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RESUMO

FERNANDES, Renata Duarte. Estudo Quimico e Avaliacdio de
Atividades Bioldgicas de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. 2008 101f.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica Organica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de
Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Os metabdlitos especiais isolados de galhos de Ouratea hexasperma var.
planchonii Engl., permitiram a comparacdo com os constituintes de O. hexasperma
(St. Hil.) para confirmar a classificacdo botanica da mesma. Neste trabalho também
foram avaliadas algumas atividades bioldgicas.

As analises das fragdes obtidas do fracionamento com particdo com solventes e
técnicas cromatogréficas dos extratos preparados com diclorometano e metanol dos galhos de
Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. conduziu a identificacdo de alguns constituintes
quimicos. Identificaram-se misturas de hidrocarbonetos alifaticos, acidos alilfaticos, de
esterdides (sitosterol, estigmasterol e campesterol), além de trés triterpenos, lupeol, a e
amirina, e os flavondides (7”-O-metilagatisflavona e agatisflavona) e sitosterol-3-O-f-D-
glicopiranosideo. As estruturas foram determinadas através de andlise dos dados
espectrométricos de IV, RMN de '"H e 3C uni e bidimensional e massas, além de comparacao
com dados da literatura. A técnica CLAE-EM foi utilizada na andlise adicional de duas
fragdes contendo dois biflavondides e alguns constituintes adicionais. Esta andlise permitiu
propor a presenga de metil-vitexina, orientina, metil-diidroxiflavona, glicopiranosil-flavonas,
dimetilagatisflavona, glicopiranosil-prenil-flavonol além da confirmacio das duas biflavonas
identificadas inicialmente.

Os extratos dos galhos de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. foram
submetidos a avaliacdo de atividade antibacteriana, antifingica, inseticida e de toxidez. O
crescimento de Escherichia coli e Staphylococcus aureus reduziu com extrato metandlico. As
fragdes contendo as biflavonas foram parcialmente ativas como inseticida contra Musca
domestica. Os extratos apresentaram baixa toxicidade em dose unica.

Palavras—chave: Ouratea hexasperma, flavondides, atividades bioldgicas.
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ABSTRACT

FERNANDES, Renata Duarte. Phytochemical Study and Biological Activities
extracts from the branches of Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. 2008 103f.
Dissertation (Magister Scientiae in Organic Chemistry), Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2008.

The specials metabolites isolated from the branches of the Ouratea hexasperma var.
planchonii Engl., allowing to the comparison with the chemical constituents from variety
Ouratea hexasperma (St. Hil.) to confirm the botanical classification. Some biological
activities were evaluated.

The analysis of the fractions from solvents and chromatographic fractionation of the
dichloromethane and methanolic extracts from the branches of Ouratea hexasperma var.
planchonii Engl. led to the identification of some chemical constituents. This procedure led to
identification of aliphatics compounds mixture, aliphatic alcohol mixture, steroids mixture
(sitosterol, stigmasterol and campesterol), three triterpenes, lupeol e a-amiryn e B-amiryn, and
the biflavonoids (7”-O-methylagathisflavone and agathisflavone) and sitosterol-3-O-p-D-
glycopyranoside. The structures were determined by IR, de 'H (1D e 2D) e °C (BBD e
DEPT) NMR spectral data analysis and comparison with literature values. The HPLC-MS
were used in the analysis of two fractions containing the these two biflavones and some
additional compounds. This analysis led us to identify the presence of methyl-vitexin,
orientin, methyl-dihydroxyflavone, glycopiranosil-flavones, dimethylagathisflavone and
glycopyranosil-prenyl-dihydroxyflavonol besides the confirmation of these two biflavonoids.

The extracts from the branches of Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. were
submitted on evaluations of the antibacterial, antifungal, insecticide and toxicity activities.
The Escherichia coli and Staphylococcus aureus growth was inhibited with methanolic
extract. The fractions containing the biflavonoids were partially active as insecticide against
Musca domestica. The extracts presented low toxicity on unique dose.

Key words: Ouratea hexasperma, flavonoids, biologicals activities.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais vém sendo utilizados pela humanidade como remédio desde os
primérdios. A busca por alivio e cura de doengas pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenha
sido uma das primeiras formas de utiliza¢do dos produtos naturais.

O profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza, pelos povos primitivos e
pelos indigenas, pode ser considerado fator fundamental para o descobrimento de substincias
téxicas e medicamentosas ao longo do tempo. A convivéncia e o aprendizado com os mais
diferentes grupos étnicos trouxeram valiosas contribuicdes para o desenvolvimento da
pesquisa sobre utilizacdo de substancias naturais para a cura de doengas ou criar produtos em
beneficio do bem estar do homem. H4 relatos, por exemplo, do uso de plantas com
finalidades terapéuticas por volta de 3.000 a.C. na obra Pen Ts’ao do chiné€s Shen Nung
(VEIGA JR. et al, 2005). As pesquisas na drea da quimica de produtos naturais permitiram a
descoberta de muitos modelos moleculares que fundamentaram estudos de relacdo estrutura-
atividade (SAR) e inspiraram o desenvolvimento da sintese organica classica. (VIEGAS JR.
et al, 2000).

No inicio, os quimicos estudavam plantas consagradas pelo uso popular, geralmente
incorporadas as farmacopéias da época, limitando-se ao isolamento e a determinagdo
estrutural de substancias ativas (YUNES & CECHINEL FILHO, 2001). Dada a importancia
das plantas para a medicina da época, a Quimica e a Medicina passaram a ter uma estreita
relacdo, o que permitiu um rapido desenvolvimento de seus campos especificos (YUNES &
CECHINEL FILHO, 2001). Desta forma, muitas substincias ativas foram conhecidas e
introduzidas na terapéutica, permanecendo até hoje como medicamentos. Um exemplo
importante do desenvolvimento dos farmacos a partir de produtos naturais de plantas foi o
descobrimento dos salicilatos obtidos de Salix alba.

A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, ndao sé pelos recursos
oferecidos para sua alimenta¢do e manutencdo, mas por ser sua principal fonte de inspiragao e
aprendizado. A busca incessante pela compreensdo das leis naturais e o desafio de transpor
barreiras a sua sobrevivéncia, como o clima e as doengas, levaram o homem ao atual estdgio
de desenvolvimento cientifico, mesmo apds o avanco tecnolégico observado nos dias de hoje.
(VIEGAS JR et al. 2006).

Pesquisadores da drea de produtos naturais mostram-se impressionados pelo fato
desses produtos encontrados na natureza revelarem uma gama quase que inacreditivel de
diversidade em termos de estrutura, propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (WALL &
WANI, 1996). Diversos autores tém apontado a importincia dos estudos quimicos e
farmacoldgicos de vdrias espécies vegetais pela intensa producdo de metabdlitos especiais,
principalmente, nas espécies dos ecossistemas tropicais (BRITO & BRITO, 1993). Nesta
perspectiva, a botanica, a quimica e a farmacologia abrangem conhecimentos indispensaveis
para a utilizacdo segura de plantas medicinais, mostrando que a busca sistemdtica de novos
medicamentos tem sido realizada por inimeras abordagens de estudo. Desta forma, uma
abordagem interdisciplinar, na pesquisa de novos medicamentos, representa, de modo
inegdvel, a alternativa mais eficaz e promissora para o alcance deste objetivo (Di STASI,
1996).

Nas tultimas décadas o estudo de plantas medicinais evoluiu muito, principalmente, do
ponto de vista quimico. Esta evolu¢do deve-se ao desenvolvimento de técnicas analiticas que
corroboram para a determinacdo estrutural. Os produtos naturais vém recuperando espacgo e
importancia na industria farmacéutica como fonte inspiradora de novos padrdes moleculares
bioativos (VIEGAS JR et al. 2006). Cerca de 25% das prescri¢des dispensadas nos Estados
Unidos durante os ultimos 25 anos estavam relacionadas a medicamentos que com principios



ativos de origem natural ou semi-sintéticos, oriundos normalmente de plantas superiores.
Além de cerca de 13% relativas a medicamentos de fontes microbianas e 2,7% de origem
animal (CRAGG, et. al., 2003). Resultados de andlise de novos farmacos aprovados pelo FDA
(Food and Drug Administration) e por entidades reguladoras de outros paises, no periodo de
1981 a 2006, indicaram que os medicamentos recomendados para tratamento de doencgas
infecciosas atingiram 230 novos medicamentos, dos quais 5,2% eram de produtos naturais e
32,3% eram de derivados de produtos naturais (NEWMAN & CRAGG, 2007). Para o
tratamento do cancer cerca de 175 novos medicamentos tem sido aprovados, dos quais 14%
sdao de produtos naturais e 28% de derivados de produtos naturais. (NEWMAN & CRAGG,
2007).

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da maior
floresta equatorial e tropical imida do planeta, ndo pode abdicar de sua vocacdo para os
produtos naturais. A Quimica de Produtos Naturais (QPN) €, dentro da Quimica brasileira, a
drea mais antiga e a que, talvez, congregue o maior nimero de pesquisadores (PINTO et al.,
2002).

O grupo de pesquisa em quimica de produtos naturais da UFRRJ tem registrado,
dentre outros trabalhos, estudos com a familia Ochnaceae, principalmente com espécies do
género Quratea e Luxemburgia, dando valiosas contribui¢des para o conhecimento da
quimica dessa familia, propiciando subsidios para avaliagdes quimiotaxondmicas, além de
apresentar substincias com importantes atividades bioldgicas contribuindo para busca de
novos farmacos (SUZART, et. al.2007).

Objetivos
Os objetivos do presente trabalho sdo:

e [solar e identificar os principais metabdlitos especiais dos galhos de Ouratea
hexasperma var. planchonii Engl.;

e Verificar se hd semelhancas quimicas entre as variedades de Ouratea hexasperma (O.
hexasperma (A. St.-Hil.) Bail. var. hexasperma e O. hexasperma var. planchonii
Engl.);

e Avaliar atividades bioldgicas de extratos e/ou fracdes dos galhos de Ouratea
hexasperma var. planchonii Engl., como atividades antibacteriana, antifingica,
inseticida e de toxicidade;

® Preparar derivados dos constituintes isolados;

e Fazer a atribuicdo de dados espectrométricos das substincias naturais isoladas e
derivados;

e Utilizar CLAE-EM para identificar componentes minoritdrios que sdo dificeis de
identificar pelas técnicas usuais;

e Realizar um estudo de informagdes relacionadas aos biflavonéides considerados como
marcadores sistematicos do género Ouratea.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Generalidades Sobre a Familia Ochnaceae e o0 Género Ouratea

A familia Ochnaceae pertence a ordem Theales e compreende cerca de 28 géneros e
400 espécies, de ampla distribui¢ao nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. No
Brasil ocorrem aproximadamente 9 géneros com 105 espécies (BARROSO, 1986). Essas sdo
plantas essencialmente arbdreas ou arbustivas, raramente herbaceas (Sauvagesia), folhas em
geral inteiras, de distribui¢do alterna e com estipulas. Apresentam flores amarelas, alvas ou
avermelhadas. (BARROSO et. al, 2002).

A familia Ochnaceae é pouco conhecida do ponto de vista quimico e bioldgico.
Estudos quimicos demonstram que sdo capazes de biossintetizar flavondides e biflavondides,
sendo os géneros Ochna, Lophira, Luxemburgia e Ouratea os mais estudados. Investigacdes
sobre a composi¢cao quimica de espécies do género Ouratea, levaram ao isolamento de varios
biflavondides (SIMONI er al., 2002). A freqiiéncia e a diversidade estrutural dos
biflavondides em espécies desses géneros permitem que sejam utilizados como marcadores
taxondmicos (SUZART et al., 2007).

O género Ochna consiste em mais de 85 espécies distribuidas por toda Africa
(PEGNYEMB et al., 2003), principalmente na regido de Camardes. O estudo de algumas
espécies desse gé€nero forneceu triflavondides: caloflavanas A e B (figura 1, pag. 3).
(MESSANGA et al., 2002); biflavondides (KAMIL er al., 1987): calodeninas A ¢ B e
lophironas K e C (figura 2, pag. 4). (MESSANGA et al., 1994; PEGNYEMB et al., 2001).
Biflavonoides, isoflavona e flavona C-glicosilada foram isolados de O. squarrosa. Esta
espécie € utilizada no tratamento de indigestdo, complica¢des menstruais e contra asma (RAO
& GUNASEKAR, 1989). O extrato etandlico e os biflavondides isolados do caule de O.
macrocalyx mostraram atividades citotoxicas e antibacterianas (TANG et al., 2003).

O género Lophira é comumente encontrado na regido tropical da Africa, onde é
conhecido pelos seus usos medicinais (GHOGOMU et al., 1987). As espécies mais estudadas
sao L. alata e L. lanceolata. Desses gé€neros foram isolados flavondides, biflavondides e
dimeros de chalconas (lophironas F, G e H) (figura 2, pag. 4). (TIH GHOGOMU et al.,
1989a; TIH GHOGOMU et al., 1989b; TIH GHOGOMU et al., 1990; TIH et al., 1992a; TIH
et al., 1992b; TIH et al., 2003).

Caloflavana A

Caloflavana B

Figura 1: Triflavondides isolados no Género Ochna
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Figura 2: Biflavonéides e dimeros de chalconas isolados dos Géneros Ochna e Lophira.

O Geénero Luxemburgia ocorre somente no Brasil e suas espécies sdo encontradas
principalmente nos campos rupestres da Cadeia do Espinhagco, em Minas Gerais e na Bahia
(FERES, 2006). Estas espécies sdo capazes de biossintetizar flavondides e biflavondides com
esqueleto proximo a chalconas (OLIVEIRA et al., 2002; CARVALHO et al., 2004) e a
bichalcona luxenchalcona (I—3—O—H—4”) (figura 3, piag. 5) (CARVALHO et al., 2004). A
rutina (3-O-rutinosideo-quercetina) foi isolada de Luxemburgia nobilis (OLIVEIRA et al.,
2002) e das flores de Luxemburgia octandra foram isolados dois flavondides 8-C-glicosilados
(figura 3) (ALVES et al., 2003).



HO

OH O
R=R;=0H 3-hidroxiisoliquiritigenina
R= OH; R,=H isoliquiritigenina Luxenchalcona 0 OH
on o OH

R=H
R=CH;
Rutina Flavonéides glicosilados

ocnaflaflova

Figura 3: Flavondides e chalconas isolados do género Luxemburgia

O género Ouratea ocorre em todo territério Nacional, destacando-se no Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Paraiba, Bahia e Pernambuco. Algumas espécies do género Ouratea
incluindo a O. grandifolia, ocorrem na Restinga da Marambaia, Corcovado e Campo Grande
(Limeirao)/RJ. (BARROSO, 1986).

As espécies de Ouratea sao caracterizadas pelas flores geralmente vistosas,
freqiilentemente de coloragdo amarela. No Nordeste as espécies de Ouratea sdo conhecidas
como batiputd, as sementes de batiputd fornecem a “Manteiga de batiputd”, 6leo adocicado e
aromdtico, utilizado em conservas e temperos, tornando-se rangoso com facilidade. As
espécies de Ouratea espalhadas pelo pais recebem designagdes especificas como Angelim



(Ouratea vaccinoides), Caju Bravo (Ouratea floribunda e Ouratea salicifolia) e Coragao de
Bugre (Ouratea parviflora). As Ouratea floribunda e Ouratea castanaefolia sdo empregadas
em ornamentacdo urbana (SUZART et al., 2007). Sao utilizadas na medicina popular como
adstringentes, tonicas, estomdquicas, vermifugas (BRAGA, 1960), em distirbios géstricos e
reumatismo (MBING et al., 2003a) e util na cura de paralisias, erisipela, feridas no ttero e
ulceras, disturbios gastricos e na cicatrizacao de feridas (BARROSO, 1986).

Em estudos com espécies do género Ouratea, podemos destacar os que mostraram
atividade antitumoral contra células do carcinoma Ehrlich (CARVALHO et al., 2002),
inibicdo das DNA topoisomerases (GRYNBERG et al., 2002), efeitos antiproliferativos e
ativacdo da apoptose em células de tumor Ehrlich (GRYNBERG et al., 1998). O extrato
hidroetandélico e a fragdo acetato de etila de Ouratea semisserrata apresentaram efeito
vasodilatador dependente do endotélio (CORTES et al., 2002) e atividade anti-hipertensiva,
inibindo a conversdo da enzima angiotensina I (ACE) (CASTRO et al., 2000). O extrato
metandlico de Ouratea elongata, Ouratea flava e Ouratea sulcata, demostrou atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Enterococcus hirae e Candida
albicans (GANGOUE-PIEBOIJI et al., 2006). Também apresentou atividade antimicrobiana o
6leo da fruta de Ouratea parviflora Baill extraido com hexano (PAULO, et al., 1986). O
extrato metandlico das folhas de Ouratea cuspidata revelou atividade antiparasitaria frente a
Leishmania braziliensis, biopotecao contra radicais livres e acdo antiinflamatéria. (SUZART,
2007).

Estudos quimicos realizados em espécies deste género revelaram que sdo
bioprodutores de flavonéides, flavondides glicosilados (SUZART et al., 2007) e biflavondides
(SUZART et al., 2007, CARVALHO et al., 2008). Na figura 4, pags. 7 e 8, sdo mostradas
estruturas quimicas de substancias deste género. De Ouratea sp. (MONACHE et al., 1967)
foram isolados a protocianidina (1) e catequina (2); de O. affinis Engl. e O. calantha Gilg.
(GARTLAN et al., 1980) foi isolado a cianidina (3); de O. spectabilis (Mart.) Engl.
(FELfCIO et al., 1995) foram isolados bigenkanina (4) e 7,7”- O-dimetilagatisflavona (5); de
O. multiflora Pohl (FELfCIO et al., 2001) foram isolados amentoflavona (6) e , 3-OH-4",5,7-
OMe-flavona-(6—8”)- 3”-OH -37,4".,5”,7’-OMe flavona (7); de O. semisserata (Mart.)
Engl. (VELANDIA et al., 2002) foram isolados 3',6,8-cloro-4’,5-OH-7-OMe isoflavona (8),
3'.5',6,8-cloro-4’,5-OH-7-OMe isoflavona (9), 5,7-OH-flavona-(4’—0—8)- 4",5"7"-OH
flavona (10), 5-OH -7- OMe-flavona-(4'—-0—8")- 4", 5",7"-OH flavona (11), 5-OH-7-OMe-
flavona-(4'—>0—8")-5",7"-OH-4""-OMe flavona (12), amentoflavona (6), podocarpusflavona
(13) e rutina, (14); De O. flava Schum e Thon (MBING et al., 2003a) foram isolados
calodenina B (15), flavumona A (16), flavumona B (17), calodenina C (18), lophirona A (19)
e 4',5-OMe-6,7-metilenodioxi-isoflavona (20); de Ouratea hexasperma (St. Hil.) Bail.
(MOREIRA et al., 1994; DANIEL et al., 2005) foram isolados Hexaspermona A (21),
Hexaspermona B (22), Hexaspermona C (23), 5,7,4’-OMe-isoflavona (24), 7"-O-
metilagatisflavona (25), 7,7"-O-dimetillanaraflavona (26), agastiflavona (27), epicatequina
(28), 6-C-glicopiranosil-luteolina (29), 3-O-glicopiranosil-quercetina (30), 2"-O-B-D-
glicopiranosil-8-C-B-D-glicopiranosil luteolina (31); de O. microdonta (CARVALHO et al.,
2008) foram isolados agatisflavona (27), 7’-O-metilagatisflavona (25) e amentoflavona (6).
(Figura 4, pags. 7 e 8).

Além de flavonéides e biflavondides, ocorrem no género outras classes de subsancias
como norisoprendides (VELANDIA et al., 1998), diterpenos (VELANDIA et al., 1998;
FELICIO et al., 2004), triterpenos, (MBING et al., 2003b; CARVALHO et al., 2008),
esterdides (CARVALHO et al., 2008), lignanas (VELANDIA et al., 1998), hidrocarbonetos e
ésteres alifaticos (MOREIRA et al., 1994; PAULO et al., 1986; ESTEVAM et al., 2005) além
de derivado do 4cido benzdico (CARVALHO et al., 2008). As estruturas quimicas de alguns
representantes desta classe sdo mostrados na figura 5, pag. 9.
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Figura 4: Flavondides isolados do Género Ouratea
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Figura 5: Outras classes de substancias isoladas nos géneros Ouratea.

2.2 Classificacdo botanica de O. hexasperma (St. Hill) Bail var. hexasperma e O.
hexasperma var. planchonii Engl.

Ouratea hexaperma foi classificada pela primeira vez como Ghomphia hexasperma A.
St. Hil. (Flora Brasiliae Meridionalis (quarto ed.) 1: 61. 1824), posteriormente a classificacao
botanica foi modificada para Ouratea hexasperma (A. St.-Hill.) Bail. (Histoire des Plantes 4:
366. 1873) e apo6s verificar diferencas morfoldgicas dentro na prérpria espécie, classificou-se
em duas variedades, a tipica, O. hexasperma (A. St. Hill.) Bail var. hexasperma e uma nova
variedade O. hexasperma var. planchonii Engl. (Flora Brasiliensis 12(2):321. 1876).

A variedade tipica (A. St.-Hill.) Bail, apresenta folhas lanceoladas, provida de
acimem de 1 cm de comprimento e a variedade planchonii Engl. apresenta folhas oblongas
ou oblonga-ovadas, raramente acuminada aguda. (Flora Brasiliensis). (Figura 6, pag. 10).



