¥ 7,11 -7,17 (m) 127,7
v 7,11 -7,17 (m) 125,3
5 7,11 -7,17 (m) 127,7
6’ 7,08 (dd) 1273
7 2,72(dd)-2,75 (dd) 38,7
8 4,29 - 4,36 (m) 50,5
9 3,80 (dd) — 3,96 (dd) 66,5
10 - 170,7
1r 2,01 (s) 20,7
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Figura 37. Espectro de RMN '"H de CM3 [CDCls, 500 MHz].
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Figura 38. Espectro de RMN 3C de CM3 [CDCls, 75 MHz].
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Figura 39. Espectro de DEPT 90° de CM3 [CDCl;, 75 MHz].
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Figura 40. Espectro de gHMQC de CM3 [CDCl;, 300 MHz].
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Figura 41. Espectro de gHMBC de CM3 [CDCl;, 300 MHz].
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4.14 Determinaciao Estrutural de CM4

CM4

A determinagdo estrutural de CM4 foi baseada na andlise de dados de
experimentos de RMN 'H, C (BB e DEPT), comparagdo de dados registrado da
literatura para a bolusanthol [76] e através de andlise em espectrometria de massas de
alta resolucgdo utilizando a fonte de ioniza¢do ESI no modo negativo. O EM (Figura 51,
pag.67) apresentou o ion quasi-molecular [M-H-H,0] m/z 313,0717 condizente com a
formula molecular C7H;607 (requer 313.0712)

O espectro de RMN 'H de CM4 (Figuras 47 e 48 pag. 65) apresentou sinais
caracteristicos de esqueleto de uma 4-hidroxiisoflavana. Dentre os sinais caracteristicos
destacam-se um par de duplo dupletos em 6 3,7 (J=7,0e 11 Hz)e 04,3 (J=5,0e 11,0
Hz) referentes aos hidrogénios do grupo oximetilénico (H-2), um multipleto entre J
3,49-3,60 e um dupleto em 0 5,52 (J = 7,0 Hz) referentes aos hidrogénios H-3 e H-4,
respectivamente. Também foi observado a presenga de dois dupletos em d 7,0 e 6 6,6 (J
= 8,4 Hz) atribuido aos H-5’e H-6 demonstrando que o anel B se encontrava como
1,2,3,4-tetra substituido. Os dois singletos em 0 6,7 e ¢ 6,4 foram atribuidos aos H-5 e
H-8 do anel A.

O espectro de RMN Be ( Figuras 49 e 50 pag. 66) registrou 17 sinais onde foi
possivel destacar a presenga do grupo metilenodioxi em 6 101,5, um grupo metoxila em
0 56,5. Além destes sinais podemos destacar ainda, a presenga de sinal de carbono
oximetilénico em J 67,1 e de um carbono oximetinico em ¢ 78,6.

A localizag@o do grupo metoxilico em CM4 foi realizada a partir da comparacgdo
dos dados de RMN "°C (Tabela 4, pag. 64) com os dados da literatura. Foi observado
que quando a metoxila encontra-se localizada entre dois grupos hidroxilicos o valor do
deslocamento do carbono metoxilico deve aparecer mais desprotegido [77]. Portanto

baseado nos dados encontrados na literatura (Figura 44), a possibilidade da metoxila
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estd localizada entre as duas hidroxilas foi desconsiderada, uma vez que o valor
apresentado para o carbono metoxilico de CM3 foi de 6 56,25.

Comparagio de dados espectroscépicos de RMN °C de CM4 com de 4,2°,3",4"-
tetraidroxi-6,7-metilenodioxiisoflavana (bolusanthol A) (Figura 45, pag. 63) isolado de
Bolusanthus speciosus [76]. A posicdo do grupamento metoxila foi determinada
baseada em comparacio de dados da literatura e sdo mostrados na figura 46 [78]. Pode
observar nos exemplos descritos que a presenca dos substituintes oxigenados em C-2" e
uma metoxila em C-4” protegeu o C-5 e o sinal foi registrado aproximadamente 107
ppm. Portanto, através das comparagles realizadas foi possivel estabelecer que a
metoxila de CM4 estava localizada na posi¢do 4°, devido o valor de deslocamento
quimico apresentado protegido para C-5 (8 105,6) de CM4. Sendo assim CM4 foi

identificada como 4,2°,3 -triidroxi-4 ‘metoxi-6,7-metilenodioxiisoflavana.

OH 608 oGlc /615

OCHg3 OCHg3
HO o O HO o O
SOOI ¢ G hh.

oH /603 0Gle ;623
OCHs OCHs
HO o . HO o .
OH OH
""OH OH
OGle OH

Figura 44. Exemplos de valores de deslocamento quimico do grupo metoxila em flavanas [79,
80]

Figura 45. Estrutura do bolusanthol A
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R,S(+) mocronulatol

duartina

Figura 46 — Modelos de isoflavanas com substituintes em C-2“e uma metoxila em C-4

Tabela 4. Dados de RMN 'H e "*C para CM4 e Bolusanthol A

-

Bolusanthol A**

Estrutura
posi¢do dn 35C dn 3 5C
2 3,7 (dd, J*) 67,1 3,7 (dd, 10,8, 11,0) 67,4
4,3 (dd, 5,1, 10,8) 4,3 (dd, 5,0, 10,8)

3 3,5 (ddd, J*) 40,5 3,5 (ddd, 5,0,7,0, 11,0) 40,7

4 5,5, 6,9) 78,6 55 7,0 78,7

5 6,7 (s) 105,6 6,7 (s) 105,0

6 - 144,1 - 142,2

7 - 147,6 - 148,6

8 6,4 (s) 94,0 6,4 (s) 94,3

9 - 1544 - 154,7

10 - 117,9 - 117,9

1 - 114,2 - 112,1

2’ - 145,5 - 1435

3 - 131,0 - 131,9

4’ - 1342 - 144.8

5 6,6 (d, 8,4) 105,6 6,70 (d, 8,5) 110,0
(1 7,0(d, 8,4) 121,2 7,0 (8,5) 122,1

OCH; 3,9 (s) 56,5 - -

CH,OCH, 5,9(dd, 2,7, 10,2) 101,5 5,9 (dd, 7,8) 101,7

OH -

(300 MHz, J em Hz 300 MHz, nos parénteses) J* Indeterminado

(* CDCl3, ** C,D6CO)
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Intens. ] -MS, 1.7-1.8min #(104-105)

2000
9 313.0712

1500 +
1000+ 315.0835

500 ] 314.0763
] 316.0846

Figura 51. Espectro de massas de alta resolucdo de CM4[M-H-H,0] [ESI (-)]
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4.1.5 Identificacao Estrutural de CMS5

OCH;

CMS5

A substincia CMS5 foi identificada como 4,4’,9-triidroxi-3,3’-dimetoxi-7,9’-
epoxilignana baseada em andlise de dados espectrométricos de RMN unidimensional
'H, °C (BB e DEPT), bidimensional (gHMBC, gCOSY e gHMQC) e por comparagao
de dados registrados na literatura.

