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Resumo

A familia Fabaceae ¢é subdividida em 3 subfamilias: Faboideae,
Caesalpinoideae e Mimosoideae, que englobam mais de 700 géneros e 18000
espécies, bem distribuidas nas regides tropicais e subtropicais. Inclui espécies de alta
relevancia econémica, como a soja, feijao, cerejeira, angelim e sucupira, além do pau-
brasil, de importancia historica para o Brasil. Neste trabalho, os extratos etandlicos das
folhas de Sclerolobium aureum, S. denudatum e S. paniculatum mostraram forte
potencial antioxidante, sendo selecionados para investigacao fitoquimica detalhada. O
fracionamento cromatografico destes extratos evidenciou sua composi¢do quimica,
destacando-se a presenca de esqualeno, tocoferdis e lupenona, identificados por CG-
EM, predominantes nas fracbes de baixa polaridade. O extrato hidroalcodlico de S.
aureum foi submetido a etapas de purificagdo, incluindo o uso de CLAE-UV-DAD,
evidenciando a presenc¢a majoritaria de acido galico, flavonoides monoglicosilados e
catequina, identificados por RMN, EM e UV. Os extratos hidroalcodlicos de S.
denudatum e S. paniculatum foram submetidos a particao liquido-liquido e as fragdes
resultantes foram analisadas por CLAE-UV-DAD e CLAE-EM-EM para identificagado
dos seus constituintes por desreplicacdo, ou seja, evitando-se procedimentos de
purificacdo de substancias conhecidas. Esta estratégia permitiu conhecer os
metabdlitos secundarios das trés espécies, que apresentaram perfis quimicos
semelhantes com a predominancia de flavonoides monoglicosilados.

As fragbes semipurificadas e substancias isoladas mostraram elevado potencial
de sequestro de radicais livres frente ao DPPH, destacando-se a presenca de
antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, atrativa para aplicagbes em cosmeéticos.
Adicionalmente, foi observado potencial imunomodulador, evidenciado pela inibicao da
liberagao de nitrito de maneira dose-dependente, para as fragdes hexanica e acetato
de etila de S. denudatum, o que reforca seu potencial de aplicagdo como
antiinflamatério em processos redox. Estas fragcbes foram ainda avaliadas frente a
formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, porém com fraca atividade tripanocida; e
frente a fungos patdgenos humanos Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis e
Cryptococcus neoformans. Os extratos de S. paniculatum e as fragbes acetato de etila
e butandlica de S. aureum mostraram forte potencial antifungico contra C. krusei, com
CIM menor que 8 ug/mL, podendo ser considerados fonte potencial de substancias
para o desenvolvimento de novos agentes antifingicos. Esses dados corroboram a
importancia de estudos de bioprospecgao envolvendo técnicas modernas, contribuindo

para a exploragao racional da biodiversidade brasileira.

Palavras-chave: Sclerolobium, flavonoide, CLAE-EM, antifungico, antioxidante.



Abstract

Fabaceae family comprises 3 subfamilies: Faboideae, Caesalpinoideae and
Mimosoideae, with more than 700 genera and 18000 species, widespread in tropical
and subtropical regions. It includes economically important species as soybean, beans,
angelim, sucupira, in addition to pau-brasil (Caesalpinea echinata), which has historical
importance in Brazil for its wood pigments. In this work, ethanol extracts of
Sclerolobium aureum, S. denudatum and S. paniculatum leaves were investigated and
showed strong antioxidant potential, and were selected for further investigation. Their
chromatographic fractionation evidenced the presence of squalene, tocopherols and
lupenone as major compounds in low polarity fractions, by GC-MS analysis. The
hydroalcoholic extract of S. aureum was submitted to purification procedures, including
the use of HPLC-UV-DAD, which evidenced gallic acid, flavonoid monoglucosides and
catechin as major compounds, identified mainly by NMR, MS and UV techniques.
HPLC-UV-DAD and LC-MS-MS analysis were further carried out on the hydroalcoholic
extract of S. denudatum and S. paniculatum, leading to the identification of their major
constituents by dereplication, avoiding the purification of known compounds. Such
strategy evidenced a similar chemical profile for the three Sclerolobium species, with
flavonoid monoglucosides as major compounds.

Strong free radical scavenging potential was observed for the fractions and
isolated compounds towards DPPH, evidencing the presence of lipophilic and
hydrophilic antioxidants, which might be important for cosmetics development. In
addition, the immunomodulatory potential of the hexane and ethyl acetate fractions
from S. denudatum were evidenced through the dose-dependent inhibition of nitrite
release by pre-treated macrophages, which might be associated to anti-inflammatory
properties related to redox processes in biological systems. Such fractions were also
evaluated towards epimastigote forms of Trypanosoma cruzi, evidencing weak
tripanocidal activity; and towards human pathogens Candida albicans, C. krusei, C.
parapsilosis and Cryptococcus neoformans. Crude extracts from S. paniculatum and
the ethyl acetate and butanol fractions from S. aureum displayed strong antifungal
activity towards C. krusei, with MIC lower than 8 ug/mL,, which might be considered for
further development of therapeutic agents against fungal infections. Such data
corroborate the importance of bioprospecting studies, involving state-of-the-art
techniques, which represents major contributions for the rational exploration of

biodiversity in Brazil.

Key-words: Sclerolobium, flavonoid, HPLC-MS, antifungal, antioxidant.
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Tabela 30: Avaliacdo da atividade tripanocida das fragbes de 97
particdo do extrato hidroalcodlico de S. aureum, S.
denudatum e S. paniculatum.
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1 INTRODUGAO

1.1 Consideragoes gerais

A utilizagdo de espécies vegetais com fins medicinais € uma pratica
bastante utilizada pela populagdo, que ha milénios vem sendo empregada,
acumulando assim conhecimentos, embora empiricos, mas utilizados de
geracao em geracgao através de todos os tempos. De maneira indireta, este tipo
de cultura medicinal despertou e ainda desperta o interesse de pesquisadores
em estudos envolvendo areas multidisciplinares, como por exemplo, botanica,
farmacologia e fitoquimica, que juntas enrigquecem os conhecimentos sobre a
inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial [MACIEL, 2002].

Durante séculos, as plantas medicinais constituiram o principal e as
vezes 0 unico recurso medicamentoso disponivel, até o advento da sintese
organica, através da qual sdo produzidos, em um curto periodo de tempo um
numero apreciavel de compostos quimicos farmacologicamente ativos e, a
partir de entdo, a utilizagdo de vegetais com finalidades terapéuticas, diminuiu.
[TEMPESTH & STEVEN, 1994; SIMOES et al., 2001]. Entretanto, alguns
indicadores tém mostrado um aumento significativo da fitoterapia na atualidade.
A industria farmacéutica motivada, em parte, pela descoberta de
quimioterapicos eficazes como vimblastina (Velbana®), vincristina
(Oncovina®), podofilotoxina e os analogos etoposideo (VP-16-213;
Vepesidea®) e teniposideo (VM-26; Vumona®), camptotecina e taxol
(paclitaxel; Taxola®), reativou o interesse pelos medicamentos de origem
vegetal, principalmente pela busca de substancias com estruturas moleculares
complexas, praticamente impossiveis de serem obtidas por um processo
sintético de custo racional [MONTANARI & BOLZANI, 2001].

Assim, o cenario atual aponta para a intensificacdo de estudos que
visam a exploragdo sustentavel de plantas visando a descoberta de novos

agentes terapéuticos.
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1.2 Familia Fabaceae

Fabaceae é uma das maiores familias botanicas possuindo 642 géneros
e 18 mil espécies distribuidas pelo mundo todo, subdividida em 3 subfamilias:
Faboideae (ou Papilionoideae), Caesalpinioideae (ou Caesalpiniecae) e
Mimosoideae. Na Amazdnia brasileira esta amplamente distribuida e ocorre em
todos os ecossistemas tendo importancia nédo s6 do ponto de vista ecoldgico
quanto pelo valor econdmico de suas espécies. [POLHILL & RAVEN. 1981;
WATSON & DALLWITZ, 1992, DI STASI & HIRUMA, 2002;]

As leguminosas possuem a capacidade de associar- se com bactérias
do género Rhizobium, que sao fixadoras do nitrogénio atmosférico. Sendo
predominantemente uma familia de plantas lenhosas, parecem conter maiores
teores de nitrogénio nas folhas do que a maioria das plantas lenhosas de
outras familias. Esta caracteristica permite realizar taxas maiores de
fotossintese (desde que outros recursos estejam disponiveis) e,
consequentemente, um maior crescimento, especialmente sob intensidades
mais elevadas de luz. [DIAS, 1991]

Muitas espécies de Leguminosae tém sido usadas na medicina popular
nos tratamentos de anemia, malaria, como agente antitumoral, anti-helmintico,
antipirético e diurético. [HARBORNE, 1997; IQBAL, 1998]

1.3 Género Sclerolobium (Fabaceae- Caesalpinioideae)

O género Sclerolobium (Fabaceae-Caesalpinioideae), compreende cerca
de 60 espécies com ocorréncia predominante em regides tropicais e
subtropicais. Espécies de Sclerolobium foram pouco estudadas do ponto de
vista fitoquimico, existindo apenas uma referéncia na literatura onde foi
realizado um estudo dos constituintes quimicos da madeira de S. densiflorum
Benth, S. aureum Benth e S. paniculatum Vog, com o isolamento
principalmente de triterpenos, esterdides e isoflavonas [BEZERRA, 1994].

Estudos anteriores realizados em nossos laboratérios evidenciaram a
ocorréncia de flavonoides, tocotriendis e tocoferdis em folhas de espécies de
Sclerolobium. Essas substancias tiveram seu potencial antioxidante avaliado
por diversos métodos, incluindo o descoramento de beta-caroteno em CCDC e

o sequestro do radical livre DPPH, mostrando forte atividade.
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1.3.1 Sclerolobium aureum

Conhecida popularmente como gongalo—do-campo, pau-bosta, fede-
fede, sucupira, tartarema, S. aureum é uma arvore do cerrado de porte médio
possuindo casca aspera e descamante, clara; folhas alternas, 5 a 9 foliolos
opostos ou subopostos, ovais e oblongos, base obtusa e arredondada, apice
agudo a arredondado, cerca de 7 cm de comprimento e 3,5 cm de largura;
flores amarelo- ouro, aromaticas, dispostas em paniculas terminais amplas,
fruto indeiscente. Na medicina popular, S. aureum ¢é utilizada como
hepatoprotetor [COELHO et. al., 2005].

1.3.2 Sclerolobium denudatum

S. denudatum, conhecida popularmente como passariluva, passure,
anga, bascuaré e inga-ferro, € uma arvore endémica da Mata Atlantica.
Apresenta altura de aproximadamente 20-30 m, com troncos de 60-80 cm de
diametro. A arvore apresenta-se frondosa, podendo ser empregada com
sucesso em paisagismo. E também utilizada em reflorestamentos e destinada a
recomposicdo de areas degradadas de preservagdo permanente [LORENZI,
1998].

1.3.3 Sclerolobium paniculatum

Conhecida popularmente como taxi-branco, pau-pombo e carvoeiro, é
uma arvore de grande porte que varia de 8 a 30 metros de altura, tronco reto e
cilindrico. Flores amarelo- claras, numerosas, aromaticas, pequenas, dispostas
em paniculas terminais e fruto vagem. E uma espécie comum no Brasil,
distribuindo-se na regiao amazbnica, oeste da Bahia, Minas Gerais, Goias,
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. A planta é rustica e apresenta bom
potencial de crescimento nestas regides, sendo recomendada para
reflorestamentos heterogéneos em areas degradadas [CARVALHO, 2003;
LORENZI 1998; LORENZI 1992]. Tem se destacado pelo rapido crescimento e
sua madeira € amplamente utilizada por comunidades rurais na confec¢ao de
mourdes, esteios, embalagens e caibros, na construgédo civil, além de fonte

para a produgcdo de lenha e carvao vegetal, sendo inclusive indicada para
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plantios energéticos [CARVALHO 2003; FRANKE 1999; LORENZI 1998; DIAS
et al. 1992; DINIZ 1982;]. Na medicina popular, a casca do caule de S.
paniculatum é utilizada como cicatrizante [FRANCO & BARROS, 2006].

1.4 Pesquisa de bioprospeccdo e busca por antioxidantes em

espécies vegetais

O interesse pelos produtos "fitocéuticos" para inibicdo das doencgas
crbnicas e o envelhecimento vem se fortalecendo, devido principalmente, ao
grande numero de doengas com o envolvimento de radicais livres ou das ERO.

De acordo com Halliwell (1994), “antioxidante é qualquer substancia que
quando presente em baixa concentragdo comparada ao substrato oxidavel
regenera o substrato ou previne significativamente a oxidagdo do mesmo".

Antioxidantes naturais incluem uma grande variedade de substancias
fendlicas. Os polifendis e em particular os flavonoides, sdo potentes agentes
antioxidantes, em geral hidrossoluveis, que possuem em sua estrutura basica
15 atomos de carbono dispostos em trés anéis: A, B e C. Sua funcao
antioxidante se define principalmente pela presengca de um grupo catecol no
anel B (Figura 1) capaz de doar elétrons, reduzindo os radicais livres e

neutralizando a agdo dos mesmos [PIETTA, 2000].

ﬁj

FL-OH
Figura 5: Reducgéao de radicais livres pelo grupo catecol (anel B).
Fonte: PIETTA (2000).
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Muitos estudos tém sido realizados para estabelecer a relagao entre
estrutura-atividade de flavonoides e o sequestro de radicais livres. Segundo
Bors et al. (1999) as caracteristicas estruturais determinantes para a
capacidade de sequestro de radicais sao: a presenga de um grupo catecol no
anel B, o qual possui melhores propriedades de doacdo de elétrons; uma
ligacdo dupla conjugada com a funcdo 4-oxo e a presenga de grupos
funcionais, que formam sitios para a quelacao de metais de transigao (Figuras
2e3).

OH
OH

HO (o)

OH
OH O

Figura 6: Estrutura do flavonol quercetina mostrando caracteristicas importantes na definicao
do potencial antioxidante dos flavonoides. A mais importante destas é a presenga do grupo
catecol ou anel B dihidroxilado (sombreado amarelo). Outras caracteristicas importantes
incluem a presenca de uma insaturagao no anel C (sombreado vermelho) e a presenca de uma
fungéo 4-oxo no anel C (sombreado verde). O grupo catecol e outras fun¢des também podem
contribuir para a quelacdo de metais de transicdo como ferro e cobre (sombredo azul),
indutores de espécies radicalares. [SPENCER, KUHNLE, WILLIAMS & RICE-EVANS, 2003].

Figura 3: Sitios de ligacdo de metais em flavonoides.

Fonte: PIETTA (2000).
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A presenca de um grupo 3-hidroxilico no anel heterociclico também
aumenta a capacidade de sequestro de radical, enquanto grupos adicionais
metoxilicos ou hidroxilicos nas posicdes 5 e 7 do anel A sdo menos
importantes. Essas caracteristicas estruturais favorecem a estabilidade do
radical fenoxilico. Assim, flavondis e flavonas contendo o grupo catecol no anel
B, sdo mais ativos. A presenca do grupo 3-hidroxilico nos flavondis os torna
mais potentes que as correspondentes flavonas. Flavanonol e flavanonas nao
possuem a conjugacao provida pela dupla ligagao entre as posi¢des 2 e 3 com
0 grupo 4-oxo, portanto sdo menos ativos. No caso das isoflavonas, a
localizaggdo do anel B na posicdo 3 do anel heterociclico reduz
significativamente a capacidade de sequestro de radicais livres por reduzir a
extensdo da conjugacao do anel B até o grupo carbonila [PIETTA, 2000].

Outro fator que influi na atividade antioxidante dos flavonoides é a
glicosilagao, ou seja, quando os mesmos encontram-se conjugados a agucares
tornam-se menos ativos, em fungcao da substituicio de um ou mais grupos
hidroxilicos [PIETTA, 2000].

Muitos flavonoides s&o também agentes quimiopreventivos. Eles agem
como bloqueadores de formacdo de células cancerosas modulando os
processos de absorg¢ao intestinal, biotransformagao/bioativagcdo microssomal,
excrecdo renal e interagcdo de substancias cancerigenas com o material
genético, impedindo, dessa maneira, a iniciagdo de formagdo de tumor pela
replicacdo de células alteradas. A eficacia da quimioprevencao dos flavonoides
esta diretamente relacionada a sua capacidade antioxidante, pois eles agem na
captura de formas reativas dos cancerigenos, impedindo sua interagédo com o
DNA e outras moléculas celulares (lipideos, proteinas e carboidratos), cuja
oxidacgao leva potencialmente a carcinogeno [MORSE & STONER, 1993].

Exemplos de fendis lipossoluveis com significativa atividade antioxidante
sdo os tocoferdis e tocotriendis (Figura 4). Estes compostos incluem um grupo
cromanol com uma cadeia alifatica lateral capaz de se posicionar ao longo das
cadeias lipidicas favorecendo sua penetracado e exercendo efetiva protecao as
membranas celulares. Vitamina E é o termo genérico dado a estes compostos.
[CHAN & DECKER, 1994]



Introducao

R’ Tocotrienol

Tocoferol / Tocotrienol R1 R?
L= CH, CH,
B- H CH,
- CH, H
o- H H

Figura 4: Estruturas quimicas dos tocoferdis e tocotriendis.

Fonte: CERQUEIRA et. al. (2007)

O potencial antioxidante dos tocoferdis em meio biolégico é diferente,
sendoa>>y>0>p.

Um mecanismo bem estabelecido de acdo do a-tocoferol é sua reagao
com o radical alquilperoxila. O a-tocoferol interrompe a reagdo em cadeia da
peroxidagao lipidica (Figura 5) sequestrando os radicais alquilperoxila por meio

da seguinte reacéo:
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Figura 5: Etapas da lipoperoxidagédo e acao antioxidante do a-tocoferol. (A) Iniciagdo: o grupo
metileno de acidos graxos poliinsaturados é atacado por radicais livres, havendo o rearranjo
das ligacdes duplas na forma de dieno conjugado. Simultaneamente ha formacéo de um radical
alquila (R¢) no carbono central. O radical alquila reage com O, formando alquilperoxila (ROOQOs¢).
Propagacao: ROO- ataca outras moléculas de lipidios (ndo mostrado). Terminagdo: as reacdes
em cadeia s&o interrompidas por interagdo entre os préprios radicais (ndo mostrado), ou (B)
entre radicais e a-tocoferol, originando produtos ndo-radicalares e o radical tocoferila. O radical

a-tocoferila é reduzido por agdo do acido ascérbico.

Fonte: CERQUEIRA et. al., 2007.

