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RESUMO

Este trabalho descreve o estudo quimico das folhas da espécie Pavonia
multiflora, visando o isolamento e a identificacdo de seus metabdlitos secundarios
que possam ser direcionados a busca por atividade biolégica. A espécie de estudo é
endémica do Estado do Espirito Santo, e € encontrada na regiao de Mata Atlantica.
Essa espécie ainda n&o possui registros de estudos fitofarmacologicos na
comunidade cientifica. Portanto, neste trabalho, as particbes hexano e acetato de
etila, provenientes do extrato etandlico das folhas de P. multiflora, foram submetidos
a diversas metodologias cromatograficas, com objetivo no isolamento dos seus
constituintes quimicos. Tais métodos cromatograficos incluiram Cromatografia em
Camada Delgada Comparativa, Cromatografia Liquida em Coluna, Cromatografia
em Camada Delgada Preparativa, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e
Cromatografia Liquida a Vacuo, as quais tiveram diversificadas fases estacionarias e
eluentes. Através de técnicas espectroscopicas e espectrométricas, foram
identificadas pela primeira vez nessa espécie, dez substancias, sendo quatro
compostos fendlicos: acido p-hidroxibenzoico, acido p-cumarico, acido vanilico e
acido ferulico; cinco derivados terpénicos: loliolida, vomifoliol, 4,5 dihidroblumenol A,
3-oxo-a-ionol e o blumenol C; e um triterpenoide esterificado derivado do taraxerol, o
p-metoxibenzoato de taraxerol, ainda ndo descrito na literatura. O extrato total das
folhas foi ensaiado em diferentes concentragbes como inibidor das catepsinas K, L e
V, o qual apresentou atividade inibitéria da catepsina K e V com concentragao de
500 pg/mL.

Palavras chave: Pavonia multiflora. Catepsinas. Fitoquimica. Produtos naturais.



ABSTRACT

This paper describes the chemical study of Pavonia multiflora leaves. The
study targeted the isolation and identification of the species’ secondary metabolites,
which can be used to search for biological activity. P. multiflora is endemic of the
state of Espirito Santo and is found in the Atlantic Forest region. This species has not
yet been recorded in phytopharmacologics studies in the scientific community.
Therefore, in this work, the ethanolic extract, from the leaves of the P. multiflora, was
partitioned to the partitions of hexane and of ethyl acetate. Such partitions were
subjected to various chromatographic methodologies, including a thin layer
chromatography , an in column liquid chromatography, preparative thin layer
chromatography, vacuum liquid chromatography, and a high-performance liquid
chromatography using diverse stationary phases and eluents, to isolate the chemical
components. Using spectroscopic and spectrometric techniques, ten substances,
including four phenolic compounds (p-hydroxybenzoic acid, p-coumaric acid, vanillic
acid and ferulic acid), five terpene derivatives (loliolide, vomifoliol, 4,5
dihydroblumenol A, 3-oxo-a-ionol and blumenol C), and an esterified derivative of
triterpenoid taraxerol, taraxerol p-methoxybenzoate (novel compound), not previously
described in this species. The total leaf extract was tested at different concentrations
to determine if it is an inhibitor of cathepsins K, L and V, and these tests showed
cathepsin K and V inhibitory properties at a concentration of 500 ug/mL.

Keywords: Pavonia multiflora. Cathepsins. Phytochemistry. Natural products.
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1  INTRODUGCAO

1.1. Um breve histérico do uso dos produtos naturais pelo homem

O contato do homem com a natureza ocorre desde o inicio de sua existéncia,
e a relagdo dos povos com as plantas vai além da alimentagdo. Os vegetais séo
recursos de grande valor terapéutico, devido a sua diversidade e ao seu potencial
em fornecer substancias bioativas. Essas interacbes veem sendo estudadas pela
Etnobotéanica, ciéncia responsavel pela pesquisa das relagdes entre humanos e
plantas em toda sua complexidade, e € baseada na observacédo detalhada que uma
sociedade faz de diversas espécies (SIMOES, SCHENKEL, GOSMAN et al., 2010).

Segundo evidéncias arqueoldgicas, o uso dos vegetais para obtencao de
principios ativos era amplo em culturas antigas. Nozes de bétele, semente de um
fruto aromatico que contém substancias psicoativas e estimulantes, eram mascadas
ha 13 mil anos no Timor em rituais religiosos. Registros descobertos no Equador
apontam o uso das folhas de coca ha cinco mil anos, como anestésico em casos de
dor, frio e fome (PINTO, SILVA, BOLZANI et al., 2002).

Outros registros, de cerca de 2600 a.C., apontam o uso de aproximadamente
1000 substancias derivadas de plantas na Mesopotamia, enquanto que na medicina
Egipcia, ha cerca de 1500 a.C., existem registro da utilizacdo de mais de 700
substancias de origem vegetal (PINTO, SILVA, BOLZANI et al., 2002).

Entre 130-200 d.C., surge na Grécia, Galeno, farmacéutico e médico, cujas
formulagdes medicamentosas eram preparadas por misturas de compostos e
extratos, e esse conceito deu origem a farmacia galénica. Porém, foi entre os
séculos V e XVII que o velho mundo expandiu seu conhecimento sobre plantas
medicinas, pois passou a conhecer as ervas chinesas e indianas. Nessa mesma
época, as grandes navegacgodes tiveram como descoberta o continente das Américas,
com seus povos (Incas, Maias e Astecas) e suas culturas, juntamente com sua flora
e seu grande potencial terapéutico, que é até hoje indispensavel a medicina (PINTO,
SILVA, BOLZANI et al., 2002).
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Nos séculos XVIIl e XIX se iniciaram os processos de extracado e purificacdo
de substéncias a partir de vegetais. E somente no século XX que os métodos
espectroscopicos foram introduzidos com objetivo de identificar estruturas de
substancias provenientes do metabolismo secundario de vegetais, de
microrganismos, dentre outros, demonstrando uma diminuigdo significativa de tempo
e de recursos necessarios para extracao (PINTO, SILVA, BOLZANI et al., 2002;
CRAGG e NEWMAN, 2013).

1.2. A importancia dos produtos naturais na descoberta de farmacos

O uso de plantas tem sido o unico recurso terapéutico ao longo do tempo por
uma grande parcela da populagao brasileira, e por mais de 2/3 da populagdo do
planeta. Além disso, o mercado mundial de fitoterapicos e fitofarmacos movimentam
bilhdes de US$ por ano (PINTO, SILVA, BOLZANI et al., 2002).

Diversificadas publicagdes afirmam que os produtos naturais continuam,
ainda nos dias atuais, a ter papel importante na descoberta e desenvolvimento de
novos farmacos (NEWMAN e CRAGG, 2012; HARVEY, 2008). Essa situag&o conta
com os crescentes investimentos em pesquisas, aliado ao conhecimento dos povos
na medicina tradicional, como € o caso dos indigenas, que dominam o conhecimento
sobre a aplicagcao de cerca de 1300 espécies de plantas brasileiras em diferentes
doencas, segundo dados do Ministério da Saude (FUNARI e FERRO, 2005).

Um exemplo bem sucedido da utilizacdo dos produtos naturais foi a
descoberta da morfina (figura 1), um alcaloide isolado da Papaver somniferum L.,
utilizado ha centenas de anos como anestésico potente. Outro exemplo trata-se do
alcaloide quinolinico, a quinina (figura 1), isolada de Cinchona ledgeriana Moens,
utilizada como antimalarico e como febrifugo, logo apds a colonizagdo espanhola da
América do Sul (BARREIRO e BOLZANI, 2009; BARREIRO, 1990).

Newman e Cragg (2012) destacam a importdncia da continuidade das
pesquisas em produtos naturais na busca de novos farmacos, ja que mais de 50%
dos novos agentes terapéuticos langados entre 1981 e 2010 envolvem esses
produtos. Essa busca se faz necessaria para a descoberta de principios bioativos
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inovadores, principalmente no controle de infec¢gdes bacterianas e fungicas, cancer e
outras doengas, ja que os vegetais continuam sendo uma importante fonte de novos
compostos para a terapéutica de diversas patologias (CLARDY e WALSH, 2004;
NEWMAN e CRAGG, 2012). Exemplos disso sao o taxol (figura 1), obtido da Taxus
brevifolia, utilizado no tratamento do cancer, e a hipericina (figura 1), isolada do
extrato do Hypericum perforatum e utilizada como antidepressivo (VIEGAS,
BOLZZANI e BARREIRO, 2006).

Entretanto, varias outras moléculas ja foram isoladas de plantas e
modificadas por semissinteses para serem utilizadas em tratamentos de doencas,
como derivados de artemisina (figura 1), para o tratamento de maléaria, e
camptotecina (figura 1), que deu origem a varios farmacos com aplicagdo na
oncologia (BARREIRO e BOLZANI, 2009).

Essas e tantas outras moléculas séo originadas do metabolismo secundario
das plantas, que funciona produzindo substancias que dao suporte a sua
sobrevivéncia. Esses metabdlitos tém distribuicdo limitada na natureza, e sua
expressao € individualizada em cada espécie. Portanto, € esse metabolismo que

fornece varios produtos naturais farmacologicamente ativos (DEWICK, 2002).

QUININA

ARTEMISINA

Figura 1: Substancias com atividade biolégica de origem vegetal.
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Todo o processo de obtengao do produto natural, que envolve desde a coleta
da planta até o isolamento e identificagdo dos compostos, e aplicacdo dos ensaios
de atividade bioldgica, € dispendioso e requer tempo. Por isso, os avangos
tecnolégicos permitiram o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas na busca
de moléculas bioativas, como os métodos espectrométricos, e principalmente pela
quimica computacional, aplicavel no planejamento racional de novos farmacos
(BARREIRO, 2002).

Diante disso, o interesse na pesquisa dos produtos naturais continua
crescente, uma vez que se trata de muitos recursos naturais ainda ndo explorados e
com grande potencial, que vao além da terapéutica contra o cancer e infecgdes,
abrangendo doengas cardiovasculares, neurolégicas, hormonais e metabdlicas,
como diabetes, dentre outras (HARVEY, 2008).

1.3. Mata Atlantica - Biodiversidade como fonte de novos farmacos

O Brasil possui cerca de 20% de toda biodiversidade mundial, sendo
considerado o pais com maior numero de espécies endémicas do planeta. Portanto,
este é um pais com grande riqueza natural e fonte de substancias com possiveis
potenciais bioativos, sendo esse um dos principais motivos para sua preservagao e
investigacdo, para descoberta de novos farmacos (MYERS, MITTERMEIER, da
FONSECA et al., 2000; RIBEIRO, METZGER, MARTENSEN et al., 2009).

A Mata Atlantica € um dos mais importantes biomas das Américas, com mais
de 20 mil espécies de plantas, que inclui cerca de 8% das espécies de toda fauna e
flora do planeta. Originalmente, este bioma ocupava 1.290.000 km? do territério
brasileiro. Os impactos de diferentes ciclos de exploracdo e a concentragao das
maiores cidades e nucleos industriais fizeram com que a vegetacao natural fosse
reduzida drasticamente. A devastagao foi maior nas areas planas da regiao costeira
e na estreita faixa litoranea do Nordeste (Conservation International, 2014).

Segundo RIBEIRO et al (2009), cerca de 9% da floresta remanescente esta
em areas de reservas naturais, sendo apenas 1% de floresta original, que

encontram-se separadas em pequenas areas, ou ligadas por corredores biologicos
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formados por matas secundarias (RIBEIRO, METZGER, MARTENSEN et al., 2009).

Os registros mostram que a Mata Atlantica possui cerca de oito mil espécies
endémicas de plantas, e € considerada um dos Hotspots mundiais. Esse termo foi
introduzido por MYERS et al (2000) como areas de elevada taxa de endemismo e
com grande perda de sua vegetagao primaria. Para tanto, um bioma recebe essa
qualificagdo quando possui pelo menos 1500 espécies de plantas endémicas, de um
total de 300 mil espécies de plantas do planeta, além de ter perdido mais de 70% de
sua area original de vegetacdo (MYERS, MITTERMEIER, da FONSECA et al., 2000;
Conservation International, 2014).

Apesar de ja existirem grupos de pesquisa que desenvolvem trabalhos na
area de Quimica de Produtos Naturais de plantas provenientes deste bioma, a
quantidade de exemplares estudados em relacdo ao numero de espécies existentes
€ insignificante. Uma das possibilidades em se estudar estes vegetais é a
descoberta de novas moléculas que possam ter diversos efeitos biolégicos podendo
levar a descoberta de novos produtos com valor agregado. (BARREIRO e BOLZANI,
2009; FUNARI e FERRO, 2005).

A biodiversidade brasileira € considerada um instrumento importante na
descoberta de novas fontes de substancias biologicamente ativas, ja que os
produtos naturais continuardo a ter aplicagcbes em novos produtos farmacéuticos,
medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos, como o0s bioherbicidas.
Dessa forma, a preservagdo dessas areas € fundamental tanto pela riqueza
bioldgica quanto pelo seu enorme potencial como fonte de possiveis novos farmacos
(BARREIRO e BOLZANI, 2009; FUNARI e FERRO, 2005).

1.4. Familia Malvaceae

A familia Malvaceae é predominantemente tropical e possui cerca de 250
géneros e mais de 4200 espécies (FRYXELL, 1999), com importancias econdmicas
variadas. Pode-se citar que das sementes de espécies de Gossypium L. obtém-se
fibras de algodao, e espécies de Ceiba Mill. fornecem madeira para carpintaria. Na

alimentacao destacam-se Abelmoschus esculentus, Theobroma cacao e Theobroma
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grandiflorum, conhecidos como quiabo, cacau e cupuagu, respectivamente, sendo
os dois ultimos de grande valor nutricional e com elevada importancia comercial
(SABA, 2007).

Apesar de ser uma familia extensa, os registros sobre a utilizagdo de suas
especies na medicina popular ainda sao restritos. Os extratos de diferentes espécies
das Malvaceae tém mostrado algum tipo de atividade biolégica. Pode-se citar que
nas areas costeiras da india, o extrato das flores do Abelmoschus manihot é usado
no tratamento da bronquite crénica e em dores de dentes, ja os extratos das folhas e
raizes mostram-se efetivas na cicatrizacdo de feridas (PRITAM e SANJAY, 2011). O
extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa tem apresentado atividade anti-hipertensiva,
através do relaxamento da musculatura lisa (ALI, WABEL e BLUNDEN, 2005;
ALONSO, ZAMILPA, AGUILAR et al., 2012). O extrato etandlico da Sida rhombifolia
L. tem apresentado atividade vasorrelaxante (CHAVES, GOMES, TOMAZ et al.,
2013), além de citotoxicidade fraca (PIEME, PENLAP, NGOGANG et al., 2010).

Outras espécies da familia Malvaceae sao conhecidas por seus diferentes
usos na medicina popular como diurético, em tratamento de reumatismo, desordens
gastrointestinais e asma. Seus usos como anti-inflamatoérios e antinociceptivos tém
sido investigados (COSTA, SILVA, CAVALCANTI et al., 2007).

A familia Malvaceae possui uma grande variedade de metabdlitos
secundarios ja descritos, tais como compostos fendlicos (LEAL, 2008), betainas
(BLUDEN, PATEL, ARMSTRONG et al., 2001), especialmente as glicilbetainas
(GORHAM, 1996), alcaloides (GHOSAL, CHAUHAN e MEHIA, 1975), terpenoides
(SILVA, SILVA, LINS et al., 2006), fitoesterois (TODARWAL, JAIN e BARI, 2011), e
flavonoides (SILVA, COSTA, SILVA et al., 2005).

1.5. Género Pavonia

O género Pavonia Cav. possui 224 espécies nas Américas e é um dos
maiores géneros da familia Malvaceae (FRYXELL, 1999). No Brasil, ocorre
principalmente entre as regides Nordeste e Sudeste, apresentando-se como ervas,

arbustos e raramente arvores de pequeno porte. A maioria de suas espécies ocorre
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em areas com matos, bordas de florestas, campos rochosos e areas modificadas,
tais como estradas e areas de cultivo abandonadas (GRINGS, KRAPOVICKAS e
BOLDRINI, 2011).

Segundo registros encontrados na Lista de Espécies da Flora do Brasil do
Jardim Botanico do Rio de Janeiro, a espécie P. multiflora é endémica do Espirito
Santo (Flora do Brasil JBRJ, 2014).

Para a maioria das espécies do género Pavonia sao encontrados estudos
botanicos e agrondmicos. Algumas espécies apresentam estudos de atividade
biolégica, como a P. alnifolia, cujo extrato hidroalcoolico apresentou efeito
hipotensivo dose-dependente (ANDRADE, EWALD, FREITAS et al., 2012), o extrato
metandlico de P. odorata apresentou propriedade citotoxica e agao antioxidante
(SELVAN, KAKOTI, GOMATHI et al., 2007), e o extrato acetdnico de P. zeylanica
evidenciou atividade larvicida (VAHITHA, VENKATACHALAM, MURUGAN et al.,
2002).

