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RESUMO

CARVALHO JUNIOR, Almir Ribeiro. Metabdlitos Especiais Isolados de Eugenia
copacabanensis Kiaersk (Myrtaceae) e Avaliacdo de Atividades Antioxidante e
Antimicrobiana. 2013. 126 p. Dissertagdo (Mestrado em Quimica, Quimica Organica).
Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

O género Eugenia (Myrtaceae) compreende cerca 550 espécies de arvores e arbustos,
principalmente, encontrados nas Américas do Sul e Central. Vérias espécies do género séo
usadas na medicina popular no tratamento de enfermidades, tais como: diabetes, diarreia
crénica, dores no corpo, irritacdo na pele, etc. Isto tem motivado diversos estudos
relacionados tanto a composicdo quimica, quanto as propriedades biolégicas do género. O
objetivo deste trabalho foi estudar o perfil quimico da espécie Eugenia copacabanensis
Kiaersk, além de avaliar o potencial antioxidante e atimicrobiano da mesma. As substancias
descritas nesse trabalho foram isoladas a partir de técnicas cromatogréficas e identificadas
através de experimentos de RMN de *H e **C e comparacdo com dados da literatura. Das
folhas de E. copacabanenis foram isolados os triterpenos o e B-amirina, acido ursolico, acido
30-hidroxi-ursélico (&cido rubifélico) e betulina, os sesquiterpenos clovanodiol, globulol,
viridiflorol, esteroides p-sitosterol, B-sitosterol glicosilado e flavonoides canferol-3-O-
ramnosideo, quercetina-3-O-arabinosideo, quercetina. Enquanto que dos galhos foram
isolados, friedelina, friedelan-3,4-lactona, taraxerol e o0s cumaratos de octacosanila,
heptacosanila, hexacosanila e teracosanila. A partir de reacdes de acetilacdo e metilacdo do
acido 30-hidroxi-ursélico foram obtidos dos derivados: o acido diacetil rubifélico e diacetil
metil rubifolato, respectivamente. A atividade antioxidante dos extratos e fracfes foi avaliada
pelos métodos DPPH e [-caroteno-acido linoleico. Em ambos os casos, obteve-se 6timos
resultados, com valores de CEs variando entre 0,92+0,04 e 40,7+1,0 ug/mL e % de inibicao
de degradacéo entre 28,7+7,9 a 90,0+0,1%. A atividade antimicrobiana foi avaliada frente aos
microorganismos , Candida albicans, Cryptococcus neoformans e Rhizopus oryzae e 0s
extratos e fracOes de E. copacabanensis ndo foram ativos até a concentracéo de 2,5 mg/mL.

Palavras-chave: E. copacabanensis, triterpenos, atividade antioxidante.



ABSTRACT

CARVALHO JUNIOR, Almir Ribeiro. Metabdlitos Especiais Isolados de Eugenia
copacabanensis Kiaersk (Myrtaceae) e Avaliacdo de Atividades Antioxidante e
Antimicrobiana. 2013. 126 p. Dissertagdo (Mestrado em Quimica, Quimica Organica).
Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013.

The genus Eugenia (Myrtaceae) comprises about 550 species of trees and shrubs, mainly
found in Central and South America. Several species are used in folk medicine to treat
diseases such as diabetes, chronic diarrhea, body aches, skin rash, etc. This has motivated
diverse studies related to both the chemical composition and the biological properties of the
genus. The objective of this work was to study the chemical profile of the species Eugenia
copacabanensis, besides evaluating its antioxidant and atimicrobiano potential. The
compounds described in this work were isolated from chromatographic techniques and
identified by 1H and 13C NMR, GC-MS experiments besides comparison with literature data.
From leaves of E. copacabanenis were isolated o and -amyrin, ursolic acid, 30-hydroxy-
ursolic acid (rubifolico), betulin, B-sitosterol, B-sitosterol glycoside, clovanodiol, globulol,
viridiflorol and the flavonoids kaempferol-3-O-ramnosideo, quercetin-3-O-arabinoside, and
quercetin. While from branches were isolated, friedelin, friedelan-3,4-lactone, taraxerol,
octacosanyl coumarate, heptacosanyl coumarate, hexacosanyl coumarate and teracosanyl
coumarate. From acetylation and methylation reactions of acid 30-hydroxy-ursolic it were
obtained: diacetyl rubifolic acid methyl diacetyl rubifolato respectively. The antioxidant
activity of the extracts and fractions was evaluated by DPPH and p-carotene-linoleic acid
methods. In both cases, we obtained excellent results with ECsy values ranging between 0.92
+0.04 and 40.7 = 1.0 png/ml and % inhibition between 28.7 £7.9 to 90.0 + 0.1%. Antimicrobial
activity was evaluated against the microorganisms, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans and Rhizopus oryzae and extracts and fractions of E.
copacabanensis were not active until the concentration of 2.5 mg / mL.

Keywords: E. copacabanensis, triterpenos, atividade antioxidante.



INTRODUCAO
H& milhares de anos os produtos naturais sdo usados pela humanidade na busca de

alivio e cura de doencas (VIEGAS JR & BOLZANI, 2006). Porém, apenas recentemente, as
plantas se tornaram objetos de estudos cientificos relacionados as suas propriedades
medicinais além da procura de suas fungdes para o entendimento do ecosistema. Estima-se
que das 500.000 espécies de plantas superiores existentes no planeta, apenas 1% tenha sido
estudado, pelo seu potencial farmacologico (MELENDEZ & CAPRILES, 2006).

Mesmo nos dias atuais, apesar do desenvolvimento da industria farmacéutica, as
plantas medicinais continuam ocupando lugar de destaque no tratamento de diversas
enfermidades. Segundo estimativas da Organizacdo Mundial de Saude, 80 % da populacdo
mundial usa recursos das medicinas populares para suprir a necessidade de assisténcia médica
privada (MACEDO et al., 2007). O consumo de plantas medicinais tem base na tradigdo
familiar e tornou-se pratica generalizada na medicina popular. O dificil acesso da populacdo a
assisténcia médica, o alto custo de medicamentos industrializados bem como a tendéncia,
atual, ao uso de produtos de origem natural, séo fatores que vém contribuindo para o aumento
da utilizacdo desses recursos (BRASILEIRO et al., 2008).

Dados confirmam que cerca de 25% das prescricdes dispensadas nos paises
desenvolvidos durante os ualtimos 25 anos estavam relacionadas a medicamentos que
continham principios ativos de origem natural ou semi sintético, normalmente oriundos de
plantas superiores (NEWMAN et al., 2003). Porém, a necessidade de informacgbes que
comprovem, cientificamente, a eficacia de plantas como medicamentos tem despertado
interesse de muitos estudiosos ao redor do mundo. Neste sentido, a quimica de produtos
naturais, aliada as outras areas de conhecimento, vem sendo a ferramenta utilizada na busca
por substancias ativas, que justifiguem usos de plantas como alternativas terapéuticas.
Pesquisas na area de produtos naturais tém possibilitado encontrar novos modelos estruturais
e substancias bioativas eficazes, o que tem contribuido de forma significativa para a obtencéo
de novos medicamentos (BAHIA, 2007).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae é dividida em duas subfamilias conhecidas como Myrtoideae e
Leptospermoideae (VIEIRA et al., 2004; CARDOSO & SAJO, 2006). Composta por cerca
de 5500 espécies, distribuidas em aproximadamente 142 géneros (THORNHILL et al., 2012),
essa familia é largamente encontrada em regifes tropicais e subtropicais e alguns de seus
exemplares fazem parte da flora brasileira (DE OLIVEIRA et al.,, 2006). Segundo
ROMAGNOLO e SOUZA (2006), no Brasil, podem ser encontradas em torno de 23 géneros
que totalizam 1000 espécies.

Vérias espécies desta familia apresentam valor econdmico, como o eucalipto
(Eucalyptus spp.), utilizado na producdo de madeira e aromatizantes, e a goiabeira (Psidium

guajava), frutifera cujos frutos sdo apreciados in natura e industrializados.

2.2. O género Eugenia

O género Eugenia, um dos maiores da familia Myrtaceae (GOMES DA SILAVA &
PINHEIRO, 2007), é encontrado, principalmente, nas Américas Central e do Sul (VAN DER
MERWE et al., 2005), sendo constituido de aproximadamente 550 espécies de arvores e
arbustos (FRIGHETTO et al., 2005). Destas, 400 podem ser encontradas no Brasil (DE
OLIVEIRA et al., 2005).

As espécies deste género sdo encontradas na forma de arbustos a arvores com altura
entre 3 e 12 metros, apresentando frutos de formato eliptico de coloracdo amarelada,
alaranjada, vermelha vinacea, até preta quando maduro (ROMAGNOLO & SOUZA, 2006).

Algumas de suas espécies desempenham um papel socioecondmico importante em
determinadas regifes, por terem frutos utilizados na alimentacdo (MAGINA et al., 2009),
serem utilizadas em ornamentacdo (CASSANITI et al., 2009), produzirem 6leos essenciais de
valor comercial (DE OLIVEIRA et al., 2006) e serem utilizadas na medicina popular (YANG
et al., 2000). Como exemplos de espécies que apresentam frutos empregados na alimentacéo
podem ser citadas E. neonitida, E. rontifolia (DEFAVERI et al., 2011), E. uniflora (SANTOS
et al., 2012), E. edulis (HUSSEIN et al., 2003), E. desynterica (OLIVEIRA et al., 2011), E.
candolleana (GUIMARAES et al., 2009). A Figura 1, abaixo, mostra algumas espécies do

género em periodo de frutificacdo.



E. dysenterica

Figura 1. Exemplos de espécies do género Eugenia com frutos comestiveis.

2.3 Usos populares de espécies do género Eugenia

Em diversas partes do globo, plantas deste género vém sendo utilizadas na medicina
popular como agentes farmacéuticos, auxiliando no tratamento de diversas doencas.

Sementes de E jambolana (popularmente conhecida como jamboldo) séo largamente
utilizadas por populares em paises como Malasia e Australia, no tratamento de doencas
causadas por bactérias, fungos e virus. Extratos das sementes da planta sdo empregados no
tratamento de resfriado, tosse, febre, problemas de pele e ulcera (CHANDRASEKARAN &
VENKATESALU, 2004).

Extratos obtidos através de infusbes ou decoccdes das folhas de pitangueira (E.
uniflora) sdo empregados no tratamento de inflamacdes, dores reumaticas, febre e atuam na
prevencdo de doencas estomacais (AMORIM et al., 2009; VICTORIA et al., 2012). Diarreia,
hiperglicemia e hipertensdo sdo outros exemplos de enfermidades tratadas através do uso
desta especie vegetal (COSTA et al., 2010).

Outros exemplos de usos etnofarmacologicos de espécies do género encontram-se

disponiveis, de forma resumida, na Tabela 1.



Tabela 1. Alguns usos etnofarmacolégicos de espécies do género Eugenia.

| Espécie Parte utilizada Usos etnofarmacol6gicos Referéncia
E. axillares Ramos Afrodisiaca e diarreia SETZER, et al., 2006
E. beaurepaireana Folhas Adstringente, inflamagdes e Ulcera  REVILLA, 2002
E. brasiliensis Folhas, frutos e cascas do  Adstringente, diurético e tratamento REVILHA, 2002

caule

de reumatismo

E. caryophyllata

Botdes florais

Diarreia, dispepsia, dor de dente e
gastrite crbnica

YOO et al., 2005

E. cauliflora Cascas Asma, diarréia e CRUZ & KAPLAN,
dor de garganta 2004

E. cordata Folhas Diabetes mellitus, diarreia, doengas DEWIR et al., 2011
respiratdrias, dor de estomago,
intolerancia a glicose e tuberculose

E. condelleana Folhas Febre e dor DE OLIVEIRA et al.,

2006

E. cauliflora

Cascas do caule

Asma, diurético e dor de garganta

CRUZ & KAPLAN,
2004

E. dysenterica

Folhas e frutos

Bexiga, cicatrizante, diarreia,

laxativo e rins

CRUZ & KAPLAN,
2004

E. involucrata

Frutos

Digestivo, diarreia e reumatismo

HENRIQUE et al,
1993

E. jambolana Folhas, caule e sementes  Diabetes, diarreia, desinteira e SOOD et al., 2012;
Ulceras CHANDRASIKARA
N &
VENKATESALU,
2004
E. jambos Folhas Febre, inflamacGes e Ulceras YANG etal., 2000
gastricas
E. javanica Flores e frutos Antipirético, diarreia diurético e SIMIRGIOTIS et al,,

febre

2008; KUO et al.,
2004

E. malaccense

Folhas e frutos

Adstringente, anemia, catarro nos
pulmdes, coceira, diabetes, dores de

cabeca, disenteria, diurético,
estimulante de apetite, febre e
inflamacdes

DE OLIVEIRA et al.,
2006

E. punicifolia

Folhas e raizes

Diabetes mellitus, febre, males do
figado e resfriado

CRUZ & KAPLAN,
2004

E. rotundifolia

Folhas

Hipoglicemiante

E. singampattiana Folhas, flores e frutos Asma, problemas gastricos e KALAetal, 2011
reumatismo

E. sulcata Folhas Diarreia em criancas e febre CRUZ & KAPLAN,

2004

E. uniflora Folhas, frutos e caule Antifebril,  colesterol, diarreia, CRUZ & KAPLAN,
disenteria, febre, gota, gripe e 2004
reumatismo

S. guineense Caule Diarreia e dor de estbmago DJOUKENG et al,

2005

2.4 Aspectos farmacologicos do género Eugenia
O extenso uso etnofarmacoldgico e alimenticio de espécies do género Eugenia

estimularam varios trabalhos de investigacdo farmacoldgica das mesmas, tanto com extratos

brutos e fragdes, como com principios ativos isolados. Alguns destes trabalhos serdo

destacados a seguir.



Os extratos aquoso e metandlico das sementes de E. jambolana exibiram atividades

antibacteriana e antifungica in vitro, sendo efetivos contra Candida albicans, Aspergillus

flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus Niger, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus
(CHANDRASIKARAN & VENKATESALU, 2004).
O 6leo essencial extraido das folhas frescas de E. zuchowskiae apresentou atividade

citotoxica in vitro frente a linhagens de células tumorais, 0s constituintes majoritarios o-

pineno, a-copaeno, B-cariofileno e a-humuleno apresentaram citotoxicidade similar ao agente

anticancer doxorrubicina frente a linhagens de células de carcinoma mamario, sugerindo que

estes metabolitos sdo os principais responsaveis pela citotoxicidade deste Oleo essencial

(COLE et al., 2007).
Ja o Oleo essencial

extraido das folhas de E. condolleana exibiu atividade

antinoceptiva e acgdo anti-inflamatéria (GUIMARAES et al., 2009) Outras atividades

farmacoldgicas também foram relatadas para outras espécies (Tabela 2).

Tabela 2. Algumas atividades farmacoldgicas de espécies do género Eugenia

Espécies Parte usada Atividade farmacolb6gica Referéncia
E. beaurepaireana Folhas Antibacteriana e anti- MAGINA et al., 2009
inflamatdria
E. brasiliensis Folhas Antibacteriana e antidepressiva  COLLA et al., 2012
E. caryophyllata Folhas Anticariogénica, antimicrobiana, NONSEE et al., 2011;
antioxidante, citotéxica e KOUIDHI et al, 2010;
diabetes SHUKRI et al., 2010
E. chlorophylla Folhas e flores Antibacteriana e antifingica STEFANELLO et al., 2008
E. condelleana Folhas Anti-inflamatéria e antinoceptiva GIMARAES et al., 2009
E. discifera Folhas Antiinflamat6ria MARIDASS, 2008
E. dysenterica Frutos Laxativa LIMA et al., 2010
E. jambolana Caule, folhas e Antibacteriana, antifingica, SOOD et al., 2012;
sementes antioxidante, antiprotozoario, CHANDRASIKARAN &
antiviral, citotoxica e VENKATESALU, 2004; DOS
hipolipidémica SANTOS et al, 2012
SULTAMA et al., 2007
E. jambos Folhas Antinflamatéria e citotoxica YANG et al., 2000; SLOWING
etal., 1994
E. javanica Frutos Antibacteriana, antioxidante e SIMIRGIOTIS et al., 2008;
imunoestimulante KUO et al., 2004
E. pollicina Folhas Antioxidante RAMFUL et al., 2011
E. punicifolia Folhas Acgdo colinérgica em receptores GRANGEIRO et al., 2006
nicotinicos
E. malaccensis Cascas de caule e Antibacteriana, antifangica, LOCHER etal., 1995
folhas antiviral e moluscicida
E. rottleriana Folhas Antibacteriana GOPAN et al., 2007
E. singampattiana Frutos Antifungica JOTHI et al., 2009
E. triquetra Folhas Larvicida MORA et al., 2010
E. umbelliflora Folhas e frutos Antibacteriana e antifungica MACHADO et al., 2009
E. uniflora Folhas e Antibacteriano, antioxidante, VICTORIA et al., 2012;
sementes antimalérica, antiprotozoario, SANTOS etal., 2012

citotdxica, diurético e hipotensor




E. zuchowskiae Folhas Citotoxica COLE et al., 2007

2.4.1 Atividade antioxidante

A oxidagdo é parte fundamental da vida aerdbica e do nosso metabolismo e, desta
forma, os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfungdo bioldgica.
Esses radicais livres sdo denominados Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e Espécies
Reativas de Nitrogénio (ERN) (BARREIROS et al., 2006). O estresse oxidativo é causado
pelo desbalango entre os sistemas antioxidantes e a producdo de substancias oxidativas
(radicais livres) e estd associado & ocorréncia de vérias doencas, especialmente cancer,
doencas cardiovasculares e desordens inflamatérias (ATOUI et al., 2005).