Alguns mecanismos podem converter a-T+ em a-TH regenerando a
forma ativa do a-tocoferol, sendo a reacdo com acido ascorbico na superficie
das membranas e lipoproteinas a mais estudada (Figura 5). Estima-se que uma
molécula de a-tocoferol estabilize cerca de 220 moléculas de acidos graxos
insaturados pela repeticdo do processo de oxidagdo (formacdo do a-Te)

seguida de regeneracgao do a-TH até comegar a se degradar.
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1.5 Radicais livres

Denomina-se radical livre toda molécula que possui um elétron
desemparelhado em sua camada externa. Essa configuragcéo faz dos radicais
livres moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente
muito reativas. Os radicais hidroxilicos (HO-), peroxilicos (ROO*) e o anion
superoxido (Oz*) sao exemplos de radicais livres, também chamados de
espécies reativas de oxigénio (ERO). [HALLIWELL, 1994]

Nos organismos aerdbios o transporte de elétrons no processo de
respiragdo é uma importante fonte de geracdo de ERO, sendo esta uma fonte
endogena. As fontes exdgenas produtoras de radicais livres, incluem a fumaga,
o tabaco, radiagbes ionizantes, solventes organicos e pesticidas. [YILDIRIM et
al., 2001]

A producao de radicais livres nos seres vivos € controlada por diversos
antioxidantes que podem ser de origem enddgena, como as enzimas
superoéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (Esquema 1), ou serem
provenientes da dieta alimentar e outras fontes. Destas ultimas destacam-se
micromoléculas como tocoferodis (vitamina E), acido ascoérbico (vitamina C),
polifendis e carotendides. [SIES, 1997, HASLAM, 1996]

20, +2H" 3® . H,0,+0,
2 H202 catalase 02 +2 HZO

glutationaperoxidase

H,0, + 2 GSH > GSSH +2H,0

Esquema 1: Inativagcado enziméatica de espécies reativas de oxigénio (ERO).

No entanto, quando a producio de radicais livres supera a capacidade
antioxidante do organismo, essas espécies radicalares atacam lipideos,
proteinas, DNA, provocando danos estruturais a integridade e funcao das
membranas celulares, enzimas e material genético [BARREIROS et al., 2006].
Esses danos oxidativos tém sido relacionados com a etiologia de varias
doengas, incluindo doengas degenerativas tais como as cardiopatias,

envelhecimento precoce, doencas inflamatérias crénicas e problemas
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pulmonares [PHAM-HUY et al., 2008]. O Esquema 2 evidencia a significativa
correlacdo que existe entre os efeitos deletérios provocados por radicais livres

com varias doengas.

- Trombose .
- Psoriase - Hinertrofia - Park1‘nso.n
- Queimadura - Deméncia .
/ - Artrite
~Asma \ / Trato Gastro
-SARA Intestinal

RADICAIS \ —— ~

» «— LIVRES

\ - Hepatotoxicidade
- Transplante / / \
- Catarata
- Anemia (Fanconi) Multiérgido - Retinovatia
- Malaria

- Pancreatite

- Inflamacéo - Isquemia

- Aterosclerose nag - qu -
- Intoxicacdes - Radiacgdo
- Envelhecimento - Céancer

Esquema 2: Doengas associadas as ERO.
Fonte: RENZ (2003).

Em vista da enorme importancia dos antioxidantes para a manutengao
do equilibrio prd/antioxidante em sistemas bioldgicos e a prevengdo de
diversas doengas, investe-se fortemente na descoberta de novos agentes
antioxidantes naturais a partir da biodiversidade. Para tanto, faz-se necessario
0 uso de técnicas fitoquimicas classicas, bem como de técnicas modernas,
sofisticadas e mais poderosas, visando a detecgao, isolamento e identificacdo

das substancias de interesse.

1.6 O uso de técnicas hifenadas na fitoquimica

Na procura por metabdlitos secundarios biologicamente ativos o
procedimento padrao é o fracionamento bioguiado, em que os extratos, fragcoes
e substancias obtidas por técnicas cromatograficas sado submetidos aos
ensaios farmacologicos para isolamento dos compostos responsaveis pela

atividade. Bioensaios servem como guia durante o processo de isolamento,

10
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porém a metodologia ndo faz a diferenciacdo entre compostos novos dos
conhecidos, sendo bastante comum isolar compostos ja descritos para uma
atividade prospectada. Atualmente com o avango extraordinario da quimica
analitica, os extratos sdo submetidos simultaneamente a triagem quimica ou
perfil metabdlico e avaliagdo simultdnea com varios ensaios bioldgicos. Desta
forma pode-se distinguir entre compostos ja descritos e novas moléculas
diretamente nos extratos brutos de plantas. Assim, o custoso trabalho de
isolamento de compostos ja estudados pode ser evitado caracterizando a
estratégia de desreplicacdo (WOLFENDER et al., 2006; QUEIROZ et al., 2009).

Triagem quimica Elucidacao
estrutural
OH
OCH3
g HO o O
A LU 9@
OCH3
HPLC/UV/MS LI .
U] HPLC/UV/RMN Semi-Sintese
A A
A T 1
Plantas H Extratos H Fragoes H COI;\S::)S(:;(S) I Sintese Total
1 [ |
v
Triagem biologia Isolamento

() -~ /
& o - ;
. Estudos

in vitro in vivo Pre-clinicos

Figura 6: Estratégia para identificacdo de novos principios ativos utilizando a combinacao da

triagem bioldgica (1) combinada com a triagem quimica (Il) de acordo com Queiroz et al., 2009.

O procedimento de desreplicagao baseia-se nas técnicas hifenadas, por
exemplo, no acoplamento da cromatografia liquida de alta eficiéncia as
espectroscopicas e espectrométricas tais como CLAE-UV-DAD, CLAE-EM,
CLAE-EM" e CLAE-RMN [HUBER & GEORGE, 1993; NIESSEN, 1999,
ALBERT, 1999].

A Tabela 1 apresenta as principais caracteristicas e usos das técnicas

hifenadas na analise de plantas, visando a determinacéo de seu perfil quimico.

11
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Tabela 1: Aplicagbes de técnicas hifenadas para a investigagdo de composi¢gdo quimica de

plantas medicinais.

Técnicas Caracteristicas Exemplos de aplicagao na area de
hifenadas plantas medicinais
CG-EM Identificagdo de compostos. Estudo da sazonalidade de algumas
classes de metabdlitos secundarios,
Fornece informagao estrutural da | caracterizagdo de aromas, identificacéo
molécula. de terpenoides [BRANCO &
PIZZOLATTI, 2002];
Permite comparagao com
bibliotecas espectrais. Andlise de flavonoides [FIAMEGOS et al.,
2004].
CG-EM-EM Confirmacgéo estrutural de | Andlise de fragrancias [GRANERO et al.,
moléculas. 2004].
CLAE-DAD Identificacéo de compostos | Analise de flavonoides [LI, & FITZLOFF,
conhecidos, através da | 2001];
comparagao do tempo de
retencdo e espectro UV com o | Controle de qualidade de plantas
padrao analitico. Nao fornece | medicinais, busca de metabdlitos ativos,
informacao estrutural. estudos de ecologia quimica e
quimiossistematicos [BRANCO &
PIZZOLATTI, 2002].
CLAE-EM Raramente resulta na | Andlise de antocianinas [COSTA et al.,
identificacao definitiva. Muitas | 2000].
vezes acoplado com CLAE-DAD
para fornecer informagdes
estruturais complementares.
CLAE-EM-EM | Determinagao de novos | Determinacdo de flavonoides, saponinas
compostos, com a incrivel | WOLFENDER et al., 1998].
vantagem da simplicidade no
preparo da amostra e rapidez na
obtengao dos resultados.
CLAE-RMN Fornece informacgdes estruturais | Determinacdo de alcaloides [ZANOLARI

(espectro RMN-1H). Constitui-se a
técnica mais poderosa na
determinacéao estrutural de
substancias inéditas com novos
esqueletos e em  misturas
biologicamente ativas [BRANCO
& PIZZOLATTI, 2002];

et al. 2003], flavonoides [FERRARI et
al.,2000].
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Introducao

Aplicacdes de espectrometria de massas em produtos naturais envolvem
o uso de métodos de separagdo cromatograficos antes da detecg¢ao do analito.
CLAE-EM e CG-EM sao as técnicas mais comumente usadas, permitindo
separar uma ampla variedade de compostos com uma grande diversidade de
polaridade e um pequeno tratamento de amostra. Existem varias configuragdes
da EM que podem ser otimizadas para a analise de matrizes complexas
quando estamos falando em EM acoplado a cromatografia liquida (CLAE)
como, por exemplo, interfaces de ionizagcdo (ESI, APCI, MALDI etc.) e
analisadores (QTOF, FT, Q-ion Trap, etc). A otimizagdo dessas condi¢des
fornece uma maior sensibilidade, resolugdo e precisdo nas analises
[KATAJAMAA & ORESIC, 2007]. A comparacao dos dados obtidos a partir das
referidas técnicas com os dados da literatura (base de dados), informagdes
sobre as espécies estudadas e aspectos bioquimicos sao informacdes
relevantes para a identificacdo do(s) metabdlito(s) analisado(s).

Assim é importante considerar o uso de técnicas hifenadas como uma
ferramenta para acelerar o processo de descoberta de novas moléculas. No
entanto, o processo de isolamento ndo pode ser excluido, uma vez que se

necessita do composto puro para realizar ensaios biolégicos in vitro e in vivo.
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Objetivos

2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo:

- Contribuir para o aumento do conhecimento sobre a composigao

quimica de espécies vegetais do género Sclerolobium;

- Tracgar o perfil cromatografico das espécies estudadas com a utilizagéo
de técnicas hifenadas (CLAE-DAD, CLAE-EM e EM-EM);

- isolar e determinar a estrutura quimica das substancias presentes nas
folhas das espécies S. aureum, S. denudatum e S. paniculatum
(Caesalpinieae) através de fracionamento cromatografico e técnicas

espectrométricas;

- avaliar a atividade potencialmente antioxidante, antifungica, tripanocida
e antinflamatéria dos extratos brutos, fracbes e substancias isoladas de S.

aureum, S. denudatum e S. paniculatum.
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3 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

3.1 Solventes

Solventes PA: hexano, acetato de etila, acido férmico, cloroférmio,
metanol, n-butanol, (Synthlab).

Solventes grau CLAE: metanol (MeOH), acetonitrila (ACN), agua
purificada em sistema Milli Q.

Solventes deuterados: DMSO-dg, CDClI3 (CIL).

3.2 Especificagoes de instrumentos e colunas cromatograficas.

Para cromatografia em coluna foram utilizadas fases estacionarias de
acordo com a polaridade das amostras a serem analisadas, sendo utilizadas
silica-gel 60 (particulas de 80-230 mesh, Merck) e C18 (particulas de 40 um,
Baker).

Para cromatografia em camada delgada foi utilizado como adsorvente
silica gel 60 com espessura de 0,25 mm para analises comparativas e 1 mm
para fins preparativos.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em escala analitica
foi realizada em um cromatdgrafo da marca Schimadzu equipado com duas
bombas, modelo LC-20AT240, amostrador automatico modelo SIL-20A,
detector de arranjo de diodos (DAD) modelo SPD-M20A e forno modelo CTO-
20A. Nas anadlises foram utilizadas uma coluna C18 Schimadzu, com
dimensdes de 4,6 mm x 250 mm e particulas de 5 um.

Em escala preparativa foi utilizado um cromatografo Varian, equipado
com duas bombas da marca Dynamax modelo SD-1 e detector UV-Visivel
modelo ProStar 320. A coluna utilizada foi uma C18 Phenomenex com
dimensdes de 21,20 mm x 250 mm e particulas de 12 ym.

Para cromatografia a gas, foram utilizados:

- cromatégrafo a gas Shimadzu QP — 5000, injetor automatico 5000, com
fonte de impacto de elétrons, acoplado ao espectrometro de massas com faixa
de deteccdo de 50 a 500 daltons.

- cromatografo Varian CP 3800, equipado com detector de ionizagéo de

chamas e amostrador automatico.
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3.3 Procedimentos cromatograficos

Para tracar o perfil cromatografico por CLAE-UV-DAD os extratos brutos
hidroalcodlicos, fragcdes de particdo e substancias purificadas foram submetidos
a um clean-up utilizando filtro Millex 0,45 pym (Millipore), ativados com 2 mL de
MeOH e ambientados com 2 mL de H;O. Os analitos foram eluidos com

MeOH/H,O 1:1, e posteriormente, analisados por CLAE.

3.4 Reveladores para CCDC
Para revelar as placas cromatograficas, foram utilizados:

* Irradiac&o de luz ultravioleta nos comprimentos de onda 254 e 366 nm.
* Vapores de iodo ressublimado;
*» Solugao de B-caroteno;
* Anisaldeido sulfurico:
0,85 mL de anisaldeido
85,0 mL de MeOH
10,0 mL de acido acético
5,0 mL de H,SO,4 concentrado

Pulveriza-se a placa cromatografica com o revelador e, apos
aquecimento, pode-se observar manchas roxas para terpenos, avermelhadas
para saponinas e catequinas, marrom para taninos e amarelas para

flavonoides.

3.5 Reagentes utilizados em analises espectrofotométricas (DPPH)

- DPPH: 1,00 mg de DPPH (Sigma-Aldrich) dissolvido em 25 mL de

MeOH em baldo volumétrico encapado com papel aluminio.

- padrées a-tocoferol e rutina: 1,00 mg de cada padréo (Sigma-Aldrich)
foi dissolvido em 1 mL de MeOH, obtendo-se a solugdo-méae. Em seguida, 300
ML desta solucdo foram adicionados a 2700 uyL de MeOH, obtendo-se uma

solucdo de a-tocoferol a 2,32 mM e 2,32 mM de rutina.
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3.6 Equipamentos de espectrometria.
Os espectros de RMN de 'H e de °C foram registrados em:

- Espectrobmetro Varian modelo INOVA 500 (IQ-UNESP-Araraquara)
operando em 500 MHz para 'H e 125 Hz para "*C. O padrdo empregado como
referéncia foi TMS. Os deslocamentos quimicos foram expressos em unidades
0 e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

- Espectrobmetro Varian modelo INOVA 300 (IQ-UNESP-Araraquara)
operando em 300 MHz para 'H e 75 Hz para "*C. O padrdo empregado como
referéncia foi TMS. Os deslocamentos quimicos foram expressos em unidades

0 e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

- Espectrofotémetro leitor de placas: Synergy-HTS (Bio-Tek Instruments,
INC. EUA).

- Os espectros de massas foram obtidos em um espectrébmetro de
massas LCQ Fleet (Thermo Scientific ®), equipado com um dispositivo de
insercao direta a 20 mL/min. As matrizes estudadas foram analisadas no modo
de ionizagao por electrospray (ESI) e as fragmentagbes em multiplos estagios

(MS?) realizadas em um analisador do tipo ion-trap (IT).
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Obtencao do material vegetal

As folhas de Sclerolobium aureum foram coletadas proximo ao Km 376
da SP-333, no municipio de Assis no dia 18 de julho de 2003, enquanto que
Sclerolobium paniculatum foi coletada no Instituto Florestal de Assis, em Assis-
SP na mesma data. A espécie Sclerolobium denudatum foi coletada no campus
da USP, na cidade de S&o Paulo em setembro de 2003.

A identificacdo botanica das espécies S. aureum e S. denudatum foram
realizadas pela Dra. Giselda Durigan do Instituto Florestal de Assis, enquanto a
espécie S. denudatum foi identificada pela Dra. Inés Cordeiro do Instituto

Botanico, Sao Paulo.

4.2 Obtencao dos extratos de S. aureum, S. denudatum e S.

paniculatum

Para a obtencdo dos extratos das espécies foi realizado o seguinte
procedimento: as folhas foram secas em estufa a 40° C por trés dias e
posteriormente pulverizadas.

O material pulverizado foi submetido a extragdo por maceragido com
hexano e depois concentrado em evaporador rotativo sob pressao reduzida.
Subsequentemente o material vegetal foi submetido ao mesmo procedimento

de extracgao, utilizando-se etanol/ agua 1:1(v:v) como solvente (Tabela 2).

Tabela 2: Massa do material seco e do extrato bruto obtido.

Massa
. Massa extrato Massa extrato
Espécie mg(te%gal hexanico  hidroalcoélico
(kg) (9) (9)
S. aureum 1,5 7,7 73,25
S. denudatum 0,1 1,7 13,18
S. paniculatum 1,3 9,8 61,40
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4.3 Analises dos extratos por CCDC

Os extratos hexanicos e hidroalcodlicos foram solubilizados em hexano
e metanol respectivamente e analisados por CCDC (silica gel 60), sendo que
para os extratos hexanicos utilizou-se como eluente hexano/ACOEt 9:1, e para
os extratos hidroalcodlicos utilizou-se ACOEt/EtOH 4:6.

A revelagao das placas foi realizada em luz UV nos comprimentos de
onda 254 nm e 366 nm e posteriormente nebulizados com anisaldeido e/ou

iodo.

4.4 Extratos brutos hexanicos

4.4.1 Fracionamento cromatografico do extrato bruto hexanico de S.

paniculatum

Parte do extrato hexanico (1,0 g) foi suspensa em 5 g de carvéo ativo e
posteriormente aplicada em uma coluna de vidro (3,5 cm x e 18,5 cm)
utilizando silica-gel 60 como fase estacionaria. A elui¢céo foi realizada utilizando
hexano, acetato de etila, metanol e a mistura desses em gradiente crescente
de polaridade.

Posteriormente as fracbes obtidas foram analisadas por CCDC,
reveladas com iodo e agrupadas quando apresentavam semelhanga

cromatografica (Tabela 3).

Tabela 3: Fragdes obtidas do fracionamento do extrato bruto hexanico de S. paniculaum.

Fracao Eluente massa(mg)
FH 1 Hex 82
FH 2 Hex/AcOEt 90:10 45
FH 3 Hex/AcOEt 75:25 46
FH 4 Hex/AcOEt 50:50 36
FH5 Hex/AcOEt 25:75 30
FH 6 AcOEt 69
FH7 AcOEt/EtOH 90:10 35
FH 8 AcOEt/EtOH 75:25 29
FH 9 AcOEt/EtOH 50:50 44
FH 10 AcOEt/EtOH 25/75 60
FH 11 EtOH 65
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ApoOs o agrupamento das fragbes, essas foram submetidas a CCD e
reveladas com solucao de B-caroteno onde foi possivel verificar que FH3 e FH6
apresentavam atividade antioxidante.

A fracdo FH3 (46 mg) como se apresentava impura, foi submetida a
CCDP utilizando como fase moével Hex/ACOEt 9:1, sendo possivel isolar uma
substancia de Rf: 0,73 codificada como Spa-Hex-1(10 mg).

A fragdo FH6 (69 mg) também continha impurezas, portanto foi
submetida a CCDP utilizando Hex/ ACOEt 9:1 como fase mével, sendo

possivel isolar uma substéncia de Rf:0,44 codificada como Spa-Hex-2 (7 mg)

4.4.2 Clareamento do extrato hexanico de S. aureum.

O extrato hexanico de S. aureum foi submetido a um clareamento tendo
como objetivo obter fragdes ricas em metabdlitos com pouco ou nenhum
pigmento.