Sobre estudos quimicos, para a espécie P. distinguenda, ja foram isolados
flavonoides e identificados triterpenoides, enquanto que para a P. varians ja foram
detectados alcaloides, taninos, catequinas e saponinas (LEAL, 2008). Portanto,
estudos fitoquimicos, aliados a estudos farmacologicos, e testes de atividade
biolégica para o género ainda s&o escassos na literatura cientifica (LEAL, 2008).

O estudo fitoquimico de uma espécie endémica possui como ponto favoravel
a possibilidade de se extrair e isolar novos constituintes quimicos, ou substancias
com atividade biolégica, que possam ser usadas como potenciais terapéuticos.
Quando nao se dispde de estudos quimicos preliminares sobre a espécie de
interesse, a analise fitoquimica pode indicar grupos de metabdlitos secundarios
relevantes e servir como estudo de bioprospeccéo (SIMOES, SCHENKEL, GOSMAN
et al., 2010). A P. multiflora se enquadra nesse caso, pois € uma espécie endémica e

sem estudos fitoquimicos preliminares.
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1.6. Busca por atividade biolégica da P. multiflora

O estudo quimico de produtos de origem natural € acompanhado da avaliagao

de sua atividade biolégica frequentemente.

Este estudo integra a rede de pesquisa SISBIOTA (Proc. CNPQ n°
563286/2010-5), composta por grupos de pesquisa da Universidade Federal do
Espirito Santo (Campus Goiabeiras), Universidade Federal de Sdo Carlos (Campus
S&o Carlos), Universidade Federal de Goias (Regional Cataldo) e Universidade
Federal de Sao Paulo (Campus Diadema), a qual propde a prospecgado quimica e
bioldgica de plantas pertencentes ao Cerrado e a Mata Atlantica, com o objetivo de
fornecer dados que estimulem a preservagdo desses biomas, juntamente com a

descoberta de novos compostos bioativos.

A avaliagdo de atividade biolégica de um produto natural é realizada por
testes que procuram demonstrar a agdo e a eficiéncia de uma substéncia, ou grupo
de compostos, num determinado mecanismo bioldgico. Dessa forma, buscou-se

P

atividade a qual esta associada ao projeto SISBIOTA.

1.6.1 Inibicao das catepsinas

As enzimas sao macromoléculas que exercem diversas fungdes, as quais
incluem catalise de reagdes biolégicas fundamentais no organismo, transporte de
substéancias, defesa e regulacdo (NELSON e COX, 2004).

Essas moléculas sdo cadeias polipeptidicas longas, formadas por centenas
de aminoacidos unidos pelas ligagbes peptidicas. Tais estruturas podem ser
simples, quando formadas apenas por aminoacidos, ou conjugadas, quando
apresentam um cofator, que pode ser um ion metalico ou um grupo organico (ex:
vitamina, lipidio, glicidio). Elas se diferenciam quanto ao tamanho, forma, afinidade
de ligacao, e carga elétrica. Porém, a diferengca em relagdo a sua atividade ocorre
principalmente devido a sua constituicdo, ou seja, a sequéncia de aminoacidos, que

Ihe confere forma (BARRETO e FRAGA, 2008). Assim, por serem responsaveis por
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atividades altamente especificas, elas sao alvos terapéuticos muito atrativos para o
desenvolvimento de novos farmacos (MARQUES, 2011; SEVERINO, 2008).

As catepsinas sao cisteino-peptidases, uma classe de enzimas envolvidas no
processo de degradagao de proteinas nos lisossomos, ou em outras organelas, de
forma fisiolégica, e atuam também em diversos processos patolégicos, como
osteoporose e cancer. Nos mamiferos, todas as cisteino peptidases sdo conhecidas
como catepsinas, porém o contrario ndo é verdadeiro (PALERMO e JOYCE, 2007).
Essas enzimas estdo classificadas em aspartil endopeptidases (catepsinas D e E),
serino peptidases (A e G) e cisteino peptidases (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W, e X)
(TURK e GUNCAR, 2003; MARQUES, 2011), sendo que as catepsinas B, C, F, H, K,
L, O, S, V, W e X sao catalogadas como presentes em humanos, em um total de 11
enzimas. Diferentes funcgdes fisiologicas foram relatadas para as mesmas e, por
estarem também associadas aos diversos processos patologicos, despertaram o
interesse de industrias farmacéuticas na busca de possiveis inibidores (KUESTER,
LIPPERT, ROESSNER et al., 2008).

Dentre as enzimas estudadas neste trabalho, a catepsina K esta presente de
forma predominante nos osteoclastos e, portanto, associada a reabsor¢ao éssea e
ao desenvolvimento de osteoporose. Por sua vez, a catepsina L, relatada nos mais
variados tipos celulares, relaciona-se com artrite e progressédo de tumores, enquanto
que a catepsina V, fisiologicamente associada ao complexo de histocompatibilidade
maior de classe Il (MHC Il) e selegao de linfécitos T, é considerada como marcadora
de diagndstico de tumores de célon; estando também associada a doengas
cardiovasculares e inflamagdes, e carcinomas em geral (MARQUES, 2011, LETO,
SEPPORTA, CRESCIMANNO et al., 2010, LANKELMA, VOOREND, BARWARI et
al., 2010, YASUDA, GREENBAUM, BOGBO et al., 2004).

A inibicdo seletiva dessas enzimas pode ajudar no desenvolvimento de novos
medicamentos envolvidos em diversas doencas. Por isso, este estudo busca o teste
de inibicdo das catepsinas K, L e V como forma de verificar se o extrato de P.
multiflora é capaz de apresentar-se ativo, inibindo essas enzimas em caso de

processo patoldgico, assim como suas particdes e substancias isoladas.
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2 OBJETIVOS

21 Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo o estudo fitoquimico do extrato das
folhas da Pavonia multiflora, e avaliacdo da atividade bioldgica frente as catepsinas
K, LeV.

2.2 Objetivos especificos

e Isolar e elucidar as estruturas quimicas dos metabdlitos secundarios presentes

no extrato das folhas da P. multiflora.

e Avaliar a atividade biolégica do extrato e fragdes frente aos testes de inibigao

das catepsinas.
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MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Materiais e Equipamentos para ensaio quimico

A secagem do material vegetal foi realizada em estufa artesanal no setor de
Botanica, Departamento de Biologia - UFES.
A moagem do material seco foi feita em liquidificador Arno.
O evaporador rotatério utilizado na concentracdo do extrato foi um Fisatom 801,
acoplado a bomba de vacuo Buchi V-700.
Os solventes utilizados na preparagao do extrato e das particbes, assim como
nas separagdes por CLC, CLV, CCDP e CCDC foram etanol, hexano, acetato de
etila, metanol e diclorometano, de marcas comerciais Synthlab e Merck. Para a
CLAE foram utilizados metanol, isopropanol, acetonitrila, hexano e acetato de
etila da marca Panreac, e agua mili-Q, ultrapurificada pelo sistema Purelab Ultra
MK2 da marca Elga. Para os experimentos de RMN, foram utilizados solventes
CDCl3 e CD3;0D da Sigma Aldrich.
Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC): placas de silica gel
60 G Merck, observadas sob a radiacao ultravioleta, nos comprimentos de onda
de 254 e 365 nm em camara de UV da Camag, e reveladas com solugao acida
de vanilina 1% em acido acético.
Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP): placas de vidro
recobertas com suspensao de silica gel 60 G Merck.
Cromatografia Liquida em Coluna (CLC): fases estacionarias silica gel 60 G
Merck, Florisil® Tedia Brazil e Sephadex® LH-20 Sigma-Aldrich.
Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV): kitassato acoplado a bomba de vacuo
Buchi V-700, e funil de placa sinterizada com capacidade de 1L, com silica gel
60 G Merck e Florisil® Tedia Brazil, como fase estacionaria.
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE): equipamento Agilent de bomba
quaternaria modelo G1311C-1260 e acoplado a detector UV-Vis com arranjo de
diodos (DAD) modelo G1315D-1260.

» Sistema analitico de fase reversa: coluna Phenomenex C-18 (5

pum, 4,8 x 250 mm); vazao de 1 mL/min, com fase mével formada por
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mistura de H,O e MeOH em eluigdo gradiente (iniciando em 90:10,
alcangando 100% de MeOH aos 40 minutos, e retornando a
propor¢ao 90:10 aos 46 minutos, e mantendo-se até 50 minutos de
eluicéo).
= Sistema analitico de fase normal: coluna Zorbax RX-SIL (5 ym, 4,6
x 250 mm); vazdo de 1 mL/min, com fase movel formada por mistura
de Hex e AcOEt em eluicdo gradiente (iniciando em 100% de Hex,
alcangando 100% de AcOEt aos 45 minutos, e retornando a 100%
de Hex aos 46 minutos, e mantendo-se até 50 minutos de eluig&o).
= Sistema semipreparativo de fase reversa: coluna Zorbax Eclipse
XDB-C18 (5 um, 9,4 x 250 mm); sob as mesmas condi¢gdes de
eluicdo gradiente do sistema analitico de fase reversa, porém com
vazao alterado para 3 e 4 mL/min.
» Sistema semipreparativo de fase normal: coluna Zorbax RX-SIL (5
Mm, 9,4 x 250 mm); sob as mesmas condigdes de eluicdo gradiente
do sistema analitico de fase normal, porém com vazao alterado para
3 mL/min.
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): equipamento Varian
400 MHz, com sonda 5 mm ATB BroaBand 'H/'"®F/X, e com TMS como padrdo
de referéncia.
Espectrometria de Massa (EM): equipamento Esquire 3000 Plus sob infusédo
direta de amostra solubilizadas em MeOH:H,0 (9:1).
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM):
cromatégrafo CG-17A Shimadzu, modelo GC-EM QP5000, equipado com coluna
apolar DB-1 (30 m x 0,25 mm), filme = 0,25 ym, ionizagdo via impacto de
elétrons (IE) (70 eV). Condigbes operacionais de analises: pressao interna da
coluna de 100 kPa (4 min.); fluxo de gas na coluna de 1,5 mL/min. com gas
Hélio; temperatura no injetor: 250 °C; temperatura no detector: 280 °C; Modo
split, volume de injecdo de 1puL; programagao da coluna: 150 °C (2 min.), 10
°C/min. até 280 °C (10 min.), 5 °C/min. até 300 °C (5 min.), totalizando 34 min.
de tempo de eluicio.
Cristalografia por difracdo de Raios-X: difratbmetro Enraf-Nonius CAD-4
empregando monocromador de grafite a 150 K, e operando no modo de
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varredura @-w CuKa (A = 0.71073 A em 40 KV e 20mA). A estrutura foi elucidada
utilizando o pacote de programas WingX, que utiliza o SHELX-97.

3.2 Materiais e Equipamentos para ensaio biolégico

3.2.1 Ensaio de inibicdo enzimatica (Catepsinas)

e Catepsinas K, L e V recombinantes humanas expressas em Pichia pastoris e
cedidas pelo Prof. Dr. Marcio Fernando Madureira Alves, da Universidade
Federal de Sdo Paulo. Essas enzimas foram estocadas em solu¢des contendo
0,01% de Tween 20 (v/v);

e DTE (Sigma Aldrich);

e Substrato fluorogénico Z-FR-MCA (carbobenzoxi-fenilalanina-arginina-7-amino-
4-metilcumarina) das empresas Bachem Inc e Sigma;

¢ Inibidor irreversivel especifico de cisteino peptidase E-64;

e Acetato de sodio trihidratado (J.T. Baker);

e EDTA (J.T. Baker);

e Espectrofluorimetro: com leitor de placa com 96 pocgos, Corporation — Spectra,
modelo MAX GEMINI XS. DQ-UFSCar.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Coleta e Identificagcao do Material Vegetal

No dia 08 de junho de 2012 foram coletados dois quilogramas de folhas
frescas de P. multiflora (figura 2) na Reserva Bioldgica de Duas Bocas, municipio de
Cariacica, localizada na regido da Grande Vitéria-ES (sob as coordenadas
20°16.353'S e 40°28.820'W). Dois galhos da planta contendo flores foram retirados
como amostra para a preparagao de exsicata, que se encontra depositada no
Herbario VIES da UFES, com o registro de numero 26625.

A identificagcdo da espécie foi realizada pelo setor de botanica da UFES,
supervisionada pela Prof?. Dr?. Luciana Diaz Thomas e pelo bidlogo Weverson

Cavalcante Cardoso, como P. multiflora A. St-Hil. (Malvaceae).

Figura 2: P. multiflora coletada na Reserva Bioldgica de Duas Bocas / E.S.

4.2 Preparagao dos Extratos

As folhas coletadas foram secas em estufa de madeira, aquecidas por
lampadas incandescentes, em aproximadamente 40°C, durante 10 dias, no setor de
Boténica, Departamento de Biologia-UFES, fornecendo um total de 486 gramas de

material vegetal seco.

A moagem das folhas secas foi realizada em liquidificador, e todo o material

foi submetido a maceracdo com EtOH 96% por 72 horas. O material foi filtrado em
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papel de filtro, e o material vegetal foi submetido novamente a maceragédo com EtOH
por 72 horas. Esse procedimento foi repetido por mais uma vez, totalizando trés
maceragdes com EtOH, e em seguida fez-se a maceragédo por mais 72 horas com
AcOEt. Todos esses filtrados foram reunidos, gerando o extrato total, que foi
concentrado com auxilio de evaporador rotatorio. Em seguida, esse extrato
concentrado foi transferido para um frasco, e foi mantido em capela de exaustao por
dez dias, em temperatura ambiente. A figura 3 ilustra o processo de preparagéao do

extrato total das folhas da P. multiflora.

Material vegetal
seco e moido
4869

XI Extracao por Maceragéao

com Etanol

Material
Vegetal (3 x 72hr)
Filtragdo | ———) | Extragao por Maceragao
Material com AcOEt

_§ Vegetal

= (72hr)
(o)

Extrato Filtrado . -
Total ——= Filtragéo
Extrato
Concentrado Evaporador
W19 rotatorio

Figura 3: Esquema da preparagao do extrato W19.

Em seguida o extrato concentrado foi ressuspendido em 300 mL de
MeOH:H,O 1:3 v/v. Com essa ressuspensao foram realizadas particdes liquido-
liquido, utilizando 600 mL de hexano, e posteriormente 600 mL de acetato de etila,
que originaram trés extratos: Hexano (W19H), Acetato de Etila (W19A) e

Hidroalcodlico (W19HA). A figura 4 ilustra o procedimento de particao descrito.
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W19

Ressuspencgao: 300 mL Metanol:H,0 (1:3)
Particdo: 3 x 0,2 L de Hexano

Eliminagdo do solvente

Extrato Hexano [ Extrato J

WI19H Hidroalcoolico
30,493g

Particdo: 3 x 0,2 L de Acetato de Etila

Eliminacdo do solvente

Extrato AcOEt i Ethrajtol'
WI19A idroalcdolico
2,967g W19HA = 115mL

Figura 4: Esquema da partigéo liquido-liquido.

4.3 Metodologias cromatograficas

4.3.1 Metodologia geral

As comparacgdes entre os constituintes quimicos de cada amostra foram
realizadas utilizando Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC), que
foram observadas sob luz UV 254 e 365 nm, e tratadas com vapores de iodo ou com

solucao acida de vanilina 1% e posteriormente aquecidas.

A definicdo da composicdo de cada amostras foi estabelecida através da
observagado dos fatores de retencao (Rf) de cada um dos diferentes constituintes
quimicos, que direcionou cada amostra aos procedimentos cromatograficos
posteriores, tais como CLC, CCDP e CLAE.

A Cromatografia Liquida em Coluna (CLC) foi realizada utilizando-se
diferentes didmetros de colunas, fases estacionarias de silica gel ou Sephadex LH-
20, e variadas fases moveis, escolhidas de acordo com a quantidade e

caracteristicas de cada amostra, tais como solubilidade e polaridade na CCDC.
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A Cromatografia Liquida a Vacuo (CLV) foi realizada utilizando-se um funil de
placa sinterizada com capacidade para 1000 mL acoplado ao Kitassato de 2 L, que
encontrava-se conectado a bomba de vacuo. O recheio utilizado no funil foi silica gel
(0 = 11 cm, h = 8cm) e uma camada de 1 cm de Florisil®. Utilizou-se fase mével de
Hex:AcOEt em gradiente, partindo de 500 mL de Hexano 100%. A quantidade de
acetato de etila adicionada foi aumentada em 10% a cada 500 mL de fase mével, até

atingir 100% de AcOEt, totalizando 11 fases méveis.

