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"Um galo sozinho ndo tece a manha:
ele precisara sempre de outros galos.

De um que apanhe esse grito que ele

e o lance a outro: de um outro galo

que apanhe o grito que um galo antes

e o lance a outro; e de outros galos

que com muitos outros galos se cruzam
os fios de sol de seus gritos de galo

para que a manhd, desde uma tela ténue,
se va tecendo, entre todos os galos.

E se encorpando em tela, entre todos,
se erguendo tenda, onde entrem todos, no toldo
(a manhd) que plana livre de armacéo.

A manha, toldo de um tecido tdo aéreo
que, tecido, se eleva por si: luz baldo".

(Tecendo a manha — Jodo Cabral de Melo Neto)
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RESUMO

Esse trabalho é parte do projeto tematico BIOTA-FAPESP: “Uso Sustentavel da
Biodiversidade Brasileira: Prospec¢do Quimico-Farmacoldgica de Plantas Superiores” e
visa contribuir com a caracterizacdo de espécies presentes no estado de S&do Paulo,
investigando seu potencial quimico-medicinal. Dentre as espécies com particular
interesse, foram investigadas neste trabalho Guapira opposita, G. noxia e G.
graciliflora, pertencentes a familia Nyctaginaceae. O estudo quimico do extrato
cloroférmico das folhas foi conduzido por CG-FID e levou a identificacdo de esteroides
e triterpenos. Os extratos metandlicos das trés espécies foram fracionados por técnicas
cromatograficas convencionais (permeagdo em gel, MPLC, HPLC) e as substancias
resultantes foram identificadas através de métodos espectroscopicos e espectrométricos
(RMN, 1V, UV e EM). Com este estudo, foram identificados em G. opposita onze
flavonoides, dois monoacilglicerois, um ureideo e um ciclitol; em G. graciliflora cinco
saponinas, duas delas inéditas, dois flavonoides e dois monoacilglicerois; e de G. noxia
dois compostos nitrogenados, um hemiterpeno e uma saponina inédita. As analises por
HPLC-PDA-ELSD apontaram perfis quimicos qualitativamente semelhantes entre as
espécies. Dentre as atividades bioldgicas investigadas nas espécies, verificou-se que o
extrato de metanolico de G. noxia possivelmente oferece efeito gastroprotetor na
formacéo de ulceras, por elevar os niveis de glutationa, associado ao efeito antioxidante.
Também foi verificada atividade antimicrobiana nos extratos de G.noxia e G.
graciliflora, mutagénica em G. opposita e auséncia de citotoxicidade em todos os
extratos testados. Dessa maneira, este estudo contribui para aprofundar o conhecimento
quimico-farmacologico sobre espécies de Guapira, que ocorrem no estado de S&o

Paulo.

Palavras-chave: Guapira noxia, Guapira opposita, Guapira graciliflora, Nyctaginaceae



ABSTRACT

This work is part of the BIOTA-FAPESP thematic project “Sustaintable use of
the Brazilian Biodiversity: Chemical and Pharmacological Prospection on Higher
Plants”, and intents to contribute to improve the knowledge of plants present in the Sao
Paulo State, by investigating their chemical and biological potential. Some of the
species with particular interest are Guapira opposita, G. noxia and G. graciliflora,
which belongs to the Nyctaginaceae family. The chemical study of the chloroformic
extracts was performed by GC-FID and led to the identification of steroids and
triterpenes. The methanolic extracts were fractionated by conventional chromatographic
techniques (gel permeation, MPLC, HPLC) and the isolated compounds were identified
by spectroscopic and spectrometric methods (NMR, IR, UV and MS). In this approach,
have been identified from G. opposita eleven flavonoids, two monoacylglycerols, one
ureide and one cyclitol; from G. graciliflora five saponins, two of them new, two
flavonoids, and two monoacylglycerols; and from G. noxia two nitrogenated
compounds, one hemiterpene and one new saponin. HPLC-PDA-ELSD analyses
revealed similar qualitative chemical profile among the species. Concerning the
investigated biological activities, it was observed that the methanolic extract of G. noxia
has gastroprotector effects probably by incresing the levels of glutatione, associated to
the antioxidant effect. Moreover, it was observed antimicrobial activity in G.noxia and
G. graciliflora, mutagenic activity in G. opposita and absence of citotoxicy in all tested
extracts. Thus, this work contributes to increase the chemical and pharmacological

knowledge of plants from Guapira genus, presents in S&o Paulo State.

Keywords: Guapira opposita, Guapira noxia, Guapira graciliflora, Nyctaginaceae



1. INTRODUCAO

O projeto Biota FAPESP: “Uso Sustentdvel da Biodiversidade Brasileira:
Prospec¢do Quimico-Farmacoldégica em Plantas Superiores”, do qual este trabalho faz
parte, visa contribuir com a caracterizacdo dos Biomas Cerrado e Mata Atlantica do
estado de Sdo Paulo, investigando o potencial quimico-medicinal de espécies
brasileiras. Dentre as espécies com particular interesse estdo as do género Guapira

(Nyctaginaceae).
1.1. A familia Nyctaginaceae

A familia Nyctaginaceae, descrita por Antoine Laurent de Jussieu em 1803, €
representada por cerca de 33 géneros (Quadro 1.1) e mais de 300 espécies distribuidas
mundialmente em regi6es de clima tropical e subtropical (APG Il, 2003; DI STASI &
HIRUMA-LIMA, 2002). Estudos sugerem a presenca de seis tribos na familia:
Abronieae, Boldoeae, Boungainvilleeae, Leucastereae, Nyctagineae e Pisonieae, sendo
esta Ultima a que congrega o maior nimero de espécies (BITTRICH & KUHN, 1993).

A denominacdo da familia tem origem no prefixo grego “nyct” que significa
“pertencente a noite” e refere-se ao habito de florescimento noturno de algumas plantas
(MORHARDT & MORHARDT, 2004). Por esta mesma razdo, algumas espécies
(Mirabilis jalapa) sdo conhecidas na América do Norte como “flor-das-quatro”. Em
territorio brasileiro estdo presentes dez géneros e cerca de setenta espécies, pertencentes
principalmente aos géneros Boerhavia, Bougainvillea, Mirabilis, Pisonia, Andradea,
Neea e Guapira (FURLAN, 1996; DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002).

Quadro 1.1: Géneros pertencentes a familia Nyctaginaceae (APG 11, 2003)

Abronia Colignonia Neeopsis
Acleisanthes Commicarpus Nyctaginia
Allionia Cryptocarpus Okenia
Ammocodon Cuscatlania Phaeoptilum
Andradea Cyphomeris Pisonia
Anulocaulis Guapira Pisoniella
Belemia Grajalesia Ramisia
Boerhavia Izabalaea Reichenbachia
Bougainvillea Leucaster Salpianthus
Caribea Mirabilis Selinocarpus
Cephalotomandra Neea Tripterocalyx

Juliana Severi 23



Na familia Nyctaginaceae estdo presentes arvores, arbustos ou ervas, de folhas
simples, inteiras, opostas, raramente alternas, pecioladas a sésseis, com venagao pinada
e sem estipulas. O mesofilo apresenta cristais de oxalato de célcio na forma de drusas,
réfides e areias cristalinas. As flores s&o normalmente hermafroditas ou unisexuadas,
solitarias ou agregadas em inflorescéncias do tipo cimeira, panicula, ponto ou umbelas;
fixadas axilar ou terminalmente, com perianto geralmente actinomorfo, triciclicas.
Bracteas possuem cor vibrante, tamanho pequeno, regulares, ciclicas, ovario supero,
unilocular, uniovulado. Estilete curto a elongado, raramente ausente, estigma variavel
em formato. Fruto aquénio ou de paredes finas (BARROSO et al., 1986).

Dois principais centros de distribuicdo foram observados para Nyctaginaceae: o
primeiro na regido neotropical e do Caribe, caracterizado por géneros arborescentes, tais
como, Neea, Guapira, Pisonia e Bougainvillea, bem como para herbaceas Colignonia e
Salpianthus. O segundo situa-se nas zonas aridas da América do Norte, onde Vvarios
géneros sdo nativos, incluindo Boerhavia, Mirabilis, Abronia, Acleisanthes e
Commicarpus. Alguns géneros sdo comuns em regides tropicais e subtropicais do
mundo (Boerhavia, Commicarpus, Pisonia). Mirabilis estd presente na América do
Norte e do Sul, com uma espécie na Asia; Acleisanthes somalensis um membro disjunto
da Somédlia. Mirabilis (M. jalapa, M. oxybaphoides) e Bougainvillea (B. glabra, B.
spectabilis, B. peruviana e varios cultivares hibridos) estdo naturalizadas em muitas
partes do mundo. Apenas um género é restrito ao Velho Mundo, o Phaeoptilum no
sudoeste da Africa (DOUGLAS, 2007).

O nome popular “maria-mole” € comum em muitas especies arboreas, em
referéncia a baixa qualidade da madeira (LORENZI & SOUZA, 2005). Muito embora a
familia ndo apresente significativo valor econdmico, algumas espécies sdo Uteis como
ornamental e medicinal, sendo pertencentes principalmente aos géneros Boerhavia,
Mirabilis e Bougainvillea.

Especialistas em Nyctaginaceae (FURLAN, 1996) comentam que, analisando os
trabalhos sobre essa familia, chama atencdo a quase inexisténcia de chaves de
identificacdo para as espécies da tribo Pisonieae e de especialistas em Nyctaginaceae.
Além disso, levantamento bibliografico realizado em diversas fontes (SciFinder
Scholar, Web of Science, Pubmed, Chemical Abstracts, Medline) evidenciou o quéo
escassos sdo os estudos referentes a composi¢do quimica e a ensaios comprobatérios de

atividade farmacol6gica de espécies dessa familia.
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Dentre os poucos trabalhos existentes, pode-se citar os realizados com
Boerhaavia diffusa Willd., pois ela figura como uma das espécies pertencentes a familia
Nyctaginaceae que foi melhor investigada quanto seu potencial quimico-medicinal. E
uma planta herbaceo-arbustiva nativa de regides tropicais das Antilhas, América do Sul,
india e Africa. E conhecida popularmente no Brasil como erva-tostdo e na India e Asia
como punarvava, nome de origem sanscrita proveniente do termo “karoti shariram
punarnavam”, que significa “aquele que rejuvenesce o corpo” (WAHI et al., 1997).

Suas cascas e folhas sdo utilizadas popularmente no tratamento de indmeras
doencas, tais como, ictericia, anemia, asma, dispepsia e dor abdominal. Na medicina
Ayurvedica as cascas sdo prescritas como diuréticas, expectorante, vermifuga,
analgeésica e revigorante da funcdo renal (ASLAM, 1996; LAD, 1999; KIRTKAR &
BASU, 1956; GOYAL et al., 2010). No Brasil a infusdo das folhas € util na expulsao de
vermes, particularmente contra lombrigas ou usa-se a infusdo de toda a planta no
tratamento de hepatite e diarréia (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002).

Estudos farmacoldgicos demonstraram algumas de suas propriedades
farmacoldgicas, dentre elas, de elevacdo dos niveis de bile e atividade hepatoprotetora
em ratos com hepatotoxicidade induzida por CCl, e por tioacetamida (CHANDAN et
al., 1991; RAWAT et al, 1997); imunomodulatéria em camundongos
(MUNGANTIWAR et al., 1999), antiproliferativa e imunosupressora na analise sobre
celulas NK (natural killer), produgdo de NO, de IL-2 (interleucina tipo 2), TNF-a. (fator
de necrose tumoral alfa) e IFN-y (interferon gama) (MEHROTRA et al., 2002a;
MEHROTRA et al., 2002b; PANDEY et al., 2005); antidiabética devido a hipoglicemia
mediada por aumento na liberagdo de insulina em ratos diabéticos (PARI &
SATHEESH, 2004; CHUDE et al., 2001; NALAMOLU et al., 2004); analgésica e
antiinflamatdria frente os testes de placa quente e acido acetico, possivelmente por agdo
do central tipo opidide (HIRUMA-LIMA et al., 2000); atividade antifibrinolitica e anti-
inflamatoria (BARTHVAL & SRIVASTAVA, 1990, 1991), melhorias na nutricdo e
regeneracdo renal (MISHRA & SINGH, 1980), quimiopreventiva (BHARALI et al.,
2003), anti-tumoral e antimetastatica em células de melanoma mamario (MANU et al.,
2009; MANU et al., 2007; LEYON et al., 2005), sequestradora de radicais livres e
inibidora da acetilcolinesterase (PEREIRA et al., 2009; RACHH et al., 2009); aumento
da resisténcia a infeccdo por virus fitopatogénicos em Nicotiana tabacum (AWASTI &
VERMA, 2010; LOHANI et al., 2007) e antibacteriana contra Bacilus cereus, B.
megaterium e Staphylococcus aureus (GIRISH & SATISH, 2008), dentre outras.
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O potencial medicinal ainda se estende a outras espécies da familia
Nyctaginaceae. B. coccinea é popularmente utilizada no tratamento de disturbios renais,
hepaticos e do sistema urinario (BRAGA, 1960), enquanto que o cha das cascas de B.
erecta mostrou atividade antimalarica em roedores infectados por Plasmodium berghei
(HILOU et al., 2006). O cha das raizes de Coligonia scandens Benth. é utilizado
medicinalmente como depurativo em peles com sarampo (DE FEO et al., 1998). As
folhas de Pisonia umbellifera sdo empregadas no tratamento de envenenamentos e no
controle de nematdides fitopatogénicos. Mirabilis jalapa apresenta, além do valor
ornamental, propriedades antibacteriana e antiviral (KUSAMBA et al., 1991) e é
utilizada na medicina tradicional chinesa no tratamento de artrite, inflamacgéo e outros
(HOW, 1998). O extrato aquoso das folhas de Boldoa purpurascens apresentou
atividades antibacteriana, diurética e anti-inflamatéria (GONZALEZ et al., 2001;
ABRAHAM et al., 1980; MISAS et al., 1980). Neea theifera foi apontada em estudos
etnofarmacoldgicos com atividade antidiarréica e contra entero-colites (CORREA,
1984; ELVIN-LEWIS & LEWIS, 1983) e anticarie (DUKE & MARTINEZ, 1994).
Levantamento etnofarmacologico realizado pela Profa. Dra. Clélia Akiko Hiruma-Lima,
do Departamento de Fisiologia do Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu-SP,
revelou também o uso dessa espécie no tratamento de Ulceras.

Apesar do potencial medicial acima mencionado, ainda sdo escassos 0s estudos
de caracterizacdo quimico-bioldgica com outras espécies de plantas pertencentes a
familia Nyctaginaceae. Foram relatados alguns rotendides, flavonois, flavonas,
isoflavonas, lignanas, terpenos, esteroides, saponinas, alcaloides, xantonas, peptideos,
dentre outros. Ademais, a familia é conhecida por produzir betalainas e ndo
antocianinas, pigmentos restritos a plantas da ordem Caryopyllales e a certos fungos
(TANAKA et al., 2008). Um panomara dos compostos ja isolados e atividades

bioldgicas mencionadas esta apresentado no quadro 1.2 e figuras 1.1 a 1.13.
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Quadro 1.2: Panorama quimico representativo de plantas da familia Nyctaginaceae
Espécie Substancias presentes* Referéncia

Abronia latifolia F4 WOLLENWEBER et al., 1993
Boerhaavia coccinea R1, R2 MESSANA et al.,1986

R15, R16 FERRARI & MESSANA, 1991

R18 SANTOS et al., 1998
Boerhaavia diffusa ElaES8 KADOTA et al., 1989

F1 GUPTA & AHMED, 1984

L1, L2 LAMI et al., 1991b

N1, N2 NANDI & CHATTERJEE, 1974

N3 OJEWOLE & ADESINA, 1983

N4 ASLAM, 1996

R3, R4 KADOTA et al., 1989

R5 KADOTA et al., 1988;

LAMI et al., 1990

R6, R7, R8 LAMI et al., 1991a

R9, R10 BORELLI et al., 2005

R17 BORELLI et al., 2006

X1 AHMED & YU, 1992

P1 JAIN & KHANNA, 1989
Boldoa purpurascens F15aF18 MOSQUERA et al., 2008
Bougainvillea glabra B9 aB16 HEUER et al., 1994

F6 PRICE & ROBINSON, 1937
Bougainvillea spectabilis S8 a S10 AHMED, 2009
Boerhaavia repens El AHMED et al., 1990

N1, N2 NANDI & CHATTERIJEE, 1974

R11, R12 AHMED et al., 1990

T1, T2 AHMED et al., 1990
Colignonia scandens S2,S3 DE FEO et al., 1998
Mirabilis jalapa BlaB8 PIATELLI et al., 1965

F5 YANG et al., 2001

N5 MICHALET et al., 2007

N6 YI-FEN et al., 2002

R13, R14 YANG et al., 2001

R19 a R22 YI-FEN et al., 2002

Mirabilis viscosa F13, F14, F19 a F43 WOLLENWEBER & DOR, 1996

Mirabilis himalaica Gl, G2 ZHANG et al., 1997
Neea theifera F7aF14 RINALDO et al., 2007
Pisonia umbellifera S1aS7 LAVAUD et al., 1996

(*) Classe de substancia: betalaina (B), esterdide (E), flavonoide (F), glicolipideo (G), lignana (L),
composto nitrogenado (N), polifenol (P), rotendide (R), saponina (S), terpendide (T), xantona (X)
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Fig. 1.1: Betalainas (betaxantinas) em plantas da familia Nyctaginaceae (PIATELLI et al.,

1965)
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(B9) R= -D-glicopiranosideo

(B10) R,= p-D-glicopiranosideo, R,=H
(B11) Ry= p-D-glicopiranosideo, R,= cafeiola
(B12) Ry= p-D-glicopiranosideo, R,= cumaroila

R,0

(B13) R1=R3=H, R,= cumaroila

(B14) R,= p-D-glicopiranosideo, R,= cumaroila, R3= cafeioila
(B15) Ry= p-D-glicopiranosideo, R,= R3= cumaroila

(B16) R;= H, R,=R3= cumaroila

Fig. 1.2: Betalainas (betacianinas) em plantas da familia Nyctaginaceae (HEUER et al., 1994)
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(E1) R=

(E2) R=

HO

(E3) R=

(E4) R= CO(CH2)14—CH3
(E5) R= CO(CH2)7=CH—(CH2)7—CH3

(E6) R1= CO(CH2)14—CH3, R=H
(E7) R1: CO(CH2)14—CH3, R2: COCH3
(E8) R1: Rzz COCHg

Ry
Q o
HO
R,0 OR

2
(KADOTA et al., 1989)

(T1)
(AHMED et al., 1990)

OH
)\/\)\/\)\/\)\)
(T2)

(AHMED et al., 1990)

Fig. 1.3: Esterdides e Terpendides em plantas da familia Nyctaginaceae
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(F1) (F2) R=H
(GUPTA & AHMED, 1984) (F3) R= s-D-galactopiranosideo

(F4) abronisoflavone (F5)
(WOLLENWEBER et al., 1993) (YANG et al., 2001)

(F6)
(PRICE & ROBSON, 1937)

(F7) R1=R3= H, R,= -D-glicopiranosideo

(F8) R,=R3= H, Ry= -D-glicopiranosideo

(F9) Ry= p-D-glicopiranosideo, R,= H, R3= OH
(F10) R1=R,= p-D-glicopiranosideo, R3= H
(F11) R1=H, R,= p-D-glicopiranosideo, Rs= OH
(FlZ) R1:R2: H, R3: OCH3

(F13) Ri=R,=H, R;=OH

(F14) Ri=R,=H, Rs=H

(RINALDO et al., 2007)

Fig. 1.4: Flavondides em plantas da familia Nyctaginaceae
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OH )

(F15) R= p-D-xilopiranosideo-(2’’—1°"’)-O- a-L-rhamnopiranosideo
(F16) R= p-D-xilopiranosideo

(F17) R= p-D-glicopiranosideo-(2>’—1°")-O-a-L-rhamnopiranosideo
(F18) R= p-D-glicopiranosideo

(MOSQUERA et al., 2008)

OH 0]

(F19) R;= R3= R4= Re= H, Ry= OCHj3, Rs= OH
(FZO) R1: R3: R4: Rez H, R2: OH, R5: OCH3
(F21) R1: R3: R4: Re;: H, Rzz R5: OCH3
(FZZ) R1: R2: OCH3, R3: R4: Rez H, R5: OH
(F23) R1: R3: R6: H, R2: R5: OH, R4: OCH3
(F24) R1: R3: R6: H, R2: R4: OCH3, R5: OH,
(F25) Ry= R3= R4= H, R,= Rs= Rg= OH

(FZG) R1: R3: R4: H, R2: R5: OH, R6: OCH3
(F27) R1: R3: R4: H, R5= R6: OH, R2: OCH3
(F28) R1: R3: R4: H, R2: R6: OH, R5: OCH3
(F29) R1: R3: R4: H, R2= R6: OCH3, R5: OH
(F30) R1: R3: R4: H, R2: OH, R5: R6: OCH3
(F31) R1: R3: R4: H, R2= R5: OCH3

(F32) R1: R3: R4: H, R2: R5: R6: OCH3
(F33) R1: R2: R5: OH, R3= R4: H,

(F34) R1: R5: OCH3, R3: R4:H, R2: R6: OH
(F35) R1: R3: H, R2: R4= R5: OH, R6: OCH3
(F36) R1: R3: H, R2: R5: R6: OH, R4: OCH3
(F37) R1: R3: H, R4: R5= OH, R2= Rez OCH3
(F38) R1: R3: H, R2: R5: OH, R4: R6: OCH3
(F39) R1: R3: H, R2: R4= OCH3, R5:R6: OH
(F40) R1: R3: H, R2: R4: R6: OCH3, R5: OH
(F41) R1: R3: H, R2: R4= R5: OCH3, Rez OH
(F42) R1: R3: H, R2: R4: R5: R6: OCH3
(F43) R1: R4: R5: OCH3, R2: R5= OH, R3= H
(WOLLENWEBER & DORR, 1996)

Fig. 1.5: Flavonoides em plantas da familia Nyctaginaceae
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(R1) R= CHs (R3) Ry= CH3, R,=H
(R2)R=H (R4 Ri=R,=H
(MESSANA et al., 1986) (KADOTA et al., 1989)

(R5) Ri=R,=H (R6) R= OCHjs
(KADOTA et al., 1988; LAMI et al., 1990) (R7) R= OH
(R8) R=0 (C=0)
(LAMI et al., 1991a)

OAc

(R9) R=H (R11) R=H
(R10) R= CH, (R12) R= OH
(BORELLI et al., 2005) (AHMED et al., 1990)

(R13) (R14)
(YANG et al., 2001) (YANG et al., 2001)

Fig. 1.6: Flavondides (rotendides) em plantas da familia Nyctaginaceae
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(R15) (R16)
(FERRARI & MESSANA, 1991) (FERRARI & MESSANA, 1991)

(R17) (R18)
(BORELLI et al., 2006) (SANTOS et al., 1998)

(R19) R= OCHj (R20) R= p-D-glucopiranosideo
(YI-FEN et al., 2002) (YI-FEN et al., 2002)

(R21) R1: CH3 R2:R3:R4: OH, R5: H
(R22) R1:R4: H, R2: OCH3, R3:R5: OH
(YI-FEN et al., 2002)

Fig. 1.7: Flavondides (rotendides) em plantas da familia Nyctaginaceae
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(N1) punarnavive-1
(N2) punarnavine-2
(NANDI & CHATTERJEE, 1974)

o)
(N3) R= a-L-arabinofuranosideo HN N
(OJEWOLE & ADESINA, 1983) | \>
N N
A
R
H @)
Y/
(N4) N oH
(ASLAM, 1996) Ao X
o” N )N\
H o NH,
OH
(N5) OCH,8
(KUSAMBA et al., 1991) 0
N N
H
H4CO
CH;0
(N6)
(YI-FEN et al., 2002) \y
HO
OH  CHy

Fig. 1.8: Compostos nitrogenados em plantas da familia Nyctaginaceae
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Rl Rz R3

(S1) H H H
(S2) p-D-glic H H
(S3) S-D-glic p-D-glic H
(S4) S-D-glic S-D-glic S-D-xil
(S5) S-D-glic p-D-glic  B-D-xil-(2>—1""")-4-D-glic
(s6) | o
B-D-glic H Hom
(S7) 0

(DE FEO et al., 1998; LAVAUD et al., 1996)

Ry Ro Rs
(S8) a-L-rha-(1—-2)-a-L-ara CH,OH  a-L-rha-(1—4)-5-D-glic-(1—6)-5-D-glic
(S9) CH, H
(S10) p-D-glic CH,OH

(AHMED, 2009)

Fig. 1.9: Saponinas em plantas da familia Nyctaginaceae
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CHs3(CHy3— C|3H— |CH— CH———o0
(G1) n= 23 OH OH rlle CH,OH
(G2)n=24 C=0 0
(Grn PH
CH; HO
OH

Fig. 1.10: Glicolipideos em plantas da familia Nyctaginaceae (ZHANG et al., 1997)

(L1) R;=R,= p-D-glicopiranosideo
(L2) Ry= p-D-glicopiranosideo, R,= H

OCHj

R,0O
' oM OCH;
IIIHn----- an
H3CO p

H

Fig. 1.11: Lignanas em plantas da familia Nyctaginaceae (LAMI et al., 1991b)
OH
0
CH,OH
0 o) OH
OH
HO CH,
OH

Fig. 1.12: Polifenois em plantas da familia Nyctaginaceae (JAIN & KHANNA, 1989)

(P1)

(X1) CH, CHs  coocH,
o

o oH OCH

Fig. 1.13: Xantonas em plantas da familia Nyctaginaceae (AHMED & YU, 1992)
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1.2. O género Guapira

O género Guapira foi descrito pela primeira vez por Aublet em 1775 e no Brasil
h& mais de dez espécies distribuidas em quase todos os biomas. Verifica-se uma baixa
frequéncia na regido amazonica, tendo sido coletados poucos exemplares de G. opposita
e G. hirsuta bem como um ndmero maior de exemplares de G. venosa. Outras coletas
esporadicas foram registradas com G. graciliflora e G. opposita no estado de Ronddnia,
indicando que estas espécies podem estar comecgando a colonizar novas areas. Na regido
litorAnea encontram-se as espécies G. hirsuta, G. nitida, G. obtusata, G. opposita e G.
pernambucensis, enquanto que na caatinga ou restinga encontram-se preferencialmente
G. laxa e nos campos de altitude e rupestres, G. tomentosa. Por fim, nas regifes de
cerrado ocorrem principalmente as espécies G. areolata, G. campestris, G. graciliflora
e G. noxia (FURLAN, 1996).

Dados do programa Biota/FAPESP (SINBIOTA, 2006) mostram que no estado
de Sédo Paulo ja foram coletadas oito espécies de Guapira: G. tomentosa, G. hirsuta, G.
noxia, G. opposita, G. nitida, G. olfersiana, G. graciliflora e G. areolata. Uma vez que,
surpreendentemente, ndo havia nenhum registro de estudo quimico ou biol6gico do
género, nosso grupo de pesquisa iniciou sua investigacdo na tentativa de avaliar o
potencial quimico-medicinal. O interesse em estudar espécies de Guapira também
reside no fato desta familia possuir taxonomia conflitante, especialmente para
diferenciacdo com o género Neea. As subdivisdes propostas para o0 género, que tém sido
aceitas por quase todos os pesquisadores, sdo baseadas exclusivamente em caracteres
anatdmicos e morfoldgicos, principalmente das folhas e flores (FURLAN, 1996).
Apesar disso, muitas vezes é dificil separar espécies dos géneros Neea e Guapira, como
demonstram inimeras identificacBes incorretas em herbarios.

No nosso caso em particular, os resultados desta investigacdo poderdo ser
comparados aqueles obtidos por outro componente do grupo que investigou espécies de
Neea (RINALDO et al., 2007), dentro do projeto temético BIOTA-FAPESP.