Utilizou-se uma coluna de vidro com 1,5cm de diametro, contendo 1 g de
carvao ativo. Uma mistura contendo 1g do extrato hexanico de S. aureume 5g
de carvao ativo foi suspensa em hexano e aplicada na coluna. A eluigdo da
amostra foi realizada com: 60 mL de hexano, 53 mL de hexano/ ACOEt 9:1 e
146 mL de ACOEt , obtendo- se as fracbes FHAC1, FHAC2 e FHAC3
(Figura 7).

Figura 7: Coluna do clareamento do extrato bruto hexanico de S.aureum.
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4.4.3 Analise por CG-EM

Os extratos hexanicos de Sclerolobium sp e os padrbes: a-tocoferol,
lupenona e esqualeno, foram submetidos a analise qualitativa por CG-EM,
utilizando um cromatégrafo a gas Schimadzu, no modo de ionizagéao positivo,
operando a 70 eV. Foi utilizada coluna capilar SPB-50, e, como condicado de
trabalho, a seguinte programacao de temperatura:

Rampa de aquecimento: 220 °C (1 min) 16 °C / min - 280 °C (40min)

Temperatura da interface: 290 °C

Temperatura do injetor: 220 °C

Volume de injecdo: 1 uL

Razao split: 1/20

Fluxo do gas de arraste (He): 1 mL / min

Dimensoes da coluna: 30 m x 0,25 mm e 0,25um de filme

4.4.4 Analise por CG-DIC

A anadlise das fragdes obtidas do clareamento do extrato hexanico de S.
aureum (FHAC1, FHAC2 e FHAC3) teve como objetivo avaliar o perfil quimico
das mesmas por comparagdo com o tempo de retencéo (ir) dos padrdes: a-
tocoferol, lupenona e esqualeno.

As condi¢gdes cromatograficas em CG-DIC foram determinadas
utilizando cromatografo a gas Varian CP- 3800 com coluna capilar SPB-50 e a
seguinte programacao de temperatura:

Taxa de aquecimento: 280 °C

Temperatura do detector: 290 °C

Temperatura do injetor: 280 °C

Volume de injegao: 2,0 uL

Razao split: 1/20

Fluxo do gas de arraste (N2): 1 mL / min

Dimensdes da coluna: 30 m x 0,25 mm e 0,25 ym de filme

24



Procedimento experimental

4.5 Extratos brutos hidroalcodlicos

4.5.1 Extracgao liquido-liquido do extrato bruto hidroalcodlico de S.

aureum.

O extrato bruto hidroalcoodlico de S. aureum (21 g) foi solubilizado em
400 mL MeOH/H,0 8:2. Em seguida, realizaram-se particdes sucessivas (ELL)
com hexano 1:1 v/v, seguido por acetato de etila (ACOEt) 1:1 v/v e butanol
(BuOH) 1:1 v/v, obtendo-se quatro fragbes com polaridades distintas: fracao
hexanica (FrHex), fragdo acetato (FrACOEt), fracdo butandlica (FrBuOH) e
fragcdo aquosa (FrAq). Cada uma das fragdes obtidas da ELL foi seca em
rotaevaporador, transferida para recipiente de vidro pesado e colocada em

capela sob jato de ar comprimido (Tabela 4).

Tabela 4: Massas das fragdes obtidas das particdes de Sclerolobium aureum.

Fracoes Massa Obtida
(9)
FrHex 1,84
FrAcOEt 4,61
FrBuOH 6,80
FrAq 3,67

4.5.2 Extracao liquido-liquido do extrato bruto hidroalcodlico de S.

denudatum.

O extrato bruto hidroalcodlico de S. denudatum (7 g) foi solubilizado em
250 mL MeOH/H,O 8:2. Em seguida, realizaram-se particbes sucessivas
(Extracao Liquido-Liquido - ELL) com hexano 1:1 v/v, seguido por acetato de
etila (ACOEt) 1:1 v/v e butanol (BuOH) 1:1 v/v. Durante o processo de ELL
formou-se um precipitado (PREC.) entre a fase butandlica e aquosa que foi
separado da solugdo. Obteve-se quatro fragdes com polaridades distintas:
fracdo hexanica (FrHex), fracdo acetato (FrACOEt), fragdo butandlica
(FrBuOH), fracdo aquosa (FrAq). Essas fragdes e o precipitado formado foram
secos em rotaevaporador, transferidos para recipientes de vidro pesados e

colocados em capela sob jato de ar comprimido (Tabela 5).
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Tabela 5: Massas das fragdes obtidas das particbes de Sclerolobium denudatum.

Fragcoes Massa obtida
(9)
FrHex 0,11
FrAcOEt 0,79
FrBuOH 0,55
FrAq 3,10
PREC. 1,54

4.5.3 Extracao liquido-liquido do extrato bruto hidroalcodlico de S.

paniculatum.

O extrato bruto hidroalcodlico de S. paniculatum (20 g) foi solubilizado
em 400 mL MeOH:H,O 8:2. Em seguida, realizaram-se particbes sucessivas
(Extracao Liquido-Liquido - ELL) com hexano 1:1 v/v, seguido por acetato de
etila (ACOEt) 1:1 v/v e butanol (BuOH) 1:1 v/v. Durante o processo de ELL
formou-se um precipitado (PREC.) entre a fase butandlica e aquosa que foi
separado da solugdo. Obteve-se quatro fragdes com polaridades distintas:
fracdo hexénica (FrHex), fracdo acetato (FrACOEt), fragdo butandlica
(FrBuOH), fracao aquosa (FrAq). Essas fragdes e o precipitado formado foram
secos em rotaevaporador, transferidos para recipientes de vidro pesados e
colocados em capela sob jato de ar comprimido (Tabela 6).

Tabela 6: Massas das fracdes obtidas das particdes de Sclerolobium paniculatum.

Fragcoes Quantidade obtida
(9)

FrHex 0,93

FrAcOEt 3,77

FrBuOH 1,80

FrAq 4,38

PREC. 4,00
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4.5.4 Analises dos extratos hidroalcoodlicos das folhas das espécies

S.aureum, S. denutadum e S. paniculatum por CLAE-UV-DAD.

Os extratos hidroalcodlicos de S.aureum, S. denudatum e S.
paniculatum foram submetidos a um gradiente exploratorio em CLAE-UV-DAD

(Tabela 7) a fim de se avaliar os perfis quimicos das espécies.

Tabela 7: Gradiente exploratério para a analise dos perfis quimicos dos extratos brutos

das espécies de Sclerolobim sp.

Solvente A Solvente B Gradiente
Tempo (min) % B
H,O MeOH 0 5
40 100

Fluxo: 1,5 mL/min. Volume de inje¢édo: 20uL [2 mg/mL]. Coluna: C18 Shimadzu (250 x 4,6mm),

particulas S5um.

4.5.5 Otimizagao das condi¢coes de analise dos extratos hidroalcodlicos e
das fracoes de particio ACOEt das folhas das espécies S.aureum, S.
denutadum e S. paniculatum por CLAE-UV-DAD.

Um sistema eluente composto de ACN/H20 foi otimizado para a
separagao cromatografica os metabdlitos secundarios contidos nos extratos

hidroalcodlicos e fragbes de particdo de Sclerolobium sp (Tabela 8).

Tabela 8: Gradiente de eluicdo cromatografica otimizado para a eluicdo dos metabdlitos

secundarios das espécies de Sclerolobium.

Solvente A Solvente B Gradiente
Tempo (min) % B
H.O* ACN* 0 17
30 19
40 24
50 35
60 100

Fluxo: 1,0 mL/min. Injecdo: 40 pL [2 mg/mL]. Coluna: C18 Shimadzu (250 x 4,6 mm), particulas
Sum.
" fases acidificadas com 0,1% de HCOOH.
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4.5.6 Fracionamento cromatografico do extrato hidroalcodlico das

folhas de Sclerolobium aureum.

Parte do extrato hidroalcodlico das folhas de S. aureum (2 g) foi
submetido a extracdo em fase solida utilizando-se C18 como fase estacionaria
em uma coluna de vidro com 10 cm de altura e 8 cm de diametro. A eluicao foi
realizada com oito sistemas de solventes em ordem decrescente de polaridade

obtendo-se oito fragdes (Tabela 9).

Tabela 9: Fracionamento do extrato hidroalcodlico S. aureum.

Fracao Eluente Massa (mg)
FR-1 agua/metanol 9:1 407
FR-2 agua/metanol 8:2 353
FR-3 agua/metanol 6:4 51
FR-4 agua/metanol 4:6 150
FR-5 agua/metanol 2:8 15
FR-6 agua/metanol 1:9 15
FR-7 Metanol 13
FR-8 Acetato de etila 28

4.5.6.1 Fracionamento cromatografico da fragao FR-2

A fragdo FR-2 (353 mg), obtida do fracionamento em C18 do extrato
hidroalcoodlico de S. aureum, foi recromatografada em coluna aberta contendo
silicagel 60 como fase estacionaria, sendo a eluigdo realizada com hexano,
acetato de etila, etanol e misturas destes em gradiente crescente de
polaridade. Foram recolhidas 27 fragdes de 40 mL cada. As fragbes obtidas
foram analisadas por CCDC e agrupadas por similaridade cromatografica
(Tabela 10).

Tabela 10: Fracionamento do extrato hidroalcodlico S. aureum.

Fracao Fragdoes agrupadas Massa obtida (mg)
Fa1 1a4 7
Fa2 5a11 49
Fa3 12a 16 32
Fa4 17 a 21 40
Fa5 22a27 92
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Do agrupamento das fragdes 1 a 4 (Fa1l) foi possivel obter um sélido
amarelo codificado como SA-3 (7 mg), enviado para analises de RMN de °C e

"H mono e bidimensionais

4.5.7 Analise de SA-3 por CLAE-UV-DAD.

O solido isolado e codificado como SA-3 foi submetido a analise
qualitativa por CLAE-UV-DAD a fim de verificar sua pureza (Tabela 11).

Tabela 11: Gradiente exploratério para a analise de SA-3.

Solvente A Solvente B Gradiente
Tempo (min) % B
H,O MeOH 0 5
40 100

Fluxo: 1,5 mL/min. Injecdo: 20uL [2 mg/mL]. Coluna: C18 Shimadzu (250 x 4,6mm), particulas
Sum.

4.5.8 Fracionamento da FrACOEt obtida da particao liquido-liquido

do extrato hidroalcoolico de S. aureum.

Parte da fragcado FrACOEt (200 mg) foi submetida a analise qualitativa por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e posteriormente otimizada uma

condigao para ser aplicada em CLAE preparativa (Tabela 12).

Tabela 12: Método utilizado no fracionamento da FrACOEt de S. aureum em CLAE

preparativa.

Solvente A Solvente B Gradiente
Tempo (min) % B
H,O* ACN* 0 15
40 15
80 21
90 100

Fluxo: 12 mL/min. Volume de injegdo: 1 mL [10 mg/mL]. Coluna: C18 Phenomenex (25 x 2,1

cm), particulas 10 pym.

' fases acidificadas com 0,1% de HCOOH
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Do fracionamento por CLAE preparativa da FrACOEt de S. aureum foi
possivel isolar 3 substancias que foram codificadas como: Sa-Fac-4 (16 mg),
Sa-Fac-7 (5 mg) e Sa-Fac-9 (17 mg), que foram enviadas para analises de

RMN de *C e "H mono e bidimensionais.

4.5.9 Fracionamento da FrACOEt obtida da particao liquido-liquido

do extrato hidroalcodlico de S. paniculatum

Parte da fracdo FrACOEt (2 g) foi submetida a extracdo em fase sélida
utilizando-se C18 como fase estacionaria em uma coluna de vidro com 11cm
de altura e 4,5 cm de didametro. A eluicdo foi realizada utilizando gradiente
H,O/MeOH 95:5 até MeOH 100% obtendo-se 33 fragdes que foram agrupadas

por semelhanga cromatografica (Tabela 13).

Tabela 13: Fracionamento do extrato hidroalcodlico S. aureum.

Fracao Fragoes agrupadas Massa obtida (mg)

Fp1 1a2 39
Fp2 3a9 55
Fp3 10a12 29
Fp4 13 21

Fp5 14 a 17 166
Fp6 18 34
Fp7 19 a 20 35
Fp8 21 28
Fp9 22 a25 29
Fp10 26 8

Fp11 27 a 32 49
Fp12 33 10

Do agrupamento das fragbes 1 e 2 (Fp1) obteve-se um solido
esbranquicado que foi codificado como Spa- Fac-1-2 e, posteriormente,

enviado para analise por RMN de 'H e *C.

4.5.10 Fracionamento de Fp5 por CLAE-UV-DAD

A fragédo Fp5 (166 mg) foi submetida a analise qualitativa por CLAE-UV-
DAD apresentando-se impuro. Com o intuito de purifica-lo, o solido foi
submetido a CLAE preparativa nas condi¢des otimizadas, mostradas na Tabela
14.
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Tabela 14: Método utilizado para CLAE preparativa de Fp5.

Solvente A Solvente B Gradiente
Tempo (min) % B
H,O MeOH 0 35
60 65

Fluxo: 12 mL/min. Volume de injecdo: 1 mL [10 mg/mL]. Coluna: C18 Phenomenex (25 x

2,1cm), particulas 10um.

Do fracionamento por CLAE preparativa de Fp5 foi possivel isolar um
so6lido amarelo (tr: 30 min) codificado como Spa 14- 17 A (8 mg) e um sdélido
amarelo (tr: 42 min) codificado como Spa 14-17 B (23 mg) , enviados para

analises de RMN de °C e "H mono e bidimensionais.

4.5.11 Fracionamento da FrACOEt obtida da parti¢ao liquido-liquido

do extrato hidroalcodlico de S. denudatum.

Parte da fracdo FrACOEt (190 mg) foi submetida a analise qualitativa por
CLAE e posteriormente otimizada uma condigdo para ser aplicada em CLAE

preparativa (Tabela 15).

Tabela 15: Método utilizado no fracionamento da FrACOEt de S. denudatum em CLAE

preparativa.
Solvente A Solvente B Gradiente
Tempo (min) % B
H,O* ACN* 0 15
42 19
50 35
60 100

Fluxo: 12 mL/min. Volume de injegéo: 10 mL [10 mg/mL] Coluna: C18 Phenomenex (25 x 2,1

cm), particulas 10 uym.

) fases acidificadas com 0,1% de HCOOH

A partir do fracionamento por CLAE preparativa da FrACOEt de S.

denudatum foi possivel isolar 3 substancias que foram codificadas como:
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SD-Fac-4 (15 mg), SD-Fac-9 (10 mg) e SD-Fac-10 (5 mg) e posteriormente

analisadas por RMN de "*C e "H mono e bidimensionais.

4.5.12 Identificacao dos metabdlitos presentes nos extratos
hidroalcodlicos de S. aureum, S. denudatum e S. paniculatum por CLAE-
UV-EM.

Os extratos hidroalcodlicos das trés espécies em estudo foram
submetidos a técnica CLAE-UV-EM (modo off line) sob as condi¢cdes da Tabela
16.

Tabela 16: Gradiente de eluigdo cromatografica otimizado para a eluigdo dos metabdlitos

secundarios das espécies de Sclerolobium.

Solvente A Solvente B Gradiente
Tempo (min) % B
H,O* ACN* 0 17
30 19
40 24
50 35
60 100

Fluxo: 1,0 mL/min. Injec&do: 40uL [3 mg/mL]. Coluna: C18 Shimadzu (250 x 4,6mm), particulas
Sum.
' fases acidificadas com 0,1% de HCOOH

Apos cinco coletas sucessivas de cada substancia presente nos
extratos, os mesmos foram analisados por EM/EM no modo negativo sob as
seguintes condigdes:

Voltagem do capilar 30 V, voltagem do spray 5 kV, temperatura do
capilar 280 °C, gas de arraste (N) fluxo 20u (unidades arbitrarias). A faixa de
aquisicao foi m/z 50-2000, com dois ou mais eventos de varredura realizados
simultaneamente no espectrémetro de massas LCQ. O primeiro evento foi uma
varredura completa (full-scan) do espectro de massas para adquirir os dados

dos ions na faixa m/z estabelecida. Os demais eventos foram experimentos
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MS? realizados a partir dos dados da primeira varredura para ions precursores

pré-selecionados com energia de colisdo entre 25 e 30 V.

4.6 Ensaios biolégicos

4.6.1 Atividade antioxidante dos extratos de Sclerolobium sp pelo
método do DPPH.

A atividade antioxidante pelo método do DPPH baseia-se em um ensaio
fotométrico onde o radical livre DPPH, que apresenta coloracédo roxa intensa
em solucdo alcodlica, se reduz em presenga de moléculas antioxidantes,
formando o 2,2 difenil-1-picril-hidrazila, reduzindo consequentemente sua
absortividade molar em 517 nm, mudando sua coloragcado para amarela (Figura
8).

NO, NO,

DPPH (DPPH)H
A 517 nm (lilas) (amarelo)

Figura 8: llustracdo do sequestro do radical DPPH

O procedimento experimental descrito a seguir foi baseado em métodos
descritos por COTINGUIBA, et al., 2009:

- 200 yL de uma solu¢cdo 101,4 uM de DPPH foram adicionados a
amostras (extratos brutos hexanicos e hidroalcodlicos das trés espécies de
Sclerolobium) diluidas em MeOH, nas concentracbes de 0.2, 0.1, 0.03, 0.02,
0.01, 0.008 e 0.005 mg/mL, distribuidas em placas de 96 cavidades, em
triplicata. Como controle positivo, foi utilizada solugdo de a-tocoferol nas
concentracdes de 100, 80, 60, 40, 20, 10 e 5 uyM. Para o branco do sistema, foi

adicionado o mesmo volume de solugdo de DPPH a 1000 pL de MeOH.
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Decorridos 30 minutos sob abrigo da luz, mediram-se as absorbancias dos
pocos, a 517 nm, em espectrofotometro leitor de placas acoplado a um
computador. Os calculos das porcentagens de sequestro do radical livre foram

efetuados a partir da equagao:

0p = AAcontrole B AAamostra *100
AAcontrole

4.6.2 Avaliacao da atividade antifingica dos extratos brutos e
fracoes de particdo dos extratos hidroalcodlicos de S. aureum, S.

paniculatum e S. denudatum.

Para avaliagdo da atividade antifungica, os extratos brutos e fragdes de
particdo foram diluidos assepticamente em quantidades adequadas de
dimetilsulfoxido e solubilizados com o auxilio do vértex.