4.3.2 Metodologia para CLAE em modo analitico e semipreparativo

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi utilizada na
determinacao dos perfis cromatograficos das amostras, com o objetivo de determinar
suas composicdes. Para isso, foi aplicado o método analitico com a coluna C-18
Phenomenex (5 pym, 4,5 x 250 mm) e vaz&do de 1mL/min. As amostras foram
previamente diluidas em MeOH e injetadas no equipamento em volumes de 20 pL. A
eluicdo foi realizada em modo gradiente utilizando agua mili-Q (tipo 1) e MeOH. O
método analitico teve sua eluicdo em gradiente, iniciando-se com uma mistura de
H,O:MeOH 9:1. Apds 40 minutos foi alcangado 100% de metanol, e aos 46 minutos
a eluicdo voltou para o eluente H,O:MeOH 9:1, até o final da eluigdo, aos 50

minutos.

Para o método analitico em coluna de fase normal, foi utilizada a coluna
Zorbax RX-SIL (5 ym, 4,6 x 250 mm) e vazdo de 1 mL/min. As amostras foram
previamente diluidas em hexano e injetadas no equipamento em volumes de 20 pL.
A eluicéo foi realizada em modo gradiente, iniciando-se em 100% de Hexano e
alcancando 100% de acetato de etila aos 45 minutos e mantendo essa porcentagem
até 46 minutos. Aos 47 minutos foi reestabelecido os 100% de hexano, que foi

mantido até os 50 minutos de eluicao.

As separagdes de substancias pelo método semipreparativo seguiu 0 mesmo
gradiente de eluicdo dos métodos analiticos, utilizando-se coluna Zorbax Eclipse

XDB C-18 (5 pm, 9,4 x 250 mm) e vazédo de 3 ou 4 mL/min para o método
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semipreparativo de fase reversa, e coluna Zorbax RX-SIL (5 ym, 9,4 x 250 mm) com

vazéo de 3mL/min para o método semipreparativo de fase normal.

4.4 Fracionamento Cromatografico

4.41 Fracionamento Cromatografico do Extrato Acetato de Etila (W19A)

O extrato acetato de etila W19A (m = 2,9679) foi submetido a CLC com silica
gel (¢ = 5,5 cm, h =30 cm) e fase movel de CH,Cl,:MeOH em eluigao gradiente (9:1
=3,5L;73=1L;1:1=0,5L) e MeOH = 2 L. Foram obtidas oito fragbes (W19A 1 a
8).

Cada uma das oito fracdes foi submetida a CLAE método analitico em coluna
C-18 para determinacdo do seu perfil cromatografico, e em seguida foram
submetidas a CLC com silica gel ou Sephadex LH-20, utilizando-se como eluentes
diferentes concentragbes de Hex:AcOEt e AcOEtMeOH, ou MeOH,
respectivamente. Tanto a fase estacionaria quanto a fase movel para cada
cromatografia foram escolhidas de acordo com as caracteristicas das amostras, tais
como solubilidade na fase movel e analise do Rf de suas CCDC. A figura 5
representa o esquema da realizagdo das cromatografias e obtengdo das amostras a
partir do extrato W19A.
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2,967¢g

9A

Silica
$=5,5cm, h = 30cm

Dicloro:Metanol (9:1) = 3,5L
Dicloro:Metanol (7:3) = 1L
Dicloro:Metanol (1:1) = 0,5L
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Metanol = 2L
WI9AI WI9A 2 WI19A 3 WI9A 4 WI9A 5[ |WI19A 6| [W19A 7(| WI9A 8
0,069¢ 0.331¢g 0,315g 0,1662¢g 0,2575¢ 0,2589¢ 0.7696¢g 0,7534¢g
Silica Silica Silica
¢ =2,5cm, h=30cm  [$=3,5cm, h=30cm $=3,5cm, h=30cm Silica Silica
Hex:Acet (9:1) Hex:Acet (7:3) Hex:Acet (7:3) ¢=2,5cm, h=30cm | $=2,5cm, h=30cm
Hex:Acet (4:1) Hex:Acet (3:2) Hex:Acet (3:7) Hex:Acet (9:1) Acet:Met (9:1)
Hex:Acet (7:3) Hex:Acet (1:1) Hex:Acet (1:9) Hex:Acet (7:3) Acet:Met (7:3)
Hex:Acet (1:1) Hex:Acet (1:4) Acet: Metanol (4:1) Sephadex Hex:Acet (1:1) Acet:Met (1:1)
Acetato puro Acetato puro Acet: Metanol (1:1) ¢=3,5cm, h=36cm Metanol Acet:Met (3:7)
Metanol Metanol Metanol Metanol Metanol
WI9A 2.5
129mg
oa L WIoA 2.4 WI9A 3.7 W dma WI9A 6.4 WI9A 7.6
2 122,5mg 55.1mg 0 7.4mg 56,8mg
WI9A 13 WI9A 23 WA 36 WI9A 43 WIOA 63 WI9A 7.5
7,8mg 1393A’2;nzg on 3g5 113,5mg 67,3mg 8,.9mg
W . .
WI9A 1.2 26.3 83,7mg WI9A 4.2 WI19A 6.2 WI9A 7.4
oM 185,2mg
19,1mg 256,4mg 166,8mg
WI9A 2.1 V\éwé/\ 34 2 W19A 7.3
17m, 7,6mg
WI9A 1.1 £ WI19A 4.1 WI9A 6.1 189 1mg
11,9mg Wflg9lA 33 Fungo 10,1mg WI19A 7.2
,1 Mg 267,4mg
WI9A 3.2
WI19A 7.1
4,7mg 46,4mg
WI19A 3.1
12,1mg

Figura 5: Fracionamento cromatografico do extrato W19A.

W19A 1: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase reversa. Em seguida foi
realizada CLC com silica gel (¢ = 2,5 cm, h = 30 cm) (m = 69 mg) e fase movel de
Hex:AcOEt em elui¢cao gradiente (9:1=0,3L;4:1=0,7L;7:3=03L; 1:1=0,3L),
AcOEt = 0,2 L e MeOH = 0,2 L. Foram obtidas quatro fragdes (W19A 1.1 a 1.4), as
quais foram submetidas a CLAE analitica em fase reversa. Em seguida, as fragdes
W19A 1.3 (m = 7,8 mg) e W19A 1.4 (m = 28,8 mg) foram submetidas a CLAE
semipreparativa de fase reversa, e as amostras coletadas foram encaminhadas para
analise por RMN de 'H.

o W19A 2: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase reversa. Em seguida foi
realizada CLC com silica gel (¢ = 3,5 cm, h = 30 cm) (m = 331 mg) e fase movel de
Hex:AcOEt em eluicdo gradiente (7:3=11L;32=05L; 1:1=05L; 1:4=051L1),
AcOEt = 0,5 L e MeOH = 0,5 L. Foram obtidas cinco subfragbes (W19A 2.1 a 2.5),
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que foram submetidas a CLAE analitica de fase reversa. As subfragbes W19A 2.2 (m
= 26,3 mg) e W19A 2.3 (m = 33,2 mg) foram submetidas a CLAE semipreparativa de
fase reversa, enquanto W19A 2.4 (m = 122,5 mg) e W19A 2.5 (m = 129 mg) foram
conduzidas a CLC em Sephadex LH-20 (¢ = 3,5 cm, h = 35 cm) e MeOH como fase
movel em eluicdo isocratica. As amostras coletadas, que apresentavam massa
acima de 1 mg e apenas uma mancha em suas CCDC, foram encaminhadas para
analise por RMN de 'H.
= A subfraggo W19A 2.3 (m = 33,2 mg) foi conduzida a CLAE
semipreparativa de fase reversa, e isolou-se uma substancia de coloragéo
castanho-amarelada, que foi conduzida & analise por RMN de 'H e *C e
HMBC, sendo denominada substancia 1 (m = 2,4 mg) (figura 6).
= A subfragcdo W19A 2.4 (m = 122,5 mq) foi conduzida a CLC em Sephadex
LH-20 (¢ = 3,5 cm, h = 35 cm) e MeOH como fase movel em eluigéo
isocratica. Foram obtidas oito subfracbes (W19A 2.4.1 a 2.4.8), e todas
foram submetidas a CLAE analitica de fase reversa. A subfragdo W19A 2.4 .4
(m = 56,5 mg) foi conduzida a CLC em Sephadex LH-20 (¢ = 1,5 cm, h = 37
cm) e MeOH como fase movel em eluigdo isocratica, pela qual isolou-se um
sélido amarelado, na subfragcdo W19A 2.4.4 (30-35), que foi encaminhado a
analise por RMN de 'H e de *C e EM, sendo denominada substancia 5 (m =
33 mg) (figura 6). Um sdlido branco foi isolado da subfragdo W19A 2.4.4 (19-
24) e encaminhado para CG-EM, sendo denominadas substancias 9 e 10 (m
= 2 mg) (figura 6). As subfragbes W19A 2.4.3 (m = 16,8 mg), W19A 2.4.5 (m
= 7,5 mg) e W19A 246 (m = 4,2 mg) foram conduzidas a CLAE
semipreparativa em fase reversa. A subfragcdo W19 2.4.7 (m = 9,5 mgq) foi
conduzida a CLAE semipreparativa de fase reversa, de onde isolou-se um
solido branco que foi conduzido & andlise por RMN de 'H, sendo
denominada substancia 2 (m = 2,3 mg) (figura 6).
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E> SUBSTANCIA 2

WI9A 2
33Img
WI19A 2.4
122,5mg
Sephadex
$=3,5cm, h=35cm
Metanol
WI19A 2.4.8
4.9mg
WI19A 2.4.7
9,5mg
CLAE
WI9A 2.4.9 Semipreparativa
4,2mg
WI19A 2.4.5 WI19A 2.4.7p (18,09)
7,omg 2,3mg
W19A 2.4.4
56,5mg
[~ Sephadex
WI9A 2-4-3| ¢=1,5cm, h=39cm
16,8m Metanol
WI19A 2.4.2
12,4mg W19A 2.4.4
(36-F) 1,6mg
WI19A 2.4.1
8,8mg W19A 2.4.4
(30-35) 33mg

W19A 2.4.4
25-29) 7,1mg

WI9A 2.4.4
(19-24) 2mg

W19A 2.4.4
(1-18) 1,6mg

|:> SUBSTANCIA 5

|:> SUBSTANCIAS
9¢10

Figura 6: Fracionamento cromatografico da fragdo W19A 2.

o W19A 3: Realizou-se CCDC e CLAE analitica. Em seguida foi realizada CLC

com silica gel (¢ = 3,5 cm, h =30 cm) (m = 315 mg) e fase movel de Hex:AcOEt em

eluicdo gradiente (7:3 = 0,3 L; 1:1
(9,5:0,5 = 0,5 L;

41 =02L; 1:1

05L;37=05L; 19=0,2L), AcOEt:MeOH
0,3 L) e MeOH = 0,5 L. Foram obtidas sete

subfragées (W19A 3.1 a 3.7), que foram submetidas a CLAE analitica em fase
reversa. As subfracées W19A 3.1 (m = 12,1 mg), W19A 3.2 (m = 4,7 mg) e W19A 3.3

(m = 8,1 mg) foram submetidas a CLAE semipreparativa em fase reversa. As
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subfracbes W19A 3.4 (m = 87,6 mg) e W19A 3.6 (m = 62 mg) foram conduzidas a
CLC. A subfragdo W19A 3.5 (m = 83,7 mg) foi submetida a CCDP.

= A subfragdo W19A 3.3 (m = 8,1 mg) foi conduzida a CLAE semipreparativa
de fase reversa, onde foi isolado um sdlido branco, que foi conduzido a
analise por RMN de 'H, sendo denominada substancia 3 (m = 2,2 mg) (figura
7).

= A subfracdo W19A 3.4 (m = 87,6 mg) foi conduzida a uma CLC em
Sephadex LH-20 (¢ = 3,5 cm, h = 36 cm) e MeOH como fase movel em
eluicdo isocratica. As oito subfracbes obtidas (W19A 3.4.1 a 3.4.8) foram
submetidas a CLAE analitica em fase reversa. A subfragdo W19A 3.4.6 (m =
37,6 mg) foi conduzida a CLC em Sephadex LH-20 (¢ =1,5cm, h=37cm) e
MeOH como fase movel em eluigcdo isocratica. A amostra W19A 3.4.6.20 foi
conduzida a CLAE semipreparativa de fase reversa, pela qual foram isoladas
duas amostras de solidos branco-amarelados. Esses solidos foram
conduzidos & analise por RMN de 'H, sendo denominadas substancia 3 (m =
5,1 mg) e substancia 4 (m = 3,3 mg) (figura 7).

= A subfragdo W19A 3.5 (m = 83,7 mg) foi submetida a CCDP em placa de
silica gel de 20x20cm, com fase mével de Hex:AcOEt 1:1 v/v. Foram obtidas
quatro subfragdes (W19A 3.5.1 a 3.5.4). A subfragdo W19A 3.5.2 (m = 26,4
mg) foi conduzida CLAE semipreparativa em fase reversa de onde foi
isolado um solido esbranquicado, que foi encaminhado a analise por RMN
de 'H, sendo denominada substancia 6 (m = 2,1 mg). A subfracdo W19A
3.5.3 (m = 23,7 mg) foi conduzida CLAE semipreparativa em fase reversa de
onde foi isolado um sodlido esbranqui¢ado, que foi encaminhado a analise por
RMN de "H, sendo denominada substancia 7 (m = 5,1 mg) (figura 7).
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WI19A 3
0,315g
8,lmg 87,6mg 83,7mg
CLAE Sephadex CCDP SUBSTANCIA 7
Semipreparativa $=3,5cm, h=35cm Silica 20cm x 20cm
Metanol Hex:Acet (1:1) H
WI9A 3.3p WI9A 3.4.6
8,1mg 37,6mg
— W19A 3.5.3p (20.2)
ephadex
d=1,5cm, a=39cm W112A6§124 5,1mg
Metanol :
WI19A 3.3p(11,7) WégA73.5.3
W19A 3.4.6 ,/mg | CLAE
2,2mg (25-27) Semi-preparativa
WI9A 3.5.2
W192A43-4-6 26,4mg | CLAE
(24) Semi-preparativa
SUBSTANCIA 3 W1(9§‘3)3-4-6 WI9A 3.5.1
16,2mg
W19A 3.4.6] WI19A 3.5.2p (16,9)
(22) 2,1
VoA ac WI19A 3.4.6p S me
4. (13,6 € 17,6)
(19-21:20 CLAE 5,1¢3,3mg
W19A 3.4.6| Semi- —
(18)' ’ preparativa
SUBSTANCIA 6
WI19A 3.4.6
(15-17) .
SUBSTANCIAS
WI19A 3.4.6 3e4
(1-14)

Figura 7: Fracionamento cromatografico da fragdo W19A 3

° W19A 4: Essa amostra representa a unido das fracbes W19A 4 e W19A 5,

obtidas diretamente da primeira CLC do extrato W19A, com o objetivo de aumentar

as massas de substancias com mesmo Rf, que apareciam nas CCDC das duas

fragbes (m = 423,7 mg). Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase reversa. Em

seqguida, foi realizada CLC com Sephadex LH-20 (¢ = 3,5 cm, h = 36 cm) e fase

movel com MeOH em eluigdo isocratica. Foram obtidas quatro subfragbes (W19A 4.1

até 4.4), que foram submetidas a CLAE analitica em fase reversa. As subfra¢des
W19A 4.2 (m = 256,4 mg) e W19A 4.3 (m = 113,5 mg) foram conduzidas a CLC em
Sephadex LH-20 (¢ = 2,5 cm, h = 38,5 cm) e MeOH como fase movel em eluicéo

isocratica. As subfragcdes obtidas foram conduzidas a CLAE analitica de fase

reversa.
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o W19A 6: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase reversa. Em seguida foi
realizada CLC com silica gel (¢ = 2,5 cm, h =30 cm) (m = 258,9 mg) e fase mével de
AcOEt:MeOH em eluicédo gradiente (9:1=0,8L;7:3=0,41L; 1:1=0,2L) e MeOH =
0,5 L. Foram obtidas quatro subfragées (W19A 6.1 a 6.4), que foram submetidas a
CLAE analitica em fase reversa. As subfracoes W19A 6.2 (m = 166,8 mg) e W19A
6.3 (m = 67,3 mg) foram conduzidas a CLC em Sephadex LH-20 (¢ = 3,5 cm, h =
38,5 cm) e MeOH como fase movel em eluigdo isocratica. As subfragdes obtidas
foram conduzidas a CLAE analitica.

o W19A 7: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase reversa. Em seguida foi
realizada CLC com silica gel (¢ = 5,5 cm, h =39 cm) (m = 769,6 mg) e fase mével de
AcOEt:MeOH em eluicdo gradiente (9:1=0,5L;7:3=1L;1:1=0,25L;3:7=1L)e
MeOH = 0,8 L. Foram obtidas seis subfragcbes (W19A 7.1 a 7.6), que foram
submetidas a CLAE analitica em fase reversa.

o W19A 8: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase reversa.