Atualmente estas variedades foram sinonimizadas, especialistas da familia nao
consideram as variedades e apenas a espécie Quratea hexasperma (A. St.-Hill.) Bail., devido
a estas pequenas diferencas morfoldgicas.

Chlenge-ovada Oblongo-lanceolada

Figura 6: Diferencas morfoldgicas marcantes entre as folhas de Ouratea hexasperma.

2.3. Estudo Quimico Realizado com Quratea hexasperma (St. Hil.) Bail

Como citado anteriormente, estudos quimicos com Quratea hexasperma, coletada no
cerrado da Amazonia, conduziu ao isolamento de hidrocarbonetos, de biisoflavondides:
hexaspermona A, B, C, estruturas 21, 22 e 23 da figura 4, pdg. 7 e 8. e da biflavona 7 -
metilagatisflavona, estrutura 25 da figura 4, pdg. 7 (MOREIRA et al., 1994; MOREIRA, et
al., 1999). Das folhas, inflorescéncia e caule de Ouratea hexasperma, coletadas no Municipio
de Jodo Pessoa na Paraiba, foram isolados hidrocarbonetos, esterdides, saponinas, triterpenos
(figura 5, pag. 10), flavondides, epicatequina, biflavondides (7,7”—O—dimetillanaraﬂavona, 77-
O-metilagatisflavona e Agatisflavona) além de flavondides glicosilados, figura 4, pag. 8 e 9
(DANIEL, 2005; SUZART, 2007).

O grupo de pesquisa em Quimica de Produtos Naturais da UFRRJ tem registrado,
dentre outros trabalhos, estudos de espécies do género Ouratea € Luxemburgia (Ochnaceae)
dando valiosas contribuicdes para o conhecimento da quimica dessa familia, propiciando
subsidios para avaliacdes quimiotaxondmicas, além de apresentar substancias com
importantes atividades bioldgicas contribuindo para busca de novos farmacos (SUZART, et
al. 2007).

O levantamento na literatura sobre biflavondides presentes na familia Ochnaceae e em
espécies do género Ouratea permitiu tirar deducdes e fazer consideracdes sobre essa classe de
substancias, que sdo freqiientes no género, além de detectar alguns aspectos farmacoldgicos.

A quantidade de resultados obtidos até o momento com estudo das espécies Ouratea
orientou-nos a fazer um estudo de informacgdes relacionadas aos biflavondides comumente
presentes, entre eles os mais abundantes: Agatisflavona e 7’-O-metilagatisflavona, Pode-se
aferir a estes possibilidades de marcadores quimiotaxondmicos.

2.4. Biflavonoides

Os biflavondides constituem uma classe de flavonoides diméricos, diferenciando-se de
outros oligdmeros como as proantocianidinas, devido a origem biogenética das unidades
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constituintes. A maioria dos representantes dessa classe de produtos naturais é formada pelos
dimeros flavona-flavona, flavona-flavanona, flavanona-flavanona além de ocorrer, mais
raramente, os dimeros de chalconas e de isoflavonas. Quando as duas unidades sdo iguais
constituem os bisflavondides e quando as duas unidades sdo diferentes sdo os biflavondides.
As ligacdes entre as unidades flavonoidicas podem ser C-C ou C-O-C envolvendo os anéis A,
B ou C dos mondmeros (Figura 7, pag. 11). (SUZART et al., 2007).

Segundo Suzart (2007) e colaboradores, seguindo a literatura (SIMOES et al., 2001,
CHARI, et. al., 1977, DORA, et. al., 1991), utiliza-se a numeracdo dos biflavondides
atribuindo nimeros ordindrios para os anéis A e C e primados (') para o anel B de um dos
monomeros. Para a segunda unidade empregam-se niimeros ordinarios duplamente primados
(") para os nucleos A e C e nimeros ordindrios triplamente primados (") para o nicleo B. De
acordo com os dtomos de carbonos envolvidos na ligacdo entre as unidades, os dimeros sdao
classificados em grupos de biflavondéides (figura 7, pag. 13), além dos dimeros de chalconas:
C-3—0-C-4" (luxenchalconas), figura 3, pag. 5 (CARVALHO et al., 2004) e C-3'->C3"
(brackeninas), figura 7, pag. 11 (DREWES, et al., 1984) e dos dimeros de isoflavonas C-
2—(C-2" (hexaspermonas), estruturas 21, 22 e 23 da figura 4, pidg. 7 ¢ 8 (MOREIRA et
al.,1994), sem destacar os dimeros com duas liga¢des entre as unidades. A ligacdo tipo C-O-C
¢ caracteristica das ochnaflavonas (C-3'—>0-C-4"""), figura 3, pag. 5 e das lanaraflavonas (C-
4'-0—C-8"), figura 7, pag. 11. Alguns dos grupos hidroxila podem apresentar-se metilados
originando os respectivos éteres metilicos que, as vezes, recebem nomes especiais
(MOREIRA, et. al., 1999; FELICIO et al., 1995; VELANDIA et al., 2002; DANIEL et al.,
2005

C-6-—C-8" agatisflavona
C-8 — C-8": cupressuflavona
C-3 —» C-8" amentoflavona
C-3',5'—> C-6": robustoflavona
C-2—> C-8": garcinias
C-4'-O—> (C-8": lanaraflavona
C-3'—> C-3"chamejasmina

Chalconas Isoflavonas

Figura 7: Dimeros de flavondides
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Uma caracteristica marcante dos metabdlitos isolados do género Ouratea é a ligacao
entre seus monomeros, sendo as mais abundantes C-3—C-8’’ e C-6—C-8’’, acrescentando
uma variacdo no padrao de metilacdo. No caso dos derivados da agatisflavona (C-6—C-8’),
estruturas 25 e 27 da figura 4, pigs. 7 e 8, a metilacdo € mais freqiiente na posi¢do 77, sendo
esta a biflavona mais abundante no género Ouratea. Em 1929 foi isolada a primeira biflavona,
a gingentina, do Ginkgo Biloba (LIN ef al., 1997). A partir desse isolamento muitos
biflavonéides foram isolados de plantas e vérias atividades bioldgicas tém sido relacionadas a
essa classe de substancias (LIN et a.,/ 1999).

Os biflavondides sdao geralmente encontrados em grande quantidade em diferentes
plantas e muitos tecidos vegetais. Apresentam vdrias propriedades, como protecdo contra
raios ultravioleta nas folhas, antifiingico e alimento para insetos (SIMOES et al., 2001). As
atividades farmacoldgicas conhecidas sdo: Estimulantes cardiacos, antivirais, antimicrobianas,
antiinflamatoérias e anti-hepatotéxicas (SIMOES et al., 2001, LIN et al., 1999). Em estudos de
atividades bioldgicas, os biflavondides isolados de O. spectabilis, O. multiflora e O.
parviflora mostraram inibi¢ao da producao de aflatoxina por Aspergillus flavus (GONCALEZ
et al., 2001), Os biflavondides isolados das partes aéreas de Ouratea sulcata exibiram
significante atividade antimicrobiana in vitro contra Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Listonella anguillarum, Staphylococcus aureus (PEGNYEMB et al., 2005) Os dimeros de
flavonas das folhas de O. multiflora mostraram atividade contra as bactérias Staphylococcus
aureus ¢ Bacillus subtilis. (CARBONEZI et al., 2007), os biflavondides isolados de O.
spectabilis inibiram a enzima aldose redutase (FELICIO et al., 1995), além de atividade
antitumoral detectadas para os biflavondides isolados de O. hexasperma (St.Hil.) Bail
(DANIEL et al. 2007).

2.4.1. Agatisflavona e derivados

Fazendo uma avaliacdo sobre os flavondides que sdo mais freqiientes em espécies de
Ouratea percebeu-se que a agatisflavona e principalmente, seu derivado 7”-metil éter sao os
mais freqiientes. Resolvemos fazer um levantamento para verificar a ocorréncia destes
flavonodides em outras familias, através deste levantamento observou-se que estas substancias
também ocorrem em outras familias vegetais, como apresentado na tabela 1.

Tabela 1: Ocorréncia de Agatisflavonas e derivados em espécies vegetais.

BIFLAVONOIDES | ESPECIES FAMILIAS | REFERENCIAS
. .4 ’7._ O- . Araucariaceae | MASHIMA et
dimetilagatisflavona; Agathis alba (conifera) al. 1970
7-O-metilagatisflavona ’
4”’ ’7_0_
dimetilagatisflavona; e .
7-O-metilagatisflavona; Araucaria bidwillii and Agathis Araucariaceae | KHAN et al., 1972
> alba
7,7"-O-
dimetilagatisflavona
7-O-metilagatisflavona | Araucaria rulei Araucariaceae | ILYAS et al., 1977
7,7"-O-
dimetilagatisflavona | Agathis australis Araucariaceae | OFMAN et al., 1995
7-O-metilagatisflavona
7-O-metilagathisflavona . . PARVEEN et al.,
Araucaria araucana Araucariaceae 1987
Agatisflavona
_LT-0- Araucaria angustifolia Araucariaceae | ILYAS et al., 1994
dimetilagatisflavona | Araucaria genus
7-O-metilagatisflavona
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Agatisflavona

Rhus succedanea e Garcinia

7"-O-metilagatisflavona

) Araucariaceae | LIN et al., 1997
multiflora
Agatisflavona Rhus succedanea Anacardiaceae | CHEN, 1973
Agatisflavona Rhus succedanea Anacardiaceae | LIN et al., 1974
Agatisflavona Rhus punjabensis Anacardiaceae | KAMIL et al., 1984
Agatisflavona Rhus semialata Anacardiaceae | BAGCHI et al., 1985
Agatisflavona Picea morinda Linn Anacardiaceae | AZAM et al., 1985
Agatisflavona Rhus semialata Murr Anacardiaceae 11319/\81§VEEN etal,
Agatisflavona Ampthteryg.zum ampltfqlmm; Anacardiaceae WANNAN et al.,
Orthopterygium huaucui 1988
Agatisflavona Rhus coriaria Anacardiaceae Y;;I; LOOetal,
Agatisflavona Anacardium occidentale Anacardiaceae | ARYA et al., 1989
Agatisflavona Schinus terebenthefolus Anacardiaceae | KASSEM et al., 2004
Acatisflavona Rhus pyroides, Rhus dentata and | Anacardiaceac | SVENNINGSEN et
g Rhus pentheri al., 2006
Agatisflavona Canarium manii Burseraceae ANAND et al., 1992
. . L Cupressaceae
Agatisflavona Juniperus virginiana , ROY etal., 1984
(coniferas)
Agatisflavona Garcinia xanthochymus Clusiaceae Il)gAJZVEEN etal,
Agatisflavona Bauhinia vahlii Linn Leguninoceae ?ESI;TANA et. al,
Agatisflavona Caesalpinia pyramidalis Leguminosae MENDES et al., 2000
Fabaceae
Agatisflavona Caesalpinia pyramidalis Leguminosae BAHIA et al., 2005
Fabaceae
. .7’7 _.O . Ouratea spectabilis Ochnaceae FELICIO et al. 1995
dimetilagatisflavona
7"-O-metilagatisflavona MOREIRA et al.,
Ouratea hexasperma Ochnaceae 1999
7,7"-0- Ourat iflor Ochnaceae FELICIO et al., 2004
dimetilagatisflavona urated parvitora ”
" Agat.lsﬂav‘ona Ouratea hexasperma Ochnaceae DANIEL et al., 2005
7"-O-metilagatisflavona
Agatisflavona PEGNYEMB et al.,
Ouratea sulcata Ochnaceae 2005
Agatisflavona Ouratea nigroviolacea Ochnaceae 12\10(3)2 MBING et al,
Agatisflavona Ouratea staudtii Ochnaceae ggg;r CHEM et al.,
Agatisflavona; Ouratea microdonta Ochnaceae CARVALHO, etal,

2008*
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Através da observacdo da tabela 1 vemos que os biflavondides Agatisflavona e
derivados ocorrem em diferentes espécies de diferentes familias, géneros e espécies vegetais.
Para verificar a ligacdo taxiondmica desses géneros com a ocorréncia desses biflavondides foi
realizada uma avaliacdo através da divis@o botanica da possivel ligacdo entre as espécies onde
foram encontradas essas substancias. Na tabela 2, pag. 15, observam-se os dados de divisao,
ordem, classe, familia de cada espécie que foi isolado os biflavondides Agatisflavona e
derivados.

A partir desses dados observa-se que hd relagdo entre algumas espécies, como as
espécies da familia Araucariaceae e Cupressaceae, que pertencem a mesma ordem, classe e
divisdo botanica. As familias Anacardiaceae, Burseraceae, Leguminosae, Clusiaceae e
Ochnaceae pertencem a ordens botanicas diferentes, mas pertencem a mesmas classes e
divisdes botanicas.

Nas familias Araucariaceae e Ochnaceae encontram-se a maior variedade de derivados
da agatisflavona, sendo que somente no género Ochnaceae, mas especificamente nas espécies
de Ouratea que foi encontrado o biflavondide 7"-O-metilagatisflavona. Isso demonstra que
essa substancia € um marcador quiotaxindmico da espécie Ouratea.
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Tabela 2: Divisdoes Botanicas das espécies que onde

ha ocorréncia de Agatisflavonas e

derivados.
DIVISAO CLASSE ORDEM | FAMILIA ESPECIE BIFLAVONOIDE
4.7-0-
dimetillagatisflavona
A-alba; 7-0-
A. bidwillii; . .
. . . . Araucariaceae | A. rulei; metilagatisflavona
Pinophyta Pinopsida Pinales . -
(coniferas) A. australis; 77".0-
A. araucana, dimetile{gatisﬂavona
A. angustifélia;
Agatisflavona
Pinophyta Pinopsida Pinales g‘éiﬁ:i:;e . virginiana Agatisflavona
R. succedanea;
R. punjabensis;
R. semialata;
P. morinda Linn;
R. semialata
Murr;
. L . . A. amplifolium; Agatisflavona
Magnoliophyta | Magnoliopsida | Sapindales | Anacardiaceae O. huaucui:
R. coriaria;
A. occidentale;
S.terebenthefolus;
R. pyroides;
R. entata;
R. pentheri
Magnoliophyta | Magnoliopsida | Sapindales | Burseraceae C. manii Agatisflavona
. L Leguminosae B. vahiii Linnj' .
Magnoliophyta | Magnoliopsida | Fabales Fabaceae C. pyramidalis Agatisflavona
Magnoliophyta | Magnoliopsida | Malphiales | Clusiaceae G. xanthochymus Agatisflavona
0. spectabilis; 7,7"-O-
O. hexasperma; dimetilagatisflavona
O. parviflora;
Magnoliophyta | Magnoliopsida | Malphiales | Ochnaceae O. sulcata; 7"-O-
O. nigroviolacea; metilagatisflavona
O. staudtii;
0. microdonta Agatisflavona

15




3. CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE O. hexasperma var.
planchonii Engl.

No presente trabalho, O. hexasperma (var. planchonii Engl.) foi submetida a estudo
fitoquimico para verificar a presenga de marcadores taxondmicos e servir como argumento
adicional para localizacdo da mesma na espécie. Com esse estudo, foram isolados compostos
alifaticos; acido alifatico (1); uma mistura de esterdides: sitoesterol (2a), estigmasterol (2b) e
campesterol (2¢); os triterpenos lupeol (3a) e a-amirina (3b) e B-amirina (3¢); os
biflavonéides 77-O-metilagatisflavona (4) e  agatisflavona (§) e sitosterol-3-O-B-D-
glicopiranosideo (6). Figura 8, pag. 17.
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CH;

H>C
S\ OH

Compostos alifaticos 1

2a: 22,23-diidro
2b: A 2223

3a (3b)R=CHs, R, =H
(3C) R=H,R; =CH;

Figura 8: Constituintes quimicos isolados neste trabalho (O. hexasperma var. planchonii
Engl.)
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Equipamentos e Reagentes

Os pontos de fusdo foram determinados em placa de aquecimento MEL-TEMP II,
Laboratory Devices USA, utilizando capilar, sem corre¢do dos valores obtidos. Os espectros
de infravermelho foram obtidos em espectrofotometro Perkin-Elmer 1600/1605 FT-IR em
pastilha de KBr. Os espectros de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e "C
(incluindo experimentos em 2D), foram registrados em espectrometros Bruker AC-200
Advance ('H: 200 e °C: 50,3 MHz) e Bruker DRX-500 ('H: 500 MHz e "°C: 125 MHz).
Como padrio interno foi usado tetrametilsilano ou residuo do solvente CHCl; (0y 7.24) e o
pico central do tripleto em d¢ 77.00 do CDCl;. Os espectros de massas foram registrados em
cromatégrafo com fase gasosa acoplado a espectrometro de massas de analisador de ions
quadrupolo e ionizac¢do por impacto de elétrons, 70 eV; marca Varian Saturn 2000 da UFRRJ.
As andlises com CLAE foram realizadas com aparelho Shimadzu bomba modelo 10AS
Shimadzu 10AD/10AS com detector UV-Vis 10AD, injetor manual Rhoodune 1175 com loop
de 20uL, integrador 6 CR, com coluna de fase reversa C18 (250mm x 4,6 mm x 5um) Betasil,
utilizando um sistema isocratico de metanol/H,O/acetonitrila/acido acético (20:40:39:1) em
duas bombas, na bomba A foi adicionada a fase orginica (CH;OH/ CH3CN) e na Bomba B a
fase aquosa (H,O/4cido acético). A fase modvel foi ajustada para A 62% e B 38% e
velocidade de fluxo 1mL.min'1, os extratos foram monitorados a 270 nm. As analises em
CLAE acoplado a espectdmetro de massas foram feitas com o aparelho LCMS-IT_TOF
Shimadzu, foram usados quatro solventes e duas bombas A (metanol/acetonitrila, 20:34) e B
(4gua/dcido acético, 10:1), com sistema gradiente.

As cromatografias em coluna foram realizadas tendo como suporte gel de silica (230-
400 e 70-230 mesh, Vetec) e Sephadex LH-20 (Sigma, USA). A cromatografia em camada
preparativa (CCP) foi feita em placas de gel de silica 60 PF,s4, Merck e Vetec, sobre suporte
de vidro e espessura de 1mm.

As substancias foram detectadas por irradiacdo na regido do ultravioleta (254 e 366
nm). Foram usadas placas em folha de aluminio de gel de silica 60 PF,s; Merck para
cromatografia em camada fina (CCF) e como reveladores foram utilizados, deteccdo por
irradiacdo ultravioleta (254 e 366 nm), e/ou reagentes cromogénicos:

e Dragendorff (solucdo de nitrato bdsico de bismuto II em é4cido acético diluido
com iodeto de potdssio), reagente para alcaléides (MATOS, 1997).

e Liebermann Burchard (20mL de anidrido acético e 20 mL de acido sulftrico
diluidos em 200 mL de etanol, em banho de gelo), seguido de aquecimento,
reagente para terpenos e esterdides (MATOS, 1997).

e Solucdes de AICI-EtOH (1%), seguido de aquecimento, reagente para
flavondides. (VENNAT, B. et al, 1992).

¢ Godin A: Solucido I: vanilina etandlica 1%

Solugdo II: acido perclorico 3%
Godin B: Acido sulftricol0 % v/v
Misturar as solu¢des I e II em partes iguais e borrifar sobre a placa
cromatogréfica, revelar com Godin B e colocar em estufa. Para identificacdo de
esterdides, triterpenos e flavondides. (MARTINS, 2006).
e Vapores de iodo revelam a maioria das substancias organicas.

4.2. Material vegetal

O material vegetal, galhos de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl.,
(Ochnaceae), coletado na €poca de frutificagdo, em drea de restinga, no municipio de Conde,
praia de Jacund, em drea de restinga e identificados pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra.

18



Uma excicata desta espécie (N°6747) esta depositada no herbario Prof. Lauro Pires Xavier
(JPB), Universidade Federal da Paraiba, Joao Pessoa, Paraiba, Brasil.

4.3. Obtencao dos extratos brutos

O material foi seco a temperatura ambiente, logo ap0s a coleta e moidas em moinho de
facas. O p6 dos galhos de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. (1900g) foi submetido a
extracdo através de maceracdo continua com diclorometano e metanol. Os extratos foram
concentrados em evaporador rotatério a 40°C sob pressdo reduzida e, apds o uso de ar quente
para retirar o residuo de solventes, obtiveram-se os extratos de diclorometano (OspGD, 206,5
g) e o extrato metandlico (OspGM, 190,0 g).

4.4. Prospecc¢io Quimica do Extrato Metanoélico

Do extrato metandlico, aproximadamente 1,0 g, fez-se prospec¢do quimica que
permitiu o conhecimento preliminar das principais classes de substincias naturais presentes.
Esta avaliacdo € freqiientemente usada para direcionar trabalhos posteriores de fracionamento
e isolamento das substancias (MATOS, 1988). Esta abordagem foi elaborada com testes para
detectar os metabdlitos especiais dos galhos da espécie, conforme metodologias descritas na
literatura. As classes de substancias avaliadas: alcaldides, saponinas, esterdides e
triterpendides, depsidio e depsidonas, flavondides, catequinas, quinonas, sesquiterpenos e
outras lactonas, carotendides e xantofilas, glicosidios cardiacos, agucares redutores,
sacaridios, dcidos organicos e taninos.