O espectro de RMN "C (Figura 55, pag.71) apresentou 20 sinais de carbonos
que com auxilio de experimento DEPT 135° foram atribuidos como trés carbonos
metilénicos, nove carbonos metinicos, dois carbonos metilicos e seis carbonos ndo
hidrogenados. Entre os sinais presentes no espectro de RMN °C foi possivel destacar o
sinal de J 55,9 que se correlaciona no gHMQC (Figuras 60 e 61, pag.74) a dois
singletos (6 3,89 e ¢ 3,88), indicando a presenca de 2 grupamentos metoxilicos. Além
disso, no espectro de RMN *C também pode ser observado a presenca de trés carbonos
oxigenados um referente ao sinal do carbono oximetileno ¢ 62,4 (C-9’). Este carbono no
espectro de HMQC correlaciona-se com dois duplos dupletos em ¢ 4.06 (J = 8,7, 6,6Hz)
e 4,18 (J=11,1, 7,2 Hz). O outro sinal é também referente a carbono oximetilenico em
0 72,6 (C-9) relacionando no gHMQC a também a dois dupletos em 4.06 (J = 8,4, 6,1
Hz) e a um duplo dupleto em ¢ 3,78 (J = 8,4, 6,1 Hz) e o sinal de um carbono
oximetinico em ¢ 83,0 (C-7°) encontra-se correlacionando no gHMQC a um dupleto
emo 4,78 (J=6.1 Hz).

Ja o espectro de gHMBC apresentou correlagdes importantes que auxiliaram na
identificacdo de CM-5 e estas encontram-se resumidas na figuras 58 e 59 na pagina 73.
Estas correlagdes permitiram estabelecer o padrdo de substituicdo da lignana. Assim
como o espectro de gHMBC o espectro de gCOSY (Figura 57, pdg.72) também
apresentou correlagdes importantes como por exemplo, em H-9’ (d 4,06, 6 4,18) com H-
8 (0 2,55) e entre 0 H-8 (6 ,.55) com o H-7" (J 4,78). Observa-se também correlagdo
H-8’ (6 2,55) com H-8 (6 2,66); e entre H-8 com H-7 (d 2,26 e ¢ 2,88) e o hidrogénio H-
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9 (0 4,06, ¢ 4,18). Assim, baseado nestas correlacdes foi possivel propor uma unidade

da estrutura da lignana (Figura 52).

Figura 52. Correlagdes observadas no espectro gCOSY

Portanto com os dados de RMN 'H e "C concomitantemente como os dados
obtidos nas séries de espectros bidimensionais (gCOSY, gHMBC e gHMQC) e dados
da literatura foi possivel identificar CM5 como 4,4°,9-triiidroxi-3,3’-dimetoxi-7,9’-
epoxilignana. A configuracio relativa dos centros estereogénicos foi sugerida com base

na andlise comparativa com dados da literatura [82].

OH
Figura 53. Correlagdes observadas no espectro gHMBC

Este é o primeiro relato da lignana 4,4’,9-trihidroxi-3,3’-dimetoxi-7,9’-
epoxilignana em espécies pertencente a familia Leguminosae, esta lignana ja foi isolada

anteriormente nas familias Araucariaceae [81] e Apocynaceae [82].

69



Tabela 5. Dados espectrométricos de RMN 'H (75 MHz) e "*C (300 MHz) ( CDCl5)

CM 5 [82]
Posicao ol P P
1 - 131,8 132,6
2 6,67 m 111,1 111,5
3 - 1439 144,3
4 - 146,4 146,9
5 6,92 m 114,1 114,7
6 6,67 m 121,0 121,4
7 2,26 dd (J=15,3, 7,1Hz) 31,2 33,5
2,88 dd (J=13,2,4,8 Hz)
8 2,66 m 42,5 42,5
9 4,06dd (J=8,4, 6,1Hz) 72,6 73,1
3,78 dd (J=8,4, 6,1 Hz)
r - 134,4 135,1
2 6,92 m 108,2 108,5
3 - 145,0 1454
4 - 146,4 147,0
5 6,92 m 114,3 114,4
6 6,92 m 118,7 119,0
7 4,78 d (J=6,1 Hz) 83,0 83,0
& 2,55 m 49,0 52,8
9 4,06 dd (J=8.,7, 6,6Hz) 62,4 61,1
4,18 dd(J=11,1, 7,2 Hz)
OCH; - 55,9 56,6

55,9 56,6
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4.1.6 Identificacao Estrutural de CM6

CMeo

O éster CM6 foi identificado como 4-[3-(4-hidroxi-fenil)-acriloiloxi] acido
benzdico baseado em andlise de dados espectrométricos de RMN 'H, °C (BB e DEPT)
e também através de experimentos de RMN bidimimensionais (gHMBC, gCOSY e
gHMQC). O espectro de RMN Bc (Figura 67, pag. 78) apresentou 14 sinais que com
auxilio do DEPT 135° (Figura 67, pag. 78) foi atribuido como oito carbonos metinicos e
oito carbonos ndo hidrogenados. Foi observado que os sinais em ¢ 115,9, 6 116,7,
131,0 e 6 132,9 correspondiam para dois carbonos quimicamente equivalentes. Ainda
neste espectro de RMN C foi possivel observar a presenca de dois sinais de carbonos
carbonilicos em ¢ 171,1 e 0 170,1. A atribui¢do dos hidrogénios com 0s respectivos
carbonos foi obtido através do espectro bidimensional gHMQC (Figura 72, pag. 79;
Tabela 6, pag.76).

No espectro de RMN 'H (Figura 64, pag. 77) foi evidenciado a presenca de
quatro dupletos, integrando para dois hidrogénios cada, que permitiram identificar a
presenca de dois sistemas aromdticos 1,4-disubstituidos. Ainda no espectro de RMN 'H
foi observado a presenca de sistema olefinico a, B insaturado conjugado a grupo acila
(Figura 62), evidenciado pela presenca de dois dupletos em 0 7,62 e 0 6,31 (J=155¢
15,5 Hz), respectivamente. Os valores das constantes de acoplamento foi indicativo que
o sistema tinha configuracdo Z. O espectro de gHMQC confirmou a presenca deste
grupo devido a correlagdes observada entre os hidrogénios acima descritos com os

carbonos em 0 146,5 ¢ § 115,7, respectivamente.

5H762 O

v
R/\*AO—R
0'H6.31

Figura 62. Identificacdo do sitema o, B insaturado carbonilico
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O espectro gHMBC (Figura 68, pig. 75) apresentou correlagdes importantes
(Figura 63) que permitiram localizar os substituintes em CM-6. Dentre as principais, a
correla¢do de H-3 (67,62) com C-2 (8 131,0) e C-9 (170,1) e H-8 (8 6,30) com C-1(0
127,2) e C-9 (8 170,1) permitiram localizar o grupo acila insaturado e o H-2 (J 7,45)
com C-1 (8127,2) e C-4 (8 161,1) permitiram propor que a outra unidade era formada

do acido 4-hidroxibenzdico.

08 )
{ PR

Figura 63. Correlagdes observadas no espectro gHMBC

O ester 4-[3-(4-hidroxi-fenil)-acriloiloxi] acido benzéico, foi isolado pela
primeira vez em 2006 das raizes da espécie Semiaquilegia adoxoides (Ranunculaceae)
[83]. Portanto, este € o segundo relato do isolamento em espécies vegetais € 0 primeiro

relato de isolamento do composto na familia Leguminosae.