4.4.2 Fracionamento Cromatografico do Extrato Hexano (W19H)

O extrato Hexano W19H (m = 30,493 g) foi submetido a CLV com apenas
parte de sua amostra (m = 10,018 g) com objetivo de separar tal extrato em fragdes
iniciais de massas menores. A CLV foi realizada utilizando-se um funil de placa
sinterizada com capacidade para 1000 mL acoplado ao Kitassato de 2 L. A fase
estacionaria utilizada foi silica gel (¢ = 11 cm, h = 8 cm) e uma camada de Florisil®
(h =1 cm). A fase movel em gradiente utilizada foi Hex:AcOEt, partindo de 100% de
Hex (500 mL) e aumentando 10% de AcOEt a cada 500 mL, até 100% de AcOEt.
Por fim, foi feita a limpeza da silica gel com 100% de MeOH. Foram obtidas oito
fragbes (W19H 1 a 8).

Cada uma das fragcdes foi submetida a CLAE analitica em coluna de fase
normal para determinagcdo do seu perfil cromatografico, e em seguida foram
submetidas a CLC com silica gel, utilizando-se como eluentes diferentes
concentracdes de Hex:AcOEt e AcOEt:MeOH, escolhidos de acordo com os Rf nas
suas CCDC. A figura 8 representa um esquema da realizagdo das cromatografias e

obtencao das subfracdes a partir do extrato W19H.



42

WI9H

10,058¢g
CLV: Silica (¢=10cm, h=10,5cm)
Hex. =1L

Hex:AcOEt (9,5:0,5) = 0,5L
Hex:AcOEt (9:1) = 1L
Hex:AcOEt (8,5:1,5) = 0,5L
Hex:AcOEt (8:2) = 1L
Hex:AcOEt (7:3) = 0,5L
Hex:AcOEt (6:4) = 0,5L
Hex:AcOEt (1:1) = 1L
Hex:AcOEt (3:7) = 1L
Hex:AcOEt (1:9) = 0,5L

12,3mg

Figura 8: Fracionamento cromatografico do extrato W19H.

AcOEt = 0,5L
Metanol = 1L
WI19H 6
WI19H1 WI19H 2 \77\7919921-1 3 WI19H 4 \2{)%981-1 5 1,476g
389,2mg 2.0700g »<~IMgZ 1,927¢g mg
Silica S_"LC"‘ R Silica Silica \ZLIZ%I;Ing
fei’;icc";{ (hg=2:400r5n= 0,15L) t'_exf/r*nc’e(_(g,éiocl 0,8L) a=ei?§: (%n?lf)mcm ¢=5?m' h=3-6'5—c o S—" e = ,
HexAcet (9.1 = 1,5) Hex:Acet (9,5:0,5 = 0,2L) B o = 1L Hex:Acet (8:2 = 0.8L) ¢=3.5cm, h=34cm WI19H 8
: 1= Hex-Acet (91 = 0,6L) ex:Acet (9: ) Hex:Acet (7:3 = 1,5L) Hex:Acet (9,5:0,5 = 0,15L)
Hex:Acet (8:2 = 1,51) HocAcet (32 = 0.61) Hex:Acet (8:2 = 1L) Hex:Acet (1:1 = 0,4L) Hex:Acet (9:1 = 1,5) 2.3084¢
HexEAcet (753 i 0,5L) Hex:Ace( (7:3 - O’SL) Hex:Acet (7:3 = 0,5L) Acet. (500mL) Hex:Acet (8:2 = 1,5L)
:exzﬁcet (;:; = 8,2::) HescAcet (6;4 - o:5|_) Hex:Acet (6:4 = 0,2L) Hex:Acet (7:3 = 0,5L)
H:?AEZ( 21 :9 ; O’SL; Hex-Acet (4:6 = 0.5L) ll:ex:AczztO(?::z =0,2L) Hex:Acet (1:1 = 0,5L)
Acet:MeOH (1:1 = 0,5L) Hex:Acet (2:8 = 0,2L) Mot (GF(I;Or)nL) Hoxhcet (192 030
Metanol (400mL) Acet:MeOH (1:1 = 0,2L) xgxgéﬂ '?1_'10;30%'_)
Metanol (400mL) W19H 4.8| [metanol (400mL)
WI19H 1.9, WI19H 3.9 26.1lmg
WI9H 2.9 32mg
13,0mg 112.3mg WI19H 4.7 WI19H 5.9
WI9H 1.8 : WI9H 3.8 163.3mg 14,0mg
38me WI9H 2.8 14mg 2 :
L8 148 9me WI9H 4.6 WI9H 5.8
WIoH L7 WI9H 3.7 242, 1mg 133,9mg
’ WI9H 2.7 30,7
6,4mg 176.3me me WI9H 4.5 WI9H 5.7
W19H 1.6 2 WI19H 3.6 797,1mg 58,6mg
WI9H 2.6 25,2
2.4mg 116,2mg = WI9H 4.4 WI9H 5.6
WI9H 1.5 : WIOH 3.5 519,2mg 14,1mg
; WI19H 2.5 66,5m
2,0mg 1962 g WI19H 4.3 WI19H 5.5
W19H 1.4 = WI9H 3.4 65mg 23,5mg
: WI9H 2.4 351.1mg WIoH 2
5.4mg 46,4mg . WI9H 5.4
WI9H 13 ng]i[ = Vg;%H 33 61,2mg 140,3mg
. . ,OMZ
1.9mg 48,2mg WIoT 3 W19H 4.1 WISH 5.3
WI9H 1.2 i, 40,6mg 106,1mg
3.2mg \’\217901‘121211§ . /Mg WI9H 5.2
WI9H 1.1 ’ Wit 3.1 2.7mg
30,5mg “2189$m2g~ 1 Sl WI19H 5.1

o W19H 1: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase normal. Em seguida foi

realizada CLC com silica gel (¢ = 3,5 cm, h =34 cm) (m = 389,2 mg) e fase mével de
Hex:AcOEt em elui¢cdo gradiente (9,5:0,5=0,15L;91=15L;4:1=15L;7:3=0,5
L;1:1=051L;37=04L;19=0,3L), AcOEt:MeOH 1:1=0,5L e MeOH =0,5L.
Foram obtidas nove subfragdes (W19H 1.1 a 1.9).
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o W19H 2: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase normal. Em seguida foi
realizada CLC com silica gel (§ =4 cm, h =58,5 cm + 1,5 cm de Florisil) (m = 2,079g)
e fase mével de Hex:AcOEt em eluicdo gradiente (9,9:0,1 = 0,8 L; 9,5:0,5 = 0,2 L;
91=061;,41=051L;,73=051L;32=051L;23=051L;14=0,201L),
AcOEt:MeOH 1:1 = 0,2 L e MeOH = 0,2 L. Foi observado que a medida que o
solvente evaporava, ficava retido nas paredes dos tubos de ensaio um sdélido branco
cristalino, que foi coletado separadamente e encaminhado para analise por RMN de
'H e de "*C e HMBC, que permitiu a identificagdo da substancia 8 (m = 138,9 mg).
Em seguida, foram obtidas nove subfragbes (W19A 2.1 a 2.9), das quais apenas a
W19H 2.9 nao foi submetida a CLC em silica.

o W19H 3: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase normal. Em seguida foi
realizada CLC com silica gel (¢ = 5,5 cm, h =34 cm) (m = 799,2 mg) e fase mdvel de
Hex:AcOEt em eluicdo gradiente (9:1=1L;41=1L;73=0,5L;3:2=0,2L; 3.7 =
0,2 L), AcOEt =0,2 L e MeOH = 0,6 L. Foram obtidas nove subfracdes (W19A 3.1 a
3.9), das quais apenas as W19H 3.8 e W19H 3.9 n&o foram submetidas a CLC em
silica.

o W19H 4: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase normal. Em seguida foi
realizada CLC com silica gel (¢ =5 cm, h = 36,5 cm) (m = 1,927 g) e fase movel de
Hex:AcOEt em eluigado gradiente (4:1=0,8L;7:3=1,5L;1:1=041L),AcOEt=0,5L
e MeOH = 0,5 L. Foram obtidas oito subfragdes (W19A 4.1 a 4.8), das quais apenas
W19H 4.8 nao foi submetida a CLC em silica.

o W19H 5: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase normal. Em seguida foi
realizada CLC com silica gel (¢ = 5,5 cm, h =28 cm) (m = 600,8 mg) e fase mével de
Hex:AcOEt em eluigdo gradiente (4:1=0,1L;7:3=1,5L;1:1=1,3L), AcOEt =0,3
L, AcOEt:MeOH 1:1 = 0,5 L e MeOH = 0,5 L. Foram obtidas nove subfragbées (W19H
5.1a5.9).

o W19H 6: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase normal.

o W19H 7: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase normal.

o W19H 8: Realizou-se CCDC e CLAE analitica de fase normal.

As fragdes W19H 6, W19H 7 e W19H 8 ndo demonstraram boa separacéo de
seus componentes via CCDC, e nado foram observadas bandas de absorgdo no

UV/CLAE, nao prosseguindo em suas analises.
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4.5 Metodologia para ensaio de inibicao das Catepsinas

Os ensaios enzimaticos propostos nesse trabalho foram realizados em
parceria com a Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), segundo metodologia
descrita por SEVERINO (2008), que consistem na inibigdo das catepsinas.

Os testes enzimaticos foram feitos em espectrofluorimetro (Aem 460 Nm e Ay
355 nm) com leitor de placa de 96 pogos, com monitoramento direto da hidrdlise do
substrato Z-FR-MCA através do aumento de fluorescéncia em fungao do tempo.

As enzimas foram pré-ativadas com DTE por 5 minutos, em seguida foram
pré-incubadas por mais 5 minutos com as amostras a serem avaliados, que foram
previamente solubilizados em DMSO, e em diferentes concentragcbes. Apos esse
tempo foi feita a leitura da hidrdlise do substrato pela fluorescéncia emitida. O
controle negativo foi o proprio solvente (DMSQO) enquanto que o positivo foi o inibidor
especifico E-64. A figura 9 ilustra o processo para a realizagdo do ensaio de inibigdo
das catepsinas.

Os resultados foram interpretados na forma de porcentagem de inibicdo pela
equacao:

% Inibicdo = 100 x (1-Vi/Vy);

sendo V; a velocidade de reacdo na presenca de inibidor e Vy a velocidade

observada na auséncia do inibidor (velocidade controle).
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EXTRATO | Incubar Leitura
Tampao + Enzima + DTE [——> ———>| Z-FR-MCA i
P S min. INIBIDOR S min. 300 seg. Espectrofluorimetro
Tampao = acetato de sédio + EDTA (pH 5,5)
DTE (ditioeritreitol)
Catepsinas Catepsina inibida
Hidrolise 1 NAO ha Hidrolise
p icA 2 1 MCA h
0 T\ Q f—%
)J\ A )J\ Arg
\ 4 AN
O/\o SHIN 0.__0 ©/\o PA N 0.0
%—J F %{_} =
z CH3 ‘ CHg
Substrato de baixa fluorescéncia Substrato de baixa fluorescéncia
N\ J . J

'

MCA Livre

HoN O 0
=

CH3

Alta fluorescéncia

/

Fluorescéncia baixa
Extrato é bom inibidor

Figura 9: Esquema do ensaio enzimatico de inibicdo das catepsinas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A espécie P. multiflora € endémica do Brasil e se destaca por ser uma planta
ornamental gracas a beleza de suas flores. Ndo s&o encontrados registros de sua
utilizacdo na medicina tradicional, tdo pouco dados de estudos fitoquimicos e de
aplicacao em ensaios de atividade biolégica, em busca realizado no Scifinder em

marco de 2014.

Contudo, com objetivo de conhecer os constituintes quimicos dessa espécie,
foram isoladas e identificadas sete substancias, outras duas substancias foram
identificadas em mistura, sendo que todas elas ja sdo conhecidas e descritas em
plantas, porém até entdo ndo descritas para essa espécie; além de ser isolada uma

substancia inédita.

5.1 Resultados do ensaio de inibicao das Catepsinas

O ensaio de inibicao enzimatica foi interpretado pela leitura da hidrdlise do
substrato Z-FR-MCA, através do aumento de fluorescéncia emitida em funcdo do
tempo. Os resultados foram calculados como porcentagem de inibicdo, e aqueles
que apresentaram valores acima de 50% foram considerados ativos para inibigao
enzimatica, de acordo com os parametros internos do laboratério que realizou os

testes.

Os resultados para o ensaio de inibicdo das catepsinas K, L e V pelo extrato
total revelou a necessidade de altas concentragbes da amostra para inibir as
catepsinas K e V. Porém, nem mesmo altas concentracbes do extrato foram

capazes de inibir a catepsina L (tabela 1 e figura 10).

Um extrato de planta € uma matriz complexa, uma vez que é composta por
inumeros metabdlitos secundarios. Essas substancias tém diferentes papéis na
manutengdo e fisiologia da planta. Tais metabdlitos sdo produzidos de maneira
individualizada e em quantidades diversificadas, sendo caracteristicos para cada
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especie, e muitas vezes dependentes de estimulos externos. Quando um extrato
apresenta uma determinada resposta frente a um ensaio de atividade bioldgica, seja
ela positiva ou negativa, deve-se considerar a possibilidade de estarem ocorrendo
interacdes sinérgicas, que sao comuns em matrizes complexas. Por essa razao, o
isolamento e caracterizacdo de cada um dos seus metabdlitos sdo operacdes chave
na avaliagdo das misturas biologicamente ativas, e que exigem um trabalho muitas
vezes demorado (JUNIO, SY-CORDERO, ETTEFAGH et al, 2011; INUI, WANG,
PRO et al, 2012).

Tabela 1: Resultados em porcentagem de inibigdo das catepsinas K, V e L pelo extrato total (W19).

Amostra W19 500 250 125 50 25 5
(Mg/mL)
Catepsina K 52 0 0 0 0 0
Catepsina V 89 25 2 0 0 0
Catepsina L 0 0 0 0 0 0
100
80
60 B Catepsina K
H Catepsina V
40 -
Catepsina L
20 - I
O n T T — T T T 1
500 250 125 50 25 5

Figura 10: Grafico da porcentagem de inibicdo das catepsinas K, L e V frente a diferentes

concentragdes (ug/mL) do extrato total.

Portanto, esses resultados ndo excluem a possibilidade de que fragdes e
subfragcdes do extrato, ou até mesmo suas substancias isoladas e purificadas,

possam apresentar inibicio de tais enzimas.
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5.2 Resultados dos fracionamentos cromatograficos
5.2.1 Resultados do Extrato Acetato de Etila (W19A)

O fracionamento cromatografico de W19A forneceu oito fragées (W19A 1 a 8)
(figura 5), que foram submetidas a CCDC e CLAE analitica de fase reversa. Em
seguida foram realizadas CLC em diferentes condi¢des para cada fragao. As fragdes

W19A 2 e W19A 3 resultaram na identificagdo de nove substancias.

o W19A 2: A subfragdo W19A 2.3 (m = 33,2 mg) foi submetida a CLAE
semipreparativa de fase reversa, pela qual coletaram-se amostras referentes a cinco
bandas com diferentes tempos de retencdo. Em seguida, tais amostras foram
encaminhadas para analise por RMN de "H. A amostra com tempo de retencdo em
13,03 minutos, denominada W19A 2.3p(13,03) (m = 2,4 mg) foi encaminhada para
analise por RMN de 'H e "*C e HMBC, em que foi identificada a substancia 1 (acido
vanilico), uma vez que seus dados espectroscopicos de RMN foram comparados
com a literatura e confirmados. A figura 11 apresenta o cromatograma da subfragéo

W19A 2.3, destacando a banda referente a substancia 1.

750 r750

< Substancia 1
5001 ~500

mAU
mAU

250+ 250

-2507 r-250
AR B BN BN T T L B B B
2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 25,0

Minutos

Figura 11: Cromatograma CLAE da subfracdo W19A 2.3, destacando a banda da substancia 1.

A subfracdo W19A 2.4 (m = 122,5 mg) foi submetida a CLC obtendo-se oito
subfragdes (W19A 2.4.1 a 2.4.8), que foram encaminhadas para CLAE analitica de
fase reversa. A subfracdo W19A 2.4.4 (m = 56,5 mg) foi submetida a CLC em
Sephadex LH-20 (¢ = 1,5 cm, h = 37 cm) e MeOH como fase movel em eluigéo
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isocratica. Foram coletadas cinco amostras, e encaminhadas para analise por RMN
de 'H. Dessas, a amostra W19A 2.4.4 (19-24) (m = 2 mg) apresentou-se como um
sélido esbranquicado soluvel em CHCIl; e MeOH. Essa amostra foi encaminhada
para analise por CG-EM, que permitiu a identificacdo da substancia 9 (3-oxo-a-ionol)
e substancia 10 (blumenol c), apés comparagao dos dados obtidos com a literatura.
A amostra W19A 2.4.4(30-35) (m = 33 mg) apresentou-se como cristais amarelados
soluveis em CHCI3;, sendo identificada como a substancia 5 (loliolida), apds analise

de RMN de "H e "*C e EM e comparacgédo com dados da literatura.

