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RESUMO

O género Sabicea - pertencente a familia Rubiaceae, a subfamilia Ixoroideae e a
tribo Sabiceae - é composto de cerca de 100 espécies distribuidas pela América Tropical
e Africa, sendo que cerca de 45 a 50 espécies estdo presentes na regido neotropical.
Espécies deste género sdo usadas na medicina popular para o tratamento da dor de
estbmago, disenteria, malaria, reumatismo, dor de dentes, depurativo do sangue,
tratamento de doencas venéreas, prisao de ventre, epilepsia, febre, vomitos, insonia,
além de uso comoadocante. A espécie Sabicea brasiliensis, conhecida popularmente
como sangue de cristo, se caracteriza por ser um arbusto com aproximadamente 80cm
de altura, ocorrendo nas regides de cerrado do Brasil sendo que seu uso popular é
essencialmente alimenticio mas também é empregado no tratamento de infeccGes nos
Orgdos genitais de mulheres. Estudos quimicos feitos com suas folhas revelaram a
presenca dos flavonoides canferol-3-O-robinobiosideo, variabilosideo G ep-sitosterol,
sendo que o extrato bruto da mesmase mostrou ativo contra oviposi¢cdo do bicho-
mineiro. A escassez de estudos quimicos com espécies do género Sabicea, mais
especificamente com a espécie S. brasiliensis, assim como 0s interessantes usos
populares que tais plantas possuem motivaram a realizagdo do presente trabalho que tem
como objetivo isolar e caracterizar por métodos espectroscopicos de RMN uni e
bidimensionais 0s principais metabolitos secundarios presentes nas raizes da espécie
vegetal Sabicea brasiliensis, assim como avaliar os potenciais antioxidante e anti-
inflamatorio do extrato bruto, fragdes e compostos isolados. Desta forma, o extrato
bruto foi submetido a particdo com solventes e/ou extracdo acido-base e estudos
cromatograficos em colunas Sephadex LH 20 e/ou de silica-gel, conduzindo ao
isolamento da cumarina escopoletina,dos acidos fendlicos 5-O-cafeoiquinico, assim
como 3,5 e 4,5-O-dicafeoilquinico, dos esteroides sitosterol, estigmasterol e
campesterol, do esteroide glicosilado daucosterol,do triterpeno acido ursélico edo
dissacarideo sacarose. Taiscompostos tiveram suas estruturas elucidadas a partir de
andlise dos dados espectrais de RMN uni e bidimensionais e por compara¢do com 0s
dados constantes na literatura. Na verificagdo da atividade antioxidante, apenas o
extrato bruto e a fracdo acetato de etila tiveram bom efeito quando comparado ao padréo
BHT. Na realizacdo do teste antiedematogénico, o extrato bruto e as fragdes ndo tiveram

sucesso, porém na avaliacdo da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO) as fracoes



hexanica, acetato de etila e butandlica das raizes de Sabicea brasiliensis apresentam

uma atividade anti-inflamatoria significativa no modelo de migracéo celular.

Palavras-Chave: Rubiaceae. Sabicea brasiliensis. Cumarina. Acido cafeoilquinico.
Triterpenos. Atividade Antioxidante. Atividade Anti-inflamatoria.



ABSTRACT

The genus Sabicea - belonging to the family Rubiaceae, the subfamily and tribe
Ixoroideae Sabiceae —is consists of about 100 species distributed throughout tropical
America and Africa, with about 45-50 species are present in the Neotropics. Species of
this genus are used in folk medicine for the treatment of stomach pain, dysentery,
malaria, rheumatism, toothache, blood cleanser, treating venereal diseases, constipation,
epilepsy, fever, vomiting, insomnia, and use as a sweetener. The species Sabicea
brasiliensis, popularly known as the Sangue-de-cristo, is characterized by a bush with
approximately 80cm tall, occurring in the Cerrado regions of Brazil and its use is
popular mainly food but also is used to treat infections of the genitals women. Chemical
studies made with the leaves revealed the presence of flavonoids kaempferol-3-O-
robinobioside, variabilosideo G and B-sitosterol, and the crude extract just proved active
against oviposition leaf miner. The scarcity of studies with chemical species of the
genus Sabicea, more specifically to the species S. brasiliensis, as well as the interesting
plants such popular uses that have motivated the present work aims to isolate and
characterize by NMR spectroscopic methods and uni-dimensional major secondary
metabolites in the roots of the plant species Sabicea brasiliensis, as well as evaluating
the potential antioxidant and anti-inflammatory effects of crude extract, fractions and
isolated compounds. Thus, the crude extract was partitioned with solvents and/or acid-
base extraction and chromatographic studies on Sephadex LH 20 column and/or silica
gel, leading to the isolation of coumarin scopoletin, phenolic acids 5-O- caffeoylquinic
as well as 3,5 and 4,5-O-dicaffeoylquinic, of steroids sitosterol, stigmasterol and
campesterol, the glycosylated steroid daucosterol, of triterpene ursolic acid
anddisaccharide sucrose. Such compounds had their structures elucidated from analysis
of NMR spectral data uni and bi dimensional and by comparison with the data in the
literature. When verifying the antioxidant activity, only the crude extract and ethyl
acetate fraction had good effect when compared to standard BHT.For testing
antiedematogenic, the crude extract and the fractions were not successful, but in
assessing the activity of the enzyme Myeloperoxidase (MPO), the fractions hexanic,
ethyl acetate and butanol of roots of Sabicea brasiliensis present a significant anti-
inflammatory activity in the model cell migration

Keywords: Rubiaceae. Sabicea brasiliensis. Cumarin. Caffeoylquinic Acid.
Triterpens. Antioxidant Activity. Anti-inflammatory Activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

Ao longo dos anos a humanidade tem extraido das plantas muitas substancias
que possuem os mais variados usos, sendo empregadas como perfumes, pigmentos,
venenos e remédios. Conhecendo o poder medicinal das plantas e em busca de se
determinar os constituintes quimicos das mesmas sdo realizados estudos fitoquimicos
que possibilitam a obtencdo de inimeros compostos (CECHINEL, 1997).

Por mais de dois séculos a quimica e a biologia tem dado atengdo ao isolamento
e estudo de substancias naturais, sendo que a Quimica de Produtos Naturais tornou-se
responsavel pelo estudo dos metabdlitos secundarios; a importancia destes € indiscutivel
estando, juntamente com metabolismos primarios, intimamente ligados aos processos de
nascimento, crescimento, reproducdo, envelhecimento e morte dos organismos Vvivos
(BRAZ-FILHO, 1994). Nesse contexto, tem grande importancia o desenvolvimento de
novos farmacos a partir do isolamento de constituintes quimicos de vegetais ou animais
que possuem atividade fisioldgica e bioldgica significativa no organismo humano
(CECHINEL, 1997).

1.2 O CERRADO

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (2013), o Cerrado ocupa cerca de 22%
do territério nacional (2.036.448 km?) e é o segundo maior bioma da América do Sul
abrangendo os estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Bahia, Maranhdo, Piaui, Ronddnia, Parand, S&o Paulo e Distrito Federal, além

dos encraves no Amapa, Roraima e Amazonas (Figura 1).

Figura 1: Localizacdo do Bioma Cerrado no Brasil

r T n |

Fonte: SANO, 2007.
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O cerrado brasileiro é reconhecido como a savana mais rica do mundo com

grande diversidade fauna, como pode ser observado pela Tabela 1.

Tabela 1: Quantidade de espécies animais catalogadas no cerrado (KLINK, 2005).

Quantidade de espécies catalogadas

Mamiferos 199
Aves 837
Peixes 1200
Répteis 180
Anfibios 150

No que diz respeito a flora, esse bioma é composto por trés tipos de formacdes
vegetais (SANO, 2007):

e Campestre: areas com predominio de herbaceas e algumas plantas arbustivas,
porém sem a presenca de arvores;

e Savanica: areas com arvores e arbustos espalhados sobre um estrato graminoso;

e Florestal: area com predominio de espécies arbdreas.

O Cerrado abriga 11.627 espécies de plantas nativas, sendo que mais de 220
espécies tém uso medicinal, podendo ser citadas a Psychotria ipecacuanha (Poiaia),
Palicourea rigida (douraddo) e Genipa americana (jenipapo) pertencentes a familia
Rubiaceae e que apresentam potenciais bioldgicos e quimicos. Na recuperacdo de solos
degradados, 416 espécies podem ser usadas como barreiras contra o vento, protecdo
contra a erosdo, ou para criar habitat de predadores naturais de pragas. Mais de 10 tipos
de frutos comestiveis sdo consumidos pela populacdo local e vendidos nos centros
urbanos, como os frutos do Pequi (Caryocar brasiliense), Buriti (Mauritia flexuosa),
Mangaba (Hancornia speciosa), Cagaita (Eugenia dysenterica), Bacupari (Salacia
crassifolia), Cajuzinho do cerrado (Anacardium humile), Araticum (Annona crassifolia)
e as sementes do Bar( (Dipteryx alata) (Ministério do Meio Ambiente, 2013)
(GUARIM, 2003).

Com tantas espécies presentes, tem-se uma producdo de diversos metabolitos
secundarios, sendo que varios destes tém atividades biologicas. Essa diversidade pode
estar relacionada ao clima quente e seco e a aridez do solo, como tentativa das plantas

em se adaptar a condicOes tdo extremas. Estudos fitoquimicos realizados com espécies
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desta regido aliados a bioensaios podem auxiliar na descoberta de novos farmacos e
auxiliar nas classificacdes taxondmicas (OLIVEIRA, 2009).

Ainda de acordo o Ministério do Meio Ambiente (2013), além dos aspectos
ambientais o Cerrado tem grande importancia social, visto que muitas populacdes
sobrevivem de seus recursos naturais incluindo etnias indigenas, quilombolas,
ribeirinhos, babagueiros e vazanteiros. Contudo, inimeras espécies de plantas e animais
correm risco de extingdo; estima-se que 20% das espécies nativas e endémicas ja nao
ocorram em areas protegidas e que pelo menos 137 espécies de animais que ocorrem no
Cerrado estdo ameacadas de extincdo.Desta forma, a conservacdo do cerrado tem se
tornado motivo de preocupacdo, visto que apenas 60 % da area total é constituida por
cobertura vegetal natural sendo as demais areas destinadas a agricultura, pastagens e
areas urbanas.

Quanto as ameacas a biodiversidade podem ser considerados 0s seguintes fatores
(KLINK, 2005):

e A degradacdo do solo e dos ecossistemas nativos (desmatamento);

e A dispersdo de espécies exoticas;

e O uso extensivo de fertilizantes e calcario (poluem corregos e rios);

e Amplo uso de gramineas africanas para a formacdo de pastagens
(prejudicial a biodiversidade);

e Queimadas (afetam negativamente o estabelecimento de arvores e
arbustos e liberam para a atmosfera diéxido de carbono - CO, - e outros
gases causadores do efeito estufa).

Nesse contexto, o conhecimento so6lido do Cerrado é importante para
implementar estratégias governamentais de preservacdo, garantindo a sobrevivéncia da

fauna e flora deste hioma téo rico.

1.3 FAMILIA RUBIACEAE

A familia Rubiaceae ocupa o quarto lugar em diversidade de espécies entre as
Angiospermas (MABBERLY, 1997; ROBBRECHT, 2005) (Figura 2), sendo
constituida por quatro subfamilias (Rubioideae, Cinchonoideae, Ixoroideae e
Antirheoideae) e quarenta e quatro tribos, cerca de 650 géneros e aproximadamente
13.000 espécies que se apresentam como arvores de grande, médio e pequeno porte,
arbustos, subarbustos e ervas distribuidas em regides quentes, principalmente tropicais
(DELPRETE, 2004a).
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Figura 2:Comparacdo entre o nimero de espécies nas familias: A-Asteraceae (21.000 espécies);
B-Orchidaceae (17.500 espécies); C-Fabaceae (16.500 espécies); D-Rubiaceae (13.000
espécies); E-Rutaceae (8.000 espécies) e F-Mammalia (5.000 espécies)

A B C D E F
Fonte: FARIAS, 2006

Segundo CORDELL (2001) até o ano de 2001 haviam sido estudados 57
géneros e 181 espécies da familia Rubiaceae, com isolamento de 677 alcaloides de doze
classes diferentes, com destaque para os alcaloides indolicos (391), quinolinicos (70) e
isoquinolinicos (44), que detém a maior parte das estruturas.

Com base nos compostos isolados desta familia, detentores dealta diversidade de
usos e de atividades farmacoldgicas,varios estudos com interesse industrial para os
mesmos vem sendodesenvolvidos. No que diz respeito aos alcalddes, muitas dessas
substancias sdo empregadas no tratamento de diferentes doencas, podendo ser
destacadas a cafeina (1) isolada de Coffea arabica e utilizada em varios medicamentos;
a ementina (2), isolada da Cephaelis ipecacuanha, com propriedades emética e
antiamebicida; quinina (3) (Chincona ledgeriana) com atividade antimalarica e a
ioimbina (4), isolada de Pausinystalia yoimba, com efeito afrosisiaco (CORDELL,

2001).
) o

—0Q

(2)
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3) (4)

Os iridoides também estdo presentes nas Rubiaceas, sendo considerados como
marcadores quimiotaxonémicos desta familia. A subfamilia Ixoroideae é caracterizada
pela producdo de gardenosideo (5), geniposideo (6) e ixorosideo (7); na subfamilia
Rubioideae estdo constantemente presentes o deacetilasperulosideo (8) e as subfamilias
Antirheoideae e Cinchonoideae apresentam loganinas ou seco-iridoides (INOUYE,
1988).

COOCH; COOCH3 CHO

HO OGili

(5) (6) (7)

A impressionante capacidade das Rubiaceaes em produzir metabolitos
secundarios diversificados justifica o interesse em se estudar espécies desta familia;
assim sendo, o Grupo FitoSin - Produtos Naturais e Sintese Organica da UEM- vem se
preocupando em examinar, entre outras, espécies desta familia. Nesse contexto, diversos
trabalhos ja foram concluidos e evidenciaram, mais uma vez, essa pluralidade de
substancias presentes na familia, sendo que alguns desses estudos estdo descritos
abaixo.

Das partes aéreas de Galianthe brasiliensis (MOURA, 2006), osiridoides
glicosilados asperalusideo (9), deacetilasperalusideo (8) e uma mistura dos ésteres

metilicos dos isbmeros Z- e E-6- O-p-coumaroilescandosideo (10 e 11)foram isolados.
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P N 0
OH y COOCH;
AN
HO y 3
|
(9Y)R=COCH, XX o COOCH;3
(8) R=H H (11)
X
o}
(10)
HO H
OGli

As raizes de Guettarda pohliana foram estudadas e delas foram isoladas as
saponinas 28-O-B-D-glicopiranosilquindvico (12), 3-O-B-D-glicopiranosil-28-O-f-D-
glicopiranosilquindvico (13), 3-O-B-D-quinovopiranosil-28-O-B-D-
glicopiranosilquindvico (14) e 3-O-B-D-glicopiranosil-28-O-p-D-
glicopiranosilcinchdlico (15) (OLIVEIRA, 2008).

(12) R'=H; R°=Glicose (15)
(13) R*=Glicose; R*=Glicose
(14) R'=Quinovose; R*=Glicose

O estudo fitoquimico das folhas desta mesma espécie resultou no isolamento dos
acidos ursolico (16), oleandlico (17), pomolico (18), rotundico (19), 3b,6b,19a,23-tetra-
hidroxiurs-12-en-28-6ico (20), clétrico (21) e 5-O-cafeoilquinico (22), assim como da
loliolida (23) e do secoiridoide secoxiloganina (24) (TESTA, 2012).
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(16) 38-OH, R*=CH3; R'=R*=R*=R*=R°=H

(17) 38-OH, R*=CH;; R'=R’*=R*=R*=R°=H

(18) 38-OH, R'=0OH; R?>=CH;; R*=R*=R°=R°=H
(19) 38-OH, R'=R°=0OH; R*=CH3; R*=R*=R°=H
(20) 38-OH, R'=R°=0OH; R*= R*=R*=R°=H

21) 30-OH, R'=R°*= R°*=0OH; R?*= R*=R*=H

(

HOOC
HO ""--..
OH !
HO (22) OH (24)

Das folhas e galhos da espécie Coussarea plathyphylla foram isolados o0s

triterpenos acido betulénico (25), acido betulinico (26) e o iridoide monotropeina (27)

(ARAUJO, 2009).

COOH

COOH

(25) R, R*=0
(26) R'=0OH; R*=H

(27)

O isolamento dos flavonoides quercetina 3-O-f-D-glicosideo (28), isoraminetina
3-glicosideo (29) e quercetina 3-O-soforosideo (30) foi conseguido através do estudo
das folhas de Palicourea rigida (ROSA, 2010).
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(28) R'=H; R*=H
(29) R'=CH;; R*=H
(30) R'=H; R*=Glicose

HO

OHH

Das flores desta planta foram isolados o alcaloide acido estrictosidinico
(31), a antraquinona tectoquinona (32) e a cumarina escopoletina (33) (ROSA, 2009),
sendo esta ultima também encontrada nas raizes de P. rigida, juntamente com a
cumarina himexelsina (34) e os triterpenos acido betulinico (26) e lupeol (35) (ALVES,
2011).

o)
i “
| (32)
o)
OH
CH30
o) A
OH
OH HO o X0
(33)
HO o
HsCO
0
HO 0
0
HO
HO OH
(34)
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Da espécie vegetal Palicourea coriacea foram isoladas a rutina (36) das flores e

a calincantina (37) das folhas (ROSA, 2009).
OH

HO O
OH OH

A
[ o—+°

o
OH o)
HO o)
HO
HO
OH

(36)
HaC,_ H
N N
| 7
X
S
H CH3
@37)

1.4 SUBFAMILIA IXOROIDEAE

Na subfamilia Ixoroideae, os iridoides chamam a atencdo por estarem sempre
presentes em espécies desta subfamilia; mesmo assim, as mesmas ndo deixam de
apresentar uma grande variedade de classes de metabdlitos, como terpenos, flavonoides,

cumarinas, acido fendlicos e alcaloides, como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2: Substancias isoladas de espécies da subfamilia Ixoroideae.

Espécie Tribo Substéncia isolada Referéncia

Escoparona (38)
Amaiouina (39)
3B-6pB-190-23-tetrahidroxiolean-12-em-28-oico (40)
Amaioua Gardenieae 3[3-6[5-19,a-23-tetrahidroxiurs-12-em-28-oico (41) VIEIRA,
guianensis Acido 3,5-O-dicafeoilquinico (42) 2010
Acido 3,5-O-dicafeoilquinato de metila (43)
Gardenosideo (5)
Plumericina (44)
Augusta Acil lupeols (45 e 46) CHOZE,

Rondeletieae )
longifolia Escopoletina (33) 2010
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Canthium )
) Condamineae
anorldianum
Duroia )
Gardenieae
macrophylla
Gardenia )
- Gardenieae
jasminoides
Ixora
o Ixoreae
brevifolia
Ixora
. Ixoreae
coccinea
Ixora
) ) Ixoreae
javanica
Randia )
o Gardenieae
canthioides

Naringenina (47)
Canferol (48)
Quercertina (49)
Rutina (36)
Miricitrina (50)
Acido 2-metoxi-4-hidroxibenzoico (51)

Anorldianina (52) i
1989
Acido Ursélico (16) MARTINS,
Acido Oleandlico (17) 2013
Gardenosideo (5)
Geniposideo (6) INOUYE,
Shanzhideo (53) 1988
Gardosideo (54)
Lupeol (35)
Daucosterol (55)
3-B-palmitato de lupeonila (56)
3-B-estearato de lupeonila (57)
3-B-eicosanato de lupeonila (58)
a-amirina (59) SILVA, 2007
B-amirina (60) MEDINA,
30-hidroxifrieldelan-3-ona (61) 2011
Quercertina (49)
Manitol (62)
Cinantanina B1 (63)
(+)-seringaresinol (64)
Frangulanina (65)
Epicatequina (66)
Procianidina A2 (67) IDOWU,
Ixoratanina A2 (68) 2010
Cinantanina B1 (63)
Ixorapeptideo | (69) e I1 (70)
Acido ferlico (71)
Acido cafeico (72) LEE, 2010
Acido protocatecuico ( 73)
10-deidrogardenosideo (74) Ml
1988
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Randia

spinosa

Tocoyena

brasiliensis

Tocoyena

formosa

Randinosideo (75)
Galiosideo (76) HAMERSKI,
Gardenosideo (5) 2003
Geniposideo (6)

Gardenieae

Acido 3-O-p-D-quinovopiranosideo-quinévico (77)

Acido 3-O-p-D-quinovopiranosideo-cinchdlico (78)

_ o _ o o HAMERSKI,
Gardenieae Acido 3-O-B-D-quinovopiranosideo-quinévico (79) S
Acido 28-0-B-D-glucopiranosideo-quindvico (80)
Ramanzina-3-O-rutinosideo (81)
a-gardiol (82
_ J _ (2) BOLZANI,
Gardenieae B-gardiol (83)
1997

Formosinisideo (84)
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CH:0
m
NN
CH30 o~ o

(39)

HO OH
HO OH
\
O—
0]
\
CH300C OH OH
O—
0 OH o) S
OH OH
HOOC OH ||
OH @) (6] OCH
” N OH Xy 3
(42)

|
M (44)
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OH

] || (47)
OH @)
(45): n=8 COH
(46): n=10 /@
(51)
HO OCHs

)
I

CHa(CHYT 0

0
\
00
7 N\—NH
| NH
~ N %O
(48): R'=0OH; R*=R°=H
(49): R'=R*=0H; R*=H
(50): R'=0-Ramnose; R°=R*=OH (52)
COOH
X
HO
0
/ OGli
OGli (54)
(53)
HO
Ll
HO OH
(55)
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CH4(CH,)nCOO

Eg% ﬂiig (59): R'=CHjs, R*=H
IL‘O\: ~—a0 (60) Rle, R2=CH3

OH
OH

(61)

(63)
(62)

/ ccN
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OH

OH OH

67) I N

N
PN
Oy
oalNy Q%
0
CH40
O (69)
R . _ COOH COOMe
HOOC
HO
(71) R=OCHj
(72) R=OH
HO@—COOH
HO

(73) oGl
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(80)

[ HO oH
OH O HO O
OH
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COH
: OR

CO,CH3

OGli RO OGli

(82) (83) (84)
Considerando o exposto acima, percebe-se que algumas classes de compostos tem
presenca recorrente nas espécies da subfamilia Ixoroideae, como acidos fendlicos,
cumarinas, triterpenos e esteroides; neste caso, faz-se necessario considerar alguns

aspectos sobre 0s mesmos.