O termo antioxidante pode ser definido como “qualquer substancia que, quando
presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou
previne a oxidacdo do mesmo” (HALLIWELL, 2000). O organismo humano possui defesas
antioxidantes enddgenas (por ex., superéxido desmutase), porém quando estas substancias
ndo sdo capazes de conter a producdo excessiva de EROs, 0 uso de antioxidantes exdgenos
provenientes da dieta alimentar ou outras fontes se faz necessaria (PIETA, 2000). Estudos
epidemiologicos tém associado dietas ricas em frutas e hortalicas com a reducédo do risco de
doencas cronicas, cardiacas, neurologicas e cardiovasculares, bem como diversos tipos de
cancer (PODSEDEK, 2007; BENAVENTE-GARCIA et al., 2001). Os principais
antioxidantes em vegetais sdo os tocoferois (vitamina E), acido ascérbico (vitamina C),
carotenoides e compostos fendlicos, especialmente os flavonoides (LIU et al., 2011;
PODSEDEK et al., 2007).

Admite-se que a propriedade antioxidante de compostos fendlicos esteja relacionada a
suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicéo,
atuando tanto na etapa de iniciagio como na propagacdo de processo oxidativo. Os
intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fendlicos sdo relativamente estaveis,
devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias (SOUZA et
al., 2007; HASLAM, 1996).

Relatos tém demonstrado que antioxidantes sintéticos empregados em industrias
alimenticias com o intuito de inibir a peroxidacao lipidica dos alimentos, tais como, butil-
hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT) e galato de propila (GP), tém apresentado
efeitos toxicos (SOUZA et al., 2007; SOARES, 2002). Considerando que os consumidores



vém apresentando rejeicdo pelo uso de antioxidantes sintéticos, hd um crescente interesse na
busca de antioxidantes provenientes de produtos naturais (LIU et al., 2011; MURCIA et al.,
2004).

2.5 Algumas consideraces sobre a quimica do género Eugenia

Uma revisdo acerca da constituicdo quimica deste género registra como principais
fitoconstituintes os Oleos essenciais (ricos em monoterpenos e sesquiterpenos), taninos
condensados e hidrolisaveis, flavonoides, triterpenos, &cido eldgico e seus derivados,
cromonas e fenilpropandides nas diferentes espécies Além disto, alguns trabalhos destacam o
valor nutricional dos frutos de Eugenia ricos em vitamina C (acido ascdrbico) e carotenoides
(licopeno, B-caroteno, luteina, rubixantina, dentre outros) que asseguram seu potencial como

fonte de antioxidantes naturais.

2.5.1 Triterpenos

Triterpenos compreendem um vasto grupo de substancias naturais que apresentam
uma gama de atividades bioldgicas, tais como anti HIV, anti-inflamatoria e antimalarial
(LUNARDI et al., 2001). Essa classe de substancias tem se mostrado presente em espécies do
género Eugenia e essas substancias sdo ditas como responsaveis por diversas propriedades
biologicas observadas no género (JUNGES et al., 1999). Em relacdo aos triterpenos isolados
no género, observa-se predominancia de pentaciclicos com esqueletos dos tipos lupano,
ursano e oleanano. Friedelanos e taraxeranos também séo observados no género, porém, com
ocorréncias mais restritas.

Das folhas de E. moraviana foi isolado um triterpeno inédito (Figura 2), derivados do
acido betulinico, conhecido como acido 6a-hidroxibetulinico (22), além de outras substancias
mais comuns, tais como &cido betulinico (21) e B-sitosterol (31) (LUNARDI et al., 2001).

O estudo quimico de E. grandis, realizado por MANOHARAN et al., (2007), resultou
no isolamento do &cido 2o,3pB-dihidroxilup-12-em-28-oico (25), um triterpeno inédito com
esqueleto lupano, além de um conhecido como &cido 3B-dihidroxilup-12-em-28-oico (26) e
outras substancias mais comuns, como friedelina (27), friedelinol (28) e &cido aleanolico (10).

Friedelan-3,4-lactona é um triterpeno raro, cujo primeiro relato de isolamento ocorreu

na espécie Euonymus japonicus em 2006 (MASAAKI et al., 2006). Este composto foi isolado



dos galhos de E. copacabanensis (CARVALHO JR et al., 2012). Na Tabela 3 sdo mostrados

outros exemplos de triterpenos e esteroides presentes no género.

Tabela 3. Alguns triterpenos isolados do género Eugenia

| Composto Espécie Referéncia

o-amirina (1) E. singampattiana KALA etal., 2011
E. gustavinoides BANNON et al., 1976
E. copacabanensis CARVALHO et al., 2012B
E. brasiliensis MAGINA et al., 2012

Acido ursolico (2) E. javanica SRIVASTAVA et al., 1995
E. gustavinoides BANNON et al., 1976
E. copacabanensis CARVALHO JUNIOR et al.,

2012B

Acido 2-hidroxi-ursolico (3) E. gustavinoides BANNON et al., 1976
Acido 30-hidroxi-ursolico (4) E. copacabanensis CARVALHO JUNIOR et al,
2012B
Acido asiatico (5) E. crebrinervis BANNON et al., 1976
E. gustavinoides BANNON et al., 1976
Acido 6-hidroxi-ursolico (6) E. guineensis DJOUKENG et al., 2005
Acido asiatico 6-glucopiranosil E. guineensis DJOUKENG et al., 2005
ester (7)
Acido jacoumarico (8) E. javanica SRIVASTAVA et al., 1995
B-amirina (9) E. biflora GOTTLIEB et al., 1971
E. copacabanensis CARVALHO et al., 2012B
E. brasiliensis MAGINA et al., 2012
Acido oleandlico (10) E. jambolana RAJASEKARAN et al., 1998
E. jambolana SUBRAMANIAN E NAIR,
1972
E. grandis MANOLARAN et al., 2007
E. gustavinoides BANNON et al., 1976
Acido arjundlico (11) E. javanica SRIVASTAVA et al., 1995
E. cordata CANDY etal., 1968
E. crebrinervis BANNON et al., 1976
E. gustavinoides BANNON et al., 1976
Acido 3p-cis-p-coumaroiloxi- E. sandwisensis GU et al., 2001
20, 23-dihidroxiolean-12-en-28-
oico (12)
Acido 3p-trans-p-coumaroiloxi-  E. sandwisensis GU et al., 2001
20.,3B-dihidroxiolean-12-en-28-
oico (13)
Acido 23-trans-p-coumaroiloxi-  E. sandwisensis GU et al., 2001
20.,3B-dihidroxiolean-12-en-28-
oico (14)
Eritrodiol (15) E. formosa MAJUDAR & THAKUR, 1970
Acido crategolico (16) E. gustavinoides BANNON et al., 1976
E. jambolana GUPTA & SHARMA, 1974
Acido termindlico (17) E. guineensis DJOUKENG et al., 2005
Acido arjunélico B- E. guineensis DJOUKENG et al., 2005
glucopiranosil ester (18)
Lupeol (19) E. jambos KUIATE et al., 2007
Betulina (20) E. jambos KUIATE et al., 2007
E. copacabanensis CARVALHO JUNIOR et al.,
2012a
E. brasiliensis MAGINA et al., 2012
Acido betunilico (21) E. moraviana LUNARDI et al., 2001



E. jambolana BHARGAVA et al., 1974
GUPTA & SHARMA, 1974

E. maire BRIGGS etal., 1961

E. sandwicensis GU et al., 2001

E. jambos KUIATE et al., 2007

E. grandis MANOHARAN et al., 2007
Acido 6-a-hidroxi-betulinico E. moraviana LUNARDI et al., 2001
(22)
3 metil epi-betulinato (23) E. javanica SRIVASTAVA et al., 1995
29-hydroxiplatan-28-ato de - E. florida JUNGES et al., 1999
glicosila (24)
Acido 2a.,3p-hidroxilup-12-en-  E. grandis MANOHARAN et al., 2007
28-0ico (25)
Acido 3B-hidroxilup-12-en-28- E. grandis MANOHARAN et al., 2007
0ico (26)
Friedelina (27) E. jambolana BHAGAVA et al., 1974

E. jambos KUIATE et al., 2007

E. cordata CANDY etal., 1968

E. grandis MANOHARAN et al., 2007

E. copacabanensis CARVALHO JR et al., 2012a
Friedelinol (28) E. jambolana BHARGAVA et al., 1974

E. cordata CANDY et al., 1968

E. grandis MANOHARAN et al., 2007

E. Jambos KUIATE et al., 2007
Friedelan-3,4-lactona (29) E. copacabanensis CARVALHO JR et al., 2012b
Taraxerol (30) E. copacabanensis CARVALHO JR et al., 2012b
B-sitosterol (31) E. jambolana BHARGAVA et al., 1974

E. maire BRIGGS etal., 1961

E. cordata CANDY etal., 1968

E. moraviana LUNARDI et al., 2001

E. grandis MANOHARAN et al., 2007
B-sitosterol-3-O-glicosideo (32)  E. jambolana BHARGAVA et al., 1974




0
i

R R R, Ry Ry Rs R R R Rg
() H OH CH; H CH; CH (9 H OH CHy H Ch (19 H H CHy Chg
(20 H OH CH; H COH CHy (10) H OH CH, H COH (200 H H CHOH C Hg
3 OH OH CH; H COH CH, (11) OH OH CH,OH H CO,H 1) H H COH CHy
(4) H OH CH; H COH CHOH (12) OH G CHOH H COH (22) H OH COH  CH,
(5) OH OH CH,OHH CO,H CH, (13) OH G, CHOH H COH 23) H H CO2CH3 CH3
(6) OH OH CH,OH OH COH CHs (14) OH OH G, H COH (@4 H H  COGle C HOH
() OH OH CH,OHH CO,Glc CH, (5) H OH CH; H CHOH (@5) OH H COzH  CH3
8 OH G, CHy H COH CH (16) OH OH CHs H  COH

(17) OH OH CH,OH OH CO.H
G;= cis-p-cumaroxi (18) OH OH CH,OH H CO,Glc

G,= trans-p-cumaroxi

R
(25) OH (27) c=0 (29)
(26) H (28) OH

31 H
(30) Esz)) Gle

Figura 2. Alguns triterpenos e esteroides isolados do género Eugenia

2.5.2 Flavonoides

O perfil de flavonoides encontrado no género (Tabela 4) inclui a presenca de
chalconas, flavonois, flavonas, flavanonas, antocianinas e catequinas com ampla variedade no
padrdo de hidroxilacdes, O- e C-metilacdes e glicosilacGes.

Chalconas compreendem um grupo de compostos polifendlicos que sdo intermediarios
na biossintese de flavonoides e sdo associados a vérias atividades bioldgicas, incluindo
antiviral (KIAT et al., 2006), antifungica (SVETAZ et al., 2004) e anti-inflamatoria
(LESPAGNOL et al., 1972). As chalconas e dihidrochalconas (Figure 1) isoladas de Eugenia
apresentam um padrdo de substituicdo C-3” e/ou C-5’-Me que € relativamente raro, tendo
potencial como marcador taxonémico. Segundo The Dictionary of Natural Products (2004),
as chalconas e dihidrochalconas C-metiladas sdo compostos de ocorréncia restrita e em 2004

representavam menos de 5% do total de chalconas de ocorréncia natural descritas. Das doze
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chalcones e dihydrochalcones (76-81) descritas para o género Eugenia, cerca de 70%
apresentam o padrdo de substituicdo C-3” e/ou C-5’-Me.

A presenca de flavonois ja foi descrita em véarias espécies de Eugenia (Tabela 4),
sendo formados principalmente pelas agliconas miricetina (41) e quercetina (35) e seus
derivados metilados e glicosilados (Figure 2). Outras agliconas e derivados também podem
ser encontrados, como o caemferol (33), mearnsetina (47) e gossypetina O-metil glicosilada
(40). A glicose, a ramnose e a galactose aparecem como os carboidratos mais frequentes,
podendo-se considerar a arabinose e a xilose como de ocorréncia mais rara. A ocorréncia de
flavonas no género Eugenia é mais restrita. Duas novas 3-C-metil flavonas glicosiladas foram
isoladas das partes aéreas de E. kurzii, a 3-C-metil-apigenina-5-O-ramnosideo (57) e a 3-C-
metil-luteolina-5-O-ramnosideo (58) (Painuly & Tandon, 1983). Ja das folhas de E. biflora foi
isolada uma 6°,8’-C-metil flavona denominada eucaliptina (59) (GOTTILIEB et al.,1972).
HARON et al. (1992) investigaram a ocorréncia de flavonois and proanthocyanidins em 17
espécies deste género, a miricetina (41), a quercetina (35) e o kaempferol (33) foram
identificados em 100, 71 e 24% das espécies investigadas, respectivamente.

Outra subclasse de flavonoides de ocorréncia frequente na familia Myrtaceae séo as
antocianinas, responsaveis pelo processo de pigmentacéo de flores e frutos e com importantes
propriedades farmacoldgicas descritas, dentre estas, destacam-se como bons agentes
antioxidantes (EINBOND et al. 2004). Dentre as antocianinas identificadas no género
Eugenia, podem ser citadas a delfinidina (70), malvinidinas (71) e pentunidinas 3,5-
diglicosiladas (75). A Tabela 4 mostra uma lista com os flavonoides isolados no género e a

Figura 3 apresenta suas respectivas estruturas.

Tabela 4. Alguns flavonoides isolados do género Eugenia

Composto Espécie Referéncia

Canferol (33) E. jambolana SUBRAMANIAN & NAIR, 1972
BHARGAVA et al., 1974
MAHMOUD et al., 2001

E. edulis HUSSEIN et al., 2003

E. castanea HARON et al., 1992

E. doubledayi HARON et al., 1992

E. hirta HARON et al., 1992

E. virens HARON et al., 1992
Caferol-3-0-(6-O-galoil-B-D- E. hyemaslis BOKESCH et al., 2008
glucopiranosideo) (34)
Quercetina (35) E. jamblana SUBRAMANIAN & NAIR, 1972

BHARGAVA et al., 1974
TIMBOLA et al., 2002

E. javanica KUO et al., 2004
SIMIRGIOTIS et al., 2008
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E. edulis HUSSEIN et al., 2003

E. luschnathiana REYNERTSON et al., 2008

E. reinwardtiana REYNERTSON et al., 2008

E. choapamensis HARON et al., 1992

E. castanea HARON et al., 1992

E. doubledayi HARON et al., 1992

E. glomerata HARON et al., 1992

E. grandis HARON et al., 1992

E. hirta HARON et al., 1992

E. leucoxylon HARON et al., 1992

E. mugiensis HARON et al., 1992

E. prasina HARON et al., 1992

E. spicata HARON et al., 1992

E. uniflora HARON et al., 1992

E. virens HARON et al., 1992

E. brasiliensis MAGINA et al., 2012
7-metil-quercetina (36)
Quercetina-3-D-glusideo (37) E. jambolana SUBRAMANIAN & NAIR, 1972
Quercetina-4’’-O-acetato (38) E. jambolana MAHMOUD et al., 2001
Rutina (39) E. brasiliensis REYNERTSON et al., 2008
Gossypetina-3,5-dimetil-5-O-B-  E. edulis HUSSEIN et al., 2003

glucosideo (40)

Miricetina (41) E. jambolana SUBRAMANIAN & NAIR, 1972
TIMBOLA et al., 2002
MAHMOUD et al., 2001

E. javanica KUO et al., 2004
E. malaccensis DE OLIVEIRA et al., 2006
E. luschnathiana REYNERTSON et al., 2008
E. reinwardtiana REYNERTSON et al., 2008
E. axillaris HARON et al., 1992
E. choapamensis HARON et al., 1992
E. cariophylus HARON et al., 1992
E. castanea HARON et al., 1992
E. doubledayi HARON et al., 1992
E. fastigiata HARON et al., 1992
E. glomerata HARON et al., 1992
E. grandis HARON et al., 1992
E. hirta HARON et al., 1992
E. jambos HARON et al., 1992
E. leucoxylon HARON et al., 1992
E. mugiensis HARON et al., 1992
E. papillosa HARON et al., 1992
E. prasina HARON et al., 1992
E. spicata HARON et al., 1992
E. uniflora HARON et al., 1992
E. virens HARON et al., 1992
Miricetina-3,5,3-trimetil eter E. edulis HUSSEIN et al., 2003
(42)
Miricetina-3-O-(4>’-O-acetil)-o-  E. jambolana MAHMOUD et al., 2001

L-rhamnopirasideo (43)

Miricetina-4’-metil ether 3-O-o-  E. jambolana MAHMOUD et al., 2001
L-rhamnopirasideo (44)

Miricetina-3-L-arabinosideo (45) E. jambolana SUBRAMANIN & NAIR, 1972
Miricetrina (46) E. jambolana MAHMOUD et al., 2001
Mearnsetina (47) E. malaccensis DE OLIVEIRA et al., 2006
Mearnsetina-3-0-(47-O-acetil)-  E. jambolana MAHMOUD et al., 2001

o-L-rhamnopiranosideo (48)

Mearnsitrina (49) E. javanica NAIR et al., 1999

Afzelina 2”-O-galato (50) E. hyemalis BOKESCH et al., 2008




Afzelina 3”-O-galato (51) E. hyemalis BOKESCH et al., 2008
Catequina (52) E. pollicina RAMFUL et al., 2011

E. brasiliensis MAGINA et al., 2012
Epicatequina (53) E. pollicina RAMFUL et al., 2011
Epicatequina gallato (54) E. pollicina RAMFUL et al., 2011
Dihidromiricetina (55) E. jambolana SUBRAMANIAN & NAIR, 1972
(2S)-8-formil-5-hidroxi-7- E. uperculata YE etal., 2004
metoxi-6-metil-flavanona (56)
3-C-metilapigenina-5-O- E. Kurzii PAINULY & TANDON, 1983
rhamnosideo (57)
3-C-metilluteolina-5-0O- E. Kurzii PAINULY & TANDON, 1983
rhamnosideo (58)
Eucaliptina (59) E. biflora GOTTLIEB et al., 1971
2’-C-metil’5’-O- E. javanica NAIR et al., 1999
galoilmiricetina-3-O-
rhamnopyranoside (60)