4.5. Isolamento e Purificacdo dos Constituintes Quimicos dos Extratos de Quratea
hexasperma var. planchonii Engl.

4.5.1. Extrato com diclorometano:

O extrato OspGD foi filtrado em funil de separacdo de gel de silica usando hexano,
cloroférmio e metanol e obtiveram-se as fracdes: hexano (OspGDH, 11,06g); Cloroférmio
(OspGDC, 5,43g) e metanol (OspGDM, 116,9g).

A particdo em hexano (OspGDH), foi cromatografada em coluna de gel de silica,
usando eluentes diclorometano, diclorometano : metanol, aumentando gradativamente a
polaridade até 100% de metanol, fornecendo 15 fragdes, que através da andlise dos dados
espetrométricos foram identificadas como uma mistura de alcanos alifaticos, dcido alifético,
(substancia 1, 57 mg) e uma mistura de estedides (sitoesterol, estigmasterol e campesterol),
que foi denominada substancia 2 (a, b e ¢, PF.: 120-122°C, 84 mg).

A particdo cloroférmio (OspGDC) foi cromatografada em coluna de gel de silica,
usando eluentes diclorometano OspGDCD (26 fracdes), acetato de etila OspGDCA (11
fracdes) e metanol OspGDCM (26 fragdes), que forneceram uma mistura de alcanos
alifaticos e alcoois alifaticos, o triterpeno lupeol (substancia 3, PF.: 179-180°C, 50 mg) e a
mistura de esterdides sitoesterol, estigmasterol.

A fracdo obtida com metanol (OspGDM, 95g), foi fracionada através de
cromatografia em coluna de silica gel utilizando os eluentes cloroférmio e metanol 9:1 e
aumentando gradativamente a polaridade. As fracdes 5-7 forneceram um material amarelo de
ponto de fusdo 226/228°C , soldvel em acetona, que apds andlise dos dados espectrométricos
foi identificado como o biflavondide 7°’-O-metilagatisflavona (substancia 4, PF.: 226-228°C,
74 mg).

Os procedimentos relatados acima estdo representados no Esquema 1, pég. 21.
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4.5.2. Extrato com metanol:

O extrato metandlico (OspGM, 160,0g) foi submetido a particio com metanol:dgua
(8:2) e cloroférmio, no qual o extrato foi diluido em metanol/dgua 8:2 e extraido com
cloroférmio, obtendo-se as particdes cloroférmio (OspGMC, 67,0 g) e metanol (OspGMM,
58,8 g). A parti¢do cloroférmio foi dividida em duas fracdes, a primeira de cor esverdeada
(OspGMC1, 23,2 ¢g) e outra de cor marrom (OspGMC2, 22,0 g), da segunda fracdo retirou-
se um precipitado (OspGMC2p, 20,8 g), o qual uma parte (18,0g) foi submetida a
cromatografia em coluna de silica gel com a mistura diclorometano/metanol com aumento
gradual de polaridade até metanol 100%. Foram coletadas 20 fracdes, as fracdes 2-4 foram
recristalizadas em metanol e forneceram um material amarelo que, apresentava 2 manchas em
cromatografia de camada fina (CCF) com o eluente CH,Cl,/CH;OH, 8:2. Apéds anédlise dos
dados espectrométricos, e comparacao em cromatografia de camada fina com os padrdes 7’ -
O-metilagatisflavona e agatisflavona, usando os eluentes CH,Cl,/CH;0H, 8:2;
CHCI3/CH;COCH;, 7:3 e AcOEt/CH;OH, 9,5:0,5, foram identificados como o0s
biflavonéides, em mistura, 4 (7°’-O-metilagatisflavona), e 5 (agatisflavona), 103 mg, soldveis
em acetona.

A mistura dos biflavondides 4 e § foi metilado com diazometano (40,0 mg). Apds a
metilacdo foi feita a purificacio do produto através de cromatrografia em camada
preparativa(CHCls/CH3;COCH3, 7:3), fornecendo o derivado permetilado 4a (28,0 mg).

A fracdo (OspGMC1, 20,0g) foi cromatografada em coluna de silica gel com a
mistura diclorometano/metanol com aumento gradual de polaridade até metanol 100%. Sendo
coletadas 30 fracdes. As fracdes 5 e 6 forneceram um material amarelo, que apds a
purificacdo e andlises dos dados do RMN de hidrogénio e carbono-13, concluiu-se que
também € a 7”-O-metilagatisflavona (32,0 mg) e a fracdo 17, que foi recristalizada em
metanol forneceu um material (9,0 mg) insolivel em acetona e metanol, e através das andlises
dos dados do RMN de hidrogénio e carbono, verificou-se que que a fragdo contém o
sitosterol glicosilado (6).

Os procedimentos relatados acima também estdo representados no Esquema 1, pag.
21.
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Esquema 1: Fluxograma da marcha para o isolamento das substancias dos galhos de Ouratea
hexasperma var. planchonii Engl.



4.6. Derivacao

A preparacdo do derivado metilado da agatisflavona serviu para facilitar a anélise dos
dados espectrométricos, devido ao aumento da solubilidade em cloroférmio e, fazer andlises
com algumas técnicas especiais de RMN.

4.6.1. Metilacao com diazometano

A solu¢do de diazometano foi preparada de acordo com a metodologia experimental
descrita na literatura (VOGEL, 1989 ¢ CARVALHO er al. 2006). A mistura das substincias
(agatisflavona e 77-O-metilagatisflavona) foi completamente dissolvida em MeOH,
adicionou-se a solucdo etérea do diazometano em excesso, observando desprendimento
gasoso, a solucdo foi deixada em repouso para a evaporacdo natural dos solventes. A
ocorréncia da reacdo foi monitorada através de comparagcdes em CCF com as substincias
puras, apos repeti¢cdes do procedimento de adi¢do da solucdo de Diazometano, realizou-se
cromatografia em camada preparativa, fornecendo a substancia metilada. A figura 9, pag. 23
apresenta um esquema da reagdo € 0 mecanisSmo proposto para a mesma.
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Figura 9: Mecanismo proposto da reacido de metilacdo com diazometano.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Prospeccio Quimica do extrato metandlico:

Parte do extrato metandlico foi utilizado para a realizacdo da avaliacdo da classe dos
constituintes presentes, através da prospeccdo quimica, e posterior isolamento e purificagao
dos principais metabdlitos especiais. A tabela 3 demonstra os resultados da prospec¢dao
quimica do extrato metandlico, que revelou testes positivos para as classes de metabdlitos
especiais: alcaldides, saponinas, esterdides e triterpendides, depsidio e depsidonas,
flavonoides, catequinas, quinonas, agucares redutores, sacarideos e taninos. Os testes
realizados seguiram as metodologias segundo as literaturas: Alcaldides, esterdides, triterpenos
e flavondides (WALL et al., 1954); saponinas, depsidios e depsidonas, quinonas e sacaridios
(MATOS, 1988); catequinas, derivados de cumarinas e aguicares redutores (COSTA, 1972);
Acidos organicos (MERK, 1980); Taninos (MATOS, 1997).

Tabela 3: Registro dos resultados da prospec¢do quimica do extrato metandlico de O.
hexasperma var. planchonii Engl.

Classes de metabdlitos especiais | Extrato metandlico

Alcaléides +++
Saponinas +++
Esterdides e triterpendides +++
Depsidio e depsidonas +++
Flavonoéides +++
Catequinas +++
Quinonas +

Sesquiterpenos e outras lactonas -

Derivados de cumarinas -

Glicosidios cardiacos -

Actucares redutores ++

Sacaridios +

Acidos organicos -

Taninos +++

- ausente + fraco ++ médio +++ forte
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5.2. Determinacao Estrutural dos Constituintes Isolados de Ouratea hexasperma
var. planchonii Engl.

O fracionamento dos extratos dos galhos de O. hexasperma var. planchonii Engl.
forneceu uma mistura de hidrocarbonetos, acidos alifaticos, os esterdides sitoesterol,
estigmasterol e campesterol, os triterpenos a-amirina e f-amirina, os biflavondides 7”-O-
metilagatisflavona e agatisflavona e sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo. A identificacao
através de métodos fisicos desses materiais foi feita através das analises de espectros de IV,
RMN de 'H e "’C, massas e comparacio com padrdes isolados das espécies de Ouratea em
estudos anteriores.

5.2.1. Alcanos

O espectro de IV da mistura de alcanos (Figura 10, pag. 25) revela bandas de
absor¢do em 2918 e 2848 cm™ relativas a estiramentos de grupos CH; e CH,, sugerindo a
presenca de uma longa cadeia carbonica. As bandas em 1466 cm™ (deformagdo angular da
ligagdo C-H), e 723 cm™' confirmam esta atribuico. O espectro de RMN 'H (Figura 11, pag.
26) apresenta sinais em oy 0,90 e 1,27ppm de cadeia normal hidrocarbénica.

%Transmittance

L B e o B B LA B o B B B B S
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Figura 10: Espectro de IV do material alifatico de O. hexasperma var. planchonii Engl.
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5.2.2 Substancia 1

O é4cido alifatico 1, foi identificado através da andlise dos espectros de IV, RMN 'He
CG-EM. O espectro de IV (Figura 12, pag. 27) revela bandas de absor¢do em 2918 e 2848
cm’” relativas a estiramentos de grupos CH; e CH,, sugerindo a presenca de uma longa cadeia
carbonica. As bandas em 1473 cm™' (deformagdo angular da ligagdo C-H), 723 cm™ e o sinal
em 1724 cm™ compativel com carbonila de 4dcido, confirmam esta atribuicdo. O espectro de
RMN 'H (Figura 13, pag. 28) apresenta sinais em Oy 0,89 e 1,26 de cadeia alifdtica, e 2,35
indicando a presenca e de hidrogénio de carbono alfa ao grupo carbonila. O cromatograma da
amostra (figura 14, pag 28), demonstra os picos indicando a mistura das substancias, tendo a
substincia majoritdria em TR=5,74, o CG-EM apresentou picos em m/z 57 [C4Hol|", m/z 87
[C4H702]+, m/z 129 [C7H1302]+, m/z 185 [C11H2102]+, m/z 213 [C13H2502]+, oS piCOS em I’I’I/Z
257 (M™ +1) e 242 (M™) (Figura 15, pdg. 29), permitiu identificar os dcidos hexadecanéico e
pentadecandico presentes na mistura.
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Figura 12: Espectro de IV de 1.
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Scan 554 from c:\cg-ms (rotina)\data\mario\renata duarte\OGDHD - 23 SMS
Entry 16783 from MAINLIB NIST Library

I_Fju_rjig_"«_‘_EQQ Fit = 872 RFit=289 Average =480 lon Rangs: 40 - 650
. Spect 2 ) ' )
BP 87 E81??344=1D0%J OGDHD - 23.5MS 6.740 min. Scan: 554 Chan: 1 lon: 1018 us RIC: 305055 BC

TUD%-% 55 I
: 2567
i 129 0 e
. \(V);%LOH
{0l | 213 |
25%? TN RERE ;
| MMM s e s s e
~ |Mateh1of100 B - o T ]
BP 57 (899=100%) 16783 in MAINLIB
100%-
75% 2
I - \MQLOH
|
50%- | .
1l | 185
i ||. | 129
25% | | “ ‘ | G
1] ‘ | |
0%l I |’ IS e Ll e G S S S PRV

Figﬁ££ 15: Especfro de massas de 1.
5.2.3. Substancia 2 (a, b e ¢)

Os esterdides 2 (a, b e ¢) foram identificados respectivamente, como sitosterol,
estigmasterol e campesterol, com base na comparagdo com amostra auténtica, envolvendo
espectros de RMN de 'H (Figura 16, pag. 30), CG-EM, além de P.F. e CCF.

O espectro de RMN de 'H da mistura 2 (a, b e ¢) mostrou sinais entre 8y 0,65 e dy
1,23 correspondentes as metilas, multipleto em 0y 3,53 atribuido ao hidrogénio carbindlico H-
3, um singleto largo em 8y 5,31 atribuido ao hidrogénio olefinico H-6 € o multipleto em dy
5,07 correspondentes aos hidrogénios H-22 e H-23 para o estigmasterol. Através do CG-EM
que se detectou a presenca do terceiro componente (campesterol), através do cromatograma
(Figura 17, pag. 30), indicando os picos dos esteréides e comparagdo com padrdes da
biblioteca do equipamento (Figuras 18 a, b e ¢, pags. 31, 32 e 33) permitiu confirmar a
proposta da mistura dos esterdides sitosterol (2 a), estigmasterol (2 b) e campesterol(2 c).
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Figura 16: RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) da mistura de esteréides 2 (a, b e ¢)
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Figura 18a : Espetro de massas de 2 (a) comparado com a biblioteca do aparelho.
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Figura 18b: Espetro de massas de 2 (b) comparado com a biblioteca do aparelho.
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Figura 18c¢ : Espetro de massas de 2 (c) comparado com a biblioteca do aparelho.

5.2.4. Substancias 3: Lupeol, o-amirina e f-amirina

A mistura dos triterpenos 3 (a, b e ¢) foram identificados como lupeol, a-amirina e -
amirina, através da interprtacdo dos espectros de RMN de '"H , CG-EM e CCF.

O espectro de RMN 'H (Figura 19, pag. 34) mostra os sinais de metilas: dy 1,26, 0,95,
0,80 e 0,77 e um sinal em oy 1,69 (s) correspondente a freqiiéncia de metila ligada a carbono
sp”. Os sinais referentes aos hidrogénios vinilicos estdo representados por dois singletos
largos em oy 4,57 e 4,70, o sinal em dy 3,19 representa o hidrogénio do carbono metinico
oxigendo (H-3) o sinal em 0y 5,1 representa os hidrogénios (H-12) de o e B-amirina. Através
do CG-EM e comparacdo com padrdes da biblioteca do equipamento (Figuras 20 e 21, pag.
35) e comparacdo com amostra padrdo da mistura, permitiu identificar os trés isdmeros
triterpénicos lupeol (3a), a-amirina (3b) e f-amirina (3c).

33



—1.26

0.95
—0.ED

077

1.689

Intensity

() E=CH;, R =H
0.5 1 {3¢) R=HF =CH

3149
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amirina (3c).
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Figura 20: Espetro de massas de 2 (a) comparado com a biblioteca do aparelho.
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Figura 21: Espetro de massas de 2 (b e ¢).
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5.2.5. Substancia 4

O biflavondide 4 foi identificado como um derivado da agatisflavona, devido a
semelhanca do espectro de RMN 'H com da substincia com a isolada anteriormente
(MOREIRA et al., 1999; DANIEL et. al., 2005), além do sinal de um grupo metoxila cuja
posicdo foi definida através de andlises com técnicas especiais de RMN.

O espectro de IV de 4 (Figura 22, pag. 37) revela bandas de absor¢do para grupo
hidroxila (3392 cm’, estiramento O-H), grupamentos C=O (1648 cm™) de carbonila
conjugada e C=C (1604 cm'l, 1504 cm'l, 1442 cm'l) de anel benzendide.

O espectro de RMN 'H (Figura, 23, pag. 39) mostra sinais de 4tomos de hidrogénios
atribuidos a dois sistemas AA’BB’ dos anéis C e C” 6y 7,98 (d, 2H, J= 8Hz), 7,65 (d, 2H, J=
8 Hz), 7,05 (d, 2H, J= 8 Hz) e 6,84 (d, 2H, J= 8 Hz), quatro singletos atribuidos a H-3, 8, 3” e
6” com oy 6,70, 6,78, 6,65 e 6,56, respectivamente e uma metoxila (dy 3,89, s, 3H). Os sinais
em Oy 9,37 para hidroxila livre e oy 13,26 e 13,41 para os dois grupos hidroxilas em ligacao
de hidrogénio com carbonila.

O espectro de 'H,"H-COSY (Figuras 24, pig. 40) apresentou sinais de interacdo de
acoplamento entre H-2,6’ (6y 7,65) com H-3,5" (0 6,84) e H-2"",6’” (dy 7,98) com H-
3.5 6y 7,50). Confirmando os pares de dubletos de cada sistema para substituido.

O espectro de RMN °C da substincia 4 (Figuras 28-30, pig. 44 e 45) mostra os
valores de deslocamentos dos carbonos metinicos CH-8 (d¢ 94,7) e CH-6" (d¢ 96,4), e para os
carbonos quaterndrios 6 € 8” (6¢ 104,3 e 104,0 ppm). Os valores dos deslocamentos quimicos
indicam que os carbonos 6 e 8” estdo envolvidos na ligagcdo interflavonoidica, a comparacao
dos deslocamentos quimicos dos carbonos de 4 (Tabela 4, piag. 40) com agatisflavona
(CHARI et al., 1977, AGRAWAL, 1989) e 7”-O-metilagatisflavona (MOREIRA, et al.,
1999) confirmam a proposta de estrutura semelhante desta biflavona como 4',5,7-OH-flavona-
(6—8")-5",4""-OH-7"-OMe flavona.

Como citado anteriormente, o grupo metoxila poderia estar localizado em outra
posic@o sem causar alteragdo significativa nos espectros e, assim nao garante a identificacdo
entre 4 como 77-O-metilagatisflavona registrada na literatura. Fez-se experimentos de
NOESY (Figuras 25, 26 e 27, pags. 41-43), HMBC (figuras 31-38, pags. 45-49) e HSQC
(figura 39, pag. 50) e observou-se que a metoxila estd proxima do singleto em oy 6,57 (H-67),
este hidrogénio estd ligado ao carbono com d¢ = 95,7 e acopla a longa distancia com H-O-
5”"(FPu.c) Tabela 4, pag. 38. Ficando, entdo definida sua estrutura como o previsto: 4’,5,7-
OH-flavona (6—38) 57,4’”-OH-7"-OMe flavona (7”’-O-metilagatisflavona).
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Tabela 4. Dados de RMN 1H e 13C (D;CCOCD; ,'H e D;CSOCD3,"°C).da substéncias 4.

7”-0-metil Substancia 4
agatisflavona
'H-"c-cosy
C e e SH CH | Jeu | »Jeu | Noe
2 165,03 165,3 H-2’, H-3
3 103,22 104,4 6,70 H-2’,6°
4 183.,5 183,7
5 161,3 161,6
6 104,1 104,3 H-8
7 163,1 163,3 H-8
8 94,5 94,7 6,78 (s)
9 158,2 158,5 H-8
10 105,1 105,5 H-O-5, H-3
1’ 123,2 123,6 H-3°,5’, H-3
2,6 129,3 129,3 | 7,98 (d,8Hz)
3.5 116,8 117,1 | 7,05 (d, 8Hz)
4’ 161,8 162,0
27 165,2 165,5 H-2°",6’”, H-3”
3” 103,4 103,9 6,65 (s) H-2"",6>”
4” 183,3 183,4
5” 1634 163,8 H-O-5, H-6”
6” 96,0 96,4 6,57 (s) H-O-5” H;CO-7”
7’ 164,8 165,1 H;C-O
8” 101,0 104,0 H-6”
9” 155,5 156,0
10~ 105,6 105,9 H-O-5”, H-6”, H-3”
1’ 123,2 123,6 H-3°",5"”, H-3”
27,6 129,1 129,5 | 7,65 (d,8Hz)
3.5 116,8 116,9 | 6,84 (d,8Hz)
4> 161,8 162,1 H-2",5” H-3",5”
OCHj3 56,7 56,9 | 3,89(s,3H)
H-O 5 13,4
H-O 5” 13,3
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5.2.6. Substincia 5

O espectro no IV de 5§ (Figura 40, pag. 51) evidencia bandas de absorcao em 3425
cm’! (estiramento O-H), 1651 cm’! (estiramento de carbonila conjugada) e 1605 cm’!
(estiramento C=C de anel aromatico) e 1367 cm’! (estiramento C-O).

O espectro de RMN 'H (Figuras 41 e 42, pig. 53) possui sinais tipicos de
biflavondide, sinais de dois sistemas AA’BB’ {(og 7,88 (2H, J= 7,9 Hz), 7,56 (2H, J= 7,9
Hz), 6,93 (2H, J= 7,9 Hz) e 6,72 (2H, J= 7,9 Hz)}, quatro singletos em dy 6,38, 6,57, 6,62
(2x), atribuidos aos hidrogénios H-6", 8, 3 € 3”. O sinal de dc-o (183,74 e 184,26) verificado
no espectro de °C (Figuras 43 e 44, pag. 54) estdo compativeis com os carbonos carbinélicos
em ligacdo de hidrogénio (Tabela 5, pag. 52). A andlise em CCDA revelou duas manchas
proximas com R.F. 0,35 e 0,19 (CH3;Cl/CH3COCHj; 7:3). O espectro de RMN 'H apresenta
sinais com menor intensidade em oy 3,89. Isso permitiu propor a mistura de Agatisflavona 5
com 7”-O-metilagatisflavona 4.

Para confirmar essa deducdo fez-se a andlise em CCDA, comparando com os padrdes
isolados anteriormente e a andlise revelou que as substancias possuiam o mesmo RF dos
padrdes. Utilizou-se também andlise em CLAE utilizando sistema isocritico de
metanol/dgua/acetonitrila/acido acético (20:40:39:1) como fase mével e velocidade de fluxo
ImL.min", no comprimento de onda 270nm, da fracdo contendo 4 e 5, comparando-a com o
padrao (7”-O-metilagatisflavona) e obteve-se os cromatogramas (figuras 45 e 46, pag. 55). O
T.R=6,79 da 7”-O-metilagatisflavona permitiu confirmar a presenca de 4 e o pico em T.R. =
3,93 foi atribuida a agatisflavona.
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Figura 40: Espectro de IV de 5.