1.5 CONSIDERACOES SOBRE ACIDOS FENOLICOS

Analisando-se o0 exposto anteriormente, verifica-se que a presenca de compostos
fenolicos, especialmente fenilpropanoides, é evidente nas espéecies da sub-familia
Ixoroideae, como pode ser observado pelas substanciasacido 3,5-O-dicafeoilquinico
(42), acido 3,5-O-dicafeoilquinato de metila (43), acido ferdlico (71) e acido cafeico
(72).

Esses compostos estdo presentes em diversas plantas, sendo abundantes em
legumes, frutas, grdos, vegetais e também no chocolate, vinho tinto, azeite de oliva, cha
verde, café e propolis. Eles estdo divididos em dois grupos: derivados do acido p-
hidroxicinamico (ou p-cumarico) (85) e derivados do é&cido p-hidroxibenzédico
(86)(DEGASPARI, 2004).

CO.H

=
CO,H

OH OH
(85) (86)

Os primeiros sdo compostos fendlicos de ocorréncia natural que possuem um

anel aromatico com uma cadeia carbo6nica, constituida por 3 carbonos ligada ao anel.
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Alguns exemplos de derivados do acido p-cumarico muito comuns na natureza sao o
cafeico (72), cindmico (87),0, m e p-cumarico (88, 89 e 85), fertlico(71) e sinapico
(90)(DEGASPARI, 2004; MESSIAS, 2009).

(87) R'=R*=R°=R‘=H

R 0
| (88) R'=OH; R*=R*=R'=H
Ro. N
OH (89) R'=R*=R*=H; R*=OH
(90) R'=H; R*=R*=0CH3; R*=OH
R3
Ra

Estes acidos existem nas plantas, usualmente na forma de ésteres, a exemplo do
acido clorogénico 5-O-cafeoilquinico (22), éster do &cido quinico, cuja molécula é
constituida pelo acido quinico esterificado ao acido cafeico. Também séo encontrados
na forma de glicosideos ou ligados a proteinas e a outros polimeros da parede celular e,
raramente, como acidos livres (DEWICK, 2002).

No grupo dos &cidos hidroxibenzdicos, compostos que possuem grupo
carboxilico ligado ao anel aromético, os isolados de espécies da sub-familia Ixoroideae,
sdo o0 acido 2-metoxi-4-hidroxibenzoico (51) e &cido protocatecuico (73). Outros &cidos
hidroxibenzodico bastante conhecidos sdo os acidos salicilico (91), gentisico (92), p-
hidroxibenzoico (86), 3,4-diidroxibenzoico (93), vanilico (94) e siringico (95)
(DEGASPARI, 2004; MESSIAS, 2009).

(91) R'=0OH; R*=R*=R’=H

Ry 0 (92) R'=R*=0OH; R*=R*=H
Ry H (93) R'= R*=H; R*=R*=0H
OH 1 4 2 3
(94) R'=R*=H; R>=0CHj3; R*=0H
Rs (95) R'=H; R*=H; R*=0H; R*=0CH;
R4

1.5.1 BIOSSINTESE DE ACIDO FENOLICOS.

Os éacidos fenolicos sdo biossintetizados a partir dos aminoacidos L-
fenilalanina e L-tirosina (Figura 3) que sdo blocos de construgcdo C6-C3. Inicialmente
ocorre a eliminagdo de amonia a partir da cadeia lateral, gerando o trans (E) acido
cindmico com auxilio da enzima fenilalanina amonia-liase (PAL), no caso da L-
fenilalanina. A transformagdo correspondente da L-tirosina € mais restrita, sendo

limitada sobretudo aos membros da familia de grama (Graminae). Em reacdes de

issertagiv de CMestrado



19

hidroxilacdo e metilacdo subsequentes, ha a formacdo dos acidos cinamicos que servirao
de substrato para a biossintese de cumarinas, ligninas, flavonoides, cumarinas, etc.
(DEWICK, 2002).

Figura 3: Rota biossintética de &cidos fendlicos

COZH COyH
L-fenilalanina Acido cinamico
0,

NADPH | Hidroxilacéo

COH CO,H CO,H COzH
=
NH, = NH,
0,
NADPH SAM
D _— > »
HO CH30
OH OH OH OH
L-tirosina Acido p-cumérico Acido cafeico Acido ferdlico (99)
0,
NADPH
COH CO,H
_ =
SAM
P
CH30 OCH; CHsO OH
OH OH

Acido sinapico
Fonte: DEWICK, 2002.
1.5.2 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES DE ACIDOS FENOLICOS
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Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004),
antioxidantes sdo substancias quimicas que retardam o aparecimento de alteracdo
oxidativa nos alimentos. De uma forma mais abrangente, podem ser considerados um
conjunto heterogéneo de substancias formadas por vitaminas, minerais, pigmentos
naturais e outros compostos vegetais. O termo ‘“oxidante” significa que impede a
oxidacdo de outras substancias quimicas, que ocorrem nas rea¢cdes metabolicas ou por
fatores exdgenos, como as radiagdes ionizantes (MESSIAS, 2009).

Os antioxidantes fendlicos agem como sequestradores de radicais, agindo tanto
na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os produtos
intermediérios formados pela acdo destes antioxidantes sdo relativamente estaveis,
devido a ressonancia do anel aromético apresentada por estas substancias (RAMALHO,
2006).

Em estudos comparativos sobre os fatores que influenciam o poder antioxidante
dos fenilpropandides, a presenca do grupo -CH=CH-COOH nos &cidos cinamicos
demonstra maior eficiéncia que o grupo -COOH dos &cido benzoicos. Tal efeito pode
ser confirmado pela comparacdo entre os acidos cafeico (72), sindpico (90) e ferdlico
(71), que tem maior atividade que os acidos 3,4-diidroxibenzdico (93), vanilico (94) e p-
hidroxibenzdico (86). Isso pode ser explicado pelo poder da dupla ligacédo estabilizar o
radical por ressonancia (CUVELIER, 1992).

A presenca de grupamentos hidroxila também influencia, sendo que se estes
grupos aparecem nas posices 3 e 4, o potencial antioxidante ¢ aumentado, como no
caso dos acidos cafeico (72) e 3,4-diidroxibenzéico (93); desta forma, a atividade
antioxidante dos compostos estudados apresentou a seguinte ordem: acido cafeico (72)>
3,4-diidroxibenzdico (93)> sinapico (90)>ferulico (71) >siringico (95)>p-cumarico (85)
> vanilico (94) (RAMALHO, 2006; CUVELIER, 1992).

Na comparacéo entre a atividade oxidante do acido cafeico (72) e do acido 5-O-
cafeoilquinico (22) observa-se que a esterificacdo pelo acido quinico diminuiu a
atividade do &cido cafeico (CUVELIER, 1992).

1.5.3 CONSIDERACOES SOBRE O ACIDO QUINICO

Como dito anteriormente, € comum a existéncia de acidos fendélicos na forma de
ésteres, como o0 &cido clorogénico 5-O-cafeoilquinico (22), éster do acido quinico, cuja
molécula é constituida pelo acido quinico esterificado ao &cido cafeico. O acido quinico
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segue a via chiquimato, que fornece uma rota alternativa para compostos aromaticos.
Ela se inicia com um acoplamento de fosfoenolpiruvato (PEP) e D-eritrose-4-fosfato
para dar o acido 3-desoxi-D-arabinoheptulosonato-7-fosfato sintase(DAHP) com sete
carbonos (Figura 4). A eliminacdo de &cido fosforico a partir do DAHP seguido por
uma reaccdo aldolica intramolecular gera o primeiro carbociclico intermediario acido 3-
dehidroquinico. A reducgdo deste conduz ao &cido quinico, um produto natural bastante

comum encontrado na forma livre ou na forma de ésteres.

Figura 4: Biossintese do acido quinico

CO,H
P COzH
@
™o \ Reacio HAS//
alddlica OJ
" — I
H (&
e HO™ ™" OH
Ho™ S0 Ho o
OH )
DAHP Reacdo
D-eritose 4-P aldélica
HO CO.H
NADH 5
OH OH
Acido quinico Acido 3-dehidroquinico

Fonte: DEWICK, 2002.

1.6 CONSIDERACOES SOBRE CUMARINAS

As cumarinas sdo compostos heterociclicos contendo um atomo de oxigénio e
estdo presentes em diferentes partes das plantas tanto nas raizes como nas flores e frutos
e podem ser encontradas em diversas familias de Angiospermae, como Apiaceae,
Rutaceae, Asteraceae nas quais sdo encontradas com ampla ocorréncia. Também estao
presentes em Rubiaceae, Fabaceae, Oleaceae, Moraceae, entre outras, onde suas
ocorréncias sdo menos intensas. Essas substancias podem ser biossintetizadas por
arvores, arbustos e ervas (MONTAGNER, 2007).
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A primeira cumarina foi isolada por Vogel, em 1820, da espécie Coumarona
odorata e é conhecida como cumarina per se(96), sendo que até hoje mais de 3.400
cumarinas ja foram isoladas e seu sistema de anéis é util na sintese de compostos
heterociclos e farmacos (GUEOGJIAN, 2011).

N

X

(96)
As cumarinas podem ser classificadas como (RIBEIRO, 2002 e MONTAGNER, 2007):

0

e Cumarinas simples: contem grupos substituintes hidroxi, alcoxi, acetoxi,
alquil, entre outros. Pode ser exemplificadas através da cumarina per se(96), 7-
hidroxicumarina (97) e isoescopoletina (98).

OB m
HO 0 \o CH30 0] ko

(97) (98)
e Furanocumarinas: possuem um anel furano condensado ao ndcleo cumarinico
e podem ser lineares, como a imperatorina (99) ou angulares, como a angelicina
(100)

@]
//
O

(99) (100)
e Piranocumarinas: apresentam um anel pirano condensado ao nuicleo
cumarinico e também se apresentam na forma linear, sendo exemplificada pela

xantiletina (101) ou na forma angular, como é o caso da aloxantoxiletina (102).

(101)
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e Biscumarinas e triscumarinas:apresentam o acoplamento de duas ou trés
moléculas de cumarinas. Exemplos dessas classes sdo a daphnoretina (103) e a
wikstosina  (104) que representam a biscumarina e triscumarina,

respectivamente.

- ) O\Oj%o
HO O \O =
(103) o (104)

As cumarinas sao bastante estudadas por possuirem variadas atividades
biolégicas, como anti-inflamatdria, anticoagulante, estrogénica, fotossensibilizante,
antimicrobiana, vasodilatadora, sedativa, hipnética, analgésica e hipotérmica (OJALA,
2001).

1.6.1 BIOSSINTESE DE CUMARINAS

As cumarinas sdo biossintetisadas a partir da L-fenilalanina através do &cido
cindmico que passa por etapas de hidroxilacdo, isomerizagédo trans-cis e formacdo de
lactona (Figura 5)(DEWICK, 2002).
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Figura 5: Rota biossintética de cumarinas.

CO,H CO,H
N N
_—
Hldroxna(;ao 'Someflzacao CO2H  Formagio N
orto trans-cis OH da lactona @) 9
Acido cinamico Acido o-cumérico Cumarina
Hidroxilacao
para

COH
o XN 2 X N

- COH X

2 \
HO HO OH HO OH HO O O

Umbeliferona

Acido p-cumérico Acido 2,4-diidroxicindmico
CH30 CH-0 HO
X s AN X
- -
. N ~
Glio o~ N0 HO o o HO o N0
Escopolina Escopoletina Escutelina

Fonte: DEWICK, 2002.
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1.7 CONSIDERACOES SOBRE TRITERPENOS E ESTEROIDES

Os terpenoides sdo compostos derivados de unidades de isopreno (105) e tem
ampla distribuicdo entre as plantas, podendo ser divididos em hemiterpenos (C5),
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (DEWICK, 2002).

PN

(105)
Os triterpenos possuem diversas propriedades medicinais, destacando-se anti-

inflamatdrias, analgésicas, cardiovasculares e antitumorais (GOMES, 2010).

1.7.1 BIOSSINTESE DE TRITERPENOS

Segundo DEWICK (2002), as unidades de isopreno ndo participam ativamente da
biossintese: 0s esqueletos terpénicos sdo derivados de condensacdo do dimetil
pirofosfato (DMAPP) com o isoprenil pirofosfato (IPP); estes, por sua vez, sao
formados a partir do acido mevalénico.

Inicialmente ocorre formacdo do acetoacetil CoA através de condensacao do tipo
cabeca-cauda de duas moléculas de acetil CoA; uma terceira molécula de acetil CoA
adiciona-se ao grupo carbonila do acetoacetii CoA para formar o 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA (HMG-CoA); este é, entdo, reduzido a acido meval6nico que é o
precursor direto para compostos isoprendides. O &cido mevalénico sofre acdo da
Adenosina trifosfato (ATP) e ap6s passar por processos de eliminacdo de agua e
descarboxilacdo, chega-se entdo ao pirofosfato de isopentenila (IPP); este sofre

isomerizacdo para gerar o Pirofosfato de Dimetil-Alila (DMAPP)(Figura 6).
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Figura 6:Biossintese do acido meval6nico sua conversdo em Pirofosfato de Isopentenila
(IPP) e Pirofosfato de Dimetil-Alila (DMAPP).

@) ) ®H x -
[ 1 Reagiode W), Feaeo fCR
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(0]
@\/SEnz HMG-CoA
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Acetil-CoA m’ ll Tioester a aldeido

NADPH

OH NADPH OH
HO C&\A HO c&v
2 2 NN
OH o

Acido mevalénico Acido Mevaldico Acido Mevalonico
(MVA) Hemitioacetal
e
2X ATP HO— P—O—ADP
OH ﬂ
Isomerizacéo
A || - ATP PN (N opp omenZas
N —_—
o] -CO; [
H OPP
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Fonte: DEWICK, 2002

A polimerizacdo do IPP inicia-se com a ionizacdo da ligacdo C-O do DMAPP,
resultando em um centro catiénico que sofre adi¢do de uma molécula de IPP, gerando o
pirofosfato de geranila (GPP)(Figura 7). Neste ponto, através de rearranjos e de reac6es

de ciclizagéo, séo biossintetizados 0os monoterpenos (C-10).
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Figura 7:Formacéo do Pirofosfato de Geranila (GPP).

@
4 OPP

Fonte: DEWICK, 2002.

Em etapa posterior o GPP recebe outra molécula de IPP, produzindo o
pirofosfato de farnesila (FPP)(Figura 8); tem-se entdo o precursor dos sesquiterpenos
(C-15).

Figura 8: Formagéo do pirofosfato de farnesila (FPP) a partir do GPP.

OPP

Cation alilico

OPP
FPP

Fonte: DEWICK, 2002.

A biossintese dos esteroides e triterpenos comeca com a condensacdo cauda-
cauda de duas unidades de FPP para dar origem a um outro composto, o esqualeno, que
segue de um mecanismo complexo com varios intermediarios ciclicos e migracfes de
ligagGes ou de grupos alquila. A formagéo de sistemas de anéis triterpénicos a partir do
esqualeno inicia-se com a oxidacdo do composto isoprenoide a Oxido de Esqualeno
(Figura 9). O anel epoxido é rompido, formando o grupo hidroxila no carbono 3 e uma

carga positiva no carbono 2; o 3-hidroxiesqualeno cicliza espontaneamente.
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Figura 9: Formacdo do esqualeno a partir do FPP.

FPP

PPO

FPP

Cétion Alilico

Presqualeno PP

Esqualeno

Fonte: DEWICK, 2002.

A biossintese dos esteroides e triterpenos utiliza como precursor ndo o
esqualeno, mas um derivado que resulta da epoxidacdo nas posi¢cdes 2 e 3. Este
composto, o 2,3 Oxido de esqualeno (2,3 epoxi-esqualeno) pode tomar varias
conformacOes. Se tomar uma disposi¢ao tal que sugira uma conformagdo “cadeira-

barco-cadeira-barco” vai ser o substrato de enzimas especificos, ciclases, que o
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transformam no lanosterol, no caso dos animais, ou no cicloartenol, no caso das plantas
(Figura 10).

Figura 10:Formacao de esteroides e triterpenos a partir do esqualeno

Esqualeno

O,/NADPH

2,3-epoxi-esqualeno

Conformacao
Cadeira-cadeira-cadeira-barco

4

Lanosterol Cicloartenol -

HE e

Fonte: DEWICK, 2002.

As enzimas ciclases que estdo envolvidas na biossintese dos triterpenos utilizam

Conformacéo
Cadeira-barco-cadeira-barco

igualmente o 2,3 6xido de esqualeno como substrato. Mas neste caso é preciso que este

metabolito tome uma disposic¢éo que se assemelhe a uma conformagéo cadeira-cadeira-
cadeira-barco (Figura 11).
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Figura 11: Formacéo de triterpenos a partir do 2,3-epoxi-esqualeno
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Fonte: DEWICK, 2002.
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1.7.2  BIOSSINTESE DE ESTEROIDES

A biossintese dos esteroides tem igualmente como precursor o Oxido de
esqualeno que toma uma conformacdo inicial cadeira-barco-cadeira-barco(Figura
12)(DEWICK, 2002).

Figura 12:Esquema resumido da biossintese dos esteroides.

H, H
N S S X N
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M
Me Me B e H
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Fonte: DEWICK, 2002.
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1.8 GENERO SABICEA

O género Sabicea - pertencente a familia Rubiaceae, a subfamilia Ixoroideae e a
tribo Sabiceae - € composto de cerca de 100 espécies distribuidas pela América Tropical
e Africa, sendo que na regido neotropical (que inclui a América Central, a América do
Sul, parte do México e do Caribe) estdo presentes cerca de 45 a 50 espécies
(DELPRETE,2005).

Espécies deste género sdo usadas na medicina popular para o tratamento da
epilepsia (AWAD, 2009), febre, vomitos e insonia(VALADEAU, 2010), sendo que
Sabicea villosa tem seu uso tradicional voltado para o tratamento de dor de estdmago,
disenteria e malaria através da ingestdo de uma infusdo preparada com suas folhas
(ROUMY, 2007)e também contra reumatismo (JOLY, 1990). Para a dor de dentes e
como depurativo do sangue, uma infusdo preparada a partir da raiz e/ou folhas de S.
cana ¢ ingerida (HIRSCHMANN, 1990). Essa planta também é utilizada no tratamento
de doencas venéreas e na prisdo de ventre (RODRIGUES, 2001). Uma bebida
alucinogena utilizada por indios da Amazonia conhecida como “Ayahoasca” é obtida a
partir de uma mistura de plantas, entre as quais Sabicea amazonensis é utilizada como
um tipo de adocante nesta bebida (SCHULTES, 1985; POMILIO, 1999).

A partir do estudo quimico das folhas de Sabicea grisea foi isolado o
octacosanol (106) que possui atividades biol6gicas importantes, incluindo antioxidante,
ergogénica e antiparkinsoniana (WANG, 2010). Oextrato bruto etandlico, a fracao
hexanica desta planta e o octacosanol isolado produziram uma inibicdo da dor induzida
por acido acético em camundongos. Sendo assim, as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatoria proporcionadas por este composto poderiam ser relevantes para o controle
farmacoldgico de dor e de processos inflamatorios (OLIVEIRA, 2012).

HO

1.9 ESPECIE VEGETAL Sabicea brasiliensis

Esta espécie, conhecida popularmente como sangue-de-cristo, se caracteriza por
ser um arbusto com aproximadamente 80cm de altura, ocorrendo nas regides de cerrado
do Brasil. Seus frutos tém até 0,8cm de didmetro, com aparéncia résea quando maduro,

carnoso, com polpa esponjosa branca e adocicada. Suas sementes tem cerca de 0,06 cm
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de comprimento, irregular, com tegumento enrugado e rigido de cor marrom, sendo que
cada fruto é capaz de gerar até 20 sementes (Figura 13). Seu uso popular é
essencialmente alimenticio (HERINGERIANA, 2007), sendo que também é empregado

no tratamento de infec¢bes nos 6rgdos genitais de mulheres (ALMEIDA, 2003).

Figura 13: Fotos da espécie vegetalSabicea brasiliensis.

Fonte:http://frutosatrativosdocerrado.bio.br

O estudo quimico feito com as folhas de S. brasiliensis revelou a presenca dos
flavonoides canferol-3-O-robinobiosideo (107) e variabilosideo G (108) (SANTOS,
2007),sendo que o extrato bruto desta plantase mostrou ativo contra oviposi¢cdo do
bicho-mineiro (SANTOS, 2008). Em outro estudo utilizando também as folhas dessa
planta foi isolado o B-sitosterol (109) (MOREIRA,2006).