Sizalterina (61)

. Johnsonii FMuell

HARRIS et al., 2007

E
Cianidina (62) E. brasiliensis FLORES et al., 2012
Cianidina-3-arabinosideo (63) E. brasiliensis FLORES et al., 2012
Cianidina-3-glucosideo (64) E. agregata REYNERTSON et al., 2008

E. brasiliensis REYNERTSON et al., 2008

E. javanica REYNERTSON et al., 2008

E. brasiliensis FLORES et al., 2012

E. umbelliflora KUSKOSKI et al., 2003
Cianidina-3-xylosideo (65) E. brasiliensis FLORES et al., 2012
Cianidina-3-galactosideo (66) E. brasiliensis FLORE et al., 2012
Delfinidina (67) E. brasiliensis FLORES et al., 2012
Delfinidina-3-pentosideo (68) E. brasiliensis FLORES et al., 2012
Delfinidina-3-glucosideo (69) E. agregata REYNERTSON et al., 2008

E. brasiliensis REYNERTSON et al., 2008

E. umbelliflora KUSKOSKI et al., 2003
Delfinidina-diglucosideo (70) E. jambolana VEIGAS et al., 2007
Malvidina-3,5-diglucosideo (71)  E. myrtifolia LONGO et al., 2007

E. jambolana VEIGAS et al., 2007
Malvidina-3-glucosideo (72) E. brasiliensis FLORES et al., 2012

E. umbelliflora KUSKOSKI et al., 2003
Pelargonidina-3-glucosideo (73)  E. umbelliflora KUSKOSKI et al., 2003
Peonidina-3-glucosideo (74) E. umbelliflora KUSKOSKI et al., 2003
Pentunidina diglicosideo (75) E. jambolana VEIGAS et al., 2007

E. umbelliflora KUSKOSKI et al., 2003
3’-formil-4’-6’-dihidroxi-2’- E. uperculata YE et al., 2004

metoxi-5’-metil chalcona (76)

Pinostrobin chalcona (77) E. singampattiana KALA etal., 2011
Aurentiacina (78) E. javanica KIM et al., 2012
Mirigalona (79) E. jambos JAYASINGHE et al., 2007
Mirigalona G (80) E. jambos JAYASINGHE et al., 2007
2’,6’-dihidroxi-4-metoxi E. jambos JAYASINGHE et al., 2007

dihidrochalcona (81)
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Figura 3. Alguns flavonoides isolados de espécies do género Eugenia

2.5.3 Taninos

Segundo a estrutura quimica, 0s taninos sdo usualmente classificados em dois grupos:
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis, biossintetizados a partir do chiquimato,
sdo constituidos de ésteres de acidos galicos e acidos elagicos glicosilados, onde os grupos
hidroxilas sdo esterificados com os &cidos fendlicos. J& os taninos condensados, ou

proantocianidinas, sdo polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol (MONTEIRO et al.,
2005).
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Considerando os estudos fitoquimicos relatados até entdo, observou-se que no género
Eugenia a ocorréncia de taninos elagicos e galicos (hidrolisaveis) é muito mais frequente
entre as espécies citadas quando em comparacao as proantocianidinas (taninos condensados).

Das folhas de E. uniflora foram isolados dois novos taninos hidrolisaveis
macrociclicos denominados Eugeniflorinas D, (123) e D, (125). Eugeniflorina D, (125) foi o
primeiro composto a possuir um grupo dehidrovaloneoil na molécula (LEE et al., 1997).

Das folhas de E javanica (sinonimia Syzygium samarangense) e E aquea foram
isoladas duas novas proantocianidinas denominadas samarageninas A (82) B (83),
respectivamente. Este foi o primeiro relato de isolamento de proantocianidinas que
apresentam ligacdo do tipo éter, formada por um acoplamento oxidativo pirogalol-pirogalo
(NONAKA et al.,, 1992). HARON e colaboradores (1992) investigaram a presenca de
procyanidina e prodelfinidina em 17 espécies de Eugenia e observaram essas duas
proantocianidinas em 82% das espécies investigadas. A Tabela 5 e a Figura 4 mostram

alguns dos taninos isolados no género.

Tabela 5. Alguns taninos isolados do género Eugenia

Composto Espécie Referéncia
Samaragenina A (82) E. javanica NONAKA et al., 1992
samaragenina B (83) E. javanica NONAKA et al., 1992
Prodelfinidin B-2,3”-O-gallate E. javanica NONAKA et al., 1992
(84)
Galoil prodelfinidina B-3.3"-O- E. javanica NONAKA et al., 1992
galato (85)
Vescalagina (86) E. grandis NONAKA et al., 1987
Castalagina (87) E. grandis NONAKA et al., 1987
Casuariina (88) E. cariofilata TANAKA et al., 1983
Pterocarinina A (89) E. cariofilata TANAKA et al., 1993
2,3-di-O-galoil-b-D-glucose (90) E. cariofilata TANAKA et al., 1993
1,2,3,6-tetra-O-galoil-B-D- E. cariofilata TANAKA et al., 1993
glucose (91)
1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-b-D- E. cariofilata TANAKA et al., 1993
glucose (92)
Strictinina (93) E. cariofilata TANAKA et al., 1993
1-desgaloileugeniina (94) E. cariofilata TANAKA et al., 1993
1-(B)-O-galoilpendunculagina E. cariofilata TANAKA et al., 1993
(95)
Rugosina A (96) E. cariofilata TANAKA et al., 1993
Rugosina D (97) E. cariofilata TANAKA et al., 1993
Rugosina E (98) E. cariofilata TANAKA et al., 1993
Terflavina (99) E. grandis NONAKA et al., 1987
1-O-galoil castalagina (100) E. grandis NONAKA et al., 1987
E. jambos YANG et al., 2000
Casuarinina (101) Jambos YANG et al., 2000
Jamutannina A (102) E. jambolana OMAR et al., 2012
Jamutannina B (103) E. jambolana OMAR et al., 2012
Cornussina B (104) E. jambolana OMAR et al., 2012
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Oenotheina B (105) E. uniflora LEE et al., 1997
Oenotheina C (106) jambolana OMAR et al., 2012
Acido 3,3’ 4-tri-O-metil elagico E. maire BRIGGS et al., 1961
(107)
Syzyginina A (108) E. cariofilata TANAKA et al., 1996
Syzyginina B (109) E. cariofilata TANAKA et al., 1996
Gemina D (110) E. cariofilata TANAKA et al., 1996
Eugenina (111) E. cariofilata KIM et al., 2001
TANAKA et al., 1993
NONAKA et al., 1980
E. jambolana MAHMOUD et al., 2001
acido 3-O-B-D-(6-galoil)- E. cariofilata TANAKA et al., 1993
glucopiranosil galico (112)
2-O-galoil arbutina (113) E. hyemalis BOKESCH et al., 2008
4-O-galoil arbutina (114) E. hyemalis BOKESCH et al., 2008
2,6-di-O-galoil arbutina (115) E. hyemalis BOKESCH et al., 2008
2,4,6-tri-O-galoil arbutina (116) E. hyemalis BOKESCH et al., 2008
Hyemalosideo A (117) E. hyemalis BOKESCH et al., 2008
Hyemalosideo B (118) E. hyemalis BOKESCH et al., 2008
Hyemalosideo C (119) E. hyemalis BOKESCH et al., 2008
4-hydroxy-3-metoxi-fenol 1-O-f- E. cariofilata TANAKA et al., 1993
D-(6’-O-galloil)-
glucopiranosideo (120)
Metil 2-0-(6’-O-gallol)-D- E. cariofilata CHUN et al., 2010
glucopiranoside (121)
Nilocitin (122) E. jambolana MAHMOUD et al., 2001
Eugeniflorina D, (123) E. uniflora LEE et al., 1997
Oenotheina B (124) E. jambos YANG et al., 2000
Eugeniflorina D, (125) E. uniflora LEE et al., 1997
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2.6 Algumas informaces sobre a espécie Eugenia copacabanensis

Eugenia copacabanenesis Kiaersk (Figura 5), popularmente conhecida como

princesinha de copacabana, € uma espécie encontrada na forma de arbusto com até 6 m de

altura, que ocorre, principalmente, em restingas localizadas no Rio de Janeiro (SOUZA &

MORIN, 2008). Suas folhas, quando novas, sdo de coloracdo avermelhada, contrastando com

as folhas maduras, de coloracdo verde brilhante, por isso esta espécie costuma ser cultivada

para fins de ornamentacdo. Seus frutos, em forma de pera, sdo muito apreciados como sucos.
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Figura 5. Folhas, flores e frutos de Eugenia copacabanensis.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Fazer o estudo quimico da espécie Eugenia copacabanensis, aplicando técnicas
cromatograficas para isolamento dos metabdlitos presentes na espécie, utilizando-se de
técnicas espectroscopicas para elucidacdo estrutural dos mesmos e realisar ensaios

biologicos de extratos, fracBes e substancias isoladas desta espécie.

3.2 Objetivos Especificos

e Buscar informacdes na literatura relacionadas a aspectos quimicos e farmacologicos de

espécies do género, visando aquisicdo de conhecimento relacionado ao género;
e Fazer a coleta do material vegetal;

e Preparar os extratos das folhas e galhos da planta, utilizando a maceracdo como método

de extracao;
e Isolar, purificar e identificar metablitos especiais dessa espécie;

e Preparar derivados, quando necessario, com o proposito de facilitar a identificacdo dos

compostos isolados e potencializar alguma atividade biolégica pré-existente;
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e Avaliar as atividades antioxidante e antimicrobiana dos extratos, e fracOes de E.
copacabanensis.

4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes e equipamentos

Utilizou-se evaporador rotatério Fisaton 801 para concentracdo dos extratos
brutos e fragdes.

As analises em cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas
em cromatofolhas de aluminio 20x20 cm com silica gel 60 Fjs4, da Merck. As substancias
foram visualizadas através de irradiacdo com lampada ultravioleta com comprimentos de onda
de 254 e 365nm e/ou reveladas com os reagentes vanilina sulfurica (vanilina: 1,0 g, 45 mL de
agua, 45 mL de EtOH e 10 mL de H,SO,) e vapores de iodo.

Para cromatografia em coluna foi usada como fase estacionaria silica gel 70-230
mesh, e para cromatografia em coluna rapida (flash) foi usada silica gel 230-400, ambas da
marca Vetec. Os solventes e reagentes utilizados foram de grau P.A.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho Mel-Temp Il do Laboratory
devices U.S.A., utilizando-se capilar sem correcdo dos valores.

Os espectros de absorcdo no infravermelho (IV) foram registrados em um
espectrofotometro VERTEX-70 com transformada de Fourier, em pastilnas de KBr ou em
filmes sobre cela de NaCl.

As técnicas fotométricas foram realizadas em espectrofotometro UV-Vis da marca
Shimadzu, modelo UV-mini 1240, em cubeta de quartzo de caminho 6tico de 1 cm.

Os cromatogamas e espectros de massas foram registrados em espectrometro de
massas computadorizado com analisador quadrupolo e ionizacdo por impacto de elétrons, 70
eV, acoplado em cromatdgrafo com fase gasosa, CG/EM-QP2010 Plus da Shimadzu.

Nas analises realizadas em CLAE utilizou o aparelho Shimadzu LC DAD com
detector de fotodiodo, com coluna Shimadzu C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 um) e CLAE
Shimadzu LC-20AT, detector UV.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono-13
(RMN *C), incluindo experimentos em 2D, foram obtidos em aparelhos Briicker, modelos
Advance Il com frequéncias de 400 MHz e 500 MHz para'H e 125 MHz e 100 MHz para
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13C. Os solventes usados foram cloroférmio deuterado (CDCls), metanol deuterado (D;COD)
acetona deuterada (DsCCOCD3) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg). Como padréo
interno foi usado tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (3) foram obtidos em

parte por milh&o (ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram expressos em Hertz (Hz).

4.2 Material vegetal
As folhas e galho de E. copacabanensis foram coletados no dia 03/06/2010 em

arraial do cabo, restinga do salgado, préximo ao condominio caicara, aproximadamente as
11:30 h.

A ratificacdo taxondmica foi realizada pelo botanico Marcelo Souza (Museu Nacional-
UFRJ) e h4a uma exsicata, de n°® 34535, depositada no Herbario RBR, IB-UFRRJ.

4.3 Obtencao dos extratos brutos
Apos secagem de todo material botanico, folhas (501,0 g) e galhos (888,5 g) foram

triturados e submetidos, separadamente, a extracdo, por maceracdo exaustiva em metanol. Os
extratos foram concentrados em evaporador rotatorio a 40°C, sobre pressdo reduzida.
Obtendo-se 382,439 de extrato metandlico de folhas de E. copacabanensis (EMF, 76,3 %) e
133,339 do extrato metandlico de galhos da mesma (EMG, 15 %).

4.4 Fracionamento do extrato EMF
O estrato EMF (300g) foi solubilizado em uma solu¢cdo metanol: agua (30%) e a

fracdo soltvel foi vertida em um funil de decantacdo e fracionado por sucessivas particoes
com os solventes hexano, diclorometano e butanol. Desse fracionamento foram obtidas quatro
fracdes: a fracdo em hexano (EMF-H, 13 g), fracdo em diclorometano (EMF-D, 29,5 g),
fracdo em alcool butilico (EMF-B 33,5 g) e o residuo hidrometandlico. Ja a fracdo insollvel
(P-EMF) foi armazenada na geladeira para ser estudada futuramente. Abaixo, encontra-se o

Esquema 1 que resume esta etapa.
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EMF (300,0 g)

| MeOH: Agua (30%)
| |

EMF P-EMF
Hexano 309
| |
EMF- H EMF’
13,09 Diclorometano
EMF-D EMF”
2959 Butanol
Esquema 1. Particdo do extrato EMF. ESI\QZ_QB Resmll.slg Igrg e

4.4.1 Fragdo EMF-H
Parte da fracdo EMF-H (9g) foi submetida & cromatografia em coluna (CC), eluida

com n-hexano, n-hexano-CHCI; e CHCIs-AcOEt, fornecendo 148 fracdes, recolhidas em
erlenmeyer de 125 mL. O grupo de fragdes 33-39 (551,0 mg) foi recromatografada em coluna
produzindo 30 fragdes sendo a de numero 9, sélido branco, identificada como uma mistura de
dois triterpenos conhecidos como o e B-amirina (1 + 2, 13,2 mg) e a fragdo 22 identificada
como f-sitosterol (9, pf = 138-141° C, 28,0 mg).

O grupo de fragdes de 76 a 84 forneceu um solido amorfo branco. Este foi lavado com
hexano, submetido a analises de RMN 'H, RMN de *C e CG-MS e identificado como
betulina (4, pf = 254-257° C, 113 mg). A fracdo 133-134 foi recromatografada e a fracdo FM-
H 7-20, 6leo amarelado, submetida as técnicas de RMN uni e bidimensionais e CG-MS. As
andlises dos dados espectrais permitiram identifica-la como uma mistura dos sesquiterpenos
clovanodiol, globulol e viridiflorol (5 + 6 + 7, 14,3 mg). O Esquema 2, abaixo, ilustra, de

forma resumida, esta etapa.
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EMF-H (9,0 9)

CC: hexano, CHCI3, EtOAC

148 Fracdes

EMF- H 33-39° EMF- H 76-84 EMF- H 133-134°
551,0 mg* 120,0 mo? 42,0 mg
CC: hexano, Lavagem com CC: CHCls,
CHClI;, EtOAC hexano EtOAC
Fr 9% 1 + 2 (13,2 mg) 4 Fr7-20:5+6+7"
Fr 22%: 9 (28,0 mg) 113,0 mg 14,3 mg

ACHCl5 (100%); "CHCI-EtOAC (5%); CEtOAC (100%); “hexano-CHCIs (1:1); *hexano-
CHCI, (2:8); 'CHCI3-EtOAC (6:4)

Esquema 2. Fracionamento cromatogréafico de EMF-H.

4.4.2.1 Fragdo EMF-D
A partir de EMF-D (20,0 g), através de uma coluna filtrante contendo gel de silica,

foram obtidas trés novas fragdes. Os solventes utilizados neste processo foram diclorometano
(EMF-Dq, 3,2 g), acetato de etila (EMF-D5, 11,0 g), e butanol (EMF-Dy, 3,0 g).

EMF-D; foi submetida a CC, eluida com CHCI3; 100 %, aumentando a polaridade até
CHCI3-MeOH (1:1). Neste caso, foram obtidas 149 fracGes. A fracdes 8 e 44-48 foram
identificadas como acido ursolico (3, pf = 275-279° C, 23,0 mg) e acido 30-hidroxi-ursélico
(8, pf = 282-285° C , 13,0 mg), respectivamente. As fragcdes EMF-D, 77-78 e 90-106 foram
purificadas em coluna contendo Sephadex LH-20, eluidas com MeOH, produzindo,
respectivamente, caemferol-3-O-rhamnosideo (11, 11.3 mg) e quercetina-3-O-rhamnosideo
(12, 7.2 mg). A fracdo EMF-D3 foi, também, cromatografado em coluna com gel de silica,
eluida com sistema andlogo ao empregado para a fragdo EMF-D; e forneceu 209 fracdes. A
fracdo 60-63 foi lavada com acetona e identificada como b-sitosterol glicosilado (10, 28 mg).
A fracdo 96-114 (27,0 mg) foi purificada em coluna Sephadex LH-20 e identificada como
quercetina-3-O-xyloside (13, 4,7 mg). Abaixo, encontra-se 0 Esquema 3, que ilustra este

procedimento.
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EMF-D (20,0 g)

Filtragdo em coluna
recheada com silica

Diclorometano Acetato de etila Butanol
EMF-D; EMF-D, EMF-D3;
309 1109 3049
CC: hexano, CHCI;, MeOH CC: hexano, CHCI;, MeOH *
|
149 fracdes
¢ Fr. 60-63: 10°
I T | | | 28,0 mg
Fr.8:3% || Fr.44-48:8" | | Fr.77-78° | | Fr.90-106° -
23,0 mg 13,0 mg 111,0 mg 72,8 mg Fr.71-74
Sefadex LH-20 Sefadex LH-20 21,0mg
MeOH MeOH Sefadex LH-20
MeOH
11 12 °
*Foram coletadas 209 fracioes 11,3 mg 7,2mg 13
a b c d 4’7 mg
CHCl; (100%); "CHCl;-MeOH (1,0%); "CHCl;-MeOH (2,5%):; - CHCl,-MeOH

(5,0%): *CHCI5-MeOH (10,0%);

Esquema 3. Fracionamento cromatografico de EMF-D.