A subfracdo W19A 2.4.7 (m = 9,5 mg) foi conduzida a CLAE semipreparativa de
fase reversa. A amostra coletada com tempo de retencdo de 18,09 minutos,
denominada W19A 2.4.7p(18,09) (m = 2,3 mg), foi encaminhada para analise por
RMN de 'H, identificando-se a substancia 2 (acido ferulico), por comparagao com
dados da literatura. A figura 12 apresenta o cromatograma da subfragdo W19A 2.4.7,

destacando a banda referente a substancia 2.

40004 — 4000

3000 < Substancia 2 3000

20007 £ 2000

mAU
mAU

10007 r 1000

Minutos

Figura 12: Cromatograma CLAE da subfracdo W19A 2.4.7, destacando a banda da substancia 2.

o W19A 3: O perfil quimico para a subfragdo W19A 3.1 (m = 12,1 mg) apresentou
bandas de com alta intensidade de absorcao no UV, sendo encaminhada para CLAE
semipreparativa em fase reversa. Das amostras coletadas, apenas a amostra com
tempo de retencdo de 38 minutos, denominada W19A 3.1p(38) foi encaminhada
para analise por RMN de "H. O espectro obtido apresentou sinais caracteristicos de

ftalato.
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A subfracdo W19A 3.3 (m = 8,1 mg) foi submetidas a CLAE semipreparativa de
fase reversa. As amostras coletadas foram encaminhadas para analise por RMN de
'"H. A amostra com tempo de retencdo de 11,7 minutos, denominada W19A
3.3p(11,7) (m = 2,2 mq), apresentou sinais no espectro que levaram a identificagéo
da substancia 3 (acido p-hidroxibenzdéico) apés comparagao com dados da literatura.
A figura 13 apresenta o cromatograma da subfracdo W19A 3.3, destacando a banda

referente a substancia 3.

1000 1000

7507 750

500 500

/ Substancia 3 i
250 :—250
O—Jk/—/)wt/\—/ﬂ—f_bk‘o

Minutos

mAU
mAU

Figura 13: Cromatograma CLAE da subfragdo W19A 3.3, destacando a banda da substancia 3.

As subfragoes W19A 3.4.3 (m = 43,3 mg) e W19A 3.4.6 (m = 37,6 mg) foram
conduzidas a CLC em Sephadex LH-20 e MeOH como fase modvel em eluigao
isocratica. Das amostras obtidas e encaminhadas para RMN 'H, apenas a amostra
W19A 3.4.6.20 apresentou sinais em seu espectro que permitiram a identificagcao
das substancias 3 e 4. Essa amostra foi encaminhada para CLAE semipreparativa
de fase reversa, e as amostras com tempo de retencdo em 13,6 e 17,6 minutos,
denominadas W19A 3.4.6.20p(13,6) (m = 5,1 mg) e W19A 3.4.6.20p(17,6) (m = 3,3
mg) permitiram o isolamento da substancia 3 (acido p-hidroxibenzoico) e substancia
4 (acido p-cumarico), respectivamente. A figura 14 apresenta o cromatograma da

subfracdo W19A 3.4.6.20, destacando as bandas referentes as substancias 3 e 4.
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Figura 14: Cromatograma CLAE da subfragdo W19A 3.4.6.20, destacando as bandas das
substancias 3 e 4.

A subfragdo W19A 3.5.2 (m = 26,4 mg) foi conduzida a CLAE semipreparativa
de fase reversa. A amostra com tempo de retencdo de 16,9 minutos, denominada
W19A 3.5.2p(16,9) (m = 2,1 mg), foi encaminhada para analise por RMN de 'H. Os
sinais de seu espectro permitiram a identificacdo da substancia 6 (vomifoliol), apos
comparagao com dados da literatura. A figura 15 apresenta o cromatograma da
subfracdo W19A 3.5.2, destacando a banda referente a substancia 6. Na mesma
figura, observam-se outras bandas de alta intensidade de absor¢ado no UV/CLAE. As
amostras referentes as tais bandas foram coletadas, porém suas massas nao eram
suficientes para continuidade das analises, uma vez que ndo ha uma relagao linear

entre intensidade da banda do espectro e quantidade de amostra.
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Figura 15: Cromatograma CLAE da subfragdo W19A 3.5.2, destacando a banda da substancia 6.

A subfragdo W19A 3.5.3 (m = 23,7 mg) foi conduzida a CLAE semipreparativa
de fase reversa. A amostra com tempo de retencdo de 20,2 minutos, denominada
W19A 3.5.3p(20,2) (m = 5,1 mg), foi encaminhada para analise por RMN de 'H. Os
sinais de seu espectro permitiram a identificacdo da substancia 7 (4,5-
dihidroblumenol A), apés comparagao com dados da literatura. A figura 16 apresenta
o cromatograma da subfragdo W19A 3.5.3, destacando a banda referente a
substancia 7.

20007 2000
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mAU

10007 / Substancia 7 1000

Minutos

Figura 16: Cromatograma CLAE da subfragdo W19A 3.5.3, destacando a banda da substancia 7.
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5.2.2 Resultados do extrato Hexano (W19H)

As oito fracdes foram submetidas a CCDC e CLAE analitica de fase normal.
Em seguida foram realizadas CLC em silica gel em eluicdo gradiente de Hex:AcOEt
nas fragbes W19H 1 a W19A 5, porém apenas a fragdo W19H 2 resultou no

isolamento de substancia.

o W19H 2: Essa fragdo (m = 2,070 g) foi conduzida a CLC com silica gel e
eluicdo gradiente de Hex:AcOEt. Apds evaporacao de parte do solvente, um sélido
branco cristalino ficou retido nas paredes do tudo de ensaio. Esse material sélido foi
coletado (m = 138,9 mg) e encaminhado para analise por RMN de 'H e de °C, e
HMBC, que permitiu a identificacdo da substancia 8 (p-metoxibenzoato de taraxerol).
Em seguida, esse material foi encaminhado para analise por cristalografia de Raios-

X, para averiguagao de sua estrutura molecular em sua célula unitaria.

Todas as suas demais subfragdes foram conduzidas a CLC com silica gel em
eluicdo gradiente de Hex:AcOEt, porém nenhuma outra substancia foi isolada dessa

fracao.

5.3 Determinagao estrutural das substancias isoladas

5.3.1 Presenca de contaminantes

Quando um trabalho de pesquisa envolve atividades praticas no laboratdério,
todo o procedimento experimental esta sujeito a contaminagéo de diversas formas e
origens. Essa contaminagao pode estar relacionada desde a qualidade dos materiais

utilizados até a técnica do pesquisador.

Os ftalatos (figura 17) s&o ésteres do acido ftalico, muito empregados como
plastificantes para aumentar a flexibilidade e viabilidade de diversos tipos de
plasticos (ESTEVES, BORGES, ABRANTE et al, 2007). Essa € uma substancia
incomum entre os produtos naturais, porém aparece com frequéncia nos trabalhos
como contaminante, uma vez que os solventes utilizados na preparacao dos extratos

e nas cromatografias podem ser armazenados em recipientes plasticos.
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Dentre diversos compostos que tém origem no metabolismo secundario das
plantas, e que podem ser identificados, ndo se deve descartar que a substancia

isolada pode ter sua origem devido a contaminagao.

@)

o]

Figura 17: Estrutura quimica geral de um ftalato.

Durante o processo de separacao dos constituintes das folhas da P. multiflora,
uma das amostras, a W19A 3.1p(38), apresentou uma substancia amarelada. Essa
amostra foi coletada por CLAE e parecia pura. Entdo, foi conduzida a analise de
RMN de 'H. A presenca de um composto derivado do ftalato foi evidenciada em tal
amostra pelos sinais caracteristicos no espectro de RMN de 'H (figura 18), no qual
se destacam dois duplos dubletos entre &y 7,70-7,40 ppm, que sao referentes aos
pares de hidrogénios equivalentes do anel aromatico com substituicdo em posi¢cao
orto, e um tripleto préximo de 6y 4,20 ppm, que se refere aos hidrogénios do
grupamento OCH; (COHEN, CHARRIER e SARFATY, 1991).

Nesse trabalho, o ftalato aparece como contaminante do procedimento, uma
vez que foi isolado na amostra W19A 3.1p(38), e observado em alguns espectros de
RMN de "H e UV/CLAE de outras subfracgées.
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5.3.2 Compostos Fendlicos

Derivados do acido benzoico sdo amplamente utilizados como produtos
quimicos industriais, agrotdéxicos e medicamentos, dentre outros materiais de
consumo. Alguns deles, com um ou mais grupos hidroxila e metoxila na molécula,
sdo conhecidos por terem varias atividades bioldgicas, tais como no combate aos
radicais livres (através da doacdo de hidrogénio ou pela reducédo de radicais
perdxido), atuagdo como quelantes de metais, modulagéo da atividade de algumas
enzimas, na aterosclerose, e até mesmo com agdo antimutagénica. Em sistemas
bioldgicos, os radicais livres altamente reativos sdo capazes de causar mutagdes
pela modificagdo da estrutura dos acidos nucleicos, proteinas, lipidios e do DNA
(S'WISLOCKA, REGULSKA, SAMSONOWICZ et al., 2013).

Muitos dos compostos fendlicos sao capazes de atuar como antioxidantes,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagagao do processo oxidativo. Os
produtos intermediarios formados pela agéo destes antioxidantes séo relativamente

estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico (RAMALHO e JORGE, 2006).

Tais compostos também podem apresentar atividade antimicrobiana, sendo
que essa atividade é dependente de sua concentragdo. Segundo Campos et al.
(2009), como os compostos fendlicos s&o acidos organicos fracos, e devido a sua
natureza parcialmente lipofilica, eles atravessam passivamente a bicamada lipidica
das membranas em sua forma nao dissociada, perturbando a estrutura celular e
acidificando o citoplasma, o que pode causar a desnaturagdo das proteinas
(CAMPQOS, COUTO, FIGUEIREDO et al., 2009).

Dessa forma, pode-se considerar que tais substancias possuem consideravel
importancia, gragas a sua provavel capacidade de prevencédo de varias doengas
humanas (S'WISLOCKA, REGULSKA, SAMSONOWICZ et al., 2013).
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5.3.2.1 Substancia 1 (acido vanilico)

HO O
Substancia 1
6 2 W19A 2.3p (13,03)
m=2,4mg
5
OCHj,
OH

Figura 19: Estrutura quimica do Acido vanilico (1).

O sdlido W19A 2.3p(13,03) (m = 2,4mg), soluvel em metanol, foi solubilizado
em CD30D e encaminhado para analise por RMN de 'H e de *C, e HVBC.

A analise do espectro de RMN de 'H de W19A 2.3p(13,03) (figura 20)
apresentou sinais com deslocamentos quimicos em 7,57 ppm (1H, d, J = 1,6 Hz, H-
2), 7,54 ppm (1H, dd, J = 8,0 Hz e 1,6 Hz, H-6) e 6,82 ppm (1H, d, J = 8,0 Hz, H-5),
referentes aos hidrogénios aromaticos caracteristicos de uma estrutura de anel
1,3,4-trissubstituido. O espectro apresentou ainda um sinal de hidrogénio singleto
em 3,90 ppm (3H) atribuido a presenga de uma metoxila na estrutura da molécula
(SHAIKH, MAKHMOOR e CHOUDHARY, 2010; ZENG, YE, CHENG et al., 2013).

No espectro de RMN de C de W19A 2.3p(13,03) (figura 21) foram
evidenciados os oito carbonos pelos deslocamentos quimicos em 170,0 ppm
(COOH), 148,6 ppm (C-3) e 152,6 ppm (C-4), caracteristicos de carbonos ligados ao
oxigénio. Os demais carbonos da substancia exibiram valores de 125,2 ppm (C-6),
123,0 ppm (C-1), 115,7 ppm (C-2), 113,7 ppm (C-5) e 56,3 ppm (CHs), sendo esse
ultimo caracteristico de carbono da metoxila (HUANG, DOSTAL e ROSAZZA, 1993).

O posicionamento da metoxila foi verificada por analise de HMBC (figura 22),
que apresentou a correlacdo entre os sinais em 3,90 ppm do espectro de RMN de 'H

com o carbono C-3 em 148,6 ppm do espectro de RMN de **C.
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O espectro de RMN de 'H de W19A 2.3p(13,03) (figura 19) também
apresentou sinais com deslocamentos quimicos em 6,93 ppm (J = 8,4 Hz) e em 7,79
ppm (J = 8,8 Hz) indicando a presenga de um anel aromatico 7,4-dissubstituido,

sugerindo que a substancia 1 esteja em mistura com o acido p-hidroxibenzoico.

Tabela 2: Dados de RMN de 'H obtidos para a substancia 1 (4cido vanilico) comparados com a
literatura (* SHAIKH, MAKHMOOR e CHOUDHARY, 2010) (& em ppm, J em Hz).

RMN 'H
0 'H (substancia 1) 6 'H*
(400 MHz, CDs;0D)
H-2 7,57 (1H, d, J=1,6) 7,56 (1H, d, J=1,8)
H-5 6,82 (1H, d, J = 8,0) 6,77 (1H, d, J = 8,2)
H-6 7,54 (1H, dd, J=8,0 e 1,6) 7,50 (1H, dd, J = 8,2)
OCHs; 3,90 (3H, s) 3,88 (3H, s)

Dessa forma, apds a comparacao dos dados obtidos com a literatura, a
proposta da estrutura quimica para a substéncia 1 € o acido vanilico (figura 19)
(SHAIKH, MAKHMOOR e CHOUDHARY, 2010; ZENG, YE, CHENG et al., 2013;
HUANG, DOSTAL e ROSAZZA, 1993).

O acido vanilico € um dos principais compostos fendlicos responsaveis pelo
aroma e sabor do extrato de baunilha, obtido pelo processamento das favas de
orquidaceas do género Vanilla, como V. pampona, V. tahitensis e V. planifolia
(LIBARDI, 2010). Por ser um composto fendlico, apresenta atividade antioxidante
(RAMALHO e JORGE, 2006).
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Figura 20: Espectro de RMN de 'H da substancia 1 (acido vanilico) da amostra W19A 2.3p(13,03) (CD;0D, 400MHz).
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Figura 21: Espectro de RMN de 3C da substancia 1 (4cido vanilico) da amostra W19A 2.3p(13,03),
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61

5.3.2.2 Substancia 2 (acido fertlico)

HO 0]

s

Substancia 2
W19A 2.4.7p ( 18,09
6 2 m=2,3mg

OCHs

OH

Figura 23: Estrutura quimica do acido ferulico (2).

O solido branco W19A 2.4.7p(18,09) (m = 2,3 mg), soluvel em metanol, foi
solubilizado em CD3OD e encaminhado para analise por RMN de 'H.

A analise do espectro de RMN de 'H de W19A 2.4.7p(18,09) (figura 24)
apresentou sinais com deslocamentos quimicos em 7,15 ppm (1H, d, J = 2,0 Hz, H-
2), 7,02 ppm (1H, dd, J = 8,4 e 2,0 Hz, H-6) e 6,78 ppm (1H, d, J = 8,4 Hz, H-5),
referentes aos hidrogénios aromaticos caracteristicos de uma estrutura de anel
1,3,4-trissubstituido.

Um sinal de hidrogénio dubleto com deslocamento quimico em 6,31 ppm (1H,
d, J = 16,0 Hz, H-7) e outro sinal de hidrogénio dubleto com deslocamento quimico
em 7,49 ppm (1H, d, J = 16,0 Hz, H-8), acoplam-se entre si, e o valor da constante
de acoplamento é caracteristico de um sistema a,(-insaturado com posicionamento
trans entre seus hidrogénios. Dessa forma, atribuiu-se a presenga de hidrogénios

olefinicos na estrutura da molécula.

O espectro apresentou ainda um sinal de hidrogénio singleto em 3,88 ppm
(3H), atribuido a presenga de uma metoxila na estrutura, que de acordo com os
dados da literatura, aparece na posicdo C-3 do anel aromatico (REGASINI,
FERNANDES, CASTRO-GAMBOA et al., 2008).
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Figura 24: Espectro de RMN de "H da substancia 2 (4cido ferulico) da amostra W19A 2.4.7p(18,09) (CD;0D, 400MHz).
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Tabela 3: Dados de RMN de 'H obtidos para a substancia 2 (acido ferulico) comparados com a
literatura (* REGASINI, FERNANDES, CASTRO-GAMBOA et al, 2008) (6 em ppm, J em Hz).

