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Estudo quimico e biolégico de espécies de Rubiaceae

RESUMO

Rubiaceae encontra-se amplamente distribuida nos principais ecossistemas brasileiros
(Amazénia, Cerrado e Mata Atlantica). E bem conhecida devido & importancia econémica e
terapéutica de suas espécies, especialmente Coffea arabica e Cinchona ledgeriana. Relatos
sobre os constituintes quimicos de Rubiaceae mostram uma grande diversidade de
metabolitos secundérios, tais como iridéides, alcal6ides, antraguninonas, flavondides,
derivados fendlicos, triterpenos e diterpenos. Poucos estudos quimicos do género Alibertia
tém sido relatados, apesar da evidéncia de que Rubiaceae representa uma fonte rica de
micromoléculas. Este trabalho descreve o estudo quimico dos extratos dos caules de trés
espécies de Alibertia (A. edulis, A. macrophylla e A. sessilis). Os extratos foram submetidos
a varias técnicas cromatograficas e quando necessario CLAE preparativa foi empregada
para purificar algumas fracbes. Estes fracionamentos resultaram no isolamento e
elucidacao/identificacdo estrutural de onze triterpenos, oito iridéides e sete derivados
fendlicos, assim como um diterpeno, uma saponina e duas lignanas A
elucidacao/identificagdo estrutural foi realizada através de analise espectroscopica, tais
como RMN de 'H (gCOSY, gHMQC, gHMBC, TOCSY), RMN de *C e espectrometria de
massas. Os dados obtidos também foram comparados aos valores da literatura. As
substancias éster metilico 6p-hidroxi-7-epi-gardosideo (6), 2p,3a,16a-triidroxi-ent-caurano
(9), &cido 21-hidroxi-3,4-seco-cicloart-4(29), 24(31)-dien-3-6ico (20), pomolato de 3p-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-O-4-D-glicopiranosil-(1—2)-O- #-D-glicopiranosideo 28-O-4-D-
glicopiranosideo (25) e 3,4,5-trimetoxifenil-1-O- f-D-(5-O-siringoila)-apiofuranosil-(1—6)-
glicopiranosideo (32) séo inéditas. As lignanas (+)-lioniresinol 3a-O-/-D-glicopiranosideo (33)
e (-)-lioniresinol 3a-O-/-D-glicopiranosideo (34) estdo sendo descritas pela primeira vez em
Rubiaceae. A substancia nova 3,4,5-trimetoxifenil-1-O- #D-(5-O-siringoila)-apiofuranosil-
(1—6)-glicopiranosideo (32) apresentou atividade antifingica contra os fitopatégenos
Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides na concentracdo de 100 pg. Todos os
extratos polares de A. edulis mostraram atividade antifangica moderada (CIM 7,81 — 62,5 ug
mL™) frente aos fungos patogénicos humanos Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis e
Cryptococcus neoformans. As substancias diterpeno (9), saponina (25), acido salicilico (26)
e D-manitol (35) também mostraram forte atividade antifiingica quando bioensaiadas com
Candida. Todos os extratos apresentaram inatividade no bioensaio antitumoral.

Palavras-chave: Rubiaceae, Alibertia, fitoquimica



Estudo quimico e biolégico de espécies de Rubiaceae

ABSTRACT

Rubiaceae is widely distributed in Brazilian main ecosystems (Amazon, Cerrado and Atlantic
Forest. This family is well known due to economic and therapeutic importance of these
species, specially Coffea arabica and Cinchona ledgeriana. Reported chemical constituents
of Rubiaceae revealed a great diversity of secondary metabolites such as iridoids, alkaloids,
anthraquinones, flavonoids, phenolics derivatives, triterpenes and diterpenes. Relatively few
chemical studies on Alibertia genus have been reported, despite evidence that Rubiaceae
represents a rich source of micromolecules. This work describes the chemical study on
stems extracts from three Alibertia species (A. edulis, A. macrophylla and A. sessilis). The
extracts were submitted to various chromatographic techniques, and preparative HPLC was
employed to purify some fractions. The structural elucidation/identification was performed
through the use of spectroscopic analyses, such as *H NMR (gCOSY, gHMQC, gHMBC,
TOCSY), *C NMR and MS. The data obtained were compared to literature values. The
results obtained showed the isolation and structural elucidation/identification of eleven
triterpenes, eight iridoids and seven phenolic derivatives, as well as a diterpene, a saponin
and two lignans. This is the first report of the substances 63-hydroxy-7-epi-gardoside methyl
ester (6), 2a,3B,16a -tri hydroxy-ent-kaurene (9), 21-hydroxy-3,4-seco-cycloart-4(29),24(31)-
dien-3-oic acid (20), 3B-O-[a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-O-#D-glucopyranosyl-(1—2)-O-f-D-
glucopyranoside 28-O-4-D-glucopyranoside pomolate (25) and 3,4,5-trimethoxyphenyl-1-O-
B-D-(5-O-syringoyl)-apiofuranosyl-(1—6)-glucopyranoside (32). The lignans (+)-lyoniresinol
3a-O-fglucopyranoside (33) and (-)-lyoniresinol 3a-O-g-glucopyranoside (34) are being
described for the first time in Rubiaceae. The new substance 3,4,5-trimethoxyphenyl-1-O-f-
D-(5-O-syringoyl)-apiofuranosyl-(1—6)-glucopyranoside presented antifungal activity against
phytopathogenes Cladosporium sphaerospermum and C. cladosporioides at 100 pg. All
polar extracts from A. edulis showed moderate antifungal activity (MIC 7.81 — 62.5 ug mL™)
towards human pathogenic fungi Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis and
Cryptococcus neoformans. The substances diterpene (9), saponin (25), salycilic acid (26) e
D-manitol (35) showed strong antifungal activity when bioassayed with Candida. All extratcs
showed inactivity in antitumoral bioassay.

Keywords: Rubiaceae, Alibertia, phytochemistry
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1. INTRODUCAO

1.1.Produtos Naturais e Biodiversidade

A Natureza € uma fonte inesgotavel de compostos com grande diversidade
quimica, encontrados em plantas, animais, organismos marinhos e
microorganismos.

A espetacular diversidade molecular que se encontram nas distintas classes
de produtos naturais, como flavondides, lignanas, cumarinas, quinonas, alcaldides,
entre outras, conseguida pela combinacdo de apenas atomos de carbono,
hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, representa fonte de modelos originais de
arquitetura molecular enantiopura (BARREIRO, 2001).

Dentre cerca de 250.000 espécies de plantas existentes na Terra (BRASIL,
1998), apenas uma pequena porcentagem foi investigada sob o ponto de vista
fitoquimico, e um numero ainda menor de plantas foi analisado do ponto de vista
farmacolégico (HOSTETTMANN et al., 2003). Mesmo uma grande quantidade de
compostos ja isolados e estrutura quimica definida, ainda n&o foi avaliada quanto as
suas atividades biologicas, seja em relacdo as suas funcfes para a propria espécie
vegetal, seja quanto as suas potencialidades de uso para outras finalidades,
especialmente de interesse terapéutico (DI STASI, 1995). Além disso, plantas
avaliadas quanto a atividade antitumoral, por exemplo, sdo consideradas nao
investigadas em relacdo a qualquer outra atividade farmacoldgica (antifangica,
antiulcerogénica, antibacteriana, etc.) (HAMBURGER, HOSTETTMANN, 1991). “O
reino vegetal representa desta forma, um enorme reservatério de moléculas
farmacologicamente ativas a serem descobertas” (HOSTETTMANN et al.,, 2003),
muitas das quais servirdo como modelo para a sintese de farmacos.

Estes compostos, também chamados de micromoléculas, sdo produtos do
metabolismo secundério das plantas que garantem vantagens para a sobrevivéncia
e a perpetuacéo da espécie vegetal.

O metabolismo secundario se caracteriza pela elevada capacidade
biossintética, tanto em relagdo ao numero de substancias produzidas quanto a sua
diversidade estrutural numa mesma espécie. Véarias funcbes desses compostos
estdo esclarecidas, como: defesa contra herbivoros e microorganismos, protecao
contra 0s raios ultravioleta, atracdo de polinizadores ou animais dispersores de
sementes, e também em alelopatia (CSEKE, KAUFMAN, 1998).
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“A riqueza de metabdlitos secundarios em plantas é, pelo menos
parcialmente, explicavel no simples fato de que os vegetais estao enraizados no solo
e ndo podem se deslocar, eles ndo podem responder ao meio ambiente pelas vias
possiveis dos animais.” (SANTOS, 2003)

Assim, os metabdlitos podem apresentar propriedades antimicrobianas e
inseticidas, uma vez que as plantas produzem estes compostos, chamados
fitoalexinas, em resposta a um ataque por patdbgenos ou por insetos, e também em
resposta a fatores fisicos e ambientais. Para os quimicos de produtos naturais, as
fitoalexinas sdo fontes de novas estruturas, uma vez que nao estdo presentes na
planta sadia, e para os farmacéuticos, fontes de atividade farmacolégica em
potencial, uma vez que sao antimicrobianas por definicdo (GRAYER, KOKUBUN,
2001).

Na defesa contra herbivoros estdo envolvidas substancias como silica e
ligninas (barreira fisica); taninos, saponinas e iridéides (desestimulantes
alimentares); substancias volateis para atrairem parasitas e predadores dos insetos
fitéfagos (TAKABAYASHI, DICKE, 1996), além de 6rgdos como tricomas e espinhos
(CSEKE, KAUFMAN, 1998).

Os metabdlitos secundarios também podem auxiliar na reestruturacdo de
sistemas de classificacdo taxondmica. A observacdo de que plantas diferentes
nascidas em solos idénticos continham produtos diferentes enquanto que, plantas
analogas nascidas em solos completamente diferentes formavam produtos
analogos, resultou na consideracdo da composicdo quimica como um carater
taxonomico (POSER, 2003).

Atualmente, os produtos do metabolismo secundario considerados mais
apropriados aos estudos quimiotaxonémicos sao alcaléides, aminoacidos nao
proteicos, poliacetilenos, iridoides e compostos fendlicos, como o0s taninos
hidrolisaveis. Todos estes compostos sdo de ocorréncia restrita, sendo amplamente
utilizados como marcadores quimiotaxondomicos (POSER, 2003).

A grande diversidade de metabdlitos em plantas ganha propor¢cdes ainda
maiores ao considerarmos a rica biodiversidade em espécies do planeta.

Com uma extensdo de mais de 8,5 milhdes de Km? o espaco geografico
brasileiro apresenta uma grande diversidade de clima, de fisiografia, de solo, de
vegetacdo e de fauna, tendo pelo menos 10 a 20% do numero total de espécies

(fauna e flora) do planeta. A riqueza da flora e da fauna brasileiras séo reflexos da
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variedade dos biomas ou zonas biogeograficas (Floresta Amazénica, Cerrado, Mata
Atlantica, Caatinga, Pantanal e Pampa) (BRASIL, 1998).

Entretanto, com toda essa extensdo e complexidade, a composicao da
diversidade biolégica brasileira ndo € conhecida com preciséo e talvez nunca venha
a ser totalmente. A perda da biodiversidade € conseqiéncia direta de fatores como:
perda e fragmentacdo dos habitats; introducdo de espécies e doencas exoéticas;
exploracdo excessiva de espécies de plantas e animais, chegando ao nivel da
extincdo; uso de hibridos e monoculturas na agroindistria e nos programas de
reflorestamento; contaminacdo do solo, agua e atmosfera por poluentes, e
mudancas climaticas (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2006).

O pais conta com um numero superior a 55.000 espécies de plantas
descritas, correspondendo a 22% do total mundial, uma proporcéo
consideravelmente alta para um Unico pais, e talvez o patrimdnio genético mais rico

do mundo neste grupo, com excecdo da Coldémbia, como pode ser visto na tabela 1:

Tabela 1. Diversidade e endemismos de espécies de plantas superiores*

Pais Total da diversidade Endemismo
Brasil ~ 50.000 - 56.000 ~ 16.500 — 18.500
Colémbia 45.000 - 51.000 15.000 — 17.000
México 18.000 — 30.000 10.000 — 15.000
Austrélia 15.638 14.458
China 27.100 - 30.000 ~10.000
Filipinas 8.000 — 12.000 3.800 — 6.000
india > 17.000 7.025 - 7.875
Peru 18.000 — 20.000 5.356
Equador 17.600 — 21.100 4.000 —5.000
Estados Unidos 18.956 4.036
Venezuela 15.000 — 21.070 5.000 - 8.000
Malasia 15.000 6.500 — 8.000
Africa do Sul 23.420 16.500

*Considerando o total de 250.000 espécies no mundo.
Fonte: BRASIL, 1998.

O grupo das angiospermas € o principal grupo de plantas terrestres e 0 mais
importante economicamente. Estima-se que o numero total de angiospermas no

mundo esta proximo de 250.000 espécies, sendo o grupo mais diversificado em
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namero de espécies (BRASIL, 1998). Dada sua importancia econémica e ecoldgica,
as angiospermas sao prioritarias para a preservacdo, utilizacdo sustentavel e
pesquisa.

Embora as angiospermas do Brasil constituam um grupo diversificado, existe
certa dominancia de algumas familias que possuem muito mais espécies que as
demais: Asteraceae (1.900 espécies), Fabaceae (1.800 espécies), Euphorbiaceae
(1.100 espécies), Rubiaceae (1.010 espécies), Myrtaceae (820 espécies),
Caesalpiniaceae (790 espécies) e Mimosaceae (580 espécies) (SHEPHERD, 2003).

Tendo como exemplo a devastacdo da Mata Atlantica, o ritmo atual de
extincdo pode fazer com que um grande numero de plantas, com possiveis
propriedades medicinais, desapareca antes de seu valor ser reconhecido uma vez
que, apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira e 15 a 17% das espécies
no mundo foram estudadas sob este ponto de vista (GUERRA, NODARI, 2003;
SOEJARTO, 1996).

Assim, o Projeto Tematico — BIOTA/FAPESP, intitulado “Conservation and
sustainable use of the plant biodiversity from Cerrado and Atlantic Forest: chemical
diversity and prospecting for potencial drugs“, desenvolvido pelo Nucleo de
Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NUBBE), visa o estudo
de espécies vegetais do Cerrado e Mata Atlantica do Estado de Sao Paulo, baseado
em bioensaios prévios (antitumoral, antifingico e antioxidante) dos extratos, com
vistas ao estabelecimento de modelo para a preservacao, estudo e exploracéo
racional da flora remanescente no Estado.

A Flora do Estado de Sdo Paulo é composta pelos biomas Cerrado e Mata
Atlantica. O Cerrado, com sua vegetacao tipica de troncos tortuosos, baixo porte,
ramos retorcidos, cascas espessas e folhas grossas, restando 50% do territorio
original, é reconhecido como a savana mais rica do mundo em biodiversidade, com
uma flora riquissima composta por mais de 10.000 espécies de plantas, sendo 4.400
endémicas desta area. Ja a Mata Atlantica, com apenas 7,3% de sua cobertura
florestal original e tendo sido identificada como a quinta area mais ameacada e rica
em espécies endémicas do mundo, possui cerca de 20.000 espécies de plantas
vasculares, dos quais 8.000 s&o endémicas do bioma (INSTITUTO BRASILEIRO DO
MEIO AMBIENTE E DOS RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS, 2006).



Estudo quimico e biolégico de espécies de Rubiaceae 37

1.2.Rubiaceae

Na triagem de familias para este Projeto Temdatico, Rubiaceae esta
representada por espécies dos géneros Alibertia, Tocoyena, Chiococca, Uncaria,
Chimarris, Palicourea e Rudgea (BOLZANI et al., 1991; 1997; YOUNG et al., 1992;
1998; BROCHINI et al., 1994; OLEA et al., 1997; CARBONEZI, 1998; 1999) que
apresentaram potencial atividade antifangica e tiveram algumas espécies estudadas
pelo nosso grupo de pesquisa.

O interesse por plantas ou substancias antifangicas se deve ao aumento de
infeccbes fungicas humanas, como resultado das imunodeficiéncias associadas a
AIDS, quimioterapia anticancerigena, transplantes e, também infeccfes fungicas em
plantas que representam perdas incalculaveis para a agricultura.

A familia Rubiaceae Juss., pertencente a ordem Gentianales e
compreendendo cerca de 600 géneros e 10.000 espécies, tem distribuicdo
predominantemente tropical e subtropical e é constituida essencialmente de
espécies lenhosas, entretanto, observa-se a ocorréncia de alguns representantes
herbaceos e arbustivos (ROBBRECHT, 1988 apud BOLZANI et al., 2001;
TREVISAN, 1993).

Considerada a quarta maior familia de angiospermas do Brasil, com 1.010
espécies (10% das espécies em relacdo ao total mundial) (SHEPHERD, 2003), esta
amplamente distribuida nos biomas mais representativos: Amazénia, Mata Atlantica
e Cerrado. Neste ultimo, sdo encontrados 25 géneros, sendo o maior numero de
espécies encontrados nos géneros Alibertia, Psycotria, Palicourea e Tocoyena
(CASTRO, 1999).

A familia se destaca por apresentar espécies de consideravel expressao
econbmica, como o café (Coffea arabica) e, também, espécies de interesse
farmacoldgico, como Cinchona ledgeriana, de onde € extraido o antimaléarico quinina
e Cephaelis ipecuanha, onde se extrai ipeca, utilizada como expectorante na
medicina popular (TREVISAN, 1993). Destacam-se também espécies empregadas
na ornamentacao e paisagismo, como o0 género Gardenia e na alimentacdo, como
Genipa americana, conhecida como jenipapo, cujo fruto € utilizado na preparacéo de
doce e licor (LORENZI, 1998).

"ROBBRECHT, E. Tropical Woody Rubiaceae, National Botanica Garden of Belgium, Meise, 1988.
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Algumas espécies apresentam alto grau de toxicidade, como por exemplo,
Psycotria e Palicourea, muito abundantes em pastagens brasileiras. A espécie
Palicourea marcgravii A.St.-Hil., popularmente conhecida como erva-de-rato e
responsavel por vitimar animais, principalmente o rebanho bovino, tem sua
toxicidade atribuida a presenca do acido monofluoracético (SCHENKEL et al., 2003).

Levantamento bibliografico sobre a constituicdo quimica de Rubiaceae,
mostra uma grande diversificacdo de classes de metabdlitos secundarios: alcaldides
dos tipos quinolinicos, indoloterpénicos, isoquinolinicos, piridinicos e piperidinicos
(HENRIQUES et al., 2003); iridoides (YOUNG et al., 1992; OLEA et al.,1997);
triterpenos (OLEA et al.,1997; BROCHINI et al.,, 1994; BOLZANI et al., 1991;
YOUNG et al., 1998; LOPES et al., 1999); flavondides (OLEA et al.,1997); saponinas
(YOUNG et al., 1998); quinonas (VERMES, WAGNER, 1980); ligndides; diterpenos
(KOIKE et al., 1980) e esterdides (NAGASAMPAGI et al., 1971).

H&, entretanto, que considerar que os relatos sobre a constituicdo quimica da
familia referem-se a espécies que representam uma centena dentre 0os mais de
seiscentos géneros incluidos na familia. Este fato sugere que a familia seja
caracterizada por mais de um grupo biogenético. A avaliacdo do perfil quimico obtido
para as subfamilias Cinchonoideae, Ixoroideae, Antirheoideae e Rubioideae revelam
uma significativa relagdo da presenca/auséncia entre iridoides, alcaldides e
antraquinonas. Na subfamilia Ixoroideae, os iridéides sdo encontrados como o0s
marcadores quimiotaxbnomicos, enquanto em Cinchonoideae, predominam o0s
alcaldlides inddlicos e em Rubioideae, antraquinonas representam a principal classe
de metabdlitos secundarios. Em Antirheoideae, ndo ha ocorréncia expressiva ou
predominante de nenhum desses marcadores (TREVISAN, 1993; BOLZANI et al.,

2001), como é visto na figura 1:
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Figura 1. Diversidade quimica e distribuicdo dos principais constituintes micromoleculares
entre as subfamilias de Rubiaceae. (ROBBRECHT, 1988 apud BOLZANI et al.,
2001

Embora os iridoides sejam os marcadores quimiotaxdnomicos de Ixoroideae,
eles também ocorrem nas demais subfamilias. Porém, segundo estudos de INOUYE
e colaboradores (1988), é possivel classificar as subfamilias de Rubiaceae em trés
grupos, de acordo com a ocorréncia exclusiva de diferentes iridoides glicosilados:

i) subfamilia Ixoroideae: constituida por espécies que contém os iridoides
gardenosideo, geniposideo e ixorosideo;

i) subfamilia Rubioideae: constituida por espécies que contém asperulosideo
e/ou acido deacetilasperulosideo;

iii) subfamilias Cinchonoideae e Antirheoideae: constituidas por espécies que

contém loganina, seco-iridoides e /ou alcaldides inddlicos.

1.3.Alibertia

Os poucos relatos quimicos encontrados na literatura sobre o género
Alibertia, pertencente a subfamilia Ixoroideae, faz destaque a sua rica constituicdo
terpenoidica. Espécies de Alibertia sdo conhecidas como fontes de triterpenos
pentaciclicos, especialmente do tipo oleanano e ursano (LUCIANO et al., 2004,
OLEA et al., 1997; BROCHINI et al., 1994; BOLZANI et al., 1991). Adicionalmente,
iridéides e flavonol glicosilados foram isolados de A. sessilis (OLEA et al., 1997) e
flavonas e cumarina de A. myrciifolia (LUCIANO et al., 2004).

Estudos anteriores realizados com as espécies Alibertia sessilis e A.
macrophylla levaram ao isolamento de alguns metabdlitos secundarios com
atividade antifingica: ésteres do acido cafeico e iridéides néo-glicosilados (BOLZANI
etal., 1991; YOUNG et al., 1992).
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A figura 2 apresenta os constituintes quimicos isolados até entdo, das

espécies de Alibertia e na figura 3 estéo ilustradas as espécies estudadas neste

trabalho.
Alibertia edulis (folhas) (BROCHINI et al., 1994)
Ryl
Rs
HO
R ,"Rl
I Rj=CH3 R,=CHj3 R3=CHj3 R,=H (a-amirina) VI R;=CHj3 R,=CH3 R3=CHjz R,=H (B-amirina)
I R1=CH3 R,=CHj3 R3=CH,0H, R,=H (uvaol) VIl R1=CH3 R,=CHj R3=CH,0H, R,=H (eritrodiol)
I R1=CHj3 R,=CHj R3=CO,H, R,=H (&cido ursolico) VIIl Ry=CH; Ry=CH3 R3=CO,H, R4=H (&cido oleantlico)
IV R;=CH,OH, R,=CH; R3=CO,H, R,=H (acido IX Ry=CH,0H, Ry=CHg, R3=CO,H, R4=H (4cido 3p,23-
3,23-diidroxi-ursolico) diidroxi-oleandlico)
V R;=CH,0H, R,=CH,0H, R3=CO,H, R4=0OH (acido X R;=CH,0H, R,=CH,0H, R3=CO,H, R4=OH (4cido
3B,190,23,24-tetraidroxi-ursolico) 3B,190,23,24-tetraidroxi-oleandlico)

Alibertia macrophylla (caules) (BOLZANI et al., 1991)

. VI R;=H, R,=0H (B-amirina]
I Ry=H, R,=OH (a-amirina) i Rl R :é Alz,(f’g (B_amirlnona) XIV Ry=H, R,=OH (lupeol)
Xl R;=R,=0 (a-amirenona) 17—, 18.19 ! XV R;=R,=0 (lupenona)
Xl R;=R,=0, A**** (germanicona)

A. macrophylla (folhas) (BOLZANI et al., 1991; YOUNG et al., 1992)

CO,CH
o) R2 H 2 3
HO.
OR
HO
XVI R=H (acido cafeico) _ _ _ .
XVII R=-CH,CH,C¢Hs (cafeoato de 2-feniletila) XIX *R;=p-OH, R,=H, R3=OH ('Oga.”le“"a) .
XVIII *R=-CH,CH(CHz)CH,CH,OH (cafecato de XX "R1=0-OH, Rp=H, Rs=OH (1-epi-loganetina)
2-metil-4-hidroxibutila) XXI *R1=B-OH, R,=0H, R3=H (1B-hidroxi-diidrocornina)

XXII *Ry=a.-OH, R,=0OH, R3=H (la-hidroxi-diidrocornina)

Figura 2. Constituintes quimicos isolados do género Alibertia. (* atividade fungitéxica)
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Continuagéo da Figura 2.

Alibertia sessilis (folhas) (OLEA et al., 1997)

HO

R

H

OGili

XXVI *R;=H, R,=CO,CHj (a-gardiol)

XXIV R=CH,0H (gardenosideo)
XXIIl &cido betulinico XXVII *R;=CO,CH3 R,=H (B-gardiol)

XXV R=CHO (10-deidrogardenosideo)

Ry

1l &cido ursdlico
VIII &cido oleandlico

OH
OH

XXIX R;=OH, Ry=H (quercetina 3-O-rutinosideo)
XXX R1=0OH, R,=p-cumarico (quercetina 3-O-B-D-(2- HOH,C oGl
O-trans-p-cumaroil)-rutinosideo)
XXI Ry=H, Ry=p-cumérico (kaempferol 3-O-f-D-(2-O- i B
on trans-p-cumaroil)-rutinosideo) XXVIII deacetilasperulosideo
OH

Alibertia myrciifolia (partes aéreas) (LUCIANO et al., 2004)

Il &cido ursolico

H H3CO
VIl &cido oleandlico ™ = Ry N
5 Re
HO (¢) [¢)
XXXIV escopoletina
Ry
R XXXl D-manitol
CH,OH
HO—CH
%, o - o o XXXV R1=_R2=_R3=_R4=OCH3 Ecorimbosina)_ HO—CH
%, XXXII &cido pomolico XXXVI R;=R,=R3=0CHj3 R,=OH (letedocina)
XXXVII R1=R4=0H, R,=R3=0OCHj3 (apometzgerina) HC—OH
XXXVIII R1=0OH, R,=R4=H, R3=OCHj (acacetina)
XXXIX R;=R3=OH, R,=R,=H (apigenina) HC—0OH

CH,0H
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Alibertia edulis

(‘marmelada-bola, marmelada-de-cachorro’)

Foto: Viviane C. da Silva (exemplar coletado)

Fonte: Instituto Plantarum, 2007.

Alibertia macrophylla

(‘marmelo’)

Fonte: THE NEW YORK BOTANICAL
GARDEN, 2007.