4.4.2.2 Acetilacao da substancia 8
Em um baldo de 50 mL foram misturados 10 mg do composto 8 (0,021 mmol), 1 mL

de piridina e 0,2 mL de anidrido acético (0,21 mmol). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo durante o periodo de 24 horas. Posteriormente, o0 mesmo foi vertido em um funil de
decantacdo, onde ocorreram trés extracbes com cloroférmio (BANDEIRA et al., 2007). A
ultima etapa deste processo consistiu na purificacdo do produto obtido através de CC, tendo
CHCI; como eluente. Obteve-se 9,44 mg do produto acetilado, portanto, o rendimento da
reacdo foi de aproximadamente 80%. A Figura 6, abaixo, mostra reacdo de acetilagdo do

composto 8.
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Figura 6. Reacéo de acetilacdo do composto 8: obtenc¢do do paroduto 8a.

4.4.2.3 Metilagéo do produto 8a
A preparacdo do diazometano foi realizada adicinando-se 2,14 g de n-metil-n-nitroso-

sulfonamida (Diazald) em um baldo em banho de gelo. Em seguida, acrecentou-se 30,0 mL de
éter etilico para solubilizacdo do reagente. Posteriormente, foram acrescentados, gota a gota,
10,0 mL de uma solucéo 4,0% de KOH em etanol. Tampou-se 0 baldo em agitacdo magnética
leve até homogeneizagdo. Adaptou-se 0 baldo ao kit de destilacdo Diazald com aquecimento
brando. Apds destilacdo, o diazometano foi condensado em solugéo etérea resfriada em banho
de gelo. O produto foi mantido em geladeira até a utilizagdo do mesmo (CARVALHO, et al,
2006).

A reacdo de metilagdo do composto 8a foi realizada adicionando-se 9,44 mg do
composto 8a e 10 mL de solucdo etérea de diazometano, em um recipiente de 30 mL,
observando-se desprendimento gasoso (N2), que é um indicio de reacdo. Ao final do
procedimento, obteve-se 9,29 mg (96%) do composto 8b, segundo a reacdao abaixo (Figura
7).

29 : e} 29

0] (0]
30 / Y 30 / Y
: : g
21

H2C— N=N

Eter etlllco /J\

Figura 7. Reacdo de metilacdo do composto 8a: obtencdo do composto 8b.
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4.5 Particionamento do Extrato EMG

O processo de particdo deste extrato (EMG) foi realizado de forma analoga ao do
extrato EMF e neste também foi obtido um precipitado (P-EMG) na etapa de solubilizacdo do
extrato. Os solventes utilizados na particdo foram: diclorometano, acetato de etila e butanol.
Obtiveram-se, com isso, quatro fragdes: EMG- D, EMG-AE, EMG-B e o residuo
hidrometanolico, de acordo com o Esquema 4, abaixo.

EMG (113,3 g)

| MeOH: Agua (30%)
| |

EMG P-EMG
Diclorometano 400 mg
| |
EMG-D EMG’
22,39 Acetato de etila
EMG-Ae EMG”’
25,19
Butanol
Esquema 4. Particdo do extrato EMG. |
EMG- B Resid. Hidromet.
27,4 g 29,2 g

4.5.1 Fragdo P-EMG
O sdlido P-EMG (400mg), de coloragdo amarelada, foi submetido a CC, eluida com

hexano, clorofémio e acetato de etila, produzindo 151 fracbes. O monitoramento através de
CCDA conduziu a reunido das fragdes P-EMG 63-66 (130mg), 67-69 (7,0 mg) e 84-103 (8,0
mg). Estas fracdes foram, entdo, submetidas as analises de RMN de *H, RMN de **C e CG-
MS, gerando espectros que foram analisados e comparados com dados da literatura. Este
conjunto de informacdes permitiu identificar as substancias como friedelina (14, pf =, 103.0
mgq), friedelan-3,4-lactona (15, pf =, 6.2 mg) e taraxerol (16, pf =, 8,0 mg), respectivamente.
A fracdo P-EMG 126 (33,0 mg) foi submetida as analises mencionadas acima e 0s
dados obtidos levaram a identificacdo de quatro derivados do &cido cumarico: cumarato de
octacosanila (17), cumarato de heptacosanila (18), cumarato de hexacosanila (19) e cumarato
de tetracosanila (20) respectivamente. Abaixo, encontra-se o Esquema 5, que ilustra esta

etapa.
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P-EMG (400,0 mg)

151 Fracdes

CC: hexano, CHCI;, EtOAc

Fr. 63-66: 14°
130,0 mg

Fr. 67-69: 15°
7,0 mg

Fr. 84-106: 16°
8,0 mg

Fr. 126: 17-20°

42,0 mg

®hexano-CHCI3 (15,0%); "hexano-CHCls (20,0%); © hexano-CHCls (25,0%);
9 hexano-CHCl; (60,0%)

Esquema 5. Fracionamento cromatografico de P-EMG.

4.5.2 Fragdo EMG-D
Parte da fracdo EMG-D (20,0 g) foi submetida a separacdo através de cromatografia

coluna, utilizando-se hexano, cloroférmio e metanol como eluentes. Este procedimento

(Esquema 6) resultou na coleta de 182 fragdes que foram monitoradas por CCDA e reunidas

de acordo com os perfis cromatograficos. EMG-D 38-40, sélido branco, foi identificado como

friedelina (14, 10,3 mg). A fracdo 52-56 apresentou a formacdo de um solido branco que foi

lavado com acetona e identificado como taraxerol (16, 100 mg). As fracdes EMG-D 67-77 e

EMG-D 166-169 foram identificadas como [B-sitosterol (9, 15,0 mg) e B-sitosterol glicosilado

(20), respectivamente.

EMG-D (20,0 g)

151 Frac0Oes

CC: hexano, CHCI;, EtOACc

Fr. 166-169: 10
27,0 mg

d

Fr. 38-40: 14° EMG-D 52-56° Fr. 67-77: 9°
10,30 mg 117,0 mg 15,0 mg
Lavagem com acetona
Fr. 52-56: 16
100,0 mg

®hexano-CHCls (20,0%): “hexano-CHCI, (30,0%);  hexano-CHCl; (40,0%); ¢ CHCI3-MeOH (10,0%)
Esquema 6. Fracionamento cromatografico de EMG-D.
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4.6 Determinacéo do teor de flavonoides totais dos extratos e fragdes de E. copacabanensis
Este ensaio foi realizado através de uma adaptacdo da metodologia descrita por

MEDA et al., (2005) e AHN et al., (2007) que utiliza como reagente o cloreto de aluminio
(AICIs). Neste experimento, foram utilizadas solugfes dos extratos e parti¢des (triplicatas) das
folhas e galhos de E. copacabanensis com concentragdes iguais a 0,4 mg/mL. A 2,0 mL
destas solugdes foram adicionados 2,0 mL de solugcdo metandlica de AICl; 2% (m/v) e as
misturas foram deixadas em repouso. Apds 30 minutos, as leituras foram feitas a 415 nm. O
teor de flavonoides (mg Qc/g de extrato) foi obtido através da curva analitica, elaborada a
partir de solucdes de concentracGes conhecidas de quercetina padréo.

Para a confeccdo da curva analitica foi preparada uma solucdo de quercetina em
metanol de concentracdo 1,78 mg/mL da qual foram retiradas aliquotas de 2, 4, 6, 8, 10, 15,
20, 25, 30, e 40 mL as quais foram misturadas a 2,0 mL da solucdo de AICI; (2,%). Apds 30
minutos, foram realizadas as leituras, novamente em triplicata, espectrofotométricas em 415

nm e metanol foi usado como branco.

4.7 Avaliacéo da atividade antioxidante dos extratos e fragdes de E. copacabanensis pelo
método DPPH

Este ensaio foi realizado seguindo metodologia descrita na literatura, com algumas
modificagcdes relacionadas ao tempo as concentracbes, monitorando-se o decréscimo de
concentracdo do DPPH, promovido pelas amostras, em diferentes concentracdes, através de
medidas fotométricas (PEREZ et al., 2007). As leituras de absorvancia fora feitas
espectrofotometro ELISA no comprimento de onda de 520 nm.

Para a determinacdo da antioxidante (%AA), utilizou-se uma solucdo metandlica de
DPPH (0,3 mM). Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos, onde foram
pipetados 71 uL e 29 uL de DPPH. O controle negativo consistiu em 71uL de metanol e 29
pL DPPH. Como branco, misturou-se 71 puL de amostra com 29 uL de metanol. A %AA foi
obtida através da expressdo:

%AA = 100 = (AbSamostra = Absbranco) X 100
AbScontrole

Os valores de I1Csy (concentracdo necessaria para reduzir a concentracdo de DPPH a 50
%) foram obtidos através das curvas que foram confeccionadas plotando os valores de

concentracdo na abscissa e %AA na ordenada.
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4.8 Avaliacéo da atividade antioxidante dos extratos e fracGes de E. copacabanensis pelo
método b-caroteno-4cido linoleico

Este ensaio foi conduzido de acordo com a metodologia descrita por A. LUIZ et al
(2009). Foram adicionados 20 pL de uma solucéo cloroférmica de B-caroteno (20 mg/mL) a
40 uL de &cido linoleico e 400 mg de Tween 20. Esta mistura foi imediatamente diluida com
100 mL de &gua destilada saturada com oxigénio. A &gua foi adicionada lentamente sob
agitacdo, para formar a emulsdo. Posteriormente, 5 mL da emulséo foram transferidos para
tubos de ensaio contendo 300 pL dos extratos testados (0,5 mg/mL). Como controle, usou-se
5 mL da emulsédo com 300 uL de metanol. Um padréo Trolox (0,1 mg/mL) foi utilizado como
referéncia. Todos os tubos de ensaio foram mantidos em banho Maria a 50° C por duas horas.
As absorvancias dos extratos, padrao e referéncia foram lidas em espectrofotdmetro a 470 nm.
As leituras foram realizadas no tempo inicial (t = 0) e no tempo final (t = 2h). Todas as
amostras foram analisadas em triplicata. A atividade antioxidante foi mensurada em termos da
porcentagem de inibicdo da oxidacéo do (-caroteno, através da expresséo:

%Inibicdo = (Abstzzamostra : Abstzzcontrole) x 100
(Abstzocontrole - Abstzzcontrole)

4.9 Avaliacao do potencial antimicrobiano dos extratos e fracfes de E. copacabanensis
Os ensaios que serdo descritos a seguir foram realizados pela aluna de iniciacéo

cientifica Paula Monteiro, sob a orientacdo da professora Dra.Daniela Sales Alviano, no
Laboratorio de Estrutura de Superficie de Microorganismo, Instituto de Microbiologia, Centro
de Ciéncias da Saude, UFRJ.

Os micro-organismos e condi¢des de cultivo empregados nos ensaios foram:
(a) bactéria Gram-positiva - Staphylococcus aureus MRSA (BMB 9393), cepa clinica isolada
no Hospital Clementino Fraga Filho, UFRJ e cultivada em agar infusdo de cérebro e coracédo
bovinos (BHI) e crescido por 24 h a 37°C;
(b) fungos leveduriformes - Candida albicans ATCC 10231, Cryptococcus neoformans T;-
444 Sorotipo A — formas clinicas obtidas da Universidade Federal de Sdo Paulo, UNIFESP-
SP. Todos foram cultivados em &gar Sabouraud e crescidos por 48 h em temperatura
ambiente;
(c) Fungo filamentoso — Rhizopus oryzae sedido pela Universidade Catélica de Pernambuco
(UCP 1506), foi cultivado em agar batata dextrose (PDA) e crescido por 5 dias em

temperatura ambiente.
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As solucbes dos extratos e fracbes foram preparados disolvendo-se 10 mg de cada
amostra em 100 puL de DMSO (concentracgdo final igual a 100 mg/mL).

A determinacdo da concentragdo minima inibitoria dos extratos e das fracbes capaz de
inibir 100% do crescimento microbiano, , foi realizada com base na metodologia internacional
padréo do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute- CLSI, 2008) descrita para cada
um dos micro-organismos listados para serem testados (CLSI Normas M27-A3 para
leveduras, M38-A2 para fungo filamentoso, M11-A6 e M7-A4 para bactérias). Anfotericina B
(AMB) e Ciprofloxacina (CIP) foram utilizadas como padrBes de agentes antifingico e
antibacteriano, respectivamente.

Para observacdo da CIM, foram adicionados inicialmente 5uL dos extratos e fracdes
em placas de 96 pogos, foram feitas microdiluiches seriadas das substancias em meio de
cultivo RPMI-MOPS (pH 7.2) para fungos e Mueller-Hinton para bacteérias.

A cepa de MRSA foi crescida em agar BHI por 24 horas a 37°C. O in6culo inicial foi
obtido através de suspensdo em agua para determinar uma D.O. entre 0,08— 0,1 em 625 nm (1
x 10® UFC). Foram feitas diluicBes desta suspensdo (1:20 de meio) para obtencéo do inéculo
final de 5x10° UFC/mL. Foi adicionado em cada poco 10 pL do inéculo em um volume final
de 110uL de meio adicionado com amostra teste em suas respectivas diluicbes, obtendo-se
uma suspensio de 5 x 10° UFC/mL.

Os fungos leveduriformes foram crescidos em agar Sabouraud por 24 horas a 37°C e 0
filamentoso por 3 dias, em &gar dextrose batata (PDA), em temperatura ambiente. O indculo
inicial foi obtido através de suspensdo em agua para determinar uma D.O. entre 0.8 — 0.1 em
530 nm. Foram feitas dilui¢des do inoculo 1:50 (10 uL em 500 pL de meio) e, deste, 1:20
(100 pL em 2000 pL de meio). Foi adicionado em cada poco 100uL do inoculo, em um
volume final de 200 nL de meio adicionado com amostra teste em suas respectivas dilui¢des,
obtendo uma suspensdo de 5 x 10? a 2,5 x 10° UFC/mL para os fungos leveduriformes e 0,4 x
10* a 5 x 10* para fungos filamentosos.

A CIM, tanto para os fungos como para a bactéria, foi determinada, ap6s incubacéo,
visualmente pela turvacéo e pela adi¢do do corante de viabilidade resazurina (0,005% em PBS
pH 7,2), que quando metabolisado pelas células, é reduzido a rezorufina mudando a cor de
roxa para rosa (Clinical and Laboratory Standards Institute- CLSI, 2008).

A atividade microbiostatica e microbicida foi avaliada apds a determinacdo da CIM.
Os micro-organismos foram incubados com o0s extratos ou suas respectivas fracdes em

concentracdes correspondentes a CIM, o dobro e o quadruplo da CIM. Posteriormente, 100
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ML de cada sistema foi inoculado em meio de cultivo sélido e incubado para avaliacdo das

unidades formadoras de colénia (UFC) de acordo com o micro-organismo avaliado.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O processamento cromatografico de extratos desta planta resultou no isolamento e

identificacdo de 20 substancias, abaixo enumeradas (Figura 8). A elucidacdo estrutural das

mesmas foi realizada através de analises espectrais, comparacdo com dados da literatura, além

de consideracgdes relacionadas a biossintese de metabdlitos secundarios.

(6): R=BCH3, sema
Ry R, R3 R4 (7) R=aCH em B
(1) CHj CH3z CH; H 33
(2 CH3 CHz H CH3

(3) COH CHy H  CHjs

Ry

© H (11) Ram H
(12) Ara OH
(10) Gle (13) H OH

(17)  ~(CH2)27,CH3
(18)  -(CH2)26CH3
(19) -(CH2)25CH3
(20) -(CH3)27CH3

Figura 8. Estruturas das substancias isoladas de folhas e galhos de E. copacabanensis.
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5.1. Determinagéo estrutural das substancias isoladas de folhas de E. copacanensis

5.1.1. Substancias 1 e 2
O precipitado correspondente a mistura de 1 e 2 foi obtido do fracionamento

cromatogréafico de EMF-H (Item 4.4.1) e foi soltvel em cloroférmio, solvente no qual foram
obtidos os espectro s de RMN *H e DEPTQ.

No espectro de RMN *H (Figura 9) é possivel observar uma grande quantidade de
sinais na regido entre 84 0,5 e 1,5. Isto é caracteristico de espectros de triterpenos. Na regido
entre 0,75 e 1,15 ppm foram contabilizadas, através de integracdo dos sinais, dezesseis
metilas. Os sinais em &y 3,19 (m, 1H) e 3,22 (m, 1H) sdo caracteristicos de hidrogénios
ligados a carbonos oxigenados (C-3). Os sinais em &y 5,11 (m, 1H) e 5,17 (m, 1H) séo
comuns em triterpenos das classes dos ursanos e oleananos e sdo atribuidos aos hidrogénios
olefinicos (H-12).