OH

OH

OH
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(6]
OH
OH
HO
OH
4
(108)
(109)

HO OH

Considerando a escassez de estudos quimicos realizados especificamente com a
espécie Sabicea brasiliensis, assim como comas demais espécies do género Sabicea e
analisando as atividades bioldgicas e usos populares das mesmas, este trabalho foi
dedicado ao estudo quimico e avaliacdo das atividades antioxidante e anti-inflamatéria
de tal planta.

2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo isolar e caracterizar por métodos
espectroscopicos de RMN uni e bidimensionais os principais metabdlitos secundarios
presentes nas raizes da espécie vegetal Sabicea brasiliensis, assim como avaliar 0s
potenciais antioxidante e anti-inflamatério do extrato bruto, fragdes e compostos
isolados.

3 MATERIAL VEGETAL

As raizes de Sabicea brasiliensis foram coletadas em Goiania, no Morro das
Antenas, em maio de 2010 pelo professor Heleno Dias Ferreira da Universidade Federal
de Goids — UFG;o material vegetal foi enviado para o laboratério FitoSin - Produtos
Naturais e Sintese Organica - da UEM ja seco para que fosse iniciada a pesquisa, sendo

entdo submetido aos procedimentos descritos posteriormente.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

41 MATERIAIS E METODOS

As cromatografias em coluna foram realizadas utilizando silica-gel 60 (0,063-0,2
mm) da Merck ou Fluka e as filtragbes foram feitas em Sephadex LH-20 da Sigma
Aldrich. Os diametros das colunas utilizadas variaram de acordo com a massa da
amostra a ser purificada.

O acompanhamento das cromatografias e filtracdes em coluna foi feito atraves de
cromatografia em camada delgada (CCD), sendo que as placas cromatogréaficas foram
preparadas em fase estaciondria silica-gel 60 G e silica-gel 60 GF, com 0,25mm de
espessura. As substancias fluorescentes presentes nas CCD foram visualizadas sob luz
UV no comprimento de onda de 366nm e as substancias separadas nas placas
cromatograficas foram visualizadas através do revelador anisaldeido para terpenos ou
Dragendorff para alcaloides.

Os solventes organicos (hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol)
utilizados na fase mével nas cromatografias e filtracbes apresentavam grau de pureza
P.A ou foram destilados. O processo de evaporacdo de solventes foi realizado utilizando
evaporador rotativo.

Os espectros de RMN de *H e de RMN de **C foram obtidos em espectrometros
VARIAN Mercury Plus, operando a 300,06 MHz para 'H e 75,45 MHz para Bc.
Também foram obtidos os espectros pela técnica DEPT e correlagdes bidimensionais a
partir dos mapas de contornos COSY, HSQC e HMBC.A deteccdo de Efeito Nuclear
Overhauser (NOE) entre prétons foi verificado através dos espectros de NOESY 1D.Os
deslocamentos quimicos foram dados em ppm, tendo como referéncia interna o
tetrametilisilano (64 0,0) e os solventes utilizados foram: CDCIl;, CD3sOD e D)0
(Aldrich ou Isotec).

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos através de um
cromatografo em fase gasosa acoplado a espectrometro de massas modelo Focus GC
(Thermo-Finnigan), equipado com: amostrador automatico com forno para extracdo
headspace, modelo Triplus, sistema de injecdo split/splitless com insersor (liner) de
vidro silanizado com didmetro interno (d.i.) de 3 mm; espectrometro de massas modelo
DSQ Il (Thermo-Finnigan), equipado com fonte de ionizacdo por elétrons (EI),
analisador de massas do tipo quadrupolo e um multiplicador de elétrons (diodo) como

detector; sistema de aquisi¢do de dados através do software Xcalibur que acompanha
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base de dados de espectros contidos na biblioteca espectral NIST MS Search Version
2.0. O gas de arraste utilizado, foi o gas hélio com grau de pureza 99,999% (5.0) (White
Martins) com vazéo de 1,0 mL/min. A coluna capilar utilizada foi DB-5 (5% fenil-95%
metilpolissiloxano) de silica fundida, 30m de comprimento, 0,25 mm d.i. ¢ 0,25 um de
espessura de filme da fase estacionaria (J & W Scientific). A temperatura da fonte de
ionizacdo e do injetor utilizada nas anélises foi de 250 °C em modo de injecéo splitless.
O volume de inje¢ao foi de 1,0 uL e a temperatura inicial do forno foi de 50 °C, sendo
elevado até 290 °C a uma taxa de 3°C/min mantendo na temperatura final por 15 min.Os
pontos de fusdo (p. f.) das substancias isoladas foram determinados em um aparelho de
ponto de fusdo Microquimica, modelo MQAPF-301.A avaliagdo da atividade
antioxidante foi feita em um aparelho de UV/VIS-Cary 50, VARIAN,em 515,5 nm.

4.2 ESTUDO FITOQUIMICO DAS RAIZES DE SABICEA BRASILIENSIS

42.1 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO METANOLICO DAS RAIZES DE S.
brasiliensis
As raizes da planta (304,5 g) foram cortadas e submetidas a extragdo exaustiva
com metanol com posterior evaporacao do solvente sob pressdo reduzida em evaporador

rotativo, fornecendo 25,41 g de extrato bruto (SB).

4.2.2 FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO METANOLICO DES.

brasiliensis

Parte do extrato bruto metandlico SB (20,39 g) foi dissolvido em MeOH:H,0
1:1 e particionado em funil de separa¢do com os solventes hexano, cloroférmio, acetato
de etila e butanol em ordem crescente de polaridade, conforme o Esquema 1. A partir
deste procedimento obteve-se as fracbes hexanica (SBH; 994,10mg), cloroférmica
(SBC; 798,50 mg), acetato de etila (SBA; 1,27 g), butanolica (SBB; 9,83 g) e a
remanescente hidrometanolica (SBHM;1,82 g).
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Esquema 1: Fracionamento liquido-liquido do extrato bruto de Sabicea brasiliensis.

Extrato Bruto (20,39 g)
1) Solubilizacdo em MeOH:H,0 (1:1)

2) Extracdo com hexano

Fracdo SBH Residuo
(994,10 mg)

Extracdo com cloroformio

Fra(;éo SBC Residuo
(798,50 mg)

Extracdo com acetato de etila

(1,27 g)

Extracdo com butanol

Fracdo SBB Fracdo SBHM

(9,83 9) (1,82 g)

A massa final (14,71 g) obtida pela soma das massas das fracdes teve uma
diminuicdo de 5,68 g em comparagdo com a massa de extrato bruto inicialmente pesada
e utilizada para o fracionamento sélido-liquido; esta diferenca pode ser explicada pela
presenca de umidade no extrato bruto, além de perdas ocorridas durante o procedimento

devido a formacdo de emulséo, o que levou a uma massa final inferior a inicial.

4.2.2.1 ESTUDO DA FRACAO HEXANICA (SBH).

Como pode ser observado pelo Esquema 2, parte da fracdo hexanica SBH
(433,10 mg) foi submetida a um fracionamento em coluna cromatografica de silica-gel
(20,70 g; @= 1,5 cm), empacotada com hexano e eluida com Hexano, Hexano:AcOEt,
AcOEt e AcOEt:MeOH, MeOH e MeOH:H,0 em gradiente crescente de polaridade. As
100 fracGes coletadas foram agrupadas em 15 subfracdes de acordo com as semelhancas
observadas em CCD (Tabela 3).
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Esquema 2: Estudo da fracdo hexénica SBH.

SBH ~
(433,10 mg) 15 Fracoes —| H4 (12,0 mg)

CC desilica-gel Lavagem com MeOH,

Hexano:AcOEt, AcOEt ACOEL,CHCI, e Hexano
AcOEt;:MeOH e MeOH:H,0

HaMeoH | | HaAcoEt | | HacHel, | [ H4 Hex

S1+S2+S3
(3,1 mg)

Tabela 3: Dados do fracionamento em silica-gel da fracdo SBH.

Eluente rl::Lar?i%ZSs Cadigo Massa (mg)
Hexano 100% e Hexano:AcOEt 5% 1-10 H1 0,7
Hexano:AcOEt 5% 11-14 H2 100,2
Hexano:AcOEt 10% 15-18 H3 30,1
Hexano:AcOEt 10% 19 H4 12,0
Hexano:AcOEt 10% 20 H5 45
Hexano:AcOEt 10% e Hexano:AcOEt 15% 21-29 H6 22,3
Hexano:AcOEt 15% e Hexano:AcOEt 20% 30-39 H7 40,2
Hexano:AcOEt 30% a Hexano:AcOEt 55% 40-50 H8 9,6
Hexano:AcOEt 60% a Hexano:AcOEt 95% 51-60 H9 63,3
ACcOEt 100% a AcOEt:MeOH 10 61-67 H10 74,9
AcOEt:MeOH 15% a AcOEt:MeOH 30% 68-71 H11 8,3
ACcOEt:MeOH 35% a AcOEt:MeOH 65% 72-80 H12 15,7
AcOEt:MeOH 70% a MeOH 100% 81-90 H13 17,4
MeOH 100% a MeOH: H,O 5% 91-96 H14 75
MeOH: H,0 5% 97-100 H15 0,7

Porcentagem de recuperacdo da amostra: 94%

A fracdo H4 (12,0 mg)apresentou perfil cromatografico simples em CCD e foi
lavada sucessivamente com metanol, acetato de etila, cloroférmio e hexano resultando
nas fracdes H4MeOH (3,7 mg), H4AcOEt (3,1 mg), H4CHCI3 (2,9 mg) e H4Hex (2,3
mg) com o consequente isolamento da mistura de substancias S1, S2e S3(3,1 mg)da

fragdo H4ACOEt, em mistura.
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A fragcdo H2 (100,2 mg) foi submetida a um fracionamento em coluna
cromatogréfica de silica-gel (20,70 g; @= 1,5 cm), empacotada com hexano e eluida
com hexano, hexano:AcOEt, AcOEt e AcOEt:MeOH, MeOH e MeOH:H,O em
gradiente crescente de polaridade, sem que substancias puras fossem isoladas.

A fracdo H3 (30,1 mg) apresentou perfil complexo em CCD, ndo sendo
submetida a analises posteriores, apesar de deter uma massa considerada, por vezes,
suficiente. A fragdo H7, por sua vez, apresentou dificuldade de solubilizagdo nos
solventes testados (hexano, cloroformio, Acetato de Etila e Metanol e em mistura dos
mesmos), impossibilitando seu estudo. As fracdes H9 e H10 foram submetidas a
procedimento de lavagem e recristalizagcdo, sem que substancias fossem isoladas.

As demais fracGes de SBH apresentaram perfil cromatografico complexo em
CCD aliado a uma baixa quantidade de massa que resultou na incapacidade de seus

estudos.

4.2.2.2 ESTUDO DA FRACAO CLOROFORMICA (SBC)

Como demonstrado pelo Esquema 3, parte da fracdo cloroférmica SBC (747,9
mg) foi submetida a um fracionamento em coluna cromatografica de silica-gel (22,72 g;
@= 1,5 cm), empacotada com hexano e eluida com Hexano, Hexano:AcOEt, AcOEt e
AcOEt:MeOH em gradiente crescente de polaridade. As 162 fracdes coletadas foram
reunidas em 19 subfracdes de acordo com as semelhancas observadas em CCD, como
mostra a Tabela 4. A partir deste fracionamento pode-se isolar novamente as
substancias S1, S2e S3(6,3 mg) da fracdo C6.
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Esquema 3: Estudo da fracdo cloroférmica (SBC).

SBC (747,9 mg)

CC de silica-gel
Hexano:CHCIl;, CHCI;, CHCI;:AcOEt,
AcOEt AcOEt;:MeOH

19 Fracoes

C6

J

C8 (38,1 mg)

Sephadex LH-20;
MeOH

S1+S2+S3
(6,3 mg)

6 Fracoes

C8.6

<

S4
(2,1 mg)
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Tabela 4: Dados do fracionamento em silica-gel da fragéo SBC.

Fracoes Massa  Substancia

Eluente reunidas Cadigo (mg) isolada

Hexano 100% a Hexano:CHCI; 20% 1-19 C1 2,3
Hexano:CHCI;20% 20-21 C2 0,9
Hexano:CHCI;20% a Hexano:CHCI; 30% 22-28 C3 3,4
Hexano:CHCI;30% a Hexano:CHCI; 40% 29-38 C4 1,7
Hexano:CHCI; 40% a Hexano:CHCl; 60% 39-49 C5 0,4

Hexano:CHCI;60% a Hexano:CHCI; 75% 50-57 C6 6,3 S1+S2+S3
Hexano:CHClI; 75% a CHCI; 100% 58-68 C7 3,5
CHCI3100% a CHCI3: AcOEt15% 69-79 C8 38,1
CHCI3:AcOEt 20% 80-84 C9 27,0
CHCI3:AcOEt 25% 85 C10 10,3
CHCI5:AcOEt25% a CHCI5: AcOEt30% 86-88 Cl1 29,4
CHCI;:AcOEt 30% 89 C12 8,7
CHCI5:AcOEt30% e CHCI5:AcOEt 35% 90-99 C13 53,3

CHCl;:AcOEt45% e CHCI;:AcOEt 50% 100-104 C14 26,8

CHClI;3:AcOEt50% a CHCI3: AcOEt90% 105-128 C15 83,4

CHCl;3:AcOEt95% a AcOEt:MeOH 5% 129-134  C16 18,2

AcOEt:MeOH 5% a AcOEt:MeOH 15% 135-152 C17 203,4
AcOEt:MeOH 35% a AcOEt:MeOH 50% 153-158 C18 27,2
AcOEt:MeOH 60% a MeOH 100% 159-162 C19 31,3

Porcentagem de recuperacdo da amostra: 80%

A fragdo C8 (38,1 mg) foi submetida a filtracdo em Sephadex LH 20 (@=1,0
cm) com MeOH, obtendo-se 46 fracGes de aproximadamente 2 mL que foram
agrupadas em 6 subfracbes de acordo com a semelhanca do perfil cromatogréafico
observado em CCD (Tabela 5), resultando no isolamento da substancia S4(2,1 mg) a

partir da subfracdo C8.6.

Tabela 5: Dados da filtragdo em Sephadex LH 20 da fragéo C8.

Elvente ot Codigo Massa(mg)  Slooanc®?
MeOH 1-13 Cc8.1 42

MeOH 14-15 8.2 08

MeOH 16-20 83 6.0

MeOH 21-23 C8.4 3.9

MeOH 24-25 85 6.8

MeOH 26-46 C8.6 21 s

Porcentagem de recuperagdo da amostra: 86,0%
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As fragdes C9 (27,0 mg), C11 (29,4 mg), C13 (53,3 mg), C15 (82,4 mg) e C17
(m=203,4 mg) foram submetidas a procedimentos cromatograficos em coluna de silica-
gel, sem isolamento de substancias. As fragcbes C18 (27,2 mg) e C19 (31,3 mg)
apresentaram problemas de solubilidade, o que tornou impraticavel a continuacdo de
seus estudos. As demais fragdes de SBC exibiram perfil cromatografico complexo em
CCD, assim como uma baixa quantidade de massa que acarretou a impossibilidade de

seus estudos.

4.2.2.3 ESTUDO DA FRAC}AO ACETATO DE ETILA (SBA)

Observando-se o Esquema 4, nota-se que parte da fracdo SBA (593,0 mg) foi
submetida a uma filtragdo em Sephadex LH 20 (&=1,5 cm) com metanol, resultando em
93 fracBes de aproximadamente 2 mL que foram agrupadas em 12 novas fracdes de
acordo com semelhanca observada em CCD (Tabela 6). Nesse procedimento foi

possivel o isolamento da substanciaS5 (7,2 mg) da fracdo A4.

Esquema 4: Estudo da fracdo acetato de etila (SBA).

SBA (593,0 mg)

Sephadex LH-20
MeOH
12 FracOes
Ad A6 (191,4 mg) A7 (83,1 mg) A8 (53,8 mg)
CC de silica-gel
Hexano:AcOEt, Sephadex LH-20 Sephadex LH-20
AcOEt H,0:MeOH H,0:MeOH
AcOEt;:MeOH
S5 . - -
) 12 Fragoes 16 Fracoes 14 Fragoes

A6.1 A8.6

A7.3 A7.8
S5 S6 S7+S8 S7+S8
(2,1 mg) (3,2 mg) (3,3 mg) (5,0 mg)
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Tabela 6: Dados da filtragdo em Sephadex LH 20 da fracao SBA.

FracOes - Massa Substancia

Eluente reur?idas Codigo (mg) isolada
MeOH 1-7 Al 1,3

MeOH 8-14 A2 12,5

MeOH 15-20 A3 8,4

MeOH 21-22 A4 7,2 S5
MeOH 23 A5 0,3

MeOH 24-33 Ab 191,4

MeOH 34-41 A7 83,1

MeOH 42-50 A8 53,8

MeOH 51-53 A9 79

MeOH 54-62 Al10 7,4

MeOH 63-85 All 147,1

MeOH 86-93 Al2 0,6

Porcentagem de recuperacgdo da amostra: 88,0%

A fracdo A6 (191,4 mg) foi submetida a um fracionamento em coluna

cromatografica de silica-gel (5,75 g; @= 1,0 cm), empacotada com Hexano e eluida com

Hexano, Hexano:AcOEt, AcOEt e AcOEt:MeOH em gradiente crescente de polaridade.

As 156 fragOes coletadas foram reunidas em 13 subfragdes de acordo com as

semelhancas observadas em CCD, como mostra a Tabela 7. A partir deste

fracionamento pode-se isolar novamente a substancia S5 (2,5 mg) da fracdo A6.1.

Tabela 7: Dados do fracionamento em silica-gel da fracédo A6.

o Coigo "o Sl

Hexano 100% a Hexano: AcOEt 18% 1-12 A6.1 2,5 S5
Hexano:AcOEt 20% a Hexano:AcOEt 25% 13-19 A6.2 12,5
Hexano:AcOEt 25% a Hexano:AcOEt 55% 20-38 A6.3 4.0
Hexano:AcOEt 60% a Hexano:AcOEt 66% 39-49 Ab6.4 8,8
Hexano:AcOEt 66% a Hexano:AcOEt 82% 50-77 A6.5 25,7
Hexano:AcOEt 82% a Hexano:AcOEt 95% 78-88 Ab6.6 6,2
AcOEt 100% a AcOEt:MeOH 10% 89-94 AB.7 22,3
AcOEt 15% a AcOEt:MeOH 22% 95-100 A6.8 7,0
AcOEt:MeOH 22% a AcOEt:MeOH 35% 101-109 A6.9 0,9
AcOEt:MeOH 35% a AcOEt:MeOH 50% 110-118  A6.10 4,0
AcOEt:MeOH 50% a AcOEt:MeOH 75% 119-136 A6.11 4.4
AcOEt:MeOH 80% e AcOEt:MeOH 85% 137-144  A6.12 2,0
AcOEt:MeOH 90% a MeOH 100% 145-156  A6.13 2,3

Porcentagem de recuperagéo da amostra: 53,5%.
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A fracdo A7 (83,1 mg) foi submetida a um fracionamento em Sephadex LH 20
(4=1,0 cm) usando como eluentes agua e metanol em gradiente decrescente de
polaridade, resultando em 160 fragdes que foram reunidas em 16 fragdes de acordo com
as semelhancas observadas em CCD (Tabela 8). Nesse processo foi isoladaa
substanciaS6(3,2 mg; fracdo A7.3)e mistura de substancias S7 eS8(3,3 mg; fracdo
A7.8).

Tabela 8: Dados do fracionamento em Sephadex LH 20 da fragédo A7.

P gy ese St
H,O 100% 1-20 A7.1 0,4
H,O 100% 21-29 A7.2 2,0
H,0 100% a H,O:MeOH 25% 30-35 A7.3 3,2 S6

H,O:MeOH 25% 36-46 A74 0,4
H,O:MeOH 25% 47-55 A7.5 0,1
H,O:MeOH 25% a H,O:MeOH 50% 56-66 A7.6 0,5
H,O:MeOH 50% 67-76 A7.7 0,7

H,O:MeOH 50% 77-85 A7.8 3,3 S7+S8
H,O:MeOH 75% 86-95 A7.9 14
H,O:MeOH 75% 96-102 A7.10 1,6
H,0:MeOH 75% a MeOH 100% 103-105 A7.11 0,2
MeOH 100% 106-112 A7.12 6,6
MeOH 100% 113-117 A7.13 16,3
MeOH 100% 118-129 A7.14 21,3
MeOH 100% 130-141 A7.15 11,1
MeOH 100% 142-160 A7.16 0,6

Porcentagem de recuperagdo da amostra: 83,9%.

A fracdo A8 (53,8 mg) foi submetida a um fracionamento em Sephadex LH 20
(@=1,0 cm) usando como eluentes dgua e metanol MeOH em gradiente decrescente de
polaridade. As 189 fracbes coletadas foram reunidas em 14 fracdesde acordo com as
semelhangas observadas em CCD (Tabela 9),que levou ao isolamento das substancias
S7 eS8, em mistura (5,0 mg; fragdo A8.6).
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Tabela 9: Dados do fracionamento em Sephadex LH 20 da fracédo A8.

e oot M S

H,O 100% 1-16 A8.1 1,9
H,O 100% 17-46 A8.2 1,7
H,0 100% a H,O:MeOH 50% 47-77 A8.3 2,5
H,0:MeOH 50% 78-96 A8.4 2,9
H,0:MeOH 50% 97-118 A8.5 49

H,O:MeOH 50% 119-126 A8.6 50 S7+S8
H,O:MeOH 50% 127-131 A8.7 45
H,0:MeOH 50% 132-136 A8.8 19
H,0:MeOH 50% e H,O:MeOH 75% 137-142 A8.9 3,6
H,0:MeOH 75% e MeOH 100% 143-158 A8.10 6,1
MeOH 100% 159-168 A8.11 58
MeOH 100% 169-174 A8.12 3,8
MeOH 100% 175-182 A8.13 2,7
MeOH 100% 183-189 A8.14 2,2

Porcentagem de recuperagéo da amostra: 92,0%.