Alibertia sessilis

(‘marmelinho-do-campo’)

Fonte: LORENZI, 1998.

Figura 3. llustracdes das trés espécies de Alibertia estudadas.
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1.4.Biossintese de Produtos Naturais

A grande importancia de varios metabdlitos secundarios, particularmente na
area farmacéutica, torna o estudo e conhecimento da biogénese destes, essencial,
uma vez que possibilita ao homem interferir racionalmente sobre o organismo de
forma a direcionar sua producéao.

Embora algumas generalizacbes distingam metabdlitos primarios e
secundarios, a linha diviséria entre eles ndo é nitida. Por exemplo, acidos graxos e
acucares sdo, em sua maioria, melhores descritos como metabolitos primérios, mas
existem alguns representantes que sdo extremamente raros e encontrados somente
em algumas espécies. Assim, como 0s metabolismos primario e secundario se
sobrepbem, a divisdo entre eles é apenas uma conveniéncia.

A origem dos blocos construtores para os metabdlitos secundarios € a partir
do metabolismo primario, mais precisamente do metabolismo da glicose. Os blocos
construtores mais importantes sao derivados a partir dos intermediarios acetil
coenzima A (acetii CoA), acido chiquimico e &acido mevalbnico, utilizados,
respectivamente, nas vias do acetato, chiquimato e mevalonato (DEWICK, 1997c).

Os metabdlitos formados na via do acetato incluem fendis, prostaglandinas,
antibioticos macrolideos e varios acidos graxos e derivados da interface do
metabolismo primario/secundério. A via do chiquimato leva a formacdo de uma
variedade de fendis, derivados do &cido cinamico, lignanas e alcaldides. Ja as vias
do mevalonato e desoxixilulose, esta recentemente descoberta, sdo responsaveis
pela biossintese de um vasto niumero de terpendides e esterdides (DEWICK, 1997c).

Como sera visto no item 4. Resultados e Discussao, a grande maioria das
substancias isoladas neste trabalho faz parte da classe dos terpenos, justificando um

maior detalhamento das vias biossintéticas a eles relacionados.

1.4.1. Terpenos

Os terpendides formam um dos maiores grupos de produtos naturais, mais de
25.000 compostos, com grande diversidade estrutural. Possuem uma ampla
variedade de funcgBes biolégicas e muitos tém potencial aplicacdo medicinal. Por
exemplo, carotendides (p-caroteno) s&o pigmentos protetores contra luz, os
terpendides, nas plantas, possuem funcées como atratores de insetos e repelentes
e, ainda podemos citar o Paclitaxel (Taxol®), um diterpeno usado como agente
citostatico (EISENREICH et al, 1998; 2001).
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A juncdo das unidades de isopreno bioquimicamente ativas, isopentenil
pirofosfato (IPP) e dimetilalil pirofosfato (DMAPP), formados a partir do metabolismo
do acetato pela via do &cido mevalbnico ou pela jung¢édo do D-gliceraldeido 3-fosfato
e acetaldeido pela via da desoxixilulose, é a base da biossintese de todos os
terpendides.

Desde a descoberta da via do mevalonato, surgiram muitos estudos sobre a
biossintese destes compostos numa variedade de espécies. Em muitos casos,
porém, os dados experimentais da biossintese de terpendides especificos em
plantas e microorganismos ndo puderam ser explicados facilmente pela via do
mevalonato. Hipoteses complexas envolvendo a compartimentalizacdo e o pouco
acesso de metabdlitos extrinsicos a compartimentos celulares especificos foram
desenvolvidos a fim de harmonizar os dados da via do mevalonato como a fonte de
todos os terpendides em todos os organismos (EISENREICH et al., 1998).

A investigacdo argumentativa sobre a biossintese dos isoprendides iniciou-se
no final da década de 80 com experimentos em bactérias. Hopandides marcados
com carbono treze foram isolados a partir daqueles organismos, 0s quais cresceram

em meio contendo acetatos marcados (Figura 4).

Figura 4. Modelo, com acetato marcado [1-*C], do aminobacteriohopanotrieol isolado de
Rhodopseudomonas palustris. Atomos de carbono esperados estarem enriquecidos com
carbono 13, segundo a via do mevalonato estdo indicados por (°); atomos de carbonos
enriquecidos com carbono 13 observados experimentalmente sdo indicados por (*).
(EISENREICH et al., 1998)

A existéncia de diferentes pools de acetil CoA foi proposta para explicar a
marcacdo andmala observada na via do mevalonato. Porém, outras possibilidades
foram também consideradas e, mais tarde os dados foram reinterpretados em
termos de uma nova via biossintética, a via da desoxixilulose (EISENREICH et al.,
1998).
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Um mecanismo hipotético foi sugerido a partir da condensacdo do D-
gliceraldeido 3-fosfato e acetaldeido ativado, derivado do piruvato, e resultando na
formacgao de 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato como o primeiro precursor para a nova via
biossintética. Esta hipdtese foi confirmada pela eficiente incorporagéo de 1-desoxi-D-
xilulose com deutério na cadeia lateral isoprendide da ubiquinona em Escherichia
coli (EISENREICH et al., 2001). Os atomos marcados sugerem que C-3, C-2 e C-1
da triose fornecem C-1, C-2 e C-4 do IPP e que C-2 e C-3 do piruvato fornecem C-3
e C-5 do IPP, nesta rota biossintética (Figura 5):
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Figura 5. Vias de formacédo do IPP (6) e DMAPP (7). Os atomos de carbono que se
originam de acetil-CoA (1), piruvato (8) e gliceraldeido 3-fosfato (9) sdo indicados em azul,
vermelho e verde, respectivamente. (a) Na via do mevalonato, 3 moléculas de acetil-CoA (1)
sdo condensadas a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (3) via acetoacetil-CoA (2). Subsequiente
reducdo para mevalonato (4), fosforilacdo e descarboxilacdo ATP-dependente produz IPP
(6), que pode ser convertido para e a partir de DMAPP (7) por uma isomerase. (b) Na via
desoxixilulose fosfato, D-gliceraldeido 3-fosfato (9) e piruvato (8) sdo convertidos a 1-desoxi-
D-xilulose 5-fosfato (10) em uma reac&do descarboxilativa. Subsequente rearranjo e reducao
levam a 2C-metil-D-eritritol 4-fosfato (11), que € convertido em 2C-metil-D-eritritol 2,4-
ciclodifosfato (14) via 4-difosfocitidil-2C-metil-D-eritritol (12) e 4-difosfatocitidil-2C-metil-D-
eritritol 2-fosfato (13). Reacdes adicionais levam a IPP (6) e DMAPP (7). (EISENREICH et
al., 2001)
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Uma proposta de transformacdo do 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato (10) a
IPP(6)/DMAPP(7) sugere um rearranjo sigmatrépico de esqueleto, trés passos de

reducdo e no minimo um passo de fosforilacédo (Figura 6).

H OH H

e}

1
OR

4 2
4 JORT > 5 opPpP
5 HO/Y\/ - Y\/
%, 1
2 11
5 6

HO ’ HO 2

N
w

Figura 6. Rearranjo do esqueleto de 1l-desoxixilulose conduzindo a formacédo do IPP. (os
atomos de carbono sdo numerados de acordo com a IUPAC) (EISENREICH et al.,
1998).

Nas plantas superiores, a rota do mevalonato opera no citoplasma e
mitocdndria, formando esterdides, triterpenos, sesquiterpenos e poliprendis. Os
isoprendides sintetizados nos plastideos (hemiterpenos, monoterpenos, diterpenos e
carotendides) sdo formados predominantemente via 1l-desoxixilulose 5-fosfato. A
compartimentalizacdo das duas vias biossintéticas de IPP ndo é absoluta, porque
metabodlitos podem movimentar-se entre os compartimentos (Figura 7). A extensao
desta travessia depende tanto da espécie quanto da presenca e concentracdo do
precursor exégeno (EISENREICH et al., 2001).

Citoplasma/mitocéndria Cloroplasto/plastideos
3 X acetil CoA gliceraldeido fosfato + piruvato
HMG-lCoA l via 1-desoxixilulose 5-
l fosfato e metileritritol
4-fosfato
mevalonato l
l c,

IPPIDMAPP | <7 > IPP/DMAPP — isopreno

|

geranil difosfato Cio geranil difosfato — monoterpenos

Cus }
sesquiterpenos «— farnesil difosfato| <,————— > | farnesil difosfato

1 g

C geranil geranil difosfato
leno 0 N
ubiquinona esqua Cyo l l .
oliprendis triterpenos . diterpenos
p esterdides Cs, plastoquinona carotendides

Figura 7. Compartimentalizagdo da biossintese dos isoprendides nas plantas superiores.
Flechas ao nivel do IPP (Cs) e farnesil difosfato (C;s) indicam possiveis trocas
entre os compartimentos (ROHMER, 1999).
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2. OBJETIVOS
Este trabalho teve como objetivos:
a) Geral
Conhecer, em maior profundidade, a constituicdo quimica de
espécies vegetais nativas das regibes do Cerrado e Mata Atlantica

remanescentes no Estado de Sao Paulo.

b) Especificos

b.1) extracdo, isolamento e identificacdo e/ou elucidacdo de
metabolitos secundarios das espécies Alibertia edulis, Alibertia
macrophylla e Alibertia sessilis;

b.2) ensaios biologicos (antifungico e antitumoral) com os extratos,
fracbes semi-purificadas e substancias isoladas, uma vez que estas

espécies ja apresentaram potencial atividade antifungica.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1.Materiais e Equipamentos

Os solventes organicos utilizados para obtencéo de extratos e fracionamentos
foram das marcas Mallinckrodt (p.a.), Synth (p.a). e J. T. Baker (grau HPLC). A 4gua
(grau HPLC) foi obtida usando um sistema de purificacdo Milli-Q Plus (Millipore). As
solucbes foram concentradas em evaporador rotativo Bichi R-114, sob presséo
reduzida.

Nas andlises por CCDC foi utilizada silica gel 60 G (Merck) e para a CCDP
silica gel 60 G PFzs4 (Merck). Ambas as placas foram preparadas aplicando-se uma
suspensdao de silica em agua destilada, na proporcao de 1:2 (p/v) sobre placas de
vidro de 5, 10 e 20 x 20 cm, obtendo-se 0,10 e 0,75 mm de espessura de
adsorvente, para CCDC e CCDP respectivamente, através de espalhador Quickfitt.
As placas eram deixadas em repouso por cerca de 3 a 4 horas a temperatura
ambiente e depois ativadas em estufa a 120 °C por 1 a 2 horas.

Como reveladores para CCDC foram utilizados: irradiagdo na regiao do
ultravioleta em 254 e 366 nm (Chromatovus), vapores de iodo e solucdo metandlica
de anisaldeido/ acido sulfurico/ acido acético seguido de aquecimento em estufa.

Para cromatografia em coluna (CC) foram utilizadas: silica gel 70 — 200 Mesh
(Acros), silica flash 35 — 70 Mesh (Acros), silica de fase reversa LiChroprep RP-18
15 — 25 um (Merck) e Sephadex LH-20.

O clean-up das amostras para injecdo em CLAE foi realizado em cartucho
preenchido com silica de fase reversa (Cig), seguido de filtracdo em membrama de
teflon (0,20 ou 0,45 um) e as solugdes das amostras foram acondicionadas em vials
de 2,0 mL. O clean-up das amostras para injecado em CG foi realizado em cartucho
preenchido com silica flash e carvdo ativo, seguido também de filtracdo em
membrama de teflon e acondicionamento em vials.

Os cromatografos liquidos utilizados foram: i) analitico sistema binario, Varian
ProStar modelo 310 com detector UV-Vis modelo 240; ii) analitico sistema ternario
Varian ProStar modelo 210, com auto sampler Varian ProStar modelo 410 e detector
UV-Diodo Array modelo 330; iii) preparativo sistema binario, Varian PrepStar
Dynamax modelo SD-1, com detector UV-Vis Varian modelo 320; iv) analitico
sistema ternario Shimadzu LC-10AD, com auto injetor Shimadzu SIL-10A e detector
UV-Diodo Array; v) sistema analitico e preparativo Shimadzu CLASS-VP Ver.5.41,

com detector UV-Vis modelo SPD10Avp. Foram utilizadas colunas Phenomenex



Estudo quimico e biolégico de espécies de Rubiaceae 50

Luna Cjg analitica (250 mm x 4,60 mm, 5 um) e preparativa (250 mm x 21,20 mm, 10
um).

O cromatografo gasoso utilizado foi um modelo Varian CP-3380, com detector
de ionizacdo em chama e as analises foram feitas em coluna LM-5 (15,0 m x 0,2 mm
x 0,2 um). Gas de arraste (H): 50 kPa. Gas de chama (Hy): 35 kPa. Ar sintético: 40
kPa. Gas auxiliar (N2): 50 kPa.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram adquiridos nos
espectrometros: Brucker AC 200, operando a 200 MHz para *H e 50 MHz para *3C,
Varian INOVA 500, operando a 500 MHz para *H e 125 MHz para **C e Brucker
DRX 600 (equipado com crioprobe). Os espectros de RMN 600MHz foram realizados
pela Prof? Virginia Carbone do Istituto di Scienze dell Centro di Spettrometria di
Massa Proteomica e Biomolecolare, Italia. O padrdo interno utilizado como
referéncia foi tetrametilsilano (TMS) e os solventes deuterados CDCl;, DMSO-d; e
CD3;0D séao da marca Cambridge Isotope Laboratories.

Rotacgédo optica ([¢]p) foi obtida em um polarimetro Polamat A Carl Zeiss Jena.

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em espectrémetro
guadrupolar do tipo time of flight (UltrOTOF-Q, Bruker Daltonics) e os de baixa
resolugdo em um espectrometro Platfform, no modo eletrospray.

Os espectros de massas Tandem foram obtidos em um espectrometro de
massas acoplado a um trapeador de ions, ion-trap (IT), LCQ Deca (ESI-IT-MS/MS,
Thermo Finnigan®) e a foi utilizada a técnica de Anélise por injecdo em Fluxo (FIA).
Os espectros de massas em primeira-ordem (MS) e segunda-ordem (MS/MS) foram
obtidos sob as seguintes condi¢cdes: voltagem do capilar —4 V, voltagem do spray -5
kV, temperatura do capilar 280 °C, gas de arraste (N) fluxo 60 (unidades
arbitrarias). A faixa de aquisicdo foi m/z 50-2000, com dois eventos de varredura
realizados simultaneamente no espectrometro de massas LCQ. O primeiro evento foi
uma varredura completa (full-scan) do espectro de massas para adquirir os dados
dos ions na faixa m/z estabelecida. O segundo evento de varredura foi um
experimento MS/MS realizado a partir dos dados da varredura feita com os ions das
moléculas desprotonadas com energia de colisédo entre 25 e 30%. As analises de
FIA-ESI-IT-MS/MS foram realizadas junto ao grupo do Prof. Cosimo Pizza e Sonia

Piacente da Universita degli Studi di Salerno, Italia.
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3.2.Coletas e identificacdo do material vegetal

As plantas estudadas foram coletadas na Fazenda Campininha - Estacao
Ecolégica e Experimental de Mogi-Guacu/SP (Alibertia sessilis e Alibertia
macrophylla) em novembro/2003 e na Fazenda Aleluia (propriedade particular),
municipio de Aporé/GO (Alibertia edulis) em janeiro e julho/2004. As espécies foram
identificadas pela botanica Inés Cordeiro no Instituto de Botanica da Secretaria do
Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo, local onde se encontram depositadas suas
exsicatas: Alibertia edulis (Rich.) A. Rich. ex DC n® SP 370.913, Alibertia sessilis
(Vell.) K. Schum. n°® SP 370.914 e Alibertia macrophylla K. Schum. n® SP 370.915.

3.3.0btencao dos extratos brutos e de particdo das espécies estudadas

Os materiais vegetais coletados, depois de separados em folhas e caules,
foram secos em estufa a 40 °C, moidos e exaustivamente extraidos com etanol
destilado, por maceracao, a temperatura ambiente. A concentracdo dos extratos foi
realizada em evaporador rotativo a presséo reduzida.

Em seguida, o extrato bruto etandlico, tanto das folhas quanto dos caules das
espécies, foram solubilizados em MeOH/H,O 80:20 (v/v) e submetidos a particdo
liquido-liquido com hexano, acetato de etila e n-butanol, como mostra a figura 8. As
massas obtidas desde o material seco aos extratos provenientes da particdo estao
relatadas na tabela 2.

extr. bruto etandlico
folhas ou caule

a) MeOH: H,0 (8:2)
b) Hexano (3 x)

Extr. Hexanico Extr. hidroalcodlico
HF ou HC

a) + 20 % H,0
b) AcOEt (3 x)

Extr. AcOEt Extr. Hidroalcodlico
AF ou AC HDAF ou HDAC
H: Hexanico F: Folhas
A: AcOEt C: Caules

HDA: Hidroalcodlico

Figura 8. Particao liquido-liquido dos extratos brutos das folhas e dos caules de A. edulis, A.
macrophylla e A. sessilis (esquema geral).
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Tabela 2. Quantidade de material obtido da extracdo e dos extratos provenientes da
particdo

Alibertia Alibertia Alibertia
sessilis edulis macrophylla
Folhas Caules Folhas Caules Folhas Caules
12 coleta  22coleta
Material seco 57,21g 50,04g 763,00g 157,74g 600,00g 61,00g 550,0°g
Ext. bruto etandlico 13,00 g 4,159 160,00g 12,759 - 10,16 g -
Ext. etandlico 10,00g 3,75g 10,00'g 10,00g 40,20°g 10,00g -
para particao
Ext. hexanico 097g 056g 0,15¢g 0,28 g 084°g 1,97g 2.899g
Ext. em AcOEt 2,679 1,389 1,04 g 3,02 ¢ 12,13 g 3,74 ¢ 12,58 g

Ext. hidroalcodlico 6,03 g 1,58 g 2,829 6,64 g 6,06 g 4,259 5,72 ¢

'material insoltvel 5,60 g

’demais extratos obtidos: emulsdo Hex/HDA (1,62 g), Precipitado interfases AcCOEt/HDA
(12,25 g) e extrato n-butandlico (9,36 g) — Figura 10

Sextrato obtido diretamente do material seco (fracionamento diferenciado da 22 coleta,
descrito a seguir)

“extratos obtidos diretamente da torta (sem partic&o)

Uma nova coleta da espécie Alibertia edulis foi realizada em Julho/2004 a fim
de se obter maior quantidade de material vegetal. Foi realizada extragao direta com
hexano do material seco, o qual forneceu 0,84 g de extrato bruto, e posterior
extracdo exaustiva da torta com etanol, que por sua vez, forneceu 43,2 g de extrato

bruto etandlico (Figura 9).

Caules secos
e moidos (600 g)

extracdo com hexano

Ext. hexanico Torta
0,842 g
: | EtOH (25°¢)
Fracior;amento Ext. bruto
etandlico
43,2 g

Partigdo liquido-liquido

Figura 9. Obtencao dos extratos hexanico e etandlico dos caules de A. edulis.

O extrato etandlico foi solubilizado em 800,0 mL de MeOH/H,0 80:20 (v/v) e
submetido a particao liquido-liquido com hexano, acetato de etila e n-butanol, como
mostra figura 10. Durante as extracfes ocorreu formacao de emulsdo, em alguns
casos a adicao de solucdo saturada de NacCl resolveu o problema, caso contrario a

emulsdo foi recolhida e separada das demais fases. Na terceira vez que foi
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adicionado AcOEt ao extrato hidroalcoolico, ocorreu formacao de precipitado marrom

na interfase e este foi separado da mistura.

Ext. bruto
etandlico 43,2 g

————— estoque 3,0 g

Ext. EtOH 402 g |

Particéo liquido-liquido
1) Ext. solubilizado em MeOH-H,0 (8:2)
2) Extragdo com Hexano (1x)

Fase Hidroalc. | Emulséo Hex./HDA| Ext. Hexanico

m 0,17g
1) Adicao de H,0O —
2) Extracdo com AcOEt (3x) |
3) Adicéo de salmoura (emulséo) (SAc0129) (n109)
o = L
4) 3° extragao formou precipitado SH 0,50 9
[# |
Precipitado Ext. ACOEt Fase Hidroal.
Interfases
12,25¢ 1) Extragdo com n-BuOH (2x)
2) Adig&o de salmoura (emulsé&o)

[ | I |
Precipitado sobrenadante Ext. Hidroal. Ext. n-BuOH

# # 6,06 g #
| [ | |
SAc 1,309 In 3,10 g)(SAc 0,52 g) In2,21g) (SAc0,109) In8,30 g

# Teste para Tanino (FeCl; e gelatina)
Particdo com AcOEt/H,O

Figura 10. Particdo liquido-liquido do extrato etandlico dos caules de A. edulis. (SAc —
solivel em acetato de etila, SH - solivel em &gua, In — insolavel).

Os extratos obtidos da particdo do extrato bruto etanolico de A edulis foram
testados quanto a presenca de taninos.

3.3.1. Teste para verificagéo de taninos

i) Teste com solucdo de gelatina 1% (SANTOS, MELLO, 2003): os extratos
solubilizados em MeOH foram adicionados (5 a 10 gotas) em tubo de ensaio
contendo a solugéo de gelatina 1% e NaCl 10% (2,0 mL). Aqueles em que ocorreu
precipitacdo ou turvacéo foram considerados positivos;

ii) Teste com solucdo FeCl;z 0,05% (SANTOS, MELLO, 2003): os extratos
solubilizados em MeOH foram adicionados (5 a 10 gotas) em tubo de ensaio
contendo a solucdo alcodlica de FeCls 0,05% (2,0 mL). A mudanca de cor da
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solucdo de amarelo para verde indicou a presenca de taninos condensados e para
azul de taninos hidrolisaveis;

iii) Procedimento de particdo com AcOEt/H,O para eliminagdo de taninos
(HAGERMAN, 2002): os extratos obtidos da particdo liquido-liquido do extrato
etandlico foram solubilizados em AcOEt, porém parte permaneceu insoluvel. O
sobrenadante foi separado e o material remanescente foi solubilizado em H,O, da
mesma forma que o anterior, parte ndo solubilizou e foi separado da solugdo. As
solugBes AcOEt e aquosa foram particionadas. A fase aquosa foi extraida mais duas
vezes com AcOEt. As fracdes organicas foram combinadas e secas, assim como a

aguosa.

3.4.Fracionamento dos extratos provenientes da particdo e isolamento dos
constituintes quimicos

3.4.1. Alibertia edulis

O estudo fitoquimico foi iniciado com os caules, pelo fato de ndo existirem
relatos na literatura sobre esta parte da planta, ao contrario das folhas (BROCHINI et
al., 1994).

O extrato hexanico (0,28 g) foi submetido a cromatografia em coluna,
utilizando silica gel como fase estacionaria, eluida em hexano/acetato de etila, modo
gradiente e fornecendo 16 fragcOes (as fragcOes trabalhadas estdo descritas a seguir).

v A fracdo 5 forneceu a substancia 21 (15,6 mg);

v A fracdo 6 (49,7 mg), apés CCDP eluida em hexano/AcOEt/HAc

89:10:01 (v/viv) (3 vezes), forneceu a subfracdo 6.2 identificada como a

substancia 11 (7,8 mg) e a subfracdo 6.4 identificada como a substancia 21

(12,4 mg);

v A fracdo 8 (39,6 mg), apdés CCDP eluida em hexano/AcOEt/HAc

74:25:01 (v/viv) (2 vezes), forneceu a subfracdo 8.5 identificada como a

substancia 13 (4,8 mg);

v A fracdo 9 (19,8 mg), apés CCDP eluida em hexano/AcOEt/HAc

74:25:01 (v/viv) (3 vezes), forneceu a subfracdo 9.1 identificada como a

substancia 13 (4,7 mg).

Todo este fracionamento pode ser visualizado na figura 11:
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Ext. hexanico
(caules - 0,28 g)

CcC

FE: Silica gel 70-230 mesh
FM: Hexano/AcOEt (gradiente)
16 subfracdes

Fracéo 5 Fracdo 6 Frag@ E@éo 9

49,7 mg 39,6 mg 19,8 mg
CCDP CCDP CCDP

21 (15,6 mg) Hex/ACOEt/HAC Hex/AcOEY/HAC Hex/ACOEt/HAC
89:10:01 (v/iviv) (3x) 74:25:01(v/viv) (2x) 74:25:01(v/Iviv) (3x)

| 1348 mg)l [ B3@rmg)
11 (7,8 mg) 21

21 (12,4 mg)I

Figura 11. Fracionamento do extrato hexanico dos caules de Alibertia edulis.

O extrato hexanico (0,77 g), obtido a partir da segunda coleta da espécie,
também foi fracionado em coluna cromatografica, utilizando silica gel como fase
estacionaria e eluida em hexano/AcOEt em modo gradiente, fornecendo 17
subfracdes (as fracdes trabalhadas estdo descritas a seguir).

v A fracdo 3 (180,0 mg) foi refracionada em coluna de fase normal,
utilizando silica flash como fase estacionaria, eluida em hexano e AcOEt
(modo gradiente), fornecendo 5 subfracfes. A subfracdo 3.2 (16,4 mg) foi
caracterizada como a substancia 23;

v' Na fracdo 7 (25,7 mg) ocorreu formacao de precipitado com adigcdo de
MeOH. O precipitado foi caracterizado como material graxo, por analise de
RMN de 'H, e o sobrenadante, ap6s seco, foi identificado como a substancia
21 (8,4 mg);

v Afragdo 8 (70,4 mg), apés CCDP eluida em hexano/AcOEt 90:10 (v/v)
(2 vezes), forneceu a subfracéo 8.3 (42,0 mg) identificada como uma mistura
das substancias 21 e 22;

v Afracao 9 (130,0 mg) foi submetida a coluna cromatografica, utilizando
silica flash como fase estacionaria e eluida em modo isocratico com o
sistema hexano/AcOEt 90:10 (v/v), fornecendo 7 subfragbes. A andlise por
CCDC mostrou que a separacao nao fora eficiente, portanto foram reunidas
as subfracbes 9.2 a 9.5 (85,0 mg) e refracionada em coluna de baixa

pressao utilizando a mesma fase estacionaria e a mesma fase mével, porém
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foi aumentada a altura da coluna e diminuido o seu diametro interno. Foram
obtidas 6 subfracdes, onde a subfracdo 9.(2-5).2 (19,5 mg) foi caracterizada
como uma mistura das substancias 10 e 11, e a subfracdo 9.(2-5).4 (32,0
mg) como uma mistura de 11 e 21,

v A fracdo 10 (78,0 mg) foi

refracionada também em coluna

cromatografica sob pressdo e eluida em modo isocratico com o sistema

hexano/AcOEt 85:15 (v/v), fornecendo 6 subfracdes. A subfragdo 10.2 (8,3
mg) foi identificada como a substancia 11;

Todo este fracionamento pode ser visualizado na figura 12:

Ext. hexanico
(caules - 0,77 g)

CcC

FE: Silica gel 70-230 mesh
FM: Hexano-AcOEt-MeOH (gradiente)
17 subfragdes

|
Fracdo 3 | Fracdo 7 |

| Fracéo 8| | Fracao 9 |
CC (180,0 mg) CCDP CC (130,0 mg)
FE: Silica Flash 35-70 mesh (70,4 mg) FE: Silica Flash
FM: Hex/AcOEt (gradiente) Hex-AcOEt g(’;/'lig((e\)/(/-\/A)\cis?OEctrético
5 subfracdes ‘—‘I 90:10(vIv) 2x 7 s-u biractes
23(16,4 mg) 21+22 Subfragéo
— | Sobren| | pptado] | (42,0 mg) 9.2+9.3+9.4+9.5
“—
CC (85,0 mg)
FE: Silica Flash
21 (8,4 mg) FM: Hex-AcOEt
—— 90:10 (v/v) isocrético
6 subfraces
10+11 11+21
(19,5 mg) (32,0 mg)

Fracéo 10

CC (78,0 mg)

FE: Silica Flash

FM: Hex-AcOEt
85:15 (v/v) isocratico
6 subfracBes

11 (8,3 mg)

Figura 12. Fracionamento do extrato hexanico, obtido da segunda coleta, dos caules de

Alibertia edulis.