Em trabalhos anteriores foi iniciado esrtudo quimico-biolégico do género
Guapira, a partir da espécie G. noxia. Estes estudos revelaram as atividades antidlceras,
anti-inflamatoria, antimicrobiana e moduladora do sistema imunoldgico com os extratos
dessa espécie e foram isolados principalmente flavonodides (SEVERI, 2007) (Figura
1.14). Dessa forma, neste trabalho foi dada continuidade ao estudo de G.noxia e inicou-

se 0 estudo com G. opposita e G. gracililflora.
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OCH SN/
OH : N H
HO OH )\ <y
N/
0

OH [l\] )\
OH H o OH

Gnl Gn2

R; R,
Gn3 O-f-D-glic-(6’—>1"")-O-a-L-rha OH
Gn4 O-p-D-glic-(6’—>1°"")-O-a-L-rha OCHjs
Gn5 O-f-D-gal-(6’>—1""")-O-a-L-rha OCHjs

Gné  O-p-D-glic-(2”°—1°"")-O-f-D-api-(6""—>1"""")-O-a-L-tha  OH
Gn7 O-p-D-gal-(2°’—>1°"")-0-p-D-api-(6>’—>1"""")-O-a-L-rha OH
Gn8 O-p-D-glic-(2”’—>1"")-O-a-L-rha-(6"’—>1""")-0O-a-L-rha OH
Gn9  O-p-D-gal-(2’—1°"")-0-a-L-tha-(6""—>1"""")-O-a-L-tha  OH
Gnl0 O-p-D-glic-(6>’—>1""")-O-a-L-rha H

Fig. 1.14. Substancias presentes no EMeOH das folhas de G. noxia (SEVERI, 2007)

Guapira opposita (Vell.) Reitz (Figura 1.15) € conhecida popularmente como
maria-mole, farinha-seca, Ciriba e/ou pau-piranha branco.

E uma espécie arborea, didica que pode chegar a 25 m de altura, dotada de copa
alongada e pouco densa. Apresenta tronco tortuoso, revestido por casca fina quase lisa.
As folhas sdo simples, opostas, subcoridceas e semi-carnosas, muito variaveis em
tamanho e forma, mais frequentemente elipticas, ou oblongas, com cerca de 6 cm de
comprimento e 3 cm de largura, glabras. O fruto € do tipo drupa ovalada, de cor vinacea
e polpa suculenta quando maduro. A madeira é do tipo pesada, macia, de baixa
resisténcia mecanica podendo ser empregada localmente na construcdo civil e
marcenaria leve. Os frutos sdo muito procurados por passaros, que S30 Seus
disseminadores. Também ¢é utilizada para a composi¢do de reflorestamentos mistos
destinados a recuperacdo de areas degradadas. Seu desenvolvimento no campo é
considerado lento (LORENZI, 1998; DURIGAN et al., 2004).
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Fig. 1.15: Guapira opposita (Vell.) Reitz com ampliacdo das flores, frutos e sementes
(LORENZI, 1998; SILVA JUNIOR, 2005)

Guapira graciliflora (Mart. ex J. A. Schimidt) Lundell (Figura 1.16), conhecida
popularmente como maria-mole e pau-piranha, pode ser encontrada como arvore,
arvoreta ou até arbusto de 0,3-8 m de altura, didica, sem exudagdo ao se destacar a
folha. Possui copa do tipo globosa, densa, dotada de gemas terminais e laterais cobertas
com pilosidade ferruginea. As folhas apresentam grande variabilidade morfolégica. Em
geral, sdo de formato oblongo a eliptico, de base e apice agudos, obtusa ou arredondada,
opostas, inteiras, coridceas, membranaceas quando secas, rigidas, com nervura principal
proeminente amarelada, glabras em ambas as faces. Os frutos sdo em forma de drupa
elipséide, de cor vermelho-vinacea, levemente pubescente e sdo apetecidos por diversas
espécies de passaros. O tronco geralmente é ereto e cilindrico, revestido por casca
grossa e fissurada quase lisa. A madeira € leve, muito flexivel, pouco resistente e sujeita
ao rapido apodrecimento quando exposta (LORENZI, 1998; SILVA JUNIOR, 2005).
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Fig. 1.16: Guapira graciliflora (Mart. ex J. A. Schimidt) Lundell com ampliagdo das flores,
frutos e sementes (LORENZI, 1998; SILVA JUNIOR, 2005)

Guapira noxia (Netto) Lundell (Figura 1.17) é conhecida popularmente como
pao-judeo, pao-lepra, jodo-mole, capa-rosa, jodo-mole-do-campo e encontrada como
arvore pequena (2-4 m de altura), didica, decidua e sem exudagéo ao se destacar a folha.
As folhas sdo simples, opostas, cruzadas, coriaceas, de formato largo-ovadas, largo-
oblongas ou largo-elipticas de 6-16 cm de comprimento e 3-8 cm de largura, apices
obtusos, agudos ou acuminados e bases agudas ou obtusas, com ou sem pélos
ferrugineos. Margens inteiras ou onduladas, nervura central amarelada. As folhas
apresentam oxidacdo preta ao se trincarem dos galhos. Possui gemas apicais revestidas
por pilosidades ferrugineas. Os frutos sdo de formato elipséide e vermelhos quando
maduros. O tronco apresenta até 15 cm de didmetro com cristas e fissuras descontinuas
e sinuosas que formam blocos irregulares e veios profundos. A madeira ¢ flexivel e de
baixa resisténcia. Os frutos alimentam a fauna e a espécie é Util na recuperacgéo de areas
degradadas por atrair aves (DURIGAN et al., 2004; FURLAN, 1996).
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Fig. 1.17: Guapira noxia (Netto) Lundell com ampliacdo das flores, frutos e sementes
(DURIGAN et al., 2004; SILVA JUNIOR, 2005)

Com relacdo a distribuicdo destas especies no Brasil, verifica-se que G.
graciliflora ocorre em Campo cerrado, Cerrado sentido restrito, Cerraddo e Bordas de
mata de galeria. As plantas desta espécie que ocorrem em regides sujeitas a fogo
florescem répido, as vezes com apenas 30 cm de altura. G. noxia ocorre em Campo
sujo, Campo cerrado, Campo rupestre, Cerrado sentido restrito, Cerraddo e Bordas de
matas de galeria. G. opposita possui a distribuicdo mais ampla dentro do género, ja
encontrada em quase todos os estados do Brasil e em especial na Mata Atlantica
(FURLAN, 1996; SILVA JUNIOR, 2005).

Levantamento etnofarmacoldgico realizado na comunidade de Mumbuca-
Jalapao revelou o uso de G. graciliflora como cicatrizante (COELHO & SANTOS,
2007; COELHO et al., 2005). Em outro trabalho, verificou-se em G. opposita atividade
antimicrobiana contra Cladosporium cladosporides (MORENO et al., 2004).
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Um aspecto de interesse ecoldgico refere-se a observagdo feita por Delitti e
colaboradores (2007) com o fato de que, tanto em Campo cerrado quanto em Cerradao,
algumas espécies de Nyctaginaceae (Guapira e Neea) apresentaram as maiores
concentracdes de nitrogénio por massa foliar, 0 que pode estar relacionado a maior
protecdo contra a herbivoria (DELITTI ET al., 2007). Apds um estudo realizado na
Floresta Atlantica, Aidar (2000) verificou que G. opposita apresentou elevado teor de
nitrogénio foliar, em quantidade quase compardvel a encontrada em Leguminosas.
Segundo o0 mesmo autor, essa caracteristica também deve ser importante como
estratégia de adaptacdo especifica e de ocupagdo no ecossistema (AIDAR, 2000).

Outra caracteristica interessante encontrada em G. opposita é sua capacidade
biacumuladora. Atualmente, h4& um crescente interesse em pesquisas ambientais
relacionadas ao estudo de organismos bioacumuladores, como ferramenta para
monitoracdo da poluicdo por elementos quimicos. Plantas bioacumuladoras
naturalmente concentram elementos quimicos em maior quantidade em comparagao
com as demais espécies ocorrentes em um mesmo habitat, sendo reflexo de sua
habilidade de concentrar e das caracteristicas do meio. A bioacumulacdo foliar de
elementos quimicos foi verificada em G. opposita, principalmente os elementos Na
(FRANCA et al., 2007a; 2007b), Sr (ca. 350 mg/kg), Rb (ca. 70 mg/kg), Br (ca. 40
mg/kg), K (ca. 20 mg/kg) e Ca (ca. 15 mg/kg) (FERRARI, 2004).

Esse conjunto de informacdes estimulou a investigacdo de espécies de Guapira,
na tentativa de se obter informacGes quimico-bioldgicas relevantes sobre o género e/ou
que possam contribuir com a quimiotaxonomia da familia Nyctaginaceae.

As Figuras 1.18, 1.19 e 1.20 apresentam as estruturas das substancias
isoladas/identificadas nas espécies estudadas e discutidas neste trabalho. Os compostos
isolados de G. noxia, G. opposita e G. graciliflora foram nomeados, respectivamente

com os codigos Gn, Go e Gg.
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Fig. 1.18: Substancias isoladas de G. opposita discutidas neste trabalho
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Fig. 1.19: Substéancias isoladas de G. graciliflora discutidas neste trabalho
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Fig. 1.20: Substancias isoladas de G. noxia discutidas neste trabalho
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2. OBJETIVOS

O presente estudo visa contribuir com o aumento do conhecimento sobre a
composicao quimica e atividades bioldgicas de espécies brasileiras, particularmente das
pertencentes ao género Guapira. Esse trabalho estd engajado no projeto tematico
BIOTA-FAPESP (02/05503-6). Foram estabelecidos alguns objetivos:

I Isolar e/ou caracterizar os metabolitos secundarios presentes nos extratos das
folhas de G. noxia, G. opposita e G. graciliflora;
Il.  Avaliar o mecanismo de prote¢do antiulcerogénica do EMeOH de G. noxia e 0s

potenciais antimicrobiano, citotoxico e mutagénico nos extratos dessas espécies.
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3. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Solventes

v Solventes grau PA: n-hexano, acetato de etila, acido acético, cloroférmio, metanol,
n-butanol, n-propanol, 4cido sulfarico (Synth® e Quemis®);

v' Solventes grau HPLC: n-hexano, acetato de etila, metanol, acetonitrila
(Mallinckrodt®, JT Baker® e Tedia®), 4gua purificada em sistema Milli-Q Progard 2
(Millipore®) e 4cido trifluoracético (Tedia®);

v Solventes deuterados: DMSO-ds e D,O (Sigma Aldrich®).

Equipamentos e sistemas cromatograficos

Moinho de facas Marconi®;

Estufa Marconi® MA033;

Camara de Luz UV Procidicil®;

Espectrofotdmetro Shimadzu® FT—IR 8300 e Jasco® FT-IR 4100;
Espectrofotdmetro HACH® UV-Vis DR4000;

Polarimetro Jasco® P1020 e Perkin Elmer® 341;

Agitador de tubos AP56 Phoenix®;

Centrifuga CELM®, modelo COMBATE, a 2500 rpm;

Banho ultrassénico Unique® USC1850 e USC14000;
Micropipetas Gilson Pipette® P20, P200 e P1000;

Balancas semi-analitica Marte® AL200C e de precisdo Quimis® BG4000;

SR N N N N N N N N N NN

Rotaevaporador Heidolph® Laborata 4001, 4000-efficient, acoplado a banho
refrigerador e bomba de 4gua Solab® SL152 e bomba & vacuo Heidolph® Rotavac
valve;

v’ Para realizacdo das etapas de clean up, foram utilizados cartuchos de extragcdo em
fase s6lida (SPE) de fase normal (SiO,) e fase reversa (C1g) com 100 mg (Supelco®),
200 mg (Phenomenex®) e 360 mg de adsorvente (Waters®). As soluges resultantes
foram filtradas em membranas PTFE (teflon) (Millex®) de 0,45 pm ou 0,22 pm de
poro;

v Cromatografia em permeacédo em gel:
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GPC-1: Coluna de vidro (70 x 2 cm d.i.) preenchida com Sephadex LH-20,
Pharmacia®, acoplada & bomba peristéltica P1 18-1110-91 e a um coletor automético de
fracBes RedFrac (Pharmacia®), com capacidade para 95 fracées;

GPC-2: Coluna de vidro (85 x 5 cm d.i.) preenchida com Sephadex LH-20
(Pharmacia®), acoplada a um sistema Sepacore para cromatografia Flash (Biichi®),
contendo duas bombas C-601 (Biichi®), controlador de gradiente C-610/C615 (Biichi®)
e coletor automatico de fracdes C-660 (Biichi®), com capacidade para 190 fracdes;

v" MPLC: sistema Pump Manager (Biichi®) constituido por injetor C-615, com loop de

5 mL, bombas modelo C-60 (Biichi®), com capacidade de fluxo de 2,5 a 50 mL/min

e empacotador de colunas modelo C-670 (Biichi®) acoplado & bomba & vacuo TE-

058 Tecnal®;

v Analises por HPLC no modo analitico:

HPLC-AL: Uitlizado no monitoramento das fragdes obtidas por GPC-1 e purificadas
por HPLC-SP1. Cromatdgrafo Jasco® PU 2089 de gradiente quaternario acoplado a um
detector do tipo arranjo de foto diodos (PDA) MD-2010 (Jasco®). Utilizou-se coluna
Phenomenex® Synergi Hydro (Cig, 250 x 4,6 mm d. i., 4 4um), conectada a pré-coluna
Phenomenex® (Cis, 4 x 3 mm d. i.). O software EZChrom foi utilizado para aquisicéo e
manipulacéo dos dados.

HPLC-A2: Utilizado no monitoramento das fragdes obtidas por GPC-2 e purificadas
por HPLC-SP2. Cromatégrafo Alliance® E2695 (Waters®) de gradiente quaternario,
com detector Waters® PDA 996 e detector Alltech® ELSD 2000ES (detector
evaporativo por espalhamento de luz). Utilizou-se coluna analitica de fase reversa
Sunfire (Waters®) (Cig, 150 mm x 3 mm d.i., 5 um). Condigdes do detector ELSD:
temp. tubo 100 °C, impactor off, fluxo N, 2,9 L/min.

HPLC-AS3: Utilizado no registro dos perfis cromatograficos e analise comparativa
dos compostos isolados. Cromatdgrafo Agilent® 1100 acoplado a injetor automatico
G1367A e detector PDA G1315B, seguido do detector ESA® Corona-CAD (detector de
aerosol carregado). Utilizou-se coluna analitica de fase reversa YMC ODS-A (Waters®)
(C1g de 150 mm x 4,6 mm d.i., 5 um).

v Analises por HPLC no modo semipreparativo

HPLC-SP1: Cromatégrafo Knauer® Chance 330, acoplado a detector de indice de
refracdo Knauer® D-14163, injetor Rheodyne® 7125 com loop de 100 pL e registrador
Knauer® L250E. A coluna semipreparativa usada foi de fase reversa Phenomenex® Luna
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2 (Cyg, 250 x 10 mm, 10 pm). As condicGes do registrador foram: atenuacdo 16,

velocidade do papel 5 mm/min, voltagem 10 mV.

HPLC-SP2: Cromatégrafo HPLC Agilent® 1100, constituido por detector PDA
G1315A, bomba quaterndria G1311A, injetor automatico G215 e coluna SunFire
(Waters®) semipreparativa de fase reversa (Cig, 150 x 10 mm, 5 zm), conectada & pré-
coluna (Cyg, 10 x 10 mm, 5 um)

v Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram registrados em
espectrometro Varian® INOVA 500 e em espectrdmetro Bruker® Avance I,
equipado com probe de 5 mm ou 1 mm, ambos operando a 11,7 T e uso de TMS
(tetrametilsilano) como padrdo interno.

v' Os espectros de massas foram registrados em um sistema ESI-IT equipado com
espectrémetro Esquire-3000 plus (Brucker®) acoplado a um HPLC Agilent® 1100 e
em um segundo instrumento do tipo ESI-TSQ espectrometro Thermo Finnigan®
TSQ Quantum Ultra AM acoplado a um Surveyor Plus micro-HPLC (Thermo
Electron®). Os espectros de alta resolucdo (ESI-TOF) foram obtidos por injecéo
direta em um equipamento micrOTOF-Q (Bruker®). A aquisicdo e processamento
dos dados foram feitos com uso dos softwares HyStar 3.0 e Xcalibur 1.4.

v' Cromatdgrafo a gas Varian® CP-3800, equipado com detector de ionizacdo de
chama (FID), coluna Supelco® SPB-5 (5% fenil, 95% metilpolissiloxano) e SPB-50
(50% fenil, 50% metilpolissiloxano) ambas de 30 m de comprimento x 0,25 mm d.i.
x 0,25 um de espessura do filme. Vazéo do gas de arraste (N2) 1 mL/min; Vazao

dos gases no detector: Ar sintético: 371 mL/min, Hy: 33 mL/min, N»: 34 mL/min.

Cromatografia em Camada Delgada

v' Foram usadas placas comerciais em suporte de aluminio contendo silica gel 60
(Sorbent Technologies® e Merck®) com e sem indicador de fluorescéncia, de
diversos tamanhos e 0,20 mm de espessura de adsorvente.

v Para a inspec¢do as placas cromatograficas foram visualizadas sob luz ultravioleta
(254-366 nm) Cromatovue® com a sem a nebulizacio pelos seguintes reveladores:

1) Solucdo de anisaldeido/acido sulfurico: 0,85 mL de anisaldeido + 85 mL de
metanol + 10 mL de &cido acético + 5 mL de H,SO, (WAGNER et al., 1984).
Borrifa-se a cromatoplaca e aquece a 100 °C até o aparecimento de cor;
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2) Solucdo de NP/PEG: 100 mg de difeniletilaminoborato (NP) + 500 mg de
polietilenoglicol 2000 (PEG) + 20 mL de metanol. Borrifa-se sobre a placa
cromatografica e observa-se no visivel e sob luz UV. Fornece mancha amarela
para flavondides derivados do kaempferol e alaranjadas para derivados da
quercetina (WAGNER et al., 1984);

3) Cloreto férrico: solugdo a 2% em metanol. Borrifa-se a placa cromatogréfica até
que o revelador espalhe bem e atingir revelacdo instantanea. Observa-se se as
manchas da cromatoplaca adquirem coloracdo verde-azulada como positivo para
compostos fenolicos (WAGNER et al., 1984);

4) Dragendorff (MATOS, 1997): 5 g de nitrato de bismuto em 50 mL de agua, 12
mL de &cido cloridrico, 25 g de iodeto de potassio, completa para 100 mL de
agua. A presenca de alcaldides é evidenciada pela coloracdo purpura a
alaranjada nas manchas eluidas.

v Nas analises comparativas por CCDC ou HPLC foram utilizados padrGes de origem
comercial Sigma Aldrich® e Rhodia® ou de compostos isolados que estdo
disponiveis no banco de padrdes existentes no laboratorio de Produtos Naturais

coordenado pelo prof. Dr. Wagner Vilegas.
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4. ESTUDO QUIMICO- Desenvolvimento, resultados e discussoes

4.1  Coleta das espécies

As folhas de Guapira noxia (Netto) Lundell foram coletadas no municipio de
Botucatu-SP pelo Sr. Clemente José Campos (IB-UNESP/Botucatu) em abril de 2007 e
a exsicata correspondente encontra-se depositada no Herbario da Universidade Estadual
de Campinas (UNICAMP) sob o nimero UEC 145.858. As folhas de G. graciliflora
(Mart.) Lundell e G. opposita (Vell.) Reitz foram coletadas em Itapetininga-SP
(maio/2007) e Itirapina-SP (agosto/2006), respectivamente, pelo prof. Dr. Jorge Y.
Tamanshiro e os vouchers de numeros UEC 1441 e UEC 1437, respectivamente,
encontram-se depositados no Herbario da UNICAMP.

Depois de coletadas, as plantas foram secas em estufa de ar circulante a 40 °C e
em seguida, o material seco de cada espécie foi finamente triturado em moinhos de

facas com malha de 1 mm de d.i., pesado e armazenado ao abrigo da luz e da umidade.

4.2  Preparacdo dos extratos

Os pos das folhas foram individualmente submetidos aos processos de extracdo a
frio por maceracdo estatica com CHCI; (1:4 p/v, trés vezes, por 72 h cada), seguido por
percolagcdo com MeOH puro (1:5 p/v) até que o peso seco do percolado variasse menos
de 5%. Apos cada extracdo, o extrato obtido foi filtrado em papel-filtro pregueado,
concentrados em rotaevaporador sob pressdo reduzida (temperatura inferior a 40 °C),
transferido para vidro tarado e deixado em capela até a eliminagé@o dos solventes. Apos
a evaporagdo dos solventes foram obtidos os extratos cloroformico (ECHCI3) e
metanolico (EMeOH), respectivamente. A figura 4.2.1 ilustra, esquematicamente, 0
processo de preparagdo dos extratos e a tabela 4.2.1 as quantidades obtidas.

Os extratos cloroformicos forneceram os menores rendimentos, se comparados
aos metandlicos das mesmas espécies. O rendimento dos extratos polares foi por volta

10%, em relacédo ao peso seco do material de partida.
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Tab. 4.2.1: Extratos obtidos das folhas das espécies de Guapira estudadas

G. noxia G. opposita G. graciliflora
Material seco (g) 1.000 1.000 500
ECHCI; (g) 46,8 (4,7%) 31,2 (3,1%) 8,2 (1,6%)
EMeOH (g) 96,4 (9,6%) 105,1 (10,5%) 49,4 (9,9%)

Folhas secas e moidas
1- Extracao por maceracao em CHCl;

2- Filtracéo
ECHCI; Torta
1- Extracao por percolacdo em MeOH

2- Filtracao

L0 Il

Torta desprezada EMeOH

Fig. 4.2.1: Fluxograma de obtencdo dos extratos das folhas das espécies de Guapira

4.3  Triagem cromatografica dos extratos

A caracterizacdo inicial das substancias presentes nos extratos das espécies de
Guapira foi realizada por Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) em
silica gel e uso de reveladores especificos a fim de obter um panorama geral das classes
de substancias presentes e assim direcionar os procedimentos de fracionamento.

Para isso, uma aliquota de 10 mg de cada extrato foi dissolvida em 5 mL de
CHCI3 ou MeOH e analisados por CCDC (silica gel) com a aplicacdo simultanea de
padrdes de diferentes classes de compostos. Apos eluicdo em diferentes sistemas de
solvente (misturas de Hex/AcOEt, CHCI3/MeOH, CHCI3/MeOH/H,O e BAW), as
placas foram visualizadas sob luz UV de 254 nm e reveladas empregando-se 0s
reveladores: anisaldeido/H,SOy4, cloreto férrico, NP/PEG e Dragendorff (MATOS,
1997; WAGNER et al., 1984).
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Estas andlises indicaram a ocorréncia principalmente de terpendides nos extratos
ECHCI; das espécies (manchas roxas com anisaldeido), enquanto que nos extratos
EMeOH, observou-se a presenca de terpenos, flavonoides, acidos fendlicos e saponinas.
A confirmacdo desta Gltima foi feita através do teste de agitacdo de uma solucédo aquosa
dos EMeOH e observacao da formacgdo de espuma persistente. A presenca de alcaldides
foi pouco conclusiva e as demais classes ndo foram detectadas. Um panorama geral das
classes de substancias presentes nas trés espécies estudadas encontra-se resumido na
tabela 4.3.1.

Tab. 4.3.1: Triagem fitoquimica comparativa dos extratos das folhas das espécies de Guapira

G. noxia G. opposita G. graciliflora
Classe de compostos ECHCIl; EMeOH ECHCIl; EMeOH ECHCI; EMeOH
esterdides + + + + + +
terpenos + + + + + +
flavondides + + + + + +
alcaloides - * - * - *
saponinas - + - + - +
catequinas - - - - - -
taninos - - - - - -

Os sinais (+) e (-) indicam presenca ou auséncia da classe de substancia investigada. * Resultado positivo
pouco conclusivo

4.4  Perfis cromatograficos dos extratos apolares das espécies de Guapira

A determinacdo dos perfis cromatogréficos dos extratos ECHCI3 das espécies foi
realizada por CG-FID de acordo com metodologia descrita por Crevelin (2006). Uma
aliquota de 10 mg de cada extrato foi solubilizada em 3 mL de CHCI; e submetido a
clean up em cartucho de carvao ativo/celite (200 mg, 1:1 p/p), eluido com 10 mL de
CH,Cl,. As solugdes resultantes foram secas em capela de exaustdo e em seguida
solubilizadas a 1 mg/mL em Hex/AcOEt (7:3, v/v), filtradas em microfiltro de 0,45 pym
e analizadas por CG-FID. Apoés a aquisicdo dos cromatogramas (figura 4.4.1), foram
calculados os tempos de retencédo relativos dos picos e estes comparados aos de um
banco de padrdes de terpenos e esterdides composto pelas substancias: esqualeno,
estigmasterol, sitosterol, campesterol, germanicona, taraxerol, acetil taraxerol, o-
amirina, f-amirina, a-amirenona, f-amirenona, acetil p-amirina, lupeol, lupenona, acetil
lupeol, acetil baurenila, friedelina, acetil friedelanol. Utilizou-se colesterol como padréo

interno para obtencdo dos tempos de retencéo relativos.

Juliana Severi 54




]

oty

o I
180 '
|
1254 | 11
4 |
100 l
75 Ii
34 !
50 I"u
25 'Hl
2 WA
‘\-.Jv‘.r
1] -f'll | _
} I KT 0 £ 4
-
Vi
I o 0 ET a0
Miragt
B
5 -
4
a
2
1
i
-
C
L3
L] 50
|
&0
| | |
7 » |
¥ | 20 | 2
| 15/ 1y
0] | ] |
2 13 . L e
11 T 29 s a0y Meais
1 9/10 17
16
14 15 19
a 18 20 21
J-q.ll WA " P,
! kT 70 ET ET)

Minaute s

Fig. 4.4.1: Perfis cromatogréaficos dos extratos apolares das folhas das espécies de Guapira por
CG-FID. Cromatogramas: A) G. noxia, B) G. graciliflora e C) G. opposita. Condi¢cbes de
analise: Coluna SPB-50 30 m x 0,25 mm x 0,25um de espessura, temp. do injetor: 260 °C,
temp. do detector: 300 °C, temp. da coluna: isoterma de 280 °C por 45 min, volume de injecéo:
2 L, modo split - 1:50
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As analises cromatogréficas evidenciaram certa similaridade de substancias
presentes (picos 1, 7, 10, 11, 15, 16, 17) nas espécies investigadas (figura 4.4.1, tabela
4.4.1). Nas condicdes utilizadas, G. opposita demonstrou possuir 0 maior nimero de
picos, enquanto que G. noxia mostra-se qualitativamente menos complexa.

Com base na analise dos tempos de retengdo relativos, verificou-se que as trés
espécies possuem os esterdides campesterol (pico 15), estigmasterol (pico 16) e
sitosterol (pico 17), enquanto que em G. graciliflora e G. opposita sugere-se ainda a
ocorréncia do triterpeno taraxerol (pico 18) e apenas em G. opposita a presenca do
triterpeno lupenona (pico 19) (figura 4.3.2). As demais substancias presentes no banco
de padrdes ndo foram identificadas nos extratos.

Tab. 4.4.1: Picos de substancias presentes nos perfis cromatograficos dos extratos ECHCI; das
espécies de Guapira registrado por CG-FID
Pico t-(min) G.noxia G.graciliflora  G. opposita Composto identificado

1 3,5 + + +

2 4,6 - + +

3 54 - + +

4 6,4 - + +

5 7.3 - + +

6 7,6 - + +

7 8,3 + + +

8 9,1 - + +

9 10,7 - + +

10 11,3 + + +

11 12,2 + + +

12 12,5 + - -

13 13,3 + - +

14 14,7 - - +

15 15,8 + + + campesterol
16 18,2 + + + estigmasterol
17 20,4 + + + sitosterol
18 24,3 - + + taraxerol
19 28,4 - - + lupenona
20 29,3 - - +

21 36,5 - - +

Os sinais (+) e (-) indicam presenga ou auséncia do pico nos perfis cromatograficos

Estudos conduzidos por Kadota e colaboradores (KADOTA et al., 1989)
revelaram a presenca dos esterdides campesterol, estigmasterol e p-sitosterol em
Boerhaavia diffusa. Porém, ndo foram encontrados relatos da presenca dos triterpenos
lupenona e taraxerol em outras plantas da familia Nyctaginaceae, o que demonstra a
necessidade de estudos complementares para a caracterizacdo dos demais compostos

apolares presentes nos extratos ECHClIs.
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Fig. 4.4.2: Substancias identificadas nos extratos apolares das espécies de Guapira por CG-FID:
1) sitosterol, 2) estigmasterol, 3) campesterol, 4) taraxerol e 5) lupenona

4.5  Perfis cromatograficos dos extratos polares das espécies de Guapira

Para a identificacdo das principais classes de metabolitos secundérios presentes
nos extratos metanolicos da folhas das trés espécies de Guapira, foram determinados os
perfis cromatograficos por HPLC acoplado ao detector de UV do tipo arranjo de
fotodiodos (PDA) e ao detector de aerosol carregado (CAD). Esta etapa foi
desenvolvida inicialmente com uso do sistema HPLC-A1 e posteriormente otimizada
com o sistema HPLC-A3 durante o estagio reazilado no IPB-Halle/Alemanha.