As informacgdes mais importantes extraidas do espectro de DEPTQ (Figura 12) da
mistura foram observadas em &¢ 124,6 (H-12 de 1), 121,4 (H-12 de 2), tipicos de carbonos
olefinicos, e em &¢ 79,3, comum em casos de carbonos metinicos oxigenados (C-3).

As informacgdes observadas acima (Tabela 6) aliadas a comparacdo com dados da
literatura (DIAS, et al., 2011) indicaram gque a amostra se tratava de um mistura de triterpenos

conhecidos como o e B-amirina.

Tabela 6. Dados de RMN de *H e DEPTQ (500 e 125 MHz, CDCl3) de 1 e 2.

Literatura* Literatura*
Compostol Composto2
c o DEPTQ d¢ on DEPTQ dc
1 38,7 38,7 38,5 38,7
2 29,5 28,7 27,4 27,2
3 3,22 (m, 1H) 79,0 79,6 3,20 (m, 1H) 79,0 79,3
4 38,7 38,7 38,5 38,5
5 55,1 55,1 55,1 55,1
6 18,4 18,4 18,4 18,6
7 32,6 32,2 32,9 32,4
8 40,0 40,0 39,8 39,8
9 47,7 47,7 47,6 47,6
10 37,1 36,9 37,1 36,9
11 23,3 23,3 23,5 23,6
12 5,16 (m, 1H) 1244 124,4 5,11 (m, 1H) 121,7 121,7
13 139,7 139,5 145,2 145,2
14 415 42,0 41,5 41,7
15 27,2 27,2 26,1 26,2
16 26,6 26,6 26,1 26,1
17 34,1 33,7 32,8 32,6
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18 59,0 59,0 47,6 47,2

19 39,8 39,6 47,2 46,8
20 39,8 39,6 31,2 31,0
21 31,2 31,2 34,7 34,7
22 41,5 41,5 37,1 37,1
23 0,98 (s) 28,1 28,1 0,79 (s) 28,0 28,0
24 0,78 (m) 15,7 15,6 0,78 (m) 15,5 15,4
25 0,78 (m) 15,7 15,6 0,78 (m) 15,5 15,4
26 0,90 (s) 16,8 16,8 0,98 (s) 16,9 16,8
27 0,99 (s) 23,2 23,2 1,12 (s) 26,0 25,9
28 0,96 (s) 28,4 28,1 1,06 (s) 28,7 28,4
29 0,86 (m) 17,5 17,4 0,86 (m) 33,3 33,8
30 0,78 (m) 21,4 21,4 0,82 (s) 23,7 23,7

*(DIAS et al., 2011). Espectro obtido em CDCls,
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Figura 9. Espectro de RMN (500 MHz, CDCl3) de 1 e 2.
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Figura 10. Expansdo do espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de 1 e 2 (2,0 a 5,3 ppm).
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Figura 11. Expansdo do espectro de *H RMN (500 MHz, CDCls) de 1 e 2 (0,75 a 1,15 ppm).
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Figura 12. Espectro de DEPTQ (125 MHz, CDCl3) de 1 e 2.

35



wwwwwwww

—47.8643
~47.4599
"\-47.0626
41.7685
—39.8979
—39.0167
37.3700
—34.9649
—33.5854
~-33.1665
31.4909
—29.9380
289919
—-28.6452
"\-28.3635
_27.1573
—26.8468
26.3918
26.2329
23.9289
23.7628
7-23.5966
\-23.5027
21.6466

59

71

9

3

1

6

2

3

HHHHHHHH

T
J

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
Chemical Shift (ppm)

Figura 13. Expansdo do espectro de DEPTQ (125 MHz, CDCl3) de 1 e 2 (12,0 a 50,0 ppm).

5.1.2 Substanacia 3
A substéncia 3, solido branco com ponto de fusdo na faixa de 275-279, foi obtido

como resultado do processo de EMF-H (Item 4.4.1). A identificacdo desta substancia foi
realizada a partir de dados de RMN *H e *C.

O espectro de RMN *H (Figura 14) deste composto apresentou um simpleto largo em
dy 5,11, referente ao hidrogénio olefinico H-12, um simpleto largo em &4 3,10 que foi
atribuido ao H-3 e um dupleto em 84 2,10 (J = 11,0 Hz) caracteristico do H-18 de triterpeno
com esqueleto ursano. Foi possivel observar, também, sinais entre 0,60 e 1,20 ppm que foram
atribuidos aos hidrogénio dos grupos metila presentes no composto.

No espectro de DEPTQ (Figura 16) foi constatada a presenca de 30 sinais, sendo 7C,
7CH, 9CH, e 7CHgs, 0 que é esperado em caso de triterpenos. Os sinais caracteristicos das
metilas foram observados em &y 15,2 (C-24), 16,1 (C-25), 16,9 (C-26), 17,0 (C-29), 21,1 (C-
30), 23,8 (C-27) e 28,3 (C-23). O carbono oximetinico (C-3) foi confirmado com a presenca
do sinal em 76,8 ppm. Além dos sinais em 6y 124,6 (C-12) e 138,2 (C-13) foi possivel
perceber um sinal em &4 178,3 que confirmou o grupo carboxil na molécula (C-28).

As informagdes mencionadas acima (Tabela 7), conceitos de biossintese e
comparacdo com dados da literatura (JORGE, 2005) tornaram possivel identificar a

substancia 3 como o &cido ursolico.
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Tabela 7. Dados de RMN de *H e DEPTQ (500 e 125 MHz, DMSO-dg) de 3

Composo 3 Composo 3 Ac. Ursolico*
c 8 DEPTQ 8¢
1 38,7 38,1
2 27,5 27,8
3 2,98 (s, 1H); 3,51 (s, 1H) 77,3 79,1
4 40,0 39,8
5 55,3 56,7
6 18,7 19,4
7 33,8 34,3
8 40,1 39,9
9 47,5 48,0
10 38,6 38,1
11 24,3 24,3
12 5,11 (s, 1H) 125,1 127,0
13 138,7 139,8
14 43,9 43,2
15 29,5 29,1
16 24,7 25,2
17 48,9 48,0
18 2,09 (d, J = 11,0 Hz, 1H) 53,5 54,4
19 40,9 40,7
20 40,2 40,4
21 30,9 31,7
22 40,7 40,4
23 0,86 (s, 3H) 28,7 28,7
24 0,73 (s, 3H) 15,7 15,9
25 0,65 (s, 3H) 16,6 16,3
26 0,80 (s, 3H) 17,4 17,5
27 1,02 (s, 3H) 24,3 24,0
28 - 178,4 181,9
29 0,88 (d, J = 6,1 Hz, 1H) 17,0 17,7
30 0,88 (d, J = 6,1 Hz, 1H) 21,6 21,5

*(JORGE, 2005). Espectro obtido em CD30D.
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Figura 14. Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) de 3.
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Figura 15. Expansdo do espectro de *H RMN (500 MHz, DMSO-ds) de 3 (0,45 a 1,65 ppm).
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Figura 16. Espectro de DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) de 3.
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Figura 17. Expansdo do espectro de DEPTQ (125 MHz, DMSO-dg) de 3 (15 a 30 ppm).

S&o diversos os estudos referentes a isolamentos e atividades bioldgicas do acido
ursolico. Dentre as propriedades bioldgicas relatadas, destacam-se atividades anti-
inflamatoria, antirreumatica, antiviral, antioxidante, e antitumoral (BERTE, 2009).

5.1.3 Substancia 4
A substancia 4 (113 mg), sélido branco com ponto de fusdo na faixa de 254-257° C,

também foi obtida da fracdo EMF-H (Item 4.4.1). Analise em CCDA desta amostra
utilizando-se hexano-cloroférmio (1:1) como eluente resultou em uma mancha de coloracéo
azulada, quando revelada com vanilina sulfurica.

O espectro de RMN 'H da do composto 4 (Figura 18) permite sugerir que a
substancia em questao se trata de um triterpeno da série dos lupanos com uma funcédo diol.
Isto se da pela presenca de cinco simpletos de & 1,47 a 0,77 ppm, referentes a cinco metilas
presentes na molécula, dois dupletos em 6 4,7 e 4,6 ppm (J = 2Hz) , atribuidos aos H-29a e H-
29b. Os dois dupletos em & 3,82 e 3,35 ppm (J = 10,8 Hz) foram atribuidos aos H-28a e H-
28b. Também foi possivel observar um duplo dupleto em & 3,20 ¢ um simpleto em 1,7
relacionados aos H-3 e H-30, respectivamente.

No espectro de DEPTQ (Figura 21) do composto 4 (Figura 6) foi possivel observa 11
sinais referentes a CH e CHgs, assim como 19 sinais correspondentes a C e CH,. Os sinais em
0 150,4 e 109,7 ppm foram atribuidos aos carbonos 20 e 29, respectivamente. Os sinais em 0
78,9 e 60,5 ppm sdo caracteristicos de CH e CH, oxigenados e foram atribuidos aos carbonos

3 e 28, respectivamente.
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A andlise dos desses dados (Tabela 8) aliados a conhecimentos biossintéticos e a
comparacdo com dados relatados na literatura (MARINHO, 2008) conduziu a identificacéo da

substancia como o terpeno betulina.

Tabela 8. Dados de RMN de *H e DEPTQ (500 e 125 MHz, CDCls) de 4.

Composto 4 Literatura* Composto 4 Literatura*
C 6C éC 6H Ah
1 38,69 38,70
2 27,38 27,38
3 78,99 79,00 3,20 (dd, J; =5 Hz, J, 3,18
=11,2Hz, 1H)
4 38,86 38,88
5 55,27 55,29
6 18,30 18,33
7 34,21 34,23
8 40,91 40,94
9 50,38 50,42
10 37,15 37,18
11 20,82 20,85
12 25,19 25,24
13 37,29 37,34
14 42,71 42,73
15 27,03 27,07
16 29,15 29,19
17 47,29 47,00
18 48,76 48,81
19 47,83 47,80
20 150,49 150,47
21 29,73 29,77
22 33,97 33,98
23 27,98 28,00 0,96 (s, 3H) 0,96
24 15,37 15,37 0,74 (s, 3H) 0,76
25 15,97 16,11 0,80 (s, 3H) 0,82
26 16,03 16,00 1,00 (s, 3H) 1,02
27 14,76 14,75 0,95 (s, 3H) 0,98
28 60,55 60,58 3,35/3,78 (d) (d, J = 3,31/ 3,77
10,8 Hz, 1H, cada)
29 109,71 109,69 4,66/4,56 (d,J=2,0 4,58/4,68
Hz, 1H, cada)
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30 19,08 19,11 1,67 (s, 3H) 1,68

*(MARINHO, 2008). Espectro obtido em CDCls.
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Figura 18. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de 4.
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Figura 19. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de 4 (3,1 a 4,7 ppm).
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Figura 21. Espectro de DEPTQ (125 MHz, CDCl5) de 4.
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Figura 22. Expansdo do espectro de DEPTQ (125 MHz, CDCls) de 4 (15 a 28 ppm).

No cromatograma (Figura 23), referente a analise CG-EM do composto 4, observa-se
um pico com tempo de retencdo 37,35 min forneceu um espectro de massas (Figura 8), onde
foi possivel observar o ion molecular com m/z = 442 e fragmentos compativeis com a
proposta estrutural. O esquema 7 mostra uma proposta de fragmentacdo de massas do
composto 4.
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Figura 23. Cromatograma de 4.
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Esquema 7. Proposta de fragmentacdo de massas de 4.

5.1.4 Substancias 5,6 e 7

Esta mistura de compostos (14,3 mg de 5 + 6 + 7) foi obtida como um éleo amarelado,

resultado do procedimento cromatografico (CC) da fracdo EMF-H 133-134.

5.1.4.1 Composto 5
No espectro de RMN *H (Figura 25) da fracio EMF-H (133-134) 7-20 foi possivel

observar dois sinais caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos oxigenados em & 3,82
(dd, J; = 10,2 Hz, J, = 5,8 Hz, 1H) e 3,35 (sl, 1H) atribuidos aos hidrogénios 2 e 9,
respectivamente. Os sinais em & 0,97 (s, 3H), 1,05(s, 3H) e 0,87 (s, 3H) foram atribuidos as

metilas 13, 14 e15 respectivamente.
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No espectro de DEPTQ (Figura 28) observaram-se quinze sinais, sendo seis de CH,

trés de C, trés de CH e trés de CHs;. Os sinais em 8y 80,8 e 75,1 sdo referentes aos carbonos 3

e 10, assim com os sinais em 6 31,6, 28,4, 25,5 as metilas 13, 14 ¢ 15, respectivamente.

A partir de dados dos espectros de NOEDIF (Figura) foi possivel propor a

configuragdo relativa para esta estrutura. Estes resultados se encontram resumidamente

discutidos, assim como as correlaces *Jc do espectro de HMQC e "Jcy HMBC, nas Figuras
25-38 e na tabela 9.

Tabela 9. Dados de RMN 'H e DEPTQ (500 e 125 MHz) de 5.

HMQC (Y,c) HMBC NOE Literatura*
C dude 5 dcde5 Jne “Ine 3¢
1 - 37,9 37,4
2 3,82 (dd, J;=10,2 Hz, 80,8 C-12;9;3 H-15; 81,0
J, =5,8 Hz, 1H)
3 1,72 (dd, J; = 5,7 Hz, 47,5 C-15;1;5 H-15 47,9
J, = 12,0 Hz, 1H)

1,52 (d, J =1,5 Hz, 1H)
4 - 43,9 44,6

1,45(dd, J;=3,2Hz,J, 50,5 C-14;12;4 H-14 50,7

=78 Hz, 1H)
6 1,3 (m) 26,6 H-14 26,4
1.05 (m)
7 0.95 (sl, 1H) 35,5 35,8
1.55 (t, J = 13,1 Hz,
1H)
8 - 34,7 34,9
9 3,35 (sl) 75,1 C-9;12 75,2
10 1.05 (m) 25,9 C-12 H-13 26,6
2,05 (m)

11 1,1 (m) 20,6 c-1 20,8
12 1,4 (m) 33,1 C-5;1;8 33,4
13 0,87(s, 3H) 25,4 C-14;4;3;5 H-3 25,5
14 1,05 (s, 3H) 31,4* C-15;4;3;5 H-5;H-6 28,4
15 0,97 (s, 3H) 28,3* C-7,9;10 H-11 31,6

*(DELGADO et al, 1984). Espectro obtido em CDCls.
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Figura 25. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de 5.
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Figura 26. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de 5 (2,95 a 4,20 ppm).
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Figura 27. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de 5 (0.80 a 1,15 ppm).
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Figura 28. Espectro de DEPTQ (125 MHz, CDCls) de 5.
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Figura 30. Expansdo do espectro de HMQC (500 MHz, CDClI3) de 5 (0,4 a 2,4 ppm).
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Figura 31. Espectro de HMBC (500 MHz, CDCl5) de 5.
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Espectros 500 MHz bis
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Figura 32. Expansdo do espectro de HMBC (500 MHz, CDCls3) de 5 (3,15 a 4,05).
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Figura 35. Espectro de NOE-1D (500 MHz, CDCl3) de 5, irradiacdo na frequéncia do H-9.
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Figura 37. Espectro de NOE-1D (500 MHz, CDCIs) de 5, irradiacéo na frequéncia do H-14.
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Figura 38. Espectro de NOE-1D (500 MHz, CDCIls) de 5, irradiagdo na frequéncia do H-15.
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Figura 39. Correlacdes observadas através dos experimentos de NOE e HMBC.

O cromatograma (Figura 40), obtido com a analise CG-EM, forneceu um pico com

tempo de retencdo em 16.140 min, composto majoritario, que forneceu um espectro de massas

(Figura 30) com m/z 238 (M), que esta em acordo com proposta estrutural.
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Figura 40. Cromatograma da mistura das substancias 5, 6 e 7.
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m/z=135

H,C=CH, Dl

CH,

+

m/z =107
Esquema 8. Proposta de fragmentacéo de 5.

5.1.4.2. Substancias 6 e 7.
No cromatograma (Figura 40) da fracdo FM-H (133-134) 7-20 foi possivel observar,

também, dois picos com tempos de retengdo 14,480 min e 15,300 min. O composto com
tempo de retencdo 15,300 forneceu um espectro de massas (Figura 42) que foi comparado
com o espectro sugerido pela biblioteca do aparelho, sendo identificada como globulol (6). De
forma analoga a anterior, a substancia com TR 14,480 min, e espectro de massas (Figura 43)
foi identificada como viridiflorol (7). Com a andlise do espectro de DEPTQ (Figura 44) e
comparacdo com dados de deslocamentos quimicos disponiveis na literatura (Tabela 10)

chegou-se a conclusdo de que as propostas estruturais eram plausiveis.
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Tabela 10. Dados de DEPTQ (125 MHz) das substancias 6 e 7.

Globulol* Composto 6 Viridiflorol* Composto 7
C oC oC oC oC
1 39,6 39,0 37,5 38,1
2 28,3 28,1 28,7 28,8
3 19,3 18,8 20,5 20,4
4 26,7 26,6 27,0 27,3
5 20,1 20,2 19,1 18,7
6 44,6 442 42,8 42,5
7 75,3 74,7 72,2 72,3
8 57,0 57,1 55,9 57,2
9 26,1 26,3 26,5 26,4
10 34,6 34,0 34,6 34,7
11 36,3 35,4 35,7 35,5
12 16,0 16,2 16,6 16,4
13 15,8 16,2 15,8 16,2
14 28,6 28,6 28,8 28,8
15 20,2 20,2 31,1 31,1

* (HANSON et al., 1994). Espectro obtido em CDCls.
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| W M5 20

% 70 100 - 130 160 190 220 250 280 30 340 30 400 430 460 40
Hitd:d Entry: 18647 Library NISTOSs LIB
SL&) FormulaCISHI60 CAS:552-02-3 MolWeighr222 Retindexc1530
ConapNamse: | H-Cydopeop[eJaxulen-4-ol, decaliydro-1 .| 4, 7-eetramedinl-, [lar-{1a alpha 4 beta. Axbeta 7 skda. 7o beta, Thalpha )] - S8 Viridificeol §8 1,1

O
100

W Biblioteca

B s amee e e L IR

a0 70 100 130 160 190 20 250 280 0 340 N 400 430 460 490

Figura 43. Espectro de massas de 7 e comparagdo com a biblioteca do aparelho.