Os extratos obtidos apds particdo liquido-liquido do extrato etandlico (Figura
10 — p. 53) foram avaliados por CLAE analitico e RMN de 'H, conforme item 4.1.1,

justificando assim o fracionamento dos extratos descritos a seguir.

O extrato butanodlico (SH) foi dividido em duas por¢des para fracionamento

(Figura 13).

A primeira por¢cdo do extrato foi submetida & andlise por CLAE (gradiente e

isocratico) e a condicdo para o fracionamento e purificacdo, em escala preparativa,

foi estabelecida [Coluna Cig, modelo Luna (2) (Phenomenex®) de 250 x 4,6 mm,
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particulas com tamanho de 5 pm, F = 1,0 mL min™®, 2 = 235 nm e sistema de
solventes MeOH/H,O 18:82 (v/v)]. As fracOes obtidas (1A e 2A) foram analisadas,
também via CLAE, utilizando-se Coluna Cig, modelo Luna (2) (Phenomenex®) de
250 x 4,6 mm, particulas com tamanho de 5 pm, F = 1,0 mL min?, 2 = 235 nm e
sistema de solventes MeOH/H,O (20:80 (v/v) para fracdo 1A) e (26:74 (v/v) para
fracdo 2A) fornecendo as substancias 8 e 6 a partir da fragdo 1A e as substancias 8,
5 e 31. a partir da fragédo 2A

A segunda porcao do extrato n-BuOH foi fracionada em coluna cromatogréfica
a vacuo, utilizando-se Ci3 como fase estacionaria, obtendo-se 7 fracfes. A fracdo 1B
foi caracterizada como uma mistura de acucares livres (327,5 mg). A fracdo 3B foi
caracterizada como uma mistura das substancias 8, 5, 6 e 31 (84,4 mg) e a fracdo
6B foi identificada como a substancia 25 (31,1 mg) (Figura 13).

Ext. BUOH (SH)

0,96 g
Ext. BuOH Ext. BuOH
0,409 (A) 0509 (B)
CLAE cc
FE: Cig FE:C 18
FM: H,0/MeOH (82:18) FM: H,O/MeOH/ACOEt
4 fracGes (gradiente) 7 fracdes
Fracdo 1A Fragdo 2A Fracdo 1B| [Fracdo3B| | Frago 6B
CLAE Prep.(16,0 mg) CLAE Prep. (30,0 mg) | |
FE: Cig FE: Cug aclcares 25 (31,1
FM: H,0/MeOH (80:20) FM: H,0/MeOH (74:26) | S50CE 5+6+8+31 | | 26L mg)l
2 subfracdes 4 subfragdes (327,5 mg) (84,4 mg)

| | |
5G.7mg) ) 5@4m9 |
262m9) e

Figura 13. Fracionamento do extrato n-BuOH (SH) dos caules de A. edulis.

3.4.2. Alibertia macrophylla

Para a espécie Alibertia macrophylla foram selecionados os caules para
analise fitoquimica, uma vez que apenas o0 extrato hexanico destes havia sido
investigado anteriormente. Desta forma, este trabalho visa reestudar o extrato
hexanico e estudar os extratos polares (AcOEt e EtOH) buscando ampliar o
conhecimento sobre a constituicdo quimica desta espécie.

O extrato hexanico (2,80 g) foi fracionado em coluna cromatografica,

utilizando silica gel como fase estacionaria, eluida em hexano/AcOEt em modo
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gradiente, fornecendo, apés analise por CCDC, 10 fracbes (as fracGes trabalhadas

estdo descritas a seguir).
v A fracdo 1 (60,0 mg) foi caracterizada como material graxo, apos
anélise por RMN de *H;
v A fragdo 2 (350,0 mg) foi submetida a fracionamento em coluna
cromatografica, utilizando silica flash como fase estacionéaria e eluida com o
sistema hexano/AcOEt 98:02 (v/v) em modo isocratico, fornecendo 4
subfracdes. A subfracdo 2.1 (88,1 mg) foi caracterizada como a substancia
24. A subfracdo 2.3 (133,6 mg) foi caracterizada como uma mistura de
guatro substancias 16, 17, 18 e 19;
v A fragdo 3 (150,0 mg) foi submetida a fracionamento em coluna
cromatografica, utilizando silica flash como fase estacionéria e eluida com o
sistema hexano/AcOEt 85:15 (v/v) em modo isocratico, fornecendo 6
subfracdes. A subfracdo 3.3 (22,0 mg) foi caracterizada como a substancia
16;
v A fragdo 4 (140,0 mg), apés CCDP eluida em hexano/AcOEt 80:20
(v/v), forneceu a subfracéo 4.3 (54,8 mg) identificada como a substancia 15;
v A fracdo 7 (103,0 mg), ap6s CCDP eluida em hexano/AcOEt 70:30
(v/v), forneceu a subfragéo 7.4 (10,0 mg) identificada como uma mistura das
substéancias 12 e 13;
v Afracao 8 (60,7 mg), apés CCDP eluida em hexano/AcOEt 50:50 (v/v),
forneceu a subfracéo 8.3 (4,9 mg) identificada como a substancia 13.

Todo este fracionamento pode ser visualizado na figura 14:
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O extrato em acetato de etila (3,0 g) foi fracionado em coluna Sephadex LH-
20, eluida em metanol e fornecendo 115 fracdes. A anélise por CCDC mostrou que
nao ocorreu uma separacao eficiente das substancias, o que nos levou a tentar
fracionar o extrato em outra fase estacionaria, ja que por exclusdo molecular nédo foi
promissora.

Assim, 8,0 g do extrato em acetato de etila foram fracionados em coluna a
vacuo, utilizando C;g3 como fase estacionaria e eluida em H,O/MeOH/AcOEt (modo
gradiente). A analise por CCDC das fracbes obtidas mostrou uma separacdo bem
mais eficiente que a anterior. Cada sistema eluente forneceu uma ou mais fracoes

(de acordo com a evolucédo da coluna) conforme tabela 3:

Tabela 3. Fracfes obtidas da coluna cromatografica, em fase reversa, do extrato em acetato
de etila dos caules de Alibertia macrophylla

Sistema eluente Fracdo Massa obtida
H,O-MeOH 90:10 (v/v) 1 1,810¢g
H,O-MeOH 80:20 (v/v) 2 1,051 ¢
H,O-MeOH 70:30 (v/v) 3 0,420 g
H,0O-MeOH 50:50 (v/v) 4 2,196 g
H,O-MeOH 30:70 (v/v) 5 0,205 g

MeOH 100 % 6 0,800 g

6.1 0,114 g

6.2 0,263 g

6.3 0,109 g

MeOH-AcOEt 75:25 (v/v) 7 0,160 g
7.1 0,316 g

MeOH-AcOEt 50:50 (v/v) 8 0,045 g
AcOEt 100 % 9 0,160 g

As fracOes trabalhadas estéo descritas a seguir:
v' A fracdo 1 (1,81 g) foi caracterizada como uma mistura de agucares
livres, apés anélise por RMN de *H;
v' A fracdo 3 (0,42 g) foi analisada por CLAE (modo gradiente) e em
seguida foi estabelecida condicdo isocratica para seu fracionamento em
escala preparativa [Coluna C;g, modelo Luna (2) (Phenomenex®) de 250 x

4,6 mm, particulas com tamanho de 5 pm, F = 1,0 mL min™, 2 = 254 nm e
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sistema de solventes MeOH/H,O 17:83 (v/v)]. Deste fracionamento foram
v A fracdo 4 (1,50 g) foi refracionada em coluna cromatografica,
utilizando Ci3 como fase estacionéria e eluida com H,O/MeOH/AcOEt em
modo gradiente, e fornecendo 8 subfracdes. As subfracdes 4.3 (40 mg) e 4.4
(70 mg) foram avaliadas por CLAE e submetidas ao fracionamento em
escala preparativa [Coluna C;g, modelo Luna (2) (Phenomenex®) de 250 x
4,6 mm, particulas com tamanho de 5 pm, F = 1,0 mL min™, 2 = 254 nm e
sistema de solventes MeOH/H,O 17:83 (v/v)]. Destes fracionamentos foram
isoladas as substancias 2, 3, 4 e 28. A subfracédo 4.5 (70 mg) foi fracionada
em coluna cromatografica de fase reversa (Cig), utilizando H,O/MeOH em
sistema gradiente, e fornecendo 8 subfracdes. Da subfragéo 4.5.1 (8,7 mg)
foi identificada a substancia 28, e da subfracdo 4.5.4 foi identificada a
substéancia 5 (16,4 mg). A subfracdo 4.6 (550 mg) também foi fracionada em
coluna cromatografica utilizando C18 como fase estaciondria e eluida com
H,O/MeOH/AcOEt (modo gradiente), fornecendo 9 subfracdes apds andlise
por CCDC. Da subfracao 4.6.8 (238,6 mg) foi identificada a substancia 32;

v A fracdo 6 (800,0 mg) foi fracionada em coluna de fase normal,
utilizando silica flash como fase estacionéria, eluida em AcOEt/MeOH (modo
gradiente), fornecendo 6 subfracdes. A subfracdo 6.3 (130,0 mg) foi
caracterizada como a substancia 9;

v Afragdo 6.2 (0,263 mg) apresentou um precipitado que foi separado e
lavado com metanol. O soélido branco obtido foi caracterizado como a
substancia 13; o sobrenadante, apés CCDP eluida em hexano/AcOEt
(80:20), forneceu a subfragéo 6.2.4 (18,0 mg) identificada como uma mistura
das substancias 12 e 13;

v A fracdo 7.1 foi fracionada em coluna de fase normal, utilizando silica
flash como fase estacionéria, eluida em hexano/AcOEt (modo gradiente),
fornecendo 10 subfracdes. A subfracdo 7.1.4 (23,6 mg) foi caracterizada
como uma mistura das substancias 21 e 22.

Todo este fracionamento pode ser visualizado na figura 15:
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3.4.3. Alibertia sessilis

Assim como A. edulis, h&a relatos somente do estudo quimico das folhas

(OLEA et al., 1997), justificando desta forma a investigacao dos caules.

O extrato hexanico (0,56 g) foi cromatografado em coluna, utilizando silica gel

como fase estacionaria, eluida em hexano/acetato de etila, modo gradiente. Apos

analise por CCDC, as 23 fracdes obtidas foram reunidas em 12 subfracdes (as

fracOes trabalhadas estdo descritas a seguir).

v A subfragdo 4 (27 mg), apds CCDP eluida em Hexano/AcOEt/HAc
84:15:01 (v/viv), forneceu a subfracdo 4.1 identificada como a substancia 10
(16 mg) e a subfracdo 4.3 como a mistura das substancias 21 e 22 (7 mg);
v' A subfracdo 5 (46,2 mg), ap6s lavagem com metanol, forneceu a
substancia 14 (12 mg);
v' A subfracdo 8 (67,7 mg) foi submetida a uma coluna cromatografica
utilizando  silica flash como fase estacionaria, eluida em
hexano/AcOEt/MeOH em modo gradiente, fornecendo 9 subfracdes apds
andlise por CCDC. A subfracdo 8.5 (39,6 mg), apds refracionamento em
coluna com silica flash tendo como eluente hexano/AcOEt/MeOH, também
gradiente, forneceu 7 subfracbes, sendo que a subfracdo 8.5.5 foi
identificada como a substancia 20 (15,2 mg).

Todo este fracionamento pode ser visualizado na figura 16:

Ext. hexanico
(caules - 0,56 g)

CcC

FE: Silica gel 70-230 mesh
FM: Hexano-AcOEt (gradiente)
12 subfragbes

Subfracéo 4 Subfracdo 5

27 mg 46,2 mg CC (67,7 mg)

CCDP lavado com FE: Silica flash 35-60 mesh
Hex/ACOEt/HAC MeOH FM: Hexano-AcOEt-MeOH
84:15:01 (v/VIv) | 14 (12 mg) (gradlente~)

———— 9 subfracdes

| | Subfragéo 8.5

| 10 (16 mg) | |2L+22(7 mg)I CC (39,6 mg)
FE: Silica flash 35-60 mesh

FM: Hexano-AcOEt-MeOH
(gradiente)
7 subfracbes

20 (15,2 mg)l

Figura 16. Fracionamento do extrato hexanico dos caules de A. sessilis.
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O extrato em acetato de etila (1,30 g) foi fracionado em coluna Sephadex LH-
20, utilizando metanol como eluente, e fornecendo 205 fragcbes, as quais, apos
andlise por CCDC foram reunidas em 15 subfracdes (as fracfes trabalhadas estao
descritas a seguir).
v' A subfracdo 1 (116,2 mg), ap6s lavagem com agua, forneceu a
substancia 35 (63,7 mg);
v A subfracdo 2 (146,4 mg) foi submetida a uma coluna cromatografica
utilizando C;g como fase estacionaria, eluida em H,O/MeOH/AcCOEt em
modo gradiente, fornecendo 11 subfracbes apds analise por CCDC. A
subfracdo 2.1 (80,0 mg) foi novamente fracionada em coluna C;g e eluida
em H,O/MeOH/AcOEt (modo gradiente), fornecendo 9 subfracdes, onde a
subfracdo 2.1.2 resultou na substancia 7 (11,8 mg). A subfracédo 2.7 (29,6
mg), apos refracionamento em coluna com fase estacionaria Cig, tendo
como eluentes H,O/MeOH/ACOEt (modo gradiente), forneceu 7 subfracdes,
onde a subfracdo 2.7.6 resultou na mistura das substancias 33 e 34 (18,8
mg) e a subfracéo 2.7.7 foi identificada como a substancia 32 (6,7 mg);
v A subfracdo 3 (374,2 mg) foi submetida a uma coluna cromatografica
utilizando C;3 como fase estacionaria, eluida em H,O/MeOH/AcOEt em
modo gradiente, fornecendo 11 subfracdes apos andlise por CCDC. A
subfracdo 3.2 (21,7 mg), apoés refracionamento, também em coluna de fase
reversa (Cig), forneceu 6 subfragbes, onde a subfragdo 3.2.2 foi identificada
como a substancia 26 (6,4 mg);
v A subfracdo 4 (104,9 mg) foi submetida a uma coluna cromatografica
utilizando silica gel como fase estacionaria, eluida em hexano/AcOEt/MeOH,
modo gradiente, fornecendo 12 subfracbes apds andlise por CCDC. A
subfracdo 4.11 foi identificada como a substancia 30 (6,9 mg).
Todo este fracionamento pode ser visualizado na figura 17:
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Ext. em AcOEt
(caules - 1,3 g)

CcC

FM: MeOH
15 subfracdes

FE: SEPHADEX LH-20

sube

116,2 mg
recrist.
em H,O

| 35 (63,7 mg)

[subfr. 2]

CC (146,4 mg)
FE: C 18

FM: H,O-MeOH-
AcOEt (gradiente)
11 subfragbes

|
Subfr. 2.1 Subfr. 2.7

7 (11,8 mg) I
Subfr. 2.7.6

CC (80 mg) CC (29,6 mg)
FE:C 18 FE: C 18
FM: H,O-MeOH- FM: H,O-MeOH-

AcOEt (gradiente)
9 subfragdes

AcOEt (gradiente)
7 subfracdes
CLAE - prep

32(67mo)|
30% MeOH
[ 1
3365mg) |[3a58mo |

sube

CC (274,2 mg)
FE: C 18

FM: H,O-MeOH-
AcOEt (gradiente)
11 subfracdes

[ Subfr. 3.2

CC (21,7 mg)
FE: C 18
FM: H,O-MeOH-

6 subfracdes

26 (6,4 mg) I

AcOEt (gradiente)

CC (104,9 mg)

FE: silica gel

FM: Hexano-AcOEt-
MeOH (gradiente)
12 subfragdes

30(6.9 mg)l

Figura 17. Fracionamento do extrato em AcOEt dos caules de A. sessilis.
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O extrato hidroalcéolico foi solubilizado em MeOH/H,O 60:40 (v/v) e

particionado com n-butanol. A solubilizacdo do extrato, porém, ndo foi completa,

obtendo-se 0,05 g de material insoluvel.

O extrato n-butandlico (1,29 g) foi fracionado em coluna Sephadex LH-20,

utilizando metanol como eluente, e forneceu 45 fragdes, as quais, apos analise por

CCDC foram reunidas em 7 subfracdes. No preparo da amostra para aplicacdo na

coluna, novamente, parte de material insoltvel (0,74 g) em metanol foi separado. As

fracOes trabalhadas estdo descritas a seguir:

v

A subfracdo 2 (83,1 mg) foi submetida a uma coluna cromatogréafica

utilizando Ci3 como fase estacionaria, eluida em H>O/MeOH em modo

gradiente, fornecendo 5 subfracfes apds analise por CCDC. A subfracdo 2.3

resultou na mistura das substancias 33 e 34 (9,2 mg);

v

A subfracdo 3 (178,8 mg) foi submetida a uma coluna cromatogréfica

utilizando Ci3 como fase estacionaria, eluida em H,O/MeOH em modo

gradiente, fornecendo 9 subfracGes, apds analise por CCDC. A subfracéo

3.4 foi caracterizada como uma mistura de trés substancias majoritarias 1, 2
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e 3. A separacdo das mesmas nao foi possivel devido a pequena quantidade
de material (10,2 mg). A subfracdo 3.6 resultou também na mistura das
substéancias 33 e 34 (8,6 mg).

v As subfracbes 2.7.6 (Ext. AcOEt), 2.3 e 3.6 (Ext. n-butandlica),
consideradas iguais apés comparacdo por RMN de 'H e CCDC, foram
reunidas e purificadas por CLAE preparativo. Esta subfracédo foi submetida a
andlise em CLAE analitico e a condicdo para sua purificacdo, em escala
preparativa foi estabelecida: Coluna Cig, modelo Luna (2) (Phenomenex®)
de 250 x 21,20 mm, particulas com tamanho de 10 um, F = 10,0 mL min™,
A = 238 nm e sistema de solventes MeOH/H,O 30:70 (v/v). A separacéo
resultou nas substancias 33 e 34.

Todo este fracionamento pode ser visualizado no figura 18:

Ext. n-butandlico
(caules - 1,29 g)

_rnate[ial cC
g]rioll\bljt\e/ng FE: SEPHADEX LH-20
FM: MeOH
(0,74 9)- 7 subfracées
Subfragéo 2 Subfragdo 3
CC (83,1 mg) CC (178,8 mg)
FE: C 18 FE: C 18
FM: H,0-MeOH FM: H,0-MeOH
(gradiente) (gradiente)
5 subfracdes 9 subfracdes

Subfracdo 2.3

CLAE - pre = ~

30% MeF())Hp Subfragéo 3.4 Subfracéo 3.6
CLAE - prep
30% MeOH

(10,2 mg) |£(6,5 ma) I|%(5'8 p—

Figura 18. Fracionamento do extrato n-butandlico dos caules de A. sessilis.

3.5. Perfis cromatograficos
Os perfis cromatograficos dos extratos hexanicos dos caules e folhas das trés
espécies de Alibertia foram realizados em um cromatografo gasoso Varian modelo
CP-3380 com detector de ionizacdo em chama. As andlises foram feitas em coluna

LM-5 (5% fenil 95% metilpolissiloxano, 15,0 m comprimento, 0,2 mm d.i., 0,2 um
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espessura do filme), temperatura do injetor a 250 °C, temperatura do detector a 280
°C, volume de injecdo de 2,0 uL, modo split 1:20, 50 — 300 (10 °C/min) mantendo a
300 °C por 10 min, perfazendo um tempo total de analise de 36 min.

Os perfis cromatograficos dos extratos em acetato de etila e hidroalcodlico
foram avaliados utilizando cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Varian modelo
ProStar 210 com detector ultravioleta e arranjo de fotodiodos modelo ProStar 330.
As andlises foram feitas em coluna de fase reversa C;g (Phenomenex, 250 x 4,6
mm), com fluxo de 1,0 mL min®, volume de injecdo de 20,0 uL, gradiente
exploratério ACN/H,0 (05:95 a 100:0 (v/v) em 40 min).

3.6.Bioensaios para verificacdo da atividade antifungica

3.6.1. Bioautografia direta

Estes ensaios foram realizados no laboratério do Instituto de Botanica de Sao
Paulo sob a supervisdo da Dra. Maria Claudia Marx Young.

Suspensfes contendo esporos dos fungos das espécies Cladosporium
cladosporoides e Cladosporium sphaerospermum foram utilizadas como reveladores
em cromatografia em camada delgada para a realizacédo da bioautografia (HOMANS,
FUCHS,1970).

Este ensaio consiste em um procedimento relativamente simples. A amostra
de extratos foi aplicada em cromatoplacas e eluida com solventes adequados. Apos
a evaporacdo dos solventes e localizacdo das manchas por meio de absorcédo no
ultravioleta, uma solugéo de glicose e sais contendo esporos do fungo foi nebulizada
sobre as placas que foram incubadas a temperatura de 25° C em camara Umida e
escura durante 2 a 3 dias. Apdés o tempo de incubacgéo, observou-se o crescimento
do fungo sobre a placa. Nos locais onde existem substancias fungitéxicas surge um

halo de inibic&o. Foi utilizado nistatina (1 pg) como padrao positivo.

3.6.2. Método de diluicao

Estes ensaios foram realizados no laboratorio da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — UNESP, campus de Araraquara/SP sob a supervisao da Professora
Maria José Soares Mendes Giannini.

Os testes da atividade antifungica foram executados usando o método da
microdiluicdo do caldo como descrito na M27-A2 do Instituto Clinico e do Laboratério

de Padrdes (CLSI), com modificagbes. Foi utilizado o meio RPMI 1640 com L-
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glutamina e pH 7,0 com concentracito de 0,165 M de acido
morfolinopropanosulfonico (MOPS), enriquecido com 2% de glucose. Os fungos
patogénicos humanos testados foram: Candida albicans (ATCC 90028), Candida
krusei (ATCC 6258), Candida parapsilosis (ATCC 22019) e Cryptococcus
neoformans (ATCC 90012), obtidos do Laboratoério de Micologia do Departamento de
Analises Clinicas — UNESP.

Os extratos e as fragOes foram preparados em DMSO e o volume para ser
adicionado a placa com meio de RPMI foi calculado para que a concentracdo do
primeiro composto natural fosse 250 pg mL™. A suspensédo da célula foi preparada
em 0,85% de sal com uma densidade otica equivalente a McFarland 0,5 e diluicdo
de 1:100 em RPMI para a concentracdo final de 1 x 10° a 5 x 10> CFU mL™. Esta
suspensao foi inoculada na placa de microdiluicdo, preparada previamente com 0s
extratos da planta e as fracdes diluidas na concentracéo entre 250 pg mL™ a 0,48 pg
mL™.As placas foram incubadas, sob agitacéo, a 37°C por 24 h para as espécies de
Candida e 48h para Cryptococcus neoformans.

O controle positivo utilizado foi a anfotericina B. Pelo método
espectrofotométrico, a CIM foi definida como a concentracdo mais baixa em que a
densidade 6tica (OD) foi reduzida a 90% do OD do poco controle do crescimento.
Para os extratos e as fracoes de planta, a CIM foi definida como a concentragéao
mais baixa capaz de inibir todo o crescimento visivel do fungo. Os resultados foram
analisados visualmente e por analise espectrofotométrica. Considerou-se que se 0s
extratos que indicassem CIM menor que 75 pg mL™, apresentaram atividade
antimicrobiana forte; 75 a 100 pg mL™, atividade antimicrobiana moderada; 100 a
250 ug mL™, atividade antimicrobiana fraca; e acima de 250 ug mL™ os extratos
foram considerados inativos (HOLETZ et al, 2003).

3.7.Bioensaios para verificagéo da atividade antitumoral
3.7.1. Avaliacao de citotoxicidade com Saccharomyces cereviseae
Estes ensaios foram realizados no laboratério do Instituto de Botanica de S&o
Paulo sob a supervisdo da Dra. Maria Claudia Marx Young.
A atividade antitumoral potencial serd medida em extratos brutos (2,0 — 3,0
mg), fracbes cromatograficas (0,5 — 1,0 mg) e substancias puras (< 0,2 mg), através
de bioensaio utilizando as seguintes linhagens de Saccharomyces cereviseae, pro-

eficientes e deficientes no reparo do DNA:
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- Rad™: linhagem selvagem

- Rad 52Y: linhagem mutante recombinante (associada ao reparo na dupla
hélice e recombinacao meidtica)

- Rad 321N: linhagem mutante associada a Topoisomerase Il (enzima vital no
processo de divisao celular)

Este teste fundamenta-se no fato de que, as células tumorais ndo fazem
reparo do DNA como as células normais. Assim, agentes ou drogas com toxidez
seletiva dirigida para células deficientes em um desses mecanismos de reparagéo,
podem agir como agentes antitumorais potenciais. A metodologia baseia-se na
resposta diferencial entre as leveduras normais Rad” (células sadias que fazem
reparo de DNA) e células que ndo possuem a capacidade de fazer reparo ou
reconstituir a dupla hélice do DNA, Rad 321N e Rad 52Y, quando submetidas a acéo
de uma determinada amostra (extrato, fracdo ou substancia pura). O resultado do
bioensaio é dado pela medida diferencial dos halos de inibicdo da cultura de cada
linhagem em relagdo a linhagem normal, podendo indicar um potencial antitumoral
e/ou citotoxico.