Uma aliquota de 10 mg dos EMeOH das espécies foi submetida a etapa de clean
up em cartucho SEP Pak — Cg utilizando 2 mL de H,O/MeOH 1:9 (v/v) como eluente.
As solugdes resultantes foram secas sob jato de ar comprimido, dissolvidas a 10 mg/mL
em H,O/MeOH 1:1, filtradas em microfiltro de 0,22 um e utilizadas nas analises
seguintes. O sistema de eluicdo foi otimizado no modo gradiente, utilizando-se como
solventes acetonitrila (Solvente B) e agua (Solvente A), ambos acidificados com 0,05%
de &cido trifluoracético (TFA). O monitoramento dos picos eluidos foi feito por
varredura na faixa espectral de 200-400 nm e o registro final dos cromatogramas em
254 nm.
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Com base na analise dos espectros de ultravioleta dos picos, verificam-se nos
cromatogramas (Figura 4.5.2) substancias polares eluidas na regido de t,=0a 2 min e
que apresentam dois maximos de absorcdo, um na regido de 270 nm e outro na faixa de
300-330 nm (Figura 4.5.1 - A), sugestivo de acidos fendlicos (KOWALSKI &
WOLSKI, 2003). Na regido de t,= 24 a 34 min é evidenciado um segundo grupo de
substancias (picos 10 a 16), que apresentam bandas com dois méximos de absor¢do, um
na faixa de 240-290 nm e outro na faixa de 300-390 nm, caracteristicos de flavonols
(Figura 4.5.1 - B) e flavonas (Figura 4.5.1 - C) (MABRY et al., 1970; MERKEN &
BEECHER, 2000). Com o uso do detector CAD, verifica-se na regido de t,= 44 a 52
min em G. noxia e em G. graciliflora um terceiro conjunto de compostos de natureza
ndo-cromofdrica (ou que absorvem fracamente no UV), possivelmente terpendides, pois
a triagem por CCD indicou a presenca destas substancias nos extratos. Os demais picos

nédo apresentaram espectros de UV bem definidos e por isso ndo foram caracterizados.
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Fig. 4.5.1: Espectros de UV representativos dos picos indicados nos cromatogramas de
derivados de: A) &cidos fendlicos, t,= 0 a 2 min; B) flavondis, t,= 24 a 34 min; C) flavonas, t,=
24 a 34 min
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Fig. 4.5.2: Perfis cromatograficos dos EMeOH das folhas das espécies de Guapira obtidos por
HPLC-UV-CAD (HPLC-A3). A) G. noxia, B) G. opposita, C) G. graciliflora.(150 x 4,6 mm
d.i.,5 um; Solvente A: H,O + 0,05% TFA; Solvente B: ACN + 0,05% TFA. Gradiente de 2-14%
de B em A em 20 min, de 14-30% de B em 40 min, de 30-38% de B em 50 min de 38-80% B
em 60 min e 80-95% de B até 65 min; fluxo 1 mL/min
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4.6  Fracionamento e purificacdo de G. opposita

O EMeOH (20 g) foi solubilizado em 500 mL de agua e em seguida particionado
com hexano 1:1 v/v (3 vezes, 500 mL). As fracBes resultantes foram secas em
rotaevaporador, transferidas para recipientes de vidros pesados e colocadas em capela
sob jato de ar comprimido, obtendo-se 3,2 g da fracdo hexanica (FrHex) e 15,5 g da
fracdo aquosa (FrAQ).

Uma amostra de 2 g da FrAq foi solubilizada em 10 mL de MeOH e
centrifugada por 15 min a 2500 rpm. O sobrenadante foi submetido a cromatografia de
permeacdo em gel (GPC1), empregando-se metanol como eluente (1 mL/min). Um total
de 160 fracbes (4 mL cada) foram coletadas. Estas foram analisadas por CCDC
(silicagel, CHCI3/MeOH/n-PrOH/H,0O 5:6:1:4 v/v, CHCI3/MeOH/H,0 43:37:20 vlv,
fase organica, anisaldeido/H,SO4, luz UV, NP/PEG) e reunidas conforme similaridade
de Rf e coloragdes diante dos reveladores empregados, como mostram a figura 4.6.1 e
tabela 4.6.1.

EMeOH - 20 g

l | Particdo Hex/H,O 1:1 v/v
FrHex-3,2 ¢ FrAq-155¢g

QGPCl —20; 160 fracdes

31-39 40-51 69-87 130-135 118-125 154-157
d & & & & '
Gol Go2 Go3 Go4 Go5 Gob6 e Go7

1: Centrigugacéo e lavagem do precipitado em MeOH

: MPLC: Cigl6cmx 1,5cm x 5 um, H,O/MeOH 9:1, 2,5 mL/min.

3: Anadlise por CCD: silica gel, CHCIl;/MeOH/n-PrOH/H,0 5:6:1:4 - fase organica, luz UV
e NP/PEG

4: HPLC-SP1: C;g25cm x 1 ecm x 5 um, H,O/MeOH 40:60; 2 mL/min, t.= 11 min

5: MPLC: Cig 15cm x 1 cm x 5 um, H,O/MeOH 40:60, 2,5 mL/min.

6: HPLC-SP1: C;g25cm x 1 cm x 5 um, H,O/MeOH 25:75; 2 mL/min, t.= 19 min

N

Fig. 4.6.1: Fracionamento da FrAq do EMeOH das folhas de G. opposita
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Tab. 4.6.1: Resultado obtido do fracionamento da FrAq do EMeOH de G. opposita

Massa da Massa da

Cadigo fracdo (mg) Substancia presente subst. (mg)

1-10 12

11-21 174

22-30 261

31-39 372 Gol 3-O-metil-chiro-inositol (pinitol) 160

40-51 124 Go2 alantoina 60

52-60 140

61-68 82

69-87 201 Go3 quercetina-3-O-p-D-glic-(6>>—1°")-O-a-L-rha 40

(rutina)

88-95 120

96-117 110

118-125 80 Go5 quercetina-3-O-4-D-glic 8

126-129 45

130-135 65 Go4 luteolina-7-O--D-glic 12

136-139 46

140-146 42

147-153 37

154-157 53 Go6 luteolina 15
Go7 quercetina

158-160 24

O EMeOH (15 g) foi novamente particionado entre n-BuOH e H,O (400 mL,
vlv, trés vezes) e concentrado sob pressdo reduzida, obtendo-se 5,2 g da porcéo
butandlica (FrBuOH) e 11,3 g da aquosa (FrAQ).

Uma aliquota de 3,5 g da FrBuOH foi solubilizada em 20 mL de MeOH e
centrifugada por 15 min a 2500 rpm. O sobrenadante foi submetido a GPC2 e a eluicéo
feita com o uso de MeOH (4 mL/min). Fracbes com aproximadamente 10 mL foram
coletadas em tubos de ensaio por um coletor automatico, obtendo-se o total de 301
fragdes. Essas foram analisadas por CCDC (silicagel, CHCIl3/MeOH/n-PrOH/H,0
5:6:1:4 vlv, fase inferior, anisaldeido/H,SO4, luz UV, NP/PEG) e reunidas conforme
similaridade de Rf e coloracOes diante dos reveladores empregados. Em seguida fragdes
foram purificadas conforme mostra a figura 4.6.2.

A tabela 4.6.2 apresenta o agrupamento das subfracGes resultantes desta GPC.
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EMeOH -15¢
J_L Partigao n-BUOH/H,0 1:1 viv

FrAq-11,3¢g FrBuOH -5,2 g
J**L GPC2 -3,50; 301 fracdes
Ll L L Ll
79-98 99-113 170-177 193-206
Go8, Go9 Go10, Goll Gol12, Gol3 Gol4, Gols

7: HPLC-SP2: C1310 x 150 mm x 5,0 zm, H,O/ACN: 35-70% B em 20 min, 70-95% B
em 25 min; 4 mL/min; Go8 t,= 16 min, Go9 t,= 20,5 min.

8: HPLC-SP2: C1510 x 150 mm x 5,0 zm, H,O/ACN 83:17 em 30 min, 4 mL/min;
Go10 t,= 13,5 min, Gol1 t,= 15 min.

9: HPLC-SP2: C1510 x 150 mm x 5,0 zm, H,O/ACN 82:18 em 30 min, 4 mL/min;
Gol12 t,= 19,5 min, Gol13 t,= 21,5 min.

10: HPLC-SP2: C1510 x 150 mm x 5,0 um, H,O/ACN: 17-50% B em 30 min; 4 mL/min;
Gol14 t,=12 min, Go15 t,= 25 min.

Fig. 4.6.2: Fracionamento da FrBuOH do EMeOH das folhas de G. opposita

Tab. 4.6.2: Resultado obtido do fracionamento da FrBuOH do EMeOH de G. opposita

Massa da Substancia presente Massa da

Cddigo

fracdo (mg) subst. (mg)

1-41 112

42-51 274

52-61 361

62-78 472

79-98 224 Go8 (2°S)-3’-0-p-D-[gal-(6>—>1""")-O-a-D- 9

gal]-1’-0-[(9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-
trienoil)-sn-glicerol
Go9 3’-0-p-D-gal-1’-0-[(92,12Z,157)- 3
octadeca-9,12,15-trienoil)-sn-glicerol
99-113 240 Gol0  kaempferol-3-O-p-D-glic-(6>’—1""")-O-a-L- 6
rha
Goll 3’-metoxiquercetina-3-O-4-D-glic- 4
(6°—>1°")-0-a-L-rha

114-130 182

131-142 301

143-169 220

170-177 210 Gol2 apigenina 7-O-4-D-glic 4
Gol3 3’-metoxiluteolina-7-O-4-D-glic 5

178-192 180

193-206 145 Gol4 quercetina-3-O-a-L-ara 4
Gol5 3’-metoxiluteolina 4

207-242 165

243-259 146

260-300 142

Final 114
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Identificacé@o de Gol

O espectro de absorcéo na regido do IV (E1) de Gol exibiu bandas vibracionais
de absorcao caracteristicas de vo. (3.404 cm™), vey (2.900 cm™) e ve.o (1.072 cm™).

O espectro de RMN de 'H (E2) em D,O apresentou sinais referentes a
hidrogénios carbindlicos entre 63,25 a 3,94: um multipleto em 63,94 (2H); dois duplo-
dubletos em 6 3,74 (1H, J= 10; 2,5 Hz) e 6 3,69 (1H, J= 10; 2,5 Hz); e outros dois
duplo-dubletos em 63,59 (1H, J=9,5 Hz) e 63,27 (1H, J= 9,5 Hz), além de um singleto
em 63,52 (3 H), indicativo de uma metila. A partir da analise dos espectros de RMN de
B3C (E3) e HMQC (E4) verificou-se a presenca de seis sinais de carbonos carbindlicos e
um de metoxila em &59,8. O experimento *H-'H COSY (E5) forneceu as correlacdes
dos hidrogénios vicinais, verificando-se tratar de um ciclitol.

O espectro de massas (E6) ESI-IT (modo negativo) apresentou o ion da
molécula desprotonada [M-H]" em m/z 193, compativel com a férmula molecular
C7;OgH1s. Com base nesse conjunto de informagdes (tab. 4.6.3, fig. 4.6.3), em
comparacdo com dados da literatura (ABDOULAYE et al., 2004), Gol foi identificado

como o 3-O-metil-chiro-inositol (pinitol).

Identificacé@o de Go2

O espectro na regido do IV (E7) de Go2 forneceu bandas de absorgéo
caracteristicas de amida primaria vn.y (3.438, 3.344 cm™), vo.y (3.209 cm™) e ven
(3.058 cm™), ve=o (1.778, 1.714 € 1.652 cm™) e 8n.4 (1.529 cm™).

O espectro de RMN de *H (E8) exibiu trés singletos largos correspondentes aos
grupos HN-1 (¢ 10,51), HN-3 (¢ 8,02) e H,N-8 (6 5,75) e dois dubletos em 66,88 (1H,
J= 8,55 Hz) e 65,25 (1H, J= 8 Hz) correpondentes aos hidrogénios HN-6 e H-5,
respectivamente. O espectro de RMN de *C (E9) apresentou trés sinais correspondentes
a atomos de carbono dos grupos carbonilicos C-2 (¢ 156,7), C-4 (6 173,5) e C-7 (6
157,3) e um de carbono metinico em ¢ 62,4 atribuido ao CH-5. O experimento HMQC
de 3C (E10) forneceu apenas uma correlagdo em §5,25/62,4, indicando que os demais
carbonos observados no espectro de RMN *3C eram quaternarios. Os demais foram
identificados como de N-H com base no espectro HMQC de *H-*N (E11).
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Anélise do experimento ‘H-'H COSY (E12) evidenciou a correlacdes dos
hidrogénios vicinais H-5 (65,25) e HN-6 (6 6,88) e do tipo W entre H-5 (6 5,25) e HN-
3 (68,02), o que indica que estes atomos possam estar num mesmo plano.

O espectro de massas (E13) ESI-IT (modo negativo) exibiu ion da molécula
desprotonada [M-H]" em m/z 157, compativel com a férmula molecular C4HgN4O3. Esse
conjunto de informacBes e comparacdo com dados da literatura (FERREIRA et al.,
2000), levaram a identificacdo da alantoina (fig. 4.6.3, tab. 4.6.3).

Tab. 4.6.3: Deslocamentos quimicos de RMN de Gol (D,0) e Go2 (DMSO-ds)

Gol Go2

5'H (J Hz) 58%C osBc* S5'H, (J Hz) sBC  sBCc
1 3,94 (m), 1H 716 715 10,51 (s), 1H
2 3,74(dd,J=9,5;55),1H 700 6938 157,3 157,7
3 327(dd,J=95;95),1H 829 827 8,02 (s), 1H
4 359(ddJ=95;95),1H 723 721 1735 1734
5 3,69 (dd, J=9,5;55),1H 70,7 705 525(d,J=8,0),1H 624 626
6 3,94 (m), 1H 719 714 6,88 (d, J=8,5), 1H
7 352(s),3H 59,8 59,7 156,7  156,7
8 5,75 (s), 2H

*ABDOULAYE et al., 2004; ** FERREIRA et al., 2000

Gol Go2

Fig. 4.6.3: Estruturas de Gol: 3-O-metil-chiro-inositol e Go2: alantoina

Identificacé@o de Go3

Go3 apresentou-se como solido amarelo. A analise cromatografica por CCDC e
revelacdo amarela em NP/PEG indicou que poderia se tratar de um flavondide. O
espectro na regido do UV de Go3 (E14) apresentou maximos de absor¢do em 257 e 354

nm, com perfil espectral caracteristico de um flavonol (MABRY et al.,1970).
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O espectro de RMN de *H de Go3 (E15) exibiu sinais na regi&o de absorcéo dos
hidrogénios aromaticos de um flavonoide. Um duplo-dubleto em 67,51 (1H, J=8 e 2
Hz) e dois dubletos (1H, J= 2 Hz) em 67,53 e 6 6,83 (1H, J= 8 Hz) que caracterizam,
respectivamente, os hidrogénios H6’, H2’ ¢ H5’do anel B flavonoidico, além de outros
dois dubletos meta-acoplados (1H cada, J= 2 Hz) em 66,17 e 66,37 que sdo relativos,
respectivamente, aos hidrogénios H6 e H8 do anel A. Duas unidades sacaridicas foram
caracterizadas pela presenca dos dubletos de hidrogénios anoméricos em 65,32 (1H, J=
7 Hz) e 6 4,37 (1H, J= 1 Hz), bem como pelo dubleto (3H, J= 6 Hz) em 6 0,97,
indicativo de uma metila (H-6>>") de rhamnose. O espectro de RMN de *C (E16)
mostra a existéncia de 27 sinais, quinze dos quais foram atribuidos a aglicona do
flavonoide e outros doze a porcdo sacaridica. Por analise do experimento TOCSY-1D,
com irradiagdo no hidrogénios anoméricos, juntamente com a verificacdo das constantes
de acoplamento Jui-pp,verificou-se a presenga dos agucares p-glicose (o0 5,32) e o-
rhamnose (6 4,37). O experimento HMBC forneceu as correlagdes existentes a longa
distancia. Dentre elas, entre o sinal em & 5,32 (H1-glicose) e o sinal em 6 133,3 (C3-
aglicona), e entre o sinal em 6 4,37 (H1-rhamnose) e o sinal em & 67,0 (C6-glicose),
mostrando que a glicose esta ligada no C-3 da aglicona e a rhamnose no C-6 da glicose.

O espectro de massas (E17) ESI-TSQ exibiu o ion da molécula desprotonada
[M-H] em m/z 609, compativel com a formula molecular C,;H30016. Comparacdo dos
dados de Go3 com os da literatura (AGRAWAL, 1989; HARBORNE, 1996) permitiu a
identificacéo da quercetina-3-O-4-D-glicopiranosil-(6°—1"")-O-a-L-

rhamnopiranosideo, conhecida como rutina (fig. 4.6.4, tab. 4.6.4).
Identificacédo de Go4

O espectro na regido do UV de Go4 (E18) exibiu méximos de absorcdo em 254 e
347 nm e perfil espectral caracteristicos de flavonas (MABRY et al.,1970).

O espectro de RMN de *H de Go4 (E19) apresentou sinais na regido aromatica
caracteristicos de uma flavona derivada da luteolina: um singleto (H3) em 6 6,72, os
sinais do H6’ em 67,44 (1H, dd, J= 8 e 2,5 Hz), do H2’ em 67,40 (1H, d, J= 2,5 Hz),
do H5’em 66,90 (1H, d, J= 8,5 Hz), do H6 em 66,43 (1H, d, J=2 Hz) e do H8 em ¢
6,77 (1H, d, J= 2 Hz). O mesmo espectro mostra também o dubleto de um préton

anomérico em 65,06 (1H, J= 7,5 Hz).
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A partir da analise dos experimentos 'H-'H COSY, TOCSY-1D e das
constantes de acoplamento, verificou-se e presenga de uma f-glicose. Sua localizagdo
foi deduzida pelo experimento HMBC (E21) através da correlagdo entre o sinal H1-
glicose (05,06) e o C7-aglicona (6163,0).

O espectro de massas (E22) ESI-TSQ exibiu o ion da molécula protonada
[M+H]" em m/z 449, compativel com a férmula molecular C»;H,0011. Esse conjunto de
informacdes (tab. 4.6.4), em comparacdo com dados da literatura (AGRAWAL, 1989;
HARBORNE, 1996), permitiu a identificagdo da luteolina-7-O-f-D-glicopiranosideo
(fig.4.6.4).

Identificacéo de Go5

O espectro no UV de Go5 (E24) apresentou maximos de absorcdo em 253 e 350
nm, caracteristicos de flavonoides (MABRY et al.,1970).

O espectro de RMN de *H (E25) indicou mistura de dois flavonéides. Além dos
sinais de Go4, h& outro grupo de sinais de um segundo flavondide minoritario derivado
da quercetina: em 67,56 ha o sinal do H6’ (1H, dd, J=8 e 2 Hz), em 67,55 do H2’ (1H,
d, J= 2 Hz); do H5” em 66,84 (1H, d, J= 9 Hz) do anel B flavonoidico, e 0s sinais dos
hidrogénios H6 em 66,19 (1H, J= 2 Hz) e H8 em 66,40 (1H, J= 2,5 Hz) do anel A. Um
dubleto (J= 7,5 Hz) de hidrogénio anomérico em 65,43 indica uma unidade de agucar.

A anélise detalhada dos experimentos ‘H-'‘H COSY, TOCSY-1D, juntamente
com a deterninacdo das constantes de acoplamento, revelou a ocorréncia de uma
unidade de p-glicose. Dentre as correlagdes exibidas no experimento HMBC (E27),
verificou-se principalmente a existente entre o sinal em 65,43 (H1-glicose) e o sinal em
0133,2 (C3-aglicona), o que mostra que a glicose esta ligada no C-3 do flavonol.

O espectro de massas (E23) ESI-TSQ de Go5 forneceu o ion da molécula
protonada [M+H]" em m/z 465, compativel com a formula molecular C,7H30016. ESsas
informacdes, juntamente com comparacdo dos dados disponiveis na literatura
(AGRAWAL, 1989; HARBORNE, 1996), permitiram identificar a quercetina-3-O-f-D-
glicopiranosideo (figura 4.6.4, tab. 4.6.4).

Juliana Severi 66




Identificacéo de Go6 e Go7

O espectro de RMN de *H (E28) exibiu sinais na regi&o aromatica referentes a
uma mistura de dois flavondides. No majoritario sdo verificados dois dubletos em &
7,40 (1H, H2’, J= 2 Hz) e 66,88 (1H, H5’, J= 8,5 Hz) e um duplo-dubleto em 6 7,38
(1H, H6’, J= 2 e 8,5 Hz), 0 que mostra que o anel B do nucleo flavonoidico é orto-di-
oxigenado e tri-substituido. Na caracterizacdo do anel A, verificam-se dois dubletos
meta-acoplados (J = 2 Hz) em 66,19 (1H, H6) e 66,40 (1H, HB8). A presenca de um
singleto em 66,64 (H3) sugere uma flavona. Estes sinais, juntamente com comparacgéo
com os dados da literatura (HARBORNE, 1996) levaram ao reconhecimento de Go6

como a flavona luteolina (fig. 4.6.5, tab. 4.6.5).

Além dos sinais acima mencionados, o espectro de RMN de *H (E28) também
indicou um composto minoritario com sinais do anel B flavonoidico em 67,65 (H2’, d,
J= 2,5 Hz, 1H), § 7,53 (H6’, dd, J= 8,5 e 2 Hz; 1H) e em & 6,87 (H5’, d, J= 8,5 Hz).
Ainda foram observados os sinais dos hidrogénios H6 e H8 meta-acoplados (J= 2 Hz)
em 66,17 e 66,39 do anel A. Diante dessas informaces, juntamente com comparagédo
com dados da literatura (HARBORNE, 1996), Go7 foi identificada como o flavonol
quercetina (fig. 4.6.4, tab. 4.6.5).

OH
R; R,
Go3- OH O-p-D-glic-(6>’—>1""")-O-a-L-rha
Go4- O-p-b-glic H
Go5- OH O-p-D-glic
Go6- OH H
Go7- OH OH

Fig. 4.6.4: Estrutura de Go3: quercetina-3-O-f-D-glicopiranosil-(6>’—1’"*)-O-a-L-
rhamnopiranosideo; Go4: luteolina-7-O-4-D-glicopiranosideo; Go5: quercetina-3-O-4-D-
glicopiranosideo; Go6: luteolina; Go7: quercetina
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Tab. 4.6.4: Deslocamentos quimicos de RMN de Go3, Go4 e Go5 (DMSO-ds, 11,7 T)

O©CooO~NO O WN

10

2’
3°
4°
5°
6’

1”
2”
339
4”
5”
639

139’
239’
3”’
4”’
53”
6”’

Go3 Go4 Go5
O'H (I Hz) oBC O'H (I Hz) oBc* O'H (I Hz) oBc*

156,7 164,6 156,0
133,3 |6,72(s), 1H 103,0 133,2
177,4 182,5 2
161,2 162,0 162,0

6,17 (d, J=2), 1H 98,8 [6,43(d,J=2),1H 99,6 6,19 (d, J=2), 1H 99,2
164,2 163,0 164,4

6,37 (d, J=2), 1H 93,7 |6,77(d,J=2),1H 94,8 6,40 (d, J=2,5), 1H 94,0
156,5 157,6 156,6
104,0 105,2 104,0
121,2 121,2 121,0

7,53(d,J=2),1H 116,3 | 7,40 (d, J=2,5), 1H 113,8 |7,55(d, J=2),1H 116,8
1448 146,0 1440
148,5 150,0 145,0

6,83 (d, J=8), 1H 115,3 {6,90 (d, J=8,5), 1H 116,4 (6,84 (d,J=9), 1H 116,0

7,51(dd,J=8;2),1H 1217 |7,44(dd,J=8;25),1H 1194 |7,56(dd,J=8;2),1H 122,2

3-O-glic 7-O-glic 3-O-glic

5,32 (d, J=7), 1H 101,2 |5,06 (d, J=7,5), 1H 100,0 [543(d,J=75),1H 101,6

3,22 (m) 74,1 3,24 (m) 73,4 3,22 (m) 74,2

3,29 (m) 76,5 13,30 (m) 76,4 3,30 (m) 77,0

3,04 (m) 70,1 [3,17 (m) 69,8 3,08 (m) 70,0

3,26 (m) 759 (3,44 (m) 77,0 3,36 (M) 77,8

3,68; 3,21 (m) 67,0 |[3,72;3,46 (m) 60,6 3,32; 3,54 (m) 60,4

rha-(1>>—>6°")glic

4,37 (d, J=1), 1H 100,8

3,38 (m) 70,4

3,27 (m) 70,6

3,06 (m) 71,9

3,24 (m) 68,3

0,97 (d, J= 6), 3H 17,7

* Valores de **C obtidos pelas projecdes dos experimentos HMQC e HMBC, (%) valor ndo determinado.

Tab. 4.6.5: Deslocamentos quimicos de RMN de Go6 e Go7 (DMSO-dg, 11,7 T)

57
63

Go6 Go7

O'H (I Hz) SH*(J H2) O'H (I Hz) O'H*(J H2)
6,64 (s), 1H 6,60 (s), 1H
6,17 (d, J=2), 1H 6,17 (d, J=2) 6,17 (d, J=2), 1H 6,17 (d, J=2)
6,43 (d, J=2), 1H 6,39 (d, J=2) 6,39 (d, J=2), 1H 6,39 (d, J=2)
7,40 (d, J=2), 1H 7,65 (d, J=2) 7,65 (d, J=2,5), 1H 7,65 (d, J=2)
6,88 (d, J=8,5), 1H 6,87 (d, J=8,5) 6,87 (d,J=85),1H 6,87 (d, J=8,5)
7,38 (dd, J=8,5;2), 1H 7,39 (dd, J=8,5; 2) |7,53(dd, J=8,5;2), 1H 7,53 (dd, J= 8,5; 2)

* HARBORNE, 1996
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Identificacéo de Go8 e Go9

O espectro de RMN *H (E29) de Go8 exibiu sinais de hidrogénios olefinicos em
05,34 (6H), de dois hidrogénios anoméricos em 64,70 (J= 3,5 Hz) e 54,11 (J= 7,5 Hz), de
hidrogénios metilénicos na regido de 61,27 - 62,79, carbindlicos entre 63,31 — 94,07 e de
um metilico em 60,94 (3H). No espectro de RMN de **C (E30, E31) so verificados 33
sinais, dos quais doze foram atribuidos a duas unidades de hexoses (dois carbonos
anoméricos em 6 104,9 e 6 99,5 e dez carbonos carbindlicos entre 6 73,1 — 6 60,6); trés
pertencentes a uma unidade de glicerol di-substituido em 670,5; 667,5 e 065,6; restando
dezoito sinais caracteristicos de um é&cido graxo do tipo linolénico (18:3A°% *# 1
em 6 173,1; trés pares de duplas em 6131,6/130,0, 6 128,0/128,0 e 6127,6/127,0 e onze
carbonos alifaticos entre 633,5-14,2).

A andlise dos experimentos bidimensionais Edited-HSQC (E32) e HSQC-TOCSY
(E33) e comparacdo com dados da literatura (WEGNER et al., 2000; LI et al., 2009)

permitiu a diferenciacdo dos carbonos grupos metilicos, metilénicos, metinicos e

) (carbonila

quaternarios, sugerindo se tratar de um glicolipideo com duas hexoses. Os experimentos
'H-'H COSY e HSQC-TOCSY (E33), juntamente com a determinagdo das constantes
de acoplamento Ju1-12, €videnciaram sistemas de spin referentes a p-galactose (o 4,11;
J=17,5 Hz) e a-galactose (0 4,70; J= 3,5 Hz). O experimento HMBC (E34) forneceu as
correlagBes a longa distancia, destacando-se a existente entre o H3” do glicerol (6 4,03 e
3,99) e 0 C1 do &cido graxo (6 173,1), entre o H1”* da f-galactose (6 4,11) e o C1” do
glicerol (670,5) ¢ entre 0 H1’’da a-galactose (64,70) e o C6’” da S-galactose (6 66,5).

A confirmacdo dos acgucares foi feita apos hidrolise de Go8 (1 mg em TFA 2M,
100 °C, 1h) e analise da porcdo aquosa por CCDC (iso-PrOH/EtOAC/H,0, 7:2:1 viv e
CHCL3/MeOH/AcOH/H,0 60:32:12:8 v/v, anisaldeido/H,SO,4), juntamente com a
aplicacdo de padrdes de agUcares disponiveis.

O espectro de massas ESI-TSQ (E35) (modo positivo) forneceu o ion da molécula
protonada [M+H]" em m/z 677, compativel com a formula molecular Cs3HssO14. Esse
conjunto de informacdes (fig. 4.6.5, tab. 4.6.6), associado a analise da rotacéo otica ([a]*
+ 30; c= 0,5; MeOH) e comparacéo com dados da literatura mostrou que o composto Go8
se trata do (2’S)-3’-O-p-D-galactopiranosil-(6>’—1""")-a-D-galactopiranosideo-1’-O-
[(92,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoil-sn-glicerol, composto isolado de Zingiberis
rhizoma (gingerglicolipideo A) (YOSHIKAWA et al., 1994).
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O conjunto dos espectros de RMN de 'H (E36), *H-'H COSY, Edited-HSQC (E37),
HSQC-TOCSY e HMBC de Go9 sdo similares a Go8. A principal diferenca é devido a
auséncia da unidade a-galactose, tratando-se, portanto, do derivado monoglicosilado de
Go8. A analise da rotacdo dtica ndo forneceu resultados conclusivos.