51



Tabela 5. Dados de RMN H (200 MHz) e 13C (50 MHz) em Acetona-Ds, comparando com
os dados de RMN de °C da literatura (AGRAWAL, 1989) da substancia 5 (agatisflavona).

C oC d3C Su(mult, Hz)

(Metanol- (literatura-
D,) DMSO-Dy)

2 167,5 164,1 -

4 184,3 1823 -

5 162,5 160,0 -

6 103,1 103,6 -

7 165,9 162,9 -

9 160,9 157,0 -

10 103,5 103,8 -

1 123,4 121,5 -

4 162,7 161,3 -

2 166,3 163,9 -

4 183,7 182,0 -

5 162,5 160,9 -

7 166,3 162,7 -

8 101,1 994 -

9 159,0 155,1 -

10 103,5 104,0 -

1 121,4 121,7 -

4" 162,5 161,2 -

3 103,1 103,1 6,70 (s)

8 95,9 93,7 6,81 (s)
2.6 129,6 128,6 7,96 (d, 7,9)
3,5 117,2 116,2 7,66 (d, 7,9)

3 103,5 102,8 6,67 (s)

6 101,1 98,9 6,57 (s)

27,6 129,6 128,2 7,03 (d, 7,9)
3.5 117,2 116,2 6,85 (d, 7,9)
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5.2.7. Derivado 4a (hexametilagatisflavona).

A reacdo de metilacdo de 77-O-metilagatisflavona com diazometano forneceu o
derivado hexametilado 4a, através da substitui¢cdo dos hidrogénios das hidroxilas por grupos
metilas nas posi¢des 7, 5, 57, 4’, 4. A mudanga significativa no espectro de RMN 'H de 4a,
quando comparada com o biflavonéide natural 4 (77-O-metilagatisflavona), foi o
aparecimento de 5 sinais adicionais de metoxilas.

Os espectros de RMN 'H (1D e 2D 'H-'H-COSY) revelam sinais para os dtomos de
hidrogénios H-3"",5"" (8y 6,94, d, J=8,5) acoplando com H-2"",6"" (84 7,69, d, J=8,5) ¢ H-
3’,5 (0u 7,16, d, J=8,5) acoplando com H-2’,6" (dy 8,11, d, J=8,5), correspondentes a dois
sistemas AA’BB’. Os hidrogénios H-6,3”,3 e 8 estdo representados pelos sinais simples de
Oy 6,57, Oy 6,69, Oy 6,81 € 8y 6,99, respectivamente. Os sinais das metoxilas 7, 77, 5, 57, 4" e
4” aparecem no espectro em oy 4,07, 3,94, 3,61, 3,93, 3,88 € 3,77 ppm.

O espectro de RMN 'H (Figuras 47-49, pag. 58 e 59) de 4a mostra o desaparecimento
dos sinais dos hidrogénios em liga¢do de hidrogénio em torno de 13 ppm e o revelando que
ambas foram substituidas por grupos metilas. Os espectros obtidos com 'Hx'H COSY
(Figura 50, pag. 60) e NOESY (Figuras 51 e 52, pags. 60 e 61), permitiram fazer a completa
atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios de 4a (Tabela 6, pdg. 57). Os sinais
de interagdes espaciais detectados no espectro NOESY permitiram confirmar as localizagdes e
os respectivos deslocamentos quimicos: MeO-4" com interagdo espacial com H-3",5" (dy
7,05), MeO-4’ com intera¢do espacial com H-3"",5" (dy 6,84), MeO-7 com interagdo
espacial com H-8 (8y 7,01) e MeO-7”, pela interacéo espacial com H-6” (8y 6,73).

O espectro de RMN '°C de 4a (Figura 53 e 54, pags. 61 e 62) foi comparado com a
literatura (MOREIRA et al,, 1999). O espectro de HMQC (Figura 55, pag. 63) permitiu
estabelecer as correlacdes diretas ('Joy) enquanto que os deslocamentos quimicos dos
carbonos ndo hidrogenados deste derivado foram estabelecidos pelos espectros de HMBC
através (*"Jcn). (Figura 56, pag. 64).
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Tabela 6: Dados de RMN 1H (200 MHz) e 13C (50 MHz) da substincia 4 (MOREIRA er al.,

1999) com o derivado 4a.

Substincia 4 Derivado 4a
HMBC
C e 8C SH CH | T | "Jeu Noe
2 165,03 161,8 H-3;H-2’,6
3 103,22 107,6 6,91(s,1H)
4 183,5 177,1 H-3
5 161,3 159,7 CH;0- 6
6 104,1 113,8 H-8
7 163,1 163,2 H;CO-7; H-8
8 94,5 95,8 7,0(s,1H) OCH;-7
9 158,2 160,5 H-8
10 105,1 105,9
1’ 123,2 123,7 H-3’,5’
2,6 129,3 128,1 | 7,96(d,8Hz,2H)
3’5 116,8 114,8 | 7,1(d,8Hz,2H) OCH;-4’
4 161,8 163,4 H;CO-4’;H-2’,6’;H-3",5’
27 165,2 161,2 H-37;H-2"",6"”
3” 103,4 106,0 7,26(s,1H)
4 183,3 178,3
5” 163,4 162,0 H;CO- 77;H-6”
6” 96,0 92,4 6,6(s,1H) H-6” OCH;-5”,H;CO-7”
7’ 164,8 162,8
8” 101,0 103,1 H-6";H-3”
9” 155,5 157,3 H-3,5"”
10~ 105,6 107,0
1’7 123,2 124,0
2’76’ 129,1 128,1 | 7,50(d,8Hz,2H) H-2",6"";H-3"",5"”
3.5 116,8 114,9 6,86(d,8Hz) OCH;-4’”
4 161,8 163,1
OCH;-5 62,4 3,62
OCH;-7 56,5 3,88 H-8
OCH;-4’ 55,9 3,93 H-3’.,5’
OCH;-5” 56,8 4,03 H-6”
OCHs-7” 56,7 56,4 3,95 H-6”
OCH;-4"” 55,7 3,82 H-3"",5"”
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5.2.8. Substancia 6

Uma fragdo do extrato metandlico particdo cloroférmio, foi analisada em CCDA e
revelou a presenca de um componente terpénico e biflavondide.

O espectro de IV desse material (Figura 57, pag. 66) revelou bandas de absor¢do em
3408 cm™' de estiramento axial de O-H, bandas em 2959 e 2934 e 2870 cm™ de ven (CHs e
CHs), 1633 (ve=c); 1460,1380 (vec); 1164-1023 (veo); 1648 (ve=o); 1604,01504 e 1442 vec
(aromatico); 1214 e 1174 (vc.0); 833 d-c.u (2 H vizinhos). Compativeis com o revelado em
placa.

O espectro de RMN 'H deste material (Figura, 58, pig. 68) apresenta sinais de metilas
entre Oy 0,63 e dy 0,94, de hidrogénio alifitico e em Oy 5,34, tipico de H-6 de fitosterdides.
Além dos sinais da parte da aglicona aparecem sinais em &y 3,10 (m, H-5"), 4,22 (d H-1’),
2,91 (m, H-2"), 3,02 (m, H-4") e 3,15 (m, H-3") que podem ser atribuidos aos hidrogénios do
carboidrato. Esta unidade de agticar pode ser atribuida como B-glicosideo devido a presenga
do dubleto em 8 4,23 (J=8 Hz) que representa o hidrogénio anomérico (H-1") acoplando com
o hidrogénio H-2’ frans-diaxial. Os demais valores dos sinais de H-3’, 4°, 5° e 6’ estdo
assinalados na Tabela 7, pag. 67.

Os espectros de RMN °C (Figuras, 59 e 60, pig. 69 e 70) de 6 apresentam 4xCH e
um CH, do acdcar, sendo um com & 103,4 do CH anomérico. A comparagdo dos
deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos de 6 com valores da literatura, permitiu
propor a glicose como representante da unidade de agucar ligado no C-3 do esterdide. A
comparacdo dos dados de 6 com valores atribuidos para o sitoesterol glicosilado permiiu
identificar como 3-0-B-D-glicopiranosilsitosterol. Na parte da aglicona temos ¢ 70,1 do CH-
3. Os sinais dos carbonos sp2 em Ocs 140,4 e Oce 121,0, sdo compativeis com os dois
carbonos sp2 (C-5 e C-6) do sitosterol de acordo com comparagio dos valores de °C com os
da literatura (VELANDIA, 2002). Os sinais de H em anel aromatico no espectro de RMN 1H,
confirmam a presenca do biflavonéide agatisflavona como impureza na fracdo.
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Tabela 7: Dados de RMN de 'H e *C da substancia 6

Substancia 6

Literatura
(VELANDIA, 2002)

C oC OoH oC

1 36,7 37,3

2 32,2 31,6
3 70,1 347 71,8
4 41,8 429
5 140,4 140,7
6 121,0 5,34 121,7
7 31,2 31,9
8 31,3 31,9
9 49,5 50,1

10 36,1 36,4
11 22,6 21,1

12 39,2 39,8
13 41,7 429
14 56,1 56,7
15 25,5 24,3
16 27,6 28,24
17 55,4 56,0
18 11,5 0,63 11,9
19 19,5 0,94 19,4
20 35,3 32,2
21 18,8 14,0
22 33,3 33,9
23 38,2 39,1

24 45,1 45,8
25 28,7 26,0
26 18,8 0,89 18,8
27 18,9 0,78 19,0
28 23,7 0,87 23,0
29 117,7 0,82 12,0
I 103,4 4,23 101,4
2 74,8 291 73,3
3 77,8 3,15 76,5
4 71,9 3,02 70,3
5 75,4 3,10 73,7
6’ 65,0 3,71 64,4
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5.3. ANALISE COM CLAE DAS FRACOES OSPGMC E OSPMC-16P.

Considerando que estas fracdes continham mistura de flavondides resolveu-se fazer
andlise cromatografica. O cromatograma obtido com CLAE utilizando sistema isocratico de
metanol/dgua/acetonitrila/dcido acético (20:40:39:1) como fase mével e velocidade de fluxo
ImL.min" e deteccdo UV (Amgx=270nm), confirmaram a presenca de outros componentes na
fracdo OSPMC (figura 61, pag. 71) além de agatisflavona e 7”-O-metil-agatisflavona e na
fracdo OSPMC-1-6P (figura 62, pag. 72) que continha como componente majoritario a 7”°-O-
metil-agatisflavona.
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Figura 61: CLAE da fracdo OSPGMC.

71



OSPGMC1-6p

EMOAL[ISOESYATA-()-,. L

EUoARISTEEY

3.963

shi?
947
S48

TRE
2,232

E.BB7
3.145

G
-
|

17.867

Figura 62: CLAE da fragio OSPMC1-6p.

A andlise CLAE-EM dessas fragdes, “ricas em flavondides”, permitiu detectar os
valores de m/z de vérias faixas de tempo de reten¢do reveladas pelos picos representantes dos
componentes da mistura. A andlise desses valores, aliada as possibilidades de substituicao
com grupos freqilientes em flavondides isolados de Ouratea hexasperma (St. Hil.) Bail. em
trabalhos anteriores (Suzart, 2007; Suzart et al., 2007; Daniel, 2005), a anélise do espectro de
RMN de 'H (figuras 63 e 64, pig. 73) e considerando a possibilidade de formacio de
“adutos” com tracos dos solventes utilizados, pdde-se propor estruturas que certamente estao
presentes no material analisado. Os sinais no espectro de RMN de 'H na regido entre &y
4,22ppm e 8y 3,10ppm podem ser atribuidos aos hidrogénios do carboidrato. Possui também
sinais tipicos de biflavondide, como os dubletos na regido entre dy 7,93ppm e 6,60 ppm e
singletos em Oy 6,57ppm e 6,39ppm. Os esquemas 2 e 3 foram utilizados para facilitar esta
interpretacdo. Nesses sdo apresentadas as estruturas dos flavondides que incorporadas aos
substituintes (R e/ou R’) ou residuos de solventes chega-se aos valores de m/z detectados.
Estas propostas dependem de andlises adicionais como EM/EM dos ions detectados, o que
confirmaria a formacdo de “adutos” e, assim, as estruturas propostas poderdo ser aceitas com
maior seguranca. A andlise da fragdo OSPMC permitiu a identificacdo dos valores de m/z
para os picos detectados no CLAE-EM e estdo representados na Figura 65, pag. 74 e
Esquema 2, pag. 75, foi possivel propor a metil-vitexina e orientina (B), ramnosil-
triidroxiflavona (K), agatisflavona (F), metil-agatisflavona (H) e dimetil-agatisflavona (G)
cujas estruturas estdo representadas na Figura 66, pag. 76. A andlise da fracio OSPMC1-6P
(Figura 67, pag. 77 e Esquema 3, pdg. 78) permitiu confirmar a metil-agatisflavona (A1)
como componente majoritdrio, além das metil-diidroxiflavonas (B1 e D1), a ramnosil-
triidroxiflavona (C2) e a glicopiranosil-prenil-diidroxi-flavonol (D2) (Figura 68, pag. 79).
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Figura 64: Espectro de RMN 'H (200MHz, D;CCOCD3) da fragio OSPGMC1-6p.
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Figura 65: Identificacdo dos valores de m/z para os picos detectados no CLAE-EM da fracao

OSPGMC.

74



Solventes

- RouR' H,0 (18)
H;CCN(41)
o H;C-OH (32)
(0]
OH
%{ \]/\/ Grupo )J\ (60)
HO CsHy CH; OH m/z RS
(163) (69)
+163 +41+32 505(C)
C;5Hy05 +163 +14 > 446 (B)
(269) -
+163 +41 489 (D)
+163 +69 WAH s ©
ST
OH
HO
(147)
+147 +H" 417 K)
+163 > 448 (B)
+320 HL 595
+ 14 +32+18;349(A)
+ 14 + 60 > 359 (E)
O
269
OH O +269+ +H' » 539 (F)b
269 +269 +269 +14 +H' 553 P
+ 269 4269 + 14 + 14 +3H" »569 (G)

s [RS] ="Raw Spectrum", faixa do(s) picos do CLAE; bDetectadas na andlise dos espectros de RMN
na fragdo deste material

Esquema 2: Propostas de estruturas compativeis com os valores de m/z detectados na andlise

de CLAE-EM (Figura 65)
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Figura 66: Estruturas propostas através da andlise CLAE-EM na fracio OSPGMC.
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A1:553.1206 159599 100.00
[metil-agatisflavona]

Event 2 (Modo -)
551.1005 52936 38.45 (M-2H)
665.0944 7293 5.30

[M+AcAcetico+MeOH+H,0]
B- Raw Spectrum [19.393->20.180]

[25->26]
Event 1 (Modo +)
m/z Abs. Inten. Rel. Inten.
B1:284.3329 3113 5.20

[269 + 14 (metil)]

30.0

C. Raw Spectrum [21.460->22.280]
Event 1 (Modo +)

m/z Abs. Inten. Rel. Inten.
413.2763 2900 6.01
C2:417.2693 8432 17.47

[269 + 147(ramnose) + H]
D. Raw Spectrum [22.527->23.347]
Event 1 (Modo +)
m/z Abs. Inten.
D1. 284.33774973

[269 + 14 (metil)]

Rel. Inten.
5.64

341.2723 21998 24.95
385.2992 88164 100.00
429.3240 72304 82.01
473.3534 38277 43.42
D2. 517.374917511 19.86

[516 + H = Gic-Prenil-Flavonol]
561.4056 4613 5.23

Figura 67: Identificacdo dos valores de m/z para os picos detectados no CLAE-EM da fracao

OSPGMCl.6p
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RouR' Solvente
H,0 (18)

OH
‘ OH Grupo H;CCN(41)
o OH H;C-OH (32)
RO O %{ \f;/ CH, o
HO 5to
(163) (69) )I\OH (60)
OH O
C15HyOs \ +14 +H
(269) > 284 (B1,D1)
+163 + 69 > 517 (D2)
OH
RO o O +269 + 269 + 14 +H' | 553 (Al
‘ +269 +269 +18+32+60 ) (A2)
OH O
(269)

* Detectado na andlise dos espectros de RMN na fracdo deste material.

Esquema 3: Propostas de estruturas compativeis com os valores de m/z detectados na andlise
de CLAE-EM (Figura 67)
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Figura 68: Estruturas propostas através da andlise CLAE-EM na fracio OSPGCM1.6p.
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5.4. Propostas Biossintéticas para os constituintes isolados de Quratea hexasperma var.
planchonii Engl.

Uma das principais consideragdes em determinacdo estrutural € o conhecimento da
biossintese das diferentes classes dos metabdlitos especiais, por isso incluimos este capitulo
para auxiliar na determinagdo das estruturas das substincias isoladas de Ouratea hexasperma
var. planchonii Engl.

As substancias isoladas da espécie estudada neste trabalho, pertencem a classe dos
acidos alifaticos, dos esterdides (B-sitosterol, estigmasterol, campesterol e 3-O-B-D-
glucopiranosil sitosterol); dos triterpenos (lupeol e a e B-amirina) e dos biflavondides (7”-O-
metilagatisflavona e agatisflavona). A seguir apresenta-se algumas propostas biossintéticas.

5.4.1. Acidos graxos

Os é4cidos graxos sdo formados pela ligacdo de unidades de 4cido acético (C2) via
reacdo de condensacdo. A biossintese envolve a conversdo do acetil-CoA em malonil-CoA,
que sdo convertidos em acetil-ACP e malonil-ACP, ocorrendo entdo a condensag¢do de
Claisen e formagdo do B-ceto acil-ACP que, apds reducdes, formam os dcidos graxos com um
nimero par de atomos de carbono, esquema 4 (DEWICK, 2002). Através de oxidacdes
o ocorre a perda de um 4tomo de carbono, fornando dcidos graxos de cadeias com ndmero
impar de carbonos, esquema S (HARWOOD, 1997).

Biotina + ATP+C0, CHCO-SCoA.
CO-H fotina + D acetil-CoA
: Aceti-CoA i
CH,CO-SCoA ~ carboxilase !
malonil-CoA |
XX‘CP
COH |
CH,CO-S-ACP Y
maloni-ACP gy co.s-AcP
Reagdo acetil-ACP
g OH de Claisen A

R
CH,CO-S-ACP <NADPH RCH,COCH,CO-S-ACP | Cada vola
Redugio de  B-ceto acil- ACP extende

B-hidroxil acil- ACP carbonila a cadeia _dO
grupo acil
E,
eliminagdo| ~ H,0
de H,O
NADPH
/\/CO—S-ACP RCH,CH,CH,CO-S-ACP
E—— Acil-ACP graxo
RCH, Reducdo da
o—B-insaturado acik ACP ligagao dupla  HSCoA,~" \ H20
/ [malonjl]n\\
R(CH,CH,),CH,CO-S-CoA R(CH,CH,),CH,CO,H
Acil-CoA graxo Acido graxo

Esquema 4: Biossintese de dcidos graxos (adaptado de DEWICK, 2002)
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Esquema 5: Proposta de a-oxida¢oes em aacidos graxos (HARWOOD, 1997).
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5.4.2. Esteroides

As substancias sitosterol, estigmasterol, campesterol e 3-O-B-glicosilpiranosil
sitosterol se caracterizam por ter um esqueleto basico de 27 carbonos dispostos num sistema
tetraciclico. Biogeneticamente formam-se via pirofosfato de isopentenila originando o
esqualeno, estrutura que contém duas unidades de farnesil pirofosfato ligadas cauda-cauda. O
esqualeno epoxi (6xido de esqualeno), em sua forma cadeira-bote-cadeira—bote, cicliza apos
varios rearranjos do tipo 1,2 formando o cicloartenol, estrutura que contém 24 carbonos. O

cicloartenol apds clivagem oxidativa de trés metilas forma os esterdides (Esquema 6).

> R @ -H* R
@Wopp —_—

R OPP

OPP

GLICOSILACAO

\ SITOSTEROL

3-O-—GLICOSILPIRANOSIL
SITOSTEROL

ESTIGMASTEROL

Esquema 6: Proposta biogenética para os esterdides (Adaptado de MANN, 1994).
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5.4.3. Terpenos

Os terpenos constituem uma classe de substincias provenientes da via pirofosfato de
isopentenila, que da mesma forma que os esterdides, da origem ao esqualeno pela fusao
cauda-cauda de duas unidades de farnesil. No caso dos terpenos o 6xido de esqualeno em sua
forma cadeia-cadeira-cadeira-bote ¢é ciclizado para gerar o cation dammarenil e,
conseqiientemente, o cation lupenil que pode ser estabilizado pela formacdo de um novo anel
de cinco membros gerando compostos do tipo lupeol. O cdtion lupenil também pode ser
estabilizado pela formacdo do anel de 6 membros, gerando o cation oleanil. Esse €
estabilizado com migracao de uma metila e rearrango do tipo Wagner-Meerwein gerando o
nucleo basico a-amirina (Esquema 7).