Os testes de sensibilidade foram realizados em triplicata e de acordo
com o documento M27-A2 (2002) do CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) com modificagbes (RODRIGUEZ-TUDELA et al., 1996). O meio de
cultura utilizado para a realizagdo dos testes de sensibilidade e diluicdo das
drogas sintéticas foi RPMI-1640 com L-glutamina sem bicarbonato de sddio e
acrescido de 2% de glicose, tamponado com MOPS 0,165M, pH 7,0. A
concentracdo do indculo final na placa foi de 5,0x10% & 2,5X10°. Foram
utilizadas como padrdes sintéticos duas drogas antifungicas a anfotericina B e
fluconazol como controle do teste. A faixa de concentracao foi de 32 a 0,0625
pMg/mL para fluconazol e de 16 a 0,0321ug/mL para anfotericina B. Foram
realizadas leituras visuais para cepas de Cryptococcus neoformans apés 48
horas de incubacao e para Candida albicans, C. Krusei e C. parapsilosis apos
24 horas de incubagdo. A concentragao inibitéria minima é considerada a
menor em que se observou a inibicdo do crescimento fungico. Os extratos e
fragdes que apresentaram CIM menor que 75ug/mL, a atividade antifungica foi
considerada forte, entre 75 a 150 ug/mL possuem atividade antifungica
moderada, entre 150 a 250 upg/mL, fraca e maior que 250 pg/mL inativo
(SCORZONI et al., 2007).

34



Procedimento experimental

4.6.3 Avaliacao da atividade tripanocida dos extratos brutos e
fracoes de particio dos extratos hidroalcodlicos de S. aureum, S.

paniculatum e S. denudatum.

O teste para verificagdo da atividade antiparasitaria para formas
epimastigotas (ndo infectantes de T. cruzi) foi desenvolvido no Laboratério de
Imunologia, Departamento de Ciéncias Biolégicas, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP — Araraquara. Os parasitos foram cultivados em meio
LIT - Liver Infusion Tryptose a 28 °C, com repiques a cada 15 dias para a

manutencgéo da cultura no laboratdrio.

O teste colorimétrico utilizando hidroxido de tetrazolium (XTT) baseado
na redugdo do mesmo em um produto colorido, formazana, pela enzima
succinato desidrogenase das mitocondrias. Os testes, realizados em triplicata,
para as concentragbes finais de 100, 50, 25, 10, 5, 2,5 e 1ug/mL,
respectivamente, utilizando meio LIT contendo os parasitos, em fase log de
crescimento, na concentracdo 1x10” parasitos/mL de meio. Foram realizados
dois controles, um na auséncia do parasita para cada pogo teste, mas na
presenca da substancia e outro na auséncia dessa, mas contendo parasitas.

A leitura da densidade o6tica (DO) foi realizada em espectrofotémetro
(Leitor de ELISA — BioRad) a 595 nm, e procedeu-se o calculo da porcentagem
de parasitas mortos em porcentagem de citotoxicidade (%C) [MUELAS-
SERRANO et al., 2000].

Utilizou-se como padrdo, o agente antiparasitario Benzonidazol® para o

teste contra formas epimastigotas de T. cruzi.

4.6.4 Avaliacao da atividade antiinflamatéria dos extratos brutos e
fracoes de particdo dos extratos hidroalcodlicos de S. aureum, S.

paniculatum e S. denudatum.

Macrofagos séo as principais células residentes envolvidas na defesa
contra agentes agressores e através da sintese de mediadores inflamatérios
promovem a mudanga do microambiente resultando no recrutamento de
células inflamatorias para o local afetado. Lipopolissacaridios (LPS), presentes

em bactérias Gram-negativas, interagem com TLRs presentes em macrofagos
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através do complexo CD14/LBP/TLR4 resultando na ativacdo de uma
complexa cascata bioquimica promovendo o recrutamento de proteinas
kinases e subsequentemente a ativacdo de NFKB e AP-1. A ativagao destes
fatores de transcricdo resulta na sintese de diferentes mediadores soluveis
como citocinas, quimiocinas, metabdlitos do acido araquidénico e expressao de
moléculas de superficies que orquestram o processo inflamatério. O screening
de novas moléculas ou fragdes semipurificadas oriundas de plantas e
microrganismos que apresentem potencial inibitério quanto a sintese de
mediadores inflamatérios € de grande relevancia na busca de novos farmacos

para o tratamento de processos inflamatoérios agudos e crénicos.

4.6.4.1 Avaliacao de atividade imunomoduladora — anti-inflamatoéria

As etapas de avaliagdo da atividade anti-inflamatéria dos extratos,
fragbes e ou compostos foram realizadas junto ao departamento de Imunologia
(Faculdade de Ciéncia Farmacéuticas-UNESP/Araraquara) sob orientagdo da

Profa. Dr. Alexandra Ivo Medeiros.

4.6.4.2 Manutencgao de linhagens celulares

A linhagem celular utilizada em todos os experimentos in vitro foi RAW
264.7 previamente obtidas da Colecdo Americana de Cultura de Células
(ATCC, American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA). A RAW 264.7
€ uma linhagem de macrofagos peritoneais aderentes derivados de
camundongos Balb/c. As células foram armazenadas em nitrogénio liquido em
solugdo de congelamento. Para os ensaios de citotoxidade e atividade anti-
inflamatodria as células sao descongeladas e expandidas em frascos de cultura
celular em meio DEMEM contendo 10% SBF e gentamicina (concentragéo) a
temperatura de 37°C, em estufa incubadora umidificada contendo 95% de ar e
5% de CO,, conforme orientacbes do ATCC. Depois de formada a
monocamada de células, as mesmas sao desgrudadas através de raspagem

com suportes plasticos (rodos) apropriados [MEDEIROS et al., 2008].
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4.6.4.3 Atividade citotoxica

Os extratos brutos e fracbes das espécies de Sclerolobium foram
dissolvidos em meio de cultura (DEMEM completo), homogeneizados, em
seguida centrifugados a 480 rpm, e esterilizados por filtragdo em membranas
de 0,22 mm para a utilizagao experimental. Para avaliar a atividade citotoxica
dos respectivos compostos utilizaremos o0 método colorimétrico de
citotoxicidade pelo 3-(4,5-Dimetil tiazol 2-il) 2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium-
MTT. Assim, 5 x 10* células RAW 264.7 foram incubadas com as diferentes
concentracdées dos compostos isolados por 24 horas em placas de cultivo
celular de 96 cavidades, e posteriormente colocadas em estufa umidificada
contendo 95% de ar e 5% de CO; a 37°C. Apds o periodo de incubagao, 10 mL
de MTT na concentragcédo de 5 mg/mL, foram adicionados aos poc¢os e mantidas
por mais 3 horas nas mesmas condigdes em estufa umidificada. Em seguida
foram acrescentados 50 mL de solucdo de dodecil sulfato de sodio 20%/HCI
0,01 N. As placas de cultivo celular foram mantidas por uma noite a
temperatura ambiente, sob abrigo da luz. A avaliagdo do indice de citotoxidade
(ICsp) foi medida em espectrofotdbmetro, utilizando filtro de interferéncia de 595
nm [MOSMANN, 1983]. As fragdes ou substancias puras que apresentaram
atividade citotoxica superior a 10% nao foram testados nos subsequentes

bioensaios.

4.6.4.4 Estimulagao celular

Foram distribuidas 2 x 10* células RAW 264.7 em placas de 96 pocos
durante 2 horas para adesado das mesmas. Apos determinacgao do ICsp de cada
um dos compostos, os mesmo foram testados quanto ao seu potencial
imunomodulatério. As amostras foram incubadas em diferentes concentragbes
na presencga ou auséncia de LPS (1 pg/mL de LPS) (Sigma St. Louis, MO),
previamente e/ou concomitantes aos estimulos, para avaliacdo da dose-
resposta. As células foram incubadas por 48 h com os diferentes estimulos a
37°C em estufa umidificada com 5% de CO,. Em seguida os sobrenadantes

das culturas foram coletados, centrifugados para retirada de células em
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suspensao e armazenados a -70°C até o momento de quantificacdo dos

mediadores e fatores de interesse.

5.4.5 Quantificacao de Nitrito (NO)

Para a dosagem de nitrito, 100 yL do reagente de Greiss (solugao
estoque de NEED a 0,1% (Sigma, St. Louis, MO) e sulfanilamida a 1% em
HsPO4 5%) foram adicionados a 100 yL de sobrenadante de cultura. Para
analise quantitativa dos compostos foram adicionadas solugdes contendo nitrito
em concentracdes entre 3 a 200 uM de nitrito de sédio, conforme descrito
previamente por Lane et al., 1993. Apds 5 minutos de incubagao a temperatura
ambiente, a densidade o6tica da solugao foi medida em leitor de microplacas em
filtro de 540 nm (Metertech Inc., modelo 960). A quantidade de nitrito dos
compostos foi correlacionada aos valores de absorbancia obtidos na curva

padrao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extratos hexanicos

5.1.2 Clareamento dos extratos brutos hexanicos de S. aureum

As fragbes FHAC1 (63,7 mg) (figura 9) e FHAC2 (55,5 mg) (figura 10)
eluidas com hexano e hexano/ ACOEt 9:1 respectivamente, apresentaram
visualmente auséncia de pigmento e apenas a fraggo FHAC3 (92,3 mg)
(Figura 11) apresentou pigmentacdo amarela apos serem concentradas em

rotaevaporador.

Figura 9: FHAC1 Figura 10: FHAC2 Figura 11: FHACS3

5.1.3 Andlise dos extratos hexanicos de Sclerolobium spp por CG-
EM

A técnica de CG-EM possibilitou a avaliacdo dos perfis quimicos dos
extratos hexanicos de Sclerolobium sp e permitiu identificar os metabdlitos

neles presentes.

As Figuras 12, 13 e 14 apresentam os cromatogramas dos extratos
hexanicos de S. aureum, S. denudatum e S. paniculatum respectivamente, com

as regides onde se situam as principais substancias identificadas no CG-EM.
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Figura 12: Cromatograma CG-EM de S. aureum.
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Figura 13: Cromatograma CG-EM de S. denudatum.
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Figura 14: Cromatograma CG-EM de S. paniculatum.

5.1.4 Espectro de massas e fragmentagao do esqualeno

A analise do espectro de massas (Figura 15) referente a substancia de tr
10,4 min dos cromatogramas das espécies S. aureum (Figura 12), S.
denudatum (Figura 13) e S. paniculatum (Figura 14) permitiu a identificagdo do
esqualeno. O pico ion molecular m/z 69 corresponde ao fragmento isoprenila,

enquanto que m/z 81 ao 2-metil penteno (Figura 16).
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Figura 15: Espectro de massas de esqualeno
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m/z= 410

m/z= 69 m/z= 81

Figura 16: Proposta de fragmentacao para esqualeno

5.1.5 Espectro de massas e fragmentagao de a-tocoferol

A analise do espectro de massas (figura 17) referente ao tr: 20,7 min dos
cromatogramas das espécies S. aureum (Figura 12) e S. paniculatum (Figura
14) permitiu a identificagao de a-tocoferol . Os fragmentos tipicos do a-tocoferol
sdo 0os m/z 431 correspondente ao pico ion molecular e o m/z 165 formado pela
perda da cadeia “fitilica”. [Figura 18; KALMAN et al., 2003]

165
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Figura 17: Espectro de massas de a- tocoferol.
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M+ 430 \

OH +

+
OH m/z= 205

OH

m/z= 165

Figura 18: Proposta de fragmentagédo para a- tocoferol de acordo com Kalman et
al.(2003).

5.1.6 Espectro de massas e fragmentacao de lupenona

A analise do espectro de massas (Figura 19) referente ao tr: 40,4 min
dos cromatogramas das espécies S. aureum (Figura 12), S. denudatum (Figura
13) e S. paniculatum (Figura 14) possibilitou a identificacdo do triterpeno
lupenona . O espectro apresentou os fragmentos m/z 424 correspondente ao
pico ion molecular; m/z 205 ( pico ion base) contendo os anéis A e B do
esqueleto triterpénico; m/z 189 correspondente ao fragmento 20b4 contendo os
anéis D e E e a cadeia lateral isoprenila; m/z 218 correspondente a duas
propostas de fragmentagdo em que uma contém os anéis D e E (fragmentacao
20d) e a outra os anéis A e B (fragmentacao 20c); [Figura 20; BUDZIKIEWICZ
et al.,1963].
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Figura 19: Espectro de massas de lupenona.
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Figura 20: Proposta de fragmentagédo de acordo com Budzikiewicz et al. (1963) e Heizen
et al.(1996).

Com os resultados obtidos do GG-EM dos extratos hexanicos de
Sclerolobium sp juntamente o CG-EM dos padrdes, foi possivel identificar as
substancias: esqualeno, a-tocoferol e Ilupenona em S. aureum e S.
paniculatum, sendo que em S. denudatum identificou- se somente esqualeno e

lupenona.
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5.1.7 CG-EM dos padroes esqualeno, a- tocoferol, e lupenona.

O cromatograma abaixo (Figura 21) refere-se aos padrdes: esqualeno
(tr: 10,4 min), a-tocoferol (tr: 20,7 min) e lupenona (tr: 40,4 min) injetados nas
condigdes descritas no item 6.7 e comparados com os extratos hexanicos de

Sclerolobium sp.
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10 20 30 40

Figura 21: Cromatograma dos padrdes: esqualeno, a- tocoferol, e lupenona.

5.1.8 Anadlise das fragcoes obtidas do clareamento do extrato

hexanico de S. aureum por CG-DIC.

A anadlise dos cromatogramas abaixo em comparagdo com os padrdes
(item 5.1.7) possibilitou confirmar a presenga das substancias: esqualeno e
lupenona nas trés fragdes analisadas, enquanto que a-tocoferol foi encontrado

apenas na fragcdo FHAC3 (Figura 22).

-1 | l FHACS
"_ '] \ £ £
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Figura 22: Cromatogramas CG-DIC das fracdes obtidas no clareamento de S.

aureum.

A presenca das trés substancias no extrato bruto hexanico de S. aureum
(Figura 12, p. 41) e nas fragdes de clareamento, confirmam a eficacia do
método visto que, obteve-se fragcbes ricas em metabdlitos com pouco ou

nenhum pigmento.
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5.2 Extratos hidroalcoodlicos

5.2.1 Analises por CLAE-UV-DAD dos extratos hidroalcodlicos de S.

aureum, S. denudatum e S. paniculatum

A técnica por CLAE-UV-DAD possibilitou a avaliacdo dos perfis quimicos
dos extratos hidoalcodlicos de S. denudatum (Figura 23), S. paniculatum
(Figura 24) e S. aureum (Figura 25). Verificou-se que as espécies possuem
perfis quimicos semelhantes e que os principais picos nos cromatogramas
indicam a presenca de flavonoides que sao substancias que apresentam
reconhecidamente atividade antioxidante.

O espectro de UV de um flavonoide consiste de dois maximos de
absorgao, sendo que a banda Il esta em um intervalo de comprimento de onda
de 240-285 nm e a banda | entre 300-550 nm. A posicdo precisa e as
intensidades relativas desses maximos fornecem informacbes valiosas da
natureza do flavondide e de seu padrdao de oxigenagao. Sendo assim,
mudancas na substituicdo do anel A tendem a se refletir na banda Il, enquanto
alteracdes nos anéis B e C sdo aparentes na banda |. Quando o flavonol é
substituido na posicéo 3, o valor da banda | passa a ser A 328-357 nm. Assim,
de acordo com os espectros de UV dos cromatogramas das trés espécies de
Sclerolobium pbde-se identificar principalmente derivados de flavondis
glicosilados na posicdo 3 [MABRY et al., 1970; SIMOES et al., 2000;
HARBONE, 1994].
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Figura 23: Cromatograma do extrato hidroalcodlico de S. denudatum obtido por CLAE-UV-DAD

e registrado a 254 nm e espectros no UV dos picos majoritarios com tr: 23,39, 25,57 e 25,90
min. Respectivamente. Coluna C18 eluida com 5% de MeOH até 100% de MeOH durante 40’.
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Figura 24: Cromatograma do extrato hidroalcodlico de S. paniculatum obtido por CLAE-UV-

DAD e registrado a 254 nm e espectros no UV dos picos majoritarios com tr: 22,06 e 23,39 min.
Respectivamente. Coluna C18 eluida com 5% de MeOH até 100% de MeOH durante 40'.
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Figura 25: Cromatograma do extrato hidroalcodlico de S. aureum obtido por CLAE-UV-DAD e
registrado a 254 nm e espectros no UV dos picos majoritarios com tr: 22,37, 23,37, 25,02 e
25,16 min. Respectivamente. Coluna C18 eluida com 5% de MeOH até 100% de MeOH
durante 40'.

5.2.2 Otimizagao por CLAE-UV-DAD dos extratos hidroalcodlicos S.

aureum, S. denudatum e S. paniculatum

A avaliagdo dos perfis cromatograficos obtidos (Figuras 26, 27 e 28)
permitiu verificar que composi¢cdo quimica dos extratos hidroalcodlicos das
espécies de Sclerolobium evidenciou a presenga maijoritaria de flavonoides. No
entanto houve a necessidade de otimizacdo cromatografica, visto que, a
eluicdo inicial nao foi suficientemente para adequada analise de cada pico.

A otimizacdo que apresentou melhor resolugdo para analise dos perfis
cromatograficos de S. aureum, S. denudatum e S. paniculatum foi um sistema
composto de ACN/H,0 acidificados com 0,1% de acido férmico (HCOOH), pois

sistemas utilizando MeOH/H20 levaram a resultados com pouca resolugao.

48



Resultados e discussao

M inienay: 0%
mAU ')
J254nm,4nm (1.00) 5 | bsp
300 o | o
— ____r"- L3S0
] = "
200— 00 %0 500
100
0_: Ubk__)\ N N A/\ AN
a \ 0 0 0 I \ 0 0 0 I 0 0 0 \ I 0 0 0 \ \ 0 0 0 0 I 0 0
(0] 10 20 30 40 50 min

Figura 26: Cromatograma do extrato hidroalcodlico de S. aureum obtido por CLAE-UV-DAD
registrado em 254 nm. Elui¢cdo: 17% a 19% de B em 30’, 19% a 24% de B até 40’, 24% a 35%
de B até 50, 35% a 100% de B até 60’. Gradiente de eluicdo empregado na analise

cromatografica no detalhe.
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Figura 27: Cromatograma do extrato hidroalcodlico de S. denudatum obtido por CLAE-UV-DAD
registrado a 254 nm. Eluigcao: 17% a 19% de B em 30’, 19% a 24% de B até 40’, 24% a 35% de
B até 50, 35% a 100% de B até 60'. Gradiente de eluicdo empregado na analise

cromatografica no detalhe.
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Figura 28: Cromatograma do extrato hidroalcodlico de S. paniculatum obtido por CLAE-UV-
DAD registrado a 254 nm. Eluicao: 17% a 19% de B em 30’, 19% a 24% de B até 40’, 24% a
35% de B até 50°, 35% a 100% de B até 60’. Gradiente de eluigdo empregado na anadlise

cromatografica no detalhe.
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Em todas as analises o fluxo utilizado foi de 1,0 mL min, o volume
injetado foi de 20 pL e a detecgdo monitorada na regido do UV, principalmente
em 254 e 366 nm.

5.2.3 Analise por CLAE-UV-DAD das fragoes de particiao FrACOEt

de S. aureum, S.denudatum e S. paniculatum.