O espectro de massas (E38) ESI-TSQ (modo negativo) de Go9 exibiu o ion do
aduto da molécula com acetato [M+59] em m/z 573, compativel com a férmula molecular
Ca7H4609. Assim o composto Go9 foi identificado como o 3’-O-4-D-galactopiranosideo-
1’-0-[(9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoil)-sn-glicerol, isolado em Sonchus arvensis
(BARUAH et al., 1981; TUNTIWACHWUTTIKUL et al., 2004) (fig. 4.6.5, tab. 4.6.6).

Tab. 4.6.6: Deslocamentos quimicos de RMN de *H e *C de Go8 e Go9 (DMSO-dg, 11,7 T)

Go8 Go9

S'H (J H2) sBc sBcx ** 5'H (J Hz) SBCHx*  sBcx  x*
1 173,12 1750 C 173,0 1750 C
2 229(dd,J=7;145) 335 349 CH,|228(dd, J=75;15Hz) 34,0 349 CH,
3 1,52(m) 245 265 CH,|1,54 (m) 25,0 26,5 CH,
4 1,27 (m) 28,6 30,8 CH,|1,29(m) 29,0 30,8 CH,
5 1,27 (m) 286 30,4 CH,[1,29 (m) 29,0 304 CH,
6 1,27 (m) 287 30,2 CH,[1,29 (m) 29,0 30,2 CH,
7 1,32 (m) 29,1 30,2 CH;|1,33(m) 29,5 30,2 CH,
8  2,03(m) 26,7 281 CH,[2,03(m) 27,0 281 CH,
9 534(m) 127,0 1282 CH [5,34 (m) 127,0 128,2 CH
10 5,34 (m) 127,6 1289 CH |5,34 (m) 1275 1289 CH
11 2,77 (m) 252 264 CH,|2,77 (m) 26,0 26,4  CH,
12 534 (m) 1280 1292 CH [5,34 (m) 128,0 1292 CH
13 5,34 (m) 128,0 129,0 CH |5,34(m) 128,0 129,0 CH
14 2,77 (m) 253 26,0 CH,|2,77 (m) 26,0 260 CH,
15 5,34 (m) 130,0 1310 CH [5,34 (m) 130,0 1310 CH
16 5,34 (m) 131,6 132,7 CH |5,34(m) 132,0 132,7 CH
17 2,03 (m) 20,1 215 CH,|2,03(m) 20,5 215  CH,
18 094 (dd,J=75;16) 142 146 CH;|0,93(dd, J=7,5; 15) 14,3 146  CHs,
1’ 4,03; 3,99 (m) 65,6 66,1 CH,|4,04;3,98 (m) 65,5 66,1 CH,
2’ 3,82(m) 675 680 CH [3,83(m) 68,0 680 CH
3 3,67;3,46 (M) 705 710 CH,|3,69; 3,48 (m) 71,0 710 CH,
3’-0-gal 3’-0-gal
1’ 411(d,J=75),1H 104,00 1046 CH |4,09(d,J=75),1H 105,0 1046 CH
2 3,33(m) 706 718 CH [3,32(m) 71,0 718 CH
3 3,33(m) 731 737 CH [3,30(m) 735 737 CH
4 3,60 (M) 685 686 CH |3,66(m) 68,5 686 CH
5 3,58 (m) 729 735 CH [3,34(m) 75,5 735 CH
6>’ 3,65; 3,59 (m) 66,5 67,1 CH;,|3,55/3,49 (m) 61,0 67,1 CH;
gal-(1’’—>6°°)-gal
1 4,70(d,J=35),1H 995 1000 CH
2 3,55 (m) 696 690 CH
3’ 3,74 (m) 689 70,1 CH
4 3,64 (m) 68,1 694 CH
5 3,72 (m) 713 711 CH
6>°> 3,55; 3,48 (m) 60,6 61,1 CH,

(*) Yoshikawa et al., 1994; Li et al., 2009, Wegner et al. 2000. (**) Multiciplidade obtida pelo experimento
Edited-HSQC; (***) Valores de *C obtidos pelas projecdes dos experimentos HSQC e HMBC
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oH OR R

0 Go8- a-D-galactose
HO Go9- H
OH ,OH
0
3 5 7 9 12 15 18

Fig. 4.6.5: Estruturas de Go8: (2’S)-3’-0-p-D-galactopiranosil-(6"—1""")-a-D-
galactopiranosideo-1’-0O-[(92,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoil-sn-glicerol e Go9: 3’-O-f-D-
galactopiranosideo-1’-O-[(9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoil)-sn-glicerol

Identificacéo de Gol0

Go10 apresentou aspecto solido de cor amarelo. O espectro de Gol10 na regido
do UV (E39) apresentou perfil espectral e maximos de absorcdo em 265 e 347 nm,
tipicos de flavonol.

O espectro de RMN de *H (E40) de Go10 mostrou sinais na regido aromatica de
um flavondide derivado do kaempferol: dos hidrogénios H3’/H5” (d, J= 8,5 Hz, 2H) em
06,88 ¢ H2’/H6’ em 67,97 (d, J=8,5 Hz, 2H) do anel B flavonoidico; além dos sinais
dos hidrogénio H6 em 6 6,17 (sl, 1H) e H8 (sl, 1H) em ¢ 6,38 do anel A. O mesmo
espectro também exibiu os sinais de dois hidrogénios anoméricos de aglcares em 65,29
(AH, J=7,5Hz) e 64,41 (1H, sl) e de um dubleto (3H, J=6 Hz) em 61,01, indicativo
do grupo CH3; de uma rhamnose. A natureza dos agUcares foi deduzida com base nos
experimentos ‘H-'H COSY, HSQC (E42), HSQC-TOCSY e nas constantes de
acoplamento Ju;-2, Verificando-se os aglcares S-glicose (05,29) e a-rhamnose (64,41).
O espectro HMBC (E43) de Go10 mostrou o acoplamento a longa distancia entre o C3
da aglicona e o H1-Glic, além da correlacéo entre H1-Rha (¢ 4,41) com o C6-Glic (6
67,5).

O espectro de massas (modo negativo) ESI-IT (E41) exibiu o ion da molécula
desprotonada [M-H] em m/z 593, compativel com a férmula molecular C,7H30015. ESse
conjunto de informacdes e comparacdo com a literatura (AGRAWAL, 1989),
permitiram identificar Go10 como o kaempferol-3-O-f-D-glicopiranosil-(6>’—1"*)-O-
a-L-rhamnopiranosideo (fig. 4.6.6, tab. 4.6.7).

Juliana Severi 71




Identificacéo de Goll

O espectro na regido do UV de Goll (E44) apresentou perfil espectral e
méaximos de absorcdo em 254 e 354 nm, caracteristicos de um flavonol.

O espectro de RMN de 'H de Goll (E45) revelou sinais na regido aromatica
caracteristicos de um flavonoide derivado da quercetina: sinal do H6” em 67,54 (dd, J=
2 e 85 Hz), do H2” em & 7,84 (d, J= 2 Hz), do H5 em & 6,93 (d, J= 8,5 Hz)
pertencentes ao anel B di-oxigenado, além dos sinais dos hidrogénios H8 e H6 em &
6,43 e 5 6,21, respectivamente, do anel A flavonoidico. A presenca de um singleto em &
3,84 (3H) indica uma metoxila. Duas unidades sacaridicas foram verificadas em 65,42
(1H, J=7 Hz) e 64,43 (1H, sl), além do dubleto (3H, J= 6,0 Hz) em 6 1,00, indicativo
do grupo CH3; de uma unidade de rhamnose. A andlise dos experimentos HSQC-
TOCSY e 'H-'H COSY, levou & identificacdo dos aclcares S-glicose (5 5,42) e a-
rhamnose (0 4,43). Os experimentos HSQC (E47) e HMBC (E48) permitiram completar
a atribuicdo dos sinais, além de verificar que a glicose (6 5,42) esta ligada ao C-3 (6
134,0) da aglicona do flavondide, que a rhamnose (& 4,43) encontra-se ligada no C-6 (&
66,0) da glicose e que o singleto da metoxila (o 3,84) correlaciona-se com o C3’°(
148,0) da aglicona.

O espectro de massas ESI-IT (E46) exibiu o ion da molécula desprotonada [M-
H]" em m/z 623, compativel com a formula molecular CygH3,046. Esses dados, em
comparacdo com os da literatura especifica (AGRAWAL, 1989), confirmaram e
estrutura da 3’-metoxiquercetina-3-O-f-D-glicopiranosil-(6>°—1"")-O-a-L-

rhamnopiranosideo (fig. 4.6.6, tab. 4.6.7).

Identificacéo de Gol2

O espectro de UV (E49) de Gol2 apresentou perfil espectral e maximos de
absorcéo em 266 e 337 nm, tipicos de flavonas.

O espectro de RMN de 'H (E50) apresentou sinais na regido aromatica
caracteristicos de uma flavona derivada da apigenina: um singleto (1H) do hidrogénio
H3 em 66,81, dois dubletos (J= 8,5 Hz, 2H cada) dos hidrogénios H2’/H6’ em 67,94 e
dos hidrogénios H3’/H5” em 6 6,95 (d, J=8,5 Hz, 2H); além dos dubletos (1H, J= 2,0
Hz, cada) dos hidrogénios H6 em 66,45 e H8 em 6 6,82.
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A molécula em questdo também apresentou uma unidade de acUcar, pela
presenca de dubleto de um préton anomérico em & 5,06 (1H, J= 7 Hz), que foi
determinada como sendo uma fS-glicose pela analise dos experimentos *H-'H COSY e
HSQC-TOCSY. O posicionamento da glicose foi deduzido a partir da observagdo da
correlagdo existente no experimento HMBC (E53) entre o sinal do hidrogéncio
anomeérico (65,06) e o C-7 da aglicona flavonoidica (6 163,0).

O espectro de massas ESI-IT (E51) exibiu o ion da molécula desprotonada [M-
H]" em m/z 431, correspondente a C,;H»0010. A partir desse conjunto de informacdes,
juntamente com os da literatura especifica (Agrawal, 1989), confirmou-se e estrutura da

flavona apigenina 7-O-3-D-glicopiranosideo (fig. 4.6.6, tab. 4.6.7).

Identificacéo de Gol3

O espectro na regido do UV (E54) de Gol13 apresentou méximos de absorcao em
252 e 348 nm e perfil espectral tipicos de uma flavona.

O espectro de RMN de *H (E55) evidencia a mistura de dois flavonéides. Na
regido de & 6,41 a 7,94 observa-se 0 mesmo conjunto de sinais de Go12, além dos sinais
de uma segunda flavona derivada da luteolina: H2’ em 67,52; H5” em 66,94 (d, J= 8,5
Hz) e H6’ em & 7,52 (dd, J= 2; 8 Hz); H8 em 56,86 (J= 1,5 Hz) e H6 em 56,45 (J= 1,5
Hz). O singleto em 6 6,93 (1H) caracteriza 0 H3 de uma flavona. Em ¢ 3,90 (3H)
observa-se um singleto de uma metoxila e um hidrogénio anomérico de acucar em o
5,07 (3= 7,0 Hz).

Com base nos experimentos *H-'H COSY, HSQC-TOCSY e nas constantes de
acoplamento do acucar, verificou-se uma pS-glicose. De maneira similar a Gol2, o
experimento HMBC revelou que a glicose esta ligada ao C-7 da aglicona e que a
metoxila encontra-se ligada no C-3’ do anel B flavonoidico.

O espectro de massas ESI-IT (E56) exibiu o ion da molécula desprotonada [M-
H]" em m/z 461, compativel com a férmula Cx»H2,01;. Este conjunto de dados e
comparagdo com os da literatura (AGRAWAL, 1989) possibilitaram identificar a 3’-
metoxiluteolina-7-O-#-D-glicopiranosideo (fig. 4.6.6, tab. 4.6.8).
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Identificacéo de Gol4

O espectro na regido do UV de Gol4 (E57) forneceu perfil espectral e maximos
de absorcéo em 255 e 355 nm, caracteriticos de um flavonol.

O espectro de RMN de *H (E58) de Gol4 exibiu sinais na regido aromatica de
um derivado da quercetina monoglicosilado: um duplo-dubleto em 67,55 (1H, J=2¢ 8
Hz, H6’), dubletos em 6 7,48 (1H, J= 2 Hz, H2’) e em 6 6,77 (1H, J= 8,5 Hz, H5’),
sinal do H8 em 6,26 (sl, 1H), do H6 em 66,06 (sl, 1H) e do hidrogénio anomérico em
55,20 (1H, d, J=5,5 Hz).

Com base na anélise dos espectros *H-'H COSY, HSQC-TOCSY e HMBC foi
identificado o agucar a-arabinose e que este esta ligado ao C3 da aglicona (5 135,5).

O espectro de massas ESI-IT (E59) exibiu o ion da molécula desprotonada [M-
H]" em m/z 433, compativel com a formula C,oH1501;. Esses dados, juntamente com 0s
da literatura especifica (AGRAWAL, 1989), confirmaram e estrutura de Gol4 como
quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo (fig. 4.6.6, tab. 4.6.8).

Identificac@o de Gol5

O espectro no UV (E60) de Gol5 apresentou perfil espectral e maximos de
absorcdo em 251 e 347 nm, tipicos de flavonas.

O espectro de RMN de 'H (E61) mostrou sinais na regido aromatica,
confirmando o esqueleto de uma flavona derivada da luteolina: um singleto (1H) H3 em
06,74, dubletos em 67,50 (1H, J= 1,5 Hz, H2’) e em 66,93 (1H, J= 8,5 Hz, H5’) e um
duplo-dubleto em 67,52 (1H, J= 1,5 e 8 Hz, H6’), sinal do H6 em 66,12 e H8 em ¢
6,41. Também € observado um singleto de metoxila em 63,88 (3H), que foi posicionada
com base correlagdo do experimento HMBC existente com o C3” (6 149,0) da aglicona
flavonoidica.

O espectro de massas (E62) ESI-IT, forneceu ion da molécula desprotonada [M-
H]" em m/z 299, compativel com a fomula molecular C1H;,0¢. Estes dados, jutamente
com os da literatura especifica, permitram a identificacio de Gol5 como 3’-

metoxiluteolina (crisoeriol) (fig. 4.6.6, tab. 4.6.8).
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OH

R R; R, R3

1
Gol0- OH H O-p-D-glic-(6—1)-a-L-rha
Goll- OH OCH; O-p-D-glic-(6—1)-a-L-rha
Gol2- O-p-p-glic H H

OH O Gol3- O-p-p-glic OCH; H

Gol4- OH OH O-a-L-ara
Gol5- OH OCH; H

Fig. 4.6.6: Estrutura de Gol1l0: kaempferol-3-O-f-D-glicopiranosil-(6’’—1"*)-O-a-L-
rhamnopiranosideo; Goll:  3’-metoxiquercetina-3-O-g-D-glicopiranosil-(6>’—1""")-0O-a-L-
rhamnopiranosideo; Gol2: apigenina 7-O-f-D-glicopiranosideo; Gol3: 3’-metoxiluteolina-7-O-
S-D-glicopiranosideo. Gol4: quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo; Gol5: 3’-metoxiluteolina

Tab. 4.6.7: Deslocamentos quimicos de RMN de G010, Goll e Gol2 (DMSO-ds, 11,7 T)

G010 Goll Go12
O'H (J Hz) Stc* S'H (J Hz) Stc* S'H (J Hz) e
2 155,5 157,0 165,0
3 134,5 1340 (6,81 (s), 1H 103,0
4 2 2 183,0
5 a a a
6 6,17 (s), 1H 99,0 (6,21 (d, J=1,5), 1H 99,0 |6,45(d,J=2,0),1H 99,0
7 2 2 163,0
8 6,38 (s), 1H 940 [6,43(d,J=1), 1H 945 |6,82(d,J=2,0),1H 950
9 a a a
10 105,0 104,5 106,0
r 121,0 121,0 121,0
2> 7,97(d,J=85), 1H 131,0 |7,84(d, J=2), 1H 1140 (7,94 (d,J=85),1H 1290
3 6,89(d,J=85),1H 115,0 1480 (6,95 (d,J=85),1H 1170
¥y 160,0 150,0 161,0

5 6,89 (d, J=85), 1H 1150 |6,93 (d, J=8,5), 1H 1160 |7,94(d,J=85),1H 117,0
¢  7,97(d,J=85), 1H 131,0 |[7,53(dd,J=85,2),1H 1230 [6,95(d,J=85),1H 129,0

3-O-glic 3-O-glic 7-O-glic
1 529(d,J=75Hz),1H 1020 |542(d,J=7),1H 102,0 |5,06 (d,J=7,0),1H 100,5
2> 3,19(m) 74,5 3,24 (m) 74,5 3,30 (m) 73,5
3 3,24 (m) 76,0 3,29 (m) 76,5 3,33 (m) 77,0
4’ 3,11 (m) 72,5 3,08 (m) 72,0 3,21 (m) 70,5
52 3,22 (m) 77,0 3,23 (m) 77,0 3,46 (m) 78,0
6>  3,70; 3,28 (m) 67,5 3,72; 3,30 (m) 68,0 3,74;351(m),2H 61,0
rha-(1>>—>6°")-glic rha-(1>>—6")-glic
1’ 4,41(sl), 1H 101,0 |4,43(sl), 1H 101,0
2> 3,46 (m) 71,0 3,43 (m) 71,0
3> 3,22 (m) 71,5 3,27 (m) 715
4>°> 3,08 (m) 70,5 3,06 (m) 70,5
5 3,28 (m) 68,5 3,25 (m) 68,5
6> 1,01(d,J=6),3H 18,0 1,00 (d, J=6), 3H 18,0
OMe 3,84 (s), 3H 56,0

* Valores de **C obtidos pelas projecées dos experimentos HSQC, HSQC-TOCSY e HMBC, (°) valores
ndo determinados
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Tab. 4.6.8: Deslocamentos quimicos de RMN de Go13, Gol4 e Gol5 (DMSO-ds, 11,7 T)

Go13 Gol4 Go15
O'H (I Hz) oBc* O'H (J Hz) oBc* O'H (I Hz) oBc*
2 165,0 158,0 164,0
3 6,86 (s), 1H 103,0 135,0 |6,74 (s) 103,0
4 183,0 a 180,0
5 @ 2 162,0
6 6,45 (d, J=2), 1H 99,0 |6,06 (s), 1H 99,0 6,12 (d,J=1),1H 100,0
7 163,0 a 164,0
8 6,86 (d, J= 1,5), 1H 950 6,26 (s), 1H 940 6,41 (d,J=1),1H 94,0
9 a a a
10 106,0 105,0 104,0
I 121,0 122,0 121,0
2> 758(s),1H 129,0 |7,48 (d, J=2), 2H 117,0 |7,50 (d, J=2), 1H 110,0
3 117,0 146,0 149,0
ry 161,0 150,0 150,0
5°  6,94(d,J=85), 1H 117,0 |6,77 (d, J=8,5), 1H 116,0 |6,93 (d, J=8,5), 1H 117,0
6°  7,58(dd,J=8,25),1H 129,0 |7,56 (dd,J=2,8,5),1H 1220 [7,52(dd,J=85,2,5), 1H 1210
7-O-glic 3-O-ara
1’ 506(d,J=7), 1H 100,5 |5,20 (d, J=5,5), 1H 102,0
2 3,28(m) 740 |3,75(m) 71,0
37  3,35(m) 770 |3,47(m) 72,0
47 3,18(m) 705 |3,61(m) 66,0
5 3,45 (m) 785 |3,57; 3,18 (m) 65,0
6  3,75;3,50 (m), 2H 61,5
OMe 3,90 (s), 3H 57,0 3,88 (s) 56,5

* Valores de **C obtidos pelas projecdes dos experimentos HSQC, HSQC-TOCSY e HMBC, (%) valores

nao determinados

4.7 Fracionamento e purificacdo de G. graciliflora

As etapas de isolamento e identificagdo das substancias Ggl a Gg7 foram

realizadas no “Department of Pharmaceutical Sciences, University of Basel”/Suica, em

colaboragdo com o prof. Dr. Matthias Hamburger e Dr. Olivier Potterat.
O EMeOH das folhas de G. graciliflora (15 g) foi solubilizado em 500 mL de

agua e em seguida particionado com n-butanol 1:1 v/v (3x). As fragdes resultantes
foram secas sob pressdo reduzida, transferidas para recipientes de vidro pesados e
colocadas em capela sob jato de nitrogénio até secagem completa, obtendo-se 7,2 g da
porcao butanolica (FrBuOH) e 10,4 g da porgdo aquosa (FrAQ).

Em seguida, toda a porcdo butanolica foi solubilizada em 25 mL de MeOH e
centrifugada por 20 min a 2500 rpm. O sobrenadante foi fracionado por Cromatografia
de Permeacdo em Gel (GPC2), empregando-se metanol como fase mével a um fluxo de
4 mL/min. Fragdes com aproximadamente 10 mL foram coletadas, obtendo-se o total de

153 fracGes.
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Estas foram analisadas por CCD (silicagel, CHCl3/MeOH/n-prOH/H,0O 5/6/1/4,
v/v, fase organica) e reunidas conforme similaridade de Rf e coloragGes diante dos

reveladores empregados (anisaldeido/H,SO,4, luz UV). A tabela 4.7.1 apresenta o

agrupamento resultante das subfracdes obtidas por CPG. Em seguida as mesmas foram
analisadas por HPLC-UV-ELSD e purificadas com o uso de MPLC e HPLC (HPLC-
SP1 e HPLC-SP2), conforme ilustrado na figura 4.7.1.

Tab. 4.7.1: Resultado obtido do fracionamento da FrBuOH do EMeOH de G. graciliflora

- Massa da A Massa da
Cddigo fracdo (mg) Substancia pesente subst. (mg)
1-10 285,3
11-14 356,7
15-19 180,7 Ggl  oleanolato 3-O-S-D-[glicAc-(3’—1°*)-O-5-D- 5

gal-(2>>—>1°"’)-0-a-L-rha]-28-0-4-D-
glicopiranosila
20-23 150,1 Gg2  oleanolato 3-O-S-D-[glicAc-(3’—1°*)-O-5-D- 7
gal-(3’—>1°"")-0O-4-D-xil]-28-0-4-D-
glicopiranosila
24-26 101,0 Gg2  oleanolato 3-O-S-D-[glicAc-(3’—1°")-O-5-D- 8
gal-(3’—>1°"")-0O-4-D-xil]-28-0O-4-D-
glicopiranosila
Gg3  (2’S)-3’-0-pB-D-galactopiranosil(6’°—1"")-a-D- 2
galactopiranosideo-1-0-(92,122,15Z)-
octadeca-9,12,15-trienoil-sn-glicerol
27-37 470,3 Gg4 acido 3-O-p-D-[glicAc-(3’—1")-O-p-D-gal- 2,5
(2’—>17"")-0O-a-L-rha]-oleandlico
Gg5 acido 3-O-p-D-[glicAc-(3’—>1")-O-4-D-gal- 2
(3’—>1""")-O-p-D-xil]-oleandlico
Gg6 3’-0-p-D-gal-1°-0-(92,12Z,157)-octadeca- 2,5
9,12,15-trienoil-sn-glicerol
38-45 420,1 Gg7 [-sitosterol-3-O-4-D-glic S
46-55 621,9 Ggs8 quercetina-3-O-{ a-L-rha-(1°">—2"")-[O-a-L- S
rha-(1">>—6°")]}-O-4-D-gal
Gg9  kaempferol-3-O-{a-L-rha-(1"">—2"")-[O-a-L- 8
rha- (1’>>’—6°")]}-O-p-D-gal
56-65 398,6
66-75 288,0
76-78 229,3
79-84 251,0
85-87 122,5
88-93 162,2
94-104 200,4
105-119 306,1
120-152 245,7
Final 333,0
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EMeOH - 15 g

ﬁ Particdo n-BuOH/H,O 1:1 v/v

FrAg—10,4g FrBuOH -7,2 g

J 4 4 b Jb 4

15-19 20-23 24-26 27-37 46-55 38-45
L & H & §d &
Gogl Gg2 Gg2 Gg4 Gg7 Gg8
Gg3 Gg5 Gg9
Ggb6

1: HPLC-SP2: C1510 x 150 mm x 5,0 zm, H,O/ACN 71:29, 4 mL/min; t,= 13 min
2: HPLC-SP2: C1510 x 150 mm x 5,0 um, H,O/ACN 67:33, 4 mL/min; t,= 12 min
3: HPLC-SP2: C1510 x 150 mm x 5,0 zm, H,O/ACN 33% B em 20 min; 33-80% B em 25 min;
4 mL/min; Gg2 t; = 12 min, Gg3 t, =20 min
4: HPLC-SP2: C1310 x 150 mm x 5,0 gm, H,O/ACN 25-40% B em 10 min, 40-55%B em 17 min,
55-65% B em 23 min, 65-85% B em 30 min; 4 mL/min; Gg4 t,=13, Gg5 t, =21, Gg6 t,- 26 min
5: HPLC-SP2: C1510 x 150 mm x 5,0 gm, H,O/ACN; 4 mL/min; Gg7 t,=18 min
6: HPLC-SP1: C15 250 x 10 mm x 5,0 zm, H,O/MeOH 60:40; 2,5 mL/min, Gg8 t,=12 min,
Gg9 t, = 15 min

Fig. 4.7.1: Fracionamento da FrBuOH do EMeOH das folhas de G. graciliflora

Identificacéao de Ggl e Gg4

O espectro de RMN de *H de Ggl (E63) exibiu um conjunto de sinais
caracteristicos de um triterpeno da classe oleanano: sete singletos na regido de ¢ 1,10-
0,69 (3H cada) e um singleto largo olefinico em 6 5,16. O mesmo espectro também
mostrou a presenca de quatro protons anoméricos em ¢ 5,25 (d, J= 8 Hz, 1H), 65,06
(sh), 64,45 (d,J=7,5Hz, 1H) e 64,32 (d, J= 7,5 Hz, 1H) e de um dubleto em 61,11 (J=
6 Hz, 3H), sugestivo de uma metila de rhamnose. No espectro de RMN de *C (E64) sdo
observados trinta sinais pertencentes a uma aglicona triterpénica e vinte e quatro a

porcao sacaridica.
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Os valores de deslocamentos quimicos dos carbonos sp? (5 121,6 e & 143,4),
corroboram com a proposta de um triterpeno-A'?-oleanano (AGRAWAL & JAIN,
1992). Os valores de deslocamentos quimicos das posi¢fes C3 (6 88,2) e C28 (5175,3),
quando comparados aos do &cido oleandlico (KOJIMA et al., 1990; MAHATO &
KUNDU, 1994), é sugestivo de uma saponina bidesmosidica. O experimento Edited-
HSQC (E65, E66, E67) permitiu diferenciar carbonos de grupos metila, grupos
metilénicos, grupos metinicos e carbonos quaternarios.

Para a identificacdo preliminar dos acUcares foi realizada a hidrélise de Ggl.
Aqueceu-se a 105 °C 1 mg do composto em 1 mL de TFA 2M, em refluxo por 1 h. A
mistura foi fracionada por ELL em AcOEt e H,O (0,5 mL, v/v) e as fracOes aquosa e
organica analisadas por CCDC com a aplicacdo simultanea de padrbes. Assim, foram
identificados os acucares glicose, galactose, rhamnose e o acido glicurbnico na fase
aquosa (iso-PrOH/AcOEt/H,0, 7:2:1 viv e CHCIl3/MeOH/AcOH/H,0 60:32:12:8 vlv,
anisaldeido/H,SO, ) e o 4cido oleandlico na orgénica (Hex/AcOEt 4:6 v/v).

A andlise detalhada dos espectros *H-'H COSY e HSQC-TOCSY, juntamente
com a determinacdo das constantes de acoplamento Jui.n2, permitiram confirmar os
resultados obtidos com a hidrélise. Verificou-se a presencga da S-glicose (6 5,25; J= 8
Hz), a-rhamnose (65,06), S-galactose (64,45; J= 7,5 Hz) e S-acido glicurénico (64,32;
J=7,5Hz).

Os experimentos bidimensionais HSQC e HMBC (E68) forneceram as correlag6es
dos carbonos e hidrogénios da molécula em questdo. Dentre as correlacfes a longa distancia
observadas, destacam-se aquelas existentes entre o entre o H1’-GlicAc (0 4,32) e 0 C3 da
aglicona (088,2); entre o H1’-Gal (0 4,45) e o C3’ do GlicAc (0 85,2), entre o H1’’-Rha
(05,06) e 0 C2”’ da Gal (674,9), além do acoplamento entre o H1”*”’-Glic (65,25) e 0 C28
(6175,2).