Tabela 6. Dados espectrométricos de RMN 'H (300 MHz) e "*C (75 MHz)

CM 5%* [83] *
Posicao on d¢ ¢

1 - 170,1 168,0
2 6,31 (d, J=15,5 Hz) 115,7 115,7
3 7,62 (d, J=15,5) 146,5 1455
1 163,1 162,4
2" 7,89 (d, J= 9Hz) 132,9 130,9
3" 6,82 ( d, J=9Hz) 131,0 132,7
4 122,7 129,7
5" 6,82 (d, J=9Hz) 131,0 132,7
6 7,89 (d, J=9Hz 132,9 130,9
7’ 171,1 1673
r 127,2 127,1
2 7,46 (d, J= 9Hz) 116,7 116,6
3 6,81(J=8,7) 115,9 115,8
& 161,1 160,4
5 6,81(d, I=8,7) 115,9 115,8
6 7,46 (d, J= 9Hz) 116,7 116,6

* Adquirido em (CD3),CO, ** CD;0D
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Figura 66. Expansdo do espectro de RMN 3C de CM6 [CD;0D, 75 MHz,]
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Figura 67. Espectro de RMN DEPT 135° de CM6 [CD;0D, 75 MHz]
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4.1.7 - Identificacdo Estrutural de CM7 e CM8 em mistura

CM7 CMS8

As substancias CM7 e CM8 foram identificadas em mistura, como apigenina e
acacetina, respectivamente, baseado em andlise de dados espectrométricos uni e
bidimensional de RMN, EM e através de comparagio de dados publicados na literatura.

No espectro de RMN 'H (Figura 70, pag. 82) da mistura foi possivel destacar os
sinais de absor¢do de hidrogénios aromdticos entre 6-8 ppm e a presenca de um grupo
metoxilico em o 3,95.

O espectro de RMN "C (Figuras 71 e 72, pig. 82 e 83) apresentou sinais
importantes que culminaram com a identificacdo de pelo menos dois flavondides na
mistura. Como por exemplo, os sinais em o 129,8, ¢ 117,3, 6 130,9 e 0 116,7
correspondendo a dois carbonos, que foram atribuidos aos carbonos nas posi¢oes C-2’ e
C-6’, C-3’ e C-5’. Baseado nestes sinais foi determinado a presenca de um anel 1,4-
dissubstituido na estruturas de CM7 e CM8. Ainda neste espectro foi possivel destacar o
sinal o qual destaca a presenca do grupo carbonila em ¢ 183,2 e a corroboragdo da
presenca do grupo metoxilia em 0 54,5.

Os dados espectrométricos de RMN 'H e "*C obtidos foram comparados com
dados descritos na literatura para a Acacetina e a Apigenina [78] (Tabela 7, pag 78). A
identificacdo de CM7 e CMS8 foi corroborada através do espectro de massas, que
apresentou os fons quasi-molecular m/z [M-H]" 285 e [M-H] 269 condizente com as

formulas moleculares Ci¢H;,05 . C;5H;0Os, respectivamente.
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Tabela 7. Dados espectrométricos de RMN B [(75 MHz), CD;0D]

Isolados C.mollis Dados da Literatura [78]
Posicdo
CM7 CM8 Apigenina Acacetina

2 164,9 162,9 163.8 163.9
3 103,8 103,8 102,8 103,9
4 183,2 183,2 181,8 182,3
5 162,0 163,2 161,1 162,2
6 100,3 100,3 98,8 99.4
7 165,5 166,2 164,1 164,8
8 95,6 95,0 94,0 94,3
9 158,7 159.8 157.3 1579
10 103,8 103,8 103,7 104.4
r 125,2 123,2 121,3 123,5
2 129,8 130,9 128.4 128.4
3 1173 1157 116,0 114,8
4 161,8 161,8 161,5 162,8
5 117,3 115,7 116,0 114,8
6 129,8 130,9 128,4 128,4

OCH3 - 56,4 - 56,8
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Figura 70. Espectro de RMN "H de CM7 e CM8 [CD;0D, 300 MHz]
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Figura 71. Espectro de RMN "*C de CM7 e CM8 [CD;OD, 75 MHz,]
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4.1.8 Identificacao Estrutural de CM9

0\7 OH

1

5 3
CH50 OCHs

OCHj

CM9

A substancia CM?9 foi identificada como acido 3,4,5-trimetoxi-benzodico baseada
em andlise de dados espectrométricos de RMN IH, Bc (BB ), EM e através de modelos
encontrados na literatura.

No espectro de RMN 'H (Figura 74, pag. 82) foi verificado apenas dois sinais,
sendo trés singletos, um com integracdo para dois hidrogénios em ¢ 7,36, atribuido aos
hidrogénios aromético nas posi¢des 2 e 6 e os outros em J 3,92 e J 3,93 com integracdo
trés e seis hidrogénios que foram atribuidos a presenga de trés grupos metoxilicos.

No espectro de RMN Bc (Figura 75, pag.75) foi possivel verificar e destacar os
sinais em ¢ 107.3 atribuidos aos carbonos magneticamente equivalente nas posi¢des 2 e
6 e a presenca dos grupos metoxilicos em § 56,2 ¢ 6 60,9. Com os dados de RMN 'H e
BC concomitantemente com os dados apresentados no espectro de massas (Figura 76,
pag. 83), que apresentou um fon quasi-molecular [M+H]" m/z 213 condizente com a
férmula molecular CoH;,0s, sdo sugeridos duas estruturas para o composto (Figura

73).

O.__OH O_OCHjs

CH3O OCH3 CH30 OCHjs
OCHs OH

a b

Figura 73. Estruturas proposta para CM9

Baseado nos valores de RMN "*C apresentado para os grupos metoxilicos de
CM9 foi confirmado a estrutura (a) para o composto. Uma vez que nos modelos
encontrado na literatura foi observado que quando o grupo metoxila se encontrava
substituido na posicdo entre as outras duas metoxilas, o valor do deslocamento do
carbono metoxilico aparece mais desprotegido. O que esta de acordo com o valor de

deslocamento apresentado para este carbono no espectro de RMN, que foi de 3 60,9.
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O é4cido 3,4,5-trimetoxi-benzdico t€m sido descrito de diversas espécies vegetais

como por exemplo, Piper solmsianum (Piperaceae) [84].
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Figura 74. Expansdo do espectro de RMN "H CM9 [CD;0D, 300 MHz]
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Figura 75. Espectro de RMN "“C de CM9 [CD;0D, 75 MHz]
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<Spectrum>

Retention Time:0.917(Scan#:56)
Max Peak:440 Base Peak:212.85(1412511)
Spectrum: Averaged 0.700-1.350(43-82)
Background: Averaged 0.200-0.553(13-34) Polarity:Neg Segment] - Eventl

1 213
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Figura 76. Espectro de massas de baixa resolu¢do de CM9 [APCI (+)]

86




4.2 IDENTIAFICACAO E DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS DE ERIOPE BLANCHETTI

4.2.1 Identificacao estrutural de EB1

7
HO ! \V‘Qo
4 6 8
HO
EB1

A identificacdo de EB1 foi baseada em andlise de dados de experimentos de
RMN 'H, “C (BB e DEPT), correlacdes observadas em técnicas espectrométrica de
RMN bidimensionais (gCOSY, gHMQC, gHMBC) e através de comparacido de dados
da literatura [85].

No espectro de RMN 'H (Figura 79, pag. 90; Tabela 8, pag. 89) foi observado na
regido de absor¢do de hidrogénios ligados a carbonos aromadticos a presenca de dois
dupletos, cujas constantes de acoplamento indicava acoplamento meta (J=2,1 Hze J =
2,4 Hz) em ¢ 7,03 e § 6,79, respectivamente, bem como, dois duplos dupletos com
constante orto e meta (J =84 e 2,1 Hze J =84, 2,1 Hz) em 6 6,90 ¢ d 6,64. Além
desses, pode-se observar dois dupletos em 0 6,78, J = 8,4 Hz e 6 6,70 com J = 8,1 Hz
referente a presenca de dois anéis aromadticos 1,3,4-trisusbstituidos. Ainda neste
espectro foi possivel destacar a presenca de dois dupletos em ¢ 6,28 (J = 15,9 Hz) e 0
7,52 (J = 15,9 Hz) integrando para um hidrogénio cada, atribuidos aos hidrogénios
olefinicos do sistema carbonilico ¢ f-insaturado. Em face dos valores das constantes de
acoplamentos apresentado para esses hidrogénios foi atribuido a geometria espacial
trans para 0S mesmos.