A Fracdo All (147,1 mg) foi submetida ao mesmo procedimento descrito para
A8, sem obtencdo de resultados.

As demais fracbes de SBA expuseram perfil cromatografico complexo em CCD
e uma baixa quantidade de massa, 0 que ocasionou a impossibilidade de seus estudos.

Outra parte da fracdo acetato de etila (SBA’, 473,5mg) foi submetida a um
fracionamento em Sephadex LH 20 (@=1,5 cm) usando como eluentes 4gua e metanol
em gradiente decrescente de polaridade com o recolhimento de 289 fra¢des que foram
reunidas em 39 subfracdes de acordo com as semelhangas cromatograficas observadas
em CCD (Tabela 10), que levou ao isolamento das substanciasS9(5,1 mg; fracdo
A’15), S7 e S8, sendo as duas ultimas em mistura (20,8 mg; fragdo A’32) (Esquema
5).

Esquema 5: Estudo da segunda parte da fragdo acetato de etila (SBA”).

S9
Sephadex LH-20 A’15 E> (5,1 mg)

H,0:MeOH
SBA’ (473,5 mg) 39 Fracbes [
R S7+S8
va | (20,8 mg)
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Tabela 10: Dados do fracionamento em Sephadex LH 20 da fra¢gio SBA’

Fracdes Massa  Substancia

Eluente reunidas Codigo (mg) isolada
H,O 100% 1-11 A’l 5,2
H,O 100% 12-20 A2 0,3
H,O 100% 21-28 A’3 4,7
H,O 100% 29-37 A4 8,5
H,0 100% 38-46 A’5 4,2
H,0 100% a H,0:MeOH 25% 47-56 A’6 3,6
H,0:MeOH 25% 57-70 A7 2,6
H,0:MeOH 25% 71-95 A’8 5,2
H,0:MeOH 25% 96-115 A9 6,2
H,0:MeOH 25% 116-119 A’10 2,5
H,0:MeOH 25% e H,0:MeOH 50% 120-128 A’l1 52
H,0:MeOH 50% 129-136 A’12 4,2
H,0:MeOH 50% 137-140 A’l13 2,9
H,0:MeOH 50% 141-143 A’14 1,6

H,0:MeOH 50% 144-146 A’15 51 S9

H,0:MeOH 50% 147-149 A’16 4,5
H,0:MeOH 50% 150 A’17 7,2
H,0:MeOH 50% 151 A’18 3,7
H,0:MeOH 50% 152-159 A’19 13,4
H,0:MeOH 50% e H,0:MeOH 75% 160-165 A’20 6,0
H,0:MeOH 75% 166-168 A’21 16,0
H,0:MeOH 75% 169-177 A’22 6,1
H,0:MeOH 75% 178-182 A’23 55
H,0:MeOH 75% 183-185 A’24 3,5
H,0:MeOH 75% 186-194 A’25 6,5
H,0:MeOH 75% 195-197 A’26 3,5
H,0:MeOH 75% 198-203 A’27 20,3
H,0:MeOH 75% 204-215 A’28 454
H,0:MeOH 75% e MeOH 100% 216-224 A’29 13,0
MeOH 100% 225-234 A’30 32,5
MeOH 100% 235-241 A’31 31,1

MeOH 100% 242-247 A’32 20,8 S7+S8
MeOH 100% 248-249 A’33 9,5
MeOH 100% 250-254 A’34 5,8
MeOH 100% 255-263 A’35 6,0
MeOH 100% 264-267 A’36 33
MeOH 100% 268-272 A’37 4,0
MeOH 100% 273-278 A’38 6,1
MeOH 100% 279-289 A’39 3,8

Porcentagem de recuperacgdo da amostra: 71,7%
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4.2.2.4 ESTUDO DA FRACAO BUTANOLICA (SBB)

Como percebido pelo Esquema 6 (a), parte da fracdo SBB (600,0mg) foi
submetida a uma filtragdo em Sephadex LH-20 (@=1,5cm) com metanol, sendo
recolhidas 117 subfracGes reunidas em 13 subfracGes de acordo com as semelhancas
observadas em CCD (Tabela 11), resultando novamente no isolamento de 3,6 mg da
substancia S6(fracdo B10).

Esquema 6: Estudo da fragdo butanodlica a) SBB ¢ b)SBB’.

a) SBB b) SBB’
(600,0 mg) (8,38 9)

CC silica-gel
Sephadex LH-20 Hexano:CHClI,,
MeOH CHCl,, CHCIl;:MeOH,
MeOH:H,0
13 Frag0es 44 Fragdes
B10 B’20

S6 S10
(3,6 mg) (313,2 mg)

Tabela 11: Dados da filtragcdo em Sephadex LH 20 da fracdo SBB.

FracOes Ly Substéancia
Eluente reur?i das Codigo Massa(mg) isolada
MeOH 1-6 B1 7,2
MeOH 7-13 B2 3,5
MeOH 14-16 B3 7,4
MeOH 17-27 B4 68,3
MeOH 28-31 B5 33,9
MeOH 32-42 B6 122,6
MeOH 43-52 B7 120,6
MeOH 53-61 B8 58,2
MeOH 62-72 B9 21,4
MeOH 73-81 B10 3,6 S6
MeOH 82-92 B11 7,7
MeOH 93-110 B12 4,9
MeOH 111-117 B13 6,3

Porcentagem de recuperagdo da amostra: 77,6%

issertagio de Mestrado



48

As fragdes B6, B7 e B8 foram submetidas a procedimentos em Sephadex LH-20,
sem sucesso no isolamento de substéncias, ao passo que a fracdo B5 ndo pode ser
estudada por apresentar problemas de solubilidade nos solvente hexano, cloroférmio,
acetato de etila, metanol, agua e na mistura dos mesmos; as demais fracfes detiveram
uma quantidade minoritaria de massa e/ou apresentaram manchas pretas em CCD ao
serem reveladas com anisaldeido, cor esta caracteristica de agucar, o que inviabilizou
suas analises.

Como a fracdo Butandlica apresentava manchas alaranjadas em CCD ao ser
revelada com Dragendorff, poderiam estar presentes substancias nitrogenadas, como
alcaloides. Na busca por esses compostos e, apds verificar a dificuldade em se isolar
compostos na coluna de Sephadex LH-20, outra parte da fragdo Butandlica (SBB’,
m=8,3971 g) foi submetida a um fracionamento em coluna cromatogréafica de silica-gel
(255,90 g; @=5,0 cm) empacotada com hexano, dopada com NH,OH e eluida com
Hexano, Hexano:CHCI3;, CHCI3; e CHCI3:MeOH em gradiente crescente de polaridade
(Esquema 6 (b)). As 525 fragbes coletadas foram reunidas de acordo com as
semelhancas observadas em CCD em 44 novas fracGes, como mostra a Tabela 12; a

partir deste fracionamento pode-se isolar 313,2 mg da substancia S10(subfracdo B20).
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Tabela 12: Dados do fracionamento em silica-gel da fracio SBB’.

Fracoes Massa  Substancia

Eluente reunidas Codigo (mg) isolada
Hexano:CHCI; 50% e Hexano:CHCI;55% 1-6 B’1 19,6
Hexano:CHCI; 55% 7-9 B’2 23,8
Hexano:CHCI;55% 10-14 B’3 17,3
Hexano:CHCI;55% 15-17 B’4 8,3
Hexano:CHCI; 55% e Hexano:CHCI; 60% 18-26 B’5 19,3
Hexano:CHCI; 55% a Hexano:CHCI; 70% 27-35 B’6 18,4
Hexano:CHCI; 70% 36-43 B’7 25,5
Hexano:CHCI;80% 44-52 B’8 18,3
Hexano:CHCI;80% e Hexano:CHCI; 90% 53-63 B’9 18,6
Hexano:CHCI;90% e CHCI; 100% 64-74 B’10 13,9
CHCI;100% 75-87 B’11 14,2
CHCI;100% e CHCIl;:MeOH 10% 88-115 B’12 17,1
CHCI;:MeOH 10% e CHCI;:MeOH 15%  116-132 B’13 14,8
CHCI;:MeOH 15% 133-153 B’14 16,3
CHCI5:MeOH 15% 154-163 B’15 18,4
CHCI5:MeOH 15% 164-172 B’16 12,3
CHCI;:MeOH 15% 173-181 B’17 28,3

CHCl;:MeOH 15% e CHCI;:MeOH 20%  182-218 B’18 31,1
CHCl;:MeOH 20% a CHCI;:MeOH 30%  219-261 B’19 102,0

CHCl;:MeOH 30% a CHCI;:MeOH 50%  262-298 B’20 313,2 S10
CHCl;:MeOH 50% 299-304 B’21 107,7

CHCl;:MeOH 50% e CHCI;:MeOH 60%  305-311 B’22 236,3
CHCl;:MeOH 60% 312-316 B’23 416,7
CHCl;:MeOH 60% 317 B’24 163,3

CHCl;:MeOH 60% e CHCI;:MeOH 65%  318-319 B’25 81,3
CHCl;:MeOH 65% 320-322 B’26 212,2
CHCl;:MeOH 65% 323-325 B’27 123,6
CHCl;:MeOH 65% 326 B’28 41,9

CHCl;:MeOH 65% e CHCI;:MeOH 70%  327-343 B’29 186,0
CHCl;:MeOH 70% e CHCI;:MeOH 75%  344-347 B’30 52,3

CHCl;:MeOH 75% 348-352 B’31 84,4
CHCl;:MeOH 75% 353-364 B’32 85,8
CHCl;:MeOH 75% e CHCI;:MeOH 80%  365-372 B’33 38,5
CHCl;:MeOH 80% 373-384 B’34 73,6
CHCl;:MeOH 80% e CHCI;:MeOH 85%  385-397 B’35 42,9
CHCl;:MeOH 85% 398-407 B’36 32,0
CHCl;:MeOH 85% e CHCI;:MeOH 90%  408-419 B’37 28,5
MeOH 100% 420-451 B’38 41,0

MeOH 100% a MeOH:H,0 10% 452-459 B’39 20,5
MeOH:H,0 10% e MeOH:H,0 20% 460-489 B’40 115,7
MeOH:H,0 20% 490-499 B’41 31,6
MeOH:H,0 20% a MeOH:H,O 30% 500-520 B’42 88,3
MeOH:H,0 30% 521-523 B’43 45,9
MeOH:H,0 30% 524-525 B’44 33,6

Porcentagem de recuperagdo da amostra: 37,3%
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4.2.2.5 ESTUDO DA FRACAO HIDROMETANOLICA (SBHM)

Parte da fracdo hidrometandlica (SBHM, 655,8 mg) foi submetida a um
fracionamento em Sephadex LH-20 usando como eluentes &gua e metanol em gradiente
crescente de polaridade, sem obtencdo de substancias puras devido a presenca constante
de acucar observada em CCD.

Outra parte desta fragdo (SBHM’, 421,1 mg) foi submetida a um fracionamento
em coluna de silica-gel (12,63 g; @=1,3 cm), empacotada com hexano e eluida com
Hexano, Hexano:CHCI3;, CHCI; e CHCI3:MeOH em gradiente crescente de polaridade.
Devido aos motivos expostos anteriormente, deste procedimento também nao foram

obtidos compostos puros.

423 EXTRACAO ACIDO-BASE

A parte restante do extrato bruto SB (4,96 g) foi solubilizada em 25 mL de agua
e acidificada com uma solucdo de HCI 10% (100 mL). Apds isso, a solugdo foi extraida
com cloroférmio, o que gerou a fragdo cloroférmica acida ndo-alcaloidal (117,10 mg) e
a fracdo aquosa acida remanescente; nesta Ultima adicionou-se NH,OH até atingir o pH
10, com subsequente extragdo com cloroférmio, acetato de etila e butanol, obtendo-se
as fracbes cloroférmica basica-alcaloidal (53,40 mg), acetato de etila (10,50 mg),
butandlica (2,50 g) e a fracdo aquosa basica remanescente (1,70 g) como demonstrado

no Esquema 7.
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Esquema 7: Procedimento empregado para o fracionamento por extracdo acido-base do extrato
bruto de Sabicea brasiliensis.

Extrato Bruto

(4,96 g)

1) Solubilizagdo em &gua (25,0 mL)
2) Adicéo de solucdo HCI 109% (100,0 mL)
3) Extra¢do com CHCI, (150,0 mL)

Fracéo
Frag&o Aquosa Acida Cloroformica
Acida
1) Adigéo de NH,OH até pH 10 nao-alcaloidal
2) Extragdo com CHCI, (150,0 mL) (117,1 mg)
Frag&o Cloroférmica - —
Bésica Alcaloidal - Fracdo Aquosa Acida
Alc
(53,4 mg) 1) Extracdo com Acetato de Etila (50,0 mL)

2) Extracdo com Butanol (450,0 mL)

Fracéo Acetato Fracéo Fracdo Aquosa
de Etila Butandlica Remanescente
(10,5 mg) (259) (L79)

A fracdo Cloroférmica Basica Alcaloidal (Alc; 53,4 mg) foi submetida a
filtracdo em Sephadex LH 20 (@=1,0 cm) com MeOH (Esquema 8), obtendo-se 30
fragbes de aproximadamente 2 mL que foram agrupadas em 8 subfracdes de acordo
com a semelhanca do perfil cromatografico observado em CCD (Tabela 13),

resultando no isolamento da mistura de substancias S7 e S8(3,2 mg) da fracdo Alc-4.

Esquema 8: Estudo da fracdo Cloroférmica Bésica Alcaloidal (Alc).

Sephadex LH-20

Alc MeOH ~ S7+S8
(53,4 mg) 8 Fracoes Alc-4 |:> (3.2 mg)
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Tabela 13: Dados da filtracdo em Sephadex LH 20 da fracdo Cloroférmica Basica

Alcaloidal.
Eluente Fracdes Caodigo Massa(mg) Substéncia
reunidas isolada
MeOH 1-10 Alc-1 5,2
MeOH 12-14 Alc-2 9,8
MeOH 16-16 Alc-3 4,3
MeOH 17-19 Alc-4 3,2 S7+S8
MeOH 20-23 Alc-5 57
MeOH 24-26 Alc-6 6,8
MeOH 27-28 Alc-7 54
MeOH 29-30 Alc-8 7,1

Porcentagem de recuperacgéo da amostra: 90,0%

As demais fracGes desta coluna demonstraram ser misturas complexas em CCD
e, por possuirem massa reduzida, ndo tiveram seu estudo continuado.

As fragdes cloroférmica acida nao-alcaloidal (117,10 mg) e butandlica (2,50 g)
foram submetidas a procedimentos de purificacdo sem isolamento de compostos; as
fracdes acetato de etila (10,50 mg) e aquosa basica remanescente (1,70 g) ndo foram
estudadas por possuir pouca massa (no caso da primeira) e se apresentarem como

misturas complexas em CCD (no caso de ambas).

4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada no Departamento de Quimica /UEM.
Os testes foram realizados com o extrato bruto e fracGes de Sabicea brasiliensis.
Os potenciais de atividade antioxidante dos extratos e fracGes foram determinados com base na
atividade sequestradora de radical livre do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (EL
MASSRY, 2002). As amostras (20,0 mg) e o padrdo em metanol (10,0 mL) foram adicionados
em diferentes volumes & 2 mL de uma solu¢do de DPPH (4,7 mg) em metanol (75 mL)
preparado em frasco escuro. Ap6s 30 minutos, a absorbancia foi determinada em
espectrofotdmetro UV-visivel (Varian, modelo Carey 50), a 515,5 nm, empregando metanol
como branco. Todos os testes foram realizados em triplicata. Como solugdo controle foi
utilizada a solugdo de DPPH sem adigdo das amostras. Como padréo foi utilizado o BHTe sua
absorbancia foi determinada para 5, 10, 25 e 50 pL.

A porcentagem de inibic¢éo do radical livre DPPH, foi calculada pela Equacéo 01.

%l = % %100 (Equagéo 01)

Onde: Ay= absorbancia da reacdo controle;
A;=absorbancia na presenca das amostras.
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A porcentagem de inibi¢do contra a concentragdo (pug/mL) da amostra foi plotada para
se obter a quantidade de antioxidante necessaria para um decréscimo de 50% da concentragdo
inicial (ICsp). O 1Cs, foi obtido pela aplicacdo de regressdo linear.

44 BIOENSAIO PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA
A atividade anti-inflamatoria foi realizada no Departamento de Farméacia e
Farmacologia da UEM, sob orientacdo da Professora Dr? Ciomar A. Bersani Amado,

segundo a metodologia descrita em VVan Harman (1974).

441 TESTE ANTIENDEMATOGENICO

No modelo de edema de orelha induzido pelo 6leo de croton (OC- 200 ug), o EB
e as fracdes acetato de etila (SBA), butandlica (SBB) e hidrometanolica (SBHM) foram
diluidas em acetona 70%, e as fracdes hexanica (SBH) e cloroférmica (SBC) foram
diluidas em cloroférmio, imediatamente antes do uso. Depois da aplicacdo do OC,
grupos de camundongos Swiss (30-40 g) receberam o extrato bruto e as fracbes SBH,
SBC, SBA, SBB e SBHM (5,0 mg/orelha) na orelha esquerda. Na orelha direita foi
aplicado apenas o veiculo (acetona 70% ou cloroférmio) (VAN ARMAN, 1974). Apo6s
6 horas, os animais foram anestesiados, submetidos a eutanésia, as orelhas seccionadas
em discos circulares de 7,0 mm de diametro e pesadas (mg) em balanca analitica. A

porcentagem de inibicéo foi calculada.

442 ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi avaliada no sobrenadante de
homogenados das seccdes de orelhas, que foram colocadas em tampdo fosfato de
potassio, contendo brometo de hexadeciltrimetilamdnio em homogeneizador de Potter
(BRADLEY, 1982). O homogenado foi agitado em vortex e centrifugado; 10ml do
sobrenadante obtido foram adicionados em microplaca de 96 cavidades, em triplicada,
sendo a seguir, adicionada uma solucdo tampédo contendo dihidrocloreto de o-
dianisidina, agua bidestilada, tampdo fosfato de potassio e H,O, 1%. A reacdo foi
interrompida com solucéo de acetato de sodio e a atividade da enzima foi determinada
pela técnica de ponto final através da medida de absorbancia em comprimento de onda
de 460 nm.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste
de Tukey.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo quimico das raizes de Sabicea brasiliensis resultou no isolamento de
10 compostos sendo trés pertencentes a classe dos derivados do &cido cafeoilquinico
(S6, S7 e S8), uma cumarina (S4), umtriterpeno (S5), trés esteroides (S1, S2e S3),
umesteroide glicosilado (S9) e um dissacarideo (S10).

A elucidacdo estrutural das substancias isoladas foi realizada através da analise
de seus dados espectroscopicos de RMN uni e bidimensionais e de massas, além de
comparagdo com dados obtidos da literatura.

Na realizacdo da atividade antioxidante, apenas o extrato bruto e a fracdo acetato
de etila tiveram efeito moderado quando comparado ao padrdo BHT.

Na realizacdo do teste anti-edematogénico, o extrato bruto e as fragdes nédo
tiveram sucesso, porém na avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) as
fracdes acetato de etila e butandlica das raizes de Sabicea brasiliensis apresentam uma

atividade anti-inflamatoria significativa no modelo de migracao celular.

5.1 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE S4

5 4
HO™ 7 3 0 N0
S4

O composto S4 (2,1 mg) foi isolado da fracdo cloroférmicacom aspecto de um
solido amarelo soltvel em cloroférmio. Ao analisar-se a placa de CCD desta substancia
em luz UV com comprimento de onda de 366 nm, percebeu-se a fluorescéncia azul
indicativa de sistemas conjugados.

No espectro de RMN de 'H de S4 (Figura 14)os dupletos em &y 6,29 e 7,62
foram atribuidos a dois hidrogénios tipicos de sistema carbonilico o,B-insaturado, sendo
que as constantes de acoplamento de 9,3 Hz sugerem que estes hidrogénios estdo em
cis;estes sinais denotaram a presenca de uma aglicona lactbnica presentes em
compostos da classe das cumarinas; os hidrogénios em questdo tratam-se doH-3 e H-4. Além
disso, dois singletos em oy 6,85 € 6,92 sugeriram a presenca de um anel benzénico na
estrutura, sendo que tais valores condizem com os hidrogénios H-8 e H-5; ademais, 0

singleto em &y 3,96 indica a presenga de um grupo metoxila na estrutura.
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Figura 14:Espectro de RMN de 'H (CDCls; 300,06MHz) da substanciaS4.
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Os sinais averiguados no espectro de RMN de *C (Figura 15)juntamente com
as correlacBes verificadas no mapa de correlacdo heteronuclear (*H x *C) HSQC
(Figura 16)auxiliaram na caracterizacdo da amostra; observaram-se sinais préprios de
carbonos ndo ligados a hidrogénio desistemas aromaticos em o¢ 111,7; 143,6 e 149,9
sinais esses que foram atribuidosaos carbonos C-10, C-6,C-7 e C-9. Além disso, sinais
em oc 107,7 e 103,4 sdo indicativos de carbonos ligados a hidrogénio (C-5 e C-8) desse
sistema. O carbono do grupamento metoxila teve seu sinal observado em d¢c 56,3 € 0
sistema carbonilico af-insaturado foi confirmado pelos sinais de dois carbonos em 8¢
113,6 (C-3) e 143,3 (C-4).