O diametro do halo de inibicdo € medido para o minimo de quatro diluicbes
distintas, sendo os resultados expressos através de uma curva da concentracao da
amostra (ug mL™) em funcéo do diametro do halo de inibicdo. O coeficiente da
equacao é calculado e representa a concentragdo minima inibitoria para se obter um
halo de inibicdo de 12 mm (IC;2) (GUNATILAKA et al., 1994). Os padrdes positivos
utilizados s&o: camptotecina: rad* 200 ug mL™ (16,0 mm) e 52Y 5 ug mL™ (21,0 mm)
e estreptonigrina: 321N 4 pg mL™ (20,0 mm).

3.7.2. Avaliacéo da citotoxicidade com linhagens tumorais

Estes ensaios foram realizados no Laboratorio de Oncologia Experimental da
Universidade Federal do Ceara (UFC), sob a supervisédo da Professora Claudia do O
Pessoa.

As células foram plaqueadas na concentracéo de 0,1 x 10° cél mL™* para as
linhagens MDA/MB-435 e SF-295 e 0,7 x 10° cél mL™ para a linhagem HCT-8. Os
diversos compostos foram acrescidos em concentracdo Unica de 25 ug mL™* As
placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término

deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida,
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adicionou-se 150 pL da solucdo de MTT (sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3 horas. A absorbancia foi
lida apos dissolucdo do precipitado com 150 uL de DMSO puro em
espectrofotdmetro de placa a 595 nm. As amostras foram diluidas em DMSO puro
estéril. Substancias puras foram testadas na concentracdo de 5 mg mL™, fracdes e
subfracdes na concentracdo de 10 mg mL™ enquanto os extratos foram testados na
concentracdo de 25 mg mL™. (MOSSMAN,1983; SKEHAN et al., 1990; BERRIDGE
et al., 1996).

Os experimentos foram analisados segundo a média + desvio padrdo da
média (DPM) da porcentagem de inibigdo do crescimento celular.

As linhagens tumorais utilizadas, MDA-MB435 (mama - humano), HCT-8
(colon - humano) e SF-295 (glioblastoma - humano), foram cedidas pelo National
Cancer Institute (NCI), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados
com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibioticos, mantidas em estufa a 37 °C e

atmosfera contendo 5% de CO..
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1.Consideracdes iniciais sobre os extratos e fragdes estudados
4.1.1. Alibertia edulis
Os extratos obtidos da particdo liquido-liquido do extrato etandlico (emulséo
Hex/HDA, precipitado interfases, ext. ACOEt, ext. n-BuOH e ext. Hidroal. — figura 10,

p. 53) foram avaliados por CLAE analitico para verificacdo da complexidade e
composi¢cao dos mesmos (Figura 19).
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Figura 19. Cromatogramas obtidos para os extratos provenientes da particdo do extrato
bruto etandlico dos caules de A. edulis. Condi¢éo: Coluna Cyg, 5 — 100% MeOH em 30 min,
F=1,0 mL min™, A = 235, 254 e 320 nm (colocado apenas o cromatograma no comprimento

de onda que apresentou informagfes mais significativas com relagdo a quantidade de picos
observados).

Foi verificada uma baixa resolugcdo dos cromatogramas, que aliada a
coloragcdo marrom-avermelhada caracteristica das amostras, levou-nos a suspeitar
que contivessem quantidade significativa de taninos, justificando assim os testes
realizados. Todos os extratos em questdo deram resultado positivo no teste com

solucéo de gelatina e apresentaram coloragcao verde no teste com solucdo de FeCls.
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Uma vez confirmada a presenca de taninos, os extratos foram particionados
com AcOEt/H,0, para eliminacdo dos mesmos (Figura 10, p. 53) e, ap0s esta etapa,
foram analisados via RMN de *H e CLAE e tomadas as seguintes decisdes:

a) como o extrato em AcOEt, precipitado (SH) e sobrenadante (SH), e n-
BuOH (SH) se mostraram semelhantes, apenas o ultimo foi fracionado, por ter um
cromatograma mais limpo e um espectro com sinais bem definidos, como mostra a
figura 20a;

b) os extratos da emulsdo Hex/HDA (SH) e (SAc), do precipitado em AcOEt
(SAc) e n-BuOH (SAc), por apresentarem espectro de RMN de *H n&o significativo
OuU pouca massa para muitos picos cromatogréaficos, ndo foram fracionados;

c) o extrato em AcOEt sobrenadante (SAc) mostrou um espectro de RMN de
'H muito rico em sinais (Figura 20b), o que levou ao seu fracionamento por coluna

cromatografica utilizando C;3 como fase estacionaria. Pérem, a separacao nao foi

eficiente.
a) Ext. n-Butandlico (SH) E
[ mAbs ; G
D1 —
L | M\Jmu
b) Ext. AcOEt sobrenadante T
(SAC)
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Figura 20. Espectros de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) e cromatogramas analiticos
(Condicao: Coluna C,g, 5 — 100% MeOH em 30 min, F = 1,0 mL mint, 1 =235 nm) para os
extratos n-Butandlico (SH) e AcOEt sobrenadante (SAc) provenientes da particdo para
taninos dos extratos oriundos do extrato bruto etandlico de A. edulis.
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O extrato butanodlico (SH) foi dividido em duas por¢des para fracionamento
conforme visto na figura 13 (p. 57). A primeira porcdo do extrato foi submetida a
analise em CLAE (gradiente e isocratico) (Figura 21) onde estabelecemos a
condigao para o fracionamento e purificagdo em escala preparativa (Figura 22).

Figura 21 Cromatograma analitico obtido para a fracdo n-BuOH (SH). Condic8es: Coluna
Cis, modelo Luna (2) (Phenomenex®) de 250 x 4,6 mm, particulas com tamanho de 5 um, F
=1,0 mL mint, 2 =235 nm e sistema de solventes MeOH/H,O 18:82 (v/v).

Fracdo 1A Fracdo 2A

\

Minutes

Figura 22. Cromatograma preparativo obtido para a fragdo n-BuOH (SH). Condicdes:
Coluna Ci5, modelo Luna (2) (Phenomenex®) de 250 x 21,20 mm, particulas com tamanho
de 10 pm, F = 10,0 mL min™, 4= 235 nm e sistema de solventes MeOH/H,0 18:82 (v/v).

As fracOes obtidas (1A e 2A) foram analisadas e estabelecidas condi¢des
isocraticas para seus fracionamentos (Figura 23), também via CLAE, fornecendo,

assim, as substancias 6, 8 e 5, 8, 31, respectivamente.
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Figura 23. Cromatograma analitico
obtido para as fracdes 1A e 2A n-BuOH
(SH). Condicdes: Coluna C;g3, modelo
Luna (2) (Phenomenex®) de 250 x 4,6
mm, particulas com tamanho de 5 pym, F
= 1,0 mL min?, 2 = 235 nm e sistema de
solventes MeOH/H,O (20:80 (v/v) para
fracdo 1A) e (26:74 (v/v) para fracdo 2A).

4.1.2. Alibertia macrophylla
A fracdo 3 do extrato em AcOEt foi analisada por CLAE (modo gradiente) e
em seguida foi estabelecida condicéo isocratica (Figura 24) para seu fracionamento

em escala preparativa, fornecendo as substancias indicadas no cromatograma.

1110

4 3 4 8 N HE

. ] ) "D

il

Figura 24. Cromatograma analitico obtido para as fracoes 3 do extrato em acetato de etila
de A. macrophylla. Condicdes: Coluna Cis, modelo Luna (2) (Phenomenex®) de 250 x 4,6
mm, particulas com tamanho de 5 um, F = 1,0 mL min?, 1 = 254 nm e sistema de solventes
MeOH/H,0 17:83 (v/v).

O espectro de RMN de *H do extrato hidroalcéolico de A. macrophylla (Figura
64, p. 148) apresentou destacadamente sinais referentes a hidrogénios

caracteristicos de acucares (63,0 — 4,5), e por isso nao foi fracionado.

4.1.3. Alibertia sessilis

O extrato hidroalcéolico dos caules de A. sessilis (0,24 g) néo foi fracionado
por apresentar sinais de hidrogénios caracteristicos de acuUcares no espectro de
RMN de *H (63,0 — 4,5), como pode ser visto na figura 73 (p. 153).
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4.2.Substancias isoladas
4.2.1. Alibertia edulis
O fracionamento dos caules de A. edulis levou ao isolamento de 11
substancias: 3 iridéides, 3 triterpenos, 3 esterdides, 1 saponina e 1 derivado fendlico

glicosilado (Figura 25).
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Figura 25. Substancias isoladas dos caules de Alibertia edulis.
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4.2.2. Alibertia macrophylla

O fracionamento dos caules de A. macrophylla levou ao isolamento

de 20

substancias: 4 iridoides, 7 triterpenos, 4 esterdides, 1 diterpeno ainda ndo descrito

na literatura, 3 acidos fendlicos e 1 derivado fendlico glicosilado (Figura 26).
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Figura 26. Substancias isoladas dos caules de Alibertia macrophylla.
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4.2.3. Alibertia sessilis

O fracionamento dos caules de A. sessilis levou ao isolamento de 15
substancias: 4 iridéides, 3 triterpenos, sendo 1 derivado cicloartano ainda néo
descrito na literatura, 2 esterdides, 2 lignanas, 1 acucar, 2 acidos fendlicos e 1

derivado fendlico glicosilado ndo descrito na literatura (Figura 27).

21 : 22,23-diidro H 30 oH
HO 22: A% OCHj
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Figura 27. Substancias isoladas dos caules de Alibertia sessilis.
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As substancias isoladas foram agrupadas por classe quimica de metabdlitos
secundarios para a sua identificacdo ou elucidacao estrutural, porque foram isoladas

as mesmas classes de compostos nas trés espécies estudadas.

4.3.1dentificacéo e elucidacédo estrutural das substancias isoladas
A identificacdo e/ou elucidacdo estrutural das substancias isoladas das trés
espécies de Alibertia foi feita baseada na anélise dos espectros de RMN de *H e *°C,
DEPT, TOCSY, gCOSY, gHMQC, gHMBC, na espectrometria de massas e nha
comparacdo com dados da literatura. Para as substancias que néo foram
encontrados relatos na literatura, através de pesquisa no Banco de Dados Scifinder,

foram realizados experimentos de espectrometria de massas e de rotacdo Optica

([o]o)-

4.3.1. Monoterpenos modificados (Iridoides)

Os iridoides representam um grande grupo de compostos naturais
monoterpenoidicos encontrados em uma variedade de espécies animais e em
algumas familias de plantas da classe das Dicotiledéneas (PETER JUNIOR, 1990).

O nome iridoide é derivado da iridomirmecina (I) e outros compostos
relacionados isolados a partir da secre¢cdo de defesa das formigas do género
Iridomyrmex (PETER JUNIOR 1990). Este nome comumente se refere a um grupo
de monoterpenos caracterizados pela presenca, em seu esqueleto, de um residuo
ciclopentanoidico (BIANCO, 1990).

Os compostos iridoidicos sé@o representados por sustancias neutras e podem
ser divididos em quatro grupos (Figura 28): iridéides simples (1), iridoides glicosilados
(1), seco-iridéides (1) e bisiridéides (IV) (BIANCO, 1990):

COOCH;

// 1, )

//
aW v,
W n,

H

OGlc

OGlc

OGlc

| iridomirmecina Il aucubina Ill secologanina IV silvestrosideo |

OGlc

Figura 28. Exemplos de compostos iridoidicos.
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A etapa chave na via biossintética destes monoterpenos é a ciclizacdo do
intermediario dialdeidico a, derivado do geraniol, que leva a formacdo do anel
ciclopentano (intermediario b). Esta etapa € seguida, devido a acetalizacdo da
funcdo 1,5-dialdeido de b, pelo fechamento do anel diidropirano (intermediario c),
onde o sistema hemiacetalico é estabilizado pela glicosilacdo, transformando-se num
acetal (Figura 29). Esta é, portanto, a evidéncia de que os iridéides permanecem
estaveis somente enquanto a hidroxila hemiacetélica estd4 protegida pela ligacao
glicosidica (BIANCO, 1990).
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oxidacao
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iridotrial
(forma hemiacetal)

Figura 29. Biossintese de formagdo do nucleo iridoidico caracteristico das substancias
isoladas nas espécies de Alibertia.

O anel de seis membros dos iridoides sempre tem uma ligacdo dupla entre os
carbonos 3 e 4, que se origina a partir da enolizacao da funcdo aldeidica em C-3, e
portanto, tem uma estrutura diidropiranica.

Assim, 0 esqueleto iridoidico é caracterizado por uma unidade
ciclopentanoidica ligada, por uma juncéo cis, a um anel diidropiranico no carbono C-

1, no qual esta ligado um residuo glicosidico (Figura 30).
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Figura 30. Esqueleto basico dos iridoides.

A partir da biossintese, é possivel destacar as caracteristicas estereoquimicas

introduzidas no nucleo iridoidico pelo metabolismo secundario:

i) a juncdo entre os dois ciclos € cis, com os hidrogénios em configuracéo g,

ii) o residuo O-glicosidico em C-1 tem também configuracédo S e, portanto este centro
tem configuracao absoluta S;

i) substituintes em C-6, C-7 e C-8 leva a obtencéo de epimeros.

Os iridéides sdo os componentes ativos de um grande numero de plantas
usadas na medicina popular. Algumas atividades descritas para os iridoides,
exemplificados na figura 31, sé@o: sedativa (iridoides ndo glicosidicos de Valeriana
officinalis), hipotensiva (seco-iridéide oleuropeina), antimicrobiana (iridéide n&o-
glicosilado), analgésica (harpagosideo), laxativa (muitos iridoides glicosilados),
antileucémica (muitos iridéides nao-glicosilados), contracdo uterina (verbenalina),
diurética (catalpol e derivados). Alguns iridoides e seco-iridoides sdo responsaveis
pelo sabor amargo em frutos e folhas (BIANCO, 1990).

HO
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nic-OH,C \
... OGlc OH
globularidina

OGlc OGlc
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oleuropeina harpagosideo O6lc verbenalina

Figura 31. Exemplos de iridGides e seco-iridoides com atividades bioldgicas.

Os iridoides glicosilados sdo de interesse particular para os botanicos por
causa de seu potencial valor em quimiossistematica para a elucidacéo de relagfes
filogenéticas. Eles séo distribuidos em um numero restrito de familias pertencentes a
poucas superordens de Angiospermas (BIANCO, 1990), sendo considerados

marcadores quimiotaxonémicos em Rubiaceae.
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4.3.1.1. Substancias 1, 2 e 3: geniposideo, 6a-hidroxigeniposideo e
64-hidroxigeniposideo

As substancias 1, 2 e 3 foram identificadas em mistura, porque devido a
pouca quantidade de material ndo foi possivel a separacdo. As substancias séo
conhecidas e isto facilitou a identificagao.

O espectro de RMN de *H da mistura das substancias 1, 2 e 3 (Figuras 77-79,
p. 172-174) apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios de esqueletos
iridoidicos:

a) os hidrogénios em 67,38 (sl, 1H), 67,55 (d, 1 Hz, 1H) e 67,41 (d, 1 Hz, 1H)
sao referentes ao H-3 do nucleo ciclopentanodiidropirano de iridoides carbociclicos;

b) os hidrogénios em 65,70 (d; 1,5 Hz, 1H), 65,92 (d; 1,5 Hz, 1H) e 65,71 (d;
2 Hz, 1H) séo referentes aos hidrogénios olefinicos H-7 da ligacdo dupla do anel
pentaciclico;

c) os hidrogénios em 65,05 (d; 8 Hz,01H), 64,96 (d, 8 Hz, 1H) e 65,08 (d; 6,5
Hz, 1H) s&o referentes aos hidrogénios oximetinicos H-1 do nucleo iridoidico.

Foram observados ainda, singletos referentes as metoxilas em ¢ 3,61; 3,64 e
3,65. Os demais sinais presentes no espectro de RMN de 'H sdo de hidrogénios
alifaticos, oximetilénicos e oximetinicos. Baseado nestes dados foi proposto que a
mistura consiste de 3 iridéides majoritarios.

Uma andlise mais detalhada do espectro de RMN de *H sugeriu a presenca
de trés unidades glicosidicas pela existéncia de um hidrogénio anomérico em ¢ 4,57
(d, 8 Hz) e de dois hidrogénios anoméricos em ¢ 4,62 (d; 7,5 Hz); estando, desta
forma, cada unidade iridoidica ligada a uma unidade de B-glicose, como € comum na
literatura (BIANCO, 1990).

A identificacdo e a atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e
carbonos dos iridoides nédo foi possivel levando-se em consideracdo apenas dados
de RMN de H e **C (Figuras 86 e 87, p. 179 e 180), gHMQC (Figuras 88-90, p. 181-
183) e gHMBC (Figuras 91-93, p. 184-186). A correspondéncia entre qual unidade
glicosidica esta ligada a qual unidade iridoidica também néo foi possivel apenas com
estes experimentos.

Através do experimento TOCSY 1D (Figuras 80-84, p. 175-177), as unidades
iridoidicas e glicosidicas foram identificadas individualmente e a partir dai, somando-
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se aos dados de RMN de *H e *C, gHMQC e gHMBC, os ntcleos iridoidicos foram

determinados (Figura 32):

8410 A 84,11

Figura 32. Nucleos iridéidicos identificados.

Os nucleos B e C consistem de epimeros em C-6. Segundo DAMTOFT
(1981), quando os dois epimeros estdo presentes, algumas diferencas sisteméticas
podem ser usadas para a determinacado estrutural e atribuicdo do centro assimétrico:

i) 6C-1(6a)> 6C-1 (6p);
ii) A5 (C3-C4) (6a) > AS(C3-C4) (6pB);
i11) I 11 o (60L) > J HiHo (6B);
iv) SH-1 (60)) < SH-1 (6p).
Na tabela 4, estdo os resultados obtidos para esta sistematizacao aplicada na

mistura em questao:

Tabela 4. Dados obtidos da sistematizacao para determinacao dos epimeros de iridéides

Nlcleo B Nuacleo C
0C-1 101,6 98,3
A6 (C3-C4) 47,1 43,0
J H1,H9 9 Hz 6,5 Hz
OoH-1 4,96 5,08
\4 \4
6a o

Os epimeros em C-6 foram identificados como 6a - nicleo B e 6f - nucleo C.

O espectro de RMN de **C de pares epiméricos 6-O-substituido mostra
claramente que a epimerizacdo no carbono 6 influencia os deslocamentos quimicos
dos carbonos 3(y) e 4(B). Quando se muda a configuracédo de 6B3-OH para 6a-OH, &
possivel notar variacdo nos carbonos 3 (ca + 1,5 ppm) e 4 (ca — 3,0 ppm). O célculo

da diferenca dos deslocamentos entre C-3 e C-4 permite concluir que esta diferenca
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€ maior, em todos os casos, para 0 epimero 6a do que para o correspondente
epimero 6B. Ainda, quando se passa de 6a-OH para 6p-OH, é observado uma
protecdo de C-1 (ca 0,6 — 4,9 ppm), desprotecdo de H-1 e uma variacdo na
constante de acoplamento J;o (J19 € maior para 6a-hidroxi, sendo na maioria dos
casos J > 8 Hz).

Através do experimento NOESY 2D (Figura 85, p. 178) foi possivel definir

qual unidade glicosidica esta ligada a qual nucleo iridoidico, como mostra a tabela 5:

Tabela 5. Correlacdes observadas no experimento NOESY 2D

OoH-1 OoH-1 Substancia
Nucleo A 5,05 4,62 1
Nucleo B 4,96 4,62 2
Nucleo C 5,08 4,57 3

Desta forma, o conjunto dos dados obtidos dos experimentos de H e °C,
gHMQC, gHMBC, TOCSY 1D e NOESY 2D (tabela 6) e os critérios da literatura para
identificar os epimeros em C-6 (DAMTOFT et al.,1981), permitiram que as
substancias da mistura fossem identificadas como geniposideo 1, 6a-

hidroxigeniposideo 2 e 6B-hidroxigeniposideo 3.

OCHs

A mistura de iridéides 1, 2 e 3 foi comparada, via CLAE (Figura 33), com as
substancias 2 e 3, isoladas , posteriormente, durante o fracionamento do extrato em

AcOEt de A. macrophylla.
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Figura 33. Cromatogramas obtidos para a mistura de iridéides 1 + 2 + 3 (t, = 2,724 néo se
refere a 1) e para as substancias puras 2 e 3. Condi¢des: Coluna Cig, modelo
Luna (2) (Phenomenex®) de 250 x 4,6 mm, particulas com tamanho de 5 pm, F =
1,0 mL min™, 2 = 235 nm e sistema de solventes MeOH/H,0O 17:83 (V/v).
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4.3.1.2. Substancia 4: gardenosideo

O espectro de RMN de 'H da subfracdo 3.2 do extrato em AcOEt de A.
macrophylla (Figura 94, p.187) apresentou sinal em 6 7,31 (d; 1,5 Hz, 1H)
caracteristico de hidrogénio olefinico H-3 (hidrogénio B-carbonilico) do nucleo dos
iridoides carbociclicos. A presenca de um duplo dubleto em 66,00 (2,8 e 5,5 Hz, 1H)
e um outro duplo dubleto em 65,70 ( 1,5 e 5,5 Hz, 1H) caracteristicos de hidrogénios
olefinicos, sugerem a presenca de uma ligacdo dupla no anel pentaciclico. Em &
5,70 (d, 2 Hz, 1H) observa-se o sinal do hidrogénio H-1 e em ¢ 3,64 (3H), o singleto
referente aos hidrogénios metilicos de um grupo metoxila.

A andlise dos espectros de RMN de **C (Figura 96, p. 189), DEPT 90° e 135°
(Figuras 97 e 98, p. 190) e gHMQC (Figuras 99 e 100, p. 191 e 192) confirmou a
presenca de uma ligacdo dupla trissubstituida e uma ligacdo dupla dissubstituida,
através dos deslocamentos quimicos dos carbonos em ¢ 150,0 (CH) e 109,5 (C) e
em 6132,3 (CH) e 136,4 (CH), respectivamente. Foi observado ainda, em 6 166,4, o
sinal de um carbono carbonilico caracteristico de éster conjugado e em 6 84,3 o sinal
de um carbono carbindlico quaternario.

A presenca de uma unidade glicosidica foi confirmada pelo sinal do
hidrogénio anomérico em ¢ 4,46 (d; 8 Hz, 1H), pelos carbonos carbindlicos em &
60,8; 69,8; 72,9; 76,6; 77,2 e pelo carbono anomérico em ¢ 97,9. A localizacdo da f3-
glicose na aglicona, configuracdo definida pelo valor da constante de acoplamento,
foi definida pela correlacdo existente entre o hidrogénio anomérico em 6 4,46 e o
carbono C-1 (¢ 91,9) do iriddide, através do mapa de correlacdo gHMBC (Figuras
101 e 102, p. 193 e 194).

A presenca dos sinais em ¢ 65,5 (CH;) e em 6 84,3 (C) levou a sugerir a
existéncia de duas hidroxilas neste iridoide, uma na posi¢cdo 10 e outra na posicao 8,
respectivamente. No espectro NOESY 1D (Figura 95, p. 188) a irradiacdo do sinal
em 6 2,46 (H-9) mostrou interagdo apenas com H-5 (¢ 3,5) e portanto, a
estereoquimica do carbono 8 foi proposta como S (EL-NAGGAR, BEAL, 1980).

O conjunto dos dados obtidos (Tabela 7) caracteriza a substancia 4 como
sendo gardenosideo e esta de acordo com a formula molecular C17H2401;, obtida a
partir dos fragmentos fornecidos pela espectrometria de massas (Figura 103, p.
194), m/z 439 [M — H + 2 H,0[, m/z 403 [M — H] e m/z 241 [M — 162 — HJ".
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4.3.1.3. Substancia5: éster metilico shanzhisideo

A anélise do espectro de RMN de 'H da substancia 5 (Figuras 104-106,
p.195-197) sugeriu tratar-se de um iridoide glicosilado pela presenca dos
hidrogénios em 67,32 (d; 1,5 Hz, 1H) e 65,47 (d, 2 Hz, 1H), caracteristicos de H-3 e
H-1, respectivamente, do nucleo diidropirano e a pB-glicose pelo hidrogénio
anomérico em ¢ 4,45 (d, 8 Hz, 1H). Foi observado também hidrogénios de metoxila
em ¢ 3,65 (s, 3H) e de metila em 61,1 (s, 3H) e os demais sinais correspondendo a
hidrogénios alifaticos, oximetinicos e oximetilénicos. Nao foi observado hidrogénio
olefinico em torno de ¢ 5,6 — 5,8, caracteristico de H-7 do anel pentaciclico,
sugerindo que este anel esteja saturado.

Todos estes dados foram confirmados pela anélise dos espectros de RMN de
13C (Figura 109, p.199) e DEPT 135° e 90° (Figuras 110 e 111, p. 200). Foram
observados sinais de carbonos em 6 92,7 (CH) atribuido a C-1; em 6 97,4 (CH) a C-
1, em 6109,5 (C) e 150,9 (CH) os carbonos olefinicos correspondentes a C-4 e C-3,
respectivamente; carbono carbonilico em 6 167,1 (C-11) e os carbonos metilicos em
051,0 (OCHs) e em §24,5 (C-10).

A existéncia de dois carbonos carbindlicos, sendo um metinico em 6 74,8 e
outro quaternario em o 76,8 sugere a presenca de duas hidroxilas no anel
pentaciclico do iridéide. A interagdo observada, no mapa de correlagdo gHMBC
(Figuras 114 e 115, p. 203 e 204), entre H-10 (6 1,1) e o carbono em ¢ 76,8 sugere
que a posicao 8 esteja substituida pela hidroxila e pela metila.A interacdo de H-10 (6
1,1) e o carbono 7 (0 48,9 - CH) sugere que a posicdo 6 (Cem 674,8 e Hem ¢

3,92) esteja substituida pela segunda hidroxila.
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A estereoquimica de C-6, definida como B-OH, foi baseada, segundo
DAMTOFT (1981), em: i) C-1 em §92,7; i) AS (C3-C4) = 41,4; iii) J1.0 = 2,0 Hz; iv) H-
1 em 65,47, como visto para a determinacao dos epimeros 2 e 3.