RMN 'H
6 'H (substancia 2) 6 'H*

(400 MHz, CD;0D)
H-2 7,15 ppm (1H, d, J = 2,0) 712 (1H, d, J = 2,5)
H-5 6,78 ppm (1H, d, J = 8,4) 6,85 (1H, d, J = 8,5)
H-6 7,02 ppm S;b;jd’ J=84 704 (1H, dd, J=85 e 2,5)
H-7 6,31 ppm (1H, d, J = 16,0) 6,40 (1H, d, J = 16,0)
H-8 7,49 ppm (1H, d, J = 16,0) 7,58 (1H, d, J = 16,0)
OCH; 3,88 (3H, s) 3,90 (3H, s)

Dessa forma, apdés a comparacdo dos dados obtidos com a literatura, a
proposta da estrutura quimica para a substancia 2 é o acido ferulico (figura 23)
(REGASINI, FERNANDES, CASTRO-GAMBOA et al., 2008), um acido fendlico com

acao antioxidante (RAMALHO e JORGE, 2006).
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5.3.2.3 Substancia 3 (acido p-hidroxibenzoico)

HO @)
6 2 Substancia 3
W19A 3.3p (11,7)
s 3 m= 2,2mg
W19A 3.4.6.20p ( 13,6)
m= 5,1mg
OH

Figura 25: Estrutura quimica do Acido p-hidroxibenzoico (3).

O solido branco W19A 3.3p(11,7) (m = 2,2 mg), soluvel em metanol, foi
isolado da subfragdo W19A 3.3. Outro sélido branco W19A 3.4.6.20p(13,6) (m = 5,1
mg), soluvel em metanol, foi isolado da subfragdo W19A 3.4.6.20. Esses sélidos
foram solubilizados em CDs;OD e encaminhados para andlise por RMN de 'H

separadamente.

A analise do espectro de RMN de 'H da amostra W19A 3.3p(11,7) (figura 26)
apresentou dois sinais de hidrogénios dubletos com deslocamentos quimicos em
7,86 ppm (2H, d, J = 8,4 Hz, H-2 e H-6) e 6,79 ppm (2H, d, J = 8,4 Hz, H-3 e H-5
(tabela 4). Ja a amostra W19A 3.4.6.20p(13,6) (figura 27), apresentou dois sinais de
hidrogénios dubletos com deslocamentos quimicos em 7,84 ppm (2H, d, J = 8,8 Hz,
H-2 e H-6) e 6,76 ppm (2H, d, J = 8,8 Hz, H-3 e H-5) (tabela 4), indicando que as
substancias das duas amostras coletadas por CLAE eram a mesma (YAYLI,
YILDIRIM, USTA et al., 2003).

Portanto, ambos os espectros apresentaram dois sinais de hidrogénios
dubletos que apresentavam acoplamento entre si, evidenciando na molécula a
presenca de um anel aromatico 17,4-dissubstituido caracteristico do acido p-

hidroxibenzoico.
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Tabela 4: Dados de RMN "H obtidos para a substancia 3 (acido p-hidroxibenzéico) comparados com
a literatura (* YAYLI, YILDIRIM, USTA et al, 2003) (6 em ppm, J em Hz).

RMN 'H

0 'H (substancia 3) o "H (substancia 3)

6 1H*
(400 MHz,
CD10D) W19A 3.3p(11,7) W19A 3.4.6.20p(13,6)

H2eH6 7,86(2H,d, J=84) 7,84(2H, d, J=8,8) 7.86(2H,d, J=838)
H-3eH-5 6,79(2H,d, J=84) 6,76 (2H,d, J=8,8) 6.80(2H, d, J =8,8)

Dessa forma, apdés a comparacao dos dados obtidos com a literatura, a
proposta da estrutura quimica para a substancia 3 € o acido p-hidroxibenzoico
(figura 25), um acido fendlico (YAYLI, YILDIRIM, USTA et al., 2003) responsavel por
atividade antimicrobiana (ESTEVINHO, PEREIRA, MOREIRA et al., 2008) e com
pouca atividade antioxidante (RAMALHO e JORGE, 2006).
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Figura 26: Espectro de RMN de 'H da substancia 3 (acido p-hidroxibenzoico) da amostra W19A 3.3p(11,7) (CD;0OD, 400MHz).
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Figura 27: Espectro de RMN de 'H da substancia 3 (acido p-hidroxibenzoico) da amostra W19A 3.4.6.20p(13,6) (CD3;0D, 400MHz).
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5.3.2.4 Substancia 4 (acido p-cumarico)

HO 0]

Substancia 4
W19A 3.4.6.20p ( 17,6)
m= 3,3mg

OH

Figura 28: Estrutura quimica do &cido trans p-cumarico (4).

O sdlido branco W19A 3.4.6.20p(17,6) (m = 3,3 mg), soluvel em metanol, foi
isolado da subfracdo W19A 3.4.6.20. Esse solido foi solubilizado em CD3;OD e

encaminhado para analise por RMN de H.

A andlise do espectro de RMN de 'H de W19A 3.4.6.20p(17,6) (figura 29)
apresentou dois sinais de hidrogénios dubletos com deslocamentos quimicos em
7,43 ppm (2H, d, J = 8,6 Hz, H-2 e H-6) e 6,79 ppm (2H, d, J = 8,6 Hz, H-3 e H-5)
que acoplam-se entre si (tabela 5). Esses sinais integram para dois hidrogénios
cada, indicando que tais pares de hidrogénios sdo quimicamente equivalentes, o que

representa uma molécula com anel aromatico 7,4-dissubstituido.

Um sinal de hidrogénio dubleto com deslocamento quimico de 6,27 ppm (J =
16,0 Hz, H-7) e outro sinal de hidrogénio dubleto com deslocamento quimico em
7,57 ppm (J = 16,0 Hz, H-8), acoplam-se entre si, e o valor da constante de
acoplamento é caracteristico de um sistema a,B-insaturado com posicionamento
trans entre seus hidrogénios. Dessa forma, atribuiu-se a presenca de hidrogénios
olefinicos na estrutura da substancia (KALINOWSKA, LADERIERE, CHAMPAGNE
et al., 2013; SOUZA FILHO, PEREIRA e BAYAMA, 2005).



69

Sabe-se que a forma trans do acido p-cumarico é mais estavel, porém ele
esta suscetivel a um processo chamado fotoisomerizagdo, que promove sua
conversdo para a forma cis apos algumas horas recebendo radiagdo UV. A radiagéo
excita o elétron do orbital z ligante para o orbital z* antiligante, fazendo com que a
ligacdo permanega, momentaneamente, apenas na forma ligagado sigma. Esse tipo
de ligacdo permite a rotagdo da estrutura da molécula. Quando o elétron volta ao
seu orbital ligante pode ocasionar a formagdo do isdbmero, passando da
conformacao trans para a conformagao cis (figura 29) (CAREY e SUNDBERG,
2007).

a)

—J— nt* (orbital molecular antiligante)

hv

# + 1t (orbital molecular ligante)

-

b)
HO
OH
/
/
o)
OH
OH

Figura 29: (a) Representagao da excitagdo de elétrons = quando absorvem energia; (b) Conversao
do acido trans p-cumarico em acido cis p-cumarico.
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Esse fato foi confirmado pelos sinais caracteristicos de hidrogénios de um
sistema a,B-insaturado, que aparecem no espectro de RMN de 'H (figura 30) com
deslocamentos quimicos em 5,77 ppm (1H, d, J = 12,8 Hz) ¢ 6,69 (1H, d, J = 12,8
Hz), e os hidrogénios dubletos com deslocamentos quimicos em 7,56 ppm (2H, d, J
= 8,8 Hz, H-2 e H-6) e 6,71 ppm (2H, d, J = 8,8 Hz, H-3 e H-5) que possuem
acoplamento entre si, representando uma molécula com anel aromatico 1,4-
dissubstituido (KORT, VONK, XU et al., 1996).

Tabela 5: Dados de RMN de 'H obtidos para a substancia 4 (acido trans p-cumarico) comparados
com a literatura (* KALINOWSKA, LADERIERE, CHAMPAGNE et al, 2013) (6 em ppm, J em Hz).

RMN "H
0 'H (substancia 4) 6 'H*
(400 MHz, CD;0D)
H-2 e H-6 7,43 (2H, d, J = 8,6) 7,49 (2H, d)
H-3 e H-5 6,79 (2H, d, J = 8,6) 6,79 (2H, d)
H-7 6,27 (1H, d, J = 16,0) 6,29 (1H, d)
H-8 7,57 (1H, d, J = 16,0) 7,52 (1H, d)

Dessa forma, apds a comparacao dos dados obtidos com a literatura, a
proposta da estrutura quimica para a substancia 4 € o acido p-cumarico (figura 28),
um acido fendlico (KALINOWSKA, LADERIERE, CHAMPAGNE et al., 2013).

O acido p-cumarico € um acido fendlico com atividade antioxidante e possui
capacidade de formar complexos com metais de transicdo (S'WISLOCKA,
REGULSKA, SAMSONOWICZ et al, 2013; KALINOWSKA, LADERIERE,
CHAMPAGNE et al., 2013). Estudos mostram que ele tem apresentado atividade
alelopatica (SOUZA FILHO, PEREIRA e BAYAMA, 2005) e é responsavel por alguma
atividade antimicrobiana (ESTEVINHO, PEREIRA, MOREIRA et al., 2008).
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Figura 30: Espectro de RMN de "H da substancia 4 (acido p-cumarico) (CD3;0D, 400MHz).
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5.3.3 Derivados Terpenoides

Os terpenoides compdem uma diversificada classe de metabdlitos
secundarios formados a partir da unido de unidades Cs (unidade isoprénica). As
unidades basicas para a biossintese desses compostos sdo: dimetilalil pirofosfato
(DMAPP) e isopentenil pifosfato (IPP) (figura 31). A partir delas, varias estruturas
podem ser formadas, e posteriormente modificadas por diversas reagdes organicas,
originando uma grande quantidade de derivados, cujos esqueletos carbénicos séo
representados por (Cs),. Os compostos dessa classe de metabdlitos sao
classificados como: hemiterpenoides (Cs), monoterpenoides (C1o), sesquiterpenoides
(C4s), diterpenoides (Cy), sesterpenoides (Cgs), triterpenoides (Cgo) e
tetraterpenoides (C40) (PADUCH, SZERSZEN e TRYTEK, 2007; DEWICK, 2002).

Figura 31: Estruturas quimicas do isopreno (C5), DMAPP e IPP, respectivamente.

Os terpenoides constituem o grupo mais complexo e diversificado de
metabdlitos secundarios e o segundo maior em termos de relevancia farmacoldgica
(FELIU, 2011). Na medicina popular, bem como na terapéutica, plantas contendo
derivados terpénicos tém sido usadas como tranquilizantes, sedativas e
anticonvulsivantes. Os 6leos volateis, que em sua maioria sdo constituidos por mono
e sesquiterpenoides, também possuem uma grande variedade de atividades
farmacoldgicas, como ansiolitica, anticonvulsivante e antinociceptiva (PASSOS,
ARBO, RATES et al.,, 2009). Podem também atuar como inseticidas naturais e
protetores que aumentam o tempo de armazenagem de produtos agricolas (FELIU,
2011; PADUCH, SZERSZEN e TRYTEK, 2007).

Dentre tantos derivados destacam-se nesse trabalho os triterpenoides (Csp) e

os tetraterpenoides (C40), também chamados de carotenoides (Cyo).

Triterpenoides s&o metabdlitos secundarios ndo esteroidais presentes na flora
e da fauna terrestres e marinhos. Ocorrem na forma livre, bem como nas formas de
éter, éster e glicosideos (MAHATO e KUNDU, 1994).



73

Os triterpenoides apresentam uma extensa variedade de compostos
presentes nos vegetais, com amplo e diversificados tipos de estruturas e
funcionalizagbes. Alguns desses triterpenos ocorrem com frequéncia maior,
principalmente os que apresentam apenas um grupo funcional no C-3. Sao
pentaciclicos ou tetraciclicos, e contém no maximo uma ou duas ligagées duplas
respectivamente. Exemplos caracteristicos s&o o lupeol, a a-amirina e a (3-amirina.
Além disso, quando um extrato vegetal contém diversos triterpenoides, o seu
fracionamento dificilmente leva ao isolamento de substancias puras, sendo possivel
identifica-las em mistura (OLEA e ROQUE, 1990).

Os carotenoides sdo compostos instaveis, no que se refere a possiveis
processos oxidativos, devido a sua estrutura com ligagées duplas conjugadas.
Assim, os carotenoides s&o passiveis de sofrerem reacdes quimicas e enzimaticas

que geram variados tipos de compostos (DEWICK, 2002).

Alguns dos produtos de decomposi¢ao dos carotenoides sdo os formados por
13, 11, 10 ou 9 atomos de carbono, e mantendo o grupo terminal caracteristico dos
carotenoides (MENDES-PINTO, 2009). Esses produtos formados pela degradacéo
oxidativa dos carotenoides sdo chamados apocarotenoides (JONDIKO e
PATTENDEN, 1989; DEWICK, 2002), também conhecidos como nor-isoprenoides. A

figura 32 ilustra o processo da formacgao de alguns dos nor-isoprenoides.

Figura 32: Formacgao de estruturas de nor-isoprenoides Cq, C49, C4; € C43 a partir do beta-caroteno.
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Os compostos formados por 13 atomos de carbono sdo os nor-isoprenoides
mais abundante na natureza. Eles podem ser divididos em estrutura dos
megastigmanos, incluindo a familia de iononas e damasconas (figura 33), e dos nao-
megastigmanos. Os megastigmanos sao caracterizados por possuirem um anel com
seis atomos de carbono, substituidos nas posi¢cdes 1, 5 e 6, sendo nesta ultima uma
cadeia alifatica de quatro atomos de carbono (MENDES-PINTO, 2009).

Esqueleto megastigmano (Cy3) beta-ionona
AN
| o)
P A =

Figura 33: Estrutura de nor-isoprenoides megastigmanos.

A definicdo de uma rota biossintética para cada metabdlito secundario nao é
simples, uma vez que se trata de substincias produzidas pela participacdo de
enzimas especificas em processos bioldgicos complexos. Portanto, as substancias
5,6, 7,9 e 10, descritas a seguir, podem ter suas rotas de biossintese relacionadas

as estruturas dos terpenoides devido as semelhancas em suas estruturas.
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5.3.3.1 Substancia 5 (loliolida)

—
—

H O//, ",

Substancia 5
W19A 2.4.4.35
m=33mg

Figura 34: Estrutura quimica da loliolida (5).

Um sélido amarelado W19A 2.4.4.35 (m = 33 mg), solivel em metanol e
cloroférmio, foi isolado da subfragcdo W19A 2.4.4. Esse sdélido foi encaminhado para
analise por RMN de 'H e de "*C.

A analise do espectro de RMN de 'H (figura 35) apresentou um hidrogénio
singleto em 5,69 ppm sem acoplamentos vicinais, que representa um hidrogénio
olefinico (H-7). O hidrogénio quintupleto em 4,33 ppm é caracteristico do hidrogénio

oximetinico (H-3) que acopla com hidrogénios vicinais com J = 3,5 Hz.

Os sinais em 2,46 ppm (1H, dt, J = 14,0 e 2,7 Hz, H-4), 1,97 ppm (1H, dt, J =
14,4 e 2,7 Hz, H-2), 1,79 ppm (1H, dd, J = 14,0 e 3,5 Hz, H-4’) e 1,53 ppm (1H, dd, J
= 14,4 e 3,5 Hz, H-2’), apresentaram constantes de acoplamento geminais e vicinais
estabelecidas entre eles, o que representa a presenca de hidrogénios metilénicos
(H-2 e H-4) na molécula. Tais constantes de acoplamento sugeriram suas posigdes
espaciais na estrutura da molécula. Ja as orientagdes alfa e beta desses atomos de

hidrogénio foram concluidas por comparagao com os dados relatados na literatura.

Também foram verificados trés sinais de hidrogénios singletos integrados
para trés hidrogénios cada, em 1,27 ppm (H-9), 1,47 ppm (H-10) e 1,78 ppm (H-11),
confirmando a presenca de trés metilas na estrutura quimica da substancia
(CONEGERO, IDE, NAZARI et al., 2002).

No espectro de RMN de '*C (figura 36) os deslocamentos quimicos em
182,47 ppm (C-6), 171,98 ppm (C-8) e 113,10 ppm (C-7) evidenciaram a presenca
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de unidade lactonica a,B-insaturada, uma vez que esses sinais sdo caracteristicos
para esse grupo. Os demais carbonos da substéncia exibiram deslocamentos
quimicos de 86,79 ppm (C-5), 67,01 ppm (C-3), 47,47 ppm (C-2), 45,77 ppm (C-4),
36,06 ppm (C-1), 30,81 ppm (C-11), 27,16 ppm (C-10) e 26,64 ppm (C-9)
(CONEGERO, IDE, NAZARI et al., 2002; KIM, LEE, MOON et al., 2004; HONG,
WANG, HSU et al., 2011).