Z Z =
PPO ,
~ N @\j
OPP
HH
X X X @ N X e ——

“Sep
—_— X Y X S
N X X
H

Esqualeno

B-AMIRINA

Esquema 7: Proposta biogenética para os terpenos lupeol e o-amirina. (Adaptado de MANN,
1994; DEWICK, 2002).
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5.4.4. Biflavondides

Os flavonéides derivam seu esqueleto de 15 carbonos, de dois precursores basicos:
malonil-CoA e p-coumaroil-CoA. Na reacdo biossintética ocorre condensacdo de trés
moléculas de malonil-CoA com a molécula de p-coumaroil-CoA formando uma chalcona
intermediaria (1,3 difenilpropano-1-ona). Da chalcona sdo formadas estruturas de trés anéis,
as flavanonas, a partir das flavanonas formam-se todas as outras classes de flavondides
(HARBONE & BAXTER, 1999). Através da formagdo de dimetos da apigenina formam-se os
biflavonoéides, agtisflavona e 7”’-O-metilagatisflavona (Esquema 8).

OH OH
OH o) SCoA
HO, 6&
3 Malonil CoA CLAISEN
CoAS N — o —/= !
Chalcona —_— >
o sinstase
o o OH o)

4-HIDROXICINAMOIL'CoA

OH
H-O.
E——
— e
OH o

NARINGENINA

7"-O-METILAGATISFLAVONA

Esquema 8: Proposta biogenética para as flavonas (DEWICK, 2002) e biflavonas (MOREIRA,
1994)
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5.5. ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios bioldgicos realizados foram de atividade antibacteriana, atividade
antifungica, atividade inseticida e de avaliacdo da toxicidade. O ensaio de atividade
antibacteriana foi realizado no Laboratério de Bacteriologia Veterindria do Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterindria, do Instituto de Veterinaria — IV da UFRRIJ sob
orientagdo da Professora Dra. Miliane Moreira Soares de Souza. O ensaio de atividade
antifungica foi realizado no Laboratério de Leveduras Patogé€nicas e Ambientais do
Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterindria — IV da UFRRIJ sob orientacao do
Professor Dr. Francisco de Assis Baroni. A Avaliacdo da atividade inseticida foi realizada no
Laboratorio de Mifases Tropicais do Departamento de Parasitologia Animal-UFRRIJ, sob
orientacio do Professor Dr. Gonzalo Efrain Moya Borja e colaboragdo do mestrando Elio
Barbieri Junior. A avaliacdo da toxicidade do extrato metandlico foi realizado no laboratério
de Farmacologia do Departamento de Fisiologia Animal IB/UFRRJ, sob orientagdo dos
professores Fabio Fagundes Rocha e Frederico Argollo Vanderlinde.

5.5.1. Avaliacao da Atividade Antibacteriana do Extrato Metanélico de Ouratea
hexasperma var. planchonii Engl.

A metodologia utilizada foi adaptada do teste de difusdo em placas desenvolvido por
Kirby-Bauer. Esta metodologia é amplamente utilizada no mundo como teste-padrdo para
ensaios bioldgicos, devido a simplicidade e eficiéncia na reproducao dos resultados obtidos e
¢ regulamentado internacionalmente pelo Clinical Laboratory Standards Institute (WAYNE,
2005).

AS bactérias utilizadas para a realizacdo deste experimento foram escolhidas por
representar os dois grandes grupos bacterianos existentes: a espécie Gram-positiva
Staphylococcus aureus, um isolado clinico sensivel e outro resistente, e a espécie Gram-

negativa Escherichia coli, ambas derivadas de isolados clinicos de mastite. (JAWETZ, 2000).

Staphylococcus aureus

As bactérias da espécie Staphylococcus aureus sdo cocos gram-positivos, membro da
familia Micrococcaceae, habitantes naturais da pele € membranas mucosas de humanos e
animais (KONEMAN et. al, 2001). Estdo envolvidas em uma série de processos infecciosos
de grande importancia na clinica médica humana e veterindria. Em humanos, S. aureus é a
principal causa das infecgdes hospitalares.

Escherichia coli

A espécie Escherichia coli representa bactérias gram-negativas entéricas largamente
disseminadas no ambiente. Além do impacto sobre a saude, a E. coli € um dos mais bem
estudados modelos bacterianos, € nos ultimos anos vem apresentando uma drastica mudancga
em seu perfil de sensibilidade aos antimicrobianos (JAWETZ, 2000).

Foram utilizadas 3 amostras de microrganismos, sendo duas de Staphylococcus
aureus, uma de Escherichia coli. Para S.aureus, foram utilizados isolados clinicos oriundos
de quadros de mastite bovina, sendo um dos isolados resistente aos antibidticos usuais. O
isolado clinico de E. coli, de mesma origem, foi classificado como sensivel.

Os isolados bacterianos foram estocados em freezer a -20° C e repicados em caldo
enriquecido. Posteriormente foram incubados em estufa a 37 °C por 24 horas, para ativacao de
seu metabolismo. Apds o crescimento, foi realizada uma bateria de identificacdo presuntiva
consistindo na coloragdo de Gram, realizada apds o periodo de incubacdo de 24 horas, para
observacdo das caracteristicas morfotintoriais, e no teste da catalase, para observacdo da
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quebra do peréxido de hidrogénio (H,0,), pela enzima catalase (KONEMAN et. al, 2001).
Como as amostras j4 haviam sido previamente identificadas, estes procedimentos foram
realizados para garantir que nao houve contaminag¢io das amostras.

As amostras bacterianas foram inoculadas em caldo enriquecido, e incubadas em
estufa a 37 °C por 24 horas antes da realiza¢do dos ensaios, para que todas estivessem em fase
exponencial de crescimento durante o experimento. Apds o periodo de incubagdo, o
crescimento deveria ser equivalente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland, correspondendo a
uma concentracio de 1,5 x 10° UFC/mL, ideal para os ensaios de avaliacio de
antimicrobianos, obedecendo as recomendag¢des do 6rgao responsavel pela aceitacdo de testes
como padrdo, o Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).

O extrato metandlico de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. foi utilizado na
concentracdo de 500mg/mL. Para realizacdo do ensaio de difusdo, SOuUL de uma solucdo do
material-teste na concentragdo de 500mg/mL foi inoculada em um poco feito no centro da
placa contendo o dgar Mueller Hinton, como postulado pelo CLSI, semeado com 100uL de
caldo de cultura do microorganismo previamente identificado. Na incubacdo, o extrato se
difunde radialmente em todo o dgar em volta do po¢o enquanto o microorganismo esta
crescendo no 4gar. Isto resulta em uma zona de inibicdo de crescimento ao redor de cada
disco de aplicacdao (TRUJILLO, 2002).

O dimeltilsulfé6xido (DMSO), veiculo utilizado nas amostras-testes, foi testado
separadamente para verificacdo de uma possivel atividade antimicrobiana. Apds realizacdo
dos ensaios com o veiculo, foi comprovada sua inatividade sobre o crescimento bacteriano,
permitindo o prosseguimento dos testes com as diluicdes do extrato. Foi possivel detectar a
formacdo de halo de inibi¢do nos ensaios frente ao isolado testado de Escherichia coli e a um
isolado de Staphylococcus aureus que ja se mostrara resistente aos antibidticos de elei¢ao. No
entanto, o outro isolado testado de Staphylococcus aureus ndo apresentou halo de inibicao
nos ensaios realizados. Avaliacdes adicionais devem ser feitas para confirmar a atividade
antibacteriana.

5.5.2. Verificacdo de atividade antifingica do Extrato Metanélico de Ouratea
hexasperma var. planchonii Engl.

Para a verificacdo de atividade antifiingica, foram realizados dois experimentos, o
primeiro com o extrato metandlico bruto de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. e o
segundo com a fragcdo cloroférmica do extrato metandlico. A metodologia utilizada para o
primeiro experimento, com o extrato metandlico bruto, foi utilizando o meio Sabouraud
dextrose a 3% acrescido do extrato da planta, em tubos de ensaios. Para o segundo
experimento, utilizando a fracdo cloroférmica do extrato metandlico, em placas de Petri com
o meio Sabouraud dextrose a 3% e discos de papel, a partir de circulos de pré-filtros
semelhantes aos discos empregados nas provas de antibiograma, embebidos com a fracdo do
extrato da palnta. A avaliacdo foi realizada com os seguintes microrganismos: Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Malassezia pachydermatis, Rhodotorula spp e
Aspergillus niger.

Candida albicans

Candida albicans esta freqiientemente relacionada as micoses mais comuns que
acometem os seres humanos, é um habitante normal do trato gastrointestinal e regides
mucocutaneas, incluindo boca e vagina. Milhares de células da levedura podem estar
presentes em um individuo, sem qualquer efeito danoso, entretanto, C. albicans é também,
dentre os fungos, o de maior patogenicidade aos humanos (SCHMID, 2003).
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Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans € um basidiomiceto, que se apresenta na forma tecidual
como levedura encapsulada, corresponde a duas variedades flingicas, com quatro sorotipos:
var. neoformans (sorotipos A e D) e var gattii (sorotipos B e C). E fungo que vive em solos
contaminados com fezes de pombos (var. neoformans) e junto a eucaliptos (var. gattii). A
infec¢do criptococdcica mais freqiientemente ocorre em pacientes imunodeprimidos (var.
neoformans, fungo oportunista), mas pode ocorrer no hospedeiro normal (var. gattii, patégeno
primdrio) (KWON-CHUNG et al., 1992).

Malassezia pachydermatis

Malassezia pachydermatis se apresenta de forma isolada ou em grupo, faz parte da
microbiota da pele e quando ocorrem alteragdes no microambiente local como aumento da
umidade, da temperatura e do substrato, estimulam o aumento do nimero de células desta
levedura, fazendo-a passar da forma comensal para o parasitismo. (NOBRE et al., 1998).

Rhodotorula spp

Leveduras do género Rhodotorula sao produtoras de pigmentos carotendides de
pigmentagdo amarela ou vermelha, tém sido associados a alteragdes de cor dos alimentos.
(FRANCO E LANDGRAF, 2004). Embora infec¢des sérias devido a Rhodotorula spp em
humanos sao raras, foram informados septicemia, endocarditis, meningites, ventriculitis,
peritonitis, keratitis, endophthalmitis, dacryocystitis, e pneumonia. (RUSTHOVEN et al.,
1984).

Aspergillus niger

Os aspergillus tem ampla distribui¢do geografica, e encontram-se no solo, ar, plantas e
matérias organicas em geral, sendo contaminantes comuns em laboratérios e hospitais
(MINOMLI, 2003). Aspergillus niger geralmente estd associado nos casos de otomicose,
aspergilomas e infec¢des dos seios nasais. (FISHER, 2001)

Primeiro Experimento

Para o primeiro experimento utilizou-se o meio Sabouraud dextrose a 3%, acrescido
do extrato da planta. A férmula do Sabouraud, normalmente feita para 100mL foi preparada
para 60mL e os 40mL restantes de H,O destilada que completariam o volume foram
esterilizados em autoclave e usados para diluir 3g do extrato. Este apds a diluicdo foi
submetido a exposicdo a ultra-violeta em capela de seguranca bioldgica nivel II. O meio
Sabouraud (60mL) foi esterilizado por autoclavagao (120°C por 20 minutos). Apods
esterilizacdo o meio foi resfriado a 50°C e misturado com o extrato diluido. Desta forma, foi
obtida um meio com concentracdo de 3% de extrato.

Do frasco com a concentracio 3%, foram retirados metade do volume que foi
imediatamente distribuida em tubos de ensaio previamente esterilizados. Estes tubos foram
dispostos de modo que o meio solidificasse no modo “inclinado”. A outra metade do meio
Sabouraud contida em frasco de Erlenmeyer foi acrescida de mais S0mL de Sabouraud puro,
tornando a concentracdo de 1,5%. O material foi homogeneizado, separando-se S0mL que
foram imediatamente distribuidos em tubos de ensaio que também foram inclinados. Os 50mL
restantes foram acrescidos de 50mL de Sabouraud puro fazendo com que a concentracdo
ficasse a 0,75%. Este procedimento foi continuado, sempre se separando 5S0mL de meio para
distribuir em tubos de ensaios adicionando-se 50mL de Sabouraud puro ao restante para
reduzir a concentracio a metade. Desta forma obtivemos cerca de 12 tubos de ensaio
contendo meio Sabouraud de cada uma das concentracdes do extrato (3%, 1,5%, 0,75%,
0,375%, 0,187% e 0,093%).
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As suspensoes salinas (NaCl em dgua destilada, 0,9%, estéril) de Candida albicans,
Cryptococcus neoformans (fungos unicelulares) foram padronizadas de acordo com o grau 3
da escala de Mc Farland e suspensao padronizada de Aspergillus niger (fungo filamentoso).
Uma aliquota de 100puL de cada uma destas suspensdes foi semeada nos tubos com as
concentracdes diferentes. Foram empregados quatro tubos de cada concentracdo para cada
suspensdo microbiana. Os tubos correspondentes as leveduras foram incubados em estufa
microbiolégica a 37°C enquanto os tubos correspondentes ao fungo filamentoso foram
incubados em temperatura ambiente. O tempo de observacdo foi de 5 dias. Todo o
procedimento foi realizado em capela, em ambiente estéril.

Segundo Experimento

O extrato da planta (1g) foi diluido em 25mL de etanol. Foram preparados discos de
papel, a partir de circulos de pré-filtros semelhantes aos discos empregados nas provas de
antibiograma. O diametro foi de 1cm.

Cada disco foi embebido vérias vezes com 50ul do extrato em etanol. Grupos de 5 a
10 discos foram separados e receberam cargas diferentes de aplicagdes do extrato.
Considerando que cada aliquota de 50ul corresponde a 2mg do extrato, os discos receberam
desde 4 aplicacdes (correspondente a 8mg) até 30mg.

Numa segunda etapa, foram preparadas placas de Petri contendo meio Sabouraud
dextrose (3%). As placas em quadruplicata foram semeadas com suspensdes salinas
preparadas como no experimento anterior para os seguintes microrganismos: Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Malassezia pachydermatis, Rhodotorula spp e
Aspergillus niger. A suspensdo de cada um destes microrganismos foi semeada na superficie
das placas de Petri, utilizando-se um swab estéril para cada uma das amostras, embebido nas
mesmas. Apds esta etapa, os discos foram aplicados na superficie, utilizando-se uma pinca
estéril. Todo o procedimento foi realizado em capela de seguranca, na proximidade de bico de
Bunsen.

As placas foram incubadas em temperatura de 37°C (excecdo para Aspergillus niger)
por cinco dias com observacdes a partir das primeiras 24 horas.

Para o primeiro experimento, os crescimentos foram evidentes ja nas primeiras horas.
Observou-se o crescimento de todos os fungos submetidos ao teste em todos os tubos de todas
as concentracoes apds o tempo de observacdo de cinco dias.

No segundo experimento ocorreu crescimento em todas as placas e em nenhuma delas
foi observado qualquer halo que demonstrasse efeito inibitdrio do extrato aplicado nos discos
sobre 0s microrganismos cultivados. Os resultados obtidos devem ser aprofundados através de
diferentes métodos de avaliacao.

5.5.3. Avaliacao da Atividade Inseticida contra Musca domestica

Para este experimento utilizou-se a espécie Musca domestica (Diptera: Muscidae), que
€ uma espécie de grande importancia médico sanitdria, pois atua como vetor mecanico e/ou
biologico de diversos agentes patogénicos, incluindo parasitos do homem e de animais
domésticos (BERNARDI et al., 2006). Estes insetos, por manterem um alto grau de
associacdo com o ambiente modificado pelo homem, sdo amplamente relacionados na
literatura como causadores de diversos danos e graves prejuizos, principalmente na pecudria
(GUIMARAES et al., 1983). Estes dados tém motivado diversos grupos pela busca de novos
métodos aplicdveis ao controle quimico como alternativo aos inseticidas sintéticos
comumente utilizados no controle destas pragas.

Os insetos utilizados neste experimento foram oriundos de colonia formada por
moscas coletadas no Campus da UFRRJ, e seu desenvolvimento pré-embrionério ocorreu em
um meio composto por racdo concentrada contendo 23% de proteina bruta, farelo de arroz e
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agua, na relagdo 1:1:2. Os insetos tratados representam o nivel de resisténcia da comunidade a
inseticidas comumente utilizados no controle desta mosca. Os insetos avaliados foram da
geracao F1 a espécie Musca domestica.

Apo6s o nascimento os testes foram feitos em até 48 horas da emergéncia dos insetos.
As fragdes e extratos foram diluidos em 1 ml de Acetona PA. Foram utilizados 20 mg da
fracdo OSPGMCp-2a e aproximadamente 50mg dos demais extratos e fracdes. Os insetos
foram retirados das gaiolas e anestesiados com CO, para manipulacdo e separa¢do de machos
e fémeas, e realizacdo da aplicacdo de 0,5ul da solugdo estoque formada de cada amostra. A
aplicacdo foi feita sobre o térax com auxilio de uma micro-seringa automatica de 25ul. Apods
a aplicacdo os insetos foram transferidos para frascos forrados com papel filtro, fechados com
gaze estéril presa com liga eldstica. Cada frasco recebeu 20 insetos, sendo cada amostra
avaliada em 20 machos e 20 fémeas. Também foram realizados testes controle com a
aplicacdo somente do solvente. A leitura foi realizada em 24 horas (tabela 8, pag. 90) e 48
horas (tabela 9, pdg. 90), e nestas sdo contados os insetos mortos. Durante as avaliacdes os
insetos foram alimentados com solucao de glicose a 20% através de algodao embebido sobre
a gaze.

Considerando os resultados apresentados, observa-se que o extrato metandlico bruto
(OspGM) e fracdes do extrato, OSPGMCp e OSPGMM apresentaram pouca atividade
inseticida frente a Musca domestica. As fragdes OSPGMCp2a e OSPGMC apresentaram
maior atividade inseticida. Estas fracdes sao ricas em flavonéides, no qual foram isoladas a
7”-O-metilagatisflavona e agatisflavona. Essas observacdes foram feitas em 24h (tabela 8) e
48h (tabela 9). De acordo com a maior atividade inseticida presente nas fracdes ricas em
flavonodides, sugerimos que estas sejam as substancias responsaveis por esta atividade.
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Tabela 8 — Mortalidade (%) de amostras vegetais sobre Musca domestica ap6s 24 horas da

aplicacao.
Substancia Mortalidade

? d Q+4
OSPGD 0% 0% 0%
OSPGDH 0% 0% 0%
OSPGDC 0% 0% 0%
OSPGDM 0% 0% 0%
OSPGM 0% 10% 5%
OSPGMC 0% 20% 10%
OSPGMCp 10% 0% 5%
OSPGMCp2a 10% 20% 15%
OSPGMM 0% 0% 0%
OSPGMMp 10% 0% 5%
CONTROLE 0% 0% 0%

Tabela 9 — Mortalidade (%) de amostras vegetais sobre Musca domestica apés 48 horas da

aplicacao.
Substancia Mortalidade
? d Q+43

OSPGD 10% 10% 10%
OSPGDH 10% 20% 15%
OSPGDC 0% 10% 5%
OSPGDM 0% 0% 0%
OSPGM 10% 10% 10%
OSPGMC 10% 20% 15%
OSPGMCp 10% 0% 5%
OSPGMCp2a 20% 30% 25%
OSPGMM 0% 10% 5%
OSPGMMp 10% 0% 5%
CONTROLE 0% 0% 0%

a) Peso médio de machos e fémeas de M. domestica: 0,0105 e 0,0158 gramas.

b) OSPGD = Ouratea sp galhos dicloro, OSPGDH = Ouratea sp galhos dicloro hexano;
OSPGDC=Quratea sp galhos dicloro cloroférmio; OSPGDM = Ouratea sp galhos dicloro metanol;
OSPGM = Ouratea sp galhos metanol; OSPGMC = Ouratea sp galhos metanol cloroférmio;
OSPGMCp = Ouratea sp galhos metanol cloroférmio precipitado; OSPGMCp2a = Ouratea sp galhos
metanol cloroférmio precipitado fracdo 2 a; OSPGMM = Ouratea sp galhos metanol metanol;
OSPGMMp = Ouratea sp galhos metanol metanol precipitado.

5.5.4. Avaliacao da toxidez do extrato metanolico em Mus musculus.

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) albinos swiss machos e fémeas
pesando entre 30 e 35 g fornecidos pelo Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas
(IB) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os animais foram mantidos em
condig¢des controladas de temperatura (23 + 2°C) e iluminagéo (ciclo claro/escuro de 12 horas)
com livre acesso a dgua e ragao.

Determinaciao da Dose Letal Aproximada (DLA)

Neste ensaio foi utilizado apenas um animal tratado com o extrato a cada dose
conforme proposto por Kennedy et al em 1986. O extrato metandlico de O. hexasperma var.
planchonii Engl. foi solubilizado em solucdo salina 0,9 % acrescido de 1% de Tween 80 e
administrado nos camundongos pelas vias oral ou subcutanea. O teste se iniciou com uma
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dose bastante baixa (10 mg/kg) e a préxima dose foi adicionada de 50% do valor da anterior e
assim sucessivamente (0 que na pratica corresponde a uma chance muita remota de que uma
determinada dose mate um animal e sua subseqiiente falhe em fazé-lo), até que a menor dose
na seqiiéncia considerada, induzisse a morte do animal. Os animais foram observados nos
tempos de 15 min, 30 min, 60 min, 24 h e 1 semana apds a administra¢ao do extrato.