No espectro de NOESY 1D (Figura 107, p. 197), a irradiacdo de H-7 em ¢
1,82 mostra interagcdo com H-6 em ¢ 3,92, ja definido com 6a-H, e com H-10 em &
1,1, permitindo definir entdo, que a metila C-10 também esteja em posi¢ao a.

Assim, a substancia 5 foi caracterizada como éster metilico shanzhisideo
(TAKEDA et al., 1977), tendo a féormula molecular C;7H26011, confirmada pela
espectrometria de massas (Figura 116, p. 205), através dos fragmentos em m/z 441
[M—-H + 2 H,0], m/z 405 [M — H] e m/z 243 [M — H — 162] e pelos dados de RMN
de 'H, 3C, gHMQC (Figuras 112 e 113, p. 201 e 202), gCOSY (Figura 108, p. 198) e
gHMBC (Tabela 7).

4.3.1.4. Substancia 6: éster metilico 64-hidroxi-7-epi-gardosideo

O espectro de RMN de *H da substancia 6 (Figuras 117 e 118, p. 206 e 207)
apresentou sinais caracteristicos de iridoide glicosilado pela presenca de hidrogénio
em 6 7,34 (d, 1 Hz, 1H) caracteristico do hidrogénio olefinico H-3 do anel
diidropirano, de hidrogénio em 65,61 (d, 2 Hz, 1H) referente ao H-1 e de sinal em &
4,41 (d, 8 Hz, 1H) referente ao hidrogénio anomérico de B-glicose. Além disso, foi
observado hidrogénios de metoxila em & 3,64 (s, 3H), hidrogénios olefinicos em &
5,21 (d; 2,5 Hz, 2H) e dois singletos largos, um em &6 4,02 e outro em ¢ 4,08,
caracteristicos de hidrogénios oximetinicos.

A anélise dos espectros de RMN de **C (Figura 119, p. 208) e DEPT 90° e
135° (Figuras 120 e 121, p. 209) confirmou a presenca de ligacao dupla conjugada a
carbonila com os sinais em ¢ 152,2 (CH), 107,9 (C) e 166,3 (C), de carbono
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oximetilico em 650,9 e de dupla exociclica em 6 150,4 (C) e 110,0 (CH,), sendo esta
entre os carbonos 8 e 10 do nucleo pentaciclico. Foi observado ainda dois carbonos
oximetinicos em 6 73,5 e 73,7, sendo entéo atribuidos aos carbonos 6 e 7, uma vez
que os carbonos 5 e 9 nao estéao substituidos (635,5 C-5e 41,8 C-9).

A estereoquimica de C-6 foi definida como B-OH baseada em: i) C-1 em &
98,4; ii) Ao (C3-C4) = 44,3; iii) J19 = 2,0 Hz; iv) H-1 em ¢ 5,61, como descrito por
DAMTOFT (1981). A constante de acoplamento observada para H-6 (sl) sugere que
a interacdo com H-7 seja pequena (J < 1 Hz), correspondendo a um angulo diedral
de cerca de 90°, e concluindo que a hidroxila em C-7 esta em «; estereoquimica
oposta ao iridéide éster metilico 6B-hidroxi-gardosideo descrito na literatura por
DAMTOFT (1994).

Assim, a substancia 6 foi caracterizada como éster metilico 6B-hidroxi-7-epi-
gardosideo, tendo a féormula molecular C17H,4011, confirmada pela espectrometria de
massas (Figura 127, p. 214) através dos fragmentos em m/z 439 [M — H + 2 H,QOJ,
m/z 403 [M — H] e m/z 241 [M — H — 162] e pelos dados de RMN de *H, *3C,
gHMQC (Figura 122-124, p. 210-212) e gHMBC (Tabela 7), sendo relatado pela

primeira vez na literatura.

HO
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4.3.1.5. Substancia 7 e 8: 4cido geniposidico e ixosideo

Os espectros de RMN de *H das substancias 7 e 8 (Figura 128, p. 215 e
figuras 136 e 137, p. 223 e 224) apresentaram sinais em 67,23 (d, 1 Hz, 1H) e em &
7,33 (s, 1H), respectivamente, correspondendo ao hidrogénio olefinico H-3 do nucleo
ciclopentanodiidropirano de iriddides. Este hidrogénio olefinico apresenta
deslocamento quimico atipico por estar em posi¢cdo B a carbonila. Foi observado
ainda um singleto largo em ¢ 5,68 (7) e em 6 6,76 (8) referente ao hidrogénio
olefinico do anel pentaciclico. Os demais sinais presentes nos espectros de RMN de
'H das substancias sdo referentes a hidrogénios alifaticos, oximetinicos e
oximetilénicos.

A andlise dos espectros de RMN de *3C (Figura 130, p. 217 7 e figura 138, p.
225 8) e DEPT 135° e 90° (Figura 131, p. 218 7 e figuras 139 e 140, p. 226 8)
confirmou a presenca de duas ligac6es duplas trissubstituidas, pelos carbonos em &
150,3 (CH)/ 118,5 (C) e 6128,4 (CH)/ 144,9 (C) para7Z e em 6 151,0 (CH)/ 111,3 (C)
e 6145,5 (CH)/ 134,6 (C) para 8. O deslocamento quimico do carbono em 6 145,5
(CH) para a substancia 8 sugere que este carbono esteja em posi¢édo 3 num sistema
de ligacdo dupla conjugada a carbonila. Isto se confirma pela presencga do sinal em 3
165,5 caracteristico de uma carboxila e pela interacdo observada, no mapa de
correlagdo gHMBC (Figuras 143 e 144, p. 229 e 230), com o hidrogénio do sistema
o,B-insaturado em & 6,76. Foram observados também, outros sinais de carbonos
carbonilicos em ¢ 175,7 para 7 e em & 167,8 para 8, concluindo que existe grupo
carboxila em C-11. Apesar do deslocamento quimico ndo usual de protecéo para o
carbono 11 (grupo carboxilico), esta funcéo foi confirmada pela espectrometria de
massas (Figura 145, p. 230), onde se observa aduto com sédio em m/z 411 e aduto
com potassio em m/z 427, correspondente a férmula molecular CigH2001;,
confirmando assim, duas fun¢des acidas para a substancia 8.

A presenca da unidade glicosidica foi confirmada pela existéncia dos
hidrogénios anoméricos em & 4,61 (d; 8,5 Hz,1H) para 7 e em & 4,43 (d, 8 Hz, 1H)
para 8, e pelos carbonos em & 100,2 e 98,8, respectivamente. A localizagdo da f-
glicose foi definida pela correlacdo existente entre H-1' (6 4,61) e C-1 (6 97,9) para 7
e H-1' (6 4,43) e C-1 (6 93,3) para 8, através do mapa de correlacdo gHMBC.

Assim, o conjunto dos dados adquiridos (Figuras 128-135, p. 215-222 7 e
figuras 136-145, p. 223-230 8) (Tabela 8) e a comparacdo com a literatura (EL
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NAGGAR, BEAL, 1980) caracterizam a substancia 7 como o acido geniposidico e a

substancia 8 como ixosideo.

O isolamento das substancias 1 (geniposideo) e 4 (gardenosideo) esta de
acordo com os estudos realizados por INOUYE e colaboradores (1988), em que as
espécies pertencentes a subfamilia Ixoroideae, neste caso as espécies de Alibertia,

contém como marcador quimiotaxonémico os iridéides gardenosideo e geniposideo.
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4.3.2. Diterpeno

Os diterpenos se originam do geranil-geranil difosfato (GGPP), que é formado
pela adicAo de uma molécula de IPP ao farnesil difosfato. Um dos mais simples e
mais importante diterpeno é o fitol, uma forma reduzida do geranilgeraniol, que forma
a cadeia lateral lipofilica das clorofilas (DEWICK, 1997b).

Em contraste ao mecanismo de ciclizacdo, onde a perda do difosfato gera o
carbocation inicial, muitos diterpenos naturais originam-se por um mecanismo
diferente. A ciclizac&o inicial ocorre pela protonacdo da ligacdo dupla da cabeca da
cadeia e a perda posterior do difosfato que facilita a ciclizagao.

A protonacédo do GGPP pode iniciar uma sequéncia de ciclizacdo concertada,
terminando pela com a perda de um préton de uma metila resultando no copalil PP.
A estereoquimica deste produto é controlada pelo encaixe do substrato na superficie
da enzima, no entanto, um encaixe alternativo pode levar ao labdadienil PP, o

produto enantiomérico (Figura 34).

N\ H
LA\ W
(

GGPP copalil PP

labdadienil PP

Figura 34. Estereoisdbmeros formados pela ciclizagdo do GGPP (DEWICK, 1997bh).

A partir do copalil PP, uma sequéncia de ciclizacdes e rearranjo levam ao ent-
caureno. O processo envolve a saida do grupo difosfato e a formacdo de
carbocation no terceiro anel, com subseqiente formacdo do quarto anel. Uma
migracdo de Wagner-Meerwein leva a contracdo de um anel de 6 membros a um de
5 membros, enquanto expande outro anel de 5 membros a um de 6 membros. A
perda do proton da metila vizinha ao carbocétion, origina a dupla exociclica do ent-
caureno (Figura 35) (DEWICK, 1997b).
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oPP

copalil PP

H ent-caureno

Figura 35. Esquema da ciclizacdo do GGPP, via copalil PP, para formacéo de ent-caureno.

Uma série de etapas envolvendo oxidacao, hidroxilacdo e contracdo de anel,
a partir do ent-caureno, levam a producdo do esqueleto basico das giberilinas, que
possuem o papel de hormdnio do crescimento nas plantas.

4.3.2.1. Substancia 9: 25,3¢,16a-triidroxi-ent-caurano

O espectro de RMN de 'H da substancia 9 (Figura 146, p. 231) mostrou
apenas sinais na regido diamagnética, sendo observados os singletos em 6 0,69;
0,90; 1,00 e 1,22 referentes a hidrogénios metilicos. Os demais sinais se referem a
hidrogénios metinicos e metilénicos, ndo sendo observados hidrogénios olefinicos.

Nos espectros de RMN de **C (Figuras 149 e 150, p. 233) e DEPT 135° e 90°
(Figuras 151 e 152, p. 234) foram observados 20 sinais, levando-nos a propor a
estrutura de um diterpeno para esta substancia. As quatro metilas foram confirmadas
pelos carbonos em 6 16,8; 18,7; 24,3 e 28,9. A presenca de 7 carbonos metilénicos,
5 metinicos e 4 quaternarios, sendo 3 metinicos e 1 quaternario carbindlicos e
comparacao com estruturas descritas na literatura (DELGADO et. al, 1985; SAKAI,
NAKAGAWA, 1983) (Tabela 9), levou-nos a sugerir o esqueleto de um diterpeno do
tipo ent-caurano, onde as posicoes 2, 3 e 16 encontram-se hidroxiladas.

Pela biossintese, H-5 (6 0,76) tem configuracdo B (axial) e ao ser irradiado no
experimento de NOESY 1D (Figura 148, p. 232), mostra interacdo espacial com
hidrogénio em ¢ 2,72, atribuido a H-3 (Figura 36), estando este portanto, também em

B (axial).
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A estereoquimica relativa de C-2 foi determinada baseando-se nos valores
das constantes de acoplamento dos hidrogénios H-2 e H-3, conforme espectro de
TOCSY (Figura 147, p. 232). A constante de 9 Hz observada para H-3 (6 2,72; d) e
H-2 (6 3,45; ddd) indica que estes hidrogénios encontram-se em axial e como foi
proposto que H-3 estaria em [, temos portanto, o sistema 2f3,3a-(OH),. A

estereoquimica de C-16 foi atribuida por comparacdo com dados da literatura.

Figura 36. Interacbes observadas nos
experimentos de NOESY 1D (.....) e TOCSY

1D ().

A férmula molecular proposta, pelos dados de RMN de *H, **C, gHMQC
(Figuras 153-155, p. 235-237), gHMBC (Figuras 156-158, p. 238-240) e DEPT
(Tabela 9), Cx0H3403, foi confirmada pela espectrometria de massas (Figura 159, p.
240), atraves da observacédo do aduto com sodio em m/z 345,25, permitindo definir a
substancia 9 como 2pB,3a,16a-triidroxi- ent-caurano. A estereoquimica —ent foi
deduzida pela comparacdo da rotacdo Optica de 9 com andlogos na literatura
(CONNOLLY, HILL, 1991).

De acordo com levantamento bibliogréfico, ndo ha registro deste diterpeno na

literatura.

Dados complementares:
v [d]¥ - 1,36 (c 0,122; MeOH);
v Estado fisico: soélido amarelo de
baixo ponto de fusdo
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7,

Yucalexin B-22 “COOH

ac.160-hidroxi-ent-caurandico

Analogos da literatura.
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4.3.3. Triterpenos

Espécies de Alibertia sdo conhecidas por serem ricas fontes de triterpenos
pentaciclicos, especialmente do tipo oleanano e ursano (LUCIANO et al.,, 2004;
OLEA et al., 1997; BROCHINI et al., 1994; BOLZANI et al., 1991). Este estudo veio
confirmar os dados anteriores, uma vez que foram isolados 11 triterpenos dos caules
de Alibertia edulis, A. macrophylla e A. sessilis. Além de triterpeno do tipo ursano e
oleanano, foi isolado também um triterpeno derivado do cicloartano.

Os triterpendides sdo um grupo de produtos naturais amplo e estruturalmente
diverso, derivados do esqualeno ou precursores aciclicos de 30 carbonos. Com
atividades biolégicas bem caracterizadas incluem também os esterdides e
saponinas. Este grupo exibe mais de 100 esqueletos distintos. A maioria dos
triterpendides sdo 6-6-6-5 tetraciclicos, 6-6-6-6-5 ou 6-6-6-6-6 pentaciclicos, mas
aciclicos, monaociclicos, biciclicos, triciclicos e hexaciclicos também tém sido
isolados de fontes naturais (Figura 37) (XU et al, 2004).

HO

Cameliol C

polipoda-7,13,17,21-tetraen-3-ol malabarica-14(27),17,21-trien-3-ol

HO

lanosterol

Figura 37. Exemplos dos diferentes esqueletos de triterpenos (XU et al, 2004).
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Os triterpenos ndo sao formados pelo processo de adicdo de IPP para o
crescimento da cadeia. Duas moléculas de farnesil PP séo unidas cauda-cauda para
produzir o hidrocarboneto esqualeno, via pré-esqualeno PP. A ciclizacdo do
esqualeno é via intermediario 2,3 6xido de esqualeno, produzido numa reacdo com
O, e NADPH. O ¢6xido de esqualeno, na conformacao cadeira-cadeira-cadeira-barco
leva a formacdo do cation damarenil. Através de rearranjo Wagner-Meerwein, um
anel de seis membros é criado, em contrapartida, a formacdo de carbocation
secundéario, levando a obtencdo do cétion bacarenil. A partir deste, formacdo de
aneéis, migracdo de metilas ou hidretos e a perda de préton, levam a formacéo dos
triterpenos lupeol, a-amirina, B-amirina, taraxasterol e germanicol, como mostra a
figura 38 (DEWICK, 1997b):

cation damarenil

o—amirina

Figura 38. Rota biossintética para a formacé&o de alguns triterpenos mais comuns.
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Dentro da ampla variedade de triterpenos, existe uma quantidade significativa
deles que pode ser considerado de estrutura simples, que apresenta como
caracteristica comum uma Uunica ligacdo dupla, e apenas um grupo funcional
oxigenado no C-3, ou neste carbono e em algum dos grupos metilas. Comumente
varios deles ocorrem numa mesma espécie, formando misturas complexas. Em
funcdo da semelhanca estrutural, esses triterpenos apresentam um comportamento
cromatografico muito semelhante, dificultando o isolamento e a posterior
identificagédo dos constituintes da mistura.

O emprego de técnicas de RMN de *3C, como a obtencdo de um espectro
totalmente desacoplado, e das sequéncias de DEPT 90° e 135° permite a
identificacdo dos componentes de misturas de triterpenos simples com a mesma
funcionalizacdo, através da comparacdo dos valores de deslocamento quimico de
RMN de C obtidos, com os descritos na literatura, especialmente dos atomos de
carbono que sustentam a ligacdo dupla, por serem caracteristicos em alguns tipos
de esqueletos (OLEA et al., 1990).

Os triterpenos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal. Algumas
plantas contém grande quantidade deles no latex e na resina e a funcao fisiologica
desses compostos, acredita-se ser de defesa quimica contra patdégenos e
herbivoros. No ambito dos seres humanos e animais, h& relatos de atividades
antitumoral e anticancerigena, como por exemplo, o acido ursélico que apresentou
inibir tumores em peles de ratos e o0 acido 23-hidroxi-3-oxo-urs-12-en-28-0ico que
apresentou atividade antiulcerogénica. Atividade antiinflamatéria foi descrita para
acetato de taraxasterol e para 20,3p,23-triidroxi-olean-12-eno, além de atividades
antiviral e antibacteriana (MAHATO, SEN, 1997).

4.3.3.1. Substancias 10, 11, 12 e 13: 340O-acetil B-amirina, 340O-

acetil a-amirina, acido oleandlico e acido ursolico
O congestionamento de sinais na regido diamagnética do espectro de RMN
de 'H propde que as substancias em anélise sejam triterpenos.
Os espectros de RMN de 'H das substancias 10 e 11 (Figuras 160 e 162, p.
241 e 242) e da mistura 12 e 13 (Figura 164, p. 243) apresentaram VAarios sinais
entre 6 0,69 — 1,07 referentes aos hidrogénios metilicos, um sinal em &6 5,20

referente a hidrogénios olefinicos e dois multipletos em 64,4 (10 e 11) e em 6 3,2
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(12 e 13) caracteristicos de hidrogénios oximetinicos. Para as substancias 10 e 11
foi observado ainda, um singleto em 6 1,98 referente aos hidrogénios da metila de
grupo acetato. Os hidrogénios H-3 em 10 e 11 estdo desblindados devido ao efeito
anisotropico causado pela carboxila do acetato.

O espectro de RMN de *C (Figura 161, p. 241) de 10 apresentou sinais em &
122,5 e 143,5, que caracterizam o0s carbonos olefinicos C-12 e C-13,
respectivamente, de triterpenos com esqueleto do tipo oleanano. No espectro de
RMN de *C (Figura 163, p. 242) de 11 foi observado os carbonos olefinicos em &
125,7 e 137,9, que caracterizam os carbonos C-12 e C-13, respectivamente, de
triterpeno do tipo ursano. J4 na mistura 12 e 13 (Figura 165, p. 243), foram
observados os quatro carbonos olefinicos citados acima, além de carbono em &
178,2 referente a carboxila, sugerindo que a mistura seja composta pelos acidos
ursélico 13 e oleandlico 12. Em ¢ 79,0 foi observado o sinal do carbono oximetinico
para a mistura e em ¢ 80,9 para as substancias separadas, além de carbonila em &
171,0 caracteristica do grupo acetato. O sinal de C-3 para as substancias 10 e 11
esta deslocado para a regido de desprotecdo do espectro devido a esterificacdo da
hidroxila na posicao 3. A acetilacdo acentua o efeito no carbono a e diminui o efeito
em B3, e o efeito em y permanece mais ou menos inalterado. Isto pode ser observado
no caso dos triterpenos B-amirina e acetato de [B-amirina onde C-3, C-2 e C-4
ressonam respectivamente em ¢ 78,8; 27,4; 38,7 e 81,1 (+ 2,4); 23,6 (- 3,8); 37,7 (-
1,1) (MAHATO, KUNDU, 1994).

Assim, as substancias 10 e 11 foram caracterizadas como acetato de -
amirina e acetato de a-amirina, respectivamente (Tabela 10).

Os triterpenos olean-12-eno e urs-12-eno podem ser distinguidos pelos
valores de ressonancia dos carbonos olefinicos. C-12 € desprotegido em 2 ppm e C-
13 é protegido em 5 ppm em urs-12-eno, em comparacdo aos carbonos
correspondentes nos olean-12-enos. A diferengca entre os dois valores pode ser
racionalizada pela presenca do grupo metila em 19p-equatorial que esti proximo a
ligacdo dupla (y e 3 em relacdo a C-13 e C-12, respectivamente), nos urs-12-enos.
Alem disso, o atomo de carbono do anel E, que mostra as maiores diferengcas nos
deslocamentos quimicos entre as duas séries, € C-18, cuja ressonancia esta
blindada ca 11,5 ppm em olean-12-eno devido ao efeito de protecdo do grupo metila
20p-axial, disposto em y-gauche com C-18 (MAHATO, KUNDU, 1994).
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4.3.3.2. Substancia 14 : acido 34-O-acetil mordlico

O espectro de RMN de *H da substancia 14 (Figura 166, p. 244) apresentou
singletos em 60,71; 0,77; 0,78; 0,82; 0,91; 0,92 e 0,93 referentes aos hidrogénios de
sete grupos metilicos, um singleto em ¢ 1,98 referente aos hidrogénios da metila do
grupo acetato, um singleto em 6 5,15 caracteristico do hidrogénio olefinico da
estrutura e um multipleto em ¢ 4,40 referente a hidrogénio oximetinico.

No espectro de RMN de *3C (Figura 167, p. 244) foram observados sinais em
o 133,2 e 136,7 que caracterizam os carbonos olefinicos C-18 e C-19
respectivamente, de triterpenos com esqueleto do tipo 18,19-oleanano, estruturas
descritas pela primeira vez por MAJUMDER (1979). O sinal do carbono carbindlico
foi observado em 680,9 e em 6171,1 e 181,9 verificou-se a presenca de carbonilas
de éster e &cido, respectivamente.

A comparacdo dos dados de RMN de *C da substancia 14 com os descritos
na literatura (MAJUMDER et al, 1979; MAHATO, KUNDU, 1994) (Tabela 10), aliada
a confirmacdo da férmula molecular (Cs;Hs004), obtida pela espectrometria de
massas (Figura 168, p. 245) m/z 497,36 [M - H], conduziram a identificagcdo da
substancia como sendo o acetato do acido mordlico, sendo este o primeiro relato do

metabdlito na familia.
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4.3.3.3. Substancia 15: lupeol

O espectro de RMN de *H da substancia 15 (Figura 169, p. 245) caracterizou-
se pela predominancia de sinais na regido diamagnética, caracteristicos de
triterpenos e pela presencga de singletos largos na regido relativa aos hidrogénios
olefinicos. Na primeira regido observou-se entre outros, os singletos em §0,74; 0,77,
0,81; 0,92; 0,95 e 1,01 atribuidos aos seis grupos metilicos presentes na estrutura e
um singleto em 6 1,66 correspondente aos hidrogénios metilicos H-30 de derivado
lupano. Observou-se também um multipleto em 6 3,20 caracteristico de hidrogénio
oximetinico. Na regido dos hidrogénios olefinicos observou-se dois dubletos de
constante de acomplamento 2 Hz, um em 6 4,55 e outro em 6 4,67 referentes a dois
hidrogénios ndo equivalentes e geminais de um grupo metilénico.

A andlise do espectro de RMN de *C (Figura 170, p. 246) e DEPT 135°
(Figura 171, p. 246) confirmou a presenca da ligacdo dupla, pelos sinais em ¢ 109,3
(CHy) e 150,9 (C) -caracteristicos dos carbonos olefinicos C-29 e C-20,
respectivamente, de triterpeno derivado do lupano. As metilas foram confirmadas
pela presenca dos carbonos em ¢ 14,5; 15,3; 15,9; 16,1; 17,9; 19,3 e 27,9. O sinal
em ¢ 78,9, presente no espectro, é caracteristico do carbono oximetinico.

A comparacado dos dados obtidos da substancia 15 (Tabela 10) com os
descritos na literatura (MAHATO, KUNDU, 1994) permitiu propor a substancia como

sendo lupeol.
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4.3.3.4. Substancias 16, 17, 18 e 19: lupenona, germanicona, a-
amirenona e f-amirenona

O espectro de RMN de *H da mistura das substancias 16, 17, 18 e 19 (Figura
172, p. 247) caracterizou-se pela predominancia de sinais na regido diamagnética
caracteristicos de triterpenos e pela presenca de sinais em ¢ 4,57; 4,68; 4,85; 5,14 e
5,20 relativos a hidrogénios olefinicos. Na primeira regido observou-se além dos
varios singletos atribuidos aos grupos metilicos presentes nas estruturas, um
singleto em ¢ 1,68 correspondente aos hidrogénios metilicos H-30 do derivado
lupano. Na regido dos hidrogénios olefinicos os singletos largos em 6 4,57 e outro
em ¢ 4,68 sao referentes a dois hidrogénios geminais ndo equivalentes de um grupo
metilénico, caracteristico de derivado lupano e os multipletos em 6 5,14 e 5,20
caracteristicos de hidrogénios olefinicos de duplas trissubstituidas, como nos
derivados ursano e oleanano.

A anélise do espectro de RMN de '°C (Figuras 173 e 174, p. 247 e 248)
sugeriu que a amostra € composta por uma mistura de quatro triterpenos. Isto péde
ser verificado pela comparacdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos sp® com
0s existentes na literatura e pela presenca de 7 sinais de carbonos olefinicos no
espectro [n&o foi observado o sinal para o carbono 19 (C)]. Os carbonos em ¢ 109,3
(CH;) e 150,8 (C) sdo caracteristicos dos carbonos olefinicos C-29 e C-20,
respectivamente, de triterpeno derivado do lupano. O carbono em ¢ 121,5 (CH) e
145,3 (C) caracteristico do carbono olefinico C-12 e C-13, respectivamente, e em ¢
129,8 (CH) caracteristico de carbono olefinico C-18, todos de triterpenos derivado do
oleanano. Os carbonos em ¢ 124,2 (CH) e 139,7 (C) sdo caracteristicos dos

carbonos olefinicos C-12 e C-13, respectivamente, de triterpeno derivado do ursano.
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Observou-se também a presenca de carbonos carbonilicos em 6 217,9 e 218,2,
sugerindo tratar-se das cetonas dos triterpenos e ndo de seus alcoois.

A elucidacao das estruturas destes triterpenos foi baseada no método descrito
por OLEA (1990), além da comparacdo dos valores dos deslocamentos quimicos
dos carbonos (Tabela 10) com valores descritos na literatura. Desta forma, foram
identificados os triterpenos lupenona 16, germanicona 17, a-amirenona 18 e f-

amirenona 19.