No mapa de contornos HMBC (Figuras 17 e 18) foi observada a correlagdo a
longa distancia (J) entre o hidrogénio H-4 (8 7,62) com o carbono ¢ 161,8 (C-2),
indicando a presenca do carbono carbonilico na estrutura, e com os carbonos C-5 (8¢
107,7) e C-9 (8¢ 149,9). Os hidrogénios metoxilicos em 6y 3,96 correlacionaram com o
carbono C-6 (8¢ 143,6), sugerindo que o grupo metoxila encontra-se na posi¢cdo C-6.
Correlagdes entre o hidrogénio H-8 (o 6,92) com os carbonos C-6 (6¢ 143,6) e C-10 (5¢
111,7), de H-5 (64 6,85) com os carbonos C-7 e C-9 (3¢ 149,9) e do hidrogénio H-3 (64
6,29) com o carbono C-10 (6¢ 111,7) também foram verificadas (Tabela 14) (Figura
19).

Figura 15: Espectro de RMN de **C (CDCly; 75,45MHz) da substanciaS4.
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Figura 16: Mapa de correlacdo heteronuclear HSQC (*H x *C) da substancia S4.
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Figura 17: Mapa de correlagéo heteronuclear HMBC (‘Hx'*C) da substanciaS4.
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Figura 18:Expansdes do mapa de correlacio heteronuclear HMBC (*Hx™C)

_

da substanciaS4.
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Tabela 14: Correlac@es observadas no mapa de contornos HMBC para S4.
on (H) dc (C)
6,29 (3) 111,7 (10)
7,62 (4) 161,8 (2); 107,7 (5); 149,9 (9)
6,85 (5) 1499 (7e9)
6,92 (8) 143,6 (6); 111,7 (10)
3,96 (OCHjy) 143,6 (6)
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A andlise das correlacdes *Hx'H observadas no mapa de contornos COSY
(Figura 19)confirmou o acoplamento entre o hidrogénio H-3 em &y 6,29 e H-4 em dy
7,62(Figura 20).

Figura 19: Mapa de correlacdo homonuclear COSY (*H x *H) da substancia S4.
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Figura 20:Principais correlagdes observadas nos mapas de
contornos HMBC e COSY para S4.
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A posicao do grupo metoxila em C-6 foi confirmada pela técnica de diferenca de
NOE (Figura 21) que apresentou um ganho de intensidade no sinal em 6y 6,85 (H-5)
quando irradiado os hidrogénios do grupamento metoxila (64 3,96). A posi¢cdo do H-5
(61 6,85), por sua vez, foi confirmada por essa mesma técnica (Figura 22) ao se irradiar
0 H-4 (64 7,62).

Figura 21: Espectro de diferenca de NOEda substanciaS4 com irradiagdo em oy 3,96.
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Figura 22:Espectro de diferenga de NOE da substanciaS4 com irradiagdo em d17,62.
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Os dados de RMN de *H e »*C para a substancia S4 foram comparados com os
dados constantes na literatura (Tabela 15) e se mostraram concordantes para a
escopoletina(33) (BAYOUMI, 2010).

Tabela 15: Dados de RMN de 'H e de **C para S4 e para a Escopoletina.

S4 Escopoletina*
C on (mult.,J em Hz) dc oy (mult.,J em Hz) oc
2 - 161,8 - 164,3
3 6,29 (d, 9,3) 113,6 6,19 (d, 9,6) 112,6
4 7,62 (d, 9,3) 143,6 7,84 (d, 9,6) 146,1
5 6,85 (s) 107,7 7,09 (s) 109,9
6 - 143,6 - 1411
7 - 149,9 - 153,0
8 6,92 (s) 103,4 6,75 () 104,0
9 = 149,9 - 1514
10 - 111,7 - 112,6
OCHg3; 3,96 (s) 56,3 3,90 (s) 56,8

(3-ppm; 300,06 € 75 ,5 MHz; CDCly); *(5-ppm; 400,0 e 100,0; MHz CD,0D)

Este € o primeiro relato de isolamento de um composto da classe das cumarinas
no género Sabicea, porém, na literatura ha referencia do isolamento da escopoletina na
subfamilia Ixoroideae, mais precisamente de Augusta longifolia (CHOSE, 2010).

A escopoletina(33), juntamente com a isoescopoletina, foi considerada o
principio ativo do extrato acetato de etila das folhas de Artemisia argyi, sendo que tal
extrato apresentou inibicdo substancial da atividade proliferativade células de leucemia
humana CCRF-CEM (ADAMS, 2006).

Para essa substancia destaca-se, ainda, seu potencial anti-inflamatério (KIM,
2004), sendo que a mesma, nas doses de 5mg/kg e 25mg/kg apresentou efeito protetores
na fase aguda e preventiva do processo inflamatério intestinal induzido por TNBS
(&cido trinitrobenzenosulfonico) em ratos, reduzindo a incidéncia de diarréia, aderéncia
e obstrucdo intestinal (CHAGAS, 2010); além disso, a escopoletina é um inibidor
especifico da producdo de citocinas (mediadores inflamatérios gerados pelos leucécitos
durante o processo inflamatério) em células HMC-1 (Célula Mastocitoma Humana) e
esta inibicdo pode explicar o seu efeito benéfico no tratamento de doencas inflamatorias
cronicas (MOON, 2007).
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5.2 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE S6

O composto S6 foi isolado da fracdo acetato de etila (3,2 mg) e da fragéo
butandlica (3,6 mg) sob a forma de um dleo amarelo solivel em metanol.

No espectro de RMN de *H (Figura 23e 24)foramobservados, na regido de
hidrogénios de sistema aromatico, dupletos em 6y 7,03 (J = 1,8 Hz) e em 6y 6,78 (J =
8,1 Hz) e um duplo dupleto em 6y 6,93 (J = 8,1 e 1,8 Hz), os quais indicavam a
presenca de um anel benzénico 1,3 e 4 substituido; esses sinais foram atribuidos aos
hidrogénios H-2’, H-5’ ¢ H-6’, respectivamente. Além disso, foram verificados dupletos
em Oy 6,28 e oy 7,58 caracteristicos de hidrogénios de sistemas carbonilicos af-
insaturados,onde a constante de acoplamento de 15,9 Hz indica uma configuracgdo trans
para esses hidrogénios que foram caracterizados como H-8’ e 7°; a associagao de todos
esses sinais remete a presenca de unidade cafeoila na estrutura.

Além desses sinais, o espectro de RMN de 'H mostrou a presenca de sinais
caracteristicos de hidrogénios oximetinicos em &y 3,70, 5,36 e 4,16 e também de
hidrogénios metilénicoscompreendidos na faixa de 6y 1,98 a 2,24, sendo estes
atribuidos aos hidrogénios H-2 e H-6; a comparacao desses valores com os presentes na
literatura (NAKATANI, 2000 e SATAKE, 2007) infere a presenca do grupo quinico na
estrutura. O sinal em &y 3,70 se apresentou como um duplo dupleto com uma constante
de acoplamento de 10,0 e 3,0 Hz relacionado ao hidrogénio na posicao axial vizinho de
um hidrogénio axial e outro equatorial; essas multiplicidades aliadas as constantes de
acoplamento permitiram a atribuicdo desse sinal a H-4.0 sinal em &y 5,36 (ddd) tém

duas constantes de acoplamento de 10,0 Hz, correspondendo a um hidrogénio na
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posicao axial que possui dois hidrogénios vizinhos também na axial; foi notada também
uma constante de acoplamento de 4,2 Hz, indicativa do acoplamento axial-equatorial do
hidrogénio em questdo com um outro hidrogénio vizinho que ocupa a posi¢cao
equatorial; por essas consideracdes € possivel afirmar que este hidrogénio é o H-5.0
outro sinal trata-se de um dupleto largo em 6y 4,16 onde é verificada uma constante de
acoplamento de 3,0 Hz, denotando o acoplamento entre este hidrogénio, que ocupa
posicdo equatorial, e o hidrogénio axial vizinho; desta forma, o hidrogénio H-3 foi
abrangido. Analisando-se os deslocamentos quimicos de H-3 (64 4,16) e H-5 (64 5,36)
vé-se que o desblindamento deste Gltimo infere que tal posicdo encontra-se substituida
por um grupo retirador de densidade eletrdnica, no caso, o grupo cafeoil. Desta forma,
pode-se considerar que o compostoS6 trata-se de um dos isbmeros do &cido cafeoil
quinico, sendo que a comparacdo dos valores de deslocamento quimico de H-3, H-4 e
H-5 (Tabela 19) em comparacdo com os dados da literatura (NAKATANI, 2000 e
SATAKE, 2007) apontam para a substituicdo na posicéo 5 do grupo quinico.

O espectro de RMN de *C/DEPT (Figura 25) apresentou,na regi&o de carbonos
aromaticos, sinais de carbonos metinicos em oc 114,9, 116,2 e 122,8, sendo atribuidos
aos carbonos C-2°, C-5’ e C-6’ do anel. Também podem ser destacados 0s sinais em dc
146,4 e 149,1, cuja desprotecdo desses carbonos sugerem a substituicdo por grupos
retiradores de densidade eletrnica, de forma que esses sinais foram atribuidos aos
carbonos C-3’¢ C-4’. A presenca do sinal em &¢ 127,5 implica a existéncia de um
carbono ndo ligado a hidrogénio na posicdo 1 do anel aromatico, sendo que as
consideracdes efetuadas confirmam a substituicdo do anel nas posigdes 1, 3 e 4.

O espectro apresentou, ainda, um sinal em d¢c 168,8 (C-9’) caracteristico de
carbonila de éster af-insaturado, sendo que os sinais em o¢c 115,1 e 146,8 foram
atribuidos aos C-8” ¢ C-7’, isto é, ao C-a ¢ C-p desse sistema. Confirma-se, entdo, a
presenca de uma unidade cafeoila na estrutura. Fora isso, foram observados sinais de
carbonos metilénicos em d¢ 39,8 (C-2) e 38,3 (C-6) e de carbonos oximetinicos em dc
72,3 (C-3), 74,3 (C-4) e 72,0 (C-5). O sinal tipico de carbono carbonilico de acido
carboxilico C-7 e o sinal do carbono carbinélico C-1 ndo foram observados e mesmo
assim, devido a presenca dos outros sinais citados, esta unidade foi confirmada como
sendo o grupo quinico.

No mapa de contornos HSQC (Figuras 26 e 27) foram observadas as
correlagfes entre os deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio que auxiliaram

nas atribuigdes e na confirmagéo da estrutura para esse composto.

issertagio de Mestrado



65

Figura 23: Espectro de RMN de 'H (CD;0D; 300,06MHz) da substanciaSé.
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Figura 24: Expansfo dos sinais do espectro de ‘"H (CD;0D; 300,06MHz) da substancia S6.
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Figura 25:Espectro de RMN de™*C (a), DEPT 135° (b) e DEPT 90° (c) (CDSOD; 75,45MH2z) da substanciaS6
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Figura 26: Mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (*H x **C) da substancia S6.

68

F1 Chemical Shift (ppm)

byl " J P i -~ " VI.AA'“ 1..1] |
o
F1
2 ° o
o -
P -2
: -3 -
& E g
[ o
- s ;_’
F <
@ f ;4 n
( E ®
| ~ o
| - E
| C 2
| 00
© e S
J ] J i
~ 6
s E
= Y e MLJ“""
© @ oy U wu had =7
@ B T N A TV I N A |
_ Chenical St oom)
() C
S6 E
\H‘H\\‘\\H‘\H\‘\\\\‘\H\‘H\\‘\\H‘H\\U\H‘\H\U\\\‘\H\‘H\\‘\\H‘\H\‘\\\\‘\H\‘H\\‘\\H‘H\\U\H‘\H\U\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\\‘\\\7
140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

issertagio de CMestrado



69

Figura 27:Expansdes do mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (*H x **C)
da substanciaSeé.
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No mapa de contornos (*Hx'H) COSY (Figura 28) foram observadas
correlagdes entre os hidrogénios vinilicos em 646,28 (H-8") e 647,58 (H-7") do sistema
a,B-insaturado e correlagdes entre os hidrogénios em 646,78 (H-5") e 646,93 (H-6) do
anel aromatico. Desta forma, verificam-se as correlagdes para o grupo cafeoila.
Ademais, o hidrogénio H-3 (64 4,16) apresentou correlacdo com o H-2 (64 1,98-2,26) e
com o H-4 (84 3,70) e este, por sua vez, correlacionou com o H-5 (84 5,36); 0 H-5 (o4
5,36) correlacionou com o0 H-6 (64 1,98-2,26)(Tabela 16,Figura 33); todas estas

correlagdes auxiliaram na confirmacéo da presenca do grupo quinico na estrutura.
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Figura 28:Mapa de correlacdo homonuclear COSY (*Hx'H) (a) e expanséo (b)
para a substanciaSe.
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Tabela 16: Correlacdes observadas no mapa de contornos (*H x *H) COSY para S6

on (H) dn(H)
1,98-2,26 (2) 4,16 (3)
4,16 (3) 3,70 (4);
3,70 (4) 5,36 (5)
5,36 (5) 1,98-2,26 (6)
6,78 (57) 6,93 (6")
7,58 (7°) 6,28 (8)

No mapa de contornos HMBC (Figuras 29e30) foram observadas as correlagdes
a longa distancia entre o carbono carbonilico em 6¢ 168,8 (C-9°) e o hidrogénio H-7" em
dy 7,58, confirmando a presenga do grupo a,B-insaturado na molécula. A correlagdo
entre 0 H-8 (614 6,28) e 0 C-1’ (8¢ 127,5) e entre 0 H-2" (84 7,03) com o carbono C-7°
(6c 146,8) confirmam a substituicdo do grupo a,B-insaturado na posicdo 1 do anel
aromatico. No grupo quinico foi verificada a correlagdo entre o H-4 (34 3,70) e 0
carbono C-5 (8¢ 72,0 — 2J)(Figura 33). Estas e demais correlacdes estdo na Tabela 17.
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Figura 29:Mapa de correlacéo heteronuclear HMBC (*Hx**C) da substanciaSé.
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Figura 30: Expans6es do mapa de correlacdo heteronuclear HMBC (*H x **C) da substancia S6.
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Tabela 17: Correlac6es observadas no mapa de contornos HMBC para S6

o1 (H) 3¢ (C)
3,70 (4) 72,0 (5 -2)
7,03 (2°) 149,1 (4°); 122.8 (6); 146,8 (7°)
6,78 (5°) 127,5 (1°); 146,4 (3°); 149,1 (4>-2)
6,93 (6”) 114,9 (2°); 149,1 (4°); 146,8 (7°) 168,8 (9°-2J)
7,58 (7°) 122,8 (67); 168,8 (9); 115,1 (8°-2)
6,28 (8°) 127,5 (17); 168.,8 (9°-2)

Figura 31: Principais correlagdes observadas no mapa correlacdo heteronuclear
HMBC (*H x **C) e homonuclear COSY (*H x *H) de S6.

HO OH

A analise do espectro de NOESY (Figura 32) forneceu as correlacdes entre o
hidrogénio H-7 em &y 7,58 e os hidrogénios H-2’ ¢ H-6’ em oy 7,03 e 6,93,
respectivamente. O hidrogénio H-6" (64 6,93), por sua vez, correlacionou com o H-5’
em oy 6,78 e com 0 H-8’ em &y 6,28. Para 0 grupo quinico,o hidrogénio H-3 (64 4,16)
apresentou correlagdo com o H-4 (34 3,70) demonstrando que estes hidrogénios estdo na
mesma face do anel, ao passo que a falta de correlagdo entre 0 H-4 (64 3,70) e 0 H-5 (31
5,36) demonstra queeles estdo em faces opostas do anel(Figura 33). Estas e outras

correlagdes constam na Tabela 18.
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Figura 32: Mapa de correlacio espacial NOESY (*Hx'H) (a) e expanséo (b) da substancia S6.
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Tabela 18: Correlac6es observadas no mapa de contornos NOESY para S6

on (H) dc (H)
7,58 (H-7") 7,03 (H-2"); 6,93 (H-6")
6,93 (H-6") 6,78 (H-5); 6,28 (H-8")
3,70 (H-4) 4,16 (H-3); 1,98-2,26 (H-2 e H-6)
4,16 (H-3) 1,98-2,26 (H-2 e H-6)

Figura 33: Principais correlagdes observadas no mapa de contornos NOESY paraS6.

Todos esses sinais levaram a caracterizacdo do composto como sendo o acido 5-

O-cafeoil-quinico(22) (NAKATANI, 2000; SATAKE, 2007), sendo quee os dados de
RMN encontram-se nasTabelas 19 e 20.
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Tabela 19: Dados de RMN de’H e *3C para S6 e para os isdmeros dos acidos 3-O-cafeoil-quinico, 4-O-cafeoil-quinico e 5-O-cafeoil-quinico
(Regido do Grupo Quinico).

3bl

4b1

502

S6°

C

oc

75,4

36,7

73,0

74,8

68,3

41,5

178,3

oy (mult.,J em Hz)

2,20
(dd, 4,0; 15,0; H-2ax)

2,13
(m, H-2eq)

5,34 (ddd, 3,0; 3,0; 4,0)

3,63 (dd, 3,0; 9,0)

4,14 (ddd, 3,0; 9,0; 9,0)

1,95
(dd, 9,0; 14,0; H-6ax)

2,13
('m, H-6eq)

oc

76,6

38,4

69,6

79,3

65,5

42,7

177,3

oy (mult.; J em Hz)

2,17
(dd, 4,0; 14,0; H-2ax)

2,06
(ddd, 3,0; 4,0; 14,0; H-
2eq)

4,28 (ddd, 3,0; 3,0; 4,0)

4,79 (dd, 3,0; 9,0)

4,27 (ddd, 4,0; 9,0; 11,0)

2,00
(dd, 11,0; 13,0; H-6ax)

2,20
(ddd, 3,0; 5,0; 13,0; H-
6eq)

oc

77

39,2

73,1

75,2

72

o1

40,7

181,1

oy (mult.; J em Hz)

1,95
(ddd, 14,5; 2,9; 2,8, H-2eq)

2,17
(dd, 14,5; 3,1, H-2ax)

4,13 (ddd, 3,2: 3,1; 2,9)

3,69 (dd, 10,0; 3,2)

5,39 (ddd, 11,4; 10,0; 5,1)

2,10
(ddd, 12,8;5,1;2,8; H-6eq)

2,02
(dd, 12,8; 11,4; H-6ax)

oc

39,8

72,3

74,3

72,0

38,3

&y (mult.; Jem Hz)

1,98-2,26 (M)

4,16 (dI, 3,0 Hz)

3,70 (dd, 10,0; 3,0)

5,36 (ddd, 10,0; 10,0; 4,2)

1,98-2,26 (m)
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Tabela 20: Dados de RMN de 'H e *C para S6 e para os isomeros dos &cidos 3-O-cafeoil-quinico, 4-O-cafeoil-quinico e 5-O-cafeoil-quinico
(Regido do grupo cafeico).

3o 4" 5% S6?

C o oy (mult., J em Hz) oc du (mult., J em Hz) oc o4 (mult.,.J em Hz) oc oy (mult.,J em Hz)
1 1279 - 127,8 ] 127,7 ] 1275 ]

2° 1151 7,04 (d, 2,0) 1151 7,06 (d, 2,0) 1152 7,06 (d, 2,1) 114,9 7,03 (d, 1,8)
3 1468 - 146,8 ] 146,8 ] 146.4 ]

4 1494 - 149,6 ] 149,7 - 149,1 -

5 1164 6,76 (d, 8,0), 116,5 6,77 (d, 8,0) 116,6 6,79 (d, 8,2) 116,2 6,78 (d, 8,1)
6" 1229  693(dd, 2,0;80) 1230 6,96 (dd, 2,0; 8,0) 122,9 6,93 (dd, 2,1; 8,2) 122,8 6,93 (dd, 1,8, 8,1)
7 1468 7,58 (d, 16,0) 1471 7,65 (d, 16,0) 146,9 7,57 (d, 15,9) 146,8 7,58 (d, 15,9)
8" 1158 6,30 (d, 16,0), 1154 6,37 (d, 16,0) 1155 6,29 (d, 15,9) 115,1 6,28 (d, 15,9)
9 169,0 - 169,0 ] 169,3 ] 168.8 )

%(8-ppm; 300,06 e 75,5 MHz; CD;0D); °(8-ppm : 500,0 e 125 MHz; CD;0D); °(8-ppm: 400,0 e 100,0 MHz; CD;0D)
Y(NAKATANI, 2000); > (SATAKE, 2007)
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Apesar de ter sido anteriormente isolado de Coffea arabica(CLIFFORD, 2006),
espécie pertencente a subfamilia Ixoroideae, pode-se dizer que isolamento do o &cido 5-
O-cafeoilquinico é inédito em espécies do género Sabicea.

Este composto apresentou propriedades anti-inflamatérias devido a sua
capacidade de inibicdo do processo inflamatério mediado por citocinas
(TATEFUJI,1996).Este &cido, em sistemas lipofilicos, possui atividade antioxidante
equiparada a potentes antioxidantes como o BHT (butil-hidroxi-tolueno) e BHA (butil-
hidroxi-anisol) (KAYANO, 2002).