Tabela 6: Dados de RMN de 'H obtidos para a substancia 5 (loliolida) e comparados com a literatura
(* CONEGERO, IDE, NAZARI et al, 2002) (6 em ppm, J em Hz).

RMN 'H
0 'H (substancia 5) 0'H*

(400 MHz, CDCl;)

H-2 1,97 (1H, dt, J=14,4 e 2,7)

H-2'

1,53 (1H, dd, J = 14,4 e 3,5)

1,98 (1H, dt, J= 14,4 € 2,7)
1,53 (1H, dd, J = 14,4 e 3,5)

H-3 4,33 (1H, quint, J = 3,5) 4,33 (1H, quint, J = 3,5)
H-4 2,46 (1H, dt, J=14,0€2,7) 2,46 (1H, dt, J= 14,0 e 2,7)
H-4’ 1,79 (1H, dd, J=14,0e3,5) 1,79 (1H, dd, J= 14,0 e 3,5)
H-7 5,69 (1H, s) 5,70 (1H, s)

H-9 1,27 (3H, s) 1,27 (3H, s)

H-10 1,47 (3H, s) 1,47 (3H, s)

H-11 1,78 (3H, si) 1,78 (3H, s)
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Figura 36: Espectro de RMN de 3C da substancia 5 (loliolida) (CDCls3, 100 MHz).

Para confirmagdo da estrutura, a amostra foi encaminha a analise por
espectrometria de massas de alta resolucao (figura 37), realizado em modo positivo
[M-H]*, pelo qual obteve-se o resultado com sinal do ion molecular m/z 197,1177. A

massa molecular calculada para substancia proposta € de 196,11, e sua formula
molecular C11H1603 (YANG, KANG, LEE et al., 2011).
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Figura 37: Espectro de massas de alta resolugao da substancia 5 (loliolida).

Dessa forma, apés a comparagado dos dados obtidos com a literatura (tabela
6), a proposta da estrutura quimica para a substancia 5 é a loliolida (figura 34), um
nor-isoprenoide C14, originado da degradacgdo oxidativa dos carotenos, cuja estrutura
quimica difere da dihidroactinidiolida pela presenca de um grupo OH em C-3
(ZELENA, HARDEBUSCH, HULSDAU et al., 2009).

Segundo a literatura, a loliolida € uma lactona terpénica que possui diversas
atividades bioldgicas que incluem agéao repelente, inibidora de germinagao, citotoxica
em carcinoma humano de nasofaringe e leucemia linfondide (CONEGERO, IDE,
NAZARI et al., 2002), além de ser imunossupressora (OKADA, SHIRATA, NIWANO
et al., 1994). Ela ja foi isolada em diversas espécies. Na familia Malvaceae ela ja foi
identificada em Sida acuta (JANG, PARK, KANG et al.,, 2003) e em Malachra
fascinata (RAGASA, AGBAYANI, HERNANDEZ et al., 1997).
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5.3.3.2 Substancia 6 (vomifoliol)

11 12

lilfe)
I

Substancia 6
W19A 3.5.2p (16,9
m=2,1mg

10

4 13

Figura 38: Estrutura quimica do vomifoliol (6).

Um sodlido W19A 3.5.2p(16,9) (m = 2,1mg) soluvel em metanol e em
cloroférmio, foi isolado da subfragcdo W19A 3.5.2. Essa amostra foi encaminhada
para analise por RMN de '"H e HMBC.

A analise do espectro de RMN de '"H da amostra W19A 3.5.2p(16,9) (figura
40) apresentou sinais com deslocamento quimico em 5,87ppm (1H, ¢, J = 1,2 Hz, H-
4), 5,80 ppm (1H, dd, J = 15,6 e 4,3 Hz, H-8) e 5,79 ppm (1H, d, J = 15,6 Hz, H-7)
sdo caracteristicos de hidrogénios olefinicos presentes na estrutura quimica da
substancia. Os hidrogénios que possuem deslocamento quimico em 5,80 e 5,79

ppm possuem acoplamentos em 3J = 15,6 Hz, caracterizando um sistema trans.

Ja o sinal em 4,31 ppm (1H, dquad, J = 6,5 e 4,3 Hz) é caracteristico de um
hidrogénio oximetinico (H-9), que acopla com trés hidrogénios de uma metila vicinal
com J = 6,4 Hz e com um dos hidrogénios olefinicos com J = 4,3 Hz.

Os sinais com deslocamentos quimicos em 2,48 ppm (1H, d, J = 17,1 Hz) e

2,15 ppm (1H, d, J = 17,1 Hz) representam os hidrogénios metilénicos (H-2, e H-2y).

O sinal em 1,91 ppm (3H, d, J = 1,3 Hz) indica os hidrogénios metilicos (H-
13), que acoplam a longa distédncia com um hidrogénio metilénico (H-2) na mesma
posicao espacial. O sinal em 1,23 ppm (3H, d, J = 6,5 Hz) representa os hidrogénios
metilicos (H-10), acoplando com o hidrogénio oximetinico (H-9). Os deslocamentos
quimicos em 1,03 ppm (3H, s) e 1,01 ppm (3H, s) sao referentes aos hidrogénios
metilicos (H-11 e H-12) (OKSUZ, ULUBELEN, BARLA et al., 2002; KIM, LEE, MOON
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et al., 2004; HAMMAMI, JANNET, BERGAOUI et al., 2004; YAMANO e ITO, 2005)
(tabela 7).

A estrutura da ciclica de seis atomos de carbono foi confirmada pela
observagédo do espectro de HMBC (tabela 7, figuras 41 e 42), que apresentou a
correlagcdo entre os hidrogénios com deslocamento quimico em 2,15 ppm e 2,48
ppm (H-22,) com os carbonos em 196,1 ppm (C-3) e 77,58 ppm (C-6), como
ilustrado na figura 38 (HAMMAMI, JANNET, BERGAOUI et al., 2004; OKSUZ,
ULUBELEN, BARLA et al., 2002).

Para confirmagdao da estrutura, a amostra foi encaminha a analise por
espectrometria de massas de alta resolucao (figura 39), realizado em modo positivo
[M-Na]*, onde obteve-se como resultado o ion molecular com sinal m/z 247,1304. A
massa calculada para substancia proposta é de 224,30, e sua férmula molecular
C13H2003 (HAMMAMI, JANNET, BERGAOUI et al., 2004).

mens. +M5, 6.8min 40
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Figura 39: Espectro de massas de alta resolugao da substancia 6 (Vomifoliol).
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Tabela 7: Dados de RMN de 'H, "°C e as correlagées de HMBC da substancia 6 (vomifoliol)
comparados com a literatura (* OKSUZ, ULUBELEN, BARLA et al, 2002) (0 em ppm, J em Hz).

H/C 6°H 5 H * s*c  HMBC
(substancia 6) (substédncia 6) (H—C)
1 ] ] 41,35 i
2,  248(1H,d,J=171) 247 (1H,d, J=17,0) 49,54 3,11, 12
2, 215(1H,d,J=171) 224 (1H,d, J=17,0) - 3,6
3 i i 198,24 ]
4 5,87 (1H, t, J=1,2) 5,90 (1H, brs) 127,83 6,13
5 i i 162,59 i
6 - - 79,12 -
7 579(1H, d,J=156) 581 (1H, dd, J = 14,5) 129.4 6,9
g  S80(H, Z%)J= 156€  585(1H, d, J= 14.0) 136,64 6,7,9
g 4310H, dzga)d’ J=6.4¢e 438 (1H, dg, J = 5,6) 67,70 ;
10 1,23 (3H, d, J = 6,5) 1,31 (3H, d, J = 6,0) 28,45 8,9
11 1,03 (3H, s) 1,08 (3H, s) 22,80 20
12 1,01 (3H, s) 1,00 (3H, s) 23,91 h26
13 1,91 (3H, d, J = 1,2) 1,90 (3H, d, J = 1,5) 18,34 4,5,6

Figura 42: Principais correlagbes de HMBC (H—C) da substancia 6 (vomifoliol).
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Dessa forma, apdés a comparacao dos dados obtidos com a literatura, a
proposta para a estrutura quimica da substancia 6 € o vomifoliol (figura 38). O
vomifoliol, também chamado de blumenol A, possui quatro isdmeros, os quais
apresentam espectros de RMN com pequenas diferengas para determinagdo de
suas estruturas. Porém, apenas o vomifoliol de configuragcéo (6S,9R) foi isolado de

produtos naturais, sendo os outros produtos de sintese (YAMANO e ITO, 2005).

Essa substancia € um nor-isoprenoide Cq3, um apocarotenoide formado pela
clivagem oxidativa da cadeia carbbnica de um caroteno (terpeno Cg4), como
exemplificado na figura 31 (DEWICK, 2002).

Trata-se de uma substancia comumente encontrada em diferentes espécies
de plantas, e ja foi descrita na familia Malvaceae na espécie Sida acuta (JANG,
PARK, KANG et al., 2003).

Estudos recentes mostram que o vomifoliol apresentou moderada atividade
citotoxica frente a células da linhagem COLO-250 e também demonstrou moderado
efeito anti-inflamatorio (BAI, HE, ROLLER et al., 2011). Estudos mostram também
que essa substancia apresentou atividade fitotoxica, ou seja, foi capaz de inibir o
crescimento de plantas (NOGUCHI, TAMURA, SASAKI et al., 2012).
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5.3.3.3 Substancia 7 (4,5-dihidroblumenol A)

Substancia 7
W19A 3.5.3p (20,2
m=5,1 mg

Figura 43: Estrutura quimica do 4,5-dihidroblumenol A (7).

O sdlido W19A 3.5.3p(20,2) (5,1 mg), soluvel em metanol e em cloroférmio,
foi isolado da subfracdo W19A 3.5.3. Essa amostra foi encaminhada para analise
por RMN de 'H e HVBC.

A analise do espectro de RMN de 'H da amostra W19A 3.5.3p(20,2) (figura
45) apresentou sinais com deslocamento quimico em 5,83 ppm (1H, dd, J = 15,8 e
5,7 Hz) e 5,70 ppm (1H, dd, J = 15,8 e 1,0 Hz) sdo sinais caracteristicos da presenca
de hidrogénios olefinicos. Tais hidrogénios possuem acoplamentos em 3J de
aproximadamente 16 Hz, caracterizando um sistema trans (H-8 e H-7). (GONZALEZ,
GUILLERMO, RAVELO et al., 1994).

Um hidrogénio duplo quintupleto apareceu em 4,43 ppm (1H, dquint, J =6,5 e
1,0 Hz), sendo caracteristico do hidrogénio oximetinico, que acopla com quatro
higrogénios vicinais com J = 6,5 Hz e com um hidrogénio a longa distancia com J =
1,0 Hz (H-9) (GONZALEZ, GUILLERMO, RAVELO et al., 1994).

Os deslocamentos quimicos em 2,83 ppm (1H, d, J = 13,5 Hz) e 1,91 ppm
(1H, dd, J = 13,6 e 2,1 Hz) sdo referentes a um par de hidrogénios metilénicos
geminais (H-2), enquanto que os deslocamentos quimicos em 2,42 ppm (1H, t, J =
13,5 Hz) e 2,18 ppm (1H, dd, J = 13,3 e 2,1 Hz) referem-se aos hidrogénios
metilénico geminais (H-4) de outro carbono da molécula. Esses acoplamentos
indicam a posi¢cao de cada hidrogénio metilénico, ja que as posi¢gdes equatoriais e
axiais apresentam constantes de acoplamento diferentes. Segundo comparagéo
com a literatura, os hidrogénios axiais estdo em deslocamentos quimicos de 2,83
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ppm (H-2.4) € 2,42 ppm (H-4.«), enquanto os hidrogénios equatoriais apresentam os
deslocamentos quimicos em 1,91 ppm (H-2¢q) € 2,18 ppm (H-4¢q) (MARINO,
BORBONE, ZOLLO et al., 2004).

Um hidrogénio multipleto com deslocamento quimico de 2,26 ppm integrou
para 1 hidrogénio (H-5), e apresentou-se acoplando com os hidrogénios da metila
ligada ao mesmo carbono e com os hidrogénios metilénicos vizinhos (H-4). O sinal
em 1,32 ppm (3H, d, J = 6,4 Hz) refere-se aos hidrogénios metilicos (H-10)
acoplando com o hidrogénio oximetinico (H-9). Os deslocamentos quimicos em 0,96
ppm (3H, s), 0,94 ppm (3H, s) e 0,87 ppm (3H, d, J = 6,4 Hz) sédo caracteristicos dos
hidrogénios metilicos (H-11, H-12 H-13) presentes na substancia (tabela 9)
(GONZALEZ, GUILLERMO, RAVELO et al., 1994, MARINO, BORBONE, ZOLLO et
al., 2004).

A estrutura do anel foi confirmada pela observagdo do espectro de HMBC
(figuras 46 e 47) que apresentou a correlagdo entre os hidrogénios com
deslocamento quimico em 1,91 ppm e 2,83 ppm (H-25,) com os carbonos em 212
ppm (C-3) e 76,9 ppm (C-6), como ilustra a figura 48 (tabela 8) (GONZALEZ,
GUILLERMO, RAVELO et al., 1994, MARINO, BORBONE, ZOLLO et al., 2004).

Para confirmagdo da estrutura, a amostra foi encaminha a analise por
espectrometria de massas de alta resolucéo (figura 44), realizado em modo positivo
[M-Na]*, onde obteve-se como resultado o ion molecular com sinal m/z 249,1461. A
massa calculada para substancia proposta é de 226,31, e sua formula molecular é
C13H2203 (GONZALEZ, GUILLERMO, RAVELO et al., 1994).
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Figura 44: Espectro de massas de alta resolugao da substancia 7 (4,5-dihidroblumenol A).

88



89

PROTON_0O1

W18A_353p_207 (m)
2= 55 == 2RRY
W ik 7 N/
Y NS Ig
T ! T ! T ! T ! T ! T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.90 5.85 5.80 5.75 5.70 2.30 2.25 2.20 2.15 2.10 2.05 2.00 1.95 1.90 1.85
f1 (ppm) f1 (ppm)
o™
N LN : N M~ ~ <+ 0 N
< < S < R F R®
o < ;,. | <+ < o2 —_ <; = o o
T2, VoSS V! o
)/ ) I
1§
! |
L I R R LA R RN R R L BN R B
4.48 4.45 4.42 4.39
f1 (ppm) J
T T T T T T T T T
o~ 1y o 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9
R < NP f1 (ppm)
| | {N
| |
_,/\\j\_ A.,JLJ\L
|
T T T T T T T T T T T T
2.9 2.8 2.7 (o 2.6) 2.5 2.4 J( U
1 (ppm
! | Wk

T T T T T T T T T T T T T T T
12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 1-615( )6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
ppm
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Tabela 8: Dados de RMN de 'H, de °C e as correlagdes de HMBC da substancia 7 (4,5
dihidroblumenol A) comparados com a literatura (*) (MARINO, BORBONE, ZOLLO et al, 2004) (6 em

ppm, J em Hz).
1 73 HMBC
H/C 6 H. 5 "H* 6 °C
(substancia 7) (substancia7) (H—C)
1 - i 42,2 ]
2., 2.83(1H,d, J=135) 2,87 (1H, d, J = 13,4) 51,2 1,311, 12
,  191(1H,dd,J=136e  1,82(1H dd J=134e ) 1,3, 4,6,
a 2.1) 2,0) 11,12
3 ; i 212,0 ;
4, 242 (1H,t J=135) 2,45 (1H, t, J = 13.4) 45,2 3,5,6,13
o 218(1H dd,J=133e  213(1H dd J=134e ] -
eq 2.1) 2.1) :
5 2,28 (1H, m) 2,27 (1H, m) 36,4 13
6 ; i 76,9 ;
7 ST00H f‘é)": 158€ 566 (1H, dd, J = 15.,8) 1317 68,9
5,83 (1H, dd, J=158e 583 (1H, dd, J= 158 ¢
8 5% &%) 1352 6,7,9
g 443(1H, dﬁ"g’)”’t’ J=65e 4,34 (1H, quint) 68,6 7.8
10 1,32 (3H, d, J = 6,4) 1,27 (3H, d, J = 6,4) 24,2 8,9
11 0,96 (3H, s) 0,98 (3H, s) 23,9 1,2,6, 12
12 0,94 (3H, s) 0,92 (3H, s) 23,8 1,26, 11
13 0,87 (3H, d, J = 6,4) 0,90 (3H, d, J = 6,6) 15,8 4,5,6

Figura 48: Principais correlagbes de HMBC (H—C) da substancia 7 (4,5-dihiidroblumenol A).
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Dessa forma, apdés a comparacao dos dados obtidos com a literatura, a
proposta para a estrutura quimica da substancia 7 € o 4,5-Dihidroblumenol A
(figura 43) (GONZALEZ, GUILLERMO, RAVELO et al., 1994, MARINO, BORBONE,
ZOLLO et al., 2004).