O espectro de massas ESI-TSQ de Ggl (E69) exibiu o ion da molécula
desprotonada [M-H]" em m/z 1101, compativel com a formula molecular Cs4HggO53.
Desta maneira, Ggl foi identificada como o oleanolato 3-O-f-D-[glicuronopiranosil-
(3°’—>17)-0O-p-D-galactopiranosil-(2>’—1"*")-O--D-rhamnopiranosideo]-28-O- #-D-
glicopiranosila (fig. 4.7.2, tab. 4.7.2), isolado anteriormente de Ximenia americana
(Olacaceae) (D’AGOSTINO et al., 1994).

Juliana Severi 79




O espectro de RMN de *H (E70) e experimentos bi-dimesionais (E71 a E73) de
Gg4 foram similares aos de Ggl. Foram verificados sete grupos metilicos: Me-23 (&
0,97/27,8), Me-24 (5 0,77/17,0), Me-25 (5 0,87/15,5), Me-26 (&5 0,72/17,3), Me-27 (S
1,09/26,0); Me-29 (50,87/33,0) e Me-30 (50,87/24,5); além dos sinais de carbonos sp?
(6121,5 e 6143,0) e de trés protons anoméricos em ¢5,02; 64,67 e 64,16. A principal
diferenca € devido a auséncia do actcar em C28; o que sugere que Gg4 seja o derivado
monodesmosidico de Gg1.

A identificacdo adicional da porcdo sacaridica veio da hidrélise de Gg4, nas
mesmas condicdes descritas para Ggl (0,5 mg em TFA 2M, 105 °C, 1 h, CCDC: iso-
PrOH/AcOEt/H,O, 7:221 viv e CHCI:/MeOH/AcOH/H,O 60:32:12:8  Vvlv,
anisaldeido/H,S0,), juntamente com a analise detalhada das constantes de acoplamento
e dos experimentos HSQC-TOCSY e 'H-'H COSY. Assim, foi confirmada a presenca
dos agUcares a-rhamnose (65,02), S-galactose (64,67; J= 7,5 Hz) e p-acido glicurdnico
(54,16; J= 8 Hz).

O experimento HMBC forneceu as principais correlagdes existentes a longa
distancia, dentre elas, entre o H1’-GlicAc (6 4,16) e o C3 da aglicona (o 88,4); entre o
H1”’-Gal (64,67) e 0o C3” do GlicAc (6 84,0) ¢ entre 0o H1’’-Rha (65,02) e 0 C2”’ da Gal
(075,2), 0 que permitiu definir cadeia de acucares.

O espectro de massas (E74) exibiu o ion da molécula desprotonada [M-H]" em
m/z 939, compativel com a férmula molecular CsgH750:5. Desta maneira, Gg4 foi
identificada como 0 acido 3-0--D-[glicuronopiranosil-(3°—1")-O-4-D-
galactopiranosil-(2>’—1°’")-O-#-D-rhamnopiranosideo]-oleandlico (fig. 4.7.2 e tab.
4.7.3), obtido anteriormente apenas como produto da hidrolise de Ggl (D’AGOSTINO
etal., 1994).
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Fig. 4.7.2: Estrutura de Ggl:

rhamnopiranosideo]-oleandlico

Tab. 4.7.2: Deslocamentos quimicos de RMN de *H e **C de Ggl (DMSO-ds, 11,7 T)

oleanolato 3-O-p-D-[glicuronopiranosil-(3’—1°")-O-f-D-
galactopiranosil-(2’’—1’"")-O-f-D-rhamnopiranosideo]-28-0-/-D-glicopiranosila e Gg4: acido
3-O-p-D-[glicuronopiranosil-(3°’—1°")-O-p-D-galactopiranosil-(2°*—1°")-O-4-D-

S'HWQHz) 6% 6Bcx ** 5'H (J Hz) sBc **
1 154;093(m) 380 381  CH, |3-O-glicAc
2 1,72;158(m) 255 254 CH, |1’ 432(d,J=75),1H 1052 CH
3 310(m) 882 885 CH |20 3,16(m) 724  CH
4 38,6 38,5 C 3 3,41 (m) 85,2 CH
5 0,74 54,8 55,0 CH |4 3,34 (m) 70,4 CH
6 150;133(m) 17,7 176 CH, |5 3,44 (m) 751 CH
7 1,42;1,26 (m) 32,1 32,0 CH, |& 1704 C
8 390 389 C gal-(1"’—>3’)-glcAc
9 1,51 (m) 470 469 CH |17 445(d,J=75),1H 1020 CH
10 36,2 36,1 C 2> 3,60 (m) 74,9 CH
11 1,98;163(m) 224 223  CH, [3” 3,58(m) 735 CH
12 516(l),1H 1216 1220 CH |47 3,56 (m) 68,7 CH
13 1434 1434 C 5° 3,48 (m) 74,1 CH
14 412 410 C |6” 350;343(m) 60,3 CH,
15 1,76;1,02 (m) 27,1 27,3 CH; |rha-(1"’—>2’)-gal
16 1,83 (m) 228 231  CH, |1’ 5,06 (sl), 1H 99,7 CH
17 458 458 C |2 3,64 (m) 702 CH
18 2,78 (m) 40,7 405 CH |3 3,59 (m) 69,8 CH
19 1,66;1,12(m) 454 451 CH, |4 3,12(m) 12,2 CH
20 30,2 30,2 C 5 4,07 (m) 67,3 CH
21 1,37;120(m) 331 330 CH, |6 1,11(d,J=6), 3H 177  CH,
22 160;154(m) 315 315  CH, [28-O-glic
23 0,97 (5) 275 278  CH; |1 525(d, J=8), 1H 940 CH
24 0,75 (s) 16,4 165  CHg |27 3,10 (m) 723 CH
25 0,86 (5) 151 151  CHs; |3 3,20 (m) 765 CH
26 0,69 (s) 166 17,1  CHs |47 3,11 (m) 69,4 CH
27 1,08 (s) 25,4 25,9 CH; |5 3,14 (m) 77,6 CH
28 175,2 175,6 C 6’ 3,61/3,43 (m) 60,5 CH,
29  0,87() 32,7 326  CH,
30 087(s) 233 235  CHs

(*) Mitaine-Offer et al., 2001 (**) Multiplicidades obtidas pelo experimento Edited-HSQC
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Tab. 4.7.3: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e **C de Gg4 (DMSO-ds, 11,7 T)

SH SBCx  FBCrx  r*x S'H sBC*
1 1,55;0,92 (m) 380 381 CH, |3-O-gIcAc
2 1,90;1,57(m) 26,0 254 CH, |1’ 416(d,J=8),1H 1050 CH
3 3,10 (m) 884 885 CH |2° 3,16(m) 729 CH
4 385 385 C |3 345(m) 846  CH
5 0,78 55,5 55,0 CH |4 330(m) 71,0 CH
6 1,53; 1,30 “(m) 18,0 17,6 CH, |5° 3,45 (m) 750 CH
7 1,45;1,28(m) 32,8 32,0 CH, |6 1702 C
8 390 389 C gal-(1’—3°)-glicAc
9 1,55 (m) 475 46,9 CH |17 468(d,J=75),1H 1020 CH
10 36,0 36,1 C |27 359(m) 752  CH
11 1,95;1,85(m) 23,0 223 CH, [3 3,40 (m) 755  CH
12 5,16 (sl), 1H 1215 1220 CH |47 3,61(m) 69,0 CH
13 1430 1434 C 5 3,46 (m) 749  CH
14 415 41,0 C 6  3,54; 3,40 (m) 60,5  CH,
15 1,70;1,03(m) 275 27,3 CH, |rha-(1’’—2")-gal
16 1,85;155(m) 230 231 CH, |1’ 5,02 (sl), 1H 99,8 CH
17 455 458 C 2’ 3,68 (m) 708  CH
18 2,76 (M) 41,0 405 CH |3 357(m) 708  CH
19 1,63;1,12(m) 46,0 451 CH, |4’ 3,18 (m) 728  CH
20 300 30,2 C 5> 4,02 (m) 680 CH
21 1,35;1,17 (m) 340 330 CH, |6 1,10(d,J=55),3H 17,1  CH,
22 1,63;1,48(m) 322 315 CH,
23 0,97 (s) 278 278 CHj
24 0,77 (s) 170 16,5 CH,
25 0,87 (s) 155 151 CH;
26 0,72 (s) 173 17,1 CH;
27 1,09 () 260 259 CH;
28 1780 1756 C
29 0,87 (s) 330 32,6 CH;
30 0,87 (s) 245 235 CH;

(*) Valores de °C obtidos pelas projecées dos experimentos HSQC e (**) MITAINE-OFFER et al.,
2001; (***) Multiplicidades obtidas pelo experimento Edited-HSQC

Identificacédo de Gg2 e Gg5

Os espectros de RMN de *H (E75) e de *C (E76) de Gg2 exibiram sinais de
uma saponina derivada do acido oleandlico similar a Ggl: sete grupos metilicos
terciarios em & 0,99/27,3 (Me-23), & 0,77/16,4 (Me-24), & 0,85/15,1 (Me-25), &
0,68/16,6 (Me-26), & 1,08/25,4 (Me-27); & 0,87/32,7 (Me-29) e & 0,86/23,3 (Me-30);
um singleto largo olefinico em 65,16/121,6 e quatro protons anoméricos em ¢5,23/94,0
(d, = 8 Hz), 54,40/105,9 (d, J= 6 Hz), 54,43/102,1 (sl) e 54,38/104,1 (J= 7,5 Hz). A

principal diferenca encontrada entre Ggl e Gg2 refere-se a natureza de um dos agucares.
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Sua identificacdo foi estabelecida inicialmente por analise do hidrolisado de Gg2
por CCDC nas mesmas condicOes descritas para Ggl (TFA 2M, 105° C, refluxo por 1h,
CCDC: iso-PrOH/ACcOEt/H,O 7:2:1 viv e CHCI3/MeOH/AcOH/H,O 60:32:12:8 vlv,
anisaldeido/H,SO,), 0 que levou ao reconhecimento da glicose, galactose, xilose e do
acido glicurdnico na fase aquosa.

Com base na anélise dos experimentos bi-dimensionais *H-'H COSY e HSQC-
TOCSY (E77 a E79), juntamente com a determinacdo das constantes de acoplamento
Jn1-n2, foram confirmados os agucares S-glicose (65,27; J= 8 Hz), p-xilose (6 4,40; J=
6 Hz), S-galactose (o 4,43) e p-&cido glicurénico (o 4,38; J= 7,5 Hz). O espectro de
HMBC (E80 e E81) forneceu as principais correlagfes existentes a longa distancia,
dentre elas, entre 0 H1’-GlicAc (64,38) e 0 C3 (687,9), entre 0 H1°”*’-Glic (65,23) com o
C28 (0175,1). Além disso, verificou-se as existentes entre o H1°’-Gal (6 4,43) e o C3’ do
GlcAc (6 88,3), entre o H1’”’-Xil (64,40) e 0 C3*” da Gal (682,2), 0 que é compativel com
os valores de RMN descritos na literatura para 0 mesmo tipo de ligacGes interglicosidicas
(Magid et al., 2006).

O espectro de massas ESI-IT (E82) de Gg2, exibiu ion da molécula
desprotonada [M-H] em m/z 1087 (ESI-TOF 1087.5339, calc. 10875325), compativel
com a formula molecular Cs3gHgsO2s. A andlise por MS" ESI-IT de Gg2 confirmou a
cadeia de agucar a partir da presenca dos ions produtos desprotonados em m/z 925 [M-
162-H]’, 793 [M-162-132-H], 631 [M-162-132-162-H] e 455 [M-162-132-162-176-H]
Com base nesse conjunto de informacdes, Gg2 foi identificado como o oleanolato 3-O-f-
D-[glucuronopiranosil-(3°—1°")-O-p-D-galactopiranosil-(3’’—1°")-O- 5-D-
xilopiranosideo]-28-O-4-D-glicopiranosila ([o]®o= + 17; ¢= 0,4, MeOH), inédito (fig.
4.7.3, tab. 4.7.4).

Os espectros de RMN (*H e experimentos bi-dimensionais) de Gg5 exibiram um
conjunto de sinais compativeis com o do derivado monosdemosidico de Gg2,
caracterizado pela auséncia da glicose em C28. Foram verificados sete grupos metilicos
Me-23 (6 0,99/28,0), Me-24 (6 0,75/17,0), Me-25 (6 0,87/15,5), Me-26 (5 0,72/17,0),
Me-27 (6 1,09/26,3); Me-29 (6 0,87/33,0) e Me-30 (6 0,87/23,7); um singleto largo
olefinico em & 5,16; trés prétons anomericos em 6 4,34 (d, J=7,5 Hz), 64,40 (J= 7,5
Hz) e 54,46 (J = 7,0 Hz); carbonos sp? (§121,5 e 143,5) de um triterpeno-A*2-oleanano
(AGRAWAL & JAIN, 1992) (E83 a E86).
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A natureza dos agucares foi confirmada ap6s hidrélise acida pelo mesmo método
descrito para Ggl (TFA 2M, 105° C, refluxo por 1h, CCDC: iso-PrOH/AcOEt/H,0O
7:2.1 viv e CHCI3/MeOH/ACOH/H,O 60:32:12:8 v/v, anisaldeido/H,SO,), em
associacdo com a analise dos espectros ‘H-'H COSY e HSQC-TOCSY. Assim,
verificaram-se os agucares g-xilose (o 4,40; J=7,5 Hz), f-galactose (o 4,46) e f-acido
glicurénico (04,34; J= 7,5 Hz).

O experimento HMBC forneceu as principais correlagdes a longa distancia da
molécula em questdo, principalmente as existentes entre o0 H1’-GlicAc (6 4,34) e 0 C3 da
aglicona (0 88,5); entre o H1”’-Gal (64,46) e o C3” do GlicAc (¢ 88,8) e entre o H1*”’-Xil
(0 40,4) ¢ o C3” da Gal (0 825), 0 que corrobora com a proposta do derivado
monodesmosidico de Gg2.

O espectro de massas ESI-IT (E87) exibiu o ion da molécula desprotonada [M-
H] em m/z 925 (ESI-TOF 925.4820, calc. 925.4797). A analise por MS" ESI-IT de Gg5
confirmou a sequéncia de agucares a partir da presenca dos ions produtos desprotonados
em m/z 793 [M-132-H]" e 631 [M-132-162-H], o que corrobora com a férmula
molecular C4gH75015. Com base neste conjunto de informacdes, Gg5 foi identificada como
0 acido 3-O-p-D-[glicuronopiranosil-(3°—1°")-O-p-D-galactopiranosil-(3°’—1"")-O-5-
D-xilopiranosideo]-oleandlico ([a]* o= 22; c= 0,25; MeOH), inédito (fig. 4.7.3, tab.
4.7.5).

oH OH HOOC
o Ho
o] © '
0
OH 1" R
Gg2 O-f-D-glic
Gg5 H

Fig. 4.7.3: Estrutura de Gg2: oleanolato 3-O-g-D-[glicuronopiranosil-(3°—1°")-O-f-D-
galactopiranosil-(2’’—17"")-O-f-D-xilopiranosideo]- 28-O-4-D-glicopiranosila e Gg5: acido 3-
O-p-D-[glicuronopiranosil-(3’—1°")-O-4-D-galactopiranosil-(3>’—1°")-O- -D-
xilopiranosideo]-oleandlico
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Tab. 4.7.4: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e **C de Gg2 (DMSO-ds, 11,7 T)

ONO O~ WN -

30

S'HUHz) sBC s¥Bc* ** 5'H (J Hz) sBc
1,51;089(m) 37,9 381 CH, |3-O-glicAc
1,74;155(m) 254 254 CH, |1° 4,38(d,J=75),1H 1041 CH
3,09 (m) 879 885 CH 2’ 3,24 (m) 72,4 CH
386 385 C 3’ 3,36 (m) 88,3 CH
0,71 (m) 548 550 CH 4 3,45(m) 70,0 CH
1,47;129(m) 17,7 176 CH, |5 3,62 (m) 75,1 CH
1,39;1,23(m) 321 320 CH, |6 1705 C
390 389 C gal-(17’—>3°)-glicAc
1,49 (m) 46,9 469 CH 17’ 443(l), 1H 102,1 CH
362 361 C 2 3,60 (m) 72,8 CH
1,94;160(m) 224 223 CH, |37 3,61(m) 82,2 CH
516 (sl),1H 1216 1220 CH 4 3,71 (m) 67,5 CH
1433 1434 C 5 351(m) 75,4 CH
412 410 C 6> 3,54;3,50 (M) 60,3 CH,
1,74;095(m) 27,1 273  CH, |xil-(1>’—3")-gal
1,79 (m) 228 231 CH, |1’ 440(d,J=6),1H 1059 CH
458 458 C 2 3,16 (M) 74.4 CH
2,76 (M) 406 405 CH 3 321 (m) 758 CH
1,64;1,09(m) 454 451 CH, |4 3,32(m) 69,0 CH
302 302 C 5°°  3,16; 3,69 (M) 65,9 CH,
1,32;1,15(m) 331 330 CH, |28-O-glic
1,60;1,50(m) 31,5 315 CH, |1 523(d,J=8),1H 94,0 CH
0,98 (5) 273 278 CH; |27 316(m) 72,2 CH
0,77 (s) 16,4 165 CH; |37 3,26 (m) 76,5 CH
0,85 (5) 151 151 CH; |47 317 (m) 69,4 CH
0,68 (5) 166 171  CH; |57 3,19(m) 77,6 CH
1,08 (s) 254 259 CH; |6 3,64;3,49 (m) 60,5 CH,
1751 1756 C
0,87 (s) 327 326  CHs
0,86 (s) 233 235  CHjs

(*) MITAINE-OFFER et al., 2001; (**) Multiplicidades obtidas pelo experimento Edited-HSQC
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Tab. 4.7.5: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e *C de Gg5 (DMSO-dg, 11,7 T)
S'HUHz) osBCc* §8Cx* **= 5'H (J Hz) SBCx xR

1 158,092 (m) 385 38,1 CH, |3-O-glicAc

2 1,81;1,60(m) 255 254 CH, |1’ 434(d,J=75),1H 1045 CH
3 3,17 (m) 885 885 CH (20 3,28(m) 729  CH
4 385 385 C (3 340(m) 888 CH
5 0,78 (m) 552 55,0 CH |4 347(m) 700 CH
6 1,52;1,40(m) 18,0 17,6 CH, |5 361m) 755  CH
7 1,48;1,31(m) 330 32,0 CH, |6 1700 C
8 390 389 C |gal-(1”=3")-glicAc

9 1,57 (m) 472 469 CH |17 4,46 (sl), 1H 1025 CH
10 360 36,1 c |27 364(m) 730 CH
11 1,94:158(m) 230 22,3 CH, [3” 3,65(m) 825 CH
12 516(m),1H 1215 1220 CH |47 3,76(m) 680 CH
13 1435 1434 C |57 3,54(m) 755  CH
14 410 410 C |67 3,63:358(m) 61,0 CH,

15 1,74:1,05(m) 27,9 27,3 CH, |xil-(1’—>3")-gal
16 187;158(m) 233 231 CH, |1’ 440(d,J=75),1H 1065 CH

17 455 458 cC |2 314(m) 750  CH
18 2,75(m) 414 405 CH (3 3,26 (m) 765  CH
19  167;1,13(m) 46,0 451 CH, |4 3,37 (m) 690 CH
20 300 30,2 C |5 3,74:3,22(m) 660  CH,

21 135121(m) 335 330 CH,
22 1,70:152(m) 322 315 CH,

23 0,99 (s) 280 27,8 CHs
24 0,75 (s) 170 165 CHs
25 0,87 (s) 155 151 CHs
26 0,72 (s) 170 171 CHs
27 1,09 (s) 263 259 CHs
28 1780 1756 C

29 0,87 (s) 330 32,6 CHs
30  087(s) 237 235 CHs,

(*) Valores de ™°C obtidos pelas projecdes dos experimentos HSQC e HMBC; (**) MITAINE-OFFER et
al., 2001; (***) Multiplicidades obtidas pelo experimento Edited-HSQC

Identificagé@o de Gg3 e Ggb6

Os espectros de RMN mono e bi-dimensionais de Gg3 e Gg6 (*H, Edited-HSQC
e HMBC) exibiram 0 mesmo conjunto de sinais dos monoacilglicerols isolados de G.
opposita, Go8 e Go9, respectivamente. Verificaram-se o0s sinais de um residuo de acido
linolénico (hidrogénios olefinicos em ¢ 5,33, metilénicos na regido de 6 1,27 a ¢ 2,79;
carbindlicos entre 6 3,31 e 6 4,07 e de um metilico em 6 0,94); os de uma unidade de
glicerol di-substituido e os de hidrogénios anoméricos em 64,70 (J= 3,5 Hz) e 64,11 (J=
75 Hz) em Gg3 e em ¢ 4,09 em Gg6 (E88 e E90). Com base nas projecdes dos
experimentos HSQC-TOCSY e HMBC, foram feitas as atribuicdes dos &tomos de
hidrogénio e carbono das moléculas em quest&o.
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Confirmou-se a presenca de duas unidades de galactose em Gg3 (/-galactose em &
4,11 e a-galactose em 64,70) e de uma unidade de S-galactose (64,09) em Ggé.

Os espectros de massas ESI-IT de Gg3 (E89) e de Gg6 (E91) também corroboram
com a estrutura dos monoacilglicerols Go8 e Go9 a partir da observacao dos ions de m/z
721 [M+45] para Gg3 e em m/z 559 [M+45] para Gg6, respectivamente. Assim o
composto Gg3 foi identificado como o 3’-O-f-D-galactopiranosil-(6>°—1°"")-a-D-
galactopiranosideo-1’-0O-[(9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoil-sn-glicerol e Ggé o
3’-O-p-D-galactopiranosideo-1’-0-[(9Z,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoil)-sn-glicerol
(fig. 4.7.4, tab. 4.7.6).

Tab. 4.7.6: Deslocamentos quimicos de RMN de *H e *C de Gg3 e Gg6 (DMSO-dg, 11,7 T)

Gg3 Gg6

8'H (J H2) SBCxx  sBcx  ** 5'H (J Hz) SBCrx  sBCx  *x
1 173,0 1750 C 173,0 1750 C
2 229(m) 335 349  CH, |2,28(dd,J=75;15Hz) 34,0 349 CH,
3 152(m) 24,5 265  CH, |1,54(m) 25,0 265  CH,
4 1,27 (m) 28,5 30,8 CH, |1,29 (m) 29,0 30,8 CH,
5 1,27 (m) 28,5 30,4  CH, [1,29 (m) 29,0 304 CH,
6 1,27 (m) 28,7 30,2  CH, [1,29 (m) 29,0 302 CH,
7 1,32(m) 29,0 30,2 CH, |1,33(m) 29,5 30,2  CH,
8 2,03(m) 26,5 281  CH, |2,03(m) 27,0 281 CH,
9 534(m) 127,0 1282 CH |5,35(m) 127,0 128,2 CH
10 5,34 (m) 127,5 1289 CH |5,35(m) 127,5 1289 CH
11 2,77 (m) 25,1 26,4 CH, |2,77 (m) 26,0 26,4 CH,
12 534 (m) 128,0 1292 CH |5,35(m) 128,0 1292 CH
13 534 (m) 128,0 1290 CH |5,34(m) 128,0 1290 CH
14 2,77 (m) 25,5 26,0 CH, | 2,77 (m) 26,0 26,0 CH,
15 5,34 (m) 130,0 131,0 CH |5,35(m) 130,0 131,0 CH
16 5,34 (m) 131,5 132,7 CH |5,35(m) 132,0 132,7 CH
17 2,03 (m) 20,0 215  CH, |2,03(m) 20,5 215  CH,
18 0,94 (m) 14,0 146  CH; |0,93(dd,J=7,5Hz,15) 145 146  CHs
1’ 4,03;3,99 (m) 65,5 66,1  CH, |4,04;3,98 (m) 65,5 66,1 CH,
2’ 3,82 (m) 67,5 680 CH |3,82(m) 68,0 680 CH
3 3,67;3,46 (M) 70,5 71,0  CH, |3,69; 3,48 (m) 71,0 71,0  CH,
3’-0-gal 3’-0-gal
1’ 4,11(d,J=75),1H 104,0 1046 CH |4,09(d,J=75), 1H 105,0 1046 CH
2 3,33 (m) 70,8 71,8 CH |[3,32(m) 71,0 718 CH
3 3,33(m) 73,0 737 CH |3,30(m) 735 737 CH
4 3,60 (m) 68,5 686 CH |3,65(m) 68,5 686 CH
5 3,58 (m) 72,8 735 CH |3,35(m) 755 735  CH
6>’ 3,65; 3,59 (m) 66,5 67,1 CH, | 3,55/ 3,50 (m) 61,0 67,1 CH,
gal-(1’’—>6°°)-gal
1 4,70(d, J=35),1H 99,5 100,0 CH
2> 3,55 (m) 69,5 69,0 CH
37 3,74 (m) 69,0 701  CH
4> 3,64 (m) 68,0 69,4 CH
5 3,72 (m) 71,5 711  CH
6’> 3,55; 3,48 (m) 60,5 61,1 CH,

(*) Yoshikawa et al., 1994; Li et al., 2009, Wegner et al. 2000. (**) Multiciplidade obtida pelo experimento
Edited-HSQC; (***) Valores de **C obtidos pelas projecdes dos experimentos HSQC e HMBC
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R
oH CR Gg3- a-D-galactose
O Gg6- H

Fig. 4.7.4: Estruturas de Gg3: 3’-O-f-D-galactopiranosil-(6>’—1"")-a-D-galactopiranosideo-1°-
0-[(92,12Z,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoil-sn-glicerol e Gg6: 3’-O-f-D-galactopiranosideo-1’-
0-[(92,122,15Z)-octadeca-9,12,15-trienoil)-sn-glicerol

Identificacé@o de Gg7

O espectro de RMN de *C (E94) de Gg7 apresentou 35 sinais de carbono, dentre
eles, seis grupos metilicos (612,2, 6 12,3, 6 19,5, 6 19,3, 6 19,7, 6 20); dois sinais de
carbono sp? (5122,2 e 5141,2), de grupos carbinélicos em §78,3, 578,1, 575,6, 571,9,
e 063,1 e de um carbono C1 de aglcar em 6102,8.

O espectro de massas ESI-IT de Gg7 (E92) exibiu o ion da molécula desprotonada
[M-H] em m/z 575. Estes dados, quando comparados com os da literatura (BILIA et al.,
1996), permitiram identificar o p-sitosterol-3-O-f-D-glicopiranosideo (tab. 4.7.7, fig.
4.7.5).

OH

HO r
HO OH

Fig. 4.7.5: Estrutura de Gg7: p-sitosterol 3-O-4-D-glicopiranosideo

Juliana Severi 88



Tab. 4.7.7: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e de "°C de Gg7 (Piridina-ds, 11,7 T)

O©OooO~NOoO U~ WN PR

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
3-O-glic
13
2,
3,
4’
5,
6,

5'H (I HZ) s"c sBc* **
1,0; 1,7 (m) 37,2 37,6 CH,
1,73; 2,13 (m) 30,5 30,3 CH,
4,2 (m) 78,8 79,7 CH
2,48; 2,71 (m) 39,6 39,4 CH,
141,2 141,0 C
5,35 (m) 1H 122,2 1238 CH
1,57; 1,95 (m) 32,5 32,3 CH,
1,44 (m) 32,3 32,1 CH
0,91 (m) 50,6 50,5 CH
37,2 37,0 C
1,49 (m) 21,6 21,4 CH,
1,1; 2,03 (m) 40,2 40,0 CH,
42,8 42,7 C
0,98 (m) 57,1 57,0 CH
1,12; 1,61 (m) 24,8 24,6 CH,
1,31; 1,88 (m) 28,9 28,7 CH,
1,15 (m) 56,5 56,4 CH
0,69 (s) 12,3 12,1 CHs
0,95 (s) 19,5 19,4 CHs
1,44 (m) 36,7 36,5 CH
0,89 (d) 19,7 19,5 CH,
1,16; 1,44 (m) 345 34,3 CH,
1,31 (m) 26,6 26,4 CH,
1,04 (m) 46,3 46,1 CH
1,71 (m) 29,7 29,5 CH
0,90 (d) 19,3 19,3 CHs
0,88 (d) 20,3 20,1 CHs
1,35 (m) 23,7 23,4 CH,
0,92 (m) 12,5 12,2 CHs
4,98 (d, J=7,5), 1H 102,8 102,0 CH
4,01 (m), 1H 75,6 75,2 CH
3,92 (m), 1H 78,8 78,1 CH
4,21 (m), 1H 71,9 71,8 CH
4,20 (m), 1H 78,3 77,9 CH
4,49; 4,33 (m), 2H 63,1 63,7 CH,

(*) BILIA et al., 1996; (**) Multiplicidades obtidas pelo experimento Edited-HSQC

Identificacé@o de Gg8 e Gg9

Gg8 apresentou-se como sélido amarelo. O espectro na regido do UV (E95)

apresentou perfil espectral e maximos de absor¢cdo em 255 e 352 nm, tipicos de

flavonodis.