5.3 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE S7 E S8.

OH

As substancias S7e S8 foram obtidas em mistura sob a forma de um solido
amarelo soltvel em metanol. Essas substancias estavam bastante presentes na fracdo
acetato de etila (A7.8 - 3,3 mg; A8.6 - 5,0 mg ¢ A’32 - 20,8mg) totalizando 29,1 mg.
Considerando a massa superior da amostra A’32 (20,8mg) em relagdo as demais, a
mesma foi submetida as analises posteriores de RMN uni e bidimensionais.Pelo valor
das integrais observadas no espectro de RMN de 'H desta amostra, percebe-se que a
substancia S7 (70%) esta em maior propor¢do em relagdo a S8 (30%).

O espectro de RMN de *H (Figuras 34e 35)para essas substancias mostrou sinais

parecidos com os observados para S6.
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Para a substancia S7, sinais de dois grupos de hidrogénios vinilicos foram
observados em oy 7,51 e 6,28 (H-7’¢ H-8’) ¢ oy 7,59 e 6,18 (H-7” ¢ H-8”), se
apresentando como dupletos e a constante de acoplamento (J=15,9 Hz)demonstrou a
configuracdo trans desses hidrogénios.Também foram notados, na regido de
hidrogénios de sistema aromatico, sinais que indicavam a presenca de mais de um anel
benzénico. Para o primeiro anel, o duplo dupleto em 64 6,90 (J = 8,1 e 2,1 Hz), além
dos dupletos em &y 6,73 (J = 8,1 Hz) e oy 7,00 (J = 2,1 Hz) sugeriram a presenca de um
anel benzénico 1,3 e 4 substituido, sendo que os sinais foram atribuidos aos H-6’, H-5’
e H-2’, nessa ordem. O segundo anel também demonstrou ser substituido nas posicdes
1,3 e 4, visto que apresentou dupletos em oy 7,02 (J = 2,1 Hz) e em 864 6,74 (J = 8,1
Hz) e um duplo dupleto em 646,91 (J = 8,1 e 2,1 Hz), com respectiva atribui¢do para H-
2”, H-5” ¢ H-6’. Por essas consideragdes, a presenca de dois grupamento cafeoila na
estrutura é sugerida. Além desses sinais, o espectro de RMN de *H mostrou a presenca
de trés hidrogénios oximetinicos na regido de 6n4,36 a 5,61 eo multipleto
compreendidos na faixa de oy 2,05 a 2,35 foi atribuido aos hidrogénios metilénicos H-2
e H-6, sendo que de acordo com a literatura (TATEFUJI, 1996 e CHEMINAT, 1988),
estes sinais sdo tipicos de grupo quinico. As multiplicidades e as constantes de
acoplamento observadas permitiram a atribui¢do do sinal em &y 5,61 (ddd; J=9,1; 9,1;
5,3 Hz)para H-5, 64 5,11 (dd; J=9,1 e 3,0 Hz) para H-4 e em 64 4,36 (ddd, J=4,4; 3,0 e
3,0 Hz) para H-3.

Desta forma, pode-se afirmar que o compostoS7 trata-se de um dos isémeros do
acido dicafeoilquinico e, de acordo com CHEMINAT (1988) os deslocamentos
quimicos dos hidrogénios oximetinicos H-5 (64 5,61), H-4 (84 5,11)e H-3 (64 4,36)
apontam para a substituicdo nas posi¢oes 4 e 5 do grupo quinico.

Para a substancia S7, o espectro de RMN de *C/DEPT (Figura 36e 37) mostrou
sinais em dc 168,9 e 168,5 correspondentes aos carbonos carbonilicos C-9’e C-97,
respectivamente. Além disso, sinais tipicos de carbonos vinilicos C-7’e C-8’ foram
observados em d¢ 147,7 e 115,1, enquanto que os sinais em o¢c 147,7 e 114,6 foram
atribuidos aos C-7” e C-8”. Desta forma-se, confirma-se a presenga de dois sistemas af3-
insaturados na molécula. Os sinais que foram notados na regido de carbonos de sistema
aromatico, como em d¢ 127,7, 149,6 e 147,3 pertencem aos carbonos ndo ligados a
hidrogénio C-1°, C-3’e¢ C-4’, sendo observado um efeito de desprotecdo nos dois
ultimos carbonos devido a substituicdo nessas posi¢cOes por grupos retiradores de

densidade eletronica. Ademais, o sinal do carbono C-1” foi visto em d¢ 127,8 e 0 C-3”
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e C-4” apareceram em 149,5 e 147,1, tendo o0 mesmo efeito discutido acima. Os demais
carbonos pertencentes aos aneis aromaticos foram identificados através dos sinais em d¢
115,1 (C-2’ e C-27), 116,5 (C-5" e C-57) e 123,2 (C-6" e C-6”). Percebe-se, entdo, a
existéncia de dois anéis aromaticos 1,3,4 substituido e esses sinais, aliados aos

primeiros, demostram a presenca de dois grupo cafeoila na estrutura.
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Figura 34: Espectro de RMN de 'H (CD;0D; 300,06 MHz) das substancias S7 e S8.
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Figura 35: Expansdo dos sinais do espectro de ‘H (CD;0D; 300,06 MHz) da substancia S7.
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Figura 36: Espectro de RMN de **C (a), DEPT 135° (b) e DEPT 90° (c) (CD;0OD:; 75,45MHz) das substanciasS7eS8.
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Figura 37:Expanséo do espetro de **C (CD;0D; 75,45MH?z) na regi&o do grupo cafeoil de S7.
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O sinal tipico de carbono carbonilico de acido carboxilico foi notado em ¢
177,7; fora isso, foram observados sinais de carbonos metilénicos em 6c 39,4 (C-2) e
38,4 (C-6) e de carbonos oximetinicos em d¢ 69,5 (C-3), 75,8 (C-4) e 69,1 (C-5), além
do sinal do carbono carbindlico C-1 em &¢ 76,2 corroborando a presenca do grupo

quinico na molécula(Figura 38).

Figura 38: Expansdo do espetro de **C (CD;0D; 75,45MHz) na regio do grupo quinico da
substancia S7.
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No mapa de contornos HSQC (*H x **C) (Figuras 39a 41) foram observadas as
correlagbes entre os deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio que ampararam

nas atribuigdes e na confirmacéo da estrutura para S7.
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Figura 39: Mapa de correlacdo heteronuclear HSQC (*H x *C) das substancias S7 e S8.
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Figura 40:Expansdes do mapa de correlacéo heteronuclear HSQC (*H x **C)
das substancias S7 e S8.
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Figura 41:Expansdes do mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (*H x **C)
das substancias S7 e S8.
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No mapa de contornos HMBC (*H x *C) (Figuras 42 a 45) foram observados as
correlacdes a longa distancia (3J) entre os carbonos carbonilicos C-9°(8¢ 168,6) e C-9”
(8¢ 168,5) com os hidrogénios H-4 (84 5,11) e H-5 (64 5,61) do grupo quinico, nessa
ordem, confirmando o posicionamento dos substituintes cafeoila nas posi¢des 4 e 5 do
grupo quinico. Destacam-se ainda correlacdes entre o carbono C-9’(6¢ 168,6) e 0 H-
7’6y 7,51) e entre o carbono C-9” (6¢ 168,5) e 0 H-7" (6 7,59) dos dois grupos
cafeoila; essas correlagdes foram importantes na determinagdo das posi¢des em que 0s
grupos cafeoila estdo ligados no grupo quinico (Figura 51).Outras correlagdes também

foram observadas e estdo descritas na Tabela 21.
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Figura 42: Mapa de correlacdo heteronuclear HMBC (*H x **C) das substancias S7 e S8.
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Figura 43: Expansdes do mapa de correlacéo heteronuclear HMBC (*H x **C)
das substancias S7 e S8.
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Figura 44: Expansdo do mapa de correlacéo heteronuclear HMBC (*H x *C)

das substancias S7 e S8.
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Figura 45: Expansdo do mapa de correlagéo heteronuclear HMBC (*H x °C)

das substancias S7 e S8.

78

7

76

75

74

73

72

71 70 69

B e e
129.0

B e
128.5

e e e
128.0

e e e
127.5

e e e e TR B e e s e
127.0 126.5 126.0

issertagio de CMestrado

93

51
5.2
53
54
55

5.6

N
N
[&]

~N
o
o

~N
o
a

N
@
o

N
o}
a

~N
g
(=]

2.00

2.05

210

2.15

220

225

230

235

2.40



94

Tabela 21: Correlacdes observadas no mapa de contornos HMBC (*H x **C) para S7.

on (H) dc (C) on (H) dc (C)
] ) 1232 (6)); 168,6 (9°);
2,05-2,35 (2 € 6) 177,7 (7) 7,51 (7°) 1156 82)
6,28 (8) 127,7 (1°)
5,11 (4) 168,9 (9”) 7,02 (27) 123.2 (67); 149,5 (37-2])
5,61 (5) 75,8 (4); 168,5 (97) 6,74 (57) 149,5 (3”); 147,1 (47-23)
2,05-2,35 (6) 39,4 (2) 6,91 (6”) 115,1 (27)
, , ., 127,8 (17); 115,1 (27);
6,73 (5°) 149,6 (C3°) 6,18 (8”) 127,8 (1)
6,90 (6°) 115,1 (2°)

A andlise das correlacdes observadas no mapa de contornos (*H x 'H) COSY
(Figuras 46 e 47) mostrou os acoplamentos entre o H-3 (64 4,36) e H-4 (845,11) e H-2
(642,05-2,35); tambeém foi percebida a correlacdo entre H5 (645,61) com o H-6 (34

2,05-2,35) confirmando a existéncia do grupo quinico. As correlagcdes entre o0s
hidrogénios H-5" (64 6,73) e H-6" (o4 6,90), entre H-5” (o 6,74) e H-6” (dy 6,90),

assim como as correlacdes entre os hidrogénios H-7" (64 7,51) e H-8’(6y 6,28) e entre

os H-7" (b 7,59) e H-8” (84 6,18) auxiliaram na confirmacdo da presenca de dois

grupos af3-insaturados e de dois anéis aromaticos na estrutura de S7(Tabela 22, Figura

51).
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Figura 46: Mapa de correlacdo homonuclear COSY (*H x 'H) das substancias S7 e S8.
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Figura 47:Expansdo do mapa de correlacdo homonuclear COSY (*H x 'H)
das substanciasS7eS8.

—55

~6.0

~6.5

~7.0

~75

75 7.0 6.5 6.0

Tabela 22: Correlagdes observadas no mapa de contornos (*H x 'H) COSY

para S7.
o (H) o1 (H)
2,05-2,35 (2) 4,36 (3)
4,36 (3) 5,11 (4)
5,11 (4) 5,61 (5)
5,61 (5) 2,05-2,35 (6)
6,73 (5°) 6,90 (6”)
7,51 (7) 6,28 (8°)
6,74 (57) 6,91 (67)
7,59 (77) 6,18 (8”)

issertagio de CMestrado



97

O espectro de RMN de *H da substanciaS8(Figuras 34e 48)também mostrou a
presenca de duas unidades cafeoila devido aos sinais de dois grupos de hidrogénios
vinilicos trans em oy 7,61 e 6,34 (d, J = 15,7 Hz, H-7’e H-8") e 4 7,57 € 6,26 (d,
J=15,9 Hz, H-7"¢ H-8”). A presenca de dois anéis aromaticos pode ser observada
através de dois duplos dupletos em 64 6,98 e 6,95 (dd, J=2,1 e 8,1 Hz, H-6’ ¢ H-6"), de
dupletos em dy 6,78 e 6,79 (J=8,1Hz, H-5’ ¢ H-5") e em &y 7,06 e 7,05(d, J=1,47 Hz,H-
2> ¢ H-2”). Além desses sinais, 0 espectro mostrou a presenca de trés hidrogénios
oximetinicos na regido de 6y 3,96 a 5,41 e de hidrogénios metilénicos compreendidos
entredy 2,05 e 2,35 (m, H-2 e H-6) caracteristicos do grupamento quinico
(CHEMINAT, 1996; TATEFUJI, 1988). As multiplicidades e as constantes de
acoplamento observadas permitiram a atribui¢do dos sinais em éy 3,96 (dd, J=3,3 e 7,1
Hz) para H-4, em &y 5,37 (dl, J=7,0 Hz) para H-3 e em &4 5,41 (ddd, J=7,1; 7,0; 3,3
Hz) para H-5. Por essas consideracOes, pode-se afirmar que a substanciaS8 é um dos
outros isdbmeros possiveis do &cido dicafeoil quinico eos deslocamentos quimicos dos
hidrogénios oximetinicos H-5 (645,41), H-4 (643,96)e H-3 (645,37) explicitaram a

substituicdo nas posi¢des 3 e 5 do grupo quinico.
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Figura 48:Expanséo dos sinais do espectro de ‘H (CDsOD; 300,06 MHz) da substancia S8.
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O espectro de RMN de *C/DEPT (Figuras 36e 49)da substancia S8mostrou
sinais de carbonos carbonilicos em d¢c 168,3 apropriados aos C-9’e C-9”. Os sinais dos
carbonos vinilicos C-7’e C-8’ foram notados em &¢c 147,6 e 115,6, a0 passo que 0S
sinais em ¢ 147,6 e 114,7 foram atribuidos aos C-7” e C-8”. Os carbonos nao ligados a
hidrogénio C-1°, C-3’e C-4’ foram identificados em 6¢ 127,9, 149,6 e 147,7, enquanto
que os sinais dos carbonos C-17, C-3” e C-4” apareceram em ¢ 127,6, 149,6 e 147,6.
Os outros carbonos dos anéis aromaticos foram identificados por meio dos sinais em d¢
115,1 (C-2’ ¢ C-2”), 116,5 (C-5> ¢ C-5") e 123,2 (C-6" ¢ C-6”).

Figura 49: Expansdo do espetro de **C (CD;0D; 75,45MHz) na regido do grupo cafeoil da
substancia S8.
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O grupo quinico foi evidenciado pela presenga de um carbono em 6¢ 177,3 (C-7)
tipico de carbonila de acido carboxilico, além dos sinais de carbonos metilénicos em d¢
38,4 (C-2) e 36,1 (C-6); de carbonos oximetinicos em d¢ 72,1 (C-3), 70,7 (C-4) e 72,6
(C-5) e do sinal do carbono carbinolico C-1 em d¢ 74,8 (Figuras 36e 50).

Figura 50:Expansdes dos sinais do espetro de *C (CD;0OD:; 75,45MHz) na regido do grupo
quinico da substancia S8.
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No mapa de contornos HSQC (Figuras 39a41) foram notadas as correlacfes
entre os deslocamentos quimicos de carbono e hidrogénio que ajudaram nas atribuicdes
e na ratificacdo da estrutura para S8.

No mapa de contornos HMBC (Figuras 42a45) foram observados as correlagfes
a longa distancia entre os carbonos carbonilicos C-9’¢ C-9” (3¢ 168,3) com 0s

hidrogénios H-3 (64 5,37) e H-5 (84 5,41) do grupo quinico, respectivamente,
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demonstrando o posicionamento dos substituintes cafeoila nas posicdes 3 e 5 do grupo
quinico. Puderam ser observadas ainda correlagdes entre o carbono C-9’ (6¢ 168,3) e 0
H-7" (6y4 7,61) e entre o carbono C-9” (6¢ 168,3) e 0 H-7” (64 7,57) dos dois grupos
cafeoila; estas correlagbes auxiliaram a construcdo estrutural da substdncia S8,
mostrando as posicdes em que os grupos cafeoila estdo ligados no grupo quinico

(Figura 45);as demais correlagdes notadas estdo dispostas naTabela 23.

Tabela 23: Correlac6es observadas no mapa de contornos HMBC para S8.

o (H) dc (C)
2,05-2,35 (2 e 6) 74,8 (1-4); 72,6 (5-2J)
5,37 (3) 168,3 (97); 70,7 (4-2)
5,41 (5) 168,3 (9°); 70,7 (4-2)
7,61 (7°) 168,3 (97)
6,34 (8°) 127,9 (1)

A analise das correlacdes observadas no mapa de contornos (*H x *H) COSY
(Figuras 46e 47) mostraram os acoplamentos entre o H-3 (64 5,37) com H-4 (64 3,96) e
com H-2 (64 2,05-2,35) e de H-5 (64 5,41) com o0 H-6 (o4 2,05-2,35) confirmando a
existéncia do grupo quinico. As correlagdes entre os hidrogénios H-5" (84 6,78) e H-6’
(64 6,98), entre H-5” (64 6,79) e H-6" (64 6,95), assim como as correlacdes entre 0s
hidrogénios H-7" (dy 7,61) e H-8’(6y 6,34) e entre os H-7” (dy 7,57) e H-8” (64 6,26)
auxiliaram na confirmagdo da presenga de dois grupos of-insaturados e de dois anéis

aromaticos na estrutura de S8(Figura 51) (Tabela 24).

Tabela 24: Correlagdes observadas no mapa de contornos (*H x ‘H) COSY

para S8.

& (H) o (H)
2,05-2,35 (2) 5,37 (3)

537 (3) 3,96 (4)

5,41 (5) 2,05-2,35 (6)

6,78 (5") 6,98 (6")

7,61 (7’) 6,34 (8")

6,79 (5”) 6,95 (6”)

7,57 (7”) 6,26 (8”)
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Figura 51: Principais correlagdes espaciais observadas nos mapas de correlagéo heteronuclear
HMBC (*H x *3C) e homonuclear COSY (*H x *H) das substancias S7eS8.
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Os dados das substancias isoladas foram compativeis com os da literatura
(CHEMINAT, 1988; MEIRA, 2008; OLIVEIRA, 2008), como descrito nas Tabelas

25e 26e confirmam a estrutura do acido 3,5-O-dicafeoilquinico(42) para S7e do acido

4,5-O-dicafeoilquinico para S8.

Tabela 25: Dados de RMN de 'H para a mistura das substancias S7e S8 e para o0s isémeros
do 4cido O-cafeoilquinico.

3,4° 3,5% s8? 4,5% S7°
H (mauHIt Sy (mult., Sy (mult., Sy (mult., 8y (mult.,
Jem Hz) Jem Hz) Jem Hz) Jem Hz) Jem Hz)
2 2,00-2,40 2,26 (M, 6,7) 2,05-2,35 (m) 1,90-2,20 2,05-2,35 (m)
ekt 4,36
3 5,63 5,50 (dd, 3,3; 6,7) 5,37 (dl, 7,0) (ddd,431,(_)); 3L (ddd. 30:3.0; 4.4)
4 5,12 4,00 (dd, 3,3;7,5)  3,96(dd,33;7,1) 514 (dd,3,0;92) 5,11 (dd, 3,0;9,1)
5,41 5,41 5,61
5 437 (4dd,3.6:7.0:75)  (ddd, 3.3 7,0;7.1) 5190 () (ddd, 5,3: 9.1: 9,1)
Gax 2,00-2,40 2,19 (dd, 7,0; 13,7) 2,05-2,35 (m) 1,90-2,20 2,05-2,35 (m)
6eq 2,00-2,40 2,35 (dd, 3,6; 13,7) 2,05-2,35 (m) 1,90-2,20 2,05-2,35 (m)
2’ 7,02 7,10 (d, 2,0) 7,06 (d, 1,5) + 7,02 (d, 2,0) 7,00 (d, 2,1)t
5 6,75 6,82 (d, 8,2) 6,78 (d, 8,1) 6,77 (d, 8,2) 6,73 (d, 8,1) 1
6 6,92 7,01(dd, 2,0;82) 6,98(dd, 2,1;8,1)1 6,93 (dd, 2,0;8,2) 6,90 (dd, 2,1;8,1)
7 7,60 7,65 (d, 15,7) 7,61 (d, 15,9) 7,62 (d, 15,9) 7,51 (d, 15,9) +
8 6,29 6,39 (d, 15,7) 6,34 (d, 15,9) 1 6,31 (d, 15,9) 6,28 (d, 15,9) 1
2” 7,01 7,09 (d, 2,0) 7,05 (d, 1,5) 7,05 (d, 2,0) 7,02 (d, 2,1) +
57 6,74 6,81 (d, 8,2) 6,79 (d, 8,1) ¥ 6,78 (d, 8,2) 6,74 (d, 8,1)
6” 6,91 7,00 (dd, 2,0;82)  6,95(dd, 2,1;8,1) 1 6,95 (dd, 2,0;8,2) 6,91 (dd, 2,1;8,1)
7 7,52 7,61 (d, 15,7) 7,57 (d, 15,9) 1 7,54 (d, 15,9) 7,59 (d, 15,9) 1
8” 6,19 6,30 (d, 15,7) 6,26 (d, 15,9) 1 6,22 (d, 15,9) 6,18 (d, 15,9) 1

3(8-ppm; 300,06 MHz; CD;0D); °( 8-ppm; 500,2 MHz; CD;0D); ¢( 5-ppm; 400,0 MHz; CD;0D).
Y(TATEFUJI, 1996); (CHEMINAT, 1988)
tEsses valores podem estar invertidos.
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Tabela 26: Dados de RMN de *C/DEPT de S7e S8e para os isomeros do acido O-
dicafeioilquinico.