O espectro de RMN "°C (Figura 81, pig.90) apresentou 18 sinais e com auxilio
DEPT 135° (Figura 84, pag. 92) foram atribuidos como sendo um de carbono
metilénico, nove carbonos metinicos e oito carbonos ndo hidrogenados. Assim no
espectro de RMN '°C foi possivel observar a presenca de dois carbonos carbonilicos em
8 177,6 e 6 169,1. Também foi possivel destacar no espectro de RMN "°C a presenca de
sinais, caracteristicos de sistema carbonilico a, - insaturado (Figura 77, pag. 88), em ¢

146,5 e 0 116,0 atribuidos aos carbonos nas posi¢des 7 ¢ § .
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Os sinais dos hidrogénios com seus respectivos carbonos foram atribuidos
através das correlacdes observadas no espectro bidimensional gHMQC (Figura 85, pag.

89).

53C 146.5

! o
R/\AOR
f

5 1C 116.0

Figura 77. Sistema insaturado conjugado com uma carbonila

Através do espectro gHMBC (Figura 83, pag. 91) foi possivel observar
correlacdes a longa distancia (Figura 78) que concomitantemente com os dados
espectrométricos de RMN 'H e "*C foram crucias para identificacio de EB1 como
sendo o dcido rosmadrinico. A identificacdo do 4cido rosmadrinico foi corroborada através
de comparacdo dos dados da literatura, bem como através de dados de espectrometria de
massas, que apresentou os fons quasi-molecular [M-H] em m/z 359, condizente com a

férmula molecular C3H;¢0Os.

_ Hﬂ”@o 2 on on
Ho H) CH OH
A

Figura 78- Correlagdes observadas no espectro gHMBC

O 4cido rosmarinico embora seja um constituinte quimico comum em espécies
pertencente a familia Lamiaceae e desperta grande interesse cientifico e comercial, em
viurtude principalmente das inimeras atividades bioldgicas que apresenta, como por
exemplo, antibacteriana,  hepatoprotetora,  cardioprotetora,  antiinflamatdria,
antimiotoxica agindo contra venenos de serpentes [86] e, inibidora da HIV-Integrase

[87]

Tabela 8. Dados espectrométricos RMN "*C de EB1 (300 MHz)
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ool €

EB1* [85]**
Posicio s3C 813C.
1 1279 127,8
2 115,1 123,5
3 145,6 147,5
4 149,5 150,2
5 116,0 117,2
6 121,7 123,7
7 145,6 147,2
8 116,2 116,2
9 169,1 169,0
1 131,1 131,5
2 117,5 120,1
3 146,5 1474
4 146,6 1474
5 116,4 116,4
6 122,8 126,1
7 38,7 39,5
8 77,1 78,0
9’ 177,6 177,8

LR

o b ik
[

* adquirido em CD;0D  ** adquirido em DMSO

Pl =

ppm (1)

Figura 79. Espectro de RMN 'H de EB1 [CD;0D, 300 MHz]
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7.033
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6.888
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6.679
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6653
6625
6619
6.289

6.236
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7.80 7.00 6350

177.665
169.122
149.216
146610
77762

41.758
38.746
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Figura 81. Espectro de RMN "°C de EB1 [CD;0D, 75 MHz].
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Figura 82. Espectro de gHMBC de EB1 (CD;0D, 300 MHz)
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Figura 83. Expansdo do espectro de gHMBC de EB1 (CD;0D, 300 MHz)
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Figura 85. Espectro de gHMQC de EB1 (CD;0D, 300 MHz)
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4.2.2. Identificacao estrutural de EB2

EB2
A identificacdo de EB2 foi baseada em andlise de dados de experimentos de

RMN 'H, "*C (BB ¢ DEPT), correlagdes observadas em técnicas espectrométrica de
RMN bidimensionais (gCOSY, gHMQC, gHMBC) e através de comparacdo de dados
da literatura [88].

No espectro de RMN 'H (Figura 87 e 88, pag. 95 e 96) foi observado a presenca
de um dupleto em & 6,34 (J = 2,3 Hz) com integracdo para dois hidrogénios atribuido
aos H-6 e H-2, um dupleto em 8 6,46 ( J = 2,3 Hz) atribuido a H-2', um duplo dupleto
em 6 6,54 (J = 8,2 e 2,3 Hz) atribuido ao hidrogénio na posi¢do 6’ ¢ um dupleto em &
6,68 (J = 8,1 Hz) atribuido ao hidrogénio na posicdo 5'. Além dos sinais para os
hidrogé€nios aromaéticos o espectro de RMN 'H apresentou os sinais em 6 2,88, 8 2,53, 6
4,61, 6 2,27, 6 2,82 atribuidos aos H-7, H-8', H-9’, H-8, H-7’, respectivamente.

No espectro de RMN °C (BB) (Figura 89, pig. 96) foi observado a presenca de
19 sinais que com o auxilio do DEPT 135° foram identificados como sendo quatro
carbonos metilénicos, sete carbonos metinicos e sete carbonos ndo hidrogenados. Entre
esses sinais registrados no espectro de RMN "°C foi possivel observar os sinais do
carbono carbonilico em ¢ 178,4, do grupo metilenodioxi em J 100,1, dos carbonos
metoxilicos em 0 55,6 € 6 60,7, bem como os sinais de carbonos aromaticos entre o
154,3e 6 112,0.

Correlagdes importantes foram observadas nas séries de espectros
bidimensionais que quando analisados em conjunto com os dados encontrados na
literatura tornou possivel identificar o composto EB-2 como a yateina. Assim, as
correlacdes observada no espectro gHMBC (Figuras 91 e 92, pag. 94) que estdo

sumarizada na figura 86 auxiliaram na identifica¢@o dessa substancia.
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A atribui¢do dos carbonos com o seus respectivos hidrogé€nios foi realizada
através do das correlacdes encontradas no espectro de gHMQC (Figura 93 e 94, pag.

98).

OCHj3;
Figura 86- Correlagdes observadas no espectro gHMBC

A configuracdo relativa de EB-2 foi determinada através de correlacdes
observada no espectro NOESY. Neste espectro foram observadas interacdes espaciais
de H-6" com H-3 e H-2, indicando que esses hidrogénios encontram-se na mesma face.
A comparagdo com dados da literatura também permitiu assinalar a configuracio
relativa de EB-2.

Destaca-se que a Yateina € considerada um dos compostos precursores da rota
biosintética da lignana podofilotoxina. Além disso, a ela tem sido atribuidas algumas

atividades bioldgicas e farmacoldgicas, tais como agdo antiviral [88].
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Tabela 9. Dados espectrométricos de RMN 3C de EB2 (300 MHz, CDCl5)

EB-2 [88]
Posicao §13C s§1C
1 131,4 131,9
2 106,0 106,2
3 153,1 153,2
4 136,6 136,8
5 153,1 153,2
6 106,0 106,2
7 35,1 35,2
8 46,4 46,4
9 178,5 178,5
I 133,2 133,3
2 108,6 108,8
3’ 147,8 147,9
4 146,2 146,4
5 108,2 108,2
6’ 121,4 121,5
7 38,2 38,3
87 40,9 41,0
97 71,1 71,1
OCH;, 56,0 56,1
OCH; 56,0 56,1
OCHj3; 60,7 60,8
OCH,0 100,1 101,0
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Figura 87. Espectro de RMN 'H de EB2 [CDCl;, 300 MHz]
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4.2.3. Identificacao estrutural de EB3, EB4 e EBS

EB4 R1=H, R2=CH;s

EB5R1=CHs, Ro=H

Os compostos EB-3, EB-4 ¢ EBS foram identificados como dcido betulinico
(acido 3P, hidroxi-lup-20(29)-en-28-o0ico), acido oleandico (4cido 3, hidroxiolean-12-
en-28-0ico) e 4cido ursdlico (4cido 3, hidroxiurs-12-en-28-o0ico), respectivamente. Esta
identificacdo foi baseada em andlise de dados de experimentos de RMN IH, Be (BB e
DEPT) e principalmente através de comparagdo de dados publicados na literatura [89].