A administrac@o do extrato tanto pelas vias oral quanto subcutanea ndo gerou sinais de
toxicidade aguda nos camundongos. Doses de até 5g/kg nao ocasionaram a morte dos animais
em até uma semana apds a administracio em dose Unica do extrato, demonstrando a baixa
toxicidade aguda do extrato.

O extrato apresenta baixa toxicidade quando administrado em dose unica. Estudos
com doses repetidas, subcronicos e cronicos sao necessarios para complementar a avaliagao
toxicoldgica em fungdo do potencial antitumoral da planta e conseqiiente necessidade de uso
cronico. Estudos para avaliar a toxicidade in vivo da fragdo enriquecida com biflavondides
também sdo necessarios em fun¢do dos relatos de toxicidade destas substancias.

91



CONCLUSOES

A prospeccao quimica do extrato metandlico de Quratea hexasperma var. planchonii
Engl. revelou testes positivos para as classes de substancias: alcaldides, saponinas, esterdides,
depsidio e depsidonas, flavondides, catequinas, quinonas, acgucares redutores, sacarideos e
taninos.

Com os extratos obtidos dos galhos de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. foi
realizado o fracionamento, a partir dessas fracdes foram isolados compostos alifaticos, dcidos
alifaticos, esterdides (sitoesterol, estigmasterol e campesterol), terpenos (lupeol e a-amirina e
B-amirina) e biflavonas (7”-O-metilagatisflavona e agatisflavona) e sitoesterol glicosilado.

Através de andlise utilizando CLAE-EM permitiu-se detectar a presenca de outros
compostos presentes no extrato, como metil-vitexina, orientina, ramnosil-triidroxiflavona,
agatisflavona, metil-agatisflavona, dimetil-agatisflavona, metil-diidroxiflavon, e
glicopiranosil-prenil-diidroxi-flavonol, embora necessitem de confirmagao.

Através dos resultados obtidos neste trabalho e levantamento de dados da literatura
sobre as substdncias encontradas no género Ouratea, foi possivel concluir que o biflavonéide
7”-O-metilagatisflavona serve como um marcador quimiossistematico do Género Ouratea e
que as variedades de O. hexasperma (St. Hil.) Bail e O. hexasperma var. planchonii Engl. tem
poucas diferengas morfolégicas e quimicamente podem ser incluidas como uma tnica
espécie.

Os testes de atividades bioldgicas realizados foram os de atividade antibacteriana,
antifungica, inseticida e de toxicidade utilizando os extratos e fragdes de Ouratea hexasperma
var. planchonii Engl. Com os ensaios de atividade antimicrobiana, o extrato metandlico inibiu
o crescimento de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Este extrato e a fracdo
cloroférmica do extrato metandlico foi inativo para os fungos avaliados. Com os ensaios de
atividade contra Musca doméstica, os extratos e fracOes ndo apresentaram atividade
significativa, as fragdes que apresentaram maior atividade foi a fracdo que contém a mistura
dos biflavondides 7°-O-metilagatisflavona e agatisflavona e as fracdes metandlicas que
também contém essas substincias. Ensaios adicionais deverdo ser realizados afim de
confirmar esses resultados.

Com os ensaios de toxicidade, o extrato apresentou baixa toxicidade quando
administrado em dose unica. Estudos para avaliar a toxicidade in vivo da fracdo enriquecida
com biflavondides também sdo necessarios em funcdo dos relatos de toxicidade destas
substancias.
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RESUMO

FERNANDES, Renata Duarte. Estudo Quimico e Avaliacdo de Atividades
Bioldgicas de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. 2008 101f. Dissertacdo (Mestrado
em Quimica Organica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Quimica, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

Os metabdlitos especiais isolados de galhos de Ouratea hexasperma var. planchonii
Engl., permitiram a comparacdo com os constituintes de O. hexasperma (St. Hil.) para
confirmar a classificagdo botanica da mesma. Neste trabalho também foram avaliadas
algumas atividades bioldgicas.

As analises das fragdes obtidas do fracionamento com particdo com solventes e
técnicas cromatograficas dos extratos preparados com diclorometano e metanol dos galhos de
Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. conduziu a identificacdo de alguns constituintes
quimicos. Identificaram-se misturas de hidrocarbonetos alifaticos, dcidos alilfaticos, de
esterGides (sitosterol, estigmasterol e campesterol), além de trés triterpenos, lupeol, o e B
amirina, e os flavonéides (7”-O-metilagatisflavona e agatisflavona) e sitosterol-3-O-3-D-
glicopiranosideo. As estruturas foram determinadas através de andlise dos dados
espectrométricos de IV, RMN de 'H e °C uni e bidimensional e massas, além de comparagio
com dados da literatura. A técnica CLAE-EM foi utilizada na andlise adicional de duas
fracdes contendo dois biflavondides e alguns constituintes adicionais. Esta andlise permitiu
propor a presenga de metil-vitexina, orientina, metil-diidroxiflavona, glicopiranosil-flavonas,
dimetilagatisflavona, glicopiranosil-prenil-flavonol além da confirmacdo das duas biflavonas
identificadas inicialmente.

Os extratos dos galhos de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. foram
submetidos a avaliacdo de atividade antibacteriana, antifingica, inseticida e de toxidez. O
crescimento de Escherichia coli e Staphylococcus aureus reduziu com extrato metandlico. As
fracdes contendo as biflavonas foram parcialmente ativas como inseticida contra Musca
domestica. Os extratos apresentaram baixa toxicidade em dose unica.

Palavras—chave: Ouratea hexasperma, flavondides, atividades bioldgicas.
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ABSTRACT

FERNANDES, Renata Duarte. Phytochemical Study and Biological Activities
extracts from the branches of Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. 2008 103f.
Dissertation (Magister Scientiae in Organic Chemistry), Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2008.

The specials metabolites isolated from the branches of the Ouratea hexasperma var.
planchonii Engl., allowing to the comparison with the chemical constituents from variety
Ouratea hexasperma (St. Hil.) to confirm the botanical classification. Some biological
activities were evaluated.

The analysis of the fractions from solvents and chromatographic fractionation of the
dichloromethane and methanolic extracts from the branches of Ouratea hexasperma var.
planchonii Engl. led to the identification of some chemical constituents. This procedure led to
identification of aliphatics compounds mixture, aliphatic alcohol mixture, steroids mixture
(sitosterol, stigmasterol and campesterol), three triterpenes, lupeol e a-amiryn e B-amiryn, and
the biflavonoids (7”-O-methylagathisflavone and agathisflavone) and sitosterol-3-O-B-D-
glycopyranoside. The structures were determined by IR, de 'H (1D e 2D) e "°C (BBD e
DEPT) NMR spectral data analysis and comparison with literature values. The HPLC-MS
were used in the analysis of two fractions containing the these two biflavones and some
additional compounds. This analysis led us to identify the presence of methyl-vitexin,
orientin, methyl-dihydroxyflavone, glycopiranosil-flavones, dimethylagathisflavone and
glycopyranosil-prenyl-dihydroxyflavonol besides the confirmation of these two biflavonoids.

The extracts from the branches of Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. were
submitted on evaluations of the antibacterial, antifungal, insecticide and toxicity activities.
The Escherichia coli and Staphylococcus aureus growth was inhibited with methanolic
extract. The fractions containing the biflavonoids were partially active as insecticide against
Musca domestica. The extracts presented low toxicity on unique dose.

Key words: Ouratea hexasperma, flavonoids, biologicals activities.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais vém sendo utilizados pela humanidade como remédio desde os
primérdios. A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenha
sido uma das primeiras formas de utilizagdao dos produtos naturais.

O profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza, pelos povos primitivos e
pelos indigenas, pode ser considerado fator fundamental para o descobrimento de substincias
téxicas e medicamentosas ao longo do tempo. A convivéncia e o aprendizado com os mais
diferentes grupos étnicos trouxeram valiosas contribuicdes para o desenvolvimento da
pesquisa sobre utilizacdo de substancias naturais para a cura de doengas ou criar produtos em
beneficio do bem estar do homem. H4 relatos, por exemplo, do uso de plantas com
finalidades terapéuticas por volta de 3.000 a.C. na obra Pen Ts’ao do chiné€s Shen Nung
(VEIGA JR. et al, 2005). As pesquisas na drea da quimica de produtos naturais permitiram a
descoberta de muitos modelos moleculares que fundamentaram estudos de relacdo estrutura-
atividade (SAR) e inspiraram o desenvolvimento da sintese organica classica. (VIEGAS JR.
et al, 2006).

No inicio, os quimicos estudavam plantas consagradas pelo uso popular, geralmente
incorporadas as farmacopéias da época, limitando-se ao isolamento e a determinagdo
estrutural de substancias ativas (YUNES & CECHINEL FILHO, 2001). Dada a importancia
das plantas para a medicina da época, a Quimica e a Medicina passaram a ter uma estreita
relacdo, o que permitiu um rapido desenvolvimento de seus campos especificos (YUNES &
CECHINEL FILHO, 2001). Desta forma, muitas substincias ativas foram conhecidas e
introduzidas na terapéutica, permanecendo até hoje como medicamentos. Um exemplo
importante do desenvolvimento dos farmacos a partir de produtos naturais de plantas foi o
descobrimento dos salicilatos obtidos de Salix alba.

A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, nao sé pelos recursos
oferecidos para sua alimenta¢do e manuten¢@o, mas por ser sua principal fonte de inspiragao e
aprendizado. A busca incessante pela compreensdo das leis naturais e o desafio de transpor
barreiras a sua sobrevivéncia, como o clima e as doengas, levaram o homem ao atual estdgio
de desenvolvimento cientifico, mesmo apds o avanco tecnoldgico observado nos dias de hoje.
(VIEGAS JR et al. 2006).

Pesquisadores da drea de produtos naturais mostram-se impressionados pelo fato
desses produtos encontrados na natureza revelarem uma gama quase que inacreditivel de
diversidade em termos de estrutura, propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (WALL &
WANI, 1996). Diversos autores tém apontado a importincia dos estudos quimicos e
farmacoldgicos de vdrias espécies vegetais pela intensa producdo de metabdlitos especiais,
principalmente, nas espécies dos ecossistemas tropicais (BRITO & BRITO, 1993). Nesta
perspectiva, a botinica, a quimica e a farmacologia abrangem conhecimentos indispensaveis
para a utilizacdo segura de plantas medicinais, mostrando que a busca sistemdtica de novos
medicamentos tem sido realizada por inimeras abordagens de estudo. Desta forma, uma
abordagem interdisciplinar, na pesquisa de novos medicamentos, representa, de modo
inegdvel, a alternativa mais eficaz e promissora para o alcance deste objetivo (Di STASI,
1996).

Nas tultimas décadas o estudo de plantas medicinais evoluiu muito, principalmente, do
ponto de vista quimico. Esta evolu¢do deve-se ao desenvolvimento de técnicas analiticas que
corroboram para a determinacdo estrutural. Os produtos naturais vém recuperando espago e
importancia na industria farmacéutica como fonte inspiradora de novos padrdes moleculares
bioativos (VIEGAS JR et al. 2006). Cerca de 25% das prescri¢des dispensadas nos Estados
Unidos durante os ultimos 25 anos estavam relacionadas a medicamentos que com principios



ativos de origem natural ou semi-sintéticos, oriundos normalmente de plantas superiores.
Além de cerca de 13% relativas a medicamentos de fontes microbianas e 2,7% de origem
animal (CRAGG, et. al., 2003). Resultados de andlise de novos farmacos aprovados pelo FDA
(Food and Drug Administration) e por entidades reguladoras de outros paises, no periodo de
1981 a 2006, indicaram que os medicamentos recomendados para tratamento de doencgas
infecciosas atingiram 230 novos medicamentos, dos quais 5,2% eram de produtos naturais e
32,3% eram de derivados de produtos naturais (NEWMAN & CRAGG, 2007). Para o
tratamento do cancer cerca de 175 novos medicamentos tem sido aprovados, dos quais 14%
sdao de produtos naturais e 28% de derivados de produtos naturais. (NEWMAN & CRAGG,
2007).

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da maior
floresta equatorial e tropical imida do planeta, ndo pode abdicar de sua vocacdo para os
produtos naturais. A Quimica de Produtos Naturais (QPN) €, dentro da Quimica brasileira, a
drea mais antiga e a que, talvez, congregue o maior nimero de pesquisadores (PINTO et al.,
2002).

O grupo de pesquisa em quimica de produtos naturais da UFRRJ tem registrado,
dentre outros trabalhos, estudos com a familia Ochnaceae, principalmente com espécies do
género Quratea e Luxemburgia, dando valiosas contribui¢des para o conhecimento da
quimica dessa familia, propiciando subsidios para avaliagdes quimiotaxondmicas, além de
apresentar substincias com importantes atividades bioldgicas contribuindo para busca de
novos farmacos (SUZART, et. al.2007).

Objetivos
Os objetivos do presente trabalho sdo:

e [solar e identificar os principais metabdlitos especiais dos galhos de Ouratea
hexasperma var. planchonii Engl.;

e Verificar se hd semelhangas quimicas entre as variedades de Ouratea hexasperma (O.
hexasperma (A. St.-Hil.) Bail. var. hexasperma e O. hexasperma var. planchonii
Engl.);

e Avaliar atividades biolégicas de extratos e/ou fracdoes dos galhos de Ouratea
hexasperma var. planchonii Engl., como atividades antibacteriana, antifingica,
inseticida e de toxicidade;

® Preparar derivados dos constituintes isolados;

e Fazer a atribuicdo de dados espectrométricos das substincias naturais isoladas e
derivados;

e Utilizar CLAE-EM para identificar componentes minoritdrios que sdo dificeis de
identificar pelas técnicas usuais;

e Realizar um estudo de informagdes relacionadas aos biflavonéides considerados como
marcadores sistematicos do género Ouratea.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Generalidades Sobre a Familia Ochnaceae e o0 Género Ouratea

A familia Ochnaceae pertence a ordem Theales e compreende cerca de 28 géneros e
400 espécies, de ampla distribuicao nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. No
Brasil ocorrem aproximadamente 9 géneros com 105 espécies (BARROSO, 1986). Essas sdo
plantas essencialmente arbdreas ou arbustivas, raramente herbaceas (Sauvagesia), folhas em
geral inteiras, de distribui¢do alterna e com estipulas. Apresentam flores amarelas, alvas ou
avermelhadas. (BARROSO et. al, 2002).

A familia Ochnaceae é pouco conhecida do ponto de vista quimico e bioldgico.
Estudos quimicos demonstram que sao capazes de biossintetizar flavondides e biflavondides,
sendo os géneros Ochna, Lophira, Luxemburgia e Ouratea os mais estudados. Investigacoes
sobre a composi¢cao quimica de espécies do género Ouratea, levaram ao isolamento de varios
biflavondides (SIMONI er al., 2002). A freqiiéncia e a diversidade estrutural dos
biflavondides em espécies desses géneros permitem que sejam utilizados como marcadores
taxondmicos (SUZART et al., 2007).

O género Ochna consiste em mais de 85 espécies distribuidas por toda Africa
(PEGNYEMB et al., 2003), principalmente na regido de Camardes. O estudo de algumas
espécies desse gé€nero forneceu triflavondides: caloflavanas A e B (figura 1, pag. 3).
(MESSANGA et al., 2002); biflavondides (KAMIL et al., 1987): calodeninas A ¢ B e
lophironas K e C (figura 2, pag. 4). (MESSANGA et al., 1994; PEGNYEMB et al., 2001).
Biflavonoides, isoflavona e flavona C-glicosilada foram isolados de O. squarrosa. Esta
espécie € utilizada no tratamento de indigestdo, complica¢des menstruais e contra asma (RAO
& GUNASEKAR, 1989). O extrato etandlico e os biflavondides isolados do caule de O.
macrocalyx mostraram atividades citotoxicas e antibacterianas (TANG et al., 2003).

O género Lophira é comumente encontrado na regido tropical da Africa, onde é
conhecido pelos seus usos medicinais (GHOGOMU et al., 1987). As espécies mais estudadas
sao L. alata e L. lanceolata. Desses gé€neros foram isolados flavonéides, biflavondides e
dimeros de chalconas (lophironas F, G e H) (figura 2, pag. 4). (TIH GHOGOMU et al.,
1989a; TIH GHOGOMU et al., 1989b; TIH GHOGOMU et al., 1990; TIH et al., 1992a; TIH
et al., 1992b; TIH et al., 2003).

Caloflavana A

Caloflavana B

Figura 1: Triflavondides isolados no Género Ochna
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O Geénero Luxemburgia ocorre somente no Brasil e suas espécies sdo encontradas
principalmente nos campos rupestres da Cadeia do Espinhaco, em Minas Gerais e na Bahia
(FERES, 2006). Estas espécies sdo capazes de biossintetizar flavondides e biflavondides com
esqueleto proximo a chalconas (OLIVEIRA et al., 2002; CARVALHO et al., 2004) e a
bichalcona luxenchalcona (I—3—O—H—4”) (figura 3, piag. 5) (CARVALHO et al., 2004). A
rutina (3-O-rutinosideo-quercetina) foi isolada de Luxemburgia nobilis (OLIVEIRA et al.,
2002) e das flores de Luxemburgia octandra foram isolados dois flavondides 8-C-glicosilados
(figura 3) (ALVES et al., 2003).
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Figura 3: Flavondides e chalconas isolados do género Luxemburgia

O género Ouratea ocorre em todo territério Nacional, destacando-se no Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Paraiba, Bahia e Pernambuco. Algumas espécies do género Ouratea
incluindo a O. grandifolia, ocorrem na Restinga da Marambaia, Corcovado e Campo Grande
(Limeirao)/RJ. (BARROSO, 1986).

As espécies de Ouratea sao caracterizadas pelas flores geralmente vistosas,
freqiilentemente de coloragdo amarela. No Nordeste as espécies de Ouratea sdo conhecidas
como batiputd, as sementes de batiputd fornecem a “Manteiga de batiputd”, 6leo adocicado e
aromdtico, utilizado em conservas e temperos, tornando-se rangoso com facilidade. As
espécies de Ouratea espalhadas pelo pais recebem designagdes especificas como Angelim



(Ouratea vaccinoides), Caju Bravo (Ouratea floribunda e Ouratea salicifolia) e Coragao de
Bugre (Ouratea parviflora). As Ouratea floribunda e Ouratea castanaefolia sdo empregadas
em ornamentacdo urbana (SUZART et al., 2007). Sao utilizadas na medicina popular como
adstringentes, tonicas, estomdquicas, vermifugas (BRAGA, 1960), em distirbios géstricos e
reumatismo (MBING et al., 2003a) e util na cura de paralisias, erisipela, feridas no ttero e
ulceras, disturbios gastricos e na cicatrizacao de feridas (BARROSO, 1986).

Em estudos com espécies do género Ouratea, podemos destacar os que mostraram
atividade antitumoral contra células do carcinoma Ehrlich (CARVALHO et al., 2002),
inibicdo das DNA topoisomerases (GRYNBERG et al., 2002), efeitos antiproliferativos e
ativacdo da apoptose em células de tumor Ehrlich (GRYNBERG et al., 1998). O extrato
hidroetandélico e a fragdo acetato de etila de Ouratea semisserrata apresentaram efeito
vasodilatador dependente do endotélio (CORTES et al., 2002) e atividade anti-hipertensiva,
inibindo a conversdo da enzima angiotensina I (ACE) (CASTRO et al., 2000). O extrato
metandlico de Ouratea elongata, Ouratea flava e QOuratea sulcata, demostrou atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Enterococcus hirae e Candida
albicans (GANGOUE-PIEBOIJI et al., 2006). Também apresentou atividade antimicrobiana o
6leo da fruta de Ouratea parviflora Baill extraido com hexano (PAULO, et al., 1986). O
extrato metandlico das folhas de Ouratea cuspidata revelou atividade antiparasitaria frente a
Leishmania braziliensis, biopotecao contra radicais livres e ac@o antiinflamatéria. (SUZART,
2007).

Estudos quimicos realizados em espécies deste género revelaram que sdo
bioprodutores de flavonéides, flavondides glicosilados (SUZART et al., 2007) e biflavondides
(SUZART et al., 2007, CARVALHO et al., 2008). Na figura 4, pags. 7 e 8, sdo mostradas
estruturas quimicas de substancias deste género. De Ouratea sp. (MONACHE et al., 1967)
foram isolados a protocianidina (1) e catequina (2); de O. affinis Engl. e O. calantha Gilg.
(GARTLAN et al., 1980) foi isolado a cianidina (3); de O. spectabilis (Mart.) Engl.
(FELfCIO et al., 1995) foram isolados bigenkanina (4) e 7,7”- O-dimetilagatisflavona (5); de
O. multiflora Pohl (FELfCIO et al., 2001) foram isolados amentoflavona (6) e , 3-OH-4",5,7-
OMe-flavona-(6—8)- 3”-OH -37,4",5”,7’-OMe flavona (7); de O. semisserata (Mart.)
Engl. (VELANDIA et al., 2002) foram isolados 3',6,8-cloro-4’,5-OH-7-OMe isoflavona (8),
3'.5',6,8-cloro-4’,5-OH-7-OMe isoflavona (9), 5,7-OH-flavona-(4’—0—8")- 4",5"7"-OH
flavona (10), 5-OH -7- OMe-flavona-(4'—-0—8")- 4", 5",7"-OH flavona (11), 5-OH-7-OMe-
flavona-(4'—>0—8")-5",7"-OH-4""-OMe flavona (12), amentoflavona (6), podocarpusflavona
(13) e rutina, (14); De O. flava Schum e Thon (MBING et al., 2003a) foram isolados
calodenina B (15), flavumona A (16), flavumona B (17), calodenina C (18), lophirona A (19)
e 4',5-OMe-6,7-metilenodioxi-isoflavona (20); de Ouratea hexasperma (St. Hil.) Bail.
(MOREIRA et al., 1994; DANIEL et al., 2005) foram isolados Hexaspermona A (21),
Hexaspermona B (22), Hexaspermona C (23), 5,7,4’-OMe-isoflavona (24), 7"-O-
metilagatisflavona (25), 7,7"-O-dimetillanaraflavona (26), agastiflavona (27), epicatequina
(28), 6-C-glicopiranosil-luteolina (29), 3-O-glicopiranosil-quercetina (30), 2"-O-B-D-
glicopiranosil-8-C-B-D-glicopiranosil luteolina (31); de O. microdonta (CARVALHO et al.,
2008) foram isolados agatisflavona (27), 7’-O-metilagatisflavona (25) e amentoflavona (6).
(Figura 4, pags. 7 e 8).