ChIorofpr d

—72.2548
32.1409
30.5230

-3
=
—— —30.

08.962— —

—53.9674
53.7507
48.1460
7o
/28.7896
= _26.6229
\25.2867
. 20.8087
- 10.6676
16.3886
= —16.2207

=\

—%——38.0778

1€02'9v— 4
9ELTVYY——% — —43.9064
65EL8T— —

0SET ' SC— —

1169VE —5
e/

SSTV'LS%
00TT'LEY — §

2296°LE
8Y0t"EE-

T T I o LA o o N L AL I o o O B R N R RARAN NS
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
Chemical Shift (ppm)

Figura 44. Espectro de DEPTQ (125 MHz, CDCl3) de 6 e 7.

5.1.5.1. Substancia 8
Dentre as fracGes obtidas a partir fracionamento cromatografico de EMF-D, (Item

4.4.2.1), merece destaque a 44-48 que forneceu um solido branco, com ponto de fusdo na
faixa de 282-285°C e soltivel em DMSO.

No espectro de RMN de *H (Figura 45) desta substancia é possivel observar um sinal
em o6y 5,11, tipico de hidrogénio olefinico (C-12), geralmente presente em triterpenos com
esqueleo ursano. O sinal em &y 3,44 é caracteristico de hidrogénio ligado a carbono
oxigenado, assim como o sinal em &y 2,98 (H3). O dupleto em &y 2,10 € caracteristico de
hidrogénio ligado ao carbono 18 de triterpenos com esqueleto ursano. Isto indica
possibilidade de o composto ser um derivado oxidado do acido ursélico. Na regido entre oy

0,60 e 1,15 hé sinais referentes a seis metilas. Comparando-se com o acido ursolico, que tém
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sete metilas, pode-se chegar a conclusédo de que hd uma metila que a oxidacdo ocorreu em
uma das metilas.

A anélise do espectro de DEPTQ (Figura 48) confirmou que a substancia se tratava de
um derivado hidroxilado do &cido ursélico. Os sinais em &¢ 178,4 (C-28), 138,0 (C-13) e
124,7 (C-12) sdo caracteristicos do &cido. Além do sinal em &¢ 76,8 (C-3) hd um em &¢ 63,8
(carbono metilénico oxigenado). Também nesse espectro foi possivel observar apenas seis
sinais de metilas entre ¢ 15,0 e 29. Comparando-se estes dados com os de deslocamento
quimico disponiveis na literatura para acido ursolico, percebeu-se a auséncia de um sinal em
torno 21,0 ppm, que, no caso do acido ursolico, trata-se da metila 30.

As informacdes mencionadas acima (Tabela 11) e as correlagbes observadas nos
espectros de HMQC e HMBC serviram como base para identificar a substancia 8 como o
acido 30-hidroxi-ursolico. Esta substancia foi isolada da espécie Rubia cordifolia,
(TALAPATRA et al, 1981). Porém neste relato, ndo foram discutidos dados

espectroscopicos de 8.

Tabela 11. Dados de RMN *H e DEPTQ (500 e 125 MHz, DMSO-ds) de 8.

Composo 8 Composo 8 Composo 8 Ac. Ursolico*
C & H DEPTQ HMBC"J 8¢
1 37,9 38,1
2 27,8 27,8
3 2,98 80,8 23,24 79,9
4 39,7 39,8
5 55,2 56,7
6 17,1 19,4
7 32,6 34,3
8 38,2 39,9
9 47,6 48,0
10 37,1 38,1
11 23,5 24,3
12 5,11 (s, 1H) 126,5 14,18 127,0
13 137,3 139,8
14 42,1 43,2
15 28,1 29,1
16 25,2 25,2
17 47,4 48,0
18 2,09 (d, J=11,3 Hz, 1H) 52,2 12,13, 14,17, 28 54,4
19 34,1 40,7
20 43,3 40,4
21 33,0 31,7
22 40,4
23 0,86 (s, 3H) 28,3 3,5,24 28,7
24 0,83 (s, 3H) 15,2 3,4,23 15,9
25 0,94 (s, 3H) 16,1 5 16,3
26 0,75 (s, 3H) 16,7 14 17,5
27 1,04 (s, 3H) 23,3 13,14 24,0
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28 - 178,4 181,9
29 0,88 (d, J=6,1Hz) 16,9 18 17,7
30 3,43 (m, 1H), Hb sobreposto 67,6 20 21,5

*JORGE, 2005. Espectro obtido em CD50D.
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Figura 46. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) de 8 (2,0 a 5,5 ppm).
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Figura 51. Expansdo do espectro de HMQC (500 MHz, DMSO-ds) de 8 (1,80 a 5,80 ppm).
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Figura 52. Expansdo do espectro de HMQC (500 MHz, DMSO-ds) de 8 (0,40 a 2,80 ppm).
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Figura 54. Expansdo do espectro de HMBC (500 MHz, DMSO-dg) de 8 (2,80 a 5,40 ppm).
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Figura 55. Expansdo do espectro de HMBC (500 MHz, DMSO-dg) de 8 (0,70 a 2,4 ppm).
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Figura 56. Expansdo do espectro de HMBC (500 MHz, DMSO-dg) de 8 (0,40 a 1,60 ppm).
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5.1.5.2 Substancia 8a
Com o objetivo de confirmar a proposta estrutural da estrutura de 8, foi realizada a

reacdo de acetilacdo (Esquema 10), que consistiu em misturar a amostra com anidrido acético
em piridina (Item 4.4.2.2), sob agitacdo durante 24 horas. Os resultados confirmaram a
previsdo da presenca de dois grupos acetilas na molécula, um em C-3 e o outro em C-30. As
modificaces espectrais esperadas (RMN *H) confirmaram a proposta com o surgimento de
dois sinais proximos a 2,0 ppm, caracteriticos das metilas dos grupos acetilas. Além disso,
houve alteragdo dos valores de &y dos hidrogénios ligados aos C-3 e C-30 para maiores
valores de deslocamento quimico, devido ao efeito indutivo retirador de elétros da carbonila
do grupo acetila. Observaram-se a presenca de dois sinais proximos a 170,0 ppm no espectro
de DEPTQ, confirmando as duas carbonilas adicionais. Os espectros de RMN *H (Figura 57)
e de DEPTQ (Figura 60) do produto formado apresentaram todas essas caracteristicas, o que
ratificou a proposta estrutural estabelecida para o composto 8. Estes dados se encontram
listados na Tabela 12.

Esquema 9. Mecanismo proposto para reacéo de acetilacao de 8.
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Tabela 12. Dados de RMN de *H e DEPTQ (500 e 125 MHz, CDCls) do derivado 8a

C §H DEPTQ HMBC
1 37,9
2 27,8
3 4,51 (m, 1H) 80,8 23, 24,
4 - 39,7
5 55,2
6 17,1
7 32,6
8 - 38,2
9 1,62 (d, J=14,0 Hz, 1H) 47,6
10 - 37,1
11 23,5
12 5,28 (s, 1H) 126,5 14,18
13 - 137,3
14 - 42,1
15 28,1
16 25,2
17 - 47,4
18 2,28 (d, J =11,2 Hz, 1H) 52,2 12,13, 14,17
19 34,1
20 43,3
21 33,0
23 0,86 (s, 3H) 28,3 3,524
24 0,83 (s, 3H) 15,8 5,23
25 0,94 (s, 3H) 16,8 9,5
26 0,75 (s, 3H) 16,9 9
27 1,04 (s, 3H) 23,8 13
28 - 183,2
29 0,88 (d, J = 6,1 Hz) 17,3 18
30 4,19 (d, J = 8,1 Hz1H); 3,97 (dd, J; = 67,6 17

7,0 Hz, J, = 10,7 Hz, 1H)
r - 171,3
1 1711
2 2,05 21,3
2 2,03 20,9
Chloroformd
T i TR S TS
J ‘
y [ JU | | M

Chemical Shift (ppm)

Figura 57. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de 8a.
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Figura 60. Espectro de DEPTQ (125 MHz, CDCls) de 8a.
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Figura 62. Espectro de HMQC (500 MHz, CDCls) de 8a.
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Figura 64. Espectro de HMBC (500 MHz, CDClI5) de 8a.
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Figura 65. Expansdo do espectro de HMBC (500 MHz, CDCl5) de 8a (0,40 a 3,80 ppm).
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Figura 66. Expansdo do espectro de HMBC (500 MHz, CDCl5) de 8a (0,40 a 1,90 ppm).

Figura 67. Correlac6es observadas no espectro de HMBC (500 MHz, CDCI;) de 8a.

5.1.5.3 Derivado 8b
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Na busca de mais informacgdes que ratifiguem a proposta estrutural do composto 8,

inclusive a configuracdo relativa, o derivado 8a foi metilado (Esquema 11), através de

reacdo com diazometano em éter etilico (Item 4.4.2.3).
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O sinal em 83,60 (s, 3H), presente no espectro de RMN *H (Figura 68) do composto
8b, é caracteristico de grupo metoxil, indicou que a reacdo ocorreu. No espectro de DEPTQ
do composto 8b, observou-se sinal em &4 51,5 foi atribuido ao grupo metoxil.

Através de andlise dos espectros dos experimentos de NOE-1D (Figura 72) foi
possivel estabelecer a configuracdo relativa de 8. Foi observada a relacdo espacial entre
hidrogénios dos carbonos 18, 28, 29 e 30. Nesta andlise foram escolhidas frequéncias
correspondentes aos hidrogénios ligados aos carbonos 18 e 30, observando-se NOE entre os
hidrogénios H-18/H-12, H-18/H-29, H-30a/H-29, H-30a/H-30b, H-30b/H-29. Com isso,
concluiu-se que os grupos correspondentes aos carbonos 29 e 30 apresentam configuracao
trans entre si. Os dados de deslocamentos quimicos de carbono-13 e demais sinais observados
nos espectros de NOE permitiu propor a estrutura abaixo com a estereoquimica relativa de 8.

Figura 67a 1. Representacdo da configuracéo relativa do derivado 8b correspondente a
substancia natural 8.
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Esquema 10. Mecanismo proposto para a rea¢do de metilacéo de 8a.

Tabela 13. Dados de RMN *H e DEPTQ (400 e 100 MHz, CDCls) de 8b.

C 8 H DEPTQ NOE-1D
1 36,8
2 27,6
3 4,48 (m, 1H) 80,9
4 - 39,5
5 55,2
6 16,9
7 32,8
8 - 38,2
9 1,90 (dd, J; = 4 Hz, J, = 8 Hz, 1H) 47,7
10 - 36,8
11 235
12 5,25 (sl, 1H) 126,2
13 - 137,5
14 - 43,1
15 28,1
16 25,2
17 - 47,4
18 2,26 (d, J = 11,2 Hz, 1H) 52,2 12, 22, 29, CH,
19 338
20 43,1
21 338
23 0,85 (s, 3H) 28,0
24 0,84 (s, 3H) 15,5
25 0,93 (s, 3H) 16,9
26 0,73 (s, 3H) 16,6
27 1,04 (s, 3H) 236
28 - 177,7
29 0,88 (d, J = 6,1 Hz) 18,1
30 4,17 (d, J= 8,1 Hz1H); 3,96 (dd, J1 = 67,7 20, 21, 29
7,0 Hz, 32 = 10,7 Hz, 1H)
1’ - 171,3
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Figura 68. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) de 8b.
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Figura 72. Espectro de NOE-1D (400 MHZ, CDCls) de 8b, irradiacdo na frequéncia do H30a
(@), H30b (b) e H18 (c).

5.1.6. Substancia 9
A partir da CC realizada para purificacdo de EMF-H, foi obtido um pd branco com

ponto de fusdo na faixa de 138-141° C e soltivel em cloroférmio.
Analise do espectro de RMN *H (Figura 73) revela sinais em 845,33 (sl)

correspondente ao hidrogénio olefinico H6, &4 3,52 (m) atribuido ao H-3 e sinais em &y 0,65
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(s, 3H, H-18), 0,80 (d, 3H, H-27), 0,81 (d, 3H, H-26), 0,83 (d, 3H, H-21), 0,90 (d, 3H, H-29)

e 0,99 (s, 3H, H-19) atribuidos as metilas.

O espectro de DEPTQ (Figura 76) mostra sinais em ¢ 140,9 e 121,9, caracteristicos

de carbonos olefinicos de dupla ligacdo trissubstituida, os quais foram atribuidos aos carbonos

5 e 6, respectivamente. Também é possivel observar os sinais em 6c¢ 72,0 (C-3), 20,0 (C-27),
19,6 (C-19), 19,2 (C-26), 19,0 (C-21), 12,2 (C-29) e 12,0 (C-18).
As informacdes mencionadas acima (Tabela 14), juntamente com conceitos de

biossintese e comparacdo com dados da literatura (Gomes, 2002), indicaram que a substancia

8 em questdo é o p-sitosterol.

Tabela 14. Dados de RMN ‘H e DEPTQ (500 e 125 MHz) de 9.

Composto 9 B-sitosterol* Composto 9 B-sitosterol™
C dc dc oy Sy
1 37,5 37,2
2 31,6 315
3 72,0 71,6 3,52 (m) 3,50 (m)
4 42,5 42,2
5 140,9 140,7
6 121,9 121,6 5,33 (sl) 5,34 (sl)
7 32,1 31,8
8 32,2 31,8
9 50,3 50,0
10 36,4 36,4
11 21,3 21,0
12 39,9 39,7
13 39,9 41,2
14 56,9 56,7
15 24,5 24,2
16 28,5 28,2
17 56,4 55,9
18 12,0 11,8 0,65 (s, 3H) 0,65 (s)
19 19,6 19,8 0,99 (s, 3H) 0,98 (s)
20 36,4 36,1
21 19,0 18,7 0,90 (s, 3H) 0,91 (s)
22 34,2 33,8
23 26,2 25,9
24 46,3 45,7
25 29,3 29,0
26 19,2 18,9 0,81 (d, 3H) 0,82 (d)
27 20,0 19,8 0,80 (d, 3H) 0,80 (d)
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28 233 22,9
29 12,2 11,9 0,90 (d, 3H) 0,88 (d)

* (Gomes, 2002). Espectro obtido em CDCls.
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Figura 73. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de 9.
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Figura 74. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de 9 (3,4 a 5,5 ppm).
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Figura 77. Expansdo do espectro de DEPTQ (125 MHz, CDCls) de 9 (10,0 a 40,0 ppm).

5.1.7 Substancia 10
O composto 10 apresentou-se como um solido branco amorfo (pf =284-285° C),

soluvel em piridina e foi obtido atraves do processo cromatogréafico da fracdo EMF-H.

No espectro de RMN 'H desta substancia é possivel observar sinais em 8y 5,33 (sl,
1H), tipico de hidrogénios olefinicos, atribuido ao H-6 e 5,05 (d, J = 10 Hz, 1H), atribuido ao
hidrogénio anomérico da unidade de acucar, identificado como glicose. Além dos sinais entre
dy 4,6 e 3,9, tipicos da unidade de agucar, podem ser observados, também, sinais entre 1,0 e
0,6 que correspondem as seis metilas do composto.

As informac6es mais relevantes extraidas do espectro de DEPTQ estéo relacionadas
aos sinais em 8¢ 141,1 (C-5), 122,1 (C-6), 102 (C-1’), carbono anomérico, e sinais entre d¢c
79,0 e 63, caracteristicos de carbonos oxigenados presentes na unidade de glicose.

Os dados acima foram comparados com dados disponiveis na literatura e indicaram

que a substancia em questdo se tratava do f-sitoserol glicosilado.
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Tabela 15. Dados de RMN *H e DEPTQ (500 e 125 MHz, CDsOD) de 10.

Composto 10 Literatura* Composto 10
Cc d¢c oc 3y
1 37,6 37,2
2 29,6 29,3
3 78,7 78,5 3,90 (m)
4 39,5 39,1
5 1411 140,9
6 122,1 1219 5,33 (sl)
7 32,4 31,8
8 32,2 31,9
9 50,5 50,2
10 36,6 36,7
11 21,5 21,1
12 40,1 39,8
13 42,6 42,3
14 56,4 56,7
15 24,7 24,3
16 28,7 28,3
17 57,0 56,9
18 12,1 11,7 0,64 (s, 3H)
19 19,4 19,2 0,92 (s, 3H)
20 36,5 36,2
21 19,2 18,8 0,98 (d, 3H)
22 34,4 34,0
23 26,5 26,2
24 46,2 45,8
25 30,4 30,1
26 19,4 18,9 0,88 (d, 3H)
27 19,6 19,7 0,86 (d, 3H)
28 235 23,2
29 12,3 11,9 0,84 (d, 3H)
r 102,8 102,5
2’ 75,5 75,2
3 78,2 77,9
4 71,9 715
5 78,7 78,4
6 63,0 62,7

* (Gomes, 2002). Espectro obtido em CDCls.
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Figura 81. Espectro de DEPTQ (500 MHz, Py-ds) de 10.

5.1.8 Substancia 11
A substancia 11, sélido de coloracdo castanho escura, foi obtido de EMF-D; e quando

analisado por CCDA apresentou uma Unica mancha, de cor amarelada (vanilina sulfurica),
caracteristica de flavonoides.