As fragbes de particdo de S. aureum, S. denudatum e S. paniculatum
foram submetidas a CLAE-UV-DAD nas mesmas condi¢cdes dos extratos brutos
hidroalcodlicos (Figuras 29, 30 e 31), sendo que, as fragbes de particdo
FrACOEt apresentaram perfis quimicos de grande semelhanga a seus

respectivos extratos brutos, em especial nas regido de tr: 10 a 20 min.
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Figura 29: Cromatograma da fracdo Fr-ACOEt de S. aureum obtido por CLAE - DAD
registrado a 254 nm. Eluigcao: 17% a 19% de B em 30’, 19% a 24% de B até 40’, 24% a 35% de
B até 50, 35% a 100% de B até 60'. Gradiente de eluicdo empregado na analise

cromatografica no detalhe. Gradiente de eluicdo empregado na analise cromatografica no
detalhe.
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Figura 30: Cromatograma da fragdo Fr-ACOEt de S. denudatum obtido por CLAE-DAD
registrado a 366 nm. Elui¢cdo: 17% a 19% de B em 30’, 19% a 24% de B até 40’, 24% a 35% de
B até 50, 35% a 100% de B até 60’. Gradiente de eluicdo empregado na analise
cromatografica no detalhe.
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mAU |
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Figura 31: Cromatograma da fragdo Fr-ACOEt de S. paniculatum obtido por CLAE-DAD
registrado a 366 nm. Eluicao: 17% a 19% de B em 30’, 19% a 24% de B até 40’, 24% a 35% de
B até 50, 35% a 100% de B até 60’. Gradiente de eluicdo empregado na analise

cromatografica no detalhe.

Em funcao do perfil quimico das Fr-ACOEt apresentarem maior numero
de constituintes quimicos em relagao as demais fracdes de particdo, conclusao
obtida a partir do maior numero de bandas no espectro CLAE-UV-DAD, e
devido a caracteristicas espectrais semelhantes aos extratos brutos

hidroalcodlicos, essas fragdes foram priorizadas no estudo fitoquimico.
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5.3 Elucidacgao estrutural das substancias isoladas

5.3.1 Elucidagao estrutural de Spa-Hex-1

O espectro de RMN de 'H (Figura 72, p. 114) substancia Spa-Hex-1
apresentou um multipleto entre 6 5,08 e & 5,14, sugerindo a presenga de
hidrogénios olefinicos. Os multipletos em & 1,94 e 6 2,09 foram atribuidos a
grupos metilénicos ligados a carbonos olefinicos e o singleto em 6 1,66 sugeriu
a presenca de hidrogénios metilicos em carbonos sp? (Tabela 17).

Os sinais em 6 135,0, 5 134,8 e & 131,1 no espectro de RMN de "°C
(Figura 74, p. 115) séao referentes aos carbonos olefinicos de Spa-Hex-1. Ja os
sinais em 6 15,9, 6 16,0, 6 17,6 e 6 25,6 foram atribuidos aos grupos metilicos,
enquanto os sinais em 0 26,6 e &0 39,7 sugeriram a presenga de grupos
metilénicos (Tabela 17).

Como foram apresentados apenas 14 sinais no espectro de RMN de "*C
impossibilitando a proposta de estrutura molecular consistente apenas com
dados de RMN, Spa-Hex-1 foi submetida a analise por CG-EM. O espectro de
massas (Figura 32) apresentou o pico ion molecular em m/z 410, compativel
com uma substancia de forma molecular C3oHso. Adicionalmente foi observado
o fragmento referente ao pico ion base m/z 69 correspondente ao fragmento
isoprenila, indicativa da estrutura quimica terpenoidica (Figura 33).

A analise conjunta dos dados espectrométricos obtidos para Spa-Hex-1
e comparagao com os dados da literatura [HE, 2002] permitiram identificar a

substancia como sendo o triterpeno esqualeno (Figura 32).

Figura 32: Estrutura do esqualeno (Spa-Hex-1)
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Tabela 17: Dados de RMN 'H e "°C para o esqualeno (Spa-Hex-1) (500 MHz para 'H e 125
MHz para 3¢, CDCls)

Posicao Oc o4
1=24 25,6 1,66
2=23 131,2 e
3=22 124,3 5,10 (m)
4=21 26,7 2,06 (m)
5=20 39,7 1,97
6=19 1348 e
7=18 124,3 5,10 (m)
8=17 28,2 1,97 (m)
9=16 28,3 1,97 (m)
10=15 124,3 5,10 (m)
11=14 1350 e
12=13 39,7 1,97
25=30 17,6 1,58
26=29 16,0 1,58
27=28 15,9 1,58
Dados: Deslocamentos quimicos (6) em 53PM, em relagdo ao TMS como padréo interno
Constantes de acoplamento (J), expressas em Hz
m = multiplicidade
* ndo observado
6.0¢6] 69
5.066
] 81
4,086
3.066
2.0e6 41
] 95
1'066_: 55 1091 21136149
LIRS psrors 2osns 4L 307 395410 442 4gdast
50 100 150 200 250 300 350 400 450

Figura 33: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 410, obtido

no modo negativo.
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5.3.2 Elucidagao estrutural de Spa-Hex-2

A analise do espectro de RMN-'H (Figura 76, p.116) de Spa-Hex-2
apresentou sinais caracteristicos de tocoferol (Tabela 18): um singleto em &
2,03, atribuido aos hidrogénios dos grupos metilicos nas posigdes 5 e 7 do anel
aromatico e um singleto em & 2,08 atribuidos a metila em C-8; um tripleto em &
2,53 (J = 7 Hz), correspondente aos hidrogénios ligados ao carbono metilénico
C-4 [MATSUNO & URANO, 1976].

A andlise conjunta do espectro de RMN '*C (Figura 78, p.117) e do
DEPT 135° mostrou a presenca de seis sinais referentes a carbonos
aromaticos quaternarios em 6 117,3, 6 118,4, 6 121,0, 6 122,6, 6 144,5¢e o
145,5, que foram atribuidos aos carbonos C-4a, C-5, C-7, C-8, C-6 e C-8a,
respectivamente. Os sinais em 06 19,6 e 6 22,7 foram atribuidos aos carbonos
metilicos em C-4’, C-8 e C-12’, respectivamente e o sinal em & 74,5 foi
atribuido a C-2. Os sinais em 6 11,2 e 6 12,2 sao referentes as metilas ligadas
aos carbonos aromaticos em C-5, C-7 e C-8 respectivamente enquanto que a
metila ligada a C-2 apresentou sinal em 6 23,8. [MATSUNO & URANO, 1976;
AYRES et al., 2009]

A analise comparativa dos espectros com o auxilio dos dados obtidos na
literatura permitiu identificar Spa-Hex-2 como sendo o a-tocoferol (Figura 34),
constituinte majoritario de vitamina E, de reconhecida importancia para as
membranas lipidicas e organelas celulares contra o estresse oxidativo
[HALLIWELL et al., 1995; PIETTA, 2000]

CH, 2a
8b

Figura 34: Estrutura do a-tocoferol (Spa-Hex-2)
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Tabela 18: Dados de RMN 'H e "°C para o a-tocoferol (Spa-Hex-2) (500 MHz para 'H e 125
MHz para 3¢, CDCls)

Dados:

Posigdo B¢ B LIT.
6¢
2 745 74,5
3 31,5 31,6
4 20,7 2,57 (t, J=THz) 20,8
4a 173 e 117,4
5 18,4 e 118,5
6 1445 e 1445
7 1210 e 121,0
8 1226 e 122,6
8a 1456 e 145,5
1 39,9 1,0-1,3 (m) 39,8
2 21,0 21,0
3 37,5 1,0-1,3 (m) 37,5
4 32,7 1,0-1,3 (m) 32,8
5 37,4 1,0-1,3 (m) 37,5
6 24,8 1,0-1,3 (m) 24,4
7 37,3 1,0-1,3 (m) 37,3
g 32,8 1,3 (m) 32,8
9 37,4 1,0-1,3 (m) 37,5
10 24,4 1,0-1,3 (m) 24,8
11 39,4 1,46 (m) 39,4
12 28,0 28,0
2-a 23,8 1,20 (s) 23,8
5-a 11,2 2,08 (s) 11,3
7-a 12,2 2,08 (s) 12,2
8-b 11,7 2,13 (s) 11,8
4-a 19,6 0,78-0,80 (d) 19,7
8-a 19,7 0,78-0,80 (d) 19,7
12-a 22,6 0,78-0,80 (d) 22,7
12-b 227 0,78-0,80 (d) 227

Literatura (LIT): Dados relatados por AYRES et al.

Deslocamentos quimicos () em ppm, em relagdo ao TMS como padrao interno;

m = multiplicidade;

*** sinais ndo observados.

(2009) em CDCl; para a-tocoferol.
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5.3.3 Elucidacgao estrutural de SA-3

O solido codificado como SA-3 foi isolado por coluna aberta de silica gel
60, da fracdo FR-2 obtida de coluna C18 do extrato hidroalcodlico de
S.aureum, como descrito no item 4.5.6.1.

O espectro de RMN-"H (Figura 82, p. 119) apresentou um dubleto em &
6,71 (H2', J =2,0 Hz) e em & 6,67 (H6’ J= 8,0 Hz) , alem do duplo dubleto em &
6,58 (H5, J=2,0 Hz e 8,0 Hz), indicando a presenga de um anel B flavanoidico
trissustituido. Os deslocamentos em 6 5,88 (H8, J = 2,5 Hz) e 6 5,68 (H6, J =
2,0 Hz) atribuidos ao anel A juntamente com os sinais indicados acima (anel B)
caracterizam um nucleo flavanoidico. Observaram-se quatro sinais na regiao
de hidrogénios alifaticos: dois duplos dubletos integrando para um hidrogénio
cada, centrados em 6 2,34 e § 2,64 caracteristicos de hidrogénios benzilicos de
grupo metilénico ligado a carbono oximetinico; um multipleto em & 3,97,
atribuido a um hidrogénio ligado a carbono oximetinico e um dubleto,
integrando para um hidrogénio, em & 4,47, caracteristico de hidrogénio
oximetinico-benzilico (Tabela 19). Esse conjunto de sinais é tipico do anel C de
catequinas [SHEN et al, 1993]. A determinagédo da estereoquimica relativa de
SA-3 dependeu da analise de dados de RMN "*C para o anel C.

Os valores da literatura mostram que a catequina e a epicatequina sao
diferenciadas pelo valor do C2, o qual para a catequina apresenta
deslocamento quimico em 6 81,0 [WENKERT & GOTTLIEB, 1977] e para a
epicatequina em aproximadamente 6 78,0 [MARKHAM & TERNAI, 1976]. No
espectro de RMN-"C de SA-3 (Figura 85, p. 120) observou-se um valor de &
80,9 que foi atribuido ao carbono 2, permitindo identificar em SA-3 a presencga
majoritaria do flavonoide catequina (Figura 38).

Com os dados obtidos dos espectros bidimensionais (gHMQC e
gHMBC) pode-se atribuir todos os sinais para hidrogénios e carbonos da sua
estrutura quimica.

Outro detalhe que pdde ser observado nos espectros de °C e DEPT 135
(Tabela 19), foi a presenga de um sinal para carbono metinico de baixa
intensidade em & 105,9, ndo atribuido a molécula de catequina. Este sinal no
espectro de gHMQC esta correlacionado com um H singleto em & 6,24 também

nao pertencente a catequina, evidenciando que, SA-3 constitui uma mistura,

56



Resultados e discussao

sendo a catequina a substancia majoritaria. Esta analise foi confirmada
submetendo-se o sdélido a analise por CLAE-UV-DAD, através da qual foi

possivel confirmar que SA-3 trata-se de uma mistura (Figura 35).

catequina

N ) o 2
g 3 9 9 Ny ¥ g 8 3

o
Il

20
10
10

Figura 35: Cromatograma de SA-3 obtido por CLAE-UV-DAD registrado a 254 nm. Coluna C18
eluida em gradiente exploratério: 5% de MeOH até 100% de MeOH durante 40’.

a0 50 min

O espectro de UV correspondente a banda com tr: 15,04 min (Figura
36), possui absorcdo maxima em 279 nm caracteristicos de catequinas
[GUYOT, ERCAUTEREN & CHEYNIER, 1996], evidenciando que a mesma é
a substancia majoritaria de SA-3.

A substancia em menor concentracéo referente ao pico com tr: 20,15
(Figura 37), apresentou duas bandas de absor¢cdo no UV sendo uma em
286nm e outra em 257nm, mas nao foi possivel identifica-la visto que a mesma
se encontra em baixa concentragdo. A separacao para possivel identificacao foi

impossibilitada pela pouca massa disponivel de SA-3 para este procedimento.
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Figura 36: Figura 37:
Espectro de UV referente ao tr: 15,04. Espectro de UV referente ao tr: 20,1.
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Figura 38: Substancia majoritaria de SA-3 (tr: 15.04 min): catequina

Tabela 19: Dados de RMN 'H, "*C e DEPT 90 E 135° para a substancia majoritaria de SA-3 em
comparagdo com dados da literatura (tr: 15.04 min - 500 MHz para 'H e 125 MHz para "°C,
DMSO-ds)

_ DEPT 90 LIT.
Posicéo 8¢ 6y
e 135° &¢

2 80,9 4,46 (d; 7,5 Hz) CH 81,2
3 66,2 3,79 (m) CH 66,6
4 278 - CH, 28,1
4a - 2,64 (dd;5e16Hz) -

4 - 2,34(dd;8e 16 Hz)  ------

5 1563 - C 156,3
6 93,8 5,67 (d; 2,5 Hz) CH 95,5
7 56,1 - C 156,6
8 95,0 5,87 (d; 2 Hz) CH 94,4
9 1553 - C 155,5
10 990 0 - C 99,4
1 1305 - C 130,8
2’ 114,5 6,71 (d; 2 Hz) CH 114,7
3 1448 - C 145,0
4 1455 - C 145,0
5 115,0 6,67 (d; 8Hz) CH 115,4
6’ 118,3 6,58 (dd; 2 e 8 Hz) CH 118,8

Dados:
Literatura (LIT): Dados relatados por AGRAWAL (1989) em DMSO-dg para catequina.
Deslocamentos quimicos (6) em ppm, em relagdo ao TMS como padréao interno.
Constantes de acoplamento (J), expressas em Hz.
M = multiplicidade.
* sinais sobrepostos.
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5.3.4 Elucidagao estrutural de Spa-14-17-A

Spa-14-17-A mostrou-se como um solido amorfo de cor amarela. A
analise do espectro de RMN-"H (Figura 86, p. 121) evidenciou a presenga de
sinais de hidrogénios aromaticos tipicos de flavonoides.

Foram observados dois dubletos em & 6,18 (1H) e 6 6,85 (1H), ambos
com J= 2 Hz, caracteristicos de acoplamento meta entre H-6 e H-8 (anel A), um
singleto em & 7,19 (2H) atribuido aos hidrogénios 2’ e 6’ do anel B, um singleto
em 6 12,6 (1H) atribuido ao hidrogénio da hidroxila em C-5 do anel A. Os sinais
observados no espectro de RMN- 'H (Tabela 20) s3o caracteristicos da
aglicona miricetina, de acordo com a literatura [MARKHAM, 1978]

O dubleto em 5,32 com J= 5 Hz foi atribuido ao hidrogénio anomérico H-
1” do acucar, sendo esta constante de acoplamento tipica de uma ligagao [3-
glicosidica. Os multipletos na regido em 6 3,33 e 6 3,61 foram atribuidos aos
hidrogénios hidroximetilénicos e metinicos da porgao glicosidica, conforme
relatado na literatura.

A analise do espectro de "*C (Figura 88, p.122) apresentou sinais de
carbonos aromaticos oxigenados em 6 136,6 (C-4’), 6 145,3 (C-3’ e C-5), &
161,2 (C-5) e 164,1 (C-7). O sinal na regidao de 6 133,7 (C-3), bem como o0s
sinais em 156,2 (C-2), 6 161,2 (C-5) e 6 177,4 (C-4) em relagdo a miricetina,
sdo tipicos da presenca de uma unidade glicosidica no C-3 do anel C
[AGRAWAL, 1989]. O sinal em & 102,0 associado ao carbono C-1” anomérico,
e os sinais em 6 60,0, 6 67,9, 6 71,2, 6 73,2 e 6 75,9 sao sinais tipicos de uma
galactose.

O espectro de gHMQC permitiu estabelecer a correlagéo direta entre os
hidrogénios e seus respectivos carbonos. A localizagdo da unidade de agucar
foi definida pelo experimento de gHMBC (Figura 89, p. 122). Observou-se a
correlagdo a longa distancia entre o H-1" (6 5,32) e o C-3 (6 133,7),
permitindo confirmar que o agucar esta ligado na posi¢céo 3 da aglicona.

O estudo comparativo dos dados espectroscopicos com dados da
literatura permitiu identificar Spa-14-17-A como sendo a miricetina-3-O-f3-
galactopiranosideo (Figura 39) [AGRAWAL, 1989; MARKHAM, 1978].
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Figura 39: Estrutura da miricetina-3-O-3-galactopiranosideo (Spa-14-17-A)

Tabela 20: Dados de RMN "H e °C para miricetina-3-O-B-galactopiranosideo (Spa-14-17-A)
(500 MHz para 'H e 125 MHz para °C, DMSO-d6).

Posicéo 8¢ Sy LIT. (&¢)
2 56,1 0 - 156,2
3 133,7 e 133,9
4 1779 e 177,4
6 98,8 6,19 (d, J=2 Hz) 98,6
7 1657 e 164,0
8 93,7 6,36 (d, J=2 Hz) 93,3
9 1562 - 156,2
10 1039 104,0
N 1199 - 120,2
2'eb6’ 108,5 7,20 (s) 108,8
3'eb 1453 - 145,3
4 136,7 0 e 136,6
OH-5 161,2 12,6 () 161,2

Galactose

1” 102,0 5,32 (d, J=8,0 Hz) 102,0
2" 71,2 3,60 (M) 715
3” 73,2 3,37 (M) 73,4
4" 68,0 3,64 (M) 68,1
5” 75,9 3,38 (M) 75,9
6” 60,0 3,42 (m) 60,4

Dados:
Literatura (LIT): Dados relatados por AGRAWAL (1989) em DMSO-ds para miricetina-3-0-3-
galactopiranosideo.
Deslocamentos quimicos (6) em ppm, em relagdo ao TMS como padrdo interno.
Constantes de acoplamento (J), expressas em Hz.
M = multiplicidade.
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5.3.5 Elucidagao estrutural de Spa-14-17-B

Spa-14-17-B mostrou-se como um sélido amorfo de cor amarela. Os
sinais observados no espectro de RMN 'H (Figura 90, p.123) referentes a
porcao aglicona apresentaram deslocamentos e multiplicidades semelhantes
aqueles apresentados pela substancia Spa-14-17-A, sugerindo-se tratar da
mesma aglicona, a miricetina.

Ja o dubleto em 6 5,19 (J= 1,2 Hz) referente a porgao glicosidica foi
atribuido ao hidrogénio anomérico H-1" do agucar, sendo esta constante de
acoplamento tipica de uma ligagcao a-glicosidica. O dubleto observado em &
0,83 (J= 6,5 Hz) referente a H6” metilico é caracteristico de ramnose e os
multipletos presentes na regido entre 6 3,30 e 6 3,60 foram atribuidos aos
carbonos metinicos e metilénicos da porgao glicosidica (Tabela 21).