Assim como o vomifoliol, o 4,5-dihidroblumenol A é um nor-isoprenoide Cqs,
um apocarotenoide formado pela clivagem oxidativa da cadeia carbénica de um
carotenoide (C40) (DEWICK, 2002), como exemplificado na figura 32. Por vezes,
essa substancia pode ser encontrada associada ao vomifoliol devido a sua rota de

biossintese.

O 4,5-dihidroblumenol A é uma substéncia encontrada em diferentes familias
de plantas como em Laurus nobilis (Lauraceae) (MARINO, BORBONE, ZOLLO et
al., 2004) em Perrottetia multiflora (Celastraceae) (GONZALEZ, GUILLERMO,
RAVELO et al., 1994) e em Tachigali myrmecophyla (Fabaceae) (SOUZA FILHO,
LOBO e ARRUDA, 2005). Porém ainda sem registros na familia Malvaceae.

O 4,5-dihidroblumenol A apresenta atividade alelopatica, cujos efeitos variam
em fungdo da sua concentragdo e da espécie da planta daninha (SOUZA FILHO,
LOBO e ARRUDA, 2005).
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5.3.3.4 Substancia 8 (p-metoxibenzoato de taraxerol)

29 30

///// I,

|||||I||||||S

H,CO
8!

Figura 49: Estrutura quimica do p-metoxibenzoato de taraxerol (8).

A fragdo W19H 2 (m = 2,07 g) foi submetida a CLC em silica gel como fase
estacionaria e eluigdo gradiente de Hex:AcOEt, sendo observada a cristalizacdo de
um material nas paredes dos tubos de ensaio. Esse material foi coletado e
identificado como W19H 2cr (m = 138,9 mg) e em seguida encaminhado para para
analise por RMN de 'H, de "*C e HMBC.

A analise do espectro de RMN de 'H da amostra W19H 2cr (figura 50)
apresentou hidrogénios dubletos em 7,99 ppm e 6,92 ppm com constante de
acoplamento de 8,8 Hz. Esses hidrogénios correspondem aos hidrogénios de um

anel aromatico 1,4—dissubstituido presente na estrutura da molécula.

Um sinal referente a um hidrogénio duplo dubleto foi observado em 4,68 ppm
(1H, dd, J = 5,2 e 11,2 Hz), sendo caracteristico do hidrogénio oximetinico (H-3), que
acopla com dois hidrogénios vicinais com constante de acoplamento diferentes
devido as suas posigdes espaciais (KOKPOL, CHAVASIRI, CHITTAWONG et al.,
1990; SWAIN, ROUT e CHAND, 2012). Evidenciou-se também a presenca de uma
metoxila na estrutura quimica da substancia pela preseng¢a de um sinal em 3,86 ppm
(3H).
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Um sinal em 5,55 ppm apresentou-se como duplo dubleto, com constante de
acoplamento de 8,0 e 2,8 Hz, referente ao acoplamento com hidrogénios vicinais em
posicoes espaciais diferente. Esse deslocamento quimico é caracteristico de
hidrogénio vinilico (H-15) presente na estrutura da substancia. Um sinal em 1,93
ppm confirmou a presenca desses hidrogénios vicinais (H-16), pois apresentaram
constantes de acoplamento de 2,8 Hz (com H-15) e 14,7 Hz (com hidrogénio
geminal) (SWAIN, ROUT e CHAND, 2012). Outros sinais aparecem na regido entre
1,2 e 1,85 ppm, referentes aos hidrogénios metilénicos presentes na estrutura da

molécula.

Os sinais observados entre 0,83 e 1,11 ppm sao caracteristicos da presenca
de metilas na estrutura da substancia, pois sao sinais de hidrogénios singletos, que
integram para 3 hidrogénios, e aparecem com deslocamentos quimicos de 1,11 ppm
(H-26), 1,03 ppm (H-23); 1,00 ppm (H-24); 0,96 ppm (H-27); 0,93 ppm (H-29 e H-30);
0,921 ppm (H-28) e 0,83 ppm (H-25) (KOKPOL, CHAVASIRI, CHITTAWONG et al.,
1990; SWAIN, ROUT e CHAND, 2012).

No espectro de RMN de *C (figura 51) o deslocamento quimico em 166,0
ppm corresponde ao sinal de um éster carbonilico (C-1’), e sinais caracteristicos de
carbonos aromaticos aparecem em 163,2 ppm (C-5’), 131,6 ppm (C-3’ e C-7°), 123,5
ppm (C-2’), e 113,7 ppm (C-4’ e C-6’) (KOKPOL, CHAVASIRI, CHITTAWONG et al.,
1990).

Outros sinais com deslocamento quimico em 158,13 ppm (C-14) e 117,08
ppm (C-15) foram observados no espectro, sendo que esses sinais sao
caracteristicos para carbonos vinilicos nessas posi¢gbes (SAKURAI, YAGUCHI e
INOUE, 1987; MAHATO e KUNDU, 1994). Aparece ainda um sinal em 55,56 ppm

que corresponde a presenca de um carbono de metoxila na estrutura da molécula.

Porém, por se tratar de uma molécula com muitos dados espectroscopicos, e
muitas correlagdes possiveis entre eles, foi realizada uma analise de HMBC (figura
52), pela qual se verificou as correlagdes entre os deslocamentos quimicos entre 'H
e "®C. Destacam-se duas correlagdes principais: entre H-8' (5 3.86) com C-5 (5
163.32), que estabeleceu a posigdo da metoxila no anel aromatico; e entre o H-3 (

4.68) com C-1’ (5 166.18) que estabeleceu a esterificacdo do taraxerol (tabela 9).
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Figura 50: Espectro de RMN de "H da substancia 8 (p-metoxibenzoato de taraxerol) (CDCl;, 400MHz).
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Tabela 9: RMN de 'H e de °C e correlagbes de HMBC para a substancia 8 (CDCls,  em ppm, J em

Hz).

H/C RMN 'H (8), Constante de acoplamento Jyu RMN **C (d) HMBC (H—C)
1 37,71
2 23,73
3 4,68, dd (1H, J=11,2e 5,2) 81,37 1,2,4,23,24, 1
4 - 38,24
5 55,85
6 18,87
7 33,28
8 - 39,16
9 49,34

10 - 38,09

11 17,69

12 36,81

13 - 37,85

14 - 158,13

15 5,55, dd (1H, J=8,0 e 2,8) 117,09 8,13, 16, 17
16 1,93, dd (2H, J = 14,7 € 2,8) 33,85 14, 15, 18, 22, 28
17 - 35,94
18 48,91
19 41,37

20 - 28,95

21 35,26

22 37,55

23 1,03, s (3H) 28,30 2,3,4,5,24
24 1,00, s (3H) 17,04 2,3,4,5,23
25 0,83, s (3H) 15,67 1,5,9,10
26 1,11, s (3H) 26,09 7,8,9, 14
27 0,96, s (3H) 29,99 1,12, 13, 14
28 0,92, s (3H) 30,08 16, 17
29 0,93, s (3H) 33,50 20, 21, 22, 30
30 0,93, s (3H) 21,46 20, 21, 22, 29
1 - 166,18 -
2 - 123,60 -

3,7 7,99, d (2H, J = 8,8) 131,65 1,3,4,5e7

46 6,92, d (2H, J = 8,8) 113,69 2,4,5,6
5 - 163,32 -
8’ 3,6, s (3H, OCH,) 55,57 5
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A amostra W19H 2cr foi encaminhada para analise por cristalografia por
difracdo de Raios-X aos cuidados do Prof. Dr. José Ricardo Sabino, do Instituo de
Fisica da Universidade Federal de Goias. A analise cristalografica por difracdo de
Raios-X foi utilizada para a confirmacado da estrutura molecular e para o estudo

conformacional da molécula (figura 54).

Depois de acompanhar a coleta de dados feita pelo difratdmetro, a analise
para a determinagao da estrutura da substancia foi feita pela verificagdo do centro
de inversao e determinou-se o sistema cristalino, e assim resolveu-se a estrutura.

Tudo foi feito utilizando o pacote de programas WINGX.
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Figura 54: Representacdo ORTEP do p-metoxibenzoato de taraxerol (8), obtida por cristalografia de

difragdo de Raios-X.

O cristal presente na amostra W19H 2cr possui forma molecular: C7¢H1140¢ €
massa molecular 1121,67. A amostra utilizada para a coleta de dados foi
visualmente homogénea, mas as amostras de cristais testados apresentaram
geminagédo, o que indica que a formula molecular da estrutura é C3gHs603, € massa
molecular calculada de 560,35. Esse cristal tinha dimensdes de 0.070 x 0.104 x
0.800 mm?. Os dados cristalograficos foram obtidos utilizando o difratdmetro CAD-4,
com feixe de radiacdo CuKa (0.71073 A). Foram coletadas 19468 reflexdes das
quais 10131 sao independentes. Foram obtidos os seguintes parametros

cristalograficos para célula unitaria:
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e Dimensdes da célula unitaria: a = 6.1848(4) A, b = 7.3572(5) A, ¢ =
38.443(3) A

o Angulos: a= 86.587(4)°, p= 88.501(3)°, y = 65.655(3)°.

e Volume: 1590.88(19) A3

e Grupo Espacial: P1

e Temperatura: 150 K

e Densidade Calculada: 1,173 mg/m®
e Sistema Cristalino: Triclinico

e Z =2 moléculas/cela

Os compostos sdo formados por arranjos periédicos de atomos, e a maneira
como eles estao dispostos esta relacionada com diversas de suas propriedades
quimicas, fisicas e bioldgicas. As propriedades da difracdo e da interferéncia, que
decorrem do espalhamento dos Raios-X por monocristais, sao utilizadas para obter
informacdes sobre a estrutura dos sélidos, visto que a simetria de um padréao de
difracdo esta relacionada a simetria da estrutura que o produziu, permitindo assim,
determinar a forma do objeto que gerou tal padrdo e, a partir das intensidades das
ondas difratadas se obtém a natureza do objeto (CUNHA, 2008).

Dessa forma, apds a comparacdo com os dados obtidos com os dados da
literatura, a proposta para a estrutura quimica da substancia 8 é o p-
metoxibenzoato de taraxerol (figura 49) (SAKURAI, YAGUCHI e INOUE, 1987,
MAHATO e KUNDU, 1994; KOKPOL, CHAVASIRI, CHITTAWONG et al., 1990;
SWAIN, ROUT e CHAND, 2012).

A molécula dessa substancia 8 ainda ndo apresenta descricdo na literatura,
porém tanto o taraxerol quanto o acido p-metoxibenzoico (acido p-anisico) ja foram

descritos em relagao as suas estruturas e atividades bioldgicas, separadamente.

O taraxerol (CsoHs003) € um triterpenoide que ja apresentou atividade
antidiabética, tanto em relacdo a ativagdo do transporte da glicose pela insulina,
quanto no armazenamento da glicose na forma de glicogénio (SANGEETHA,
SUJATHA, MUTHUSAMY et al., 2010). Estudos de docking mostram que sua

interagdo com as enzimas ocorre devido ao grande numero de interagbes
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hidrofobicas (TRINH e LE, 2013). Ele também apresentou forte atividade (78 mg/ml)
contra Staphylococcus aureus (AMIR, WONG, ELDEEN et al., 2013).

Ja o acido p-metoxibenzoico € um derivado do acido benzoico. Alguns desses
derivados, com um ou mais grupos hidroxila e metoxila na molécula, sdo conhecidos
por terem varias atividades bioldgicas, tais como o combate aos radicais livres,
atuagcdo como quelante de metais, modulagdo da atividade de algumas enzimas, na
aterosclerose, e com agao antimutagénica (SWISLOCKA, REGULSKA,
SAMSONOWICZ et al., 2013). Acidos metoxibenzoicos s&o conhecidos por serem
inibidores importantes no crescimento de bactérias, e influenciam a atividade
catalitica de varias enzimas (KALINOWSKA, SWISLOCKA, REGULSKA et al.,
2010), como € o caso relatado por CHEN et al. (2005) em que o acido p-
metoxibenzoico teve efeitos sobre a atividade de inibicdo nao-competitiva da
tirosinase difenolase de cogumelos (CHEN, SONG, QIU et al., 2005).
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5.3.3.5 Substancias 9 e 10 (3-oxo-a-ionol e blumenol C)

11 12
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I
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10 W19A 2.4.4 ( 19-24)

Figura 55: Estrutura quimica do 3-oxo-a-ionol (9).
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Figura 56: Estrutura quimica do blumenol C (10).

A amostra W19A 2.4.4(19-24) (m = 2 mg) foi conduzida a analise por CG-EM,

pelo qual foram identificadas duas substancias em mistura.

A substéncia 9 apresentou tempo de retengdo (Rt) de 7,050 minutos no
cromatograma (figuras 57 e 58), com similaridade de 87% para C13H200,. Em seu
espectro de massas (figura 59), o pico m/z 208 [M]" corresponde ao ion molecular
(D’ABROSCA, DELLAGRECA, FIORENTINO et al., 2004; PARK, LEE, YEON et al.,
2011). O pico que corresponde ao ion m/z 108 (100) e as demais fragmentagdes
estdo em conformidade com a estrutura do 3-oxo-a-ionol (figura 55) (FRAGA,
HERNANDEZ, MESTRES et al., 1994).

A substancia 10 apresentou tempo de retencdo (Rt) de 7,683 minutos no
cromatograma (figura 57 e 58), com similaridade de 88% para Cq3H220,. Em seu
espectro de massas (figura 60), o pico m/z 210 [M]" corresponde ao ion molecular
(D’ABROSCA, DELLAGRECA, FIORENTINO et al., 2004; PARK, LEE, YEON et al.,
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2011). Os demais picos correspondem as fragmentagdes, e estdo em conformidade
com a estrutura do blumenol C (figura 56) (MAIER, PEIPP, SCHMIDT et al., 1995).
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Figura 57: Cromatograma da amostra W19A 2.4.4(19-24) (CG-EM).
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Figura 58: Expansao do cromatograma da amostra W19A 2.4.4(19-24) (CG-EM).
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Figura 59: Espectro de massas da substancia 9.
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Figura 60: Espectro de massas da substancia 10.
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O blumenol C é formado como produto da hidrogenacédo do 3-oxo-a-ionol, e
fazem parte da mesma rota metabdlica. Ambos s&o produtos formados pela
degradagdo oxidativa dos carotendides, chamados nor-isoprendides (C13) tipo
megastigmanos (JONDIKO e PATTENDEN, 1989; DEWICK, 2002).

O blumenol C ja foi descrito em produtos naturais, e foi submetido a ensaios
bioldgicos, sendo testado como mediador no processo de supressao da inflamacao,
no qual apresentou aumento significativo na expressao das enzimas SIRT1 (PARK,
LEE, YEON et al., 2011).
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6 CONCLUSAO

A identificagdo de metabdlitos secundarios de origem vegetal de interesse
terapéutico continua sendo area de relevada importancia para a saude humana.
Esse trabalho representou o inicio do estudo fitoquimico da espécie P. muiltiflora, do
género Pavonia (Malvaceae), no qual foram identificados pela primeira vez alguns

metabdlitos secundarios nunca descritos na espécie.

A espécie de trabalho foi escolhida pelo fato de ser endémica do estado do

Espirito Santo, cujo bioma € uma area de hotspot, a Mata Atlantica.

O estudo fitoquimico das folhas de P. multiflora levou ao isolamento e
identificacdo de substancias descritas pela primeira vez na espécie, sendo quatro
compostos fendlicos: o acido vanilico (1), o acido ferulico (2), o acido p-
hidroxibenzoico (3) e o acido p-cumarico (4); de cinco nor-isoprenoides: a loliolida
(5), uma lactona terpénica, o vomifoliol (6), o 4,5-dihidroblumenol A (7), o 3-oxo-a-
ionol (9) e o blumenol C (10); além do éster de triterpeno, p-metoxibenzoato de

taraxerol (8), substancia inédita até marco de 2014.

Em relacdo aos ensaios de atividade bioldgica, as catepsinas sao alvos
terapéuticos importantes, e tém sido de grande interesse da industria farmacéutica
atualmente, pelo fato de estarem envolvidas em diversos processos fisiopatologicos.
Especificamente para a V, que esta relacionada com a progressédo do cancer, o
extrato apresentou elevada porcentagem de inibicdo, porém em elevadas
concentragdes. Portanto, existe um potencial caminho para continuagédo dos

estudos.

Apesar de pertencer a uma familia numerosa, a espécie em estudo nao
apresenta outros dados quimicos e/ou biolégicos publicados até agora. Assim, as
informacdes fornecidas por essa pesquisa contribuem para o conhecimento
cientifico, uma vez que se trata de uma espécie endémica, da qual foi isolada uma
substéancia inédita.

Portanto, a espécie P. multiflora pode ser fonte de outros metabdlitos
secundarios com potencial para aplicacdo em diversos ensaios de atividade

bioldgica.
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