No espectro de RMN *H (Figura 82) observam-se sinais na regido entre & 8,0 e 6,0
que sdo caracteristicos de hidrogénios de sistemas aromaticos. Os sinais em 6y 7,75 (d, J = 8,4
Hz, 2H) e 6,92 (d, J = 8,4 Hz, 2H) caracterizam um sistema para substituido no anel B, como

é o0 caso de flavonoides derivados do canferol. Este espectro revela também a presenca de
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sinais em 3y 6,18 (sl, 1H) e 6,36 (sl, 1H) que foram atribuidos aos hidrogénios 6 e 8,
respectivamente. A regido entre 3y 5,4 e 3,4 e caracteristicas de hidrogénios presentes em
unidades de agUcar e o sinal em 5,37 foi atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono anomérico
da raminose.

Com a analise do espectro de DEPTQ dessa amostra foi possivel constatar a presenca
de carbonila conjugada, que absorve em torno de 178,2 ppm, além confirmar o padrdo de
substituicdo do anel: sinais em 127,4 ¢ 113,6, com intensidade de 2C cada (sistema AA’BB’).
Os sinais caracteristicos do agucar foram observados em 102,1 e na regido entre 72,0 e 70,0
ppm, cujos deslocamentos estdo em acordo com os esperados para a raminose (BELTRAME,
etal., 2001).

As informacgGes mencionadas acima, juntamente com compara¢do dos dados da
literatura (BELTRAME, et al., 2001) permitiram identificar a substancia 11 como o
flavonoide derivado do canferol, conhecido como canferol 3-O-fb-raminosideo, cujos dados

de RMN de *H e C se encontram na Tabela 16.

Tabela 16. Dados de RMN *H e DEPTQ (500 e 125 MHz, CD3;0D) de 11.

Composto 10 Literatura* Composto 10 Literatura*

C dc dc Sy Sy

1 - - -

2 160,1 159,5 - -

3 134,7 136,4 - -

4 178,2 179,0 - -

5 164,0 162,2 - -

6 98,5 99,9 6,18 (sl) 6,19 (d, J=2,1 Hz)
7 1644 163,5 - -

8 93,4 94,8 6,36 (sl) 6,37 (d, J=2,1 Hz)
9 157,9 158,8 - -

10 104,5 106,0 - -

r 1216 122,8 - -

2 1274 129,0 7,75 (d, J = 8,4 Hz) 7,76 (d, J = 9,0 Hz)
3 1137 1154 6,92 (d, J = 8,4 Hz) 6,93 (d, J = 9,0 Hz)
4 161,7 161,8 - -

5 1137 1154 6,92 (d, J = 8,4 Hz) 6,93 (d, J = 9,0 Hz)
6’ 1274 129,0 7,75 (d, J = 8,4 Hz) 7,76 (d, J = 9,0 Hz)
1 104,5 103,6 5,36 (sl) 5,36 (d, J = 1,8 Hz)
27 70,5 721 4,20 (sl) 4,20 (dd, J; = 1,8 Hz,

J, =3,3H2)
70,6 72,2 3,68 (m) 3,69 (m)
4> 71,7 73,2 3,41 (m) 3,36 (m)
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5 70,7 71,9 3,41 (m) 3,36 (M)

6 16,6 17,3 090(d,J=42Hz)  091(d,J=5,7 Hz)
Me(hqnol»dA Me!ha‘nol-d4
B I=A i ERAR A CAIN <

T T
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Chemical Shift (ppm)

Figura 82. Espectro de RMN *H (500MHz, Metanol-CD3;0D) de 11.
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Figura 83. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de 11 (5,2 a 8,0 ppm).
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5.1.9 Substancia 12
A substancia 12, sélido castanho escuro, foi obtido de EMF-D,. A analise em CCDA

deste composto, utilizando-se como eluente CHCIl3:MeOH (10%), apresentou uma unica
mancha de coloracdo amarelada, quando revelada com vanilina sulfurica. Esta coloracdo é
caracteristica de flavonois.

O espectro de RMN *H (Figura 86) revelou sinais entre & 7,50 e 6,00 que S0 tipicos
de sistemas aromaticos. Os sinais em &y 7,40 (sl), 7,37 (d, J = 8,4) e 6,68 (d, J = 8,4) sdo
compativeis com anel B trissubstituidos de flavonoides, como é o caso de flavonoides
derivados da quercetina. Os sinais em &y 6, 27 (sl) e 6,08 (sl) foram atribuidos aos
hidrogénios 6 e 8, respectivamente. Os sinais entre 6y 5,50 e 3,20 permitem sugerir a presenca
de acucar na molécula, cujo hidrogénio ligado ao carbono anomérico absorve em 5,35 ppm, 0
qual, segundo LIU et al., (2008) pode indicar a presenca de arabinose. Esta proposta foi
confirmada com base no nimero de CH e do CH-2 identificdos no espectros de DEPTQ de
12.

No espectro de DEPTQ da amostra foram contabilizados 21 sinais, 0 que reforca a
hipdtese de flavonoide glicosilado. Estes sinais apresentaram deslocamentos quimicos em d¢
179,9 (C4), 158, 6 (C2), 134,8 (C3), 123, 0 (C6’), 116,7 (C5’), 116,4 (C2°), 109,4 (1°), além
dos demais sinais do agucar (88,0 a 62,0 ppm) que foram comparados com dados da literatura,
Tabela 17, a seguir.

Os dados espectroscdpicos observados e comparagdo com literatura (L1U, et al., 2008)

permitiram identificar o composto 12 como o flavonoide querceina-3-O-a.-L-arabinosideo.

Tabela 17. Dados de RMN *H e DEPTQ (500 e 125 MHz, CD;0D) de 12.

Composto 10 Literatura* Composto 10 Literatura*

C dc dc Sy Sy

2 158,3 156,4

3 133,4 133,4

4 179,9 177,7

5 163,1 161,2

6 99,9 98,7 6,10 (sl) 6,20 (d, J=2,0 Hz, 1H)
7 164,9 164,2

8 94,8 93,6 6,27 (sl) 6,40 (d, J=1,8 Hz, 1H)
9 158,6 157,0

10 104,1 104,0

r 122,9 121,0

2 116,4 1155 7,40 (sl) 7,58 (d, J = 2,4 Hz, 1H)
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3’ 146,4 145,1 -
4 1498 148,5 - .
5 116,7 116,4 6,78(d,J=84Hz)  6,84(d,J=8,5Hz, 1H)
6’ 123,0 121,7 7,38(d,J=84Hz)  7,53(dd,J; =84 Hz, J,
= 2,4 Hz)
1 109,4 107,8 5,35 (sl) 5,59 (d, J = 1,5 Hz)
27 83,3 82,1
3 78,6 76,9
47 87,9 85,8
57 62,5 60,6
*(LIU et al., 2008). Espectro obtido em DMSO-ds.
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Figura 86. Espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de 12.
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Figura 87. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CD;0D) de 12 (5,2 a 7,8 ppm).
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Figura 88. Espectro de DEPTQ (125 MHz, CD50D) de 12.
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Figura 89. Expansdo do espectro de DEPTQ (125 MHz, CD30D) de 12 (60 a 180 ppm).

5.1.10 Substancia 13
A substancia 13 (4,7 mg), solido de coloragdo castanho escura, foi obtido como

resultado de diversas etapas cromatogréaficas realizadas na purificacdo da fracdo EMF-Ds.
Esta amostra, juntamente com outras, foi analisa através de CLAE e verificou-se no
cromatograma (Figura 90) a presenca de apenas um pico com tempo retencdo (TR) igual a
14,835 min. Este pico forneceu um espectro de absorcdo na regido do ultravermelho (UV)

com maximos de absor¢do em 255 e 370 nm, tipico de flavonoides. Estes perfis de tempo de
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retencdo (nas condicdes de operacdo) e curva UV foram observados, anteriormente, para a
quercetina. Entdo, ejetou-se um padrdo de quercetina nas mesmas condi¢Oes operacionais
ajustadas para a amostra, observando-se TR (14,900) e curva UV similares aos de 13. Isto
permitiu identific-lo como o flavonol conhecido como quercetina, que ja foi identificado em
pelo menos 18 espécies do género Eugenia (Tabela 4, pg 11).
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Figura 90. Cromatogramas e curvas UV obtidos com a analise CLAE-UV de 13 (a) e padrdo
quercetina (b).

5.2 Metabolitos especiais isolados de galhos de E. copacabanensis

5.2.1 Substancia 14

Um sélido branco (103 mg), com ponto de fusdo na faixa de 260-262° C, foi obtido no
processo cromatografico da fracdo P-EMG. Este foi solivel em cloroférmio, solvente no qual
foram obtidos seus espectros de RMN de *H e *C.
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O espectro de RMN de *H da fragdo contendo a substancia 14 (Figura 91) mostra oito

sinais caracteristicos de metilas de esqueleto terpénico em & 0,75 (s), 0,90 (s), 0,91 (d), 0,98
(s), 1,02 (s), 1,03 (s) 1,07 (s) e 1,20 (s). E possivel observar, também, sinais de & 1,95, a 2,37
ppm, correspondentes a hidrogénios em posicao alfa a carbonila (H-2).

O espectro de DEPTQ (Figura 93) dessa substéncia apresentou oito sinais em 6 6,83,
14,66, 17,95, 18,66, 20,26, 31,79, 32,09, 35,03 que séo atribuidos as 8 metilas presentes na

molécula, e um sinal em & 213,22, caracteristico de carbonila de cetona (C3). Esse conjunto

de informacGes aliado a comparacdo com dados da literatura (Tabela 18) possibilitou

identificar a substancia 14 como o triterpeno conhecido como friedelina (ALMEIDA et al.;
2011).

Tabela 18. Dados de RMN de *H e DEPTQ (500 e 125 MHz, CDCls) de 14.

Composto 14 Literatura* Composto 14 Literatura*

C DEPTQ 8C oH oH

1 22,3 22,3

2 41,5 41,5 2,33 (ddd; J; = 13,8 Hz, J,=5,0Hz,J; 2,39 (ddd; J; = 13,7, J,=

=1,9 Hz, 1H) 51,J;=1,9Hz, 1H)

3 2132 2132

4 58,2 58,2 2,26 (q; J=6,0 Hz, 1H) 2,24 (q; J=6,5Hz, 1H)
5 42,1 42,1

6 41,3 41,3

7 18,2 18,2

8 53,1 53,3

9 37,4 37,5

10 59,5 59,5

11 35,6 35,6

12 30,5 30,5

13 39,7 39,7

14 38,3 38,3

15 32,4 32,8

16 36,0 36,0

17 30,0 30,0

18 42,8 42,8

19 35,6 35,4

20 28,1 28,2
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21 32,8 32,4

22 39,2 39,3
23 6,8 6,8 0,89 (d J =6 Hz, 3H) 0,87 (J=6,5, 3H)
24 14,7 14,7 0,74 (s, 3H) 0,73 (s, 3H)
25 17,9 17,9 0,89 (s, 3H) 0,88 (s, 3H)
26 20,2 20,3 1,03 (s, 3H) 1,01 (s, 3H)
27 18,7 18,7 1,07 (s, 3H) 1,05 (s, 3H)
28 32,1 32,1 1,20 (s, 3H) 1,18 (s, 3H)
29 31,8 31,8 1,02 (s, 3H) 1,00 (s, 3H)
30 35,0 35,0 0,97 (s, 3H) 0,95 (s, 3H)
* (ALMEIDA et al.; 2011). Espectro obtido em CDCLs.
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Figura 91. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCI3) de 14.

THUONMNON~NNANNNDOLN ~ - Lo N LW 0 o ™ ©O© N~ Mo - < DN~ W - ~
LLOEANNOL MO —HO©MmM oM O WO ST M ~ - - 0o o Mmoo < ~ © <~ o -~ -
DN ONONDVOO TN ~<gom LN MNOLWn ~ 32 ~ ~<t M ~<s oo © oMo 0 < ~ W -
MOONOANNNNNNN 209 NNoooe 1 v I mHO AN N A S99 9 ®® ~
ANANNNNNNNNNNNN o A A A A - - - o o — — OO o oo o
e A e N s (e NESNE— | Y [ VSN N
|
H-27|
|
|
|
H-23 +

H-2a |
| [
i [ /“ [
oS, ) NI S Vs J)
1.08 2.22 1.10 117 0.88 1.001.62 1.38 331 6.293.77 6.31 3.09
e —

| — e HoOL b = [ | (==

T ARASA T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

2.6 2.5 2.4 2.3 22 2.1 2.0 1.9 18 17 1.6 15 1.4 13 1.2 11 1.0 0.9 0.8 0.7
Chemical Shift (ppm)
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Figura 94. Expansdo do espectro de DEPTQ (125 MHz, CDCls3) de 14 (4 a 44 ppm).

A Figura 95 mostra o cromatograma resultante da analise CG-EM, nele é possivel

observar apenas um pico, com tempo de retencdo 39,51 min. Este pico forneceu um espectro

de massas (Figua 96), onde se puderam observar o ion molecular (m/z 426) e fragmentos

(Esquema 12 4) de massas compativeis com a proposta estrutural (VELANDIA, 1997).
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5.2.2 Substancia 15
O espectro de RMN *H (Figura 97) desta substancia continha sinais caracteristicos de

triterpenos com esqueleto friedelano. O mesmo apresentou sinais em 6 0,82 (s, 3H), 0,87 (s,
3H), 0,93 (s, 3H), 0,97 (s, 3H), 0,98 (s, 3H), 0,99 (s, 3H), 1,16 (s, 3H) e 1,19 (d, J = 6,3 Hz,
3H), atribuidos as metilas presentes na molécula. O sinal em o 1,9 ppm (dd J; =7,5, Jo, 14,8,
Hz, 1H) foi atribuido ao H-1a, assim como os em 2,50 (t, J = 14,5 Hz, 1H) e 2,60 (dd, J; = 7
Hz, J,, 15,0 Hz, 1H) foram atribuidos aos H-2a e H-2b. O quarteto observado em 6 4,19 ppm
(J = 6,3 Hz, 1H) foi atribuido ao H-4. No espectro de DEPTQ (Figura 9) observaram,-se
sinais em & 175,9 ppm, caracteristico de carbonila de lactona, (C-3), em & 85,2 ppm, comum
em casos de metinos oxigenados (C-4). No espectro de *H-'H COSY foi possivel observar os
acoplamentos, H-la-H-1b, H-2a-H-2b e H-4-CH3-23. Os dados espectroscopicos desta
amostra estdo em acordo com os descritos por Li et al., 2012 e se encontram resumidos na
Tabela 19.

No espectro de HMQC (Figura) foi possivel observar as correlagbes entre 0s
hidrogénios e seus respectivos carbonos, destacando as correlagbes entre H-1/C-1, H-2/C-2,
H-4/C-4, H-8/C-8, H-10/C-10, H-23/C-23, H-25-C-25, H-30-C-30. A Figura 104 mostra o
espectro de COSY 'H-'H onde foi possivel observar os principais acoplamentos Js, que sdo
informacBes muito importantes na proposta estrutural do composto, destacando as correlagdes
entre H4-C23, H2a-H2b, H2b-H1a e H1a-H1b.

Tabela 19. Dados de RMN de DEPTQ (500 e 125 MHz, CDCl3) do composto 15.

Literatura** Composto 15 Literatura* HMBC HMBC COSsYy
C on oy d¢ Sc 2J 3
1,53 (dd, J =7,5 14,8 Hz); 18,6 18,5 2
1,22 (m)
2 2,57 (m) 2,50 (t, J =12,9 Hz, 1H); 34,3 34,3 C3 C4 1
6,65 (dd, J; = 6,95, J, 13,9
Hz)
3 175,8 176,0 23
4 4,21 (m) 4,24 (q, J = 6,45 Hz, 1H) 84,9 84,8 C3eC23
5 40,7 40,8
6 38,4 38,4
7 18,0 18,0
8 52,7 52,1
9 38,2 38,2
10 1,15(dd, J; = 2,5, J,, 12 Hz, 63,9 64,1 C25
1H)
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1 34,3 34,4

12 30,6 30,1

13 39,3 39,0

14 - 38,1 38,2

15 31,7 31,3

16 30,6 29,0

17 35,3 35,1

18 42,7 39,3

19 35,4 35,2

20 28,2 28,0

21 30,6 31,4

22 32,7 33,3

23 1,22 (d J = 6,3 Hz, 3H) 16,2 16,0 C4 C5
24 13,4 13,3 C5 C4el0
25 17,9 17,9 C9 C4eC8
26 20,0 19,0

27 18,6 18,9

28 31,2 68,0

29 35,0 34,2

30 32,1 32,7

* (DHAMARATNE, et al., 1984); ** (PATRA, et al., 1990).
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A A

Espectros 500 MHz o
AMOSTRA: GM-S (67-69) 21 (COSYGPSW) - 500MHZ
SOLVENTE: CDCL3
OPERADOR DO NMR - MAURICIO " it
1 1 Ly
- il
i i» »
w - " Ly
o
r3
r4
i* .
rs5
ré
r7
*
r8

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5

40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
f2 (ppm)

Figura 104. Espectro de *H-'H COSY (500 MHz, CDCls) de 15.

f1 (ppm)

f1 (ppm)

97



M

Espectros 500 MHz
AMOSTRA: GM-S (67-69) 21 (COSYGPSW) - 500MHZ SR
SOLVENTE: CDCL3 S
OPERADOR DO NMR - MAURICIO B _al
”» o g
. it
L]
H-2a/H-2b /
H-2b/H-1a
H-2b/H-1b
H-4/H-23

0.5

rio

ri5

r2.0

r2.5

r3.0

r3.5

r4.0

r4.5

rs.0

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
f2 (ppm)

f1 (ppm)

Figura 105. Expansdo do espectro de *H-'H COSY (500 MHz, CDCls) de 15 (1,0 a 4,5 ppm).