3,4™ 3,5 sg? 4,5 S7®

C dc (DEPT) dc (DEPT) dc (DEPT) dc (DEPT) dc (DEPT)
1 76,1 (C) 74,8 (C) 74,8 (C) 76,6 (C) 76,2 (C)

2 39,4 (CH,) 37,7 (CH,) 38,4 (CH,) 42,0 (CH,) 39,4 (CH,)
3 69,4 (CH) 72,2 (CH) 72,1 (CH) 70,2 (CH) 69,5 (CH)
4 75,8 (CH) 72,6 (CH) 70,7 (CH) 75,3 (CH) 75,8 (CH)
5 69,0 (CH) 70,8 (CH) 72,6 (CH) 65,9 (CH) 69,1 (CH)
6 38,4 (CH,) 36,1 (CH,) 36,1 (CH,) 37,1 (CH,) 38,4 (CH,)
7 176,8 (C) 177,4 (C) 177,3 (C) 178,0 (C) 177,7 (C)
1k 127,8 (C) 128,0 (C) 1279 (C) + 127,9 (C) 127,7 (C) +
2 115,3 (CH) 115,3 (CH) 115,1 (CH) + 115,3 (CH) 115,1 (CH) +
3 149,7 (C) 149,6 (C) 149,6 (C) 1 149,7 (C) 149,6 (C) +
4 147,6 (C) 147,3 (C) 147,7 (C) + 147,4 (C) 147,3 (C) +
5’ 116,5 (CH) 116,6 (CH) 116,5 (CH) + 116,6 (CH) 116,5 (CH) +
6’ 123,2 (CH) 123,1 (CH) 123,2 (CH) + 123,3 (CH) 123,2 (CH) +
7° 146,8 (CH) 146,8 (CH) 147,6 (CH) + 146,8 (CH) 147,7 (CH) +
8’ 114,8 (CH) 115,7 (CH) 115,6 (CH) + 115,1 (CH) 115,1 (CH) +
9 168,6 (C) 168,9 (C) 168,3 (C) 1 168,7 (C) 168,9 (C) +
1” 127,7 (C) 127,9 (C) 127,6 (C) + 127,8 (C) 127,8 (C) +
27 115,2 (CH) 115,2 (CH) 115,2 (CH) + 115,2 (CH) 115,1 (CH) +
3” 149,7 (C) 149,5 (C) 149,6 (C) + 149,7 (C) 149,5 (C) +
47 1478 (C) 147,1 (C) 1476 (C) + 147,3 (C) 147,1 (C) +
57 116,5 (CH) 116,6 (CH) 116,5 (CH) + 116,5 (CH) 116,5 (CH) +
6” 123,2 (CH) 123,0 (CH) 123,2 (CH) + 123,1 (CH) 123,2 (CH) +
77 146,8 (CH) 146,8 (CH) 147,6 (CH) + 146,9 (CH) 147,7 (CH) +
8” 114,7 (CH) 115,4 (CH) 114,7 (CH) + 115,0 (CH) 114,6 (CH) +
9” 168,3 (C) 168,4 (C) 168,3 (C) ¥ 168,6 (C) 168,5 (C) +

%(8-ppm; 75,5 MHz; CD;0D); °(3-ppm; 125,8 MHz; CD;0D).

YTATEFUJI, 1996); (CHEMINAT, 1988)

tEsses valores podem estar invertidos.

Da mesma forma que para o &cido 5-O-cafeoilquinico, este é o primeiro relato

do isolamento destes dois compostos em espécies do género Sabicea, apesar dos

mesmos ja terem sido isolados de Coffea arabica(CLIFFORD, 2006).

Trabalhos descritos na literatura tém demonstrado que os acidos 3,5 e 4,5-O-

dicafeoilquinico apresentam significativas capacidades sequestradoras de radicais livres

(HUNG, 2006). Além disso, o extrato metanolico das partes aéreas de Centella asiatica

teve atividade coagulante, sendo esta atribuida ao acido 3,5-O-dicafeoilquinico
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(SATAKE, 2007); estudos mostram que,por este composto ter acdo antioxidante,
elepossui atividade neuroprotetora, protegendo as células nervosas. Dessa forma, além
de um potente antioxidante, esse acido pode ser estudado como um método alternativo
para um melhor tratamento do mal de Parkinson, entre outras doencas
neurodegenerativas (SOH, 2003).

Segundo SANTOS (2010), o acido 4,5-O-dicafeoilquinico mostrou atividade
analgésica no teste de dor induzida por &cido acético em ratos, além de possuir atividade
anti-inflamatoria inibindo a Prostaglandina E, (PGE;), uma das substancias liberadas no

local da leséo responsaveis pelos sinais e sintomas da inflamacao.

5.4 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE S1, S2 E S3.

28

22
2L, 24
83, R= 23 25

26

A mistura dos compostos S1, S2 e S3 foi isolada das fragdes hexanica (3,1 mg) e
cloroférmica (6,3 mg) na forma de um solido branco cristalino soltvel em cloroférmio e
o0 ponto de fusdo obtido para este sdlido esta compreendido entre 172,3 a 177,0 °C.

No espectro de RMN de *H da mistura (Figura 52) foram verificados sinais que
caracterizaram tratar-se de moléculas com esqueleto esteroidal, como o0s sinais
caracteristicos de hidrogénios vinilicos em 6y 5,29 (d, J=5,1 Hz), 644,99 € 5,12 (dd, J =
15,0 e 8,4 Hz). Observando-se as integragdes ¢ considerando que o sinal em 6y 4,99
corresponde & presenca de um hidrogénio vinilico na posigdo 22, percebe-se que o sinal

em oy 5,29 apresenta integracdo trés vezes maior, logo esse sinal corresponde a trés
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hidrogénios vinilicos na posicdo 6; da mesma forma, infere-se a existéncia de 3
hidrogénios anomericos em dy 3,45, caracteristico do H-3. Desta forma, percebe-se a
existéncia de 3 compostos com esqueleto esteroidal na mistura. Além disso, sinais entre
o1 0,55 a 1,03 séo caracteristicos de grupos metila.

No espectro RMN de *C/DEPT (Figuras 53e 54) pode ser destacado o sinal em
d¢c 71,8referente aos carbonos carbindlicos C-3, assim como sinais atribuidos aos
carbonos olefinicos C-5 e C-6 em d¢ 140,7 e 121,7 e C-22 e C-23 em d¢ 138,3 e 129,2,

todos intrinsecos do esqueleto citado acima.
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Figura 52:Espectro de RMN de 'H (CDCls; 300,06 MHz) das substancias S1, S2 e S3.
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Figura 53: Espectro de RMN de **C (a), DEPT 135° (b) e DEPT 90° (c) (CDCls; 75,45MHz) das substancias S1, S2 e S3.
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Figura 54: Expanséo dos sinais do espectro de **C das substancias S1, S2 e S3.

DY S

12 5
Chemical Shift ( ppm

20 O 18 5
Chemlcal Shift (ppm)

ChemlcaJ Shlft (ppm)

T T T N R o AR AR
425 420 41.
Chemical Shift (ppm)

WJMWW
.

T T L LR Lo L e L o RSN
56.0 54, 535 530 525 52.0 515 510 50.5 50.0 495 49.0

Chemlcal Shift (ppm)

O cromatograma, adquirido por CG/EM de baixa resolugdo (Figura 55)para a
mistura revelou trés picos com tempos de retengdo (tr) préximos (23,33; 22,43 e 21,88
min.) que remetem a presenca de trés substancias na propor¢do de 1:4:2, S1, S2 e S3,
respectivamente.

O espectro de massas de baixa resolucdo da substancia S1 (tr = 23,33 min.)
apresentou sinal do fon molecular M* em m/z 414 que remete a formula molecular
Ca9H500; 0 pico base foi notado em m/z 107 (Figura 56), além de sinais tipicos de
fragmentacdes do esqueleto esteroidal, sendo que uma proposta de fragmentacdo
segundo SIMOTE, 2006 para S1 esta demonstrada na Figura 57e as principais
fragmentagOes, segundo GARG (1994) encontram-se na Tabela 27. Desta forma, o
sinal em m/z 273 foi atribuido ao ion resultante da perda da cadeia lateral e a
subsequente perda de uma molécula de agua explica o pico em m/z 255. Quando, a
partir deste ion, quebra-se o anel de 5 membros com a perda de C3Hg, forma-se um ion
com pico em m/z 213. Qutras perdas interessantes sdo a de um grupamento metila, M-

(CH3), de uma molécula de agua, M-(H,0), e desses dois grupos simultaneamente, M-
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(H,O+CHgs), gerando ions cujos picos sdo percebidos em m/z 399, 396 e 381,

respectivamente. Nesse tipo de esqueleto esteroidal, quando a cadeia lateral se

fragmenta pela quebra da ligacdo C,3-Cy4 ha formacgdo do ion com pico em m/z 329,

sendo tal fragmentacao tipica de cadeia lateral do tipo C1oH21.

Figura 55:Cromatograma obtido por CG-EM para a mistura de substéncias S1, S2 e S3.
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Figura 56: Espectro de massas de baixa resolugéo (IE, 70 eV) da substancia S1.
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Figura 57:Esquema de fragmentacé&o da substancia S1
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Tabela 27: Principais fragmentac6es observadas nos espectros de massas de baixa

resolucéo (IE, 70 eV) para as substancias S1, S2 e S3

lon S1
M+ 414
M-(CHs,) 399
M-(H,0) 396
M-(H,0+CHs,) 381
M-(C3H; da cadeia lateral) -
M-(C3H; da cadeia lateral +
H,0)
329
M-(CgH33 da cadeia lateral) (quebra da

Iiga(;éo C23-C24)

M-(CgHy6 da cadeia lateral) -

M-(C;H1;0) 303
M-(cadeia lateral) 273
M-(cadeia lateral + 2H) -
M-(cadeia lateral + H,0) 255
M-(cadeia lateral + C3Hg) -
M-(cadeia lateral + C3Hg) 229
M-(cadeia lateral + C3Hg + 213

H,0)

S2 S3
412 400
397 385
394 382
379 367
369

(quebra da ligacao -
C24-Cas)
351 -
315
- (quebra da
Iigagéo sz-ng)
300
(quebra da ligacao -
C20-C2)
- 289
- 273
271 -
255 255
231 231
213 213

issertagiv de CMestrado



113

Para a substancia S3 (tr = 21,88 min.) foi observado o sinal do ion molecular
M*em m/z 400 (CsH4s0), com pico base em m/z 107(Figura 58). Este composto
apresentou 0 mesmo tipo de fragmentacéo ressaltado em S1, com aparecimento de picos
em m/z 273, 255, 231 e 213. As perdas do grupamento metila, de uma molécula de
agua e desses dois grupos simultaneamente geraram 0S ions cujos picos Ssdo
compreendidos respectivamente em m/z 385, 382 e 367. Para este composto vale
ressaltar a fragmentacdo na cadeia lateral que origina o ion com m/z 315 resultante da
quebra da ligacdo C,,-Css, Visto que essa fragmentacdo sO ocorre na cadeia lateral do
tipo CoH1o(Tabela 27)(GARG, 1994).

Figura 58: Espectro de massas de baixa resolugéo (IE, 70 eV) da substancia S3.
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O composto S2 apresentou sinal do ion molecular em m/z 412conferindo com a
férmula molecular Cy9H450 € 0 pico base em m/z 55 (Figura 59). Os sinais em m/z 255,
231 e 213 também se repetiram neste cromatograma, indicando que os trés compostos
passam pelo mesmo tipo de fragmentacdo, confirmando a semelhanca estrutural entre
eles. Nesta substancia, porém, percebe-se uma fragmentacdo da cadeia lateral que nao
ocorre para S1 e S3. Essa quebra se deve a presenca da dupla ligacdo na cadeia lateral,
sendo que a fragmentacdo das ligacGes Cyo-Co, € Cos-Cos,0eram 0s ions com picos em
m/z 300 e 369que ocorrem em esteroides com cadeia lateral insaturada do tipo CioH1
(Tabela 27)(GARG, 1994).
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Figura 53: Espectro de massas de baixa resolugédo (IE, 70 eV) da substancia S2.
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Os dados espectrais da misturaforam comparados com os dados ja existentes na
literatura para esteroides (GOULART, 1993), sendo que a partir da analise dos dados
obtidos (Tabela 28) foi possivel concluir que a mistura isolada continha os esteroides
24a-etil-colest-5-enol (S1), 24a-etil-colest-5,22-dienol (S2) e 24a-metil-colest-5-enol
(S3), conhecidos como sitosterol (109), estigmasterol e campesterol, respetivamente. O
ponto de fusdo observado para a mistura (172,3-177,0 °C) mostrou-se parecido com o
valor verificado na literatura (181-184 °C) (COSTA, 2012).

Os compostos sitosterol e estigmasterol tém atividade anti-inflamatéria bastante
conhecida na literatura (FILHO, 2000), além da acdo destes compostos na neutraliza¢do
de veneno de cobra (GOMES, 2007) e, segundo Toma e colaboradores (2003) o
sitosterol, estigmasterol e campesterol podem ter contribuido para a atividade analgésica
apresentada pelo extrato hexanico de Quassia amara, além de possuirem atividades
anti-inflamatorias (FILHO, 2000) e para o estigmasterol pode-se considerar seus efeitos
antinociceptivo, hipocolesterolémico e preventivo de cancer mamario e de prostata
(OLIVEIRA, 2007).
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Tabela 28: Dados de RMN de *C/ DEPT para a mistura de substancias S1, S2 e S3 e para 0s
esteroides sitosterol, estigmasterol e campesterol.

Sitosterol® s1° Estigmasterol® S2° Campesterol® S3

C  6¢(DEPT) &c(DEPT)  &c (DEPT)  &c (DEPT)  o¢ (DEPT)  &c (DEPT)
1 372(CH) 372(CHy)  372(CH;)  37,2(CH,) 37.2(CH,) 37,2 (CH,)
2 316(CH) 319(CH)  31,6(CH)  319(CH,) 3L6(CH) 319 (CH,)
3 719(CH) 718(CH)  719(CH)  718(CH)  718(CH) 71,8 (CH)
4  423(CH,) 423(CH,)  423(CH))  423(CH,)  423(CH)) 423 (CH,)
5  1407(C)  140,7 (C) 1407 (C) 1407 (C)  140,7 (C) 1407 (C)
6 121,7(CH) 121,7(CH)  121,7(CH) 121,7(CH) 121,7(CH) 1217 (CH)
7 31,8(CH;) 316(CH)  318(CHy)  31,6(CH) 31,9(CH) 31,6 (CH,)
8  318(CH) 319(CH)  318(CH)  319(CH)  31,8(CH) 31,9 (CH)
9  501(CH) 501(CH)  50,1(CH)  50,1(CH)  50,1(CH) 50,1 (CH)
10 364(C) 36,4 (C) 36,4 (C) 36,4 (C) 36,5 (C) 36,4 (C)
11 21,1(CH,) 2L1(CH))  211(CH,)  21L,1(CH,) 2L,1(CH,)  21,1(CH,)
12 39,7(CH,) 39.8(CH,)  396(CH)  397(CH,) 39,8(CH;) 39,8 (CHy)
13 423(C) 42,1 (C) 42,3 (C) 42,3 (C) 42,3 (C) 42,3 (C)
14 567(CH) 568(CH)  568(CH)  568(CH) 56,7 (CH) 56,7 (CH)
15  243(CH, 243 (CH;)  243(CH,)  243(CH,)  243(CH,) 24,3 (CH,)
16 282(CH;) 283(CHy)  282(CH,)  283(CH,;) 282(CH,) 283 (CH,)
17 560(CH)  560(CH)  559(CH)  559(CH) 56,0 (CH) 56,0 (CH)
18 11,8(CH;) 118(CHs)  11,8(CHs)  11,8(CHs) 11,8(CHs) 11,9 (CHy)
19 193(CH;) 198(CHy)  193(CHs)  194(CH) 193(CHs) 19,8 (CHs)
20 361(CH) 361(CH)  405(CH)  405(CH) 36,1 (CH) 36,1 (CH)
21  19,03(CH;) 194(CHs)  212(CHs)  21,2(CH;)  189(CHs) 18,9 (CHy)
22 339(CH;) 337(CH;)  1384(CH) 1383(CH) 336(CH)) 33,9 (CH))
23 39,1(CH,) 381(CH,)  1293(CH)  1292(CH)  289(CH,) 28,9 (CHy)
24 458 (CH)  458(CH)  512(CH)  512(CH) 56,1 (CH) 56,0 (CH)
25  260(CH)  260(CH)  319(CH)  3L9(CH) 29,7 (CH) 29,1 (CH)
26  187(CHs;) 188(CHs)  190(CHs)  190(CHs;) 187(CHs) 188 (CHs)
27 198(CH) 194 (CHs)  190(CH)  190(CHs) 198(CHs) 20,0 (CHs)
28  230(CH) 230(CHs)  254(CH)  254(CH;) 182(CHs) 18,8 (CHy)
20 11,9(CHs;) 120(CHs)  122(CHs) 12,3 (CH,) ; ;

2(3-ppm; 50,3MHz; CDCI3); °(5-ppm; 75,5 MHz; CDCl3)
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5.5 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE S9

a 29

11
19

1
e
4 HO ? 2

S9

A substancia S9 (5,1mg) foi isolada da fragdo acetato de etila sob a forma de um
solido branco soldvel em metanol, sendo que a faixa de fusdo para a amostra foi
observada entre 265,1 e 267,4 °C.

O espectro de RMN de 'H (Figuras60e 61) evidenciou para S9, assim como
para 0s compostos S1, S2e S3, a presenca de sinais indicativos de esqueleto esteroidal,
como o dupleto em éy 5,33 (5,4 Hz) referente ao hidrogénio vinilico H-6, assim como
0s sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos (H-18, 19, 21, 26, 27 e 29) na regido
entre oy 0,63 e 1,0. Diferentemente dos compostos citados, percebe-se que o sinal do H-
3, agora em 643,55 (m), € um pouco mais desblindado que em S1, S2e S3(643,45),
denotando uma possivel substituicdo na posicdo 3 da estrutura; essa substituicdo é
confirmada pela inser¢do de sinais na regido caracteristica de agucares entre oy 3,17 €
3,82, com destaque para os duplos dupletos em oy 3,69 (12,1; 4,7 Hz) e 64 3,80 (12,1;
2,9 Hz) referentes ao hidrogénio oximetilénico H-6; o dupleto em 6y 4,35 (7,8 Hz) foi
atribuido ao hidrogénio anomérico da unidade glicosidica (H-1’) onde a constante de
acoplamento evidenciou a configuragdo [3; esses sinais levam a crer que a unidade
glicosidica em questdo é a glicose. Dessa forma, acredita-se que S9 € um esteroide
glicosilado.
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Figura 60: Espectro de RMN de *H (CDCl,/CD;0D; 300,06MHz) da substanciaS9.
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Figura 61:Expans&o dos sinais do espectro de ‘H (CDCI,/CD;0D; 300,06MHz) da

O espectro de RMN de *C/DEPT (Figura 62) também apresentou sinais

H-27 H-21

semelhantes a S1,S2e S3. Os sinais em 6c 122,5 e 140,8 ratificam a presenca de uma
dupla ligacéo que abrange carbonos vinilicos C-6 e C-5; os sinais de carbonos metilicos
em oc 12,1 (C-18), 19,6 (C-19), 19,1 (C-21), 19,3 (C-26), 20,1 (C-27) e 12,2 (C-29).
Além desses, o carbono carbindlico C-3 de S9 apresentou um valor de deslocamento
quimico mais alto (8¢79,5) do que emS1, S2e S3(6:72,0), confirmando a substituicdo na
posicdo 3 por uma unidade glicosidica; esta, por sua vez, teve seu sinal caracteristico de
carbono anomérico (C-1’) observado em &¢ 101,6 e sinais dos demais carbonos emdc
74,0 (C-2"), 76,5 (C-37), 70,6 (C-4"), 77,0 (C-5") e 62,1 (C-6"), indicando que havia a
presenca de uma glicose na estrutura.

Por todas essas analises, o composto S9 foi caracterizado como sendo o
daucosterol (55), sendo que os dados espectrais do mesmo foram concordantes com 0s
da literatura para este esteroide glicosilado (LENDL 2005)(Tabela 29).A faixa de fusdo
para a amostra observada experimentalmente (265,1 - 267,4 °C) foi condizente com a da
literatura (287 - 289 °C) (ZHI-MING, 2004) para esse composto.
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Figura 62: Espectro de RMN de °C (a), DEPT 135° (b) e DEPT 90° (c) (CDCI3/CD30D; 75,45MHz) de S9.
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Tabela 29. Dados de RMN de *H e **C/DEPT para S9e para o daucosterol.