O espectro de RMN de *H (E96) mostrou um conjunto de sinais na regiéo

aromatica tipicos de um derivado da quercetina: um duplo-dubleto em 6 7,69 (H6’, J=
2,0 e 8,5 Hz), dois dubletos em 67,49 (H2’, J=2,0 Hz) e em 66,82 (H5’, J= 9,0 Hz) do

anel B de um flavondide di-oxigenado; além dos dubletos em 6 6,18 e 6 6,38 meta-

acoplados (J= 2,0 Hz, 1H cada) caracteristicos dos hidrogénios H-6 e H-8 do anel A.
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Trés prétons anomeéricos foram observados em 6 5,58 (J= 7,5 Hz), 65,06 e &
4,39 (J= 1,0 Hz), além de dois dubletos (J= 6,0 Hz, 3H) em 60,81 e 61,05, indicativos
do grupo CHs de duas rhamnoses. Anélise do espectro *H-'H COSY, das constantes de
acoplamento Jy;-n2 € irradiacdo dos prétons anoméricos no experimento TOCSY-1D
levaram a identificacdo dos sistemas de spin compativeis com o da S-galactose (6 5,58)
e de duas a-rhamnoses (0 5,06 e ¢ 4,39). Analise dos espectros HMQC (E97 e E98) e
HMBC (E99 e E100) levaram & atribuicdo dos sinais de *C. Dentre as correlagdes
observadas no HMBC verificou-se: entre 0 H1’’-Gal (6 5,58) com o C3 da aglicona (&
132,0), entre 0 H1’’’-Rha (65,06) e 0 C2”’-Gal (674,6) e entre 0 H1>’’’-Rha (6 4,39) e
0 C6”’-Gal (5 65,0).

O espectro de massas ESI-TSQ (E101) de Gg8 mostrou o ion da molécula
desprotonada [M-H]" em m/z 755, o que é compativel com Cz3H4O2. A partir destas
informacdes e comparacdo com dados disponiveis na literatura (AGRAWAL, 1989),
Gg8 foi identificado como quercetina-3-O-{a-L-rhamnopiranosil-(1"*"—2"")-[ a-L-

rhamnopiranosil (1°*>’—6’)]}-p-D-galactopiranosideo (fig. 4.7.6 e tab. 4.7.8).

De maneira similar a Gg8 o espectro de UV de Gg9 (E102) apresentou maximos
de absorcdao em 265 e 347 nm, caracteristicos de flavonoide.

O espectro de RMN de *H de Gg9 (E103) forneceu sinais de um flavonéide
derivado do kaempferol com trés unidades de agUcares: dois dubletos orto-acoplados
(J= 8,5 Hz, 2H cada) em 6 6,86 (H3’/H5”) e 6 8,04 (H2’/H6’); dois sinais em ¢ 6,19
(H6) e 66,42 (H8); trés protons anoméricos em 65,56 e 65,05 e 64,37, além dos dois
dubletos (J=6,0 Hz) em 6 0,80; 61,06, indicativos do grupo CH3 de duas rhamnoses.

Andlise detalhada dos experimentos HMQC (E104 e E105) ‘H-'H COSY,
TOCSY-1D e das constantes de acoplamento levaram ao reconhecimento dos agucares
[S-galactose (o 5,56) e a-rhamnose (6 5,05; 6 4,37). O experimento HMBC (E106 e
E107) revelou que os agUcares estes estdo ligados de maneira similar & Gg8.

O espectro de massas ESI-TSQ de Gg9 (E108) exibiu o ion da molécula
desprotonada em m/z 740 (Cs3Hs0019). ESse conjunto de informagfes permitiu
identificar Gg9 como  kaempferol-3-O-{ a-L-rhamnopiranosil-(1°"’—2"’)-[ a-L-

rhamnopiranosil-(1°’>’—6"")]} - -D-galactopiranosideo (fig. 4.7.6 e tab. 4.7.8).
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Tab. 4.7.8: Deslocamentos quimicos de RMN de H e **C de Gg8 e Gg9 (DMSO-d,

11,77)
Gg8 Gg9
5'H (J Hz) sBcx  sBCcH 5'H (J Hz) sBcr  sBCHr
2 156,2  156,3 156,4  156,5
3 132,0 132,7 133,0 1329
4 a 177,0 a 177,5
5 162,4 161,1 161,4 161,3
6 6,18 (d, J=2), 1H 98,6 98,9 6,19 (d, J=2), 1H 98,5 98,9
7 164,2  165,1 164,0  164,0
8 6,38 (d, J=2), 1H 93,4 93,6 6,42 (d, J=2), 1H 93,5 93,8
9 156,6 1559 156,4  156,5
10 104,0  103,5 103,8  104,2
1 1214 1219 121,0 121,3
2> 749(d,J=2),1H 1156 1151 8,04 (d,J=85),1H 130,5 130,6
3 1448 1449 6,86 (d, J=9), 1H 1150 1152
4 148,4  148,5 159,8  159,7
5’ 6,82 (d, J=9,0), 1H 1152 1156 6,86 (d, J=9), 1H 115,0 115,2
6> 7,69(dd,J=85;2),1H 1220 121,0 8,04 (d,J=85),1H 130,5 130,6
3-O-gal 3-O-gal
1 558(d, J=8), 1H 99,0 99,2 5,56 (d, J=8), 1H 99,0 99,2
2> 3,80 (m) 746 757 3,78 (m) 74,4 75,6
3” 3,62 (m) 73,8 73,9 3,60 (m) 73,4 73,7
4> 3,58 (m) 68,6 68,8 3,58 (m) 68,4 68,3
5 3,56 (m) 73,2 73,8 3,56 (m) 73,0 74,0
6> 3,22; 3,52 (m) 64,8 65,8 3,22; 3,56 (m) 65,0 65,8
rha-(1’>’>—>2"%)-gal rha-(1’>’—2"’)-gal
1’ 5,06 (sl), 1H 1004 1005  |5,05(s), 1H 101,0  100,7
2> 3,74 (m) 70,6 70,3 3,75 (m) 70,4 70,9
3 3,48 (m) 70,6 70,5 3,50 (m) 70,4 70,8
4 3,12 (m) 718 718 3,14 (m) 718 72,3
5> 3,74 (m) 68,2 68,2 3,79 (m) 68,0 68,8
6>’ 0,81(d,J=62z),3H 17,2 17,2 0,80 (d, J=16), 3H 17,0 17,2
rha-(1’—6"")-gal rha-(1’’—>6°%)-gal
1 4,39 (d,J=1), 1H 100,0  100,5 4,37 (d,J=15),1H 1000  100,3
2°>* 3,36 (m) 70,6 70,5 3,37 (m) 70,2 70,9
3> 3,28 (m) 70,6 70,5 3,29 (m) 70,4 70,5
47> 3,08 (m) 718 718 3,10 (m) 71,6 72,3
5°>°> 3,36 (m) 68,4 68,2 3,34 (m) 68,2 68,3
6°°* 1,05 (d, J=6), 3H 176 17,6 1,06 (d,J=6,5),3H 17,5 17,7

(*) Valores de *C obtidos pelas projecdes dos experimentos HMQ e HMBC; (**) AGRAWAL, 1989,
(***) YASUKAWA & TAKIDO, 1987; (*) Sinal no verificado.
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Fig. 4.7.6: Estruturas de Gg8: quercetina-3-O-{a-L-rhamnopiranosil-(1>">—2"’)-[a-L-
rhamnopiranosil-(1’>’—6°")]}-f-D-galactopiranosideo e  Gg9:  kaempferol-3-O-{a-L-
rhamnopiranosil-(1°">—2’")-[ a-L-rhamnopiranosil-(1°>>’—6°")]} - f-D-galactopiranosideo

4.8 Fracionamento e purificacdo de G. noxia

Estudos anteriores realizados com o0 EMeOH das folhas de G. noxia em nosso
grupo (SEVERI, 2007) levaram ao isolamento e identificacdo de dez substancias (Gnl a
Gn10), das quais oito eram flavondides, além da alantoina e do pinitol (fig. 1.13). Ainda
assim, verificamos que o EMeOH de G. noxia apresentava uma por¢do que continha
saponinas e que por isso foi investigada.

O EMeOH (20 g) foi solubilizado em 400 mL de H,O e em seguida, realizou-se
extragOes sucessivas por particdo com hexano 1:1 v/v (4x), seguido por n-BuOH, 1:1
v/v, (5x), obtendo-se 1,8 g da fracdo hexénica (FrHex), 7 g da butandlica (FrBuOH) e
11 g da aquosa (FrAg). A FrBuOH (2 g) foi solubilizada em 10 mL de MeOH e
centrifugada. O sobrenadante foi fracionado por Sephadex (GPC1), utilizando MeOH
como fase movel. Fragdes com aproximadamente 8 mL foram coletadas, obtendo-se o
total de 316 fragdes. Essas foram analisadas por CCDC (silicagel, CHCl3/MeOH/n-
PrOH/H,O 5:6:1:4 v/v- fase inferior) e reunidas conforme similaridade de Rf e
coloracdes diante dos reveladores empregados (tab. 4.8.1). Os procedimentos de

purificacdo estdo resumidos na figura 4.8.1.
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Tab. 4.8.1: Agrupamento resultante do fracionamento da FrBuOH do EMeOH de G. noxia

L Massa da A - Massa da
Cddigo fracdo (mg) Substancia identificada subst. (mg)
1-48 27
49-58 42
60-65 29
66-74 84
75-80 94 Gnl3 3-metil-3-butenil-1-O-4-D-glic-(6’—>1"")-O 7
-f-D-api
81-85 170 Gnl4 oleanolato 3-O-$-D-glicurono-30-nor-olean- 5
12,20(29)-dien-23,28-didico-28-O-4-D-glic
99-122 123
123-140 70 Gnll alcaléide A ou B 10
141-173 175 Gnl2 Desoxitimidina 12
174-191 174
192-230 155
233-248 176
249-315 249
316-F 168
EMeOH-20g
ﬂ Particdo n-Hex/n-BuOH/H,0 1:1 v/iv
FrHex-1,8g FrBuOH-7g FrAq—-11g
ﬂGPCl — 2g; 320 fracdes
123-140 141-173 75-80 81-85
2 & 4 IEl
Gnll Gnl2 Gnl3 Gnl4
1: MPLC: Cygl6cmx 1,5¢cm x 5 um, H,O/MeOH 40:60; 2 mL/min
2: HPLC-SP1: C15250 x 10 mm x 5 um, H,O/MeOH 30-60% de B em A em 25 min,
3 mL/min. t,= 8 min.
3: HPLC-SP1: C15250 x 10 mm x 5,0 gm, 10-30% de B em A em 7 min, de 30-45% B
até 20 min e 45-100% de B até 30 min; 3,5 mL/min. t, = 17 min
4: HPLC-SP2: C1310 x 150 mm x 5,0 pm, 24 a 30% de B em A em 10 min, de 30-50% B
em A em 20 min, 4,0 mL/min. t=9 min
5: HPLC-SP2: C1510 x 150 mm x 5,0 gm, 24-30% de B em A em 20 min, de 33-80% B
até 40 min, 4,0 mL/min. t,= 16 min.

Fig. 4.8.1: Fracionamento da FrBuOH do EMeOH das folhas de G. noxia
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Identificacédo de Gnll

O espectro de UV de Gnll exibiu bandas com maximos de absorcdo em 216,
256 e 292 nm (E109).

O espectro de RMN de *H (E110) exibiu sinais na regido aromatica, sendo um
duplo-dubleto 67,27 (1H, J= 8 e 2 Hz) e outros dois dubletos em 67,33 (1H, J=2 Hz) e
06,77 (1H, J= 8 Hz); além de dois singletos em 68,88 (1H) e 65,64 (1H). O espectro
de RMN de *C (E111) apresentou oito sinais, dos quais Sete sdo caracteristicos de
carbonos de sistema aromético e um de carbonila.

O experimento *H-'H COSY (E113), juntamente com analise das constantes de
acoplamento, auxiliou no esclarecimento das posi¢Ges dos hidrogénios orto e meta
acoplados do sistema aromatico. Com base no experimento HMQC (E112) foram
atribuidos os hidrogénios e carbonos diretamente ligados, e também se verificou que o
singleto 6 8,88 néo apresenta correlagdo com carbono, sugerindo a presenca de N-H. O
experimento HMBC (E114) destacou as correla¢fes a longa distancia. O conjunto de
dados fornecidos com esses experimentos é compativel com as estruturas dos alcaldides
derivados da quinazolinona A ou B (figura 4.8.2). A fim de atribuir com maior
seguranca a estrutura de Gnl1, foi realizadas andlises por ESI-IT e ESI-TSQ porém os

dados obtidos ndo foram conclusivos pois a molécula apresentou aspecto degradado.

Identificacéo de Gn12

O espectro de RMN de *H (D,0) de Gn12 exibiu sinais caracteristicos de um
nucleosideo: um dubleto em 67,60 (H6, J= 1 Hz), um grupo metilicoem 61,85 (J=1,5
Hz, 3H), sinais de uma deoxi-pentose em ¢ 6,24 (H1’), 6 4,43 (H3’), 6 3,98 (H4’); o
3,71/6 3,79 (H5’) e 62,33 (H2’). Tambem foi verificado que o valor de deslocamento
do hidrogénio H1’ é compativel com o de uma ligagdo N-glicosidica entre o C1' do
acucar e o N1 de uma base nitrogenada pirimidinica (WEVERS et al., 1999), o que
corrobora com a proposta de um nucleosideo.

A atribuicdo dos sinais de *C RMN foi feita com base nas projecdes dos
espectros HMQC (E17) e HMBC (E18). O experimento *H-'H COSY (E117) forneceu
as correlagdes entre os hidrogénios vicinais do agucar, levando ao reconhecimento de

uma 2’-desoxiribose.
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O espectro de massas ESI-TSQ de Gnl12 (E120) forneceu o ion da molécula
protonada [M+H]" em m/z 243, compativel com CioH14N,Os. Este conjunto de
informacdes, e comparacdo com dados da literatura permitiu identificar Gnl2 como o

nucleosideo desoxi-timidina (fig. 4.8.2, tab.4.8.2).

Tab. 4.8.2: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e **C de Gn11 (DMSO-ds,) e Gn12 (D,0)

1
2
3
4
5
6
7

oo

3a
4a
7a
8a
1’
2’
3’
4°
5’

Gnll- A Gnll-B Gn12
6'H,J (H2) s3C 8'H,J (H2) s-C 8'H,J (H2) sBc*
8,88 (s), 1H 8,88 (s), 1H
5,64 (s), 1H 94,8 | 5,64 (s), 1H 94,8 152,1
167,9
167,9 | 7,32 (d, J=2), 1H 117,2 168,2
7,32(d,J=2), 1H 117,2 150,7 112,5
150,7 | 7,27 (dd, J=8;2), 1H  122,5| 7,60 (d, J= 1,5), 1H 138,5
7,27 (dd,J=8;2),1H 122,5 6,77 (d, J=8), 1H 115,8 | 1,85 (d, J= 1,5), 3H 11,0
6,77 (d, J=8), 1H 115,8
145,5
145,5
159,6
159,6
6,24 (t, J=13,5;7), 1H 86,3
2,34 (m), 2H 38,5
4,43 (m), 1H 70,2
3,98 (m), 1H 87,2
3,71; 3,79 (m), 2H 61,3

(*) Deslocamentos de ™°C obtidos pelas projecées dos experimentos HMQC e HMBC

0]
o O HN /
A 4a HO 3 / HO )\3 15|
a =

4 3|N 32 O N
L, ¥ o
a N 7a ||\|

|

H H OH

Gnll-A Gnll-B Gn12

Fig. 4.8.2: Estrutura de Gn11l — A ou B e Gn12
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Identificacéo de Gn13

No espectro de RMN de 'H (E121) de Gnl3 verificou-se o sinal de um
hidrogénio olefinico em ¢ 5,29, de hidrogénios carbinolicos na regido entre 6 2,95 a
3,84, de dois prétons anoméricos em 64,11 (J= 7,5 Hz) e 64,86 (J= 2,5 Hz), além de
duas metilas geminais em 61,62 (3H) e 61,70 (3H).

No espectro de RMN de *C (E122) sdo verificados dezesseis sinais, dos quais,
onze sdo pertencentes aos dois agucares e 0s outros cinco formam um hemiterpeno-C5:
dois carbonos sp? em §121,2 e §136,8, um carbono metilénico oxigenado em §64,5 e
duas metilas geminais em 625,9 e 518,2.

A andlise detalhada dos espectros ‘H-‘H COSY e HSQC (E123) levou &
identificacdo dos agucares f-glicose (o 4,11) e p-apiose (o 4,86). Dentre as correlacGes
observadas no experimento HMBC (E124), destacam-se as existentes entre o sinal ¢ 4,11
(H1’-Glic) com o sinal 6 64,6 (C1) e entre o sinal em 64,86 (H1°’-Api) com 68,1 (C6’-
Gli), evidenciando qua a apiose encontra-se ligada ao C6 da glicose e esta ao C1 do
hemiterpeno. O espectro de massas ESI-IT (E125) mostrou o ion do aduto da molécula em
m/z 425 [M+45], compativel com a formula CiH2s010. Este conjunto de informagdes,
juntamente com a analise de dados da literatura, confirma a estrutura de Gn13 como sendo
3-metil-2-butenil-1-O-p-D-glicopiranosil-(6°’—1°)-O-4-D-apiofuranosideo (fig. 4.8.3, tab.
4.8.3), ja isolado de vinho produzido com Vitis vinifera (BALTENWECK-GUYOT et al.,
1997).

Identificacdo de Gn14

O espectro de RMN *H de Gn14 (E126) forneceu quatro singletos (3H cada) na
regido de ¢ 1,12-0,69, um singleto largo olefinico em ¢ 5,25 (1H) e dois dubletos de
prétons anoméricos em 65,23 (d, J= 8,0 Hz) e 54,18 (J= 8,0 Hz).

No espectro de RMN de '*C (E127) sdo verificados 41 sinais, sendo 29
pertencentes a aglicona terpénica e 12 aos agucares. Os valores de deslocamentos
quimicos dos carbonos sp? C12/C13 (5121,6 e & 143,4), C3 (583,1) e C28 (5 175,2),
indicam que este composto é similar aos outros triterpenos A'?-oleanano descritos
anteriormente em G. graciliflora (KOJIMA, 1990; MAHATO, 1994).
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As principais diferencas notadas sdo devido a presenca de uma dupla exociclica
(6 143,0 e ¢ 108,0) em substituicdo as duas metilas geminais em C20, além de um
segundo grupo carboxilico (6179,0) em substituicdo a metila C23 do acido oleandlico,
indicando que se trata de um derivado di&cido nor-oleanano.

O experimento Edited-HSQC (E128 e E129) permitiu diferenciar carbonos de
grupos metila, grupos metilénicos, grupos metinicos e carbonos quaternarios. A analise
detalhada dos espectros ‘H-'H COSY e HSQC-TOCSY, juntamente com a
determinacdo das constantes de acoplamento Jui-12, permitiram identificar os aglcares
S-glicose (6 5,23; J= 8,0 Hz), e p-acido glicurdnico (6 4,18; J= 8,0 Hz). O espectro
HMBC (E130) exibiu correlagdes a longa distancia entre o H1’-GlicAc (64,18) e 0 C3 da
aglicona (0 83,1); entre o H1°’-Glic (65,23) e 0 C28 (0 175,2), 0 que indica a natureza de
uma saponina bi-desmosidica. A posi¢do da segunda insaturacao foi confirmada a partir da
observacdo da correlacdo existente entre 0 H29 do grupo exo-metilénico (6 4,61) e os
carbonos C19 (6 41,3) e C21 (o 29,6). Além destas correlacOes, observou-se a existente
entre a metila H24 (61,03) com a carbonila do grupo carboxila em C23 (6179,0).

O espectro de massas ESI-IT de Gnl4 (E131), exibiu o ion da molécula
desprotonada [M-H]" em m/z 807, compativel com a férmula molecular C4;HgoO1s.
Desta maneira, Gnl4 foi identificada o oleanolato 3-O-p-D-glicurono-30-nor-olean-
12,20(29)-dien-23,28-didico-28-O-p-D-glicopiranosila, inédita (fig. 4.8.3, tab. 4.8.3).

Gn13 H
HO
Gnl4
HOOC 0
)
HO .
HO OH* 2

Fig. 4.8.3: Estrutura de Gnl13: 3-metil-2-butenil-1-O-5-D-glicopiranosil-(6’—1°")-O-4-D-
apiofuranosideo e Gnl4: oleanolato 3-O-f-D-glicurono-30-nor-olean-12,20(29)-dien-23,28-didico-
28-O-p-D-glicopiranosila
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Tab. 4.8.3: Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e **C de Gn13 e Gn14 (DMSO-dg)

Gnl4 Gn13

5'H (J Hz) sBc  sBcx 5'H (J Hz) sBc  **
1 1,55;1,09 (m) 382 449 CH, |1 415,406 (m),2H 645 CH,
2 1,74;155(m) 254 70,7 CH, |2 5,28(m),1H 121,2 CH
3 396(m) 83,1 865 CH |3 136,8 C
4 521 530 C 4 1,70 (s), 3H 25,9 CHs,
5 1,37 51,4 537 CH |5 1,62(s) 3H 18,2 CHs
6  1,43;1,09 (m) 204 217 CH,
7 1,39;1,19 (m) 322 335 CH, 3-O-glic
8 390 410 C 1’ 411(d,J=75),1H 1016 CH
9 1,55(m) 475 48,0 CH [2° 2,95(m), 1H 73,6 CH
10 36,1 374 C 3’ 3,22(m), 1H 75,9 CH
11 2,09; 1,84 (m) 232 241 CH, |4 2,99 (m), 1H 70,7 CH
12 5,25 (sl), 1H 1224 1243 CH |5 3,13(m), 1H 77,0 CH
13 1430 1442 C 6> 342;384(m),2H 68,1 CH,
14 415 4172 C
15 1,75;1,09 (m) 275 288 CH, api-(17’—6°)-glic
16 1,84;1,71 (m) 229 247 CH, |17 486(d,J=25),1H 1096 CH
17 46,6 475 C 2 3,73(d,J=25),1H 76,3 CH
18 2,65 () 470 480 CH |3” 79,2 C
19  2,48;2,04 (s) 413 425 CH, |4” 384(d,J=9),1H 73,7 CH,

3,58 (d, J=9), 1H
20 148,6 1494 C 5 335(d,J=8),2H 635 CH,
21 2,18;2,07 (d) 296 384 CH,
22 1,78;1,43 (m) 370 309 CH,
23 1790 1770 C
24 1,03 () 120 13,7 CHs
25 0,88 (9) 157 17,1 CHs
26 0,69 (5) 16,8 17,7 CHs
27 1,12(s) 257 264 CHs,
28 1752 1773 C
29  4,61(d, J=6,5) 1080 1074 CH,
3-O-glicAc
1’ 418(d,J=8),1H 1037 CH
2> 2,93 (m) 73,6 CH
3 3,11 (m) 76,4 CH
4 3,14 (m) 71,9 CH
5 343(m) 755 CH
6 1715 C
28-0O-glic

1 523(d,J=8),1H 945 CH
2 3,24 (m) 72,5 CH
3 3,20 (m) 76,8 CH
47 3,14 (m) 69,8 CH
5 3,14 (m) 77,9 CH
6 3,61;3,44 (m) 60,9 CH,

(*) RASTRELLI et al.,, 1998. Deslocamentos obtidos de um derivado com a aglicona 2B-hidroxi
(CD30OD). (**) Multiciplidade obtida pelo experimento Edited-HSQC
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4.9 ldentificagdo dos compostos isolados nos perfis cromatogréaficos obtidos por
HPLC-UV-CAD e analise comparativa entre as espécies

A etapa de identificacdo dos compostos presentes nos cromatogramas da figura
4.5.2 e andlise qualitativa comparativa entre os extratos EMeOH das espécies de
Guapira foi realizada no “Leibniz Institute of Plant Biochemistry - Halle/Alemanha, em
colaboracdo com o prof. Dr. Ludger Wessjohann e Dr. Jurgen Schmidt. Foram
realizados experimentos de co-injecdo de uma mistura da solucdo dos extratos com
solucdes de cada substancia (misturas na propor¢do de 4:1, a 1 mg/mL) isolada neste
trabalho e de padrdes disponiveis no grupo, sob as mesmas condi¢cdes cromatograficas
apresentadas no item 4.5. Dessa maneira, com base na analise dos espectros de UV e
tempos de retencdo dos picos gerados por co-injecao, estabeleceu-se um panorama geral
comparativo da composicdo quimica nas trés espécies de Guapira investigadas (tabela
4.9.1).

As substancias alantoina (Gol) e pinitol (Go2) ndo foram identificadas nos
perfis com precisdo por terem sido eluidas no volume morto junto com outras
substancias de alta polaridade. Os picos 1, 2, 3, 4 e 6 possivelmente pertencem a classe
dos acidos fendlicos, devido aos espectros de UV apresentado no item 4.5. O pico 5 (t,=
14,2 min) foi identificado como a desoxi-timidina, que neste trabalho foi isolada
somente de Gn (Gnl2), mas que também deve estar presente em Go e Gg. Os
monoacilglicerdis foram identificados nos picos 10 (t.= 22,2 min) e 11 (t,= 23,6 min).

As substancias correspondentes aos picos 7, 8 e 17 apresentam espectros de UV
tipicos de flavondides, porém ainda ndo foram caracterizadas. Os flavono6ides com trés
unidades de agucares (Gg8 e Gg9) foram identificados nas regides 12 e 13. Devido aos
problemas de resolucdo cromatografica, ndo foi possivel a atribuicdo precisa do t; de
cada substancia, pois outros flavondides minoritarios sdo co-eluidos no mesmo
intervalo. O pico 14 (t.= 28,4 min) corresponde a rutina (Go3) e esta presente nas trés
espécies.

O uso do detector CAD possibilitou a identificagdo de compostos néo-
cromoforicos presentes, principalmente, na regido de t;= 44 a 52 min de Gn e Gg.
Assim, foram identificados em Gg os picos 21 (t,= 48,3 min) e 22 (t= 49,2 min) como
correpondentes, respectivamente, a Ggl e Gg2. Estes possivelmente também estdo
presentes em Gn. Em Gn ainda identificou-se o pico 18 (t,= 44,3 min), relativo a Gn14.
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Tab. 4.9.1: Substéncias identificadas nos processos de purificacdo dos extratos e nos perfis
cromatograficos HPLC-UV-ELSD das espécies de Guapira investigadas

(mtEn) Cad. Substancia ou classe identificada® Gn Go Gg
0-1,5 Gol  3-O-metil-chyro-inositol X¢ XP
0-1,5 Go2 alantoina Xe Xx°
1 6,4 AF X X
2 7,8 AF X X
3 10,3 AF X
4 11,2 AF X
5 142 Gnl2 desoxi-timidina XP X X
6 15,5 AF X
7 18,4 F X
8 19,3 F X
9 20,7 Gné  quercetina-3-O-{a-L-api-(1"’—2"")-[a-L-tha-(1"—6")]}-  X°© X
S-D-glic
10 22,2 Go8, (2°S)-3’-0-f-D-gal-(6°—1"")-a-D-gal-1°-0-[(9Z,12Z,15Z)- X" XP
Gg3  octadeca-9,12,15-trienoil-sn-glicerol
11 23,6 G09, 3°-0-p-D-gal-(6”—1°>)-1°-0-[(9Z,12Z,157)-octadeca- X? X
Gg6  9,12,15-trienoil-sn-glicerol
12 251-258 Gg8  quercetina-3-O-{a-L-rha-(1"’—2"")-[a-L-tha-(1"—6"")]}-5# X°¢ X X"
D-gal
13 26,9-27,2 Gg9  kaempferol-3-O-{a-L-tha-(1"""—2"")-[e-L-Tha-(1"—6"")]}- X X"
S-D-gal
14 284 Go3  quercetina-3-0O-4-D-glic-(6>>—1°")-O-a-L-rha X¢ X" X
28,6 Go5  quercetina 3-O--D-glic X"
28,8 Go4 Iuteolina 7-O-4-D-glic X"
29,2 Go10  kaempferol-3-O-4-D-glic-(6"—1">)-O-a-L-rha X¢  XP
29,8 Gol4 quercetina 3-O-a-L-ara X"
15 31,2 Goll 3’-metoxiquercetina-3-O-4-D-gli-(6>>—1""")-O-a-L-rha Xe¢ Xx°
16 317 Gol2 apigenina 7-O-p-D-glic X X
32,7 Gol3  3’- metoxiluteolina 7-O--D-glic X°
17 331 F X X
37,2 Gg7  quercetina X°
37,8 Gg6 luteolina XP
42,9 Gol12 3 -metoxiluteolina X?®
18 443 Gnl4 3-O-p-D-glicurono-30-nor-olean-12,20(29)-dien-23,28-diodico- X°
28-0--D-glic
19 46,4 T X
20 479 T X
21 483 Ggl  oleanolato 3-O-B-D-[glicAc-(3°—>17°)-O-4-D-gal-(2”°—1°)- X X
O- -D-rha]-28-0-p-D-glicopiranosila
22 49,2 Gg2  oleanolato 3-O-B-D-[glicAc-(3’—17")-0-B-D-gal(3”°—>1°)-  X° X
O-f-D-xil]-28-0O-f-D-glicopiranosila
23 504 Gn13  3-metil-3-butenil-1-0-p-D-glic-(6’—>1°*)-O-p-D-api X°
61,9 Gg7  p-sitosterol 3-O-p-D-glicopiranosideo X"

(X) Indica que a presenga do composto no perfil cromatogréfico
(*) Indica a classe de substancia identificada a partir do espectro de UV: ac. fendlico (AF), flavonéide (F)
() Indica que o composto foi isolado neste trabalho e identificado no perfil cromatografico
(°) Indica que o composto foi isolado no trabalho Severi (2007) e identificado no perfil cromatografico
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As anélises cromatogréaficas conduzidas por CG-FID e HPLC-UV-CAD visaram
determinar os perfis quimicos dos extratos apolares e polares a fim de obter informacdes
suficientes para direcionar os processos de purificacdo. Verificou-se nos extratos
ECHCI; os esterdides sitosterol, estigmasterol, campesterol e os triterpenos lupenona e
taraxerol. Com relagdo aos perfis cromatograficos dos EMeOH, foram observadas
algumas similaridades em termos de classes de substancias presentes, o0 que pode estar
relacionada a proximidade taxondmica das espécies.