A analise do espectro de RMN de C (Figura 92, p. 124) apresentou 15
sinais referentes a aglicona semelhantes aqueles apresentados por Spa-14-17-
A, confirmando-se tratar da mesma aglicona, a miricetina. O espectro também
apresentou 6 sinais referentes a porgéo glicosidica. Os sinais em 6 101,9 e &
17,5 referentes aos carbonos C-1” e C-6”, respectivamente, confirmaram a
unidade ramnose [AGRAWAL, 1989].

O espectro de gHMBC (Figura 93, p.124) permitiu estabelecer a
correlagao a longa disténcia entre o H-1" (6 5,19) e o C-3 (6 133,7), permitindo
confirmar que o agucar esta ligado na posi¢ao 3 da aglicona.

Os dados obtidos mediante comparacbées com dados da literatura
permitiram identificar Spa-14-17-B como sendo a miricetina-3-O-a-
ramnopiranosideo (Figura 40) [AGRAWAL, 1989; MARKHAM, 1978].

Os mesmos deslocamentos quimicos foram observados para SD-FAc-4
nos espectros mono e bidimensionais podendo-se concluir que a mesma trata-

se do flavonoide miricetina-3-O-a-ramnopiranosideo.
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Tabela 21: Dados de RMN 'H e '°C para miricetina-3-O-a-ramnopiranosideo (Spa-14-17-B)

Figura 40: Estrutura da miricetina-3-O-a-ramnopiranosideo (Spa-14-17-B)

(500 MHz para 'H e 125 MHz para *C, DMSO-dj).

Dados:

Posicéo 8¢ Sy LIT. &¢
2 156.4* - 156,2
3 1342 134,2
4 177,70 - 177,7
6 98,6 6,19 (d, J=2 Hz) 98,6
7 161,3 0 - 161,2
8 93,5 6,36 (d, J=2 Hz) 93,4
9 156,4* - 156,2
10 1040 - 104,0
i 1196 - 119,6
2’eb’ 107,9 6,88 (s) 107,9
3eb 1457 - 145,7
q 1364 00 - 136,4
OH-5 161,3 12,6 (s) 161,2
Ramnose
1” 101,9 5,19 (d, J=1,2 Hz) 101,9
27 70,4 3,30-3,60 (m) 70,4
3” 70,5 3,30-3,60 (m) 70,4
4 71,3 3,30-3,60 (m) 71,2
5” 70,0 3,30-3,60 (m) 69,5
6” 17,5 0,83 (d, J=6,5 Hz) 17,4

Literatura (LIT): Dados relatados por AGRAWAL (1989) em DMSO-ds para miricetina-3-0-a-

raminopiranosideo.

Deslocamentos quimicos (6) em ppm, em relagao ao TMS como padréao interno.

M = multiplicidade.
* sinais sobrepostos.
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5.3.6 Elucidacgao estrutural de Sa-Fac-7

O espectro de RMN 'H de Sa-Fac-7 (Figura 94, p. 125) apresentou
sinais na regido de hidrogénios aromaticos tipicos de flavonoides: dois dubletos
em 0 6,19 e 0 6,39 (J= 2,0 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8 do anel A,
respectivamente, um singleto em & 12,6 (1H) atribuido ao hidrogénio da
hidroxila em C-5, dois dubletos em 6 7,50 (J=2,5 Hz) e 6 6,83 (J= 8,5 HZz)
referentes aos hidrogénios H-2’ e H-5" do anel B respectivamente, além do
duplo dubleto em & 7,64, atribuido ao hidrogénio H-6° com constantes de
acoplamento de 2,0 Hz indicando sua posicao meta em relagao ao H- 27, e J=
8,5 Hz referente ao acoplamento orto em relagdo ao hidrogénio H-5" no anel B
(Tabela 22). Esses dados, associados aos observados no espectro de RMN
3C, evidenciaram a aglicona quercetina.

O dubleto em & 5,25 foi atribuido ao hidrogénio anomérico H-1" da
porcao glicosidica, sendo a constante de acoplamento observada (J=5,5 Hz),
tipica de uma ligagédo B-glicosidica. Os multipletos presentes na regido entre 6
3,30 e 6 3,60 foram atribuidos aos carbonos metinicos e metilénicos da porcao
glicosidica [FRAISSE, 2000].

A analise do espectro de RMN de "*C apresentou 15 sinais referentes a
aglicona e seis sinais referentes a porgao glicosidica . Os sinais na regiao entre
0 64,2, e 6 70,7 sao tipicos de uma pentose.

Os espectros de gHMQC permitiram estabelecer a correlagdo direta
entre os hidrogénios e seus respectivos carbonos. A localizagdo da unidade de
acgucar foi definida pelo experimento de gHMBC. Observou-se a correlagao a
longa distancia entre o H-1" (6 5,25) e o C-3 (6 133,7), permitindo confirmar
que o agucar esta ligado na posicao 3 da aglicona.

Com os dados obtidos, mediante a comparagdo com dados na literatura
[FRAISSE, 2000, MARKHAM, 1978] foi possivel caracterizar a substancia Sa-
Fac-7 como sendo o flavonoide quercetina-3-O-B-arabinopiranosideo (Figura
41).
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Figura 41: Estrutura da quercetina-3-O-G-arabinopiranosideo (Sa-Fac-7)

Tabela 22: Dados de RMN 'H e "*C para quercetina-3-O-B-arabinopiranosideo (Sa-Fac-7) (500
MHz para 'H e 125 MHz para 3¢, DMSO-dg).

Dados:

Literatura (LIT):

Posicéo 8¢ Sy LIT. &¢
2 1562 0 e 156,4
3 1337 e 133,5
4 1780 e 177.8
6 98,7 6,19 (d, J=2 Hz) 98,7
7 A e 164,1
8 93,5 6,39 (d, J=2 Hz) 93,5
9 1562 - 156,8
1 1041 e 104,1
T 1208 - 1211
2 115,6 7,50 (d J=2,5Hz) 115,6
3 1450 0 - 145,0
4 148,4* e 148,4
5 115,6 6,83 (d, J=8,5 Hz) 118,8
6’ 122,0 7,64 (dd, J=2,0e 8,5 Hz) 121,6
OH-5 161,2 12,6 (s) 161,2
Arabinose
1”7 101,4 5,25 (J=5,5 Hz) 101,4
2" 70,7 3,30-3,60 (m) 70,7
3” 71,6 3,30-3,60 (m) 71,6
4" 66,0 3,30-3,60 (m) 66,0
5” 64,2 3,30-3,60 (m) 64,2

arabinopiranosideo.

Deslocamentos quimicos (6) em ppm, em relagdo ao TMS como padréao interno.

M = multiplicidade.
***sinais nao observados.

*

sinais sobrepostos.

Dados relatados por MARKHAM (1978) em DMSO-ds para quercetina-3-0-a-
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5.3.7 Elucidacgao estrutural de Sa-Fac-9

Sa-Fac-9 mostrou-se como um solido de cor amarela. A analise do
espectro de RMN-'"H (Figura 98, p. 127) apresentou varios sinais
caracteristicos de flavonoides, porém com intensidades diferentes, permitindo
detectar a presenca de uma mistura. Assim, a identificacdo de Sa-Fac-9 foi
realizada analisando-se os sinais de maior intensidade e suas correlagées com
dados obtidos nos espectros de gHMQC e gHMQC.

O espectro de RMN-"H apresentou sinais com deslocamentos em & 6,36
e 0 6,18, ambos com J= 2 Hz, caracteristicos de acoplamento meta entre H-6 e
H-8 (anel A). O singleto em & 6,93 (2H) foi atribuido aos hidrogénios 2’ e 6’ do
anel B e o singleto na regido em 6 12,5 (1H) foi atribuido ao hidrogénio da
hidroxila em C-5 do anel A. Os sinais observados no espectro de RMN- 1H
(Tabela 23) s&o caracteristicos da aglicona miricetina, de acordo com a
literatura [MARKHAM, 1978]

O dubleto em & 5,02 (1H) foi atribuido ao hidrogénio anomeérico da
porcao glicosidica, mediante comparagdo com dados obtidos no espectro de
gHMQC. O dubleto observado em 6 0,91 (J= 5,5 Hz) foi atribuido ao hidrogénio
H-6" metilico da ramnose. Foi ainda observado um duplo dubleto em & 5,47 (J=
1,2 e 3,3 Hz) referente ao H-2" da porgao glicosidica, e um singleto em & 7,0
sugerindo a presenga de uma unidade galoila em C-2”.

A andlise do espectro de '*C para SA-Fac-9 apresentou sinais
caracteristicos da aglicona miricetina. (Tabela 23). Ja a unidade glicosidica
apresentou 6 sinais, dentre os quais, dois sinais em 6 102,7 e 6 17,5 atribuidos
aos carbonos C-1" e C-6”, respectivamente, sendo que este ultimo é sinal
caracteristico de carbono metilico de ramnose [AGRAWAL, 1989].

Os sinais em 6 119,4 (1H); 6 107,9 (2H), 6 145,4 (2H) e 6 138,5 (1H)
confirmaram a presenca do grupo galoil, assim como o sinal em & 164,9, tipico
de carbonila de éster.

O estudo comparativo dos dados obtidos com dados da literatura

permitiu identificar Sa-Fac-9 como sendo o flavonoide miricetina-3-O-(2"-O-

galoil)-a-ramnopiranosideo (Figura 42) [LEE, 2000; NICOLLIER, 1983].
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Figura 42: Estrutura da miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-ramnopiranosideo (Sa-Fac-9)

O flavonol miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-rhamnopiranosideo foi isolado
pela primeira vez por NICOLLIER & THOMPSOM (1983) da espécie
Desmanthus illionensis (Leguminosae). Esse flavonol apresentou atividade
alelopatica e antibacteriana significantes, sugerindo ainda, que essas
atividades estavam relacionadas a importéncia da ligagcdo do grupo galoila na

posicao 2” da rhamnose.
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Tabela 23: Dados de RMN 'H e °C para miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-ramnopiranosideo (Sa-
Fac-9) (300 MHz para 'H e 75 MHz para ">C, DMSO-ds).

Posicao 8¢ Sy
2 1565 0 -
3 1333 -
4 774 e
6 98,7 6,18 (d, J=2,4 Hz)
7 1649 -
8 93,6 6,36 (d, J=1,5 Hz)
9 1565 0 -
10 1039 e
N 1200 e
2'e 6’ 108,8 6,92 (s)
3'eb’ 1458 e
4 1088 0 -
5-OH 161,2 12,6 (s)
Ramnose
1” 98,3 5,02 (d, J=1,2 Hz)
2" 71,7 5,47 (dd, J=1,2 e 3,3 Hz)
3” 70,6 3,30 (M)
4 68,6 3,30 (M)
5” 70,8 3,60 (M)
6” 17,5 0,94 (d, J=5,7)
2”-0O-galoil
1 1194 e
2" e6™ 107,9 7,0
3"eb™ 1454 e
4" 1385 e
C=0 1649 e

Dados:

Deslocamentos quimicos (6) em ppm, em relagdo ao TMS como padrao interno.

M = multiplicidade.
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5.3.8 Elucidacgao estrutural de Spa-Fac-1-2

A analise do espectro de RMN 'H de Spa-1-2 (Figura 102, p. 129)
mostrou apenas um singleto intenso em & 6,9 (2H) caracteristico do acido
galico, atribuido aos dois hidrogénios equivalentes (H-2 e H-6) do anel
aromatico.

O espectro de RMN *C (Figura 103, p. 129) apresentou sinais em &
108,7 referentes aos carbonos equivalentes C-2 e C-6, outro sinal em 6 145,4
que foi atribuido a outros dois carbonos equivalentes C-3 e C-5, e o sinal em &
167,5, caracteristico do carbono carbonilico C-1’ (Tabela 24).

A analise do espectro de massas permitiu determinar a massa molecular
de 169,01u ([M -H]), compativel com a férmula molecular C7Hs0s5 (Figura 44).

Esses dados, em comparacdo aos da literatura [ANDERSEN et al.,
2003], levaram a identificagdo da substancia Spa-Fac-1-2 como sendo o acido

galico (Figura 43).

Figura 43: Estrutura do acido galico (Spa-Fac-1-2)

100: 169.17 -H
957 OH
90
85-
H
80+ o \0
75%
70
8 657
g~ HO
s
2 OH
S50 m/z 169
= 457
S 407
351
305
25=
20
157
10+
5 125.25 16 17
E 12 171.08 183.08 q 1 So2 4 232.00 a5 02
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

m/z

Figura 44: Espectro de massas de primeira-ordem com ion molecular de m/z 169, obtido no

modo negativo.
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Tabela 24: Dados de RMN 'H e "°C para o acido galico (Spa-Fac-1-2) (500 MHz para 'H e 125
MHz para ">C, DMSO-ds)

Posicdo 6¢ 6y LIT. &¢
1 1204 e 120,7
2eb6 108,7 6,90 109,1
3e5 1454 e 145,1
4 1379 - 138,3

1 1675 - 169,1

Dados:
Literatura (LIT): Dados relatados por ALMEIDA et al., 2005 em DMSO-dg
Deslocamentos quimicos () em ppm, em relagdo ao TMS como padrao interno

m = multiplicidade

O acido galico é um derivado do acido benzadico triidroxilado. Os acidos
fendlicos possuem comprovada atividade antioxidante e antiinflamatéria
[KROES et al., 1992] . Foi relatada adicionalmente na literatura, a atividade
anticarcinogénica do acido galico em varias linhagens de células cancerosas
[DEDOUSSIS et al., 2005] que esta relacionada com suas propriedades

antioxidantes.
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5.3.9 Elucidagao estrutural de SD- Fac-9

O espectro de RMN 'H de SD-Fac-9 (Figura 104, p. 130) apresentou
sinais na regido de hidrogénios aromaticos tipicos de flavonoides. Os singletos
em 6 6,17 e 0 6,38 foram atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8 do anel A,
respectivamente. O singleto em & 12,6 foi atribuido ao hidrogénio hidroxila em
C-5. Os dubletos em 6 7,45 (J= 2,0 Hz) e 6 6,83 (J= 8,5 Hz) foram atribuidos
aos hidrogénios H-2’' e H-5’ do anel B, respectivamente, e o duplo dubleto em &
7,53 foi atribuido ao hidrogénio H-6’ com constantes de acoplamento de 2,0 Hz
indicando sua posicdo meta em relacdo ao H-2” e 8,5 Hz referente ao
acoplamento orto em relagao ao hidrogénio H-5’ no anel B. (Tabela 25).

O dubleto em & 5,56 foi atribuido ao hidrogénio anomérico H-1" da
porcdo glicosidica, sendo que a constante de acoplamento observada

(J=1,0 Hz) tipica de uma ligacdo a-glicosidica. Os multipletos presentes na

regido entre 6 3,40 e & 3,70 foram atribuidos aos carbonos metinicos e
metilénicos da porgao glicosidica. [FRAISSE, 2000]

Os dados fornecidos pelos espectros bi-dimensionais (gHMQC e
gHMBC) permitiram a atribuicdo dos sinais para hidrogénios e carbonos,
possibilitando verificar a presenga de sinais na regido entre 6 64,2,e 6 70,7
tipicos de uma pentose.

Com os dados obtidos, mediante a comparagao com dados na literatura
[OSSIPQOV et al., 1995)] foi possivel caracterizar a substancia SD-Fac-9 como

sendo o flavonoide quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo (Figura 45).

Figura 45: Estrutura da quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo (SD-Fac-9)
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Tabela 25: Dados de RMN 'H e °C para quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo (SD-Fac-9) (500
MHz para 'H e 125 MHz para 3¢, DMSO-dg).

Dados:

Posicdo & Sy LIT. &
2 56 00 - 156,3
3 FRA L e 133,3
4 FREA e 177,7
6 98 6,17 (s) 98,7
7 Y 164,3
8 93 6,38 (s) 93,5
9 56 0 - 156,3
1 104 0 e 103,9
1 21 e 120,9
2’ 115 7,45 (d J=2,5Hz) 115,5
3 145 e 145,0
4 I 148,4
5 119 6,83 (d, J=8,5 Hz) 118,8
6’ 121 7,53 (dd, J=2,0e 8,5 Hz) 121,7
OH-5 161 12,6 (s) 161,2
Arabinofuranose
1” 108 5,56 (d, J= 0,6 Hz) 107,8
2" 82 3,30-3,60 (m) 82,1
3” 77 3,30-3,60 (m) 76,9
4 85 3,30-3,60 (m) 85,8
5” 60 3,30-3,60 (m) 60,6

Literatura (LIT): Dados relatados por OSSIPOV et al. (1995) em

arabinofuranosideo.

DMSO-ds para quercetina-3-0-a-

Deslocamentos quimicos (6) em ppm, em relagédo ao TMS como padréo interno.

M = multiplicidade.
*** sinais nao observados.
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5.3.9 Elucidagao estrutural de SD- Fac-10

Os sinais observados no espectro de RMN-'H (Figura 106, p.131)
referentes a aglicona apresentaram deslocamento e multiplicidades semelhante
aqueles apresentados pela substancia SD-FAc-9, sugerindo tratar-se da
mesma aglicona, a quercetina.

O espectro de RMN-"H apresentou um dubleto em & 5,23 com constante
de acoplamento de 1,0 Hz, o qual foi atribuido ao hidrogénio anomérico H-1”" do
agucar, tipico de uma ligacao a-glicosidica. O dubleto em &6 0,8 com constante
de acoplamento de 6,5 Hz é tipico de ramnose.

Os carbonos foram atribuidos de acordo com os dados obtidos dos
espectros bi-dimensionais (gHMBC e gHMQC). Foi possivel também observar
a correlacado de todos os hidrogénios com seus respectivos carbonos (Tabela
26).

Os dados de SD-FAc-10, comparados com os existentes na literatura
(BILIA et al., 1996) confirmam a identidade desta substéncia como sendo a

quercetina-3-O- a- ramnopiranosideo (Figura 46).

Figura 46: Estrutura da quercetina-3-O-a-ramnopiranosideo (SD-Fac-10)
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Tabela 26: Dados de RMN 'H e °C para quercetina-3-O-a-ramnopiranosideo (SD- Fac-10)

(500 MHz para 'H e 125 MHz para *C, DMSO-dj).

Posicao 6 Sy LIT. &
2 1570 e 156,4
3 XA e 133,4
4 faieio R 177,7
5 161,0 157,0
6 98,6 6,17 (s) 98,6
7 XA e 164,0
8 93,4 6,35 (s) 93,5
9 XA e 161,2
10 1040 0 e 104,2
K 1206 0 e 120,3
2’ 116,0 7,27 (d, 3= 2,0 H) 115,4
3 1450 - 145,1
4 1482 - 148,3
5 115,2 6,83 (d, J=8,5 Hz) 115,8
6’ 120,8 7,23 (dd, J)=2,5e 8,5 Hz) 121,0

OH-5 12,63 (s)

Ramnose
1” 101,6 5,23 (d, J=1,0 Hz) 101,9
2" 69,8 3,9 (s) 70,4
3” 70,3 3,30-3,60 (m) 70,6
47 70,9 3,12 (t, J=9,0 H2) 71,5
5” 70,3* 3,21 (dd, J=6,0e 9,5 Hz2) 70,1
6” 17,0 0,8 (d, J=6,5Hz) 17,3

Dados:

Literatura (LIT): Dados relatados por BILIA et al. (1996) em

ramnopiranosideo.