) A

.
Espectros 500 MHz
AMOSTRA: GM-S (67-69) 21 (HMBCGP) - 500MHZ
SOLVENTE: CDCL3
OPERADOR DO NMR - MAURICIO | W
it
] []
| 1
L] LT

wb g
i

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

45 40 35 30 25 20
f2 (ppm)

Figura 106. Espectro de HMBC (500 MHz, CDCI3) de 15.

1.5 1.0 0.5

0.0

f1 (ppm)

98



Espectros 500 MHz ,
égﬁgb!ﬁé:%hé-csl_gw-@) 21 (HMBCGP) - 500MHZ . W 1"1" h ’Il
OPERADOR DO NMR - MAURICIO 'H .
Sy ” r
[T
*H-4/C-10 w H-2/C-10 " i ’
. Vo
’3 2 10
O
H-2/C-3
v H-4/C-3 o 1

2.5
f2 (ppm)

r10

30
40
50
60
70
80
90
r100
110
120
130
140
r150
160
170
180

Figura 107. Expanséo do espectro de HMBC (500 MHz, CDCls) de 15 (1,0 a 4,0 ppm).

Espectros 500 MHz
SOVENTE: %“Scséml e - l »
OPERADORD MR [ ] ﬁ

4 ; ¥

h (Y] '

ot H-24/C-10 il '.-HZSIC 10
24
23

W H-23/04 H-24/C-4 i

1.‘25 1.‘20 1.‘15 1.‘10 1.‘05 1.‘00 0.‘95 0.‘90 0.‘85 0.‘80 0.‘75 0.‘70
f2 (ppm)

r10

20

30

r40

50

60

r70

80

90

f1 (ppm)

f1 (ppm)

Figura 108. Expanséo do Espectro de HMBC (500 MHz, CDCl;) de 15 (0,70 a 1,25 ppm).

99



5.2.3 Substancia 16
No espectro de RMN *H (figura 109) desta substancia, sélido branco (pf = 281-283°

C) obtido do processo de purificagdo de P-EMG (Item 4.5.1), observam-se dois duplo-
dupletos em 6y 5,61 referente ao hidrogénio olefinico H15 e em oy 3,22 relativo ao H3. Na
regido de 6y 1,11 a 0,82 observam-se oito simpletos correspondentes as metilas 23 a 30.

No espectro de DEPTQ (Figura 15) podem ser evidenciados 17 sinais relativos aos
CH e CHs e 17 sinais correspondentes aos C e CH,. Os sinais em dc 158,08 e 116,90 séo
atribuidos aos carbonos olefinicos C-14 e C-15, respectivamente. O sinal em d¢c 79,10 é
caracteristico de carbono oxigenado, C-3. Podem ser observados também oito sinais
atribuidos as oito metilas entre oc 15,49 e & 33,38 ppm.

O conjunto de dados mencionados acima e comparacao destes com dados da literatura
permitiu identificar este composto como o triterpeno taraxerol. As atribui¢cdes dos sinais de
RMN de *H e 1°C e comparacdo com dados da literatura encontram-se dispostas na Tabela
20.

O primeiro relato de isolamento do taraxerol ocorreu em 1963, quando BANERJEE &
CHAKRAVART investigaram a composi¢cdo quimica de Clitoria ternatea. Dentre as
propriedades biologicas relatadas para o taraxerol, destacam-se atividades anti-inflamatéria e
anticolinesterasica (BERTE, 2009).

Tabela 20. Dados de RMN de *H e **C (DEPTQ), (500 e 125 MHz, CDCls) de 16.

Composto 16 Lieraura* Composto 16 Literatura**
C DEPTQ 8C 3y oy
1 38,0 38,1
2 27,1 27,3
3 79,1 79,2 3,22 (dd, J; = 4,5 Hz, 3,19 (dd, 1H)
J, =113 Hz, 1H)
4 38,9 39,1
5 55,5 55,7
6 18,8 19,0
7 35,1 35,3
8 38,7 38,9
9 48,7 48,9
10 37,7 37,9
11 17,5 17,7
12 35,8 35,9
13 37,9 37,9
14 158,1 158,1
15 1168 117,0 5,61 (dd, J; = 3,2 Hz, 5,53 (dd, 1H)
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J, =82 Hz, 1H)

16 36,7 36,9
17 37,6 38,1
18 49,3 49,4
19 41,3 414
20 28,8 29,0 -
21 33,7 339
22 33,1 33,2
23 28,0 28,1 0,93 (s, 3H) 0,91 (s, 3H)
24 155 15,6 0,95 (s, 3H) 0,93 (s, 3H)
25 15,4 15,6 0,97 (s, 3H) 0,98 (s, 3H)
26 29,9 30,1 1,11 (s, 3H) 1,09 (s, 3H)
27 25,9 26,0 0,84 (s, 3H) 0,82 (s, 3H)
28 29,9 30,1 0,82 (s, 3H) 0,80 (s, 3H)
29 33,4 335 0,97 (s, 3H) 0,95 (s, 3H)
30 21,3 21,3 0,93 (s, 3H) 0,91 (s, 3H)
* LEE et al., 2004; ** LAPHOOKHIEO et al., 2004
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Figura 109. Espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3) do composto 15.
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Figura 110. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl5) de 16 (3,0 a 5,6 ppm).
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Figura 113. Expanséo do espectro de DEPTQ (125 MHz, CDCls) de 16 (15 a 36 ppm).

O cromatograma CG (Figura 114) apresentou um pico com tempo de retencdo 33,7
min, que forneceu um espectro de massas (Figura 115) com fon molecular em m/z 426, além

de outros picos, cujos fragmentos propostos no esquema 5 sdo coerentes com a proposta
estrutural.
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Esquema 12. Proposta de fragmentacdo de massas de 16.

5.2.4 Substancias 17, 18, 19 e 20
No espectro de RMN *H desta substancia (Figura 116) foram observados dois

dupletos em 6 7,45 (2H) e 6,82 (2H) ppm, com constantes de acoplamento iguais a 8 Hz,
caracteristicos de sistema aromatico para substituido. Os dupletos em & 7,61 e 7,28 ppm (J =

16,0 Hz) sugerem hidrogénios olefinicos com configuracdo E, tipicos de derivados do &cido
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trans-cumérico. E possivel observar, também, o tripleto em & 4,21 ppm caracteristico de
hidrogénio ligado a carbono oxigenado (-CH,-O-).

O espectro de DEPTQ desta mistura (Figura 118) revelou sinais em 6¢ 167, 67, que
pode ser atribuido ao carbono carbonilico de éster conjugado, e 157,72 ppm, tipico de carbono
oxigenado de sistema aromatico (C-4). Ja os sinais com deslocamentos quimicos em 129,94 e
114,95 ppm foram atribuidos aos carbonos olefinicos, C-7 e C-8, respectvamente. Foi
possivel, ainda, atribuir os sinais do CH, ligado ao oxigénio da funcéo ester (6c = a 64,72
ppm) e o da metila (6c = a 13,84 ppm). Estes dados permitiram propor a presenca de mistura
de cumarato de alquila, cuja atribuicdo dos dados de RMN esta relacionada na Tabela 21.
Para definir o tamanho da cadeia alquilica foi feito a analise de massas.

O espectro de massas de alta resolucdo desta amostra (Figura 119), obtido com
ionizacdo eletron spray e detectdo em modo negativo, foi possivel observar quatro picos
principais identificados em m/z 555,4988, 541,4695, 527,4483 e 499,4314 que foram
atribuidos aos ions quase moleculares (M™, M-H) das substancias 17-20, além de outros ndo
identificdos. Sendo os valores do ion molecular 556, 542, 528 e 450, respectivamente para 17,
18, 19 e 20.

Através da expressao [(M-H)-163]/14=n, onde 163 é a mssa da por¢do Cg¢Cs, 14 € a
massa de uma unidade CH, e n € 0 nimero de carbonos do grupo R. Os valores de n
calculados foram 28, 27, 26 e 24. Assim, foi possivel identificar a mistura de substancias os
cumaratos de octaeicosila, heptaeicosila, hexaeicosila e tetraeicosila, respectivamente. Os
espectros MS-2 dos picos mencionados acima (Figuras 121 a 123) estdo em acordo com as

estruturas propostas.

Tabela 21. Dados de RMN de *H e DEPTQ (500 e 125 MHz, CDCls) de 17-20.

C 8c o
1 1273
2 129,9 7,45 (d, J = 8,3 Hz, 1H)
3 1159 6,87 (d, J = 8,3 Hz, 1H)
4 157,7
5 1159 6,87 (d, J = 8,3 Hz, 1H)
6 129,9 7,45 (d, J = 8,3 Hz, 1H)
7 1443 7,65 (d, J = 16,0 Hz, 1H)
8 1159 6,63 (d, J = 16,0 Hz, 1H)
9 167,7

CH,-O- 64,7 4,21 (t, J = 6,7 Hz, 2H)
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CH2CH2-0 25,5 1,8

(CH2)n 28,7-29,6
CH2CH2CH3 31 1,24(m)
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Figura 116. Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de 17-20.
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Figura 117. Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de 17-20 (6,2 a 7,8 ppm).
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5.3 Teor de flavonoides e atividade antioxidante

5.3.1 Determinacdo do teor de flavonoides totais

A metodologia empregada na determinacdo de flavondides totais baseia-se na
formacdo de complexos estaveis entre o cation aluminio com os flavondides em meio
metanolico (Figura 124). A formacdo do complexo promove um desvio para maiores
comprimentos de onda (efeito batocrémico) e uma intensificacdo da absorcdo na analise
espectrofotométrica. A leitura é feita em espectrofotdmetro a 415 nm, utilizando-se cloreto de
aluminio a 2% em metanol (WOISKY & SALATINO, 1998).

O teor de flavondides totais nos extratos e fracdes de E. copacabanensis variou de
10,6£0,1 a 38,7+£0,5 mg EQ/g de extrato (Figura 125). Conforme esperado, 0s maiores teores
foram encontrados nos extratos em metanol e nas fragdes mais polares, com destaque para a
fracdo em butanol das folhas que apresentou o maior teor de flavonoides (38,7+0,5 mg EQ/Q)
(P<0.05). Os flavonoides séo uns dos grupos de metabdlitos de ocorréncia mais freqiiente em
espécies de Eugenia, sendo indicados como potenciais marcadores quimiossistematicos deste
género. Estes resultados sugerem que as folhas e galhos de E. copacabanensis sdo ricos em
teores de flavonoides quando comparados a outras espécies de Eugenia (MAGINA et al.,
2010; DONATINI et al., 2009).

Figura 123. Formacao do complexo flavonoide-aluminio em solucdo de AICIs.
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Figura 124. Teor de flavonoides dos extratos e fracdes das folhas e galhos de E.
copacabanensis.
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5.3.2 Atividade sequestradora do radical livre DPPH

Véarios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos
vegetais. Dentre estes, um dos mais empregados consiste em avaliar a atividade sequestradora
do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de coloragdo purpura que apresenta um
pico de absorgdo em 517 nm (ALVES et al., 2010). Por a¢do de um antioxidante ou espécie
radicalar, o radical DPPH é reduzido formando DPPH-H (2,2-difenil-1-picril-hidrazina), de
coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da banda de absorcao, sendo a mesma
monitorada pelo decréscimo da absorbancia (HUANG et al., 2005).

Os extratos e fragdes das folhas e galhos de E. copacabanensis apresentaram atividade
sequestradora de radical livre com CEsp variando de 0,92+0,04 a 40,7+1,0 pg/mL,
considerando-se que 0s extratos vegetais sdo considerados ativos quando apresentam valores
de CEsp < 500 pg/mL (CAMPOS et al., 2003), podemos afirmar que todas as amostras
analisadas apresentaram promissora atividade antioxidante. O extrato em metanol dos galhos
(EMG) de E. copacabanensis apresentou a maior atividade antioxidante dentre as amostras
analisadas, sendo mais ativo que o padrdo quercetina (Teste de Tukey, P<0.05). O extrato em
metanol das folhas (EMF) e a fragdo em butanol dos galhos (EMG-B) apresentaram atividade
antioxidante comparavel ao padrdo quercetina (P<0.05). Em relacdo a fracdo em
diclorometano das folhas (EMF-D), pode-se atribuir parte da atividade antioxidante observada
aos flavonoides quercetina, quercetina-3-O-arabinosideo e canferol-3-O-ramnosideo isolados
desta fracdo. Os valores de CEsp dos extratos, fracfes e o padrdo estdo representados na
Figura 126. A atividade antioxidante de outras espécies do género Eugenia encontram-se
descritas na Tabela 2 (pagina 5).

O coeficiente de correlacdo de Pearson foi igual a r = 0,997 entre o teor de flavonoides
e os valores de 1/CEsp do extrato e fracbes dos galhos de E. copacabanensis (Figura 127). Na
andlise de regressao foi observado que houve um aumento linear na capacidade de sequestrar
o radical DPPH em funcdo do teor de flavonoides. Esta andlise sugere que a atividade
sequestradora radicalar deve-se em grande parte ao teor de flavonoides presentes nos galhos
de E. copacabanensis. Nao foi observada correlacéo estatisticamente significativa entre o teor
de flavonoides e a atividade antiradicalar do extrato e fracdes das folhas de E.

copacabanensis.
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Figura 125. Atividade sequestradora do radical DPPH do extrato e fragdes das folhas e galhos
de E. copacabanensis.
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Figura 126. Correlacdo de Pearson (r = 0,997, P<0,05 e R=0,993) entre os valores de 1/CEs

do ensaio do DPPH e o teor de flavonoides presentes no extrato e fragdes dos galhos de E.
copacabanensis.
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5.3.3 Atividade antioxidante utilizando o sistema f3-caroteno/acido linoleico

A avaliag¢do da atividade antioxidante de extratos vegetais pelo ensaio do sistema [3-
caroteno/acido linoleico baseia-se na descoloragdo do B-caroteno induzida pelos produtos de
degradacédo oxidativa do &cido linoleico, em emulsdo aquosa saturada em oxigénio. A adi¢cdo
de uma amostra contendo antioxidantes contribui para retardar a queda de absorbancia do B-
caroteno (SOKMEN et al., 2004).

Os extratos e fracOes das folhas e galhos de E. copacabanensis apresentaram
atividades de inibi¢do da descoloragdo do -caroteno em t= 120 min. variando de 28,7+7,9 a
90,0£0,1% (Figura 128). O extrato em metanol dos galhos (EMG) de E. copacabanensis foi o
mais ativo neste ensaio em comparacdo as demais amostras analisadas, incluindo o padréo
Trolox. Com excec¢éo das fragdes em hexano e em diclorometano das folhas (EMF-H e EMF-
D, respectivamente) de E. copacabanensis que foram as menos ativas nas concentragdes
analisadas, as demais amostras apresentaram atividades antioxidantes no sistema [3-
caroteno/acido linoleico comparaveis estatisticamente ao padrdo Trolox (Teste de Tukey,
P<0.05). Estes resultados sugerem que as folhas e galhos desta espécie representam uma

potencial fonte de novos antioxidantes naturais.
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Figura 127. Atividade antioxidante no sistema [-caroteno/acido linoleico dos extratos e
fracdes das folhas e galhos de E. copacabanensis.
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5.4 Ensaios antimicrobiano de extratos e fragdes de E. copacabanensis
A Tabela 22 mostra que os extratos e fracdes de E. copacabanensis ndo foram capazes

de inibir o crescimento de MRSA, C. albicans, E.coli, C. neoformans e R. oryzae, em
concentracdes diferentes até 2,5mg/mL.

Tabela 22. Resultado do ensaio antimicrobiano extratos e fragdes de E. copacabanensis.

Concentracdo Inibitéria Minima (em pg/mL)

Extratos e fragbes MRSA E.coli  C.albicans  C. neoformans  R. oryzae

EMF %) %) %) %) %)
EMF-H %) %) %) %) %)
EMF-D %) %) %) %) %)
EMG %) %) %) %) %)
EMG-D %) %) %) %) %)
EMG-Ae, %) %) %) %) %)
EMG-B %) %) %) %) %)
AMB - - 1,56 1,56 0,68
CIP 5 5 - - -

6 CONCLUSOES

A revisdo realizada sobre os apéctos quimicos e famacologicos do género Eugenia
gerou informacgdes viaveis a publicacdo.

Este € o primeiro estudo relacionado a quimica de compostos fixos da espécie E.
copacabanensis. Neste trabalho foi possivel identificar 20 substéncias, o que contribui para o
conhecimento quimico da espécie, além da preparacdo de dois derivados, que auxiliaram na
identificacdo de uma delas. O perfil quimico da espécie em estudo esta em acordo o relatado
na literatura para o género. Dentre as substancias isoladas, destacam-se 0s triterpenos
friedelan-3,4-lactona e &cido 30-hidroxi-ursélico que, possivelmente, estdo sendo relatados
pela primeira vez na familia Myrtaceae. Além disso, convém ressaltar que, segundo HARON
et al (1992), flavonois como a quercetina e seus derivados glicosilados, relatados neste
trabalho, sdo possiveis marcadores taxonémicos do género.

Os extratos e fracOes de E. copacabanensis mostraram elevado potencial antioxidante,
nos dois ensaios realizados, destacando-se as fracdes mais polares. O que indica possivel
presenca de flavonoides, que serdo investigados futuramente.

Em relacdo aos ensaios antimicrobianos, os extratos e fracfes ndo se mostraram ativos
frente aos micro-organismos testados. O que ndo descarta a possibilidade de testes com outros

micro-organismos.
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Os resultados obtidos neste estudo foram divulgados nos eventos cientificos abaixo:

*
°e

352 RASBQ (2012): Metabdlitos especiais isolados de Eugenia copacabanensis

(Myrtaceae);

% F6rum da Pds-graduacdo-UFRRJ (2012): Estudo quimico de Eugenia Copacabanensis
(Myrtaceae);

s 111 SIPMN (2012): Triterpenes and Flavonol Glycoside from Eugenia copacabanensis

and DPPH Scavenging Activity.
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