S9*

Daucosterol**

O N oo B W DN

P
= O

12

13
14

15

16

17
18
19
20
21

22

23
24
25
26
27
28
29
1°
2
3°
4°
5°
6’

on(mult.,J em Hz)

3,69 (dd,4,7; 12,0)
3,80 (dd,2,9; 12,0)

1,06 (m)
1,84 (m)
1,51-1,63 (m)
1,86-1,90 (m)
3,51-3,57 (m)
2,17-2,28 (m)
2,32-2,40 (m)

5,33 (d; 5,4)

1,51-1,56 (m)

1,92-1,97 (m)
1,37 (m)
0,88 (m)

1.41 (m)
1,15 (m)
1,97-2,00 (m)

0,96 (m)
1,01-1,09 (m)
1,51-1,62 (m)
1,27-1,35 (m)

1,80 (m)

1,05 (m)

0,67 (5)

0,97 (s)
1,35-1,41 (m)
0,88 (d, 6,5)

1,08 (m)

1,33 (m)
1,15-1,17 (m)

0,96 (m)
1,61-1,67 (m)
0,77 (d, 6,7)
0,82 (d, 6,9)

1,29 (m)

0,88 (m)
4,35 (d, 7,8)

3,17 (m)

3,35 (m)

3,33 (m)

3,25 (m)

3c(DEPT)
37,2 (CHy)

30,0 (CH,)
79,5 (CH)
39,0 (CH,)

140,8 (C)
122,5 (CH)

32,4 (CH,)

32,4 (CH)
50,7 (CH)
37,7 (C)
21,5 (CH,)

40,2 (CHy)

42,8 (C)
57,2 (CH)

24,7 (CH)

28,6 (CH)

56,5 (CH)
12,1 (CH3)
19,6 (CH3)
36,6 (CH)
19,1 (CH3)

34,4 (CHp)

26,4 (CH,)
46,3 (CH)
29,6 (CH)
19,3 (CH3)
20,1 (CH3)
23,5 (CH,)
12,2 (CH3)
101,6 (CH)
74,0 (CH)
76,5 (CH)
70,6 (CH)
77,0 (CH)

62,1 (CH,)

on

(mult., J em Hz)

1,09 (t, 13,0)
1,88 (d, 13,0)
1,57-1,66 (m)
1,90-1,97 (m)
3,57-3,65 (m)
2,24-2,32 (m)
2,39-2,45(m)

5,36-5,39 (m)
1,53-1,59 (m)
1,95-2,03 (m)
1,43-1,50 (m)
0,90-0,99 (m)

1,45-1,55 (m)
1,19 (t; 11,5)
2,00-2,06 (m)

0,97-1,07 (m)
1,04-1,13 (m)
1,83-1,90 (m)
1,24-1,32 (m)
1,83-1,90 (m)
1,09-1,17 (m)
0,70 (5)
1,03 (s)
1,34-1,42 (m)
0,94 (d, 6,4)
1,00-1,07 (m)
1,32-1,39 (m)
1,15-1,22 (m)
0,91-0,98 (m)
1,64-1,72 (m)
0,83 (d, 6,5)
0,85 (d, 6,5)
1,21-1,32 (m)
0,86 (t, 8,3)
4,41 (d, 7,8)
3,22 (t, 8,3)
3,38-3,44 (m)
3,35-3,42 (m)
3,27-3,31 (m)

3,73 (dd,5,1; 12,0)
3,86 (dd,2,6; 12,0)

3c(DEPT)
36,3 (CHs)

29,0 (CH,)
78,4 (CH)
38,1 (CH,)

139,5 (C)
121,4 (CH)

31,4 (CHy)

31,4 (CH)
49,7 (CH)
36,2 (C)
20,5 (CH,)

39,3 (CH,)

41,8 (C)
56,3 (CH)

23,7 (CH)

27,7 (CH)

55,5 (CH)
11,1 (CH3)
18,5 (CHs)
35,6 (CH)
18,0 (CHs)

33,4 (CHy)

25,4 (CH,)
45,4 (CH)
28,6 (CH)
18,1 (CH3)
18,9 (CH3)
22,5 (CH,)
11,1 (CHa)
100,6 (CH)
73,1 (CH)
76,1 (CH)
69,7 (CH)
75,6 (CH)

61,1 (CH)

*(8 -ppm; 300,06 e 75,45 MHz; CDCIls/CDsOD); **(8-ppm; 400 e 100 MHz; CDCls/CDs0OD)
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Segundo GALLOTA (2005), o daucosterol é significativamente citotoxico frente
a Artemia salina, também apresentando atividade imunomoduladora, protegendo contra
a disseminacdo da candidiase em camundongos (LEE, 2007).

5.6 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE S5

30

S5
A substancia S5foi isolada duas vezes em mistura da fracdo acetato de etila (A4

- 7,2 mg e A6.1 - 2,5 mg) como um sélido branco solivel em cloroférmio, cujo ponto
de fuséo teve sua faixa entre 253,2 e 256,3 °C.

O espectro de RMN de *H (Figura 63e 64) evidenciou a presenca de sinais
indicativos de mistura de triterpenos devido a presenca de um aglomerado de sinais
entre O 5,28 e oy 5,34 referentes aos hidrogénios vinilicos H-12 das substancias, sendo
que foram observadas varias constantes de acoplamento de 3,6 Hz tipico destes
hidrogénios (GUVENALP, 2006); além disso foram vistos sinais tipicos de hidrogénios
metilicos na regido entre dy 0,65 a 1,30 ppm, podendoser destacados os dupletos em dy
1,05 (J=6,4Hz) e 640,76(J=5,9Hz) atribuidos aos hidrogénios H-29 e H-30 de S5,

indicando que um dos componentes da mistura pertence a classe dos ursanos.
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Figura 63:Espectro de RMN de *H (CDCls; 300,06MHz) da substanciaSs.
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Figura 64: Expanséo dos sinais do espectro de 'H (CDCls; 300,06MHz) da substancia S5.
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Para a substancia S5, no espectro de RMN de **C/DEPT (Figura 65 e 66) foram
observados sinais de carbonos de dupla ligacdo em 6c121,8 (C-12) e 138,4 (C-13) e de
um carbono carboxilico em 6c181,0 (C-28); estes sinais, associados aos dados de RMN

de *H, confirmam que um dos componentes da mistura pertence & classe dos ursanos.
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Figura 65:Espectro de RMN de **C (CDClI;; 75,45MHz) da substanciaS5.
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Figura 66:Expansdes dos sinais do espectro de RMN de **C (CDCl;; 75,45MHz)
da substanciaS5.
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A partir desses dados e por comparacao dos valores com os encontrados na literatura
para triterpenos (SEEBACHER, 2003) concluiu-se que S5 é o acido ursolico, conforme
a Tabela 30.A faixa de ponto de fuséo obtida experimentalmente (252,3 a 256,3 °C) foi
condizente com o valor observado na literatura (269,1 °C) (SILVA, 2010).

Tabela 30: Dados de RMN de *C para a substancia S5 e para o &cido ursdlico.

Acido ursolico** S5* Acido ursolico** S5*
C dc (DEPT) dc (DEPT) C dc (DEPT) 3¢ (DEPT)
1 39,2 (CH,) 38,8 (CH,) 16 24,3 (CH,) 23,97 (CHy)
2 28,2 (CH,) 29,8 (CHy,) 17 48,1 (C) 459" (C)
3 78,2 (CH) 75,7 (CH) 18 52,8 (CH) 53,4 (CH)
4 39,6 (C) 39,4 (C) 19 39,5 (CH) 39,2 (CH)
5 55,9 (CH) 56,2 (CH) 20 39,4 (CH) 39,0 (CH)
6 18,8 (CH,) 19,8 (CH,) 21 31,1 (CH,) 30,8 (CH,)
7 33,7 (CH,) 32,1 (CH,) 22 37,4 (CH,) 37,4 (CHy)
8 40,1 (C) 39,6 (C) 23 28,8 (CHs) 28,3 (CHy)
9 48,1 (CH) 46,5' (CH) 24 16,5 (CH,) 16,2 (CH3)
10 37,5 (C) 36,2 (C) 25 15,7 (CH,) 15,0 (CH,)
11 23,7 (CH,) 23,2 (CH,) 26 17,5 (CH,) 16,8 (CHs)
12 125,7(CH) 121,8(CH) 27 24,0 (CH,) 24,4 (CH,)
13 139,3 (C) 138,4 (C) 28 179,7 (C) 181,0 (C)
14 42,6 (C) 42,2" (C) 29 17,5 (CH,) 15,0 (CH3)
15 28,2 (CH,) 28,3 (CH,) 30 21,4 (CHs) 21,2 (CHs)

*(6-ppm; 75,5MHz, CDCl3); **(5-ppm; 150,0MHz, Piridina-dg)

Este é o primeiro relato do isolamento de acido ursolico em espécies do género
Sabicea, sendo que o mesmo foi isolado anteriormente de Duroia macrophylla, que
pertence a subfamilia Ixoroideae (MARTINS, 2013).

Para o &cido ursolico, inumeros relatos de atividade antitumoral in vitro tém
aparecido na literatura (NOVOTNY, 2001) e estudos buscam desvendar possiveis
mecanismos de acdo para a inibicdo do tumor (NETO, 2007); além disso, apresenta
tambem atividades antiedematogénica e anti-inflamatoria (OVESNA, 2004 e BANNO,
2004).
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5.7 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DE S10.

S10
A substancia S10(313,2 mg)se apresentou sob a forma de um sélido amarelo

solivel em metanol.

Na analisedo espectro de RMN de 'H (Figura 67), verificaram-se sinais na
regido de agucar entre dy 3,2 e 4,0, assim como o dupleto atribuido ao hidrogénio
anomérico H-1 em 6y 5,14 com J=3,9 Hz, caracteristico de sacarose.

No espectro de *C/DEPT (Figuras 68 e 69) foram ressaltados 12 sinais de
carbono, sendo que o sinal do carbono anomérico C-1 da unidade a-D-glicose foi
observados em ¢ 93,7, assim como sinais dos carbonos oximetinicos em 6¢ 72,8 (C-2),
d¢c 74,7 (C-3), 8¢ 71,0 (C-4) e 8¢ 71,6 (C-5) e do carbono oximetilénico em 6¢ 62,5 (C-6)
tipicos desta unidade. O sinal do carbono anomérico da unidade PB-D-frutose foi
observado em ¢ 83,0 (C-5"); os carbonos oximetinicos apareceram em &¢ 103,0 (C-2°),
d¢c 76,5 (C-3”), 8¢ 69,2 (C-4’) e os carbonos oximetilénicos em 6¢ 62,4 (C-1°) ¢ d¢c 62,6
(C-6") caracteristicos desta unidade.

Os dados espectroscopicos de RMN de **C foram comparados com os
registrados na literatura (Tabela 31) para o dissacarideo a-D-glicopiranosil-f3-D-
frutofuranosideo, conhecido como sacarosee se mostraram concordantes (MOLCELINI,
2009).
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Figura 67: Espectro de RMN de *H (CD,0D; 300,06 MHz) da substanciaS10
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Figura 68:Espectro de RMN de *C (a), DEPT 135° (b) e DEPT 90° (c) (CD;0D; 75,45 MHz) da substancia S10.
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Figura 69: Expanséo do espectro de RMN de **C (a), DEPT 135° (b) e DEPT 90° (c) (CD;0D; 75,45 MHz) da substancia S10.
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Tabela 31: Dados de RMN de *C/DEPT de S10e da Sacarose.

131

Sacarose* S10**
C oc(DEPT) dc
D-glicose
1 92,2 (CH) 93,7 (CH)
2 72,5 (CH) 72,8 (CH)
3 74,1 (CH) 74,7 (CH)
4 71,2 (CH) 71,0 (CH)
5 72,7 (CH) 71,6 (CH)
6 61,5 (CHy) 62,5 (CH,)
D-frutose
| 60,3 (CHy) 62,4 (CH,)
2’ 103,7 (CH) 103,0 (CH)
3 76,5 (CH) 76,5 (CH)
4 69,4 (CH) 69,2 (CH)
5 81,5 (C) 83,0 (CH)
6’ 62,6 (CH,) 62,6 (CH,)

*(3-ppm; 75 ,45 MHz; D;0); **(5-ppm; 75 ,45 MHz; CD3;0D)

A coluna SBB’, de onde foi isolada a substancia S10, apresentou uma baixa
recuperacdo da amostra apds o procedimento (37,3 %), pois, sendo a fragcdo butandlica
uma fracdo bastante polar, o contato da mesma com a silica resultou em uma adsorcao
irreversivel da amostra na fase estacionaria, sendo que os solventes utilizados nao foram
polares o suficiente para eluir os compostos.

Durante o estudo da fracdo butandlica, a presenca de sacarose nas amostras era
recorrente, estando este acuUcar presente em grande porcentagem, o que impossibilitou o
isolamento de demais constituintes quimicos nesta fracao.

Sobre a sacarose, esta foi identificada como uma das substancias com atividade
nematicida presente no bulbo da cebola (Allium cepa), sendo ativa contra Meloidogyne
exigua, um dos fitonematdides mais disseminados pelos cafezais brasileiros e que traz
grandes prejuizos (OLIVEIRA, 2007).

5.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a avaliacdo da atividade sequestradora de radicais livres foi utilizado o
radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Como pode ser observado na
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reacdo apresentada na Figura 70, ao ser colocado em contato com uma amostra ou
substancia antioxidante, representada por H-R, o DPPH, que possui coloragdo violeta,
retira um atomo de hidrogénio desta substancia via reagdo radicalar, tornando-se 2,2-
difenil-1-picril-hidrazina (DPPH-H) que, por sua vez, tem coloracdo amarela
(GRESSLER, 2010). Um maior descoramento da solucéo indica um maior potencial da
substancia estudada em perder seu atomo de hidrogénio sendo, portanto, mais propensa

a ter potencial antioxidante.

Figura 70: Estabilizacao do radical livre DPPH.
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O descoramento do DPPH é monitorado por um espectrofotdmetro UV-Visivel a

515,5 nm. A partir dos valores de absorbéncia, foi possivel calcular a porcentagem de
inibicdo do radical livre estdvel (DPPH). As porcentagens de inibicdo versus a
concentracdo de 10, 30, 50, 100, 150, 300 e 400 ug/mL para o extrato bruto e fracoes
foram plotados para a obtencdo de valores de concentracdo necessaria para um
decréscimo de 50% da concentracao inicial de radicais livres e também para a obtencéo

dos limites de confianga, como mostram as Figuras 71e72.
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Figura 71: Atividade antioxidante do extrato bruto de Sabicea brasiliensis.
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Figura 72: Atividade antioxidante da fragdo Acetato de Etilade Sabicea brasiliensis.
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Comparando-se os valores de ICsy do extrato bruto (59,6 pug/mL) e da fragéo

acetato de etila (31,9ug/mL) com o do padrdo BHT (16,9 pg/mL), percebe-se que o
efeito antioxidante é efetivo nas duas amostras, sendo mais pronunciado na fracdo
acetato de etila, provavelmente devido a presenca nessa fracdo dos acidos 5-O-

cafeoilquinico e 3,5, que apresentam esse tipo de potencial (KAYANO, 2002;
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SATAKE, 2007). As demais fragdes apresentaramlCsy superior a 100 upg/mL,
mostrando-se inativas em comparagdo com o BHT (OLIVEIRA, 2008).

5.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA
5.9.1 TESTE ANTIEDEMATOGENICO

Figura 73:Edema de orelha induzido pelo Oleo de Créton (OC) (200mg) em camundongos
Swiss, machos (30-40 g). A acetona 70%, o cloroférmio, o extrato bruto, as fracdes hexanica,
cloroférmica, acetato de etila, butandlica e hidrometanélica (5 mg/orelha) foram aplicadas
topicamente, ap6s a aplicacio do Oleo de Créton (20 ml/orelha). A acetona 70% e o
cloroférmio foram utilizados como veiculo (20ml/orelha). Cada barra representa o peso médio
das orelhas + E.P.M., 6 h apds aplicacio do Oleo de Créton. (ANOVA, seguido do teste de

Tukey).
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A aplicacgdo de 6leo de créton (OC) na orelha esquerda de camundongos induziu
uma resposta inflamatoria bastante evidente na sexta hora. Como observado na Figura
73, 0 peso da orelha praticamente dobrou quando comparada a orelha direita (veiculo,
sem aplicacdo do 6leo de croton).Considerando que o extrato bruto (EB) e as fracOes
hexénica (SBH) e cloroformica (SBC) foram solubilizadas em cloroformio e que nas
demais fracdes (SBA, SBB e SBHM) foi utilizada acetona, pode-se observar que O EB
e as fragcbes SBH, SBA, SBB e SBHM (5,0 mg/orelha) ndo interferiram no

desenvolvimento da resposta. Sobre a fragdo cloroférmica, pode-se dizer que a mesma
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aumentou a inflamagdo quando comparada com o grupo de animais que recebeu

somente o OC.

5.9.2 ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima derivada de leucécitos que catalisa a
formacdo de numerosas espécies reativas oxidantes (ROMAN, 2008). Esta enzima é
considerada uma macromolécula-chave na resposta imunologica inespecifica a muitos
agentes invasores, especialmente bactérias. A MPO é responsavel pela conversdo de
peroxido de hidrogénio (H,0,) e anions cloreto em agua e acido hipocloroso (HOCI)
que, por sua vez, atua como um forte agente antimicrobiano (REGASINI, 2008); dessa
forma, uma maior atividade observada na enzima mieloperoxidase indica a migracéo de
células polimorfonucleares para o local inflamado (IGNOATO, 2012)

Contudo, 0 excesso da atividade de MPO e producdo exagerada de HOCI
culmina em um intenso estresse oxidativo para os leucdcitos, causando danos ao DNA,
proteinas e lipidios (FERREIRA, 2007). A literatura correlaciona essa injuria oxidativa
promovida por MPO e HOCI com inimeros processos inflamatdrios, tais como artrite
reumatdide, fibrose cistica, doenca inflamatoria intestinal (IBD), injuria pulmonar
neonatal, etc. Dessa forma, a busca por inibidores de MPO a partir de fontes naturais
torna-se de essencial na descoberta de novos agentes anti-inflamatérios (REGASINI,
2008)

Sendo assim o extrato bruto metandlico e as fracBes hexanica (SBH),
cloroférmica (SBC), acetato de etila (SBA), butandlica (SBB) e hidrometandlica
(SBHM) foram avaliados quanto a sua capacidade de inibi¢do sobre mieloperoxidase.

A aplicacdo do 6leo de croton induziu um aumento na ordem de 20 vezes na
atividade da MPO na 62 hora ap6s a aplicacdo do estimulo(Figura 74). A aplicacdo do
extrato bruto e das fragdes SBH, SBC e SBHMndo interferiram na atividade da
mieloperoxidase. Porém, um aumento na atividade da MPO foi observado no grupo OC,
mas ndo no grupo tratado com as fracbes SBH, SBA e SBB, sugerindo o efeito
inibitério destas fracbes sobre o recrutamento de neutrofilos. Desta forma pode-se
considerar que as fragGes hexéanica, acetato de etila e butandlica das raizes de Sabicea
brasiliensis apresentaram uma atividade anti-inflamatoria significativa no modelo de

migracdo celular.
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Figura 74: Atividade da MPO no tecido das orelhas de camundongos Swiss, machos (30-40 g).
Os animais foram tratados por via topica com os veiculos (acetona/agua e cloroférmio), o
extrato bruto, as fragBes hexanica, cloroférmica, acetato de etila, butandlica e hidrometanolica
(5mg/orelha), imediatamente apo6s a aplicacdo do 6leo de créton (OC). Outro grupo recebeu
apenas a aplicacdo dos veiculos (acetona/agua e cloroférmio). Cada coluna representa a
atividade média da MPO + E.P.M. * P < 0.05 comparado ao grupo OC+Veiculo acetona/agua
(ANOVA, seguida do teste de Tukey, com 5% de nivel de significancia).

0.30+

Em se tratando da fracdo acetato de etila, os compostos isolados podem justificar
o efeito observado, visto que as propriedades anti-inflamatérias sdo descritas na
literatura para acido ursélico (OVESNA, 2004 e BANNO, 2004), acido 5-O-
cafeoilquinico (TATEFUJI, 1996) e &cido 4,5-O-dicafeoilquinico (SANTOS, 2010), ao
passo que a fracdo butandlica permitiu o isolamento do acido 5-O-cafeoilquinico, com

tal atividade.

6 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico das raizes da espécie vegetal Sabicea brasiliensis resultou
no isolamento de 10 substancias. Da fracdo hexanica foram isolados os esteroides
sitosterol, estigmasterol e campesterol. Analisando-se a fracdo cloroférmica, percebeu-
se a presenca dos mesmos esteroides, além da cumarina escopoletina. O triterpeno acido
ursolico, o esteroide glicosilado daucosterol, o acidos 5-O-dicafeoiquinico, 3,5 e 4,5-O-

dicafeoilquinicoforam isolados da fracdo acetato de etila. Com farta presenca na fragao
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butanolica, o dissacarideo sacarose foi isolado da mesma, além do acido 5-O-
dicafeoiquinico.Todos esses compostos sdo inéditos no género Sabicea na tribo
Sabiceae, com exce¢cdo do sitosterol, que ja foi isolado das folhas de Sabicea
brasiliensis. Na subfamilia Ixoroideaeha relatos do isolamento da escopoletina de
Augusta longifolia, do 4acido 5-O-cafeoilquinico e é&cidos 3,5- e 4,5-0O-
dicafeoilquinicode Coffea arabica, além do triterpeno &cido ursélico de
Duroiamacrophylla.

No teste do potencial antioxidante, o extrato bruto e a fragdo acetato de etila
exibiram bom efeito, sendo mais efetivo na fracdo acetato de etila, provavelmente
devido a presenca dos &cidos5-O-cafeoilquinico, 3,5- e 4,5-O-dicafeoilquinicos, que
apresentamesse tipo de potencial descrito na literatura.

Ao serem avaliadas quanto a sua atividade antiedematogénica, nem o extrato
bruto nem as fraces mostraram potencial neste ensaio, porém ao serem submetidos a
avaliacdo da capacidade de inibicdo sobre mieloperoxidase, pode-se dizer que as
fracOesacetato de etila e butandlica apresentaram atividade anti-inflamatoria
significativa no modelo de migracgéo celular.A atividade anti-inflamatdria dos acidos 5-
O-cafeoilquinico e 4,5-O-dicafeoilquinico e do &cido ursolico séo descritos na literatura
e a presenca destes nas raizes de S. brasilienis contribuiu para a atividade observada nas
fracOes acetato de etila e butandlica no modelo de migragdo celular. O isolamento destes
compostos nesta espécie pode embasar 0 uso popular da mesma no tratamento de

infeccdes nos Orgaos genitais de mulheres.
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