A purificacdo dos extratos EMeOH das folhas levou ao isolamento de quinze
substancias em G. opposita, sendo onze flavonoides (Go3-Go7, Gol0-Gol5), dois
monoacilglicerdis (Go8, Go9), alantoina (Go2) e pinitol (Gol); enquanto que de G.
graciliflora foram obtidas cinco saponinas (Ggl, Gg2, Gg4, Gg5 e Gg7), duas delas
inéditas, dois flavondides (Gg8 e Gg9) e dois monoacilglicerdis (Gg3 e Gg6). Por
altimo, foram isolados de G. noxia dois compostos nitrogenados (Gnll, Gnl2) um
hemiterpeno glicosilado (Gn13) e uma saponina inédita (Gn14).

Os flavonoides estdo presentes em grande parte das plantas, incluindo folhas,
raizes, cascas, polen e sementes e por isso representam um dos grupos fendlicos mais
importantes e diversificados dentre os produtos de origem natural. Essas substancias
estdo amplamente distribuidas no reino vegetal, e desempenham importantes funcdes
nas plantas, tais como: protecdo contra radiacdo UV, contra insetos, fungos, virus e
bactérias, na atragdo de agentes polinizadores, como antioxidantes, agentes alelopaticos,
dentre outras. O emprego terapéutico de plantas contendo flavondides ¢é
reconhecidamente importante. Muitas atividades biologicas séo atribuidas a eles, como:
antibacteriana, antiviral, antiinflamatoria, antialérgica, vasodilatadora, anti-proliferativa,
antidiarréica, antiGlcera, antiestrogénica, anticancer, antidiabética, anti-hepatotoxica
(ROSS & KASUM, 2002; HARBORNE & WILLIAMS, 2000).

Ademais, no campo da quimiossistematica, flavondides podem ser utilizados
como marcadores da evolucdo de plantas, uma vez que 0s niveis e posi¢Oes das
modificagOes estruturais sdo decorrentes do sistema enzimaético (além do stress biotico)
especifico da espécie (IWASHINA, 2000). Dessa maneira, acredita-se que 0s
flavonoides possam ser colocados em uma seqliéncia evolutiva a partir de um precursor
da classe das chalconas e, por esta seqliéncia, as flavonas estariam em posicdo de

desenvolvimento inferior quando comparadas aos flavonaois.
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Com essas informacdes, verifica-se que dentre as espécies investigadas até o
momento G. noxia seria uma espécie de maior evolucdo dentro do género, se
comparado a G. opposita e G. graciliflora. Enquanto que na primeira verificou-se
apenas a presenca de flavonols, nas duas Ultimas ha ocorréncia também de flavonas.
Este aconjunto de informagdes podera, futuramente, contribuir com a
quimiossistematica do género. Sabemos ainda que estes resultados poderao ser Uteis na
diferenciacdo taxonémica entre os géneros Guapira e Neea, uma vez que estudos ja
realizados anteriormente revelaram a presenca de flavonas em Neea theifera
(RINALDO et al., 2007).

Saponinas fazem parte de um complexo grupo de substancias encontradas em
muitas espécies vegetais. Tradicionalmente, podem ser classificadas como glicosideos
de esteroides ou de terpenos policiclicos, sendo que os derivados triterpénicos
representam o grupo mais abundante na natureza (VINEKEN et al., 2007). O carater
anfifilico das saponinas e a capacidade de formar complexos com esterdides, proteinas e
fosfolipideos de membranas determinam a estas um numero variado de propriedades
bioldgicas, dentre elas a acdo sobre membranas celulares. Frequentemente sao
observadas as atividades: hemolitica, ictiotoxica e molusquicida (SCHENKEL et al.,
2003). Apesar da importancia, a literatura carece de informagdes quanto ao tipo de
saponinas presentes em plantas da familia Nyctaginaceae. Até o momento foram
descritos apenas poucos derivados do é&cido oleandlico em Pisonia umbellifera
(LAVAUD et al., 1996), em Colignonia scandens (DE FEO et al., 1998) e recentemente
em Bouganvillea spectabilis (AHMED, 2009).

No caso dos alcaldides, as estruturas até entdo descritas em espécies da familia
Nyctaginaceae possuem nucleo indélico, conhecidas como betalainas. Neste trabalho foi
encontrado um ureideo (alantoina), um nucleosideo (timidina) e possivelmente um
derivado da quinazolinona. A alantoina € produto do catabolismo oxidativo dos
nucleotideos da purina, e, como tal, encontra-se disseminada em organismos animais e
vegetais. Pode servir como fonte alternativa de nitrogénio em plantas que ndo o fixam.
Dessa maneira, ureideos como a alantoina, possuem papel essencial na assimilacéo,
metabolismo, transporte e acumulo de nitrogénio em plantas (SCHUBERT &
BOLAND, 1990). Sdo bem reconhecidas suas propriedades cicatrizantes, queratolitica,
hidratante, epitelizante e anti-irritante, o que faz com este composto seja empregado em
muitas preparacdes farmacéuticas (REYNOLDS, 1996).
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Alcaldides derivados da quinazolinona pertecem a um grupo constituido por
cerca de 150 substancias isoladas de plantas, animais e microrganismos. O interesse
despertado pela quimica medicinal de derivados da quinazolinona foi estimulado na
década de 50, ap6s a elucidacdo do alcaldide febrifugina (KOEPFLY, 1947),
proveniente de uma planta utilizada na medicina tradicional chinesa e ativa contra
maléria. Sabe-se atualmente que as quinazolinonas e os derivados sintéticos possuem
uma grande gama de atividades bioldgicas importantes, principalmente, como hipnética,
sedativa, anti-convulsivante, anti-depressiva, antitumoral, dentre outras (MHASKE &
ARGADE, 2006).

Ciclitdis séo derivados do 1,2,3,4,5,6-hexaidréxicicloexano (IUPAC, 2006) e na
natureza ha pelo menos seis isdmeros descritos: myo, scyllo, neo, D-chiro, L-chiro e
muco-inositol, além de outros trés sintéticos: allo-, epi- e cis-inositol (SURESHAM et
al., 2004; PODESCHWA et al., 2003). Inositdis e seus derivados estdo diretamente
envolvidos na sinalizacdo celular, no aumento da concentracdo de calcio intracelular
(BERRIDGE, 1993; IRVINE & SCHELL, 2001). Estudos com D-pinitol (3-O-metil-
chiro-inositol), isolado de Bougainvillea spectabilis (Nyctaginaceae), mostram que ele
apresenta acdo similar a da insulina, sendo considerado uma das substancias
responsaveis pelo efeito antidiabético atribuido a esta espécie (BATES et al., 2000).
Estudos mostram que o pinitol também foi eficaz na diminuicéo e inibicdo de citoquinas
pré-inflamatorias do desenvolvimento da aterosclerose, além de comprovada a agédo
moduladora da insulina e inibitoria de linfocitos Thl e Th2 (CHOI et al., 2007; LEE et
al., 2007).
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5. ESTUDO BIOLOGICO- Desenvolvimento, resultados e discussdes

O grupo de pesquisa em quimica de produtos naturais do 1Q-UNESP/
Araraquara, e 0s pesquisadores da area de farmacologia de produtos naturais do IB-
UNICAMP, IB-Botucatu-UNESP e de Ciéncias Bioldgicas da FCF- UNESP/Araraquara
iniciaram colaboracdo ha cerca de sete anos (Projeto-Biota/FAPESP) para o
desenvolvimento de pesquisas em biodiversidade e prospeccdo de produtos naturais
farmacologicamente ativos, ao qual este trabalho est4 inserido.

Assim, nesse trabalho os dados obtidos dos ensaios biolégicos serdo

apresentados a fim de se obter um panorama geral sobre as atividades bioldgicas

presentes e a composicdo quimica das espécies.

Nos estudos realizados anteriormente para explorar o potencial biolégico de G.
noxia, destacou-se a protecdo antiulcerogénica do EMeOH das suas folhas, quando
administrado na dose de 125 mg/kg no modelo de inducdo de ulceras por anti-
inflamatério ndo esteroidal (SEVERI, 2007). Isso motivou a investigacdo do provavel
mecanismo de acdo pelo qual tal extrato possa atuar. Dentro do mesmo contexto,
também sdo apresentandos os resultados de investigacdo das possiveis atividades

bioldgicas presentes nas outras duas espécies de Guapira estudadas.

5.1- Avaliagédo do mecanismo de acéo antitlcera de G. noxia

O ensaio de atividade antiulcerogénica foi realizado no laboratério de Fisiologia
do Instituto de Biociéncias-UNESP/Botucatu pela pés-graduanda Lucilene P. Mazzolin,
sob a supervisao da profa. Dra. Clélia A. Hiruma-Lima.

Foram utilizados ratos Wistar machos provenientes do Biotério Central da
UNESP-Botucatu, aclimatados as condi¢fes do biotério setorial por pelo menos sete
dias antes da manipulacdo experimental, sob temperatura (23+2 °C) e ciclo claro-escuro
(12 horas) controlado. Os animais receberam racdo e agua ad libitum. Todos os
experimentos obedeceram a protocolos experimentais aprovados previamente pela
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP -
Botucatu. O nimero de animais por grupo experimental variou de 4-8. Os resultados

foram expressos na forma de média + erro padrdo da média dos parametros obtidos.
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Os valores obtidos foram submetidos a andlise de variancia de uma via
(ANOVA), seguido pelo teste de Dunnett ou Tukey. A anélise estatistica dos resultados

considerou como nivel de significancia minima p<0,05.

A) Ligadura do piloro (SHAY, 1945)

Apds serem submetidos a jejum prévio de 24 horas, os animais foram divididos
nos diferentes grupos experimentais e tratados com solucdo salina 0,9% (controle
negativo), cimetidina 100 mg/kg (controle positivo) e com EMeOH na dose de 500
mg/kg. Nos tratamentos foram utilizadas as vias oral e intraduodenal, no intuito de
avaliar, respectivamente, o efeito local e sistémico. Trinta minutos ap0s os tratamentos
os animais foram anestesiados e foi realizada a ligadura do piloro através de uma
incisdo longitudinal logo abaixo da apdfise xifoide, a qual em seguida foi suturada.
Quatro horas ap6s a cirurgia, 0os animais foram mortos, a incisdo reaberta e, apds
ligadura da cardia (para preservacdo do contetdo estomacal), o estbmago foi retirado. O
conteldo estomacal foi coletado para determinacdo do volume e do pH da secrecdo
gastrica, seguido de titulacio para determinacéo da concentragdo de H'.

Neste modelo, ndo foram observadas alteracdes significativas nos parametros
volume e pH do conteudo gastrico para nenhuma das vias de tratamento empregadas.
Entretanto, foi possivel notar um aumento significativo da concentragio de H* quando
EMeOH foi administrado oralmente (tabela 5.1.1).

Tab. 5.1.1: Efeito do EMeOH das folhas de G. noxia no modelo de ligadura de piloro em ratos

Modelo Tratamento Dose N pH Vol. Conteddo Concentracao
(mg/kg) (unidade) (mL/4h) H" (mEg/L)
Piloro salina - 6 217+0,17 5,57 £ 0,82 7,67+0,43
Via oral cimetidina 100 7 457+048** 3,36+0,43 3,29 £ 0,53**
EMeOH 500 6 217+0,17 6,92 £ 0,88 10,15 £ 0,14**
Piloro salina - 7 186+0,14 6,37 £1,08 7,99 £0,79
Via intraduodenal cimetidina 100 6 233+021 4,95+ 0,59 4,90 £ 0,43**
EMeOH 500 6 217017 6,50 + 1,30 8,77+ 0,42

Resultados expressos na forma de média + E.P.M. (n: 6-7) dos pardmetros avaliados.
Anova — Dunnett ** p<0,01.
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B) Determinacdo da participacdo dos grupamentos sulfidrilicos e do 6xido nitrico
na gastroprotecdo (ARRIETA et al., 2003)

Foram utilizados ratos submetidos a jejum prévio de 24 h e divididos em nove
grupos experimentais. Todos 0S grupos receberam pré-tratamentos intraperitoneal,
sendo trés grupos pré-tratados com solugdo salina 0,9% (10 mL/Kkg); trés grupos pré-
tratados com o inibidor dos grupamentos sulfidrilicos, N-etilmaleimida (NEM) 70
mg/kg; e trés grupos pré-tratados com o inibidor da sintese do 6xido nitrico, NG-nitro-
L-arginina metil ester (L-NAME) 10 mg/kg. Ap6s 30 min, os animais foram tratados
oralmente por gavagem com solucdo salina 0,9% no volume de 10 mL/kg (controle
negativo), carbenoxolona na dose de 100 mg/kg (controle positivo) e com o EMeOH na
dose de 500 mg/kg (maior dose que apresentou gastroprotecdo no modelo de inducéo
com etanol absoluto).

Como agente indutor das lesGes gastricas todos os animais receberam 1 mL de
etanol absoluto (v.0.) 1 hora apds o tratamento oral e, decorrido 1 hora da administracédo
do agente indutor, os animais foram mortos e seus estdmagos retirados e abertos na
grande curvatura para a medicdo da area das lesdes com o auxilio do software AVSoft
BioView 4 — Spectra Module e os resultados apresentados na forma de area de leséo e
de porcentagem de inibicao das lesdes.

Os agentes inibidores de fatores protetores endégenos usados neste experimento
(NEM - inibidor dos grupamentos sulfidrilicos e L-NAME — inibidor da sintese de
Oxido nitrico) sdo capazes de aumentar significativamente as lesdes em relacdo aos
mesmos grupos pré-tratados com salina, evidenciando a sua importancia na
gastroprotecao.

Como apresentado na figura 5.1.1, o EMeOH na dose de 500 mg/kg foi testado
frente ao NEM e observou-se uma reversdo da gastroprotecdo (52%), enquanto que
frente ao L-NAME observou-se a persisténcia da mesma (96%). Estes dados sugerem o
envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecdo apresentada por este

extrato.
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Fig. 5.1.1: Determinacdo da participagdo dos grupamentos sulfidrilicos e do 6xido nitrico na
gastroprotecdo promovida pelo EMeOH de G. noxia. Resultados expressos na forma de média
+ E.P.M. (n: 7-8) da area de lesdo e na forma de porcentagem de protecdo. *p<0,05 e **p<0,01
para comparagdes feitas com o respectivo grupo controle (Anova — Dunnet); letras para
comparagoes feitas entre os grupos (Anova — Tuckey)

C) Determinacao bioquimica dos niveis de glutationa total (ANDERSON, 1985)

Os animais foram submetidos a jejum prévio de 24 h, divididos nos devidos
grupos experimentais e realizado o modelo agudo de indugdo de lesdo gastrica usando
etanol absoluto como agente lesivo (MORIMOTO et al.,, 1991). Os animais foram
tratados por gavagem com carbenoxolona 100 mg/kg (controle positivo), solucéo salina
0,9% no volume de 10 mL/kg (controle negativo) e com o EMeOH na dose de 500
mg/kg (dose efetiva na gastroprotecdo). Decorridos 60 minutos dos tratamentos, 0s
animais receberam por via oral 1 mL de etanol absoluto e decorridos mais 60 minutos,
o0s animais foram mortos e seus estdmagos retirados e abertos na grande curvatura.

O método é baseado na oxidacéo total da glutationa com o uso do reativo DTNB
(acido 5,5°-ditio-bis 2-nitrobenzoico), seguido de reducdo da forma oxidada com a
enzima glutationa redutase e NADPH. A concentracdo da glutationa reduzida foi
determinada pela velocidade de reducdo do DTNB, que gera uma coloracdo detectavel

em espectrofotdbmetro a 412 nm.
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Como apresentado na figura 5.1.2, o tratamento com o0 EMeOH das folhas de G.
noxia na dose de 500 mg/kg mostrou prevencdo significativa da diminuicdo dos niveis

de glutationa, o que sugere o envolvimento deste agente gastroprotetor.
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Fig. 5.1.2: Determinacgdo bioquimica dos niveis de glutationa presente no tecido gastrico em
modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto em ratos. Resultados expressos na forma de
média + E.P.M. (n: 4-7) da concentragdo de glutationa. Anova — Dunnet *p<0,05 e **p<0,01 -
comparacdes feitas com o grupo controle negativo (salina)

D) Avaliacdo da atividade antioxidante - Inibicéo da lipoperoxidagdo induzida por
sulfato ferroso e acido ascorbico (STOCKS et al., 1974; FEE & TEITELBAUM,
1972)

A avaliacdo da atividade antioxidante neste ensaio é baseada na determinagdo
colorimétrica da formacdo de malonildialdeido (MDA) apds a peroxidacdo lipidica
induzida por sulfato ferroso e acido ascorbico em membranas lipidicas de encéfalo de
rato. A peroxidacdo lipidica é classicamente determinada pela reagdo do MDA com o
acido tiobarbiturico. A atividade antioxidante do EMeOH foi determinada utilizando-se
uma curva de calibracdo em concentracdes que variaram de 10 a 100 pg/mL. A medicéo
da atividade antioxidante foi feita em microplacas de 96 pocos e a porcentagem de
inibicdo da peroxidagdo lipidica é obtida em relacdo ao controle que representa o

méaximo de peroxidacdo. O resultado é expresso na forma de 1Cs.
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Neste ensaio, verificou-se que o EMeOH apresentou ICso de 75 + 6 pg/mL,
valor bastante elevado quando se tem como comparacdo a quercetina (1,49 + 0,02
pug/mL).

Ao realizar a ligadura de piloro nos animais, as ulceracGes sdo formadas em
decorréncia da hipersecrecdo gastrica. Acredita-se que a secrecdo acida seja liberada por
reflexo vago-vagal em decorréncia da distensdo gastrica provocada pelo aumento do
volume gastrico devido a obstrucdo do piloro. Isso estimula a secrecdo do horménio
gastrina, cuja funcdo no trato gastrointestinal é estimular as células parietais a secretar
HCl (BAGGIO et al., 2003). Porém, o entendimento do mecanismo desencadeador
desse processo ainda € obscuro. Entretanto, pode-se avaliar a atividade anti-secretoria
dos extratos utilizando o modelo de ligadura de piloro (SHAY, 1945).

O tratamento com EMeOH, tanto pela via oral quanto pela via intraduodenal,
nédo foi capaz de alterar significativamente alguns dos parametros avaliados, sendo eles,
0 volume do contetdo gastrico (indicativo de hipersecrecdo), bem como o seu pH.
Entretanto, ao se determinar a concentracdo de H* presente no contetido gastrico, pode-
se observar aumento significativo da concentracdo deste ion nos animais tratados com
EMeOH pela via oral.

O aumento da concentracdo de H* ndo é condizente com a atividade
antiulcerogénica apresentada por este extrato. Contudo, pode ser explicado pela
presenca de grande quantidade do extrato (solugdo) no contetdo géstrico destes animais,
devido a ligadura do piloro. Este extrato, solubilizado em salina a 0,9% exibe carater
acido (pH por volta de 2). Estes dados descartam a possibilidade do extrato EMeOH
estar agindo por um mecanismo que reduza a secre¢do gastrica, dada a auséncia de
alteracOes significativas nos parametros avaliados.

Ainda tentando elucidar o mecanismo de acdo do EMeOH, foi utilizado o
modelo de avaliacdo da participacdo de substancias enddgenas na gastroprotecdo. Um
dos fatores que contribui para a integridade da mucosa gastrica € a formacdo de
compostos sulfidrilicos. Estes compostos tém como finalidade basica o fortalecimento
de pontes dissulfeto e reducédo da formacdo de radicais livres, relacionando-se com a
protecdo celular (KONTUREK et al., 2002; MATSUDA, 1999). Os efeitos
gastroprotetores dos compostos sulfidrilicos incluem também processos redutores e de
protecdo celular frente ao estresse oxidativo induzido por diversos agentes e
circunstancias, como ocorre com as exposi¢des toxicas com etanol (TAKEUCHI et al.,
1988).
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Em contrapartida, a redugdo dos niveis normais de compostos sulfidrilicos tem
impacto significativo na mucosa, tornando-a susceptivel ao ataque de substancias
ulcerogénicas, afetando o mecanismo defensivo da mucosa e dessa forma, facilitando a
formacdo de lesdes gastricas (GLAVIN & SZABO, 1992; KO & CHO, 1995). Apesar
de se conhecer o envolvimento dos compostos sulfidrilicos na protecdo da mucosa em
experimentos de indugdo de Ulcera por etanol, os mecanismos envolvidos ainda ndo
foram totalmente esclarecidos (HIRAISHI et al., 1999).

Outro fator protetor da mucosa gastrica € o éxido nitrico. Estudos indicam o
envolvimento de éxido nitrico na preservacdo da mucosa, em modelos experimentais de
Ulcera, por promover vasodilatacdo, reducdo da peroxidacdo lipidica e também seu
envolvimento como agente antiinflamatoério nos tecidos (CHO, 2001; ANCHA et al.,
2003). O oxido nitrico é também um importante regulador da secre¢do de muco no
estdbmago e seus efeitos sdo produzidos pela estimulacdo da guanilatociclase nas células
epiteliais (WALLACE & MILLER, 2000). Assim, 6xido nitrico parece ser produzido na
célula epitelial em resposta a ativacdo de receptores colinérgicos e provoca a liberacao
de muco para essas células, garantindo assim, a integridade da mucosa. E responsavel
tanto pela mediacdo das funcdes teciduais normais, quanto pelas lesdes na mucosa
gastrica. E, portanto, um mediador das defesas e do reparo na mucosa gastrointestinal,
podendo também contribuir com as injurias teciduais em algumas doencas digestivas e
alterar a motilidade gastrica (WALLACE, 1999), além de promover ou iniciar respostas
inflamatdrias quando combinado com outras espécies reativas de oxigénio no trato
gastrointestinal (CHO, 2001).

Para avaliar a participacdo destas substancias no efeito gastroprotetor
apresentado pelo extrato EMeOH utilizou-se agentes inibidores destes fatores
protetores. Nos animais tratados com estes agentes inibidores had o agravamento das
lesbes ulcerativas causadas pelo etanol. O EMeOH na dose de 500 mg/kg foi testado
frente a0 L-NAME (inibidor da sintese de 6xido nitrico) e a gastroprotecdo foi
persistente, enquanto que frente ao NEM (inibidor dos grupamentos sulfidrilicos)
observou-se uma reversdo da gastroprotecdo. Estes dados sugerem o envolvimento dos
grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecao apresentada por este extrato.

A peroxidacdo lipidica mediada por espécies reativas de oxigénio é uma
importante causa da destruicdo e lesdo nas membranas celulares e estd envolvida na
patogénese de injurias na mucosa induzidas por etanol, isquemia/reperfusdo e
indometacina (KVIETYS et al., 1990).
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Uma das vias de formacgdo destas espécies reativas de oxigénio consiste na
reducdo unieletrogénica do oxigénio a &gua, promovendo o aparecimento de radical
superdxido, peroxido de hidrogénio e do radical hidroxila (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1995). Estas espécies reativas de oxigénio oxidam fosfolipidios de
membranas celulares e subcelulares, do DNA e das proteinas. Em condi¢des normais, a
concentracdo destas espécies dentro das células é extremamente baixa pelo fato de
existirem um conjunto de enzimas antioxidantes que as removem ou impedem sua
formacdo, sendo elas, a glutationa peroxidase, a glutationa redutase, a superéxido
dismutase e a catalase (MECCORD & FRIDOVICH, 1969).

A glutationa é um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) existente no
organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG). Atua direta ou
indiretamente em muitos processos bioldgicos importantes, incluindo a sintese de
proteinas, metabolismo e protecdo celular (MEISTER & ANDERSON, 1983). E
consenso que os efeitos lesivos do etanol na mucosa gastrica sdo conseqliéncia de
peroxidacao lipidica e diminuicdo do nivel de glutationa. Um dos papéis do ciclo redox
da glutationa e enzimas que compde seu metabolismo é o de manter os niveis de
hidroperoxidos lipidicos controlados, para evitar danos celulares provenientes do ataque
destes radicais. O controle dos niveis de glutationa pode fornecer importantes
informacBes bioguimicas do balango oxidante-antioxidante no organismo (ROVER
JUNIOR et al., 2001). Entdo, a determinagio bioquimica dos niveis de glutationa
presente na mucosa gastrica de ratos submetidos a lesdo induzida por etanol faz-se
importante para elucidacdo do mecanismo de acdo da atividade gastroprotetora exibida
pelos extratos.

Neste modelo, 0 EMeOH de G. noxia foi capaz de prevenir significativamente a
diminuicdo dos niveis de glutationa causada pelo etanol. Este resultado reafirma a
participacdo do composto enddgeno sulfidrila na gastroprotecédo e leva a acreditar que
esta gastroprotecdo envolva mecanismos antioxidativos deste extrato. Dessa forma, para
complementagdo desta informagdo, foi realizado o teste de lipoperoxidagao “in vitro”,
onde os extratos tiveram a capacidade em inibir a peroxidacao de lipidios induzida por
sulfato ferroso e acido ascorbico avaliada. O EMeOH mostrou atividade antioxidante
neste modelo, sugerindo que este efeito também possa contribuir com a protecao

gastrica.
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5.2- Avaliacdo da atividade antitlcera do EMeOH de G. opposita

Diante do potencial efeito gastroprotetor encontrado no EMeOH de G.noxia,
decidiu-se avaliar a antividade antitlcera do EMeOH de G. opposita através do modelo
de ulcera induzida por etanol absoluto (MORIMOTO et al., 1991). Foram utilizados
animais provenientes do mesmo local e condi¢Ges que os do item 5.1.

Os animais foram tratados oralmente por gavage com carbenoxolona 100 mg/kg
(controle positivo), solucdo salina 0,9% no volume de 10 mL/kg (controle negativo) e
com 0 EMeOH em diversas doses (125, 250 e 500 mg/kg). Decorridos 60 minutos dos
tratamentos, os animais receberam, também por via oral, 1 mL de etanol absoluto
(agente indutor das lesbes). Ap6s 60 minutos da administracdo do agente indutor de
lesdo gastrica, os animais foram mortos e seus estdmagos retirados para mensuragdo das
lesdes.

As leses ulcerativas tiveram suas areas medidas com o auxilio do software AVSoft
BioView 4 — Spectra Module. Os resultados foram obtidos na forma de area de lesdo
(média * erro padrdo da média rea de lesdo) e submetidos a anélise de variancia de uma via
(ANOVA), seguido pelo teste ‘a posteriori’ de Dunnett. A anélise estatistica dos resultados
considerou como nivel de significancia minima p< 0,05.