Os sinais observados nos espectros de RMN Be (Figura 95, 96, 97 e 98, pag.
101 e 102) para os carbonos olefinicos desses triterpenos foram pontos crucias para
identificacdo dos mesmos. Assim, no espectro RMN-BB pode-se observar os sinais de
carbonos olefinicos em ¢ 110,5 e 6 150,2 do acido betunilico, em ¢ 122,7 € J 144,9 do
acido oleandico e em ¢ 125,7 e ¢ 139,3 do acido ursdlico. Ainda neste espectro de RMN
C foram registrados os sinais dos grupos carbonilicos presentes em suas estruturas em
0179,9, 6 179,9 e 6 178.9, respectivamente. Na tabela 10 na pagina 103 estdo os valores
de deslocamentos quimicos encontrados nos espectros de RMN Be.

Encontrados em diversas espécies vegetais, entre as quais Rosmarinus officinalis
L., Salvia officinalis L. e Salvia sclarea L. todas pertencentes a familia Lamiaceae [90],
esses triterpenos pentaciclicos possuem diversas propriedades bioldgicas e
farmacoldgicas por exemplo, o 4cido betulinico mostra ter propriedade anti-HIV [91] e

atividade anti-cancer [92].
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Figura 95. Espectro de RMN 3C da mistura de EB4 ¢ EB5 [CsDsN, 75 MHz].
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Figura 96. Espectro de RMN C da mistura de EB4 ¢ EB5 [CsDsN, 75 MHz].
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Figura 97. Espectro de RMN "°C de EB3 [CsDsN, 75 MHz].
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Figura 98. Expansio do espectro de RMN "°C de EB3 [CsDsN, 75 MHz].
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Tabela 10. Dados de RMN "°C (300 MHz, CsDsN)

E.B. [89]
Posiciio Ac. Ac. Ac.
EB3 EB-4 EB5 Betunilico  Oleandico  Ursélico
3" c
1 38,5 38,8 39.5 38,5 38,5 39,2
2 27,2 27,3 28,6 272 274 28,2
3 78,1 78,8 78,0 78,1 78,7 78,1
4 38,6 38,8 39,5 38,6 38,7 39,6
5 54,9 55,5 55,1 54,9 55,2 559
6 18,0 18,4 18,7 18,0 18,3 18,8
7 34,0 33,0 33,7 34,0 33,1 33,7
8 40,3 39,6 40,1 40,3 39,3 40,1
9 49,9 47,5 48,1 49,9 47,6 48,1
10 37,6 37,0 37,5 37,6 37,0 375
11 20,5 23,3 23,7 20,5 23,1 23,7
12 25,1 122,7 125,7 25,1 122,1 125,7
13 383 1449 1393 383 143,4 139,3
14 41,9 41,2 42,6 41,9 41,6 42,6
15 30,1 28,2 28,8 30,1 27,7 28.8
16 31,7 41,6 25,0 31,7 41,6 25,0
17 554 48,1 48,1 554 46,6 48,1
18 46,6 41,3 53,6 46,6 41,3 53,6
19 48,5 45,8 39,5 48,5 45,8 39,5
20 150,2 30,6 39,4 150,2 30,6 39,4
21 29,1 33,8 31,1 29,1 33,8 31,1
22 36,7 32,3 374 36,7 32,3 374
23 28,0 28,1 28,8 28,0 28,1 28,8
24 15,7 15,6 16,5 15,7 15,6 16,5
25 15,8 15,3 15,8 15,8 15,3 15,7
26 15,9 16,9 17,5 15,9 16,8 17,5
27 14,3 26,0 24,0 14,3 26,0 24,0
28 178,7 180,0 179,9 180,7 181,0 179,7
29 110,5 33,1 17,5 109,5 33,1 17,5
30 19,0 21,2 21,4 19,0 23,6 214
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4.2.4. Identificacao estrutural de EB6

EB-6

A identificacdo de EB-6 como a-peltatina-5-O-f-D-glicopiranosideo foi baseada
na andlise de dados de experimentos de RMN de H, Be (BB e DEPT), correlagdes
observadas em técnicas bidimensionais de RMN (gCOSY, gHMQC, gHMBCO),
espectrometria de massas e através de comparagdo de dados da literatura.

No espectro de RMN 'H (Figura 101, pag.107) foi observada a presenca de um
singleto em ¢ 3,89 correspondendo para seis hidrogénios, atribuido a presenca de dois
grupos metoxilicos, um dupleto integrando para dois hidrogénios em ¢ 5,97 atribuido ao
grupo metilenodioxi. Na regido de absor¢do de hidrogénios aromaticos foram
observados um simpleto em ¢ 6,34 atribuido ao H-5' demonstrando a presenca de um
anel benzénico pentasubstituido e um dupleto J 6,47 (J = 2,3 Hz) com integracio para
dois hidrogénios denotando a existéncia de dois hidrogénios quimicamente equivalentes
e conseqiientemente a presenca de um outro anel benzenico 1,3,4,5 tetrasubstituido.

O espectro de RMN "°C (Figura 102, pdg.107) apresentou 22 sinais, que com o
auxilio do experimento de DEPT 135° (Figura 106, pdg. 109) foram distinguidos como
quatro carbonos metilénicos, nove metinicos e dez carbonos ndo hidrogenados. Entre os
sinais registrados nos espectro de RMN Be pode-se destacar aquele em o 55,4
ratificando a presenca dos grupos metoxilicos, o sinal em ¢ 179,0 destacando a presenca
do grupo carbonilico e o sinal em ¢ 101,1 que foi atribuido a presenca do carbono
metilienodioxi. Ainda neste espectro foi possivel observar a presenca dos sinais em J
101,4, 6 76,6, 6 73,9, 69,9, 6 61,0 atribuidos ao actcar, que através de comparagdo dos
dados da literatura foi identificado como sendo a glicose.

As correlacdes observadas nas séries de espectros bidimensionais (gHMBC, 'H -

'H COSY e gHMQC) foram cruciais para a elucidacio e identificacdo estrutural de
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EB6. O espectro de gHMBC (Figura 103, pag. 108) mostrou correlagdes importantes
que corroboraram a identificacdo de EB6 (Figura 99), sendo as principais aquela entre
H-5' (66,34 ) com C-4' (6 147,9), C-3', C-6' e C-7; H-2 (9 6,44) com C-3, C-7; H-6
(6,44) com C-5, C-4, C-7; H-7 com C-8'; H-9' com C-8 e C-8'.

Com o espectro de gHMQC (Figura 105, pdg.109) permitiu correlacionar os

sinais dos hidrogénios com seus respectivos carbonos (Tabela 11, pdg.106).