DMSO-ds para quercetina-3-0-a-

Deslocamentos quimicos (6) em ppm, em relagédo ao TMS como padréo interno.

M = multiplicidade.
*** sinais ndo observados.
* sinais sobrepostos
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5.4 Identificacdo dos metabodlitos presentes nos extratos
hidroalcodlicos de S. aureum, S. denudatum e S. paniculatum por CLAE-
UV-EM.

A CLAE-EM tem se tornado cada vez mais utilizada no estudo
fitoquimico [ZEEB et al., 2000]. Esta técnica pode ser empregada em
aplicagbes de ordem qualitativa e quantitativa, onde a cromatografia liquida de
alta eficiéncia é o sistema empregado na separagdo dos constituintes e o
espectrometro de massas fornece a seletividade e sensibilidade que, além de
gerar informagao quantitativa, gera a informacéo estrutural do analito com nivel
de detalhes bem melhor que outros tipos de detectores [ARDREY, 2003].

Os extratos hidroalcodlicos S. aureum, S. denudatum e S. paniculatum
foram submetidos a técnica CLAE-UV-EM (modo off line) sob condi¢des
descritas no item 4.5.12, afim de identificar os metabdlitos ndo isolados e
caracterizar o perfil metabdlico desses extratos.

As substancias isoladas neste trabalho foram identificadas nos
cromatogramas pela comparagdo com os espectros de UV, espectros de
massas e pela comparagao com os tempos de retencido. Ja os metabdlitos ndo
isolados foram caracterizados de acordo com os seus espectros de massas,
espectros de UV e comparagédo com o tempo de retencdo de padrboes de
substancias isoladas de outras espécies.

Foram realizadas cinco injecbes de cada extrato, e coletados os
principais picos eluidos, conforme a Figura 47.
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Figura 47: Cromatogramas dos extratos hidroalcodlicos obtidos por CLAE-DAD registrados a
254 nm. Eluigéo: 17% para 19% de B em 30’, 19% para 24% de B até 40’, 24% para 35% de B
até 50’, 35% para 100% de B até 60’. Fluxo: 1mL/min. Coluna Shimadzu® C18 (250 x 4.6 mm;

5 pm), CLAE (Shimadzu®). Gradiente de eluigdo empregado na analise cromatografica no

detalhe (ver pagina 48).
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5.4.1 Identificagao estrutural da substancia associada ao Pico 1

A analise do espectro de massas referente ao pico 1 (tr: 10,53 min,
Figura 47) dos cromatogramas das espécies S. aureum, S. denudatum e S.
paniculatum apresentou o ion precursor de m/z 479. EM/EM deste ion levou a
perda do ion m/z 163, referente a uma hexose, resultando no ion produto com
m/z 316, referente a aglicona miricetina (Figura 48). O tempo de retengédo do
Pico 1 e o espectro de UV analisado por CLAE-UV-DAD foram compativeis

com a substancia previamente isolada miricetina-3-0-8-galactopiranosideo.
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Figura 48: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 479, obtido em

ESI, modo negativo. Condigbes espectrométricas: item 4.5.12.
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5.4.2 Identificagao estrutural da substancia associada ao Pico 2

A analise do espectro de massas referente ao Pico 2 (tr: 11,00 min,
Figura 47) dos cromatogramas das espécies S. aureum e S. denudatum
apresentou o ion precursor de m/z 479 (Figura 50). EM/EM deste ion levou a
perca do ion m/z 163, referente a uma hexose, concluindo que o Pico 2 € um
isbmero de Pico 1. Partindo-se desses resultados, foi injetado em CLAE-UV-
DAD (Figura 51) o flavonoide miricetina-3-O-B-glicopiranosideo nas mesmas
condigdes descritas na Figura 46. Este apresentou mesmo tempo de retengéo
e as mesmas bandas de absor¢cdo no UV observados para a substancia
associada ao Pico 2, podendo sugerir que a mesma trata-se do flavonoide

miricetina-3-O-B-glicopiranosideo (Figura 49).

Figura 49: Estrutura da miricetina-3-O-g-glicopiranosideo (Pico 2)
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Figura 50: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 479, obtido em

ESI, modo negativo. Condigbes espectrométricas: item 4.5.12.

7



Resultados e discuss

ao

mAU

2
1000

750

=

54nm,4nm (
[a2]
o
<

~
~

-00)

200

20004

1000+

256

)355

7 {469

T
250

nm

25.0

Figura 51: Cromatograma de eluicdo do flavondide miricetina-3-O-B-glicopiranosideo em
CLAE-UV-DAD. Eluicao: 17% para 19% de B em 30’, 19% para 24% de B até 40’, 24% para
35% de B até 50°, 35% para 100% de B até 60’. Fluxo: 1mL/min. Coluna Shimadzu® C18 (250

X 4.6 mm; 5 ym), CLAE (Sh

imadzu®).
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5.4.3 Identificagao da substancia associada ao Pico 3

O espectro de massas referente ao Pico 3 (tr: 14,31 min, Figura 47) dos

cromatogramas das espécies S. aureum e S. denudatum apresentou o pico ion

precursor de m/z 449. A analise por EM/EM deste ion mostrou a perda do ion

m/z 133, caracteristico de pentose resultando o ion produto de m/z 316,

referente a aglicona miricetina (Figura 52). A analise conjunta do espectro de

massas com as bandas de absorgao no UV permitiu sugerir que a substancia

associada ao Pico 3

arabinopiranosideo.
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Figura 52: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 449, obtido em

ESI, modo negativo. Condigbes espectrométricas: item 4.5.12.

refere-se ao flavondide  miricetina-3-0-3-
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5.4.4 Identificagao estrutural da substancia associada ao Pico 4

A analise do espectro de massas referente ao Pico 4 (tr: 15,21 min,
Figura 47) dos cromatogramas das espécies S. aureum, S. denudatum e S.
paniculatum apresentou o ion precursor de m/z 479. A analise por EM/EM
deste ion mostrou a perda do ion m/z 147, referente a uma raminose,
resultando ion produto de m/z 316, referente a aglicona miricetina (Figura 53).
O tempo de retengao da substancia associada ao Pico 5 e o espectro de UV
obtido por CLAE-UV-DAD foram compativeis com a substancia previamente

isolada miricetina-3-O-a-raminopiranosideo
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Figura 53: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 463, obtido em

ESI, modo negativo. Condigbes espectrométricas: item 4.5.12.
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5.4.5 Identificagao estrutural da substancia associada ao Pico 5

A substéncia associada ao Pico 5 (tr: 16,65 min, Figura 47) dos
cromatogramas das espécies S. aureum e S. denudatum apresentou grande
similaridade quando comparado com o espectro de massas da substancia
associada ao Pico 6: a fragmentagao do ion precursor de m/z 463 resultando
na perda do ion m/z 147, caracteristico de ramnose resultando no ion produto
de m/z 316 (Figura 54). Porém verificou-se a perda de uma metila na unidade
flavonoidica gerando o ion produto de m/z 301 referente perda de uma metila,
podendo sugerir que a aglicona trata-se de uma miricetina O-monometilada. No
entanto, apenas com os experimentos de MS nao foi possivel caracterizar a

posicao da metoxila nesta substancia.
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Figura 54: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 463, obtido em

ESI, modo negativo. Condigcbes espectrométricas: item 4.5.12.
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5.4.6 Identificagao estrutural da substancia associada ao Pico 6

A analise do espectro de massas referente ao Pico 6 (tr: 17,67 min,
Figura 47) dos cromatogramas das espécies S. aureum e S. denudatum
apresentou o ion precursor de m/z 463. A analise por EM/EM deste ion
mostrou a perda do ion m/z 163 caracteristico de hexose, resultando ion
produto de m/z 300, referente a aglicona quercetina (Figura 56). Partindo-se
desses resultados, foi avaliado por CLAE-UV-DAD um padrao do flavonoide
quercetina-3-O-£-galactopiranosideo nas mesmas condi¢gdes descritas na
Figura 47. Este apresentou mesmo tempo de retengdo e as mesmas bandas de
absorgéo no UV (Figura 57), evidenciando que a substancia referente ao Pico 6

trata-se do flavonoide quercetina-3-O-f-galactopiranosideo (Figura 55).

OH
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OH (0] OH
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Figura 55: Estrutura da quercetina-3-O-£-galactopiranosideo (Pico 6).
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Figura 56: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 463, obtido em

ESI, modo negativo. Condigbes espectrométricas: item 4.5.12.
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Figura 57: Cromatograma de eluigdo do flavonoide quercetina-3-O-(-galactopiranosideo em
CLAE-UV-DAD. Eluicao: 17% para 19% de B em 30’, 19% para 24% de B até 40’, 24% para
35% de B até 50°, 35% para 100% de B até 60’. Fluxo: 1mL/min. Coluna Shimadzu® C18 (250
x 4.6 mm; 5 ym), CLAE (Shimadzu®)
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5.4.7 Identificagao estrutural da substancia associada ao Pico 7

A analise do espectro de massas referente ao Pico 7 (tr: 22,10 min,
Figura 47) dos cromatogramas das espécies S. aureum e S. denudatum
apresentou o ion precursor de m/z 479. A analise por EM/EM deste ion
mostrou a perda do ion m/z 133 resultando no ion produto de m/z 300,
referente a aglicona quercetina (Figura 58). O tempo de retengao do Pico 7 e o
espectro de UV analisado por CLAE-UV-DAD foram compativeis com a

substancia previamente isolada quercetina-3-O-£-arabinofuranosideo.
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Figura 58: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 433, obtido em

ESI, modo negativo. Condigbes espectrométricas: item 4.5.12.
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5.4.8 Identificagao estrutural d

a substancia associada ao Pico 8

A analise do espectro de massas referente ao Pico 8 (tr: 25,90 min,

Figura 47) dos cromatogramas das espécies S. aureum e S. denudatum

apresentou o ion precursor de m/z 447. EM/EM deste ion mostrou a perda do

ion m/z 147, referente a uma ramnose, resultando ion produto de m/z 300,

referente a aglicona miricetina (Figura 59). O tempo de retengédo do Pico 8 e o

espectro de UV analisado por CLAE-UV-DAD foram compativeis com a

substancia previamente isolada quercetina-3-O-a-ramnopiranosideo.
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Figura 59: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 447, obtido em

ESI, modo negativo. Condigbes espectrométricas: item 4.5.12.
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5.4.9 Identificagao estrutural da substancia associada ao Pico 9

A analise do espectro de massas referente ao Pico 9 (ir: 35,64 min,
Figura 47) do cromatograma de S. aureum apresentou o ion precursor de m/z
615. EM/EM deste ion resultou no ion produto m/z 463, gerado pela eliminagéo
de um grupo galoila [M — 152 — HJ', e no pico ion base m/z 317 caracteristico
de miricetina (Figura 60). O tempo de retengédo do Pico 9 e o espectro de UV
analisado por CLAE-UV-DAD foram compativeis com a substancia previamente

isolada miricetina-3-O-(2"-O-galoil)-a-ramnopiranosideo.
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Figura 60: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 615, obtido em

ESI, modo negativo. Condigbes espectrométricas: item 4.5.12.
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5.4.10 Identificagao estrutural da substancia associada ao Pico 10

A analise do espectro de massas da substancia associada ao Pico 10 (tr:
36,92 min, Figura 47) do cromatograma de S. aureum apresentou grande
similaridade quando comparado com o espectro de massas da substancia
referente ao Pico 9 (Figura 60). A fragmentagc&o do ion m/z 615 resultou no ion
produto m/z 463, gerado pela eliminagdo de um grupo galoila [M — 152 — HJ, e
no pico ion base m/z 317 caracteristico de miricetina (Figura 62). Partindo-se
desses resultados, sugeriu-se que a substancia referente ao Pico 10 tratava-se
de um isdbmero de posicao do flavonoide miricetina-3-O-(2”-O-galoil)-a-
ramnopiranosideo. Portanto foi analisado por CLAE-UV-DAD o padrdao do
flavondide miricetina-3-O-(3"-O-galoil)-a-raminopiranosideo (Figura 63) nas
mesmas condi¢des da Figura 47. Este apresentou mesmo tempo de retencao e
as mesmas bandas de absor¢ao no UV, sugerindo que a substancia referente
ao Pico 10 trata-se do flavondide miricetina-3-O-(3"-O-galoil)-a-

raminopiranosideo (Figura 61).

OH

OH

HO OH

Figura 61: Estrutura da miricetina-3-O-(3"-O-galoil)-a-raminopiranosideo (Pico 10).
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Figura 62: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 615, obtido em

ESI, modo negativo. Condi¢cbes espectrométricas: item 4.5.12.
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Figura 63: Cromatograma de eluicdo do flavondide quercetina-3-O-a-raminopiranosideo em
CLAE-UV-DAD. Eluicao: 17% para 19% de B em 30’, 19% para 24% de B até 40’, 24% para
35% de B até 50’, 35% para 100% de B até 60’. Fluxo: 1mL/min. Coluna Shimadzu® C18 (250
X 4.6 mm; 5 ym), CLAE (Shimadzu®).
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5.4.11 ldentificagao estrutural da substancia associada ao Pico 11

A analise do espectro de massas referente ao Pico 11 (tr: 23,8 min,
Figura 47) dos cromatogramas da espécie S. denudatum apresentou o ion
precursor de m/z 433. A analise por EM/EM deste ion mostrou a perda do ion
m/z 132, resultando no ion produto de m/z 301, referente a aglicona quercetina
(Figura 64). O tempo de retencéo do Pico 11 e o espectro de UV analisado por
CLAE-UV-DAD foram compativeis com a substancia previamente isolada

quercetina-3-O-a-arabinopiranosideo.
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Figura 64: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 433, obtido em

ESI, modo negativo. Condigbes espectrométricas: item 4.5.12.

89



Resultados e discussao

5.4.12 Identificagao estrutural da substancia associada ao pico 12

A analise do espectro de massas da substancia associada ao Pico 12 (tr:
51,70 min, Figura 47) referente aos cromatogramas das espécies S.
denudatum e S. paniculatum apresentou o ion precursor m/z 615 . A
fragmentacao deste resultou no ion m/z 447, gerado pela eliminagdo de um
grupo galoila [M — 152 — H]’, e no pico ion base com m/z 301 caracteristico de
quercetina (Figura 65). Porém, apenas com os experimentos de EM néo foi
possivel caracterizar a as posigdes em que estdo ligados os grupos galoila e

glicosidico nesta substancia.
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Figura 65: Espectro de massas de segunda-ordem do ion precursor de m/z 599, obtido em

ESI, modo negativo. Condigbes espectrométricas: item 4.5.12.
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5.4.13 Caracterizacao dos perfis dos extratos hidroalcodlicos de S.

aurem, S. denudatum e S. paniculatum

Ao final das etapas de isolamento, purificacdo e caracterizagao usando
as técnicas de elucidagao estrutural comumente empregadas, tais como UV,
RMN e CLAE-EM foi possivel obter o perfil cromatografico ou “fingerprint dos
extratos hidroalcodlicos das espécies S. aureum, S. denudatum e S.
paniculatum.

Os cromatogramas na Figura 66 mostram a identificacdo das

substancias das fracbes flavonoidicas eluidas durante a separacao

cromatografica.
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Figura 66: Cromatograma de separacao por CLAE-UV-DAD dos extratos hidroalcodlicos das
folhas de: S. aureum, S. denudatum e S. paniculatum. Identificagdo: 1 miricetina-3-O-(-
galactopiranosideo; 2 miricetina-3-O-G-glicopiranosideo; 3 miricetina-3-O-B-arabinopiranosideo;
4 miricetina-3-O-a-raminopiranosideo; 5 NI; 6 quercetina-3-O-B-galactopiranosideo; 7
quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo; 8 quercetina-3-O-a-raminopiranosideo; 9 miricetina-3-O-
(2" galoil)-a-raminopiranosideo 10 miricetina-3-0-(3"galoil)-a-raminopiranosideo; 11 quercetina-
3-O-a-arabinofuranosideo; 12 NI'. Eluicao: 17% para 19% de B em 30, 19% para 24% de B até
40’, 24% para 35% de B até 50’, 35% para 100% de B até 60’.Coluna Shimadzu® C18 (250 x
46 mm; 5 uym), CLAE (Shimadzu®), fluxo 1,0 mL min-', A= 254 nm. Gradiente de elui¢do
empregado na analise cromatografica no detalhe. NI*: substancia ndo identificada.
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5.5 Ensaios bioldgicos

5.5.1 Resultados da atividade antioxidante pelo método do DPPH
dos extratos, fragdes de particao e substancias isoladas de Sclerolobium
sp.

De acordo com a Figura 67, podemos observar que a atividade
antioxidante dos extratos hidroalcodlicos de S. aureum, S. denudatum e S.
paniculatum apresentaram grande capacidade sequestradora de radical DPPH.

Ja os extratos hexanicos nao apresentaram atividades relevantes neste teste.
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Figura 67: Avaliacdo da atividade sequestradora do radical DPPH dos extratos hexanicos e

hidroalcodlicos de Sclerolobium sp.

As fragdes de particdo ACOEt, BuOH e AQ de S. aureum, S. denudatum
e S. paniculatum apresentaram um potencial de inibigdo de oxidagéo proximos
e/ou até mesmo superiores aqueles obtidos com a substancia utilizada como

padrao (a-tocoferol) (Figura 68).
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Figura 68: Avaliacdo da atividade sequestradora do radical DPPH das fracbes de particdo

obtidas dos extratos hidroalcodlicos Sclerolobium sp.

As substancias isoladas:

miricetina

3-0-B-galactopiranosideo,

miricetrina e quercetina-3-O-B-arabinopiranosideo apresentaram atividade

antioxidante significante quando comparados com a substancia padrao (rutina)

(Figura 69).
Atividade antioxidante (DPPH) das substancias isoladas das
espécies de Sclerolobium.
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Figura 69: Avaliacdo da atividade sequestradora do radical DPPH das substancias isoladas

dos extratos hidroalcodlicos de Sclerolobium sp.
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5.5.2 Resultados da atividade antifiUngica dos extratos brutos e

fracoes das espécies de Sclerolobium.

Os resultados das avaliacbes da atividade antifungica dos extratos

brutos e fracbes de particdo de S. aureum, S. paniculatum, S. denudatum

frente aos fungos Candida albicans, C. parapsilosis, C. krusei e Cryptococcus

neoformans, estdo mostrados nas tabelas 27 e 28 respectivamente.

Tabela 27: Resultado da avaliagdo da atividade antifingica dos extratos brutos das espécies

de Sclerolobium.