Além de flavonéides e biflavondides, ocorrem no género outras classes de subsancias
como norisoprendides (VELANDIA et al., 1998), diterpenos (VELANDIA et al., 1998;
FELICIO et al., 2004), triterpenos, (MBING et al., 2003b; CARVALHO et al., 2008),
esterdides (CARVALHO et al., 2008), lignanas (VELANDIA et al., 1998), hidrocarbonetos e
ésteres alifaticos (MOREIRA et al., 1994; PAULO et al., 1986; ESTEVAM et al., 2005) além
de derivado do 4cido benzdico (CARVALHO et al., 2008). As estruturas quimicas de alguns
representantes desta classe sdo mostrados na figura 5, pag. 9.
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Figura 5: Outras classes de substancias isoladas nos géneros Ouratea.

2.2 Classificacdo botanica de O. hexasperma (St. Hill) Bail var. hexasperma e O.
hexasperma var. planchonii Engl.

Ouratea hexaperma foi classificada pela primeira vez como Ghomphia hexasperma A.
St. Hil. (Flora Brasiliae Meridionalis (quarto ed.) 1: 61. 1824), posteriormente a classificacao
botanica foi modificada para Ouratea hexasperma (A. St.-Hill.) Bail. (Histoire des Plantes 4:
366. 1873) e apo6s verificar diferencas morfoldgicas dentro na prérpria espécie, classificou-se
em duas variedades, a tipica, O. hexasperma (A. St. Hill.) Bail var. hexasperma e uma nova
variedade O. hexasperma var. planchonii Engl. (Flora Brasiliensis 12(2):321. 1876).

A variedade tipica (A. St.-Hill.) Bail, apresenta folhas lanceoladas, provida de
acimem de 1 cm de comprimento e a variedade planchonii Engl. apresenta folhas oblongas
ou oblonga-ovadas, raramente acuminada aguda. (Flora Brasiliensis). (Figura 6, pag. 10).



Atualmente estas variedades foram sinonimizadas, especialistas da familia nao
consideram as variedades e apenas a espécie Quratea hexasperma (A. St.-Hill.) Bail., devido
a estas pequenas diferencas morfoldgicas.

Chlenge-ovada Oblongo-lanceolada

Figura 6: Diferencas morfoldgicas marcantes entre as folhas de Ouratea hexasperma.

2.3. Estudo Quimico Realizado com Quratea hexasperma (St. Hil.) Bail

Como citado anteriormente, estudos quimicos com Quratea hexasperma, coletada no
cerrado da Amazonia, conduziu ao isolamento de hidrocarbonetos, de biisoflavondides:
hexaspermona A, B, C, estruturas 21, 22 e 23 da figura 4, pdg. 7 e 8. e da biflavona 7 -
metilagatisflavona, estrutura 25 da figura 4, pdg. 7 (MOREIRA et al., 1994; MOREIRA, et
al., 1999). Das folhas, inflorescéncia e caule de Ouratea hexasperma, coletadas no Municipio
de Jodo Pessoa na Paraiba, foram isolados hidrocarbonetos, esterdides, saponinas, triterpenos
(figura 5, pag. 10), flavondides, epicatequina, biflavondides (7,7”—O—dimetillanaraﬂavona, 77-
O-metilagatisflavona e Agatisflavona) além de flavondides glicosilados, figura 4, pag. 8 e 9
(DANIEL, 2005; SUZART, 2007).

O grupo de pesquisa em Quimica de Produtos Naturais da UFRRJ tem registrado,
dentre outros trabalhos, estudos de espécies do género Ouratea € Luxemburgia (Ochnaceae)
dando valiosas contribuicdes para o conhecimento da quimica dessa familia, propiciando
subsidios para avaliacdes quimiotaxondmicas, além de apresentar substancias com
importantes atividades bioldgicas contribuindo para busca de novos farmacos (SUZART, et
al. 2007).

O levantamento na literatura sobre biflavondides presentes na familia Ochnaceae e em
espécies do género Ouratea permitiu tirar deducdes e fazer consideracdes sobre essa classe de
substancias, que sdo freqiientes no género, além de detectar alguns aspectos farmacoldgicos.

A quantidade de resultados obtidos até o momento com estudo das espécies Ouratea
orientou-nos a fazer um estudo de informacgdes relacionadas aos biflavondides comumente
presentes, entre eles os mais abundantes: Agatisflavona e 7’-O-metilagatisflavona, Pode-se
aferir a estes possibilidades de marcadores quimiotaxondmicos.

2.4. Biflavonoides

Os biflavondides constituem uma classe de flavonoides diméricos, diferenciando-se de
outros oligdmeros como as proantocianidinas, devido a origem biogenética das unidades
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constituintes. A maioria dos representantes dessa classe de produtos naturais é formada pelos
dimeros flavona-flavona, flavona-flavanona, flavanona-flavanona além de ocorrer, mais
raramente, os dimeros de chalconas e de isoflavonas. Quando as duas unidades sdo iguais
constituem os bisflavondides e quando as duas unidades sdo diferentes sdo os biflavondides.
As ligacdes entre as unidades flavonoidicas podem ser C-C ou C-O-C envolvendo os anéis A,
B ou C dos mondmeros (Figura 7, pag. 11). (SUZART et al., 2007).

Segundo Suzart (2007) e colaboradores, seguindo a literatura (SIMOES et al., 2001,
CHARI, et. al., 1977, DORA, et. al., 1991), utiliza-se a numeracdo dos biflavondides
atribuindo nimeros ordindrios para os anéis A e C e primados (') para o anel B de um dos
monomeros. Para a segunda unidade empregam-se niimeros ordinarios duplamente primados
(") para os nucleos A e C e nimeros ordindrios triplamente primados (") para o nicleo B. De
acordo com os dtomos de carbonos envolvidos na ligacdo entre as unidades, os dimeros sdao
classificados em grupos de biflavondéides (figura 7, pag. 13), além dos dimeros de chalconas:
C-3—0-C-4" (luxenchalconas), figura 3, pag. 5 (CARVALHO et al., 2004) e C-3'->C3"
(brackeninas), figura 7, pag. 11 (DREWES, et al., 1984) e dos dimeros de isoflavonas C-
2—(C-2" (hexaspermonas), estruturas 21, 22 e 23 da figura 4, pidg. 7 ¢ 8 (MOREIRA et
al.,1994), sem destacar os dimeros com duas liga¢des entre as unidades. A ligacdo tipo C-O-C
¢ caracteristica das ochnaflavonas (C-3'—>0-C-4"""), figura 3, pag. 5 e das lanaraflavonas (C-
4'-0—C-8"), figura 7, pag. 11. Alguns dos grupos hidroxila podem apresentar-se metilados
originando os respectivos éteres metilicos que, as vezes, recebem nomes especiais
(MOREIRA, et. al., 1999; FELICIO et al., 1995; VELANDIA et al., 2002; DANIEL et al.,
2005

C-6-—C-8" agatisflavona
C-8 — C-8": cupressuflavona
C-3 —>» C-8" amentoflavona
C-3',5'—> C-6": robustoflavona
C-2—> C-8": garcinias
C-4'-O—> (C-8": lanaraflavona
C-3'—> C-3"chamejasmina

Chalconas Isoflavonas

Figura 7: Dimeros de flavondides
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Uma caracteristica marcante dos metabdlitos isolados do género Ouratea é a ligacao
entre seus monomeros, sendo as mais abundantes C-3—C-8’’ e C-6—C-8’’, acrescentando
uma variacdo no padrao de metilacdo. No caso dos derivados da agatisflavona (C-6—C-8’),
estruturas 25 e 27 da figura 4, pigs. 7 e 8, a metilacdo € mais freqiiente na posi¢do 77, sendo
esta a biflavona mais abundante no género Ouratea. Em 1929 foi isolada a primeira biflavona,
a gingentina, do Ginkgo Biloba (LIN ef al., 1997). A partir desse isolamento muitos
biflavonéides foram isolados de plantas e vérias atividades bioldgicas tém sido relacionadas a
essa classe de substancias (LIN et a.,/ 1999).

Os biflavondides sdao geralmente encontrados em grande quantidade em diferentes
plantas e muitos tecidos vegetais. Apresentam vdrias propriedades, como protecdo contra
raios ultravioleta nas folhas, antifiingico e alimento para insetos (SIMOES et al., 2001). As
atividades farmacoldgicas conhecidas sdo: Estimulantes cardiacos, antivirais, antimicrobianas,
antiinflamatoérias e anti-hepatotéxicas (SIMOES et al., 2001, LIN et al., 1999). Em estudos de
atividades bioldgicas, os biflavondides isolados de O. spectabilis, O. multiflora e O.
parviflora mostraram inibi¢ao da producao de aflatoxina por Aspergillus flavus (GONCALEZ
et al., 2001), Os biflavondides isolados das partes aéreas de Ouratea sulcata exibiram
significante atividade antimicrobiana in vitro contra Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Listonella anguillarum, Staphylococcus aureus (PEGNYEMB et al., 2005) Os dimeros de
flavonas das folhas de O. multiflora mostraram atividade contra as bactérias Staphylococcus
aureus ¢ Bacillus subtilis. (CARBONEZI et al., 2007), os biflavondides isolados de O.
spectabilis inibiram a enzima aldose redutase (FELICIO et al., 1995), além de atividade
antitumoral detectadas para os biflavondides isolados de O. hexasperma (St.Hil.) Bail
(DANIEL et al. 2007).

2.4.1. Agatisflavona e derivados

Fazendo uma avaliacdo sobre os flavondides que sdo mais freqiientes em espécies de
Ouratea percebeu-se que a agatisflavona e principalmente, seu derivado 7”-metil éter sao os
mais freqiientes. Resolvemos fazer um levantamento para verificar a ocorréncia destes
flavonodides em outras familias, através deste levantamento observou-se que estas substancias
também ocorrem em outras familias vegetais, como apresentado na tabela 1.

Tabela 1: Ocorréncia de Agatisflavonas e derivados em espécies vegetais.

BIFLAVONOIDES | ESPECIES FAMILIAS REFERENCIAS
. .4 ’7._ O- . Araucariaceae | MASHIMA et
dimetilagatisflavona; Agathis alba (conifera) al. 1970
7-O-metilagatisflavona ’
4 7-0O-
dimetilagatisflavona; S .
7-O-metilagatisflavona; Araucaria bidwillii and Agathis Araucariaceae | KHAN et al., 1972
- alba
7,7"-O-
dimetilagatisflavona
7-O-metilagatisflavona | Araucaria rulei Araucariaceae | ILYAS et al., 1977
7,71"-O-
dimetilagatisflavona Agathis australis Araucariaceae | OFMAN et al., 1995
7-O-metilagatisflavona
7-O-metilagathisflavona . . PARVEEN et al.,
Araucaria araucana Araucariaceae 1987
Agatisflavona
_LT-0- Araucaria angustifolia Araucariaceae | ILYAS et al., 1994
dimetilagatisflavona | Araucaria genus
7-O-metilagatisflavona
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Agatisflavona

Rhus succedanea e Garcinia

) Araucariaceae | LIN et al., 1997
multiflora
Agatisflavona Rhus succedanea Anacardiaceae | CHEN, 1973
Agatisflavona Rhus succedanea Anacardiaceae | LIN et al., 1974
Agatisflavona Rhus punjabensis Anacardiaceae | KAMIL et al., 1984
Agatisflavona Rhus semialata Anacardiaceae | BAGCHI et al., 1985
Agatisflavona Picea morinda Linn Anacardiaceae | AZAM et al., 1985
Agatisflavona Rhus semialata Murr Anacardiaceae I;%I;VEEN etal,
Agatisflavona Ampthteryg.zum ampltfqlmm; Anacardiaceae WANNAN et al.,
Orthopterygium huaucui 1988
Agatisflavona Rhus coriaria Anacardiaceae }79121; LOOetal,
Agatisflavona Anacardium occidentale Anacardiaceae | ARYA et al., 1989
Agatisflavona Schinus terebenthefolus Anacardiaceae | KASSEM et al., 2004
Acatisflavona Rhus pyroides, Rhus dentata and | Anacardiaceac | SVENNINGSEN et
g Rhus pentheri al., 2006
Agatisflavona Canarium manii Burseraceae | ANAND et al., 1992
. . L Cupressaceae
Agatisflavona Juniperus virginiana ) ROY etal., 1984
(coniferas)
Agatisflavona Garcinia xanthochymus Clusiaceae Il)gAg}ZVEEN etal,
Agatisflavona Bauhinia vahlii Linn Leguninoceae %JSIETANA et. al,
Agatisflavona Caesalpinia pyramidalis Leguminosae MENDES et al., 2000
Fabaceae
Agatisflavona Caesalpinia pyramidalis Leguminosae BAHIA et al., 2005
Fabaceae
. .7’7 _.O . Ouratea spectabilis Ochnaceae FELICIO et al. 1995
dimetilagatisflavona
7"-O-metilagatisflavona MOREIRA et al.,
Ouratea hexasperma Ochnaceae 1999
7,7"-0- Ourat iflor Ochnaceae FELICIO et al., 2004
dimetilagatisflavona urated parviytora ”
" Agat.lsﬂav'ona Ouratea hexasperma Ochnaceae DANIEL et al., 2005
7"-O-metilagatisflavona
Agatisflavona Ouratea sulcata Ochnaceae gg‘OGSNYEMB etal,
Agatisflavona Ouratea nigroviolacea Ochnaceae 12\10(;])(6) MBING et al,,
Agatisflavona Ouratea staudtii Ochnaceae g(I)I(\)I;T CHEMetal,
Agatisflavona; Ouratea microdonta Ochnaceae CARVALHO, etal,

7"-O-metilagatisflavona

2008*
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Através da observacdo da tabela 1 vemos que os biflavondides Agatisflavona e
derivados ocorrem em diferentes espécies de diferentes familias, géneros e espécies vegetais.
Para verificar a ligacdo taxiondmica desses géneros com a ocorréncia desses biflavondides foi
realizada uma avaliacdo através da divis@o botanica da possivel ligacdo entre as espécies onde
foram encontradas essas substancias. Na tabela 2, pag. 15, observam-se os dados de divisao,
ordem, classe, familia de cada espécie que foi isolado os biflavondides Agatisflavona e
derivados.

A partir desses dados observa-se que hd relagdo entre algumas espécies, como as
espécies da familia Araucariaceae e Cupressaceae, que pertencem a mesma ordem, classe e
divisdo botanica. As familias Anacardiaceae, Burseraceae, Leguminosae, Clusiaceae e
Ochnaceae pertencem a ordens botanicas diferentes, mas pertencem a mesmas classes e
divisdes botanicas.

Nas familias Araucariaceae e Ochnaceae encontram-se a maior variedade de derivados
da agatisflavona, sendo que somente no género Ochnaceae, mas especificamente nas espécies
de Ouratea que foi encontrado o biflavondide 7"-O-metilagatisflavona. Isso demonstra que
essa substancia € um marcador quiotaxindmico da espécie Ouratea.
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Tabela 2: Divisdoes Botanicas das espécies que onde

ha ocorréncia de

Agatisflavonas e

derivados.
DIVISAO CLASSE ORDEM | FAMILIA ESPECIE BIFLAVONOIDE
4 7-0-
dimetillagatisflavona
Aabba; 0.
A. bidwillii; . .
. . metilagatisflavona
Pinophyta Pinopsida Pinales Arau/canaceae A. rulei; .
(coniferas) A. australis; 77.0-
A. araucana; dimetila{gatisflavona
A. angustifélia;
Agatisflavona
Pinophyta Pinopsida Pinales g‘;ﬂ?ﬁi:ﬁ; . virginiana Agatisflavona
R. succedanea;
R. punjabensis;
R. semialata;
P. morinda Linn;
R. semialata
Murr;
. L . . A. amplifolium; Agatisflavona
Magnoliophyta | Magnoliopsida | Sapindales | Anacardiaceae O. huaucui:
R. coriaria;
A. occidentale;
S.terebenthefolus;
R. pyroides;
R. entata;
R. pentheri
Magnoliophyta | Magnoliopsida | Sapindales | Burseraceae C. manii Agatisflavona
. L Leguminosae B. vahiii Linnj' .
Magnoliophyta | Magnoliopsida | Fabales Fabaceae C. pyramidalis Agatisflavona
Magnoliophyta | Magnoliopsida | Malphiales | Clusiaceae G. xanthochymus Agatisflavona
O. spectabilis; 7,7"-O-
O. hexasperma; dimetilagatisflavona
O. parviflora;
Magnoliophyta | Magnoliopsida | Malphiales | Ochnaceae O. sulcata; 7"-O-
O. nigroviolacea; metilagatisflavona
O. staudtii;
0. microdonta Agatisflavona
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3. CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DE O. hexasperma var.
planchonii Engl.

No presente trabalho, O. hexasperma (var. planchonii Engl.) foi submetida a estudo
fitoquimico para verificar a presenga de marcadores taxondmicos e servir como argumento
adicional para localizacdo da mesma na espécie. Com esse estudo, foram isolados compostos
alifaticos; acido alifatico (1); uma mistura de esterdides: sitoesterol (2a), estigmasterol (2b) e
campesterol (2¢); os triterpenos lupeol (3a) e a-amirina (3b) e B-amirina (3¢); os
biflavonéides 77-O-metilagatisflavona (4) e  agatisflavona (§) e sitosterol-3-O-B-D-
glicopiranosideo (6). Figura 8, pag. 17.
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H>C
S\ OH

Compostos alifaticos 1

2a: 22,23-diidro
2b: A 2223

3a (3b)R=CH3, Ry =H
(3¢)R=H, R, =CH;

Figura 8: Constituintes quimicos isolados neste trabalho (O. hexasperma var. planchonii
Engl.)
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Equipamentos e Reagentes

Os pontos de fusdo foram determinados em placa de aquecimento MEL-TEMP II,
Laboratory Devices USA, utilizando capilar, sem corre¢do dos valores obtidos. Os espectros
de infravermelho foram obtidos em espectrofotometro Perkin-Elmer 1600/1605 FT-IR em
pastilha de KBr. Os espectros de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e "C
(incluindo experimentos em 2D), foram registrados em espectrometros Bruker AC-200
Advance ('H: 200 e °C: 50,3 MHz) e Bruker DRX-500 ('H: 500 MHz e "°C: 125 MHz).
Como padrio interno foi usado tetrametilsilano ou residuo do solvente CHCl; (0y 7.24) e o
pico central do tripleto em d¢ 77.00 do CDCl;. Os espectros de massas foram registrados em
cromatégrafo com fase gasosa acoplado a espectrometro de massas de analisador de ions
quadrupolo e ionizac¢do por impacto de elétrons, 70 eV; marca Varian Saturn 2000 da UFRRJ.
As andlises com CLAE foram realizadas com aparelho Shimadzu bomba modelo 10AS
Shimadzu 10AD/10AS com detector UV-Vis 10AD, injetor manual Rhoodune 1175 com loop
de 20uL, integrador 6 CR, com coluna de fase reversa C18 (250mm x 4,6 mm x 5um) Betasil,
utilizando um sistema isocratico de metanol/H,O/acetonitrila/acido acético (20:40:39:1) em
duas bombas, na bomba A foi adicionada a fase orginica (CH;OH/ CH3CN) e na Bomba B a
fase aquosa (H,O/4cido acético). A fase modvel foi ajustada para A 62% e B 38% e
velocidade de fluxo 1mL.min'1, os extratos foram monitorados a 270 nm. As analises em
CLAE acoplado a espectdmetro de massas foram feitas com o aparelho LCMS-IT_TOF
Shimadzu, foram usados quatro solventes e duas bombas A (metanol/acetonitrila, 20:34) e B
(4gua/dcido acético, 10:1), com sistema gradiente.

As cromatografias em coluna foram realizadas tendo como suporte gel de silica (230-
400 e 70-230 mesh, Vetec) e Sephadex LH-20 (Sigma, USA). A cromatografia em camada
preparativa (CCP) foi feita em placas de gel de silica 60 PF,s4, Merck e Vetec, sobre suporte
de vidro e espessura de 1mm.