Estudo quimico e biolégico de espécies de Rubiaceae

107

17, 18 e 19 (CDCls, 50 MHz)

n°C 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
1 380 382 384 384 378 387 397 399 396 394
2 235 235 276 271 236 273 342 341 342 34,2
3 809 809 790 790 809 79,0 2182 2182 2179 2179
4 376 390 38,7 387 385 386 473 473 473 473
5 55,2 552 552 552 554 552 549 549 552 552
6 18,1 181 183 183 182 183 196 196 196 19,6
7 324 328 326 326 345 342 335 338 324 322
8 39,2 394 395 395 406 40,7 399 399 39,7 397
9 475 479 476 475 51,1 50,3 49,8 498 482 46,9
10 369 368 370 30 371 371 371 36,6 36,8 36,8
11 235 235 234 229 209 208 21,3 216 235 235
12 122,5 125,7 122,6 1258 259 250 251 26,1 124,2 1215
13 143,5 1379 1435 1379 412 380 383 385 139,7 1453
14 415 419 416 416 425 428 430 430 422 419
15 256 290 280 276 293 273 274 274 281 269
16 276 279 235 235 333 355 355 373 266 261
17 324 33,7 465 4655 479 429 430 342 335 323
18 46,5 552 41,0 52,6 136,7 482 482 n.o. 59,1 474
19 458 39,4 458 38,8 1332 479 479 1298 39,8 46,7
20 306 394 306 388 320 1509 1508 324 398 31,2
21 33,7 305 337 306 335 297 298 333 31,2 347
22 376 419 324 370 333 399 399 373 415 373
23 280 290 280 290 279 279 266 269 26,6 26,1
24 153 155 155 155 16,7 153 21,0 21,0 21,5 21,3
25 153 155 153 153 165 16,1 158 159 154 154
26 16,6 16,7 169 169 159 159 159 159 16,8 16,8
27 258 233 259 226 148 145 145 145 231 26,1
28 280 280 17v8,2 1v8,2 1817 179 174 253 28,7 284
29 330 170 330 169 30,3 109,3 109,3 31,2 17,4 33,3
30 233 211 235 211 290 193 193 291 215 23,6

CH;COO- 21,3 21,3 21,3
CH;COO- 171,0 171,0 1711
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4.3.3.5. Substancia 20: acido 21-hidroxi-3,4-seco-cicloart-4(29),
24(31)-dien-3-6ico

O espectro de RMN de *H da substancia 20 (Figuras 175 e 176, p. 249 e 250)
caracterizou-se pela predominancia de sinais na regido diamagnética e pela
presenca de singletos largos na regido dos hidrogénios olefinicos, sugerindo tratar-
se de um triterpeno. Os singletos em 60,89 (3H) e 0,92 (3H), os dubletos em 6 0,96
(7 Hz, 6H) e o singleto em 6 1,61 (3H) séo referentes a 5 grupos metilicos presentes
na estrutura, sendo que o singleto em 6 1,61 € caracteristico do hidrogénio metilico
alilico H-30. Em 63,55 (dd, 4,5 e 11 Hz, 1H) e em 6 3,68 (dd, 2,6 e 11 Hz, 1H) foram
observados os hidrogénios oximetilénicos H-21. Na regido dos hidrogénios
olefinicos, observou-se trés singletos largos em ¢ 4,63 (1H); 4,67 (2H) e 4,75 (1H)
referentes a hidrogénios metilénicos geminais ndo equivalentes de ligacdo dupla
dissubstituida. Além desses, a presenca de dois dubletos, um em 6 0,34 (d; 4,5 Hz,
1H) e outro em ¢ 0,68 (d; 4,5 Hz, 1H) sugerem a existéncia de um anel
ciclopropanico na estrutura da substancia.

A andlise dos espectros de RMN de **C (Figura 177, p. 251) e DEPT 135°
(Figuras 178 e 179, p. 252) confirmou a presenca de duas ligagbes duplas
dissubstituidas pelos carbonos em 6 106,2 (CH,)/156,5 (C) e em 6 111,6 (CHy)/
149,3 (C); de carbono metilénico carbindlico em 6 62,4 e também de carbono
carboxilico em 6178,8.

A presenca de um anel ciclopropano, de duas ligacdes duplas dissubstituidas,
de carbonila, de um numero reduzido de metilas e da auséncia, principalmente, de
carbono oximetinico caracteristico de triterpeno C-3-OH (~6 78,0) levou-nos a
sugerir que a estrutura da substancia 20 seja um derivado 3,4-seco-cicloartano.

A dupla que contem os carbonos em ¢ 111,6 e 149,3 foi atribuida aos
carbonos 29 e 4, respectivamente, devido a correlagéo observada no mapa gHMBC
(Figuras 182-184, p. 255-257) com os hidrogénios metilicos em 6 1,61 (H-30). E a
dupla com os carbonos em ¢ 106,2 e 156,5, foi atribuida aos carbonos 24 e 31,
devido a correlagdo observada com os hidrogénios metilicos em ¢ 0,96 (H-26 e H-
27).

A hidroxila foi localizada em C-21 devido aos sinais em ¢ 46,1 e 42,5

atribuidos a C-17 e C-20, respectivamente, com base na analise dos efeitos nos
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carbonos 3 e y do grupo -OH. Se C-21 correspondesse a um CHj3, C-17 apresentaria
deslocamento em 652,2 e C-20 em 6 36,1 (FURLAN et al., 1993).

A analise dos mapas de correlacdo gHMQC (Figuras 180 e 181, p. 253 e 254)
e gHMBC (Tabela 11) e a comparacdo com analogos na literatura (PAULA et al.,
1997; CABRERA et al., 1995) levaram-nos a propor que a substancia 20 seja o acido
21-hidroxi-3,4-seco-cicloart-4(29), 24(31)-dien-3-6ico. O espectro de massas
confirmou a férmula molecular proposta CsiHs003 através do fragmento m/z 469 [M —
H]" (Figura 185, p.257). Levantamento bibliografico ndo apresentou relatos desta

substancia na literatura.

Dados complementares:
v [a]% + 4,22 (c 0,102; AcOEL);

v’ Estado fisico: sélido branco de baixo ponto de fuséo.
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Tabela 11. Dados de RMN de 'H, de *C e gHMBC para a substancia 20.(CDCls;, 500 MHz

para 'H e 125 MHz para **C)*
1

n° H/C H Bc DEPT 135° gHMBC
1 1,89 (m) 27,6 CH,
2 2,27 (m) ou 2,44(m) 31,3* CH, 156,5/ 178,8
3 - 178,8 C
4 - 149,3 C
5 2,35 (m) 45,8 CH
6 1,04 (m) 27,4 CH,
7 1,56 (m) 24,9 CH,
8 1,52 (m) 47,5 CH
9 - 21,3 C
10 - 27,1 C
11 2,04 (m)/ 1,26 (m) 26,9 CH,
12 1,54 (m) 32,1 CH,
13 - 45,0 C
14 - 49,0 C
15 1,28 (m) 35,4 CH,
16 1,98 (m) 28,7 CH,
17 1,88 (m) 46,1 CH
18 0,92 (s) 18,2 CHs 32,1/ 45,0/ 49,0
19 0,35 (d; 4,5) 29,8 CH, 27,6/ 47,5
0,68 (d; 4,5)
20 1,45 (m) 42,5 CH
21 3,55 (dd; 4,5 e 11) 62,4 CH,
3,68 (dd; 2,6 e 11)
22 1,53 (m) 28,2 CH,
23 2,27 (m) ou 2,44(m) 31,3* CH, 156,5/ 178,8
24 - 156,5 C
25 2,27 (m) 33,7 CH 156,5
26 0,96 (d; 7) 21,8% CHs 21,9/ 33,7/ 156,5
27 0,96 (d; 7) 21,9%* CHs 21,8/ 33,7/ 156,5
28 0,89 (s) 19,4 CHs 35,4/ 45,0/ 49,0
29 4,67 (sl)/ 4,75 (sl) 111,6 CH, 19,6/ 45,8
30 1,61 (s) 19,7 CHs 45,8/ 111,6/ 149,3
31 4,63 (sl)/ 4,67 (sl) 106,2 CH, 31,3/ 33,7

*/** podem estar trocados.
8 em ppm. Multiplicidade e constante de acoplamento (J em Hz) entre parénteses.

Os derivados cicloartanos séo formados a partir do cétion protosteril originado

da ciclizacdo do 6xido de esqualeno, porém neste caso, na conformacédo cadeira-
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barco-cadeira-barco (figura 39) e ndo mais cadeira-cadeira-cadeira-barco, como na

formacdao dos triterpenos a- e B-amirina, lupeol e germanicol (figura 38).

cicloartenol

HO

Figura 39. Biossintese do cicloartenol (DEWICK, 1997b).

4.3.4. Esteroides

Os esterbides sao triterpendides modificados contendo o sistema de anéis
tetraciclico do lanosterol (fungos) ou cicloartenol (plantas), mas sem 0s grupos
metilicos em C-4 e em C-14 (Figura 40). Estudos recentes descrevem que 0S
fitoesterdis sdo capazes de reduzir as taxas de colesterol no plasma humano
(KRITCHEVSKY, CHEN, 2005).

Os principais esterdis em plantas, fungos e algas séo caracterizados por
apresentar substituintes extras, com um ou dois carbonos, no carbono 24. Os
esterdis de plantas campesterol e sitosterol apresentam, respectivamente, uma
metila e uma etila em C-24 na estrutura andloga ao colesterol. Ja o estigmasterol
contém uma insaturacdo adicional na cadeia lateral, entre os carbonos C-22 e C-23
(trans) (DEWICK, 1997b).
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1. alquilagdo em C-24

2. perda da metila C-4a

3. abertura do ciclopropano
4. perda da metila C-14a

5. isomerizagéo alilica

6. alquilacdo da cadeia lateral
7. perda da metila C-4

HO

cicloartenol

estigmasterol «—
sitosterol

Figura 40. Sequéncia de reacao para a formacgao dos esterois a partir do cicloartenol.

4.3.4.1. Substancias 21, 22, 23 e 24: Sitosterol, estigmasterol, éster
saturado de sitosterol e éster insaturado de sitosterol
Os espectros de RMN de 'H da mistura de 21 e 22 (Figura 180, p. 258), da
substancia 23 (Figura 188, p. 259) e da substancia 24 (Figura 190, p. 260)
apresentaram varios sinais na regido diamagnética do espectro, entre 60,62 — 1,00
correspondentes aos varios hidrogénios de grupos metilicos. Observou-se também
sinais em ¢5,00; 5,20 e 5,35 referentes aos hidrogénios olefinicos.
O espectro de RMN de *C (Figura 187, p. 258) de 21 e 22 apresentou sinais
entre 6 11,8 e 21,0 correspondentes aos carbonos metilicos. Os sinais em 6 121,7;
140,7 e 129,2; 138,3 referentes aos carbonos olefinicos foram importantes para
caracterizar a natureza esteroidal de 21 e 22. Os demais valores de deslocamento
quimico foram relacionados aos carbonos metilicos, metilénicos e metinicos (Tabela
12), todos compativeis com aqueles descritos na literatura (NES et al.,, 1992,
FORGO, KOVER, 2004) para o sitosterol 21 e estigmasterol 22.
A mistura das substancias 21 e 22 foi injetada no cromatégrafo gasoso e apés
analise cromatografica foi observada a presenca de um terceiro pico (Figura 41), o
qual atribuimos ao campesterol 21a, substancia que co-ocorre com 0s outros dois

fitoesterdis na maioria das plantas.
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Figura 41. Cromatograma da mistura sitosterol, estigmasterol e campesterol.

Para as substancias 23 e 24 (Figura 189, p. 259 e figura 191, p. 260) foram
observados os carbonos olefinicos em 6 122,5 e 139,7; o carbono oximetinico em &
73,6 e o carbono carbonilico de éster em ¢173,9/ 173,2 (Tabela 12). A existéncia de
varios hidrogénios alifaticos em 6 1,24 e de carbonos metilénicos em ¢ 29 sugere a
presenca de uma cadeia alifatica na estrutura. A existéncia de carbono carbonilico e
do deslocamento quimico de C-3 em & 73,6, sugere que o sitosterol esteja
esterificado com um acido graxo saturado em 23 e insaturado em 24. Em 24, a
insaturacdo é caracterizada pelos carbonos olefinicos em §127,9; 129,9 e 130,1.

As estruturas propostas estdo baseadas na comparacdo com dados de
carbono 13 da literatura (ZHANG et al., 2005) e no relato de que além de esterdides
livres, € comum encontrar nos tecidos das plantas os ésteres de esteroides
(BERGMANN et al., 1964).

(Cn Hanm)y

23m=0
24m=2,4,6, etc.
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Tabela 12. Dados de RMN **C (5 em ppm) para as substancias 21, 22, 23 e 24 (CDCl; 50

MHz)

n°C 21 22 23 24 Literatura*
1 37,2 37,2 37,0 37,0 36,7
2 31,6 31,6 31,9 315 31,8
3 71,7 71,7 73,7 73,6 73,9
4 42,2 42,2 42,3 42,3 42,3
5 140,7 140,7 139,7 139,7 139,6
6 121,7 1217 122,6 122,6 122,6
7 31,8 31,6 31,9 31,9 31,9
8 31,8 31,8 31,9 31,9 31,9
9 50,1 50,1 50,0 50,0 50,0
10 36,4 36,4 36,6 36,6 36,6
11 21,0 21,1 21,0 21,0 21,0
12 39,7 39,7 39,7 39,7 39,7
13 42,2 42,2 42,3 423 42,3
14 56,7 56,0 56,7 56,7 56,7
15 24,2 24,2 24,3 24,3 24,3
16 28,2 28,2 28,2 28,2 28,2
17 56,0 56,0 56,0 56,0 56,0
18 11,8 11,8 11,8 11,8 11,8
19 19,3 19,3 19,3 19,3 19,3
20 36,1 40,5 36,1 36,1 36,1
21 18,7 21,0 18,7 18,7 18,7
22 33,8 138,3 33,9 33,9 33,9
23 26,0 129,2 26,1 26,1 26,0
24 45,8 51,2 45,8 45,8 45,8
25 29,1 31,8 29,1 29,1 29,1
26 19,7 19,7 19,8 19,8 19,8
27 18,9 18,9 19,0 19,0 19,0
28 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0
29 11,9 11,9 11,9 11,9 11,9
CH;COO- 173,9 173,2 170,5

*Acetato do sitosterol (ZHANG et al., 2005)

Andlise por cromatografia gasosa das substancias 23 e 24, mostrou tratar-se

de uma mistura de ésteres de série homdloga. Nos cromatogramas obtidos sdo
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observados picos com um intervalo médio de ca de 1 minuto (Figura 42), sendo este

perfil caracteristico de séries homdlogas de cadeia carbdnica.
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Figura 42. Cromatograma obtido para as misturas 23 e 24 de ésteres de sitosterol.

4.3.5. Saponina

Saponinas sdo glicosideos de esterdides ou de terpenos policiclicos. Esse
tipo de estrutura, que possui uma parte lipofilica (triterpeno ou esteréide) e outra
parte hidrofilica (acucares), determina a propriedade de reducdo da tensao
superficial da agua e suas acdes detergente e emulsificante (SCHENKEL et al.,
2003).

Podem ser classificadas de acordo com o nucleo fundamental da aglicona ou,
ainda, pelo seu carater acido, basico ou neutro. Quanto a aglicona, denominam-se
saponinas esteroidais e saponinas triterpénicas. O carater acido pode ser devido a
presenca de um grupamento carboxila na aglicona ou na cadeia de agucares (p.e.,
acido glicurénico), ou ambos. O carater basico decorre da presenca de nitrogénio,
em geral sob forma de uma amina secundaria ou terciaria.

Outra classificacdo refere-se ao nimero de cadeias de acgucares ligadas na
aglicona. Assim, saponinas monodesmosidicas possuem uma cadeia de acUcares,

enquanto que saponinas bidesmosidicas tém duas cadeias de acucares, a maioria
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com ligacao éter na hidroxila em C-3 e a outra com ligacdo éster em C-28 no caso
das saponinas triterpénicas.

O comportamento anfifilico e a capacidade de formar complexos com
esterdides, proteinas e fosfolipideos de membranas determinam um numero variado
de propriedades biolégicas para essas substancias, destacando-se a acdo sobre
membranas celulares, alterando sua permeabilidade ou causando sua destruicao.
Relacionadas com essa acdo sobre membranas, estdo as atividades hemolitica,
ictiotéxica e moluscicida. A complexag¢do com esteroides, tem incentivados trabalhos
que avaliam o uso de saponinas na dieta com o objetivo de reduzir os niveis de
colesterol sérico. Apresentam ainda, atividades antiinflamatoria, antiviral e
antifingica (SCHENKEL et al., 2003).

4.3.5.1. Substancia 25: pomolato de 38O-[a-L-ramnopiranosil-
(1-»2)-O-pD-glicopiranosil-(1-2)-O-#D-glicopiranosideo] 28-0O-
fF-D-glicopiranosideo
O espectro de RMN de *H (Figuras 192 e 193, p. 261 e 262) da substancia 25
apresentou sinais na regido caracteristica de hidrogénios metilicos de triterpenos e
na regido de hidrogénios oximetinicos e oximetilénicos tipico de acucares, levando a
propor que a substancia em analise seja uma saponina.
Foram observados sinais de hidrogénios referentes a sete metilas, ¢ 0,81,
0,90; 0,96 (d; 6,7 Hz); 0,99; 1,14; 1,23 e 1,36 € um hidrogénio olefinico em 65,33 (sl)
no espectro de RMN de *H, que em conjunto com dados de RMN de **C (Figuras
196 e 197, p. 265 e 266), onde foi observado sinais de carbonos olefinicos em &
129,7 e 139,5, levaram a sugerir que a aglicona tenha o esqueleto urs-12-eno.
Correlacdo observada, no mapa gHMBC (Figura 200, p. 269), entre as metilas
em 61,23 e 0,96 (d; 6,7 Hz) com o carbono oximetinico em 6 73,5 e a multiplicidade
observada para H-18 em §2,55 (s) no espectro de RMN de *H sdo consistentes para
a aglicona do &cido pomdlico (MAHATO, KUNDU, 1994), em que 0s sinais
correspondentes a C-3 e C-28 sdo observados em ¢ 78,2 e 180,6, respectivamente.
Porém, quando estas posi¢cdes sao glicosiladas, C-3 é desprotegido e C-28 é
protegido, logo como foram observados sinais desses carbonos em 6 92,1 e 178,5
para a substancia 25, podemos sugerir que trata-se de uma saponina

bidesmosidica.
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A presenca de quatro unidades de acUcar foi estabelecida a partir da
observacdo de quatro carbonos anoméricos, em ¢ 105,5; 101,9; 101,8 e 95,6, cujos
hidrogénios correspondentes, estabelecidos através de gHSQC (Figuras 198-199, p.
267-268), sdo o 4,44 (d; 7,7 Hz); 491 (d; 7,6 Hz); 5,22 (sl) e 5,36 (d; 8,1 Hz),
respectivamente. O sinal em § 1,28 (d; 6,1 Hz) sugere que uma das unidades de
acucar seja uma ramnose.

A analise dos espectros de massas em Tandem (Figuras 194 e 195, p. 263 e
264) confirma esta proposicdo. Fragmentacdo em segunda ordem (MS2) da
molécula desprotonada (m/z 1103) evidenciou a perda de 162 Da, sugerindo a
eliminacdo de uma hexose. MS3 do ion-precursor em m/z 941 mostrou a eliminacao
de 146 Da, sendo este valor compativel com a ramnose e, fornecendo o ion-produto
em m/z 795. MS4 deste ion levou a perda de um fragmento de 162 Da, o0 que sugere
novamente a eliminacdo de uma outra hexose, com formacdo do ion-produto m/z
633. E finalmente, MS5 de m/z 633 evidenciou a eliminacdo de uma quarta unidade
de acucar, sendo a terceira hexose, com a formacgédo do ion-produto em m/z 471,
que corresponde a aglicona do acido pomdlico.

A analise dos espectros de TOCSY 1D (Figuras 201-204, p. 270-273), obtidos
da irradiacdo dos hidrogénios anoméricos, aliada as constantes de acoplamento
observadas para tais hidrogénios (7,6; 7,7 e 8,1 Hz), comparagdo com a literatura
(BIALY et al., 1999) e fragmentacdo nos espectros de massas Tandem, permitiu
definir que as unidades de aclUcar sdo uma a-L-ramnose e trés S-D-glicose.

Com base no mapa de correlacdo gHSQC, todos os acgucares tiveram seus
hidrogénios e carbonos determinados. Foi possivel deduzir também que, as 2
unidades SD-glicopiranosil com hidrogénios anoméricos em ¢ 4,44 e 4,91 estao
substituidas no carbono 2 e que a unidade pD-glicopiranosil com hidrogénio
anomérico em ¢ 5,36 é terminal. Os deslocamentos quimicos de H-1"" (5 5,36) e C-
1™ (6 95,6) indicam que este aclcar esta envolvido numa ligagdo éster com o grupo
carboxilico em C-28, sendo esta ligacdo confirmada pela correlagdo no mapa
gHMBC, entre H-1"" (6 5,36) e C-28 (6 178,5). Ainda no mapa gHMBC, correlacéo a
longa distancia entre H-1' (6 4,44) e C-3 (6 92,1) indica que esta unidade de f-D-
glicose esta ligada no carbono 3 da aglicona. As demais correlagbes observadas
entre H-1" (0 4,91) e C-2’ (0 78,1) e entre H-1" (6 5,22) e C-2” (6 79,3) formam a
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cadeia triglicosidica a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O-4-D-glucopiranosil-(1—2)-O-4-D-
glucopiranosideo.

Assim, baseado nos dados descritos (Tabelas 13 e 14), a substancia 25 foi
identificada como pomolato de 33-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O-4-D-glicopiranosil-
(1—>2)-O-p-D-glicopiranosideo  28-O-f-D-glicopiranosideo, ndo sendo encontrado

relatos desta estrutura na literatura.

OH
(0]
OH
OH
HO HO
(0]
HO
HO
HO
O
25
HO e} -
HO
o
(0]
HO
HO
OH

Dados complementares:
v [a]% + 2,43 (c 0,126; MeOH);

v' Estado fisico: sélido amorfo marrom.
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Tabela 13. Dados de RMN de 'H e **C para a aglicona da substancia 25 (CDs;0OD, 500 MHz

para 'H e 125 MHz para **C)*

n° C/H 'H B¢
1 1,68/ 1,05 39,7
2 2,00/ 1,77 26,9
3 3,23 92,1
4 - 40,3
5 0,82 56,9
6 1,57/ 1,43 19,3
7 1,57/ 1,36 34,0
8 - 41,1
9 1,71 48,0
10 - 37,7
11 2,00 24,5
12 5,33 (sl) 129,6
13 - 139,5
14 - 42,5
15 1,88/ 1,04 29,5
16 2,64/ 1,67 26,4
17 - 49,0
18 2,55 (s) 54,8
19 - 73,5
20 1,38 42,7
21 1,77/ 1,27 26,9
22 1,82/ 1,65 37,7
23 1,14 (s) 28,6
24 0,90 (s) 16,7
25 0,99 (s) 15,8
26 0,81 (s) 17,5
27 1,36 (s) 24,6
28 - 178,5
29 1,23 (s) 27,0
30 0,96 (d; 6,7) 16,4

*3 em ppm. Multiplicidade e constante de acoplamento (J em Hz) entre parénteses.
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Tabela 14. Dados de RMN de 'H e™*C para os aclcares da substancia 25 (CD;OD, 600 MHz

para 'H e 125 MHz para **C)*
n° C/H H e n° C/H H e

1 4,44 (d; 7,7) 105,5 1" 5,22 (sl) 101,9
2’ 3,71 (dd; 7,7 € 8,9) 78,1 2" 3,94 (d; 3,2) 72,1
3 3,59 (dd; 8,9 e 8,9) 78,7 3" 3,76 (dd; 3,2 e 9,5) 72,0
4 3,26 (dd; 8,9 € 8,9) 72,0 4" 3,43 (tl, 9,5) 73,7
5’ 3,28 (m) 77,9 5" 4,16 (m) 69,4
6’ 3,69 (dd; 4 e 11) 62,8 6" 1,28 (d; 6,1) 18,1

3,91 (dd; <3e11)
1" 4,91 (d; 7,6) 101,8 17" 5,36 (d; 8,1) 95,6
2" 3,40 (dd; 7,6 € 9,3) 79,4 2"" 3,35 (dd; 8,1 e 8,9) 73,5
3’ 3,47 (dd; 9,3 e 9,3) 79,1 3" 3,36 (dd; 8,9 e 9,1) 78,3
4’ 3,07 (dd; 9,3 e 9,3) 72,5 4" 3,39 (dd; 9,1e9,1) 70,7
5" 3,26 (M) 77,6 5" 3,43 (m) 78,1
6" 3,56 (dd; 6,7 e 11,3) 63,5 6" 3,72 (dd; 3,5e 11,7) 62,3

3,87 (dd; <3e11,3) 3,84 (dd; 2 e 11,7)

*3 em ppm. Multiplicidade e constante de acoplamento (J em Hz) entre parénteses.
As multiplicidades dos hidrogénios foram obtidas com base no espectro de TOCSY 1D

4.3.6. Derivados fendlicos

Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e nos
microorganismos, fazendo também parte do metabolismo animal. Dentre os
compostos fenodlicos pertencentes ao metabolismo secundario dos vegetais sdo
encontradas estruturas tdo variadas como a dos acidos fendlicos, dos derivados de
cumarina, dos pigmentos hidrossoliveis das flores, dos frutos e das folhas
(CARVALHO et al., 2003).

A via do chiquimato proporciona uma rota alternativa para compostos
aromaticos, particularmente os aminoacidos aromaticos L-fenilalanina, L-tirosina e L-
triptofano. Os dois primeiros aminoacidos formam a base das unidades fenilpropano
C6-C3 encontrados em muitos produtos naturais, como por exemplo, acidos
cindmicos, cumarinas, lignanas e flavondides, e o ultimo aminoacido é precursor da
estrutura de um grande numero de alcaléides. Em adicdo, podem-se encontrar
muitos derivados simples de acido benzoico, que sdo produzidos em ramificagbes da
via do chiquimato (DEWICK, 1997d).

Esses compostos podem ser classificados segundo o tipo do esqueleto
carbonico principal (Tabela 15 -DEWICK, 1997d).
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Tabela 15. Classificacdo dos compostos fendlicos de acordo com o esqueleto principal.