A figura 5.2.1 apresenta a area de leséo ulcerativa dos animais tratados com
EMeOH nas doses de 125, 250 ou 500 mg/kg frente as lesdes induzidas pelo etanol
absoluto. N&o se pode observar protecdo efetiva nas doses testadas. Ao se aumentar a
dose do extrato pode-se observar agravamento das lesdes. Para que se possa descartar a
atividade gastroprotetora deste extrato, hd que se testar em doses menores que as do
presente experimento, pois o extrato pode também exercer efeito lesivo em altas

concentragdes, o que justificaria 0 aumento das lesdes.
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Fig. 5.2.1: Efeito do EMeOH das folhas de G. opposita no modelo de leséo ulcerativa
induzida por etanol absoluto. Resultados expressos na forma de média £ E.P.M. (n: 5)
da area de lesdo. Anova — Dunnett ** p<0,01

5.3- Avaliacdo da atividade antimicrobiana das espécies de Guapira

A avaliacdo da atividade antimicrobiana é uma abordagem relevante na
caracterizacdo de extratos vegetais, dada a importancia e 0 nimero bastante grande de
doencas infecciosas que acometem o homem. Neste sentido, foi avaliada a atividade
antimicrobiana das espécies de Guapira estudadas.

O ensaio de atividade antibacteriana foi realizado no laboratorio de
Microbiologia da FCF/UNESP-Araraquara, sob a supervisdo da profa. Dra. Tais Maria
Bauab. A avaliacdo da atividade antifungica foi realizada pela pds-graduanda Tatiana
M. S. Moreira no laboratério de Biotecnonoliga da FCF/UNESP-Araraquara sob a
supervisdo da profa. Dra. Rosimeire C. L. de Pietro, enquanto que a de atividade
tripanocida foi conduzida pela graduanda Julia M. Pescarini no laboratorio de
Imunologia da FCF/UNESP, com o apoio de Mariana da Costa Siqueira e supervisdo da

Profa. Dra Regina M. B. Cicarelli.
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A) Staphylococcus aureus e Escherichia coli (ELLOF, 1998)

Colbnias das cepas de S. aureus e E. coli foram inoculadas em caldo de infuséo
de cérebro e coracdo (Brain-Heart Infusion — BHI) e incubadas a 37 °C, durante 24 h. A
partir dos indculos, foi realizada a diluicdo até a turvacdo 0,5 da escala de McFarland
em solucédo salina estéril e posteriormente nova diluicdo até 1:10 v/v a fim de obter a
concentracdo final de 1,5 x 10’ UFC/mL.

Utilizou-se ampicilina e tetraciclina como farmacos antimicrobianos controles
para S. aureu e E. coli, respectivamente, os quais foram ensaiados na concentracédo de 5
e 25 pg/mL, respectivamente.

As solucbes das amostras testadas foram preparadas a partir de uma solucéo-
estoque de 1.000 pg/mL em Mueller-Hinton (CMH) e 5% de DMSO. Aos orificios da
microplaca foram adicionados 100 pL CMH, seguido da adi¢do 100 pL das solucGes de
extratos e estes diluidos, atingindo concentragdes variadas (de 1.000 a 37,5 pg/mL).
Seguiu-se com a adi¢cdo de 10 pL da suspensdo bacteriana em cada orificio e posterior
incubacdo da microplaca a 37 °C por 24 h. Foram preparados grupos controle das
bactérias, dos antibi6ticos e do meio de cultura nas mesmas condi¢Ges acima descritas.
Decorrido o periodo de incubacéo, realizou-se a anélise do teste atraves da leitura
espectrofotométrica a 595 nm. Os testes foram feitos em triplicata na mesma
microplaca, e em duas microplacas diferentes.

A inibicdo do crescimento bacteriano foi detectada pela auséncia de crescimento
no meio, evidenciado pela presenca ou ndo de turvacdo nos orificios. A Concentragédo
Inibitéria Minima (CIM) foi considerada como a menor concentracdo do extrato vegetal

capaz de inibir no minimo 90% do crescimento microbiano.

B) Candida albicans (CLSI, 2009)

Colodnias de Candida albicans (ATCC 64548) com diametro de cerca de 1 mm,
de cultura de 24 h a 35 °C, foram suspensas em 5,0 mL de solugéo salina 0,9%
esterilizada. A suspenséao foi agitada em vortex e ajustada para obtencdo de suspensdo
de turvacdo na escala 0,5 de McFarland, relativa a 1 x 10° a 5 x 10° leveduras/mL. Para
o teste de difusdo em &gar, foram aplicados 100 L dessa suspensdo sobre o meio de
cultura sélido na placa, através do uso de alga de Drigalsky.
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O teste foi realizado em placas de Petri de 9 cm de diametro contendo meio
agar-Mueller Hinton acrescido de 2% de D-glicose e 0,5 ug/mL de azul de metileno. A
aplicacdo de 100 pL das amostras em concentragBes varidas (maior concentracdo
testada 5.000 pg/mL) foi feita individualmente nos pogos de 6 mm de didmetro dos
“templates” e 20 uL nos discos de papel. Antes de incubadas a 35 °C por 48 h, as placas
foram deixadas 1 h a 4 °C para permitir a difusdo das amostras. Foram adicionados 50
uL de anfotericina B (64 ug/mL) nos “templates” e 20 uL nos discos de papel como
controle de inibicdo do crescimento das leveduras.

A atividade antimicrobiana das amostras foi verificada pela medida do halo de
inibic&o de crescimento e comparada com o halo formado pelo controle. Os testes foram

feitos em triplicata para os “templates” e em duplicata para discos de papel.

C) Trypanossoma cruzi (MUELAS-SERRANO et al., 2000)

A forma epimastigota de T. cruzi foi escolhida para se realizar este experimento
por ser uma forma ndo infectante e de facil manutencdo em cultura. Os parasitos (cepas
Y e Bolivia) foram cultivados em meio LIT - Liver Infusion Tryptose (FERNANDES &
CASTELLANI, 1966), com repiques a cada quinze dias para a manutencdo da cultura
no laboratorio. A cepa Y foi descrita por Silva & Nussenzweig (1953) e a cepa Bolivia
foi isolada de triatomineo em Vitichi — Bolivia por Funayama e Prado Junior (1974).

Apbs diluicbes em DMSO, 3 uL de cada amostra testada (concentracdes que
variaram de 500 a 1 pg/mL), foram adicionados a 95 pL de meio LIT contendo 1 x 10’
parasitos/mL na forma epimastigota de T. cruzi (fase log). A placa foi incubada em
camara Umida por 72 h. Os testes foram realizados em triplicata em placas de
poliestireno com 96 pocgos estéreis e com tampa em fluxo laminar.

Decorrido o periodo de incubacédo, adicionou-se 10 pL de solugdo MTT/PMS
em todos 0s pogos e a placa novamente foi incubada, ao abrigo de luz por 75 min a 28
°C. Neste momento, ocorre a reducédo do sal tetrazolium MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2-5-difeniltetrazolio em um produto colorido, formazan, pela agdo da enzima succinato
desidrogenase das mitocondrias (DUTTA et al., 2005). Adicionou-se 100 pL da solugéo
10% SDS/0,01N HCI, para dissolver os cristais de formazan, incubou-se a temperatura

ambiente por 30 min ao abrigo da luz.
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A leitura da densidade otica (DO) foi realizada em espectrofotdmetro a 595 nm e
os resultados foram obtidos em absorvancia. A porcentagem de citotoxicidade (% C) foi

calculada segundo a equacao abaixo:

Sendo que, G. representa o nimero de parasitos/mL nos pogos controle e G, o
numero de parasitos/mL detectados em diferentes concentracbes da amostra em teste.
A corresponde ao valor de absorvancia nos pogos controle (na auséncia da amostra em
teste) sem parasito; A, 0 valor da absorvancia nos testes e Ay, 0 valor da absorvancia
das diferentes concentracfes da substancia na auséncia do parasito. Foram realizados
dois controles, um na auséncia do parasito para cada po¢o teste, mas na presenca da

substancia e outro na auséncia desta, mas contendo parasitos.

D) Leishmania amazonensis (MUELAS-SERRANO et al., 2000)

O teste de atividade contra Leishmania foi realizado pela graduanda Julia M.
Pescarini no laboratério de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP de Araraquara, com o apoio da Dra. Isabel Martinez e supervisdo da Profa. Dra.
Marcia A. S. Graminha.

Formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em meio LIT (Liver
Infusion Tryptose) a 28 °C. As formas promastigotas foram utilizadas na fase
logaritmica de crescimento. Em uma placa de cultura de células de 96 orificios foram
adicionados 97 wL por orificio de promastigotas de L. amazonensis na fase exponencial
de crescimento em meio LIT e 3 pL dos compostos a serem testados (concentragdo
variando de 500 a 7,8 ug/mL) dissolvidas em DMSO (3% v/v) e incubadas por trés dias
a 28 °C.

Como controle negativo utilizou-se 0s parasitas incubados na auséncia de
compostos e as varias concentracfes de compostos na auséncia do parasito. Cada
concentracdo foi testada em triplicata, em dois experimentos independentes. A
viabilidade de promastigotas foi determinada por meio da técnica colorimétrica de MTT
(sal de tetrazolio) apds trés dias de incubacdo. Foi realizada também a avaliacéo visual

e subjetiva para posterior confirmacao dos resultados obtidos pelo método MTT.

Juliana Severi 116




O farmaco pentamidina foi utilizado como controle positivo para obtengdo do
ICso (4 wg/mL), considerado valor de referéncia para andlise dos resultados dos
diferentes compostos testados. A analise dos dados foi feita baseada na curva dose-
resposta (viabilidade de parasitas em cultura), utilizando as diferentes concentracdes das
substancias testadas com o controle negativo (somente parasitas em meio de cultura). A
curva dose-resposta foi obtida na forma de grafico e a 1Csy calculada por meio da
equacdo da reta entre os pontos. Foram utilizadas as fungdes do Excel e Origin 7.0
Professional.

Os valores das CIM e ICs estdo apresentados na tabela 5.3.1 e revelam os perfis
de susceptibilidade ou de resisténcia aos extratos e fracbes frente os diferentes

microorganismos testados.

Tab.5.3.1 : Atividade antimicrobiana dos extratos das espécies de Guapira

Sat Ec? ca’ Tc La*
Espécie Amostra CIM CIM ICsp ICso
(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL)  (ug/mL)
G. opposita ECHCl, > 500 > 500 A ® 357,5
EMeOH > 500 > 500 @) 155,3 438,5
G. graciliflora ECHCl; > 500 > 500 @) 216,0 385,5
EMeOH > 500 > 500 @) 336,2 > 500
G. noxia ECHClI; 125 > 500 @) 211,8 438,5
EMeOH 75 250 @) > 500 4945

Sa: Staphylococcus aureus; Ec: Escherichia coli, Ca: Candida albicans, Tc: Trypanossoma cruzi, La:
Leishmania braziliensis. *C(+) ampicilina (5 ug/mL); 2C(+) tetraciclina (25 wg/mL); *C(+) anfotericina
(64 xg/mL), “C(+) pentamidina (4 zg/mL); (%) Halo de inibigao ausente, (b) Né&o avaliado

De acordo com Holetz (2002) em extratos vegetais considerados com fortes
agentes antimicrobianos a CIM deve ser menor ou igual a 100 wg/mL; para os
moderados o valor passa a ser de 100 a 500 x«g/mL, fracos para CIM entre 500 e 1000
ug/mL e acima de 1000 xg/mL, o extrato € considerado inativo.

Os ensaios de atividade antimicrobiana revelam que os resultados mais
promissores foram os encontrados nos extratos ECHCI; (CIM 125 ug/mL) e EMeOH
(CIM 75 ug/mL) de G. noxia contra S. aureus. Com relacdo a atividade antifungica,
nenhuma das amostras testadas causou inibi¢do do crescimento da levedura, indicando
ndo possuirem atividade contra a espéecie C. albicans, nas condicfes testadas. Na
avaliacdo da atividade tripanocida, o melhor resultado encontrado foi obtido com no
EMeOH de G. opposita (ICsy 155,3 xg/mL) e no caso da atividade leishmanicida, a
atividade foi considerada fraca ou moderada.
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Os ensaios preliminares de atividade antimicrobiana evidenciaram forte
atividade antibacteriana do EMeOH de G. noxia contra cepas de S. aureus e moderado
efeito tripanocida do EMeOH de G. opposita, 0 que demonstra a possibilidade da
existéncia de compostos antimicrobianos em plantas do género Guapira.

S. aureus geralmente é causadora de infeccbes humanas, tanto de origem
comunitaria, quanto hospitalar. Além disso, € o agente mais comum em infecgdes
piogénicas localizadas na pele (foliculite, tercol) ou em regiGes mais profundas
(bacteremia, endocardite, dentre outras), além de intoxicacfes alimentares (TORTORA
et al., 2000; TRABULSI et al., 1999).

A Tripanossomiase ou Doenca de Chagas é uma doenca transmitida por
triatomineos infectados pelo Trypanossoma cruzi. O T. cruzi também pode ser
transmitido por transfusdes sanguineas, transplantes de O&rgdos e pela via
transplacentaria (CDC, 2009). Em alguns locais do Brasil a prevaléncia dessa doenca
chega a cerca de 3% da populacdo, 0 que mostra que a doenca ainda possui himero de
casos bastante significativo no pais (BORGES-PEREIRA, 2008). Sabe-se ainda que
esta doenca ainda ndo possui tratamento 100% eficaz, o que reforca a importancia da
busca de novos medicamentos e/ou substancias para o tratamento ou cura da
tripanossomiase. Este estudo deverd ter continuidade em busca de caracterizar as

substancias potencialmente ativas presentes nos extratos.

5.4-  Avaliacéo do potencial mutagénico

A avaliacdo da mutagenicidade foi realizada no laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP/Araraquara, em colabora¢do com a
Msc. Ana Paula S. de Oliveira e sob a supervisdo da Profa. Dra. Eliana Ap. Varanda.

No ensaio foi avaliado o potencial mutagénico empregando-se o teste de AMES.
Uma vez que o efeito mutagénico G. noxia ja foi investigado em em etapas anteriores
(CARDOSO et al., 2010), foi dada continuidade & investigagdo com G. opposita.

Foram utilizadas linhagens celulares denominadas TA98, TA97a, TA100 e
TA102 de Salmonella typhimurium, gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da
Universidade de Berkeley, California, USA. Os meios de cultura e solu¢Bes necessarios
para os ensaios de mutacdo reversa foram preparados de acordo com as especificacfes
de Maron & Ames (1983).
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O controle negativo foi feito com DMSO, usado como solvente dos extratos
vegetais. Foram utilizados como controle positivo em ensaios sem ativagdo metabdlica
0 4-nitrofenilenodiamino (NPD) para as linhagens TA98 e TA97a, azida sddica para a
linhagem TA100 e mitomicina C para a linhagem TA102. Para 0s ensaios em presenca
de metabolizacdo foi utilizado o 2-antramine para as linhagens TA100, TA98 e TA97a e
2-aminofluorene para a TA102.

O crescimento das linhagens de S. typhimurium foi realizado em caldo nutriente
Oxoid n° 2 e agar nutriente elaborado a partir do meio nutriente, com ou sem ampicilina
dependendo do ensaio, solidificado com 1,5% de agar. Nos ensaios de mutagenicidade
foram utilizados 4gar minimo glicosado (AMG) e &gar de superficie (top-agar), ambos
previamente esterilizados em autoclave a 121 °C por quinze minutos. Com auxilio de
alca de inoculacdo, pequena quantidade da cultura estoque congelada foi semeada em
30 mL de meio nutriente (Oxoid n° 2), incubada a 37 °C, por 14 h, em banho-maria (37

°C) com agitagdo (160 rpm), de modo a obter uma densidade de 1-2 x 10° bactérias/mL.

Preparo da mistura S9

Foi utilizada a fracdo microssomal S9 homogeneizada de figado de rato (fracdo
p6s-mitocondrial), suplementada com um cofator, preparada a partir de figado de
roedores tratados com agentes indutores de enzimas (Aroclor 1254).

A fracdo S9 revela se a substdncia ou amostra é mutagénica em sua forma
original ou necessita ser metabolizada ou ativada para se tornar mutagénica. Essa fragcdo
foi obtida da MOLTOX (Molecular Toxicology). Para o preparo da mistura S9, todas as
soluces (cloreto de magnesio 0,4 M e cloreto de potéssio 0,4 M, glicose-6-fosfato 1 M,
S-nicotinamida adenina dinucleotideofosfato 0,1 M, tampao fosfato 0,2 M pH 7,4 e 4gua
destilada) inclusive a fragdo S9 hidratada, foram mantidas em banho de gelo durante
todo o ensaio e, preparadas sempre a fresco e utilizadas por um periodo de, no
maximo, 3 h.

Em tubos de ensaios foram colocados 0,1 mL de cultura de bactérias (1-2 x10°
bactérias/mL), a concentracdo adequada do extrato e 0,5 mL de tampéo fosfato pH 7,4
ou 0,5 mL de S9 mix (4%) nos ensaios com ativacdo metabdlica. Os tubos assim
compostos foram incubados a 37 °C durante 20 minutos. Apods esse tempo, foram
adicionados 2 mL de &gar de superficie (top-agar) acrescido de uma solucdo de
histidina/biotina 0,05 mM na propor¢do de 10/100 mL. Em seguida, os tubos foram

agitados e vertidos em placas de Petri contendo 0 meio minimo glicosado.
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Apos incubacdo das placas por 48 h a 37 °C foi efetuada a contagem das
colbnias. Todas as concentragdes testadas, controles positivos e negativos foram

realizados em triplicata.

Analise dos resultados

Os resultados foram analisados utilizando o programa estatistico Salanal
elaborado e gentilmente cedido pelo Dr. L. Myers do Research Triangle Institute, RTP,
Carolina do Norte, USA, por intermédio da Dra. Maria Ines Sato (CETESB). Esse
programa permite avaliar o efeito dose-resposta através do calculo da analise de
variancia (ANOVA - teste F) entre as médias do nimero de revertentes nas diferentes
doses testadas e o controle negativo, seguido de uma regressdo linear. O modelo do
programa escolhido para a anélise dos dados foi 0 modelo Bernstein (BERNSTEIN et
al., 1982).

A cepa TA98 detecta compostos mutagénicos que causam deslocamento do
quadro de leitura do DNA. A cepa TA100 detecta agentes mutagénicos que ocasionam
substituicbes, principalmente no par Guanina-Citosina. A cepa TA102 detecta
eficientemente mutagenos como formaldeido, glioxal, varios hidroperoxidos,
bleomicina, fenilidrazina, raios-X, luz UV, estreptonigrina e agentes cross-link, como
mitomicina- C. A cepa TA97a detecta mutagenos do tipo frameshift.

Uma amostra é considerada com potencial mutagénico quando a RM for maior
ou igual a 2 em pelo menos uma das doses testadas e quando houve uma relacdo dose
resposta entre as concentracdes testadas e o numero de revertentes induzidos. Sera
considerada sem potencial mutagénico quando a mesma ndo induzir aumento
significativo no nimero de revertentes e suas RM forem todas menores que 2. Quando
apenas um dos parametros for atendido considera-se a amostra com indicios de
mutagenicidade.

O extrato metanolico das folhas de G. opposita apresentou mutagenicidade na
linhagem TA98, que detecta compostos mutagénicos que causam deslocamento do
quadro de leitura do DNA nas concentracBes de 12,5 e 6,25 ug/mL, sem sofrer
metabolizacdo. Nas demais cepas 0 extrato ndo foi mutagénico (tab. 4.5.1). Este
resultado difere dos de G. noxia, cujo extrato ndo causou mutagenicidade. Isso pode ser
devido a presenca de compostos potencialmente mutagénicos presentes em G. opposita.
A composi¢do quimica desta espécie difere em relagdo a G. noxia, principalmente pela
presenca de flavonas e de glicolipideos, até entdo ndo encontrados em G. noxia.
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Tabela 5.4.1: Potencial mutagénico expresso pela média, desvio padrdo e razdo de
mutagenicidade (valor entre parénteses) nas linhagens celulares de Salmonella typhimurium
expostas a varias doses dos extratos das espécies de G. opposita, com (+S9) ou sem (-S9)
ativacdo metabdlica

NUmero médio de revertentes em presenca do
EMeOH pg/mL
(Razdo de Mutagenicidade)

(C) C(+) 75 50 25 125 6,25

TAL100 -S9 142+6 1030+154 164+13 159+3 188+27 177+33 176+36
(1.1) (1.1) (1.3) (1.2) (1.2)

+S9  163+21 2073+238 219+5 209+11 251420 242+26 284 +58
(1.3 1.3) (1.5 (1.5 (1.7

TA98  -S9  27+4  2477+392 40+5  44+13  48+7  66+15 59+6

(1.5 (1,6) (1.8) (2.4) (2,2)

+S9  42+4  2673+144  48+3  60+15  56+7 71+7  75+12
(1.1 1.4) (1.3 1.7 (1.8)

TA97a -S9  131+5 2045+155 107+7  93+2  95+16 76+14  70+13
0,8) 0,7) 0,7) (0,6) (0,6)

+S9  175+12 2664+238  194+9  197+29 196+46 157 +34 125+40
11 (1.1) 11 0,9 0,7

TAL102 -S9O 215+17 1586+446 161+24 158+10 198+9 161+18 171+9
(0,6) (0,6) 0,8) (0,6) 0,7)

+S9  246+6  272+34  282+13 265+45 258+27 224+9 242 +30
11 (1.1) 1,0 0,9 1,0

Controle (+) sem metabolizagdo: TA100 = NDP (10 wg/placa), TA98 = azida sodica (5 ug/placa), TA97a
= NDP (10 pg/placa), TA102 = mitomicina (0,25 ug/placa).

Controle (+) com metabolizacdo: TA100 = 2-antramina (1,25 wg/placa), TA98 = 2-antramina (1,25
uglplaca), TA97a = 2-antramina (1,25 pg/placa), TA102 = 2-aminofluoreno (10 wg/placa)

A avaliagdo dos potencial mutagénico é outro item relevante na caracterizagéo
de plantas, dado a composicdo bastante complexa de moléculas presentes em matrizes
vegetais. O teste de Ames é um ensaio ja consolidado para a o reconhecimento de
compostos puros ou em mistura que causam mutacfes génicas e possuem alto valor
preditivo de carcinogenicidade in vivo. Dados da literatura apontam o potencial
mutagénico das agliconas de flavonoides, especialmente de flavonas.

Flavondides sdo comumente considerados substancias de baixa toxidade, porém
sabe-se que alguns quesitos estruturais podem acentuar o efeito mutagénico, tais como
presenca da dupla C2-C3 no anel C flavonoidico e hidroxila livre em C3 (CARDOSO et
al., 2006). Assim, os flavondides derivados da apigenina, luteolina e quercetina

encontrados em G. opposita podem estar relacionados ao efeito mutagénico observado.
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5.5-  Avaliacao do potencial citotoxico

A avaliacdo do potencial citotoxico foi realizada no laboratério de Microbiologia
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP/Araraquara, em colaboracdo com a
doutoranda Tatiana M. de Sousa e sob a supervisdo da Profa. Dra. Rosimeire C. L. de
Pietro.

Os testes de citotoxicidade dos extratos e fraces das espécies de Guapira foram
realizados com células de macréfagos da linhagem J774 e de fibroblastos de cornea de
coelho ATCC CCL-60. As células foram mantidas em garrafas de cultura celular, em
estufa a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO,. O meio de cultura utilizado para cultivo
utilizado foi 0 meio minimo essencial de Eagle (pH 7) suplementado com 50% de meio
Leibovitz L-15, 10% de soro bovino fetal, com 0,2% de bicarbonato de sodio. Ao
acondicionamento das garrafas foram adicionados 0,1% de solugdo de
estreptomicina/penicilina e 0,1% de solucdo de anfotericina B, ambas na concentragdo
de 10 wg/mL. Para a cultura de fibroblastos foi utilizado o meio Eagle (pH 7)
suplementado com 50% de meio Leibovitz L-15, 15% de soro bovino fetal, sem
bicarbonato de sédio.

As amostras testadas foram solubilizadas em 1 mL de DMSO estéril, diluidas
1:5 em meio de cultura e testadas no intervalo de concentracdo de 2000-15,62 pg/mL.
Em seguida, o ensaio consistiu em coletar as células de macrofago por raspagem e as de
fibroblastos por tripsinizacdo (solugéo tripsina 0,25% —EDTA 0,53 mM), centrifuga-las
a 1500 rpm por 10 minutos e conta-las com auxilio do corante Turk, em camara de
Neubauer, ajustando para a concentracio de 1 x 10° células/mL em meio de cultura.

As células de cada uma destas suspensbes foram incubadas em diferentes
microplacas de 96 pocos, a 37 °C e 5% de CO, por 72 h. Ap0s este periodo, foi
observada a formacdo de tapete celular e foi retirado o meio existente, ja inadequado
para a manutencdo celular. Em outra microplaca de 96 pocos foram colocados 100 uL
de meio em todos 0s pocos, exceto nos primeiros pogos da coluna 1, que recebeu 180
uL de meio de cultura e 20 xL das amostras diluidas 1:5. Posteriormente, foi realizada
uma diluicdo 1:1 (v/v) nos demais pocos da respectiva microplaca. As amostras diluidas
foram transferidas para a microplaca contendo o tapete celular e esta foi incubada por
24 ha37°C e 5% de CO, (OHNO et al., 1998; TAKAHASHI et al., 2008).
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Posteriormente, foram adicionados 15 xL de solugdo aquosa de resazurina a 0,1
mg/mL, incubando a microplaca por 3 h em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Foram
realizados o controle do solvente (20 xL de solucdo DMSO/meio, 1:5; v/v), controle
positivo do crescimento celular e controle negativo de auséncia de crescimento. A
leitura dos resultados foi feita visualmente pela diferenciacéo entre a cor azul (auséncia
de células vivas) e cor-de-rosa (presenca de células vivas) (O’BRIEN et al., 2000) e por
meio do leitor de fluorescéncia Spectra Fluor Plus — Tecan, com filtros de luz de 530 e
590 nm e programa de analise Magellin.

Nas condigdes experimentais descritas, ndo foi observado efeito citotoxico na
presenca dos extratos metanolicos das trés espécies de Guapira, pois o indice de

citotoxicidade (1Csp) foi maior que a mais alta concentragéo testada (2000 pg/mL).
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6. CONCLUSOES

O principal objetivo deste trabalho foi o de investigar a composic¢ao quimica dos
extratos das folhas de G. noxia, G. opposita e G. graciliflora, associado a avaliacdo do
potencial bioldgico das mesmas no &mbito do projeto tematico BIOTA-FAPESP.

Assim, a composi¢do quimica dos extratos ECHCI; e EMeOH foi amplamente
investigada por técnicas cromatograficas e espectroscopicas, o que revelou, sobretudo, a
presenca de esterdides e terpendides nos extratos ECHCIs3; de flavonas e glicerolipideos
em G. opposita, de saponinas, glicerolipideos e flavonodis em G. graciliflora e de
flavonois e saponinas em G. noxia, além de alguns compostos minoritarios do tipo
nitrogenados e de um ciclitol. A analise comparativa qualitativa entre os perfis
cromatograficos dos EMeOH das espécies foi conduzida mediante o uso de HPLC-UV-
CAD, o que também revelou a presenca de outros compostos ainda ndo isolados,
derivados da classe dos acidos fendlicos, outros triterpenos e flavonodides. Estes
resultados sdo condizentes com composi¢do quimica de outras espécies pertencentes a
familia Nyctagniceae e poderdo futuramente contribuir com a quimiossistemética do
género e/ou da familia.

A avaliacdo do potencial biolégico do género Guapira revelou efeito
gastroprotetor do EMeOH de G. noxia e que este deva interferir possivelmente na
elevacdo dos niveis de compostos sulfidrilicos (agente citoprotetor), associado a
atividade antioxidante. Ademais, verificou-se atividade antimicrobiana nos extratos de
G. noxia e G. opposita, indicios de mutagenicidade no EMeOH de G. opposita e
auséncia citotoxicidade nas trés espécies. Esta investigacdo devera ter continuidade a
fim de estabelecer possiveis correlagcdes existentes entre a composi¢cdo quimica e as
atividades bioldgicas do género.

O estudo de plantas brasileiras é fundamental e deve ser constante, a fim de
melhor aproveitar o grande potencial oferecido pela biodiversidade do pais. A
identificacdo de metabdlitos vegetais de interesse terapéutico continua sendo area de
relevada importancia para a satide humana. Por isso, 0 estudo quimico-farmacolégico de
espécies do género Guapira, que esta sendo descrito neste trabalho, representa uma
importante contribuicdo para o estudo do conhecimento de espécies presente nos biomas
Cerrado e Mata Atlantica, na medida em que apresenta os dados farmacologicos,

complementado pelo estudo fitoquimico, de maneira interdisciplinar.
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