Extratos brutos

e padroes

Candida
albicans

Candida
krusei

Candida
parapsilosis

Cryptococcus
neoformans

CIM* (ug/mL)

CIM* (ug/mL)

CIM* (ug/mL)

CIM* (ug/mL)

SA - Hexanico >250 125 >250 125
SA — Hidroalcodlico >250 250 >250 250
SP - Hexanico >250 7,81 250 62,5
SP - Hidroalcoodlico >250 1,95 125 62,5
SD — Hexanico >250 >250 >250 >250
SD — Hidroalcodlico >250 >250 >250 >250
Fluconazol 2,0 64,0 8,0 4,0
(controle positivo)
Anfotericina B 2,0 2,0 1,0 0,06

(Controle positivo)

Dados: SA= S. aureum; SP= S. paniculatum; SD= S. denudatum

*CIM= Concentracéo Inibitéria Minima.

Os extratos brutos hexanico e hidroalcodlico S. paniculatum, e a fracao

aquosa obtida da particao, apresentaram excelentes resultados em cepas de

Candida krusei, inibindo o crescimento de todas as cepas analisadas.
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Tabela 28: Resultado da avaliagdo da atividade antifungica das fragdes de particao do extrato

hidroalcodlico de S. aureum.

Fracao de particao

Candida
albicans

Candida
krusei

Candida

parapsilosis

Cryptococcus
neoformans

CIM* (pg/mL)

CIM* (ug/mL)

CIM* (ng/mL)

CIM* (pg/mL)

SA - fragado hexanica 125 15,6 250 125
SA - fragao acetato de etila 62,5 7,8 125 62,5

SA - fragdo butanolica 62,5 3,9 125 7,8
SA - fragdo aquosa >250 >250 >250 >250
SD - fragdo hexanica 250 250 250 125
SD - fragao acetato de etila 62,5 31,2 250 15,6
SD- fragdo butandlica 62,5 31,2 250 15,6
SD - fragdo aquosa 62,5 31,2 250 31,2
SP - fragao hexanica 250 250 >250 125
SP - fragao acetato de etila 250,0 125 250 62,5
SP- fragao butandlica 31,25 15,6 62,5 31,25
SP - fragdao aquosa 15,6 7,8 31,25 62,5

Fluconazol 2,0 64,0 8,0 4,0

(controle positivo)

Anfotericina B 2,0 2,0 1,0 0,06

(Controle positivo)

Dados: SA=S. aureum; SP= S. paniculatum; SD= S. denudatum

*CIM= Concentracéo Inibitéria Minima.

Os extratos brutos hexanico e hidroalcodlico de S. aureum néao

apresentaram atividade antifungica como visto na tabela 7, porém algumas das
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fragbes obtidas da particdo do extrato hidroalcodlico apresentaram atividades
promissoras. A fragdo acetato de etila apresentou CIM de 7,8 ug/mL contra
cepas de Candida krusei e a fragdo butandlica apresentou CIM de 3,9 ug/mL e
7,8 ug/mL contra cepas de Candida krusei e Cryptococcus neoformans
respectivamente.

O extrato bruto de S. denudatum nao apresentou atividade significativa,

ja suas fragdes de particao apresentaram atividade antifiUngica promissora.

5.5.3 Resultados da atividade tripanocida dos extratos brutos e

fragoes das espécies de Sclerolobium.

Todos os extratos e fragdes de particdo foram avaliados pelo método
colorimétrico (XTT) padronizado frente a forma epimastigota da cepa Y de T.
cruzi. A atividade tripanocida de cada substancia testada péde ser analisada a
partir do seu resultado de ICso (concentragéo de substancia que mata 50% dos
parasitos), comparativamente com o resultado do benzonidazol (controle

positivo), conforme Tabelas 29 e 30.

Tabela 29: Avaliagao da atividade tripanocida dos extratos brutos de S. aureum, S. denudatum
e S. paniculatum.

Extratos brutos ICs0
SA — hexanico ND
SA - hidroalcodlico > 500
SD - hexéanico ND
SD - hidroalcodlico > 500
SP - hexénico 480,5
SP - hidroalcodlico > 500
Benzonidazol (controle positivo) 9,01

Dados: SA= S. aureum; SP= S. paniculatum; SD= S. denudatum

ND: ndo determinado (parcialmente insolivel em DMSO)
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Tabela 30: Avaliacao da atividade tripanocida das fragdes de particdo do extrato hidroalcodlico
de S. aureum, S. denudatum e S. paniculatum.

Fragio de partigdo IC5o

SA - fragao hexanica > 500
SA - fragao acetato de etila 307,5
SA - fracao butandlica 355,6
SA - fragdo aquosa ND

SD - fragao hexanica ND

SD - fragao acetato de etila > 500
SD- fragao butandlica > 500
SD - fragdo aquosa > 500
SP - fragdo hexanica 488,5
SP - fragao acetato de etila > 500
SP- fragao butandlica > 500
SP - fragdo aquosa > 500
Benzonidazol (controle positivo) 9,01

Dados: SA= S. aureum; SP= S. paniculatum; SD= S. denudatum

ND: ndo determinado

De acordo com os resultados obtidos nas tabelas 29 e 30 verificou-se
que os extratos brutos e fragdes de particao das trés espécies de Sclerolobium
apresentaram um valor de ICsg muito alto quando comparados com o controle
positivo benzonidazol, ndo apresentando portanto, atividade tripanocida

promissora.
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5.5.4 Resultados da atividade anti-inflamatoria dos extratos brutos e
fracoes de particio dos extratos hidroalcodlicos de S. aureum, S.

paniculatum e S. denudatum.

A avaliacdo dos extratos hexénico e hidroalcodlico de S. denudatum
(SD-Hex e SD-Hidro), de S. aureum (SA-Hex e SA-Hidro) e de S. paniculatum
(SP-Hex e SP-Hidro) em linhagem de células de macréfagos peritoneais
aderentes RAW 264.7 (ATCC, American Type Culture Collection, Rockville,
MD, USA) de camundongos Balb/c evidenciou citotoxicidade inferior a 10%,
orientando a selecdo destas amostras para avaliacdo do potencial
imunomodulatério, através da quantificagdo do mediador inflamatério nitrito.
Adicionalmente, as fragdes de particdo Fr-ACOEt, Fr-BuOH e Fr-Aq das trés
espécies em estudo também nao apresentaram citotoxicidade significativa
(<10%) e, portanto, foram também selecionadas para quantificagdo de nitrito.

As células foram incubadas por 48h apdés estimulo com
lipopolissacarideo (LPS), com diferentes concentragdes das amostras teste a
37°C em estufa umidificada com 5% de CO,. Em seguida os sobrenadantes
das culturas foram coletados, centrifugados e a quantificagdo de mediador
inflamataorio nitrito foi realizada.

Para as amostras de S. denudatum SD-Hex e SD-Fr-ACOEt, foi
observada inibicdo da liberacdo de nitrito de forma dose-dependente, no
intervalo de concentragdes de 50 ug/mL até a concentragdo minima testada de
1,56 ug/mL na presenga de LPS (1 ug/mL), evidenciando o potencial
imunomodulatoério destas amostras (Figuras 70 e 71).

As outras amostras testadas mostraram inibicdo moderada da liberacao
de nitrito e de forma ndo dose-dependente, sendo, portanto descartado seu

potencial imunomodulatério frente a este mediador inflamatério.
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Figura 70: Inibicao da liberagdo de nitrito apos estimulo por LPS na presenga de
concentragdes de crescentes da amostra SD-Hex de Sclerolobium denudatum.
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Figura 71: Inibicdo da liberagdo de nitrito apds estimulo por LPS na presenca de
concentragcbes de crescentes da amostra SD-Fr-ACOEt

denudatum.

de Sclerolobium
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Consideracoes finais

6 CONSIDERAGOES FINAIS

A identificacdo de metabdlitos secundarios de origem vegetal com fins
terapéuticos tem recebido destaque crescente, sendo area de relevada
importancia para a saude humana. Considerando informag¢des da literatura
sobre o potencial de bioatividade e perfil quimico de algumas espécies do
género Sclerolobium, foram selecionadas 3 espécies: S. aureum, S. denudatum
e S. paniculatum, para estudo quimico-farmacoldgico.

Apos preparo dos extratos hexanicos e hidroalcodlicos, foram realizadas
analises cromatograficas para estabelecimento de seu perfil quimico. Os
extratos hidroalcodlicos analisados por CLAE-UV-DAD com varredura na faixa
de A 200-500 nm forneceram informacdes importantes sobre a composicao
quimica dos extratos hidroalcodlicos das trés espécies de Sclerolobium,
evidenciando principalmente a presenca de flavonoides glicosilados, como
constituintes majoritarios.

As fracbes de particao obtidas dos extratos hidroalcodlicos das trés
espécies foram submetidas a fracionamentos cromatograficos incluindo o uso
de colunas abertas com silica gel ou silica derivatizada C18, e/ou através da
técnica CLAE preparativa, o que levou ao isolamento de flavonoides
monoglucosilados derivados de quercetina e miricetina, aléem da catequina e
acido galico. Todas estas substancias apresentam caracteristicas estruturais
que promovem a atividade antioxidante, o que foi confirmado pela avaliacdo do
potencial sequestrador de radicais livres usando ensaio espectrofotométrico
com DPPH.

Os dados de CLAE-UV-DAD analisados em conjunto com os dados de
CLAE-EM-EM, e comparados com tempos de retengcédo e absor¢ao no UV de
sustancias padrbes, possibilitaram a caracterizagdo dos perfis flavonoidicos
das trés espécies em estudo, evidenciando, além de flavonoides glicosilados,
catequina e acido galico, a presencga de flavonoides glicosilados esterificados
com acido galico. O potencial antioxidante dos extratos brutos hidroalcodlicos,
fragbes de particdo e substancias isoladas de Sclerolobium spp foram
avaliados pelo método DPPH, evidenciando sua elevada capacidade
antioxidante. Os extratos hexanicos, apesar de conterem alfa-tocoferol, de

reconhecida atividade antioxidante, ndo apresentaram atividade relevante
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nesse teste, possivelmente em funcdo do seu teor presente nos extratos
analisados.

O experimento realizado visando obter o extrato bruto hexanico de S.
aureum clareado e enriquecido com substancias lipofilicas antioxidantes foi
possivel através do tratamento do extrato com carvao ativo por extracdo em
fase sélida, que pode ser confirmado pela comparacao da analise por CG-EM
do extrato bruto com a analise das fragdes enriquecidas por CG-DIC,
comprovando a eficacia da metodologia. O estudo dos extratos brutos
hexanicos por CG-DIC também permitiu verificar que as trés espécies possuem
perfis lipofilicos similares, com a presengca majoritaria de alfa-tocoferol,
lupenona e esqualeno.

A atividade antifungica dos extratos e fragcdes de particido das trés
espécies de Sclerolobium também foi avaliada sendo que, os extratos brutos
hexanico e hidroalcodlico de S. paniculatum apresentaram potencial atividade
contra cepas de Candida krusei. As fracbes de particido acetato de etila e
butandlica de S. aureum, apresentaram atividade contra as cepas de Candida
krusei e Cryptococcus neoformans respectivamente. O extrato bruto de S.
aureum nao apresentou atividade significativa, porém suas fragdes de particao
ACOEt e BuOH apresentaram atividade relevante contra cepas de Candida
krusei e/ou Cryptococcus neoformans, confirmando o potencial destas espécies
de Sclerolobium como fonte de substdncias para o desenvolvimento de
agentes terapéuticos antifungicos. As fragdes de particdo de S. denudatum
também apresentaram atividade antifungica promissora.

A atividade anti-inflamatdria foi avaliada através da inibicado da produgao
de nitrito por macrofagos peritoneais em fungao da adicdo dos extratos brutos e
fracdes de particdo das trés espécies de Sclerolobium, associado ao potencial
imunomodulatério. Foi observada atividade relevante e de forma dose-
dependente para o extrato bruto hexanico de S. denudatum e para a fragao de
particdo SD-FrACOEt, obtida do extrato hidroalcodlico de S. denudatum,
evidenciando o seu potencial imunomodulatorio. Estes resultados merecem
destaque pela observagcao de que efeitos antioxidantes e antiinflamatérios sao
em muitos casos associados ao potencial de quimioprevencgao, e dessa forma

confirmam os extratos e fracbes de S. denudatum, ricos em flavonoides
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antioxidantes e com potencial imunomodulador, como muito atrativos para
estudos mais aprofundados e seu possivel aproveitamento no desenvolvimento
de agentes quimiopreventivos.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho conclui-se que as
espécies estudadas apresentaram em sua composi¢ao quimica, antioxidantes
hidro e lipossoluveis que de acordo com a literatura sdo capazes de inibir a
deterioracdo oxidativa dos ingredientes labeis, como acidos graxos insaturados
ou outros ingredientes ativos da pele, propensos a oxidagdo. Os ensaios
antifungicos e antiinflamatério também apresentaram resultados promissores,
abrindo-se aqui perspectivas para futuros estudos.

Além disso, a investigacdo quimica das trés espécies de Sclerolobium
deve contribuir para estudos de outras espécies dessa familia e principalmente
deste género, propiciando uma estratégia rapida e de alta confiabilidade para o
estabelecimento da sua composigéo quimica.

De maneira global, os dados obtidos neste trabalho corroboram a
importancia de estudos de bioprospeccao envolvendo técnicas modernas,

contribuindo para a exploracéo racional da biodiversidade brasileira.
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Figuras de espectros
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Figura 72: Espectro de RMN “H (500 MHz) do esqualeno (Spa-Hex-1).
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Figura 73: Ampliacdo do espectro de RMN 'H (500 MHz) do esqualeno (Spa-Hex-1).
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Figura 74: Ampliacdo do espectro de RMN *3C (125 MHz) do esqualeno (Spa-Hex-1).
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Figura 75: Ampliacéo do espectro de RMN **C (125 MHz) do esqualeno (Spa-Hex-1).
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Figura 76: Espectro de RMN *H (500 MHz) do a- tocoferol (SPa-Hex-2).
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Figura 78: Espectro de RMN **C (125 MHz) do a- tocoferol (SPa-Hex-2).

glenda_SPaHex2_c
Glenda SPa-Hex-2 01/01/2011

22.704
22.612

27.973

/32775

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 flf(} 17) 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2
1 (ppm

Figura 79: Ampliago do espectro de RMN **C (125 MHz) do a- tocoferol (SPa-Hex-2).
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Figura 80: Ampliacéo do espectro de RMN **C (125 MHz) do a- tocoferol (SPa-Hex-2).
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Figura 81: Ampliac&o do espectro de RMN *3C (125 MHz) do a- tocoferol (SPa-Hex-2).
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Figura 82: Espectro de RMN “H (500 MHz) da catequina (SA-3).
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Figura 83: Ampliagéo do espectro de RMN 'H (500 MHz) da catequina (SA-3).
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Figura 84: Ampliacdo do espectro de RMN 'H (500 MHz) da catequina (SA-3).
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Figura 85: Espectro de RMN *C (125 MHz) da catequina (SA-3).
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Figura 86: Espectro de RMN *H (500 MHz) da substancia miricetina-3-0--galactopiranosideo
(SPa-14-17-A).
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Figura 87: Ampliacdo do espectro de RMN *H (500 MHz) da substancia miricetina-3-0O-g-
galactopiranosideo (SPa-14-17-A).
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Figura 88: Espectro de RMN **C (125 MHz) da substancia miricetina-3-0-p-galactopiranosideo
(SPa-14-17-A).
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Figura 89: Ampliacio do espectro de gHMBC da substancia miricetina-3-O-g-
galactopiranosideo (SPa-14-17-A).
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Figura 90: Espectro de RMN *H (500 MHz) da substancia miricetina-3-O- a-ramnopiranosideo

(SPa-14-17-B).
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Figura 91: Ampliacdo do espectro de RMN *H (500 MHz) da substancia miricetina-3-O-a-
ramnopiranosideo (SPa-14-17-B).
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Figura 92: Ampliacdo do espectro de RMN **C (125 MHz) da substancia miricetina-3-0-a-
ramnopiranosideo (SPa-14-17-B).
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Figura 93: Espectro de gHMBC da substancia miricetina-3-0-a-ramnopiranosideo (SPa-14-
17-B).
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Figura 94: Espectro de RMN *H (500 MHz) da substancia quecetina-3-O-B-arabinopiranosideo
(SA-Fac-7).
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Figura 95: Ampliacdo do espectro de RMN 'H (500 MHz) da substancia quecetina-3-O--
arabinopiranosideo (SA-Fac-7).
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Figura 96: Ampliacdo do espectro de RMN 'H (500 MHz) da substancia quecetina-3-O-8-
arabinopiranosideo (SA-Fac-7).
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Figura 97: Ampliacdo do espectro de RMN 'H (500 MHz) da substancia quecetina-3-O-8-
arabinopiranosideo (SA-Fac-7).
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Figura 98: Espectro de RMN 'H (500 MHz) da miricetina-3-0-(2”-O-galoil)-a-ramnopiranosideo
( SA-Fac-9).
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Figura 99: Ampliacdo do espectro de RMN *H (500 MHz) da miricetina-3-0-(2”-0O-galoil)-a-
ramnopiranosideo ( SA-Fac-9).
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Figura 100: Ampliacdo do espectro de RMN 'H (500 MHz) da miricetina-3-O-(2”-O-galoil)-a-
ramnopiranosideo ( SA-Fac-9).
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Figura 101: Espectro de gHMBC da miricetina-3-0-(2”-O-galoil)-a-ramnopiranosideo ( SA-Fac-
9).
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Figura 102: Espectro de RMN *H (500 MHz) do 4cido galico (SPa-Fac-1-2).
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Figura 103: Espectro de RMN *3C (125 MHz) do &cido gélico (SPa-Fac-1-2).
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Figura 104: Espectro de RMN *H (500 MHz) da quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo (SD-Fac-
9)
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Figura 105: Ampliacdo do espectro de RMN 'H (500 MHz) da quercetina-3-O-a
arabinofuranosideo (SD-Fac-9)
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Figura 106: Espectro de RMN 'H (500 MHz) da quercetina-3-O-a-ramnopiranosideo (SD- Fac-
10).

glenda_SDFAc10_h2
Glenda SD-FAc-10 02/06/10

_0.80
~-0.79

5.23
123
122

-—3.95

T
24 22 20 18 16 14 12 10 08 06 04 02 00

T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26
f1 (ppm)

Figura 107: Ampliacdo do espectro de RMN 'H (500 MHz) da quercetina-3-O-a-
ramnopiranosideo (SD- Fac-10).

131



Figuras de espectros

glenda_SDFAc10_h2
Glenda SD-FAc-10 02/06/10

M M N

. . . . . . . . . .
7.45 7.40 7.35 730 7.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.8?1( )6.75 6.70 6.60 6.50 6.40 6.30 6.20
ppm

Figura 108: Ampliacdo do espectro de RMN 'H (500 MHz) da quercetina-3-O-a
ramnopiranosideo (SD- Fac-10).
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