OGlic H

Figura 99. Correlagdes observadas no espectro bidimensional gHMBC

A localizagdo da posi¢do do grupamento do acticar (glicose) foi realizada através
da observacdo da correlag@o no espectro gHMBC entre o sinal do hidrogénio anomérico
em 0 5,39 e o carbono na posi¢do C-2' (0137,4).

A configuragio relativa do C-7 e do C-8’ de EB-6 foram determinadas através
de correlacdes observadas no espectro NOESY (Figura 108, pag. 110). Nesse espectro
foram observadas interagdes espaciais de H-6 com H-7, H-8' ¢ H-7 com H-8 (Figura
100) indicando que o H-8 e o grupo fenil encontram-se na mesma face e, assim o H-7 e
H-8 encontram-se na posi¢do equatorial.

O - o-peltatina-5-O-B-D-glicopiranosideo foi isolado anteriormente de

Podophyllum peltatum L[93].

OGlic

Figura 100- Correlacdes significativas observadas no NOESY de EB-6
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Tabela 11. Dados espectrométricos de RMN 'H [(300 MHz) e "°C (75 MHz),

CD;0D] de EB-6

Posicao oy dc¢
1 - 137.4
2 6,44 (d, 2,3 Hz) 108,0
3 - 147,0
4 - 131,6
5 - 147,0
6 6,44 (d, 2,3 Hz) 108,0
7 2,74 (m) 43,4
8 3,3 (m) 48,1
9 - 176,4
Iy - 122,1
2' - 1374
3 - 134,1
4 - 147,9
5! 6,34 (s) 104,8
6’ - 134,7
7 3,4 (m) 26,9
8’ 2,71 (m) 32,5
9’ 3,5 (m) 72,5
1" 5,21(d, 7,2) 104,2
2" 3,24-3,61 75,6
3" 3,24-3,61 78,0
4" 3,24-3,61 71,1
5" 3,24-3,61 78,0
6" 3,72 (dd, 12, 2,4 Hz) 61,0
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Figura 101. Espectro de RMN 'H de EB6 [CD;0D, 300 MHz]
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Figura 102- Espectro de RMN C de EB6 [CD;0D, 75 MHz]
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Figura 103. Espectro de gHMBC de EB6 (CD;0D, 300 MHz)
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Figura 104. Expansao do Espectro de gHMBC de EB6 (CD;0D, 300
MHz)
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Figura 105. Espectro de gHMQC de EB6 (CD;0D, 300 MHz)
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Figura 107. Espectro de ¢COSY de EB6 [CD;OD, 300 MHz].
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Figura 108. Espectro de gNOESY de EB6 [CD;0D, 300 MHz].
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4.2.5. Identificacao estrutural de EB7

EB7

A identificacdo de 'EB-7 como Quercetina-3-O-f-D-glicopiranosideo, também
conhecida como quercetrina, foi baseada em andlise de dados de experimentos de RMN
'H, BcC (BB e DEPT), correlagdes observadas em técnicas bidimensionais (gHMQC,
gHMBC) e através de comparacio de dados da literatura [94] [95].

O espectro de RMN 'H (Figura 109, pag.112) apresentou sinais na regido de
absor¢@o de hidrogénio aromaticos, onde se podem destacar dois dupletos em 6 6,38 e 0
6,19 (J = 2,1 Hz, cada), determinando o anel A como sendo 1,3,5,6 tetrasubstituido. O
anel B foi determinado como 1,3,4 trisubstituido devido a presenca de um duplo dupleto
em o 7,59 (J=8,7 e 2,4 Hz), um dupleto em ¢ 6,88 (J = 8,4 Hz) e um dupleto em J 7,71
(J = 2,1 Hz). Este ainda apresentou sinais, na regido entre J 3,24-3,61, caracteristicos
para hidrogénios ligados a carbonos oxigenados, bem como um dupleto em ¢ 5,26 (J =
7,5 Hz) caracteristico de hidrogénio anomérico de f- glicosideo.

O espectro RMN "°C (Figura 110, p4g.112) apresentou 21 sinais, que através de
comparagdo dos dados RMN C da literatura tornou possivel a identificagdo de EB7
como um flavonol glicosilado.

A unidade glicosidica foi identificada como sendo a glicose, pela presenca do
carbono oximetilenico em J 62,5 atribuido ao C-6"" e por comparagdo com dados da
literatura para este glicosideo [96]. A atribuicdo dos carbonos com seus respectivos
hidrogénios foram realizados com auxilio do gHMQC (Figura 112, pag.113). O
espectro de gHMBC ( Figura 111, pag.113) corroborou a estrutura proposta para EB7
através das correlagdes apresentadas, bem como possibilitou a localiza¢do da ligacdo
glicosidica, a partir da correlacdo observada (J) entre o H-1" (6 5,26) com o C-3 (5

135,6).
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Tabela 12. Dados espectrométricos de RMN 'H de EB-7 [(300 MHz) e °C (75

MHz), CD;0D]

EB7

Posicio o'H 3"C
2 - 158,3
3 - 135,6
4 - 179,4
5 - 162,9
6 6,19 (d, 2,1 Hz) 99,8
7 - 166,0
8 6,36 (d, 2,1 Hz) 94,7
9 - 158,9
10 - 105,6
r - 123,2
2 7,71 (d, 2,1 Hz) 117,5
3 - 145,8
4 - 149,8
5’ 6,85 (d, 8,7 Hz) 115,9
6’ 7,75 (dd, 8,7, 2,1 Hz) 123,0
1 5,21 (d,7,2) 104,2
27 3,24-3,61 75,6
3 3,24-3,61 78,0
4> 3,24-3,61 71,1
5”7 3,24-3,61 78,3
6’  3,72(dd, 12,24 Hz) 62,5
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4.2.6. Identificacao estrutural de EB8

A identificagdo de EB8 como sendo a podofilotoxina foi baseada em andlise de
dados de experimentos de RMN 'H, PC (BB e DEPT), através de dados encontrados na
literatura [96, 97] e de comparagdo por CCDC utilizando o padrdo podofilotoxina.

No espectro de RMN de 'H (Figura 113, pag.117) foi observado a presenca de
dois simpletos em ¢ 3,89 e J 3,90 integrando para trés e seis hidrogénios,
respectivamente, atribuidos a trés grupos metoxilicos e, um dupleto integrando para dois
hidrogé€nios em ¢ 5,97 atribuido ao grupo metilenodioxi. Na regido de absor¢do de
hidrogénios aromaticos foram observados dois simpletos em d 6,78 e d 6,55 atribuido ao
H-5" e H-2', demonstrando a presenga de anel aromadtico 1,3,4,6 tetrasubstituido. Ainda
nesta regido do espectro de RMN de 'H foi observado a presenca de um simpleto em &
6,40 (J = 2,3 Hz) com integracdo para dois hidrogénios demonstrando a existéncia de
dois hidrogénios quimicamente equivalentes e conseqiientemente a presenca de anel
benzénico 1,3,4,5 tetrasubstituido.

O espectro de RMN '°C (Figura 114, pag. 117) apresentou 21 sinais, que com
auxilio do experimento de DEPT 135° (Figura 115, pag. 118) foram atribuidos como
sendo de dois carbonos metilenicos, oito metinicos, trés metilicos e nove carbonos nio
hidrogenados. Entre os sinais apresentados nos espectros de RMN de "°C o sinal em &
179,0 demonstra a presenca de carbono carbonilico e, os sinais em ¢ 101,1, bem como,
em 0 56,1 e 6 60,7 corroboram a presenga grupo metilienodioxi e dos grupos
metoxilicos, respectivamente.