Esqueleto principal | Classe de compostos fendlicos

Cé6 Fendis simples, benzoquinonas

C6-C1 Acidos fendlicos

C6-C2 Acetofenonas e 4cidos fenilacéticos

C6-C3 Fenilpropanoides, fenilpropenos, cumarinas e
cromonas

C6-C4 Naftoquinonas

C6-C1-C6 Xantonas

C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas

C6-C3-C6 Flavondides e isoflavondides

(C6-C3); Lignanas

(C6-C3-C6), Diflavondides

(C6), Melaninas vegetais

(C6-C3), Ligninas

(C6-C1), Taninos hidrolisaveis

(C6-C3-C6), Taninos condensados

No género Alibertia, ja foram relatados até entdo, o isolamento da cumarina
escopoletina em A. myrciifolia (LUCIANO et al., 2004) e de ésteres do acido cafeico
das folhas de A. macrophylla (BOLZANI et al, 1991).

Neste estudo estamos descrevendo o isolamento de trés derivados C6-C1,
dois derivados C6-C3, dois derivados (C6-C3), e outros dois derivados fendlicos
glucosilados, sendo todos isolados pela primeira vez no género, as lignanas isoladas
pela primeira vez na familia e um dos derivados fendlicos ainda ndo descrito na

literatura.

4.3.6.1.
O espectro de RMN de 'H da substancia 26 (Figura 205, p. 274) apresentou
apenas sinais em 66,50 — 6,70 (m, 2H), em 67,10 (td, 2 e 8 Hz, 1H) e em 67,63 (dd,

1,5 e 8 Hz, 1H), que acoplando entre si, como visto no espectro de gCOSY (Figura

Substéancia 26: acido salicilico

206, p. 274), caracterizam uma substancia aromatica dissubstituida.

Os espectros de RMN de **C (Figura 207, p. 275) e DEPT 135° (Figura 208,
p. 275) apresentaram trés sinais de carbonos metinicos em 6 115,7 (x2), 129,9 e
131,2, e um sinal de carbono quaternario em ¢ 163,0, caracteristico de carbono

ligado a atomo eletronegativo, neste caso, oxigénio.
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No mapa de correlacdo gHMBC (Figura 211, p. 276), observa-se o
acoplamento a longa distancia do hidrogénio H-6 em ¢ 7,63 com um carbono
quaternario em 6 172,0, provavelmente de carboxila.

O conjunto dos dados obtidos (Tabela 17) sugere a substancia 26 como
sendo o acido salicilico. Isto pode ser confirmado pelo espectro de massas (Figura
209, p. 275) que mostra os fragmentos [M - H] m/z 137 e [M — 44 - H] m/z 93,
sugerindo perda de CO..

4.3.6.2. Substancia 27: acido protocatecuico

Na regido de hidrogénios aromaticos do espectro de RMN de *H (Figura 212,
p. 277) da subfragdo 3.2, proveniente do extrato em AcOEt de A. macrophylla e em
gue ja foi caracterizado o iridoide 4 (p. 87), foram observados sinais em 66,78 (d; 8
Hz, 1H); 7,29 (d; 8 Hz, 1H) e 7,34 (s, 1H) sugerindo um sistema aromatico
trissubstituido. Os deslocamentos quimicos em & 7,29 e 7,34 desses hidrogénios
sugerem que eles estejam em posicdo orto a um grupo retirador de elétrons e que o
hidrogénio em 66,78 esteja orto a um grupo doador de elétrons no anel aromatico.

Mesmo n&do sendo observado o0 desdobramento dos sinais para o
acoplamento em meta dos hidrogénios, € possivel verificar no espectro de gCOSY
(Figura 213, p. 277) o acoplamento entre os hidrogénios em 67,29 e 7,34.

As interacfes observadas nos mapas de correlacdo gHMQC (Figuras 216 e
217, p. 279) e gHMBC (Figuras 218 e 219, p. 280), juntamente com os dados iniciais
(Tabela 16), levaram a propor a estrutura do acido protocatecuico para 0 composto

fendlico presente na subfracéo 3.2.
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4.3.6.3. Substancias 28 e 29: 4cido vanilico e acido cafeico

O espectro de RMN de 'H da subfracdo 3.5 do extrato em AcOEt de A.
macrophylla (Figuras 220 e 221, p. 281) também apresentou sinais caracteristicos
de substancia aromatica. Os sinais em 66,88 (d; 8,5 Hz, 1H); 7,53 (dI; 8,5 Hz, 1H) e
7,49 (sl, 1H) indicaram a presenca de um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido. Foram
observados ainda sinais em ¢ 6,16 (d; 16 Hz) e 7,42 (d; 16 Hz) referentes a uma
ligacdo dupla dissubstituida com configuracdo trans. Um segundo anel 1,3,4-
trissubstituido foi evidenciado pelos sinais em ¢ 6,76 (d; 8 Hz, 1H); 6,98 (dI; 8 Hz,
1H) e 7,04 (s, 1H).

As interacdes observadas no mapa de correlacdo gHMBC (Figuras 224 e 225,
p. 283 e 284) entre o hidrogénio em 6 7,42 e os carbonos C-9, em 6165,8 e C-1 em
0 121,0, confirmam o sistema carbonilico a,p-insaturado conjugado ao anel. Foi
observado, também, o acoplamento dos hidrogénios metilicos em ¢ 3,82 com o
carbono em 6147,0, evidenciando um éter alquil-aril.

Ainda com a analise do mapa de correlacdo gHMBC, foi possivel estabelecer
gue os dois sistemas aromaticos encontram-se independentes um do outro, ja que
nao se observa qualquer correlagéo entre eles.

O conjunto dos dados obtidos (Tabela 16) sugere a mistura de um derivado
C6-C1 e um derivado C6-C3, sendo as substancias 28 e 29, entdo, identificadas

como o acido vanilico e o acido cafeico, respectivamente.
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4.3.6.4. Substancia 30: acido 5-O-cafeoil-quinico (acido clorogénico)

O espectro de RMN de *H da substancia 30 (Figuras 226 e 227, p. 285 e 286)
apresentou sinais caracteristicos de substancia aromatica. Os sinais em ¢ 7,04 (d,
1H, 2 Hz), 6,96 (dd, 1H, 2 e 8 Hz) e 6,74 (d, 1H, 8 Hz) indicaram a presenca de anel
aromatico 1,3,4-trissubstituido. Foram observados ainda sinais em ¢ 7,43 (d, 1H, 16
Hz) e 6,22 (d, 1H, 16 Hz) que indicaram a presenca de ligacdo dupla trans-
dissubstituida. A analise do conjunto destes sinais evidenciou a presenca da porcao
do &cido cafeico. O espectro de RMN de *H exibiu ainda os sinais em §5,16 e 3,89
caracteristicos de hidrogénios oximetinicos.

A andlise do espectro de RMN de *C (Figura 228, p. 287) confirmou a
presenca da unidade do acido cafeico pelos sinais em 6 166,4; 148,7; 145,7; 144,6;
125,4; 121,3; 115,8 e 114,5. Foram observados sinais de carbonos carbindlicos em ¢
79,1, 73,4, 71,7 e 71,5 e sinais de carbono metilénico em ¢ 38,1 e 39,0 além da
presenca de carbono de carboxila em 6 176,3, 0 que levou a propor a estrutura do
acido quinico.

Os acoplamentos observados no mapa de correlacdo gHMBC (Figura 231, p.
290) entre os hidrogénios em ¢ 7,43 e 6,22 e o carbono em ¢ 166,4 atribuido a
carbonila de éster e ¢ 121,3 atribuido ao C-6’ do sistema aromético, confirmam o
sistema carbonilico a,B-insaturado conjugado ao anel. Ainda no mapa gHMBC, a
localizacdo do acido quinico na estrutura foi determinada pela existéncia de
acoplamento a longa distancia entre o hidrogénio em 65,16 (H-5) do acido quinico e
o carbono carboxilico do acido cafeico em ¢ 166,4, indicando a esterificacdo do
acido cafeico pelo &cido quinico.

O conjunto dos dados adquiridos (Tabela 17) identifica a substancia 30, como

o acido 5-O-cafeoil-quinico ou acido clorogénico.
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Tabela 17. Dados de RMN de 'H, de *C e gHMBC para a substancia 30 (DMSO-ds, 500
MHz para 'H e 125 MHz para *C*

n°H/C 'H 3¢ gHMBC
1 - 125,4
2’ 7,04 (d; 2) 114,5 148,7/ 144,6/ 121,3
3 - 145,7
4 - 148,7
5 6,74 (d; 8) 115,8 148,7/ 145,7/ 125,4
6’ 6,96 (dd; 2 e 8) 121,3 148,7/ 144,6/ 114,5
7 7,43 (d; 16) 144,6 166,4/ 125,4/ 121,3/114,5
8’ 6,22 (d; 16) 114,5 166,4/ 125,4
o - 166,4
1 - 79,1
2 1,60 (m) 38,1
1,97 (dd; 3 e 14,5)
3 3,89 (m) 71,5 38,1
4 3,50 (m) 73,4 71,5
5 5,16 (ddd; 11,10 e 5) 71,7 39,0/ 73,4/166,4
6 1,74 (m)/ 1,82 (t; 11) 39,0 71,7
7 - 176,3

*3 em ppm. Multiplicidade e constante de acoplamento (J em Hz) entre parénteses.

Compostos catecélicos nado flavonoidicos como o &cido clorogénico (acido 5-
O-cafeoilquinico) e seus derivados sdo encontrados em diversas plantas. Estdo
presentes na dieta alimentar em frutas, chas, café e vinho. Ha um crescente
interesse por suas propriedades biolégicas e farmacolégicas e sdo encontrados
relatos de atividades antiinflamatoérias, antimutagénica e anticarcinogénica para
estes compostos, além da atividade antioxidante jA conhecida (MORIDANI et al,
2001).

4.3.6.5. Substancia 31: 3,4,5-trimetoxifenil-O-#D-apiofuranosil-
(1-6)#D-glicopiranosideo

O espectro de RMN de *H da substancia 31 (Figuras 232 e 233, p. 291 e 292)

apresentou sinais de hidrogénios oximetilicos, oximetilénicos e oximetinicos entre &

3,0 e 4,0, hidrogénios anoméricos em 6 4,8, hidrogénios hidroxilicos entre 64,9 e 5,2

e um singleto em § 6,35 caracteristico de anel aromatico simetricamente substituido.
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A andlise do espectro de RMN de *C (Figura 234, p. 293) confirmou a
estrutura de um anel aromatico pela presenca dos carbonos 6 94,3; 132,5; 153,0 e
153,8. Duas unidades de acuUcares sao propostas pela observacdo dos carbonos
entre 62,9 e 78,6 e pelos carbonos anoméricos em ¢100,8 e 109,0. O conjunto dos
dados de RMN de *H, *C, DEPT 90° e 135° (Figuras 235 e 236, p. 294) e gHMQC
(Figuras 237 e 238, p. 295 e 296) (Tabela 18), levou-nos a propor a estrutura de um
fendlico glucosilado para a substancia 31.

A ligacédo dissacaridica e a ligacédo anel aromatico-acucar foram estabelecidas
pelas interacbes observadas no mapa de correlacdo gHMBC (Figuras 239-241, p.
297-299) entre H-1' em 64,79 (d; 7,5 Hz) e C-1 em 6153,8 e entre H-1"em 54,81 e
C-6' em 6 67,6. As unidades glucosidicas foram definidas como uma hexose e uma
pentose pela presenca de 11 carbonos carbindlicos e como B-glicosideos pelas
constantes de acoplamento de 3 Hz para H-1", caracteristico de apiose e 7,5 Hz
para H-1' da glicose.

Assim, a substancia 31 foi definida como 3,4,5-trimetoxifenil-O-D-f3-
apiofuranosil-(1-6)-O-D-B-glicopiranosideo, condiz com estrutura descrita por
KANCHANAPOOM e colaboradores (2002) e esta de acordo com a férmula
molecular proposta de CyoH30013 obtida por espectrometria de massas (Figura 242,
p. 299), com a observacido dos fragmentos m/z 517 [M + K]*, m/z 501 [M + Na]" e
m/z 185 [aglicona + H]".

OCH;

OCH;

OCH3

4.3.6.6. Substancia 32: 3,4,5-trimetoxifenil-1-O- #-D-(5-O-siringoila)-
apiofuranosil-(1—6)-glicopiranosideo

O espectro de RMN de °C (Figura 244, p. 301) da substancia 32 mostrou

grande semelhanca ao da substancia 31. Porém, no espectro de RMN de *H foram

observados dois singletos caracteristicos de hidrogénios aromaticos em ¢ 6,43 e

7,35, e trés singletos referentes as metoxilas em ¢ 3,69; 3,78 e 3,88. Os demais

sinais correspondendo a hidrogénios de acucar.
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No espectro de RMN de *3C observou-se carbonos oximetilicos em & 56,7;
56,9 e 61,2; carbonos carbindlicos caracteristicos de agucares entre 6 67,9 e 79,1;
carbonos anoméricos em 6 103,2 e 110,4; carbonos aromaticos em 6 96,5 e entre §
108,5 a 155,0 e ainda sinal de carboxila em 6167,0, caracteristica de acido fenalico.

O conjunto dos dados de RMN de 'H e de **C, dos mapas de correlacdo
gHMQC (Figuras 245 e 246, p. 302 e 303) e gHMBC (Figuras 247-249, p. 304-306)
(Tabela 18) e comparacdo com dados da literatura (JUNG et al., 2004) sugerem
duas unidades arométicas: um acido fendlico 1,3,4,5-tetrassubstituido (derivado do
acido siringico) e um grupo benzoilico 1,3,4,5-tetrassubstituido.

A presenca de onze carbonos carbindlicos sugere uma hexose e uma
pentose. A porgdo B-apiofuranosideo foi identificada pelos deslocamentos quimicos
em 6 110,4, atribuido ao carbono anomérico dioximetinico —O-CH-O- (C-1") e em &
502 (d, 2,3 Hz), atribuido ao hidrogénio anomérico H-1", observado para anel
furanosidico (ISHII et al., 1998). A hexose foi determinada com base nos dados da
literatura (YANG et al., 2005), como sendo p-glicopiranosideo. A ligacao
dissacaridica foi definida como apiofuranosil (1"—6’) glicopiranosideo pelo
acoplamento a longa distancia, observado no mapa de correlagdo gHMBC, entre os
hidrogénios 6" em ¢ 3,63 e 4,05 da glicose e o carbono 1” em 6 110,4 da apiose e
também pelo deslocamento quimico do carbono oximetilénico C-6’ (6 68,2), uma vez
que o deslocamento quimico deste glicosideo com a posi¢cdo C-6’ livre apresenta
deslocamento em 62 (REZANKA et al., 2000).

A localizacdo dos acguUcares foi estabelecida pelos acoplamentos observados
no mapa de correlagdo gHMBC entre os hidrogénios metilénicos H-5" (64,32 e 4,40)
da apiose com o carbono em ¢ 167,0 pertencente ao grupo siringoila e o hidrogénio
H-1' (6 4,80) da glicose com o carbono em ¢ 155,0 do grupo benzoila (Tabela 19).

A férmula molecular proposta (Cz9H33017) foi confirmada pela espectrometria
de massas de alta resolucdo (Figura 250, p. 307), onde observou-se o fragmento
m/z 657,2065 [M - H] e o fragmento m/z 477,1609 [Bz + Gli + Api — H] que
corresponde a substancia 31. No fragmentograma de baixa resolucao (Figura 251, p.
307), foram observados os fragmentos correspondentes as duas unidades
aromaticas: m/z 183 [CyH1004], que corresponde ao derivado benzoilico e m/z 197

[CoHsOs]’, correspondente ao derivado siringico.
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Desta forma, a substancia 32 foi caracterizada como 3,4,5-trimetoxifenil-1-O-
B-(5-0O-siringoila)-apiofuranosil-(1—6)-glicopiranosideo, ndo sendo encontrados, até

0 momento, registros na literatura.

OCH;
OCHs

OCHj
HzCO

HO

OCH;

Dados complementares: [a]; -2,36° (¢ 0,021, MeOH)
UV Amax /nm (MeOH) 279
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4.3.6.7. Substancias 33 e 34: (+)-lioniresinol  3a-O-B-D-

glicopiranosideo e (-)-lioniresinol 3a-O-4-D-glicopiranosideo

A subfracdo 2.7.6 do extrato em AcOEt de A. sessilis, por apresentar apenas
uma mancha ao ser avaliada por CCDC em varios sistemas de solventes, foi
submetida a analise por RMN de *H (Figura 252, p. 308), de *3C (Figuras 253 e 254,
p. 309 e 310) e DEPT 135° (Figura 255, p. 311). No entanto, o espectro de RMN de
13C, mostrou tratar-se de uma mistura binaria de substancias muito semelhantes,
uma vez que a maioria dos sinais de carbono aparecem duplicados.

A subfracdo foi entdo purificada por CLAE preparativo (Figuras 43 e 44),

fornecendo os dois estereoisémeros descritos a seguir.

Detector # (238nm ]
— 12-1de2s
1214500 80 meoh.dat

]
nm-> 200 240 280 320

“ilts
bt
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nme> 200 240 280 320

o 5 10 18 i 5 a0
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Figura 43. Cromatograma analitico obtido para a subfracdo estudada. Condi¢des: Coluna
Cis, modelo Luna (2) (Phenomenex®) de 250 x 4,6 mm, particulas de 5 um, F =1,0 mL min’?,
A =238 nm e sistema de solventes MeOH/H,0O 30:70 (v/v).

Detector {238 nm) (2,8 mg)

rz.o

Figura 44. Cromatograma
33 (6,7 mg) s | preparativo obtido para a subfracéo
" 34 /(5.8 mg) estudada. Condicdes: Coluna Cig,

volts

modelo Luna (2) (Phenomenex®) de
250 x 21,20 mm, particulas de 10
s | pm, F=10,0 mL min?, 1=238nme
sistema de solventes MeOH/H,O
30:70 (viv).

F0.0

minutes
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(+)-lioniresinol 3a-O-p-D-glicopiranosideo
O espectro de RMN de *H da substancia 33 (Figuras 256 e 257, p. 312 e 313)

apresentou apenas dois singletos na regido de hidrogénios aromaticos, um em &
6,32 (2H) e outro em 6,48 (1H), sugerindo tratar-se de dois sistemas aromaticos
distintos, um tetrassubstituido simetricamente e o0 segundo pentassubstituido. Foram
observados trés singletos referentes a quatro metoxilas em 6 3,25; 3,64 (x2) e 3,76;
varios sinais entre 6 3,0 e 3,9 caracteristicos de hidrogénios oximetinicos e
oximetilénicos e ainda multipletos em ¢ 1,61; 1,99 e 2,48 - 2,63 referentes a
hidrogénios alifaticos. A presenca de dubletos em 64,18 (7,5 Hz, 1H) e em 64,32 (6
Hz, 1H) sugere a existéncia de dois hidrogénios anoméricos.

A andlise do espectro de RMN de °C (Figura 259, p. 315) confirma a
presenca dos anéis aromaticos com os sinais em 6 107,0, 107,9 e entre 6 126 — 149;
das metoxilas em 6 56,6; 56,9 (x2) e 60,2 e dos carbonos alifaticos em ¢ 33,8; 40,6;
42,7 e 46,7. Entre 662 e 78, estdo os carbonos pertencentes a unidade de agucar e
outros carbonos carbindlicos pertencentes a estrutura.

Pelo mapa de correlagcdo gHMQC (Figuras 260 e 261, p. 316-317), verificou-
se gue o hidrogénio em 6 4,18 esta ligado diretamente ao carbono 6 104,8 e o
hidrogénio em ¢ 4,32 ao carbono ¢ 42,7, inferindo a presenca de apenas uma
unidade de agucar e ndo duas como proposto anteriormente. A analise do mapa de
correlagdo gHMBC (Figuras 262-264, p. 318-320) mostrou o acoplamento a longa
distancia entre o hidrogénio anomérico H-1" (6 4,18) e o carbono C-3a (5 71,5).

A anadlise das correlacbes nos mapas gHMQC e gHMBC (Tabela 19),
comparacdao com a literatura (ACHENBACH et al., 1992), além da confirmacéo da
férmula molecular (C,gH35013) pela espectrometria de massas (Figura 273, p. 329),
em que se observa o fragmento m/z 581,2303 [M — H] levaram a concluséo de que a

substancia 33 € a lignana glicosilada (+)-lioniresinol 3a-O-p-D-glicopiranosideo.

(-)-lioniresinol 3a-O-Aglicopiranosideo
O espectro de RMN de *H da substancia 34 (Figuras 265 e 266, p. 321 e 322)

mostrou-se muito semelhante ao da substancia 33 diferenciando apenas no sinal do

hidrogénio anomeérico e de alguns hidrogénios alifaticos, sugerindo tratar-se da

mesma estrutura. A comparacdo com dados da literatura (ACHENBACH et al., 1992)
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levou a determinacao de 34 como (-)-lioniresinol 3a-O-B-D-glicopiranosideo, ou seja,

o estereoisdmero de 33 (as agliconas de 33 e 34 sdo enantidbmeros).
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4.3.7. Outras classes de substancias isoladas

4.3.7.1. Substancia 35: D-Manitol

O espectro de RMN de *H da substancia 35 (Figura 274, p. 330) apresentou
apenas sinais de hidrogénios oximetinicos e oximetilénicos entre ¢ 3,55 e 3,90,
sugerindo a estrutura de um composto totalmente hidroxilado.

A anélise do espectro de RMN de *3C (Figura 276, p. 330) e DEPT 135°
(Figura 277, p. 330) confirmou o composto substituido por grupos hidroxilas pela
presenca de trés carbonos carbinolicos em 6 64,4 (CH); 69,8 (CH) e 71,2 (CH). A
férmula molecular proposta com base no pico do ion molecular m/z 181,0692,
observado no fragmentograma de espectrometria de massas (Figura 275, p. 330), foi
CsH1406. Assim, com um numero reduzido de carbonos observados, sugerimos que
a molécula possua uma estrutura totalmente simétrica.

O conjunto dos dados adquiridos permite sugerir a substancia 35 como sendo
0 acucar D-manitol. Biossinteticamente, o D-manitol é produto da reducdo do
monossacarideo D-manose (DEWICK, 1997a) (Figura 45).

CHO CH,0OH
HO— HO—
HO— NADH  HO—
—OH —OH
—OH —OH
CH,OH CH,OH
D-manose 35 D-manitol

Figura 45. Conversao de D-manose a D-manitol.

4.4.Avaliacao dos perfis cromatograficos das espécies estudadas
Neste trabalho, como foram fracionados apenas o0s extratos dos caules,
optou-se em realizar uma comparagao quimica entre esses extratos e os das folhas
de cada espécie, através de RMN de 'H e cromatografia, onde foram empregadas
as técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia e a cromatografia gasosa (as
condicOes utilizadas nas cromatografias estdo descritas na Parte Experimental, item

3.5 Perfis cromatogréficos).

4.4.1. Alibertia edulis
A figura 46 mostra o perfil cromatografico do extrato hexanico das folhas e

dos caules de A. edulis. A partir de uma analise dos picos eluidos no cromatrograma
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€ possivel verificar que a composicdo quimica nas duas partes da planta é bastante
semelhante, sendo notada diferenca apenas entre as concentracées dos picos onde
se verifica que o cromatograma das folhas apresenta picos com maior intensidade

na regido das substancias menos volateis (26 — 30 min).

— 3 g
mVolts o [}
87 N
7
6
5
=
— [=2]
3 g N Folhas
27 © <
-
1
0-.J
= &
mVolts 3]
87 ©
o N
<
77 S
3
6
5
=
[=2]
3] g
2 v g Caules
@
17 3
°T
o | I I f | | |1
5 10 15 20 25 30 35
Minutes

Figura 46. Cromatogramas obtidos dos extratos hexanicos de A. edulis.

A andlise dos cromatogramas (Figura 46) e dos espectros de RMN de *H
(Figuras 47 e 48) obtidos nos permite inferir que os extratos hexanicos possuem

mesmo perfil cromatografico e quimico.

O L EL N |
PPM 6.8 6.4 6.0 5.6 5.2 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 2.4 2.0 16 1.2 0.8 0.4

Figura 47. Espectro de RMN de *H do extrato hexanico das folhas de A. edulis (CDCls, 500
MHZz).
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Figura 48. Espectro de RMN de *H do extrato hexanico dos caules de A. edulis (CDCl;, 500
MHz).

Os cromatogramas obtidos para os extratos em AcOEt sugerem que também
possuam perfis cromatograficos similares (Figura 49). Foram observados, para as
folhas, espectros de UV caracteristicos das seguintes classes quimicas: iridéides
(SCHAUFELBERGER, HOSTETTMANN, 1985) (tr = 7,29 min), sendo esta a
substancia predominante no espectro de RMN de *H desse extrato, cujos sinais
correspondem ao iridoide 8 (Figura 136, p. 223); flavondéides (MARKHAM, 1982) (t,; =
11,96; 12,87; 13,08 e 13,98 min) e derivados do acido clorogénico (ROHR et al.,
2000) (t,=10,39; 11,08 e 15,25 min), como mostra a figura 50. Nos cromatogramas
dos extratos dos caules, observamos também picos com espectros de UV
caracteristicos de iriddides [t; = 7,13; 8,37 min (A); 7,17 min (B); 7,72; 33,5 min (C)] e
derivados do acido clorogénico [t; = 8,46 min (B) e 8,98 min (C)], além de taninos ou
derivados fendlicos [t; = 11,49; 13,97 (B) e 11,77 min (C)] e ndo sendo observados
picos com UV de flavonéides. No espectro de RMN de *H dos caules além dos sinais
referentes ao iridoide 8, foram observados muitos outros sinais, caracterizando um

extrato rico em substéncias (Figura 51).
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Figura 49. Cromatogramas dos extratos em AcOEt de A. edulis e espectro de ultravioleta
das classes de substancias observadas nos extratos.
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Figura 50. Espectro de RMN de 'H do extrato em AcOEt das folhas de A. edulis (DMSO-ds,
500 MHz).
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Figura 51. Espectro de RMN de 'H do extrato em AcOEt dos caules de A. edulis (DMSO-ds,
500 MHz).

Os espectros de RMN de *H foram realizados com material obtido da primeira
coleta, enquanto que o perfil cromatogréfico foi realizado com material da segunda
coleta. Apesar disto, podemos notar a ocorréncia predominante do iridoide 8 tanto
no primeiro extrato quanto no segundo, do qual foi isolado.

Os cromatogramas dos extratos hidroalcéolicos (Figura 52) apresentam
poucos picos com espectros de UV de iridoides em t, = 7,22 min (folhas); 7,15; 33,25
min (A - caules) e 7,16; 36,02 min (B - caules) e de derivados do acido clorogénico
em t, = 8,46; 10,36; 11,00; 11,59; 12,79; 13,85 min (folhas) e 10,28 min (B — caules).
Além desses, foi observado pico com espectro de UV caracteristico de flavonéide no
cromatograma das folhas em t; = 11,84 min e de tanino ou derivado fendlico nos
caules em t, = 9,56 e 11,35 min. O espectro de UV observado no t, = 11,35 min pode
ser atribuido tanto a tanino condensado (ROHR et al., 2000) quanto a derivado
fendlico, uma vez que a substancia 32 apresenta espectro de UV semelhante, como

pode ser visto na figura 53.
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Figura 52. Cromatogramas dos extratos hidroalcéolicos de A. edulis.
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Figura 53. Espectro de ultravioleta para a substancia 32, experimental e da literatura para
taninos.

Nos espectros de RMN de *H (Figuras 54 e 55) foram registrados os mesmos
sinais predominantes em ambos o0s extratos, sinais estes que caracterizam

novamente o iridoide 8.
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Figura 54. Espectro de RMN de *H do extrato hidroalcéolico das folhas de A. edulis (DMSO-
ds, 500 MHz).
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Figura 55. Espectro de RMN de 'H do extrato hidroalcéolico dos caules de A. edulis
(DMSO-ds, 500 MHz).

4.4.2. Alibertia macrophylla

No extrato hexanico das folhas, apesar de muito diluido, foi possivel observar
alguns picos, que também estdo presentes no extrato dos caules (Figura 56). E
possivel notar também que as substancias eluidas no cromatograma dos caules
apresentam uma diferenca de aproximadamente 1 min no tempo de retencdo, essa

caracteristica é geralmente encontrada para substancias em uma série homologa.
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Figura 56. Cromatogramas obtidos para os extratos hexanicos de A. macrophylla.

A semelhanca entre os extratos também pode ser verificada nos espectros de

RMN de 'H (Figuras 57 e 58), pelos hidrogénios olefinicos em & 5,3 e pelos

hidrogénios metilicos em ¢ 1,6 caracteristico de H-30 de derivado lupano.

7.18%

13 12 11 10 L] 8 7 6

ppm

Figura 57. Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico das folhas de

(CDCl;, 500 MHz).

A. macrophylla
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Figura 58. Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico dos caules de A. macrophylla
(CDCl3, 200 MHz).

Os perfis cromatogréaficos dos extratos em AcOEt diferem na regido acima de
30 min, apresentando o cromatograma dos caules um nimero maior de substancias
(Figura 59). Ja na regido abaixo de 30 min, nota-se uma semelhanca nos
cromatogramas. O extrato das folhas se caracteriza pela presenca de derivados do
acido clorogénico (t; = 9,97; 10,93; 11,83; 12,54; 16,45; 16,99 e 17,40 min) e iridéide
em t, = 11,21 min. O extrato dos caules, além de derivados do acido clorogénico (t; =
10,84; 16,30 e 17,18 min) e iridéides (t, = 31,69; 37,48; 39,63; 40,15 e 40,52 min),

apresenta também taninos ou derivados fendlicos (t, = 11,73 e 14,08 min).
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Figura 59. Cromatogramas obtidos para os extratos em AcOEt de A. macrophylla.

Assim como nos cromatogramas dos extratos em AcOEt, os espectros de
RMN de 'H (Figuras 60 e 61) se mostraram semelhantes, com sinais na regi&o
diamagnética, caracteristica de triterpenos e sinais na regido paramagnética,
caracteristica de hidrogénios olefinicos aromaticos e também na regido

intermedidria, caracteristica de hidrogénios de acucares.

Figura 60. Espectro de RMN de 'H do extrato em AcOEt dos caules de A. macrophylla
(DMSO-ds, 200 MHz).
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Figura 61. Espectro de RMN de 'H do extrato em AcOEt das folhas de A. macrophylla
(DMSO-ds, 500 MHz).

Através da comparagdo entre os cromatogramas da figura 62 € possivel
verificar que no extrato hidroalcoolico dos caules ha a presenca de substancias de
média polaridade eluindo na regido de 13 - 25 min, o que nao é verificado no mesmo
extrato das folhas. J& na regido onde ha similaridade entre as substancias eluidas,
observa-se que os cromatogramas dos extratos hidroalcéolicos apresentaram dois
picos em comum: t, = 7,77 min (folhas)/ 7,84 min (caules) e t; = 8,16 min (folhas)/
8,28 min (caules) com espectros de UV caracteristico de iridoide. Além desses, 0
extrato das folhas apresentou mais dois picos referentes a iriddides em t, = 7,50 e
11,12 min. Os dois extratos também apresentaram picos com UV caracteristico de
derivados do acido clorogénico em t, = 8,89; 9,89; 10,83 e 11,73 min (folhas) e em t;
= 11,08; 16,77 e 17,66 min (caules). Assim como no extrato em AcOEt, os caules
apresentaram pico com UV caracteristico de tanino ou derivados fendlico em t, =
12,09 min.
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Figura 62. Cromatogramas obtidos para os extratos hidroalcoolicos de A. macrophylla.

Apesar dos cromatogramas mostrarem a presenca de substancias como
iridoides e derivados fendlicos, tanto nos caules quanto nas folhas, os espectros de
RMN de *H mostram a predominancia de actcares, como pode ser visto nas figuras
63 e 64:

Figura 63. Espectro de RMN de *H do extrato hidroalcéolico dos caules de A. macrophylla
(DMSO-ds, 200 MHZz).
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Figura 64. Espectro de RMN de 'H do extrato hidroalcdolico das folhas caules de A.
macrophylla (DMSO-ds, 500 MHZz).

4.4.3. Alibertia sessilis

A analise dos cromatogramas obtidos para os extratos hexanicos mostra que
nos caules ocorre a presenca de ésteres de sitosterol com uma série homologa da
cadeia lateral, eluindo na regido de 20-30 min, fato que nao € verificado no extrato
das folhas (Figura 65). Este, por sua vez, exibe picos cromatograficos distintos, que
nos permite sugerir que as duas partes da planta possuam perfil cromatogréfico e
quimico diferentes. No espectro de RMN de *H das folhas a regido referente aos
hidrogénios metilicos, caracteristicos de triterpenos, apresenta pouco sinais (Figuras
66 e 67).



Estudo quimico e biolégico de espécies de Rubiaceae 149

mVolts
30| 2
o
25 | g
Y
20 |
15 8
3 o oo
s 3 3 8L
— ~ ) © ©
- NN
o =y Folhas
< — I~
- o<
o122}
-
\30 \35 1
Minutes|

27.754

8.219
28.782

28.
29.587

Caules

\30 l:.?’5 1
Minutes

Figura 65. Cromatogramas obtidos para os extratos hexanicos de A. sessilis.
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Figura 66. Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico das folhas de A. sessilis (CDCls, 200
MHZz).
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Figura 67. Espectro de RMN de 'H do extrato hexanico dos caules de A. sessilis (CDCls,
500 MHz).

Os extratos em AcOEt apresentaram espectro de RMN de 'H diferentes
(Figuras 69 e 70), assim como seus perfis cromatogréaficos (Figura 68). No extrato
das folhas foram observados picos com espectro de UV caracteristico de flavonodides
em t,= 16,07; 16,70; 13,85 e 14,09 min e de derivados de acido clorogénico em t; =
10,30 e 12,19 min. No cromatograma dos caules foram observados picos com
espectro de UV referente a derivados do &cido clorogénico em t; = 10,24 min e
taninos ou derivados fendlicos em t, = 11,17; 11,63 min e na regido de 12,01 a 18,41
min, ndo definida no cromatograma. Ainda podemos notar que a principal diferenca
entre os cromatrogramas é a baixa resolucdo, alargamento dos picos e a eluicao
sem obtencdo de linha de base para o extrato dos caules, essa caracteristica €

comum quando ha a presenca de grande concentracdo de taninos (MERGHEM et
al., 2004).
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Figura 68. Cromatogramas obtidos para os extratos em AcOEt de A. sessilis.
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Figura 69. Espectro de RMN de *H do extrato em AcOEt das folhas de A. sessilis (DMSO-
ds, 200 MH2z).

Figura 70. Espectro de RMN de 'H do extrato em AcOEt dos caules de A. sessilis (DMSO-
ds, 200 MH2z).
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Os extratos hidroalcéolicos além de apresentarem espectro de RMN de *H
muito semelhantes e pobres em sinais (Figuras 72 e 73), apresentaram perfis
cromatograficos similares (Figura 71). O extrato das folhas apresentou picos com
espectros de UV caracteristico de iridéides em t, = 7,31; 7,77 e 36,01 min; de
derivado do &cido clorogénico em t, = 8,53; 10,13; 10,37 min e de flavondide em t; =
10,52 e 12,37 min. E o extrato dos caules se caracterizou pela presenca de
derivados de &cido clorogénico em t, = 8,45 e 10,37 min e de taninos ou derivados

fendlicos em t, = 11,53 min e ao longo do cromatograma.
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Figura 71. Cromatogramas obtidos para os extratos hidroalcoolicos de A. sessilis.
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Figura 72. Espectro de RMN de 'H do extrato hidroalcéolico das folhas de A. sessilis
(DMSO-ds, 500 MHz).
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T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 73. Espectro de RMN de 'H do extrato hidroalcéolico dos caules de A. sessilis
(DMSO-ds, 200 MHz).

Por fim, uma comparagédo entre os extratos hexanico dos caules das trés
espécies, mostra semelhanca nos perfis cromatograficos (Figura 74). O
fracionamento quimico levou ao isolamento de triterpenos do tipo oleanano e ursano
nas trés espécies, lupano em A. macrophylla e cicloartano em A. sessilis, além de
ésteres de sitosterol em A. edulis e A. macrophylla, cujos picos cromatograficos sdo

facilmente vizualizados nos perfis dos extratos destas espécies.
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Figura 74. Cromatogramas obtidos para os extratos hexanicos dos caules de A.
macrophylla, A. sessilis e A. edulis.
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Os extratos em AcOEt dos caules das espécies apresentaram perfis
cromatograficos e quimicos semelhantes (Figura 75). Foram observados picos com
espectros de UV caracteristicos de derivados do acido clorogénico, taninos ou
derivados fendlicos nos trés extratos e de iridoides em A. edulis e A. macrophylla. O
fracionamento quimico levou ao isolamento de iridéides e derivados fendlicos nas
trés espécies, além de acido clorogénico e lignanas em A. sessilis e saponina em A.

edulis.
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Figura 75. Cromatogramas obtidos para os extratos em AcOEt dos caules de A.
macrophylla, A. sessilis e A. edulis.

J& os extratos hidroalcéolicos dos caules apresentaram perfis diferentes
(Figura 76). Foram observados picos com espectros de UV de taninos nas trés
plantas, derivados clorogénicos em A. sessilis e A. macrophylla e iridoides em A.
edulis e A. macrophylla. O fracionamento quimico realizado com A. sessilis levou ao
isolamento de iridéides e lignanas, como no extrato em AcOEt. O fracionamento
realizado com o extrato de A. edulis levou ao isolamento de iriddides e derivados
fendlicos, como observados no perfil cromatogréafico. Ja o extrato hidroalcéolico de
A. macrophylla ndo foi fracionado, porque o espectro de RMN de 'H mostrou

predominancia de agucares, ndo sendo interessante seu estudo.
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Figura 76. Cromatogramas dos extratos hidroalcéolicos dos caules de A. macrophylla, A.
sessilis e A. edulis.

Apesar de terem sido isoladas as mesmas classes de substancias nas trés
espécies, podemos observar que a maioria das substancias sado diferentes, sendo
poucas as coincidentes. Cabe considerar também que as plantas foram coletadas
em dois Estados diferentes (Sdo Paulo e Goias), porém, sempre em regibes de

Cerrado.

4.5.Bioensaios para verificacdo da atividade antifungica
4.5.1. Bioautografia Direta
Os resultados obtidos para os extratos na bioautografia com os fungos
fitopatogénicos Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium cladosporioides

estdo apresentados na tabela 20.
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Tabela 20. Resultados da bioautografia em camada delgada do teste antifingico para os
extratos provenientes da particéo.
Cladosporium Cladosporium
sphaerospermum cladosporioides
Espécie Fracéo Rf Potencial Rf Potencial
HF rastro * - [
HC rastro * % -
Alibertia AF - i
edulis AC - [
HDAF - [ -
i
[
[

HDAC -
HF -

HC -
Alibertia AF* 0,61 * ¥ -
sessilis AC” rastro * -

HDAF - [

HDAC - [

HC - I

AC - I

Alibertia BC - i

macrophylla HDAC - i

HF - i

AF - i

HDAF - [

(Atividade fraca = */ Média atividade = **/ Atividade forte = ***)
H: Hexanico, A: Acetato de etila, HDA: HiDroAlcoolica, B: n-Butanol, F: Folhas, C: Caules.

*Sistema de eluicdo: ACOEt 100%.

i
i
[
i
i
i
i
i
i
i
i
- i
0,05 *
i
i
i
i
[
i

Todas as substéncias isoladas do extrato em acetato de etila dos caules de
Alibertia sessilis, que mostrou-se ativo, foram avaliadas quanto a atividade
antifingica. Apenas a substancia 32 mostrou-se ativa na concentracdo de 100 pg
(sistema eluente: ACOEt/MeOH 70:30 (v/v)) (Tabela 21).

Tabela 21. Resultados da bioautografia em camada delgada do teste antifingico para as
substancias isoladas do extrato em acetato de etila de A. sessilis.

Cladosporium sphaerospermum Cladosporium cladosporioides
Rf Potencial Rf Potencial
35 - i - i
7 - i - i
33 - i - i
34 - i - i
32 0,68 * 0,68 *
26 - i - i
30 - i - i

As fragbes provenientes do extrato hexanico ativo de A. edulis e A.
macrophylla, que apresentaram Rf proximo ou igual ao Rf das manchas observadas
nos referidos extratos, foram avaliadas quanto a atividade antifiUngica (Tabela 22).
N&o foi isolada nenhuma substancia destas fracées. Analise dos espectros de RMN

de 'H das mesmas indica que se trata de material graxo polar (talvez acidos graxos)
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e, que provavelmente, sejam estes 0s responsaveis pela atividade observada no
extrato (GATA-GONCALVES et al., 2003; WALTERS et al., 2004).

Tabela 22. Resultados da bioautografia em camada delgada do teste antifingico para as
fracOes dos extratos hexanicos de A. edulis e A. macrophylla.

Cladosporium Cladosporium
sphaerospermum cladosporioides
Espécie Fracéo Rf Potencial Rf Potencial

Alibertia 11 - i origem a 0,29 *
edulis 13 - i origem a 0,15 *
15 - i origem a 0,30 *

16 - i origem a 0,10/ 0,71 *[ *
Alibertia 4 - i - [
macrophylla 5 0,12 * 0,17 *
6 - i origem a 0,10 *
7 - i origem a 0,12 *
8 - i origem a 0,30 *
9 - i origem a 0,21 *

10 - i origem/ de 0,02 a 0,30 xx[ *

As substancias 12 e 13 isoladas das fracdes ativas 7 e 8 do extrato hexanico
dos caules de A. macrophylla foram avaliadas quanto a atividade antifiUngica e

nenhuma apresentou atividade para os fungos testados.

4.5.2. Método de diluicao
Os resultados obtidos dos extratos e fragBes frente aos fungos patégenos sao

mostrados na tabela 23 e estio expressos em pg mL™ (CIM):
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Tabela 23. Valores da concentracao inibitéria minima (ug mL™) obtidas para os extratos e
fracbes das folhas e caules de A. sessilis, A. edulis e A. macrophylla para os
diversos fungos patdégenos.

Espécie Parte da Extrato/ Candida C. C. Cryptococcus
Planta fracao albicans krusei parapsilosis neoformans
Alibertia Caules AcOEt 125 125 250 62,5
sessilis n-BuOH 250 125 250 125
HDA 250 125 250 62,5
Folhas Hexéanica 125 250 125 62,5
AcOEt 250 125 125 31,25
n-BuOH 250 125 125 62,5
HDA insolavel em DMSO
Hex&nica > 250 250 s.a. s.a.
Precipitado 125 31,25 62,5 7,81
interfases
AcOEt sobr. 250 62,5 125 7,81
(SAc)
Caules  AcOEt sobr. 250 125 250 31,25
(SH)
Alibertia AcOEt sobr. 125 31,25 62,5 7,81
edulis (In)
AcOEt ptado 125 31,25 62,5 15,62
n-BuOH insolavel em DMSO
HDA insolavel em DMSO
Folhas Hexanica 250 125 125 125
AcOEt 250 250 250 125
HDA 250 125 125 62,5
Caules Hexéanica > 250 > 250 > 250 > 250
AcOEt > 250 250 > 250 125
Alibertia HDA > 250 62,5 > 250 62,5
macrophylla  Folhas Hexanica 125 125 125 125
AcOEt 250 125 125 125
HDA insolavel em DMSO

Todas as substancias isoladas dos extratos que apresentaram CIM menor
que 100 pg mL™* (atividade antimicrobiana forte e moderada) foram testadas a fim de
verificar se alguma delas seria a responsavel pela atividade apresentada no extrato
(Tabela 24).



Estudo quimico e biolégico de espécies de Rubiaceae 159

Tabela 24. Valores da concentracéo inibitéria minima (ug mL™) obtidas para as substancias
isoladas dos extratos que apresentaram atividade forte de A. sessilis e A. edulis.

Candida Candida Candida Cryptococcus

Espécie Substéancia albicans krusei parapsilosis neoformans
Alibertia 35 125 62,5 250 > 250
sessilis 26 62,5 31,25 62,5 > 250
8 250 250 > 250 > 250
Alibertia 5+31 250 125 > 250 > 250
edulis 6 125 125 > 250 > 250
25 125 62,5 > 250. > 250

Alibertia

macrophylla 9 125 62,5 250 > 250

As substancias diterpeno 9, saponina 25, acido salicilico 26 e D-manitol 35,
apresentaram forte atividade antifingica quando bioensaiadas com Candida.

Os baixos valores de CIM para os extratos polares dos caules de A. edulis
provavelmente se justificam pela presenca de taninos, como foi verificado durante o
fracionamento e nos testes realizados durante a particdo (Figura 10, p. 53).

Segundo SANTOS (2003), testes in vitro realizados com extratos ricos em
taninos ou com taninos puros tém apresentado diversas atividades biologicas.
Dentre elas podemos citar: acdo bactericida e fungicida (SCALBERT, 1991),
antiviral, moluscicida, inibicdo de enzimas como (glicosiltransferases de
Streptococcus mutans e S. sobrinus, inibicdo da peroxidacdo de lipidios e

sequestrador de radicais livres e acao antitumoral.

4.6.Bioensaios para verificacdo da atividade antitumoral
4.6.1. Avaliacao de citotoxicidade com Saccharomyces cereviseae
Conforme dados da tabela 25, nenhum dos extratos testados, provenientes da
particdo, mostrou-se ativo quando submetidos a ensaios utilizando linhagens

mutantes de Saccharomyces cereviseae.
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Tabela 25. Resultados da bioautografia em camada delgada do teste de citotoxicidade para
0s extratos provenientes da particdo de A. edulis e A sessilis.
Saccharomyces cereviseae
Espécie Fracéo Rad+ Rad 52Y Rad 321N
OE - - .
HC
Alibertia AF
edulis AC
HDAF
HDAC
HF
HC
Alibertia AF
sessilis AC
HDAF
HDAC
H: Hexanico, A: Acetato de etila, HDA: HiDroAlcoéolica, B: n-Butanol, F: Folhas, C: Caules.

4.6.2. Avaliacao da citotoxicidade com linhagens tumorais

A atividade citotoxica das amostras testadas esta apresentada na Tabela 26,
com seus respectivos percentuais de inibicdo. Nenhuma das amostras mostrou
atividade citotéxica frente as linhagens tumorais testadas e nenhum valor de inibi¢cao

= 75 % em pelo menos duas linhagens.

Tabela 26. Percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) das amostras em trés
linhagens tumorais testadas na dose Unica de 25 ug mL™* Valores sdo média +

DPM.
SF-295 HCT-80 MDA-MB/435

Substéancias Média DPM Média DPM Média DPM
Doxorrubicina 92,32 2,19 93,34 1,75 97,04 1,06

15 15,96 31,57 4,33 5,28 -3,88 24,33

35 -5,18 0,29 -21,52 10,29 -8,55 4,74

7 -4,28 6,28 -40,14 0,27 -22,53 5,32

33 -2,62 3,73 -23,89 3,91 -0,57 12,63

34 46,20 5,49 20,91 11,04 48,43 10,23

32 22,07 23,34 -5,27 26,81 28,92 1,70

A inatividade observada nos bioensaios antitumorais, apesar de né&o
promissora quanto ao emprego farmacoldgico, mostra por outro lado, que estas
espécies, pelo menos no ambito dos testes realizados, ndo apresentam riscos de

toxicidade.
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5. CONCLUSOES

O estudo quimico e biolégico dos caules das espécies de Alibertia edulis, A.
macrophylla e A. sessilis, pertencentes a familia Rubiaceae, através do isolamento
de 35 substancias e da verificacdo das atividades antifingicas e citotéxicas,
proporcionou-nos, principalmente, o conhecimento da composicdo quimica dessas
espécies nativas do Cerrado brasileiro.

Dentre as substancias isoladas, destacam-se 11 triterpenos, 8 com
esqueletos do tipo ursano e oleanano, que caracterizam o género na literatura, 2
derivados lupanos e 1 derivado cicloartano &acido 21-hidroxi-3,4-seco-cicloart-
4(29),24(31)-dien-3-6ico (20), sendo este ainda ndo relatado na literatura. O
diterpeno 2B,3a,16a-triidroxi-ent-caurano, isolado de A. macrophylla, merece
destaque ao ser o primeiro relato no género e também na literatura. Esta sendo
descrito também, pela primeira vez no género e na literatura a saponina
bidesmosidica pomolato de 3p-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O-4-D-glicopiranosil-
(1—>2)-O--D-glicopiranosideo 28-O-4-D-glicopiranosideo (25).

Dos 9 derivados fendlicos, ainda ndo descritos no género, as lignanas 33 e 34
estdo sendo relatadas pela primeira vez na familia e o derivado fendlico glicosilado
3,4,5-trimetoxifenil-1-O-p-D-(5-O-siringoila)-apiofuranosil-(1—6)-glicopiranosideo 32,
pela primeira vez na literatura.

A composicdo quimica do género foi constituida ainda de 8 iridéides
glicosilados, sendo o éster metilico 6B-hidroxi-7-epi-gardosideo (6) relatado pela
primeira vez na literatura. Estes compostos sdo marcadores quimiotaxonémicos de
Rubiaceae.

TREVISAN (1993) no manuscrito “A quimica micromolecular e a classificacao
de Rubiaceae” mostra, pelo perfil quimico de centenas de espécies de Rubiaceae,
gue iridéides sdo marcadores quimiotaxondmicos na sub-familia Ixoroideae, e que o
género Alibertia, pertencente a esta sub-familia, se caracteriza pela presenca de
iridoides, triterpendides e derivados fendlicos. Desta forma, o isolamento de
iridoides, derivados fendlicos e triterpendides ao longo deste trabalho vem a
confirmar a colocacdo do género Alibertia em Ixoroideae. Além disso, esta sub-
familia, segundo INOUYE e colaboradores (1988), se caracteriza por ser constituida
principalmente dos iridéides gardenosideo e geniposideo, e estes foram isolados

neste estudo.
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Neste trabalho, apesar de fracionados somente o0s extratos dos caules das
trés espécies de Alibertia, uma comparacéo do perfil quimico entre os extratos dos
caules e das folhas mostra que possuem a mesma constituicdo quimica: iridéides,
derivados fendlicos e triterpenos.

No estudo bioldgico realizado com os extratos, fragcdes e substancias puras
isoladas de fracdes ou extratos ativos, foram avaliados os potenciais antifungico e
citotoxico. Apenas o derivado fendlico 3,4,5-trimetoxifenil-1-O- £-D-(5-O-siringoila)-
apiofuranosil-(1—6)glicopiranosideo (32) apresentou atividade antifingica frente aos
fungos fitopatogénicos Cladosporium sphaerospermum e C. cladosporioides na
concentragdo de 100 pg. Os extratos polares de Alibertia edulis mostraram atividade
antifingica, com CIM entre 7,81 — 62,5 ug mL™, frente aos fungos patogénicos
Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis, e Cryptococcus neoformans. Neste
caso, a atividade observada pode ser justificada pela presenca de taninos observada
nos extratos e fracdes. As substancias diterpeno 9, saponina 25, acido salicilico 26 e
D-manitol 35, também mostraram forte atividade antifingica quando bioensaiadas
com Candida.

Quanto ao bioensaio de citotoxicidade, apesar dos resultados ndo serem
promissores quanto ao emprego farmacoldgico, mostram, por outro lado, que estas
espécies, pelo menos no ambito dos testes realizados, ndo apresentam riscos de
toxicidade.

Este trabalho contribui para a investigacdo quimico-farmacologica da Flora
brasileira, ao estudar a composicdo quimica e avaliar as atividades antifungica e
citotdxica dos extratos, fragdes e substancias isoladas das espécies Alibertia edulis,
A. macrophylla e A. sessilis, pertencentes a quarta maior familia de plantas do Brasil,
dentro das angiospermas.
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Figura 85. Espectro de NOESY 2D das substancias 1, 2 e 3 (CD;0D, 500 MHz)
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Figura 161. Espectro de RMN de **C da substancia 10 (CDCls;, 50 MHz).
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Figura 193. Ampliacdes do espectro de RMN de *H da substancia 25 (CD;0D, 500 MHz).
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Figura 206. Espectro de COSY da substancia 26 (DMSO-ds, 500 MHz).
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Figura 209. Espectro de massas da substancia 26 (Electrospray, - 30 volts.)
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Figura 213. Espectro de gCOSY da substéncia 27 (DMSO-ds, 500 MHz)
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Figura 222. Mapa de correlacdo gHMQC das substancias 28 e 29 (DMSO-ds, 500 MHz).
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Figura 235 Espectro de DEPT 90° da substancia 31 (DMSO-de, 125 MHZz).
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Figura 246. Ampliacbes do mapa de correlacdo gHMQC da substancia 32 (CD;OD, 500
MHz).
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