Através da avaliacdo conjunta dos dados de RMN de 'H e de "*C e por
comparagdo com dados descritos na literatura [98] foi possivel identificar a substancia
EB8 como sendo a podofilotoxina. A identificacdo desta substincia foi corroborada

através de comparagdo em CCDC utilizando uma amostra padrido de podofilotoxina.
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A lignana podofilotoxina tem sido usada em diferentes terapias. Possui efeito

antitumoral comprovado cientificamente e pronunciada atividade citot6xica [99].

Tabela 13. Dados espectrométricos de RMN de "°C de EB8 (75 MHz), CDCl;]

EBS8 [98]
Posicio S1C 35C
1 132,3 1346
2 108,1 108,1
3 152,6 152,1
4 134,8 136,6
5 152,6 152,2
6 108,1 108,1
7 43,8 44,0
8 45,6 45,0
9 173,6 174,6
r 137,1 133,1
2’ 109,7 106,2
3 148,1 147,2
4 147,5 147,2
5 106,2 109,3
6 128,2 130,6
7 73,6 72,1
8 38,7 40,0
9 71,3 71,3
OCH,0O 101,1 101,1
2 OCH; 56,1 56,0
OCH; 60,7 60,5
CO 172,1 171,1
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4.2.7. Identificacao estrutural de EB9 e EB10

A identificacdo de EB9 e EB10 como o-Peltatina e S-Peltatina, respectivamente
foi baseada em andlise de dados de experimentos de RMN IH, Bc (BB), através de
dados publicados na literatura e por comparacdo em CCDC utilizando os padrdes de f-
Peltatina e o~Peltatina.

O espectro de RMN de 'H da mistura de EB9 e EB10 (Figura 116, pag. 121)
apresentou sinais caracteristicos de lignanas do tipo aril-tetra-hidronaftaleno lactonica.
Como por exemplo, um singleto em & 6,66 referente a hidrogénio ligado a carbono
aromdtico que foi indicativo da presenga de anel aromatico 1,2,3,5,6 penta-substituido.
Esse espectro mostrou também um singleto largo integrando para dois hidrogénios em &
5,93 e, na regido correspondente aos hidrogénios metilénicos foram observados dois
sinais na forma de duplo dupleto em & 3,07 e & 2,73. Esses sinais sdo resultantes do
acoplamento geminal entre os hidrogé€nios metilénicos H-7 e do acoplamento vicinal

entre cada um deste hidrogénio metilénico com o hidrogénio H-8.

O espectro de RMN °C (Figura 117, pdg. 121) evidenciou uma mistura
composta por duas lignanas. Assim, os vinte e dois sinais registrados foram
identificados com o auxilio do DEPT 135° (Figura 118, pag. 122) como sendo trés
carbonos metilenicos, trés metilicos, seis metinicos e dez carbonos nio hidrogenados.
Deste espectro, pode-se destacar os sinais em 8 174,9, 8 101,1, 8§ 72,0 atribuidos a aos

grupos carbonilico, metilienodioxi e oximetilenico, respectivamente.

Com os dados de RMN 'H e "°C e os dados obtidos da literatura a mistura foi
identificada como sendo a & e B-peltatina [35]. A identificagdo dos componentes desta
mistura, como sendo & e B-peltatina, foi corroborada através de compara¢do em CCDC

utilizando uma amostra padrdo de - e B-peltatina.
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A estereoquimica relativa nas posi¢des 8, 7 e 8’ foram determinadas através da

analise das constantes de acoplamento encontradas entre J7,5 ; Js,5 € J7,3> € posterior

comparagdo com os dados encontrados na literatura [35], sugerindo a relagdo trans

entre (C-8 e C8') da lactona e cis entre C-8" e C-7'.

A opeltatina apresenta dados espectrais de RMN similares a - peltatina.

Entretanto, destacando-se a presenca de apenas dois carbonos metoxilicos ligados a

um dos aneis aromdtico. Na Tabelas 14 encontram-se os dados de RMN "°C de EB9

e EB10, bem como os valores da literatura [35].

Tabela 14. Dados espectrométricos de C de EBY e EB10 [(75 MHz), CDCl, .0 (ppm)]

EB9 EB10 [35]
Posicdo 3tC 3-C 3"C 8°C
orpeltatina S-Peltatina

1 131,5 132,3 131,8 132,9
2 108,2 108,2 108,4 108,3
3 152,4 146,9 152,5 148,0
4 133,3 132,9 132,9 131,9
5 152,4 147.8 152,5 148,0
6 108,2 108,2 108,4 108,3
7 32,7 32,7 32,2 32,3
8 474 474 474 47,4
9 174,9 174,9 175,1 175,1
I 120,9 118,2 118,2 118,2
2 136,2 136,9 137,1 136,9
3 130,5 132,9 130,9 1329
4 153,2 152,6 152,5 152,6
5 104,6 103,5 103,5 103,5
6 136,2 136,3 136,3 136,3
7 28,9 32,0 32,2 32,0
8 43,7 44,0 439 44,0
9 72,0 72,4 72,4 72,4

OCH,0 101,1 101,1 101,7 102,3

2 OCH; 56,1 56,0 56,0 56,7

OCH; 60,7 - 60,7 -
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4.2.8. Identificacio estrutural de EB11 e EB12

As substéncias codificadas como EB11 e EB12 foram isoladas e identificadas
em mistura, através de experimentos de RMN lH, Bc (BB e DEPT), através de dados
encontrados na literatura. Assim EB11 e EB12 foram identificadas como o-amirina e j3-
amirina, respectivamente.

O espectro de RMN BC da mistura apresentou sinais importantes que
permitiram a identificacdo das mesmas através de comparacdo de dados da literatura.
Sinais de carbonos olefinicos apresentando deslocamento quimico em 124,4 ppm (CH),
139,6 ppm (C); 145,1 ppm (C), 121,7 ppm (CH) sdo indicativos de triterpenos da série,
ursano e oleaneno. Logo quando comparado com a literatura revelou que esta mistura
tratava-se dos triterpenos o-amirina (série ursano), [B-amirina (série oleaneno)

[100,101,102].
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5. Resultados e discussido da avaliacao biologica

5.1. Métodos de avaliacao de inibicao da enzima acetilcolinesterase

A busca por novos inibidores da enzima AChE entre os compostos isolados e
descritos neste trabalho foram utilizados duas metodologias.

Inicialmente um foi feito uma triagem através da avaliacdo qualitativa em
CCDC. Esta avaliacdo consistiu numa autobiografia desenvolvida sobre uma placa
cromatografica de silica gel onde s@o aplicadas as amostras. A avaliacdo € baseada na
hidrélise de acetato de 1-naftil paral-naftol pela enzima AChE, onde o naftol formado
reage com o sal Fast Blue B originando um composto diazdnio de colorag¢do purpura

(Figura 119).

0O—COCH;

OH
AChE + H3CCOOH

Acetato de 1- naftol Naftol

H;CO

+ + _
NNNN x

OCH;
Sal Blue fast B

H;CO,

OH OH
NN C & NN
OCH,

Diaz6nio
Composto purpura

Figura 119. Reacdo da enzima acetilcolinesterase com o acetato de 1-naftila e a formagao
subseqiiente da coloracgdo pirpura em CCDC

Ja a segunda avaliacdo foi a quantitativa de inibicdo da AChE, que consiste em
um método fotométrico de detecgio da acfo inibidora da enzima AChE. Um andlogo do
substrato natural acetilcolina como substrato, a acetiltiocolina, e a atividade enzimatica
€ avaliada através do aumento da coloragdo amarela decorrente da hidrélise de
acetiltiocolina a acetato e tiocolina, este tltimo apds reagir com fon 5,5’ -ditiobis-[2-
nitrobenzoato] (reagente de Ellman) produz o fon colorido 5-tio-2-nitro-benzoato cuja

formacdo pode ser medida a 405 nm em um espectrofotometro (Figura 120).
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Figura 120. Reacdes quimicas envolvidas no teste de atividade inibidora de AChE

desenvolvido por Ellman.

O resultado da avaliacdo qualitativa desenvolvida em CCDC, onde foram
aplicados todos os compostos isolados descritos neste trabalho comparando com um
padrio de conhecida atividade, a fisostigmina. A caracterizagcdo positiva desta avaliagcdo
€ descrita por aparecimento de manchas brancas nas regides da placa que contem
substancias capazes de inibir a acdo da enzima acetilcolinesterase contra a coloragdo do
fundo da placa [103]. Embora todas as substancias isoladas tenham sido submetidas a
esta avaliacdo qualitativa, apenas o composto CM3 apresentou resultado positivo, como

€ mostrado na figura 121.

1- Fisostigmina
2-CM3

Figura 121. Demonstracio do resultado positivo para o composto CM3 no teste qualitativo em
CCDC de inibi¢ao da enzima Ache
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Assim, com os resultados obtidos na avaliagdo qualitativa, o composto CM3 foi
selecionado para um ensaio quantitativo, que € uma ferramenta para determinar o Clsg e
a porcentagem de inibicdo para a substancia.

O grifico da figura 122 sumariza os resultados obtidos para o percentual de
inibi¢do, obtido apds 10 minutos de reagdo e leitura em espectrofotOmetro para
diferentes concentragdes testadas de CM3 e com o padrio, fisostigmina, que € ja
utilizado como medicamento para o tratamento do do mal de Alzheimer. Neste gréfico é
mostrado que o composto CM3 apresenta percentual de inibi¢do (I%) semelhante ao do
padrdo utilizado em todas as concentragdes analisadas.

Avaliacdo de CM-3 pelo teste de ElImman permitiu determinar o Clsp=111,34
umol.L™, j4 a fisostigmina, qué ja é utilizado como medicamento, apresenta o valor de
Clsp= 141,51 ymol.L’l. Deste modo pode-se verificar que CM-3 apresenta atividade
bastante elevada quando comparada com a fisostigmina, no entato, existem a
necessidade de mais pesquisas para avaliar as acdes desta substancia para torna-la como

uma alternativa mais barata para o tratamento do mal de Alzheimer.

62,5
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Figura 122. Porcentual de inibicdo atividade de I% demonstrada pela diminuicdo da

concentracdo da substancia aumenta quando a concentragdo de amostra

5.2. Avaliacao da atividade do seqiiestro de radical estavel DPPH

As substancias isoladas descritas neste trabalho foram submetidas a avalia¢do da
atividade antioxidante com base na capacidade de seqiiestro do radical estdvel DPPH

em solucdo. O DPPH € um radical livre estdvel, para o qual as substancias antioxidantes
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transferem elétrons ou 4tomos de hidrogénios, neutralizando seu cariter radicalar
(Figura 123) [104]. Esta reac@o proporciona mudanga de cor violeta para amarelo e
absorbancia da solu¢@o onde houve a reacdo, a 517nm, diminui [105].

Através de uma andlise qualitativa em CCDC, foi possivel selecionar quais as
substincias isoladas que apresentavam atividades antioxidantes. Esta avaliacdo
qualitativa € caracterizada por um surgimento de manchas amarelas nas regides da placa
que contém substancias capazes de seqiiestrar o radical estavel (DPPH), com o fundo
violeta. Enquanto que no cromatograma, onde nio existe substincia antioxidante, a
coloragdo permanece violeta.

Os compostos isolados que demonstraram resultados positivos na avaliagdo
qualitativa foram avaliados e submetidos a teste quantitativo de avaliacdo do seqiiestro
do radical utilizando espectrofotdmetro com determinacdo do Clsp, em comparacdo com
substancias com potencial antioxidantes conhecidos. A partir dos resultados obtidos, a
porcentagem de atividade antioxidante ou seqiiestradora de radicais e/ou a porcentagem
de DPPH remanescente no meio de reagdo pode ser determinada. Quanto maior o
consumo de DPPH por uma amostra, menor serd a concentragcdo inibitéria (Clsg) e

maior a sua atividade antioxidante [106].

Re+ AH —> RH + Ae

RO*+ AH ——> ROH + Ae

ROOe+ AH ——> ROOH + A

Re+ A —> RA
RO*+ A —> ROA

ROO°*+ A —> ROOA

Figura 123. Esquema geral de oxidacdo

Os valores de Clsp (Tabela 15) € definida como a concentracdo necessaria da

amostra teste para reduzir 50% do radical DPPH do controle.
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Nas condi¢des experimentais, nenhumas das substincias isoladas apresentaram
atividade significativa quando comparada com o controle BHT, que € um antioxidante
sintético utilizado em produtos comercializados. No entanto, alguns compostos isolados
apresentaram atividades antioxidantes mais significativas do que o padrdo quercetina,
que é uma substidncia encontrada em fontes naturais, normalmente utilizada como
padrdo antioxidante de substincia natural, pois apresenta estrutura planar e totalmente

conjugada.

Tabela 15. CI;, do teste quantitativo de seqiiestro de DPPH das substancias isoladas de C.M e
E.B.

Amostras CI;( amostras CIs) do BHT (p.L'l)
(uL7)
Quercetina 88.3
o-peltatina-5-O-$-D-
glicopiranosideo (EB6) 71.0
quercetrina (EB7) 94,2
Yateina (EB2) 84.0 447
Acido rosmdrinico (EB1) 92.4
Podofilotoxina (EBS) 92.1
4-|3-(4-hidroxi-fenil)-acriloiloxi]
acido benzdico (CM6) 92.5
acetato de aurentiamida (CM3) 85.1
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6. Consideracoes Finais

Este trabalho contribuiu para o conhecimento da constitui¢do quimica das
espécies Cratylia mollis (Leguminosae) e Eriope blanchetti (Lamiaceae) que sdo
espécies endémicas do semi-arido nordestino e da restinga, respectivamente.

Pode-se verificar nos resultados obtidos no desenvolvimento deste trabalho que
foram isoladas substancias da mais variada classe. Dos extratos organicos de Cratylia
mollis foram isolados nove substancias com destaque para um novo nor-isoprenoide,
(4S*, 6S*)-4-but-1-enil-4,6-diidroxi-3,5,5-trimetil-ciclo-hex-2-enona, o dipetideos, N-
benzoil-fenilalaninoil-fenilalaninolacetato e o Ester, 4-[3-(4-hidroxi-fenil)-acriloiloxi]
acido benzdico, sendo este ultimo descrito pela segunda vez na literatura. A partir de
Eriope blanchetti foram isoladas doze substancias com destaque para a podofilitoxina,
que tem sido usada em diferentes terapias e possui efeito antitumoral comprovado
cientificamente.

Na avaliacdo de inibicdo AChE foi verificada que o N-benzoil-fenilalaninoil-
fenilalaninolacetato apresentou uma inibi¢do satisfatéria comparado com Clsp=111,34
umol.L”! comparado com a substincia padrio Fisostigmina, Clso= 141,51 umol.L"' o
que € de grande impacto para a sociedade, uma vez que a inibicdo desta enzima é um
dos tratamentos para o mal de Alzheimer que é uma doenca que afeta milhdes de
pessoas em todo mundo. Assim existindo a necessidade de novos farmacos com
menores precos, uma vez que os disponiveis no mercado ainda apresentam precos

bastantes elevados para a populacdo mais carente.
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