As substancias foram detectadas por irradiacdo na regido do ultravioleta (254 e 366
nm). Foram usadas placas em folha de aluminio de gel de silica 60 PF,s; Merck para
cromatografia em camada fina (CCF) e como reveladores foram utilizados, deteccdo por
irradiacdo ultravioleta (254 e 366 nm), e/ou reagentes cromogénicos:

e Dragendorff (solucdo de nitrato bdsico de bismuto II em é4cido acético diluido
com iodeto de potdssio), reagente para alcaléides (MATOS, 1997).

e Liebermann Burchard (20mL de anidrido acético e 20 mL de acido sulftrico
diluidos em 200 mL de etanol, em banho de gelo), seguido de aquecimento,
reagente para terpenos e esterdides (MATOS, 1997).

e Solucdes de AICI-EtOH (1%), seguido de aquecimento, reagente para
flavondides. (VENNAT, B. et al, 1992).

¢ Godin A: Solucido I: vanilina etandlica 1%

Solugdo II: acido perclorico 3%
Godin B: Acido sulftricol0 % v/v
Misturar as solu¢des I e II em partes iguais e borrifar sobre a placa
cromatogréfica, revelar com Godin B e colocar em estufa. Para identificacdo de
esterdides, triterpenos e flavondides. (MARTINS, 2006).
e Vapores de iodo revelam a maioria das substancias organicas.

4.2. Material vegetal

O material vegetal, galhos de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl.,
(Ochnaceae), coletado na €poca de frutificagdo, em drea de restinga, no municipio de Conde,
praia de Jacund, em drea de restinga e identificados pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra.
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Uma excicata desta espécie (N°6747) esta depositada no herbario Prof. Lauro Pires Xavier
(JPB), Universidade Federal da Paraiba, Joao Pessoa, Paraiba, Brasil.

4.3. Obtencao dos extratos brutos

O material foi seco a temperatura ambiente, logo ap0s a coleta e moidas em moinho de
facas. O p6 dos galhos de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. (1900g) foi submetido a
extracdo através de maceracdo continua com diclorometano e metanol. Os extratos foram
concentrados em evaporador rotatério a 40°C sob pressdo reduzida e, apds o uso de ar quente
para retirar o residuo de solventes, obtiveram-se os extratos de diclorometano (OspGD, 206,5
g) e o extrato metandlico (OspGM, 190,0 g).

4.4. Prospecc¢io Quimica do Extrato Metanoélico

Do extrato metandlico, aproximadamente 1,0 g, fez-se prospec¢do quimica que
permitiu o conhecimento preliminar das principais classes de substincias naturais presentes.
Esta avaliacdo € freqiientemente usada para direcionar trabalhos posteriores de fracionamento
e isolamento das substancias (MATOS, 1988). Esta abordagem foi elaborada com testes para
detectar os metabdlitos especiais dos galhos da espécie, conforme metodologias descritas na
literatura. As classes de substancias avaliadas: alcaldides, saponinas, esterdides e
triterpendides, depsidio e depsidonas, flavondides, catequinas, quinonas, sesquiterpenos e
outras lactonas, carotendides e xantofilas, glicosidios cardiacos, agucares redutores,
sacaridios, dcidos organicos e taninos.

4.5. Isolamento e Purificacdo dos Constituintes Quimicos dos Extratos de Quratea
hexasperma var. planchonii Engl.

4.5.1. Extrato com diclorometano:

O extrato OspGD foi filtrado em funil de separacdo de gel de silica usando hexano,
cloroférmio e metanol e obtiveram-se as fracdes: hexano (OspGDH, 11,06g); Cloroférmio
(OspGDC, 5,43g) e metanol (OspGDM, 116,9g).

A particdo em hexano (OspGDH), foi cromatografada em coluna de gel de silica,
usando eluentes diclorometano, diclorometano : metanol, aumentando gradativamente a
polaridade até 100% de metanol, fornecendo 15 fragdes, que através da andlise dos dados
espetrométricos foram identificadas como uma mistura de alcanos alifaticos, dcido alifético,
(substancia 1, 57 mg) e uma mistura de estedides (sitoesterol, estigmasterol e campesterol),
que foi denominada substancia 2 (a, b e ¢, PF.: 120-122°C, 84 mg).

A particdo cloroférmio (OspGDC) foi cromatografada em coluna de gel de silica,
usando eluentes diclorometano OspGDCD (26 fracdes), acetato de etila OspGDCA (11
fracdes) e metanol OspGDCM (26 fragdes), que forneceram uma mistura de alcanos
alifaticos e alcoois alifaticos, o triterpeno lupeol (substancia 3, PF.: 179-180°C, 50 mg) e a
mistura de esterdides sitoesterol, estigmasterol.

A fracdo obtida com metanol (OspGDM, 95g), foi fracionada através de
cromatografia em coluna de silica gel utilizando os eluentes cloroférmio e metanol 9:1 e
aumentando gradativamente a polaridade. As fracdes 5-7 forneceram um material amarelo de
ponto de fusdo 226/228°C , soldvel em acetona, que apds andlise dos dados espectrométricos
foi identificado como o biflavondide 7°’-O-metilagatisflavona (substancia 4, PF.: 226-228°C,
74 mg).

Os procedimentos relatados acima estdo representados no Esquema 1, pég. 21.
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4.5.2. Extrato com metanol:

O extrato metandlico (OspGM, 160,0g) foi submetido a particio com metanol:dgua
(8:2) e cloroférmio, no qual o extrato foi diluido em metanol/dgua 8:2 e extraido com
cloroférmio, obtendo-se as particdes cloroférmio (OspGMC, 67,0 g) e metanol (OspGMM,
58,8 g). A parti¢do cloroférmio foi dividida em duas fracdes, a primeira de cor esverdeada
(OspGMC1, 23,2 ¢g) e outra de cor marrom (OspGMC2, 22,0 g), da segunda fracdo retirou-
se um precipitado (OspGMC2p, 20,8 g), o qual uma parte (18,0g) foi submetida a
cromatografia em coluna de silica gel com a mistura diclorometano/metanol com aumento
gradual de polaridade até metanol 100%. Foram coletadas 20 fracdes, as fracdes 2-4 foram
recristalizadas em metanol e forneceram um material amarelo que, apresentava 2 manchas em
cromatografia de camada fina (CCF) com o eluente CH,Cl,/CH;OH, 8:2. Apéds anédlise dos
dados espectrométricos, e comparacao em cromatografia de camada fina com os padrdes 7’ -
O-metilagatisflavona e agatisflavona, usando os eluentes CH,Cl,/CH;0H, 8:2;
CHCI3/CH;COCH;, 7:3 e AcOEt/CH;OH, 9,5:0,5, foram identificados como o0s
biflavonéides, em mistura, 4 (7°’-O-metilagatisflavona), e 5 (agatisflavona), 103 mg, soldveis
em acetona.

A mistura dos biflavondides 4 e § foi metilado com diazometano (40,0 mg). Apds a
metilacdo foi feita a purificacio do produto através de cromatrografia em camada
preparativa(CHCls/CH3;COCH3, 7:3), fornecendo o derivado permetilado 4a (28,0 mg).

A fracdo (OspGMC1, 20,0g) foi cromatografada em coluna de silica gel com a
mistura diclorometano/metanol com aumento gradual de polaridade até metanol 100%. Sendo
coletadas 30 fracdes. As fracdes 5 e 6 forneceram um material amarelo, que apds a
purificacdo e andlises dos dados do RMN de hidrogénio e carbono-13, concluiu-se que
também € a 7”-O-metilagatisflavona (32,0 mg) e a fracdo 17, que foi recristalizada em
metanol forneceu um material (9,0 mg) insolivel em acetona e metanol, e através das andlises
dos dados do RMN de hidrogénio e carbono, verificou-se que que a fragdo contém o
sitosterol glicosilado (6).

Os procedimentos relatados acima também estdo representados no Esquema 1, pag.
21.
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Esquema 1: Fluxograma da marcha para o isolamento das substancias dos galhos de Ouratea
hexasperma var. planchonii Engl.



4.6. Derivacao

A preparacdo do derivado metilado da agatisflavona serviu para facilitar a anélise dos
dados espectrométricos, devido ao aumento da solubilidade em cloroférmio e, fazer andlises
com algumas técnicas especiais de RMN.

4.6.1. Metilacao com diazometano

A solu¢do de diazometano foi preparada de acordo com a metodologia experimental
descrita na literatura (VOGEL, 1989 ¢ CARVALHO er al. 2006). A mistura das substincias
(agatisflavona e 77-O-metilagatisflavona) foi completamente dissolvida em MeOH,
adicionou-se a solucdo etérea do diazometano em excesso, observando desprendimento
gasoso, a solucdo foi deixada em repouso para a evaporacdo natural dos solventes. A
ocorréncia da reacdo foi monitorada através de comparagcdes em CCF com as substincias
puras, apos repeti¢cdes do procedimento de adi¢do da solucdo de Diazometano, realizou-se
cromatografia em camada preparativa, fornecendo a substancia metilada. A figura 9, pag. 23
apresenta um esquema da reagdo € 0 mecanisSmo proposto para a mesma.
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Figura 9: Mecanismo proposto da reacido de metilacdo com diazometano.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Prospeccio Quimica do extrato metandlico:

Parte do extrato metandlico foi utilizado para a realizacdo da avaliacdo da classe dos
constituintes presentes, através da prospeccdo quimica, e posterior isolamento e purificagao
dos principais metabdlitos especiais. A tabela 3 demonstra os resultados da prospec¢dao
quimica do extrato metandlico, que revelou testes positivos para as classes de metabdlitos
especiais: alcaldides, saponinas, esterdides e triterpendides, depsidio e depsidonas,
flavonoides, catequinas, quinonas, agucares redutores, sacarideos e taninos. Os testes
realizados seguiram as metodologias segundo as literaturas: Alcaldides, esterdides, triterpenos
e flavondides (WALL et al., 1954); saponinas, depsidios e depsidonas, quinonas e sacaridios
(MATOS, 1988); catequinas, derivados de cumarinas e aguicares redutores (COSTA, 1972);
Acidos organicos (MERK, 1980); Taninos (MATOS, 1997).

Tabela 3: Registro dos resultados da prospec¢do quimica do extrato metandlico de O.
hexasperma var. planchonii Engl.

Classes de metabdlitos especiais | Extrato metandlico

Alcaléides +++
Saponinas +++
Esterdides e triterpendides +++
Depsidio e depsidonas +++
Flavonoéides +++
Catequinas +++
Quinonas +

Sesquiterpenos e outras lactonas -

Derivados de cumarinas -

Glicosidios cardiacos -

Actucares redutores ++

Sacaridios +

Acidos organicos -

Taninos +++

- ausente + fraco ++ médio +++ forte
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5.2. Determinacao Estrutural dos Constituintes Isolados de Ouratea hexasperma
var. planchonii Engl.

O fracionamento dos extratos dos galhos de O. hexasperma var. planchonii Engl.
forneceu uma mistura de hidrocarbonetos, acidos alifaticos, os esterdides sitoesterol,
estigmasterol e campesterol, os triterpenos a-amirina e f-amirina, os biflavondides 7”-O-
metilagatisflavona e agatisflavona e sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo. A identificacao
através de métodos fisicos desses materiais foi feita através das analises de espectros de IV,
RMN de 'H e "’C, massas e comparacio com padrdes isolados das espécies de Ouratea em
estudos anteriores.

5.2.1. Alcanos

O espectro de IV da mistura de alcanos (Figura 10, pag. 25) revela bandas de
absor¢do em 2918 e 2848 cm™ relativas a estiramentos de grupos CH; e CH,, sugerindo a
presenca de uma longa cadeia carbonica. As bandas em 1466 cm™ (deformagdo angular da
ligagdo C-H), e 723 cm™' confirmam esta atribuico. O espectro de RMN 'H (Figura 11, pag.
26) apresenta sinais em oy 0,90 e 1,27ppm de cadeia normal hidrocarbénica.

%Transmittance
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Figura 10: Espectro de IV do material alifatico de O. hexasperma var. planchonii Engl.
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Figura 11: Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) do material alifatico.
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5.2.2 Substancia 1

O é4cido alifatico 1, foi identificado através da andlise dos espectros de IV, RMN 'He
CG-EM. O espectro de IV (Figura 12, pag. 27) revela bandas de absor¢do em 2918 e 2848
cm’” relativas a estiramentos de grupos CH; e CH,, sugerindo a presenca de uma longa cadeia
carbonica. As bandas em 1473 cm™' (deformagdo angular da ligagdo C-H), 723 cm™ e o sinal
em 1724 cm™ compativel com carbonila de 4dcido, confirmam esta atribuicdo. O espectro de
RMN 'H (Figura 13, pag. 28) apresenta sinais em Oy 0,89 e 1,26 de cadeia alifdtica, e 2,35
indicando a presenca e de hidrogénio de carbono alfa ao grupo carbonila. O cromatograma da
amostra (figura 14, pag 28), demonstra os picos indicando a mistura das substancias, tendo a
substincia majoritdria em TR=5,74, o CG-EM apresentou picos em m/z 57 [C4Hol|", m/z 87
[C4H702]+, m/z 129 [C7H1302]+, m/z 185 [C11H2102]+, m/z 213 [C13H2502]+, oS piCOS em I’I’I/Z
257 (M™ +1) e 242 (M™) (Figura 15, pdg. 29), permitiu identificar os dcidos hexadecanéico e
pentadecandico presentes na mistura.
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Figura 12: Espectro de IV de 1.
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Figura 13: Espetro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) de 1.
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Scan 554 from c:\cg-ms (rotina)\data\mario\renata duarte\OGDHD - 23 SMS
Entry 16783 from MAINLIB NIST Library
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Figﬁ££ 15: Especfro de massas de 1.
5.2.3. Substancia 2 (a, b e ¢)

Os esterdides 2 (a, b e ¢) foram identificados respectivamente, como sitosterol,
estigmasterol e campesterol, com base na comparagdo com amostra auténtica, envolvendo
espectros de RMN de 'H (Figura 16, pag. 30), CG-EM, além de P.F. e CCF.

O espectro de RMN de 'H da mistura 2 (a, b e ¢) mostrou sinais entre 8y 0,65 e dy
1,23 correspondentes as metilas, multipleto em 0y 3,53 atribuido ao hidrogénio carbindlico H-
3, um singleto largo em 8y 5,31 atribuido ao hidrogénio olefinico H-6 € o multipleto em dy
5,07 correspondentes aos hidrogénios H-22 e H-23 para o estigmasterol. Através do CG-EM
que se detectou a presenca do terceiro componente (campesterol), através do cromatograma
(Figura 17, pag. 30), indicando os picos dos esteréides e comparagdo com padrdes da
biblioteca do equipamento (Figuras 18 a, b e ¢, pags. 31, 32 e 33) permitiu confirmar a
proposta da mistura dos esterdides sitosterol (2 a), estigmasterol (2 b) e campesterol(2 c).
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Figura 16: RMN de 'H (200 MHz, CDCl3) da mistura de esteréides 2 (a, b e ¢)
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Figura 17: Cromatograma da mistura dos esterdides 2 (a, b e ¢)
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Figura 18a : Espetro de massas de 2 (a) comparado com a biblioteca do aparelho.
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Figura 18b: Espetro de massas de 2 (b) comparado com a biblioteca do aparelho.
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Figura 18c¢ : Espetro de massas de 2 (c) comparado com a biblioteca do aparelho.

5.2.4. Substancias 3: Lupeol, o-amirina e f-amirina

A mistura dos triterpenos 3 (a, b e ¢) foram identificados como lupeol, a-amirina e -
amirina, através da interprtacdo dos espectros de RMN de '"H , CG-EM e CCF.

O espectro de RMN 'H (Figura 19, pag. 34) mostra os sinais de metilas: dy 1,26, 0,95,
0,80 e 0,77 e um sinal em oy 1,69 (s) correspondente a freqiiéncia de metila ligada a carbono
sp”. Os sinais referentes aos hidrogénios vinilicos estdo representados por dois singletos
largos em oy 4,57 e 4,70, o sinal em dy 3,19 representa o hidrogénio do carbono metinico
oxigendo (H-3) o sinal em 0y 5,1 representa os hidrogénios (H-12) de o e B-amirina. Através
do CG-EM e comparacdo com padrdes da biblioteca do equipamento (Figuras 20 e 21, pag.
35) e comparacdo com amostra padrdo da mistura, permitiu identificar os trés isdmeros
triterpénicos lupeol (3a), a-amirina (3b) e f-amirina (3c).
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5.2.5. Substancia 4

O biflavondide 4 foi identificado como um derivado da agatisflavona, devido a
semelhanca do espectro de RMN 'H com da substincia com a isolada anteriormente
(MOREIRA et al., 1999; DANIEL et. al., 2005), além do sinal de um grupo metoxila cuja
posicdo foi definida através de andlises com técnicas especiais de RMN.

O espectro de IV de 4 (Figura 22, pag. 37) revela bandas de absor¢do para grupo
hidroxila (3392 cm’, estiramento O-H), grupamentos C=O (1648 cm™) de carbonila
conjugada e C=C (1604 cm'l, 1504 cm'l, 1442 cm'l) de anel benzendide.

O espectro de RMN 'H (Figura, 23, pag. 39) mostra sinais de 4tomos de hidrogénios
atribuidos a dois sistemas AA’BB’ dos anéis C e C” 6y 7,98 (d, 2H, J= 8Hz), 7,65 (d, 2H, J=
8 Hz), 7,05 (d, 2H, J= 8 Hz) e 6,84 (d, 2H, J= 8 Hz), quatro singletos atribuidos a H-3, 8, 3” e
6” com oy 6,70, 6,78, 6,65 e 6,56, respectivamente e uma metoxila (dy 3,89, s, 3H). Os sinais
em Oy 9,37 para hidroxila livre e oy 13,26 e 13,41 para os dois grupos hidroxilas em ligacao
de hidrogénio com carbonila.

O espectro de 'H,"H-COSY (Figuras 24, pig. 40) apresentou sinais de interacdo de
acoplamento entre H-2,6’ (6y 7,65) com H-3,5" (0 6,84) e H-2"",6’” (dy 7,98) com H-
3.5 6y 7,50). Confirmando os pares de dubletos de cada sistema para substituido.

O espectro de RMN °C da substincia 4 (Figuras 28-30, pig. 44 e 45) mostra os
valores de deslocamentos dos carbonos metinicos CH-8 (d¢ 94,7) e CH-6" (d¢ 96,4), e para os
carbonos quaterndrios 6 € 8” (6¢ 104,3 e 104,0 ppm). Os valores dos deslocamentos quimicos
indicam que os carbonos 6 e 8” estdo envolvidos na ligagcdo interflavonoidica, a comparacao
dos deslocamentos quimicos dos carbonos de 4 (Tabela 4, piag. 40) com agatisflavona
(CHARI et al., 1977, AGRAWAL, 1989) e 7”-O-metilagatisflavona (MOREIRA, et al.,
1999) confirmam a proposta de estrutura semelhante desta biflavona como 4',5,7-OH-flavona-
(6—8")-5",4""-OH-7"-OMe flavona.

Como citado anteriormente, o grupo metoxila poderia estar localizado em outra
posic@o sem causar alteragdo significativa nos espectros e, assim nao garante a identificacdo
entre 4 como 77-O-metilagatisflavona registrada na literatura. Fez-se experimentos de
NOESY (Figuras 25, 26 e 27, pags. 41-43), HMBC (figuras 31-38, pags. 45-49) e HSQC
(figura 39, pag. 50) e observou-se que a metoxila estd proxima do singleto em oy 6,57 (H-67),
este hidrogénio estd ligado ao carbono com d¢ = 95,7 e acopla a longa distancia com H-O-
5”"(FPu.c) Tabela 4, pag. 38. Ficando, entdo definida sua estrutura como o previsto: 4’,5,7-
OH-flavona (6—38) 57,4’”-OH-7"-OMe flavona (7”’-O-metilagatisflavona).
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Tabela 4. Dados de RMN 1H e 13C (D;CCOCD; ,'H e D;CSOCD3,"°C).da substéncias 4.

7”-0-metil Substancia 4
agatisflavona
'H-"c-cosy
C e e SH CH | Jeu | »Jeu | Noe
2 165,03 165,3 H-2’, H-3
3 103,22 104,4 6,70 H-2’,6°
4 183.,5 183,7
5 161,3 161,6
6 104,1 104,3 H-8
7 163,1 163,3 H-8
8 94,5 94,7 6,78 (s)
9 158,2 158,5 H-8
10 105,1 105,5 H-O-5, H-3
1’ 123,2 123,6 H-3°,5’, H-3
2,6 129,3 129,3 | 7,98 (d,8Hz)
3.5 116,8 117,1 | 7,05 (d, 8Hz)
4’ 161,8 162,0
27 165,2 165,5 H-2°",6’”, H-3”
3” 103,4 103,9 6,65 (s) H-2"",6>”
4” 183,3 183,4
5” 1634 163,8 H-O-5, H-6”
6” 96,0 96,4 6,57 (s) H-O-5” H;CO-7”
7’ 164,8 165,1 H;C-O
8” 101,0 104,0 H-6”
9” 155,5 156,0
10~ 105,6 105,9 H-O-5”, H-6”, H-3”
1’ 123,2 123,6 H-3°",5"”, H-3”
27,6 129,1 129,5 | 7,65 (d,8Hz)
3.5 116,8 116,9 | 6,84 (d,8Hz)
4> 161,8 162,1 H-2",5” H-3",5”
OCHj3 56,7 56,9 | 3,89(s,3H)
H-O 5 13,4
H-O 5” 13,3
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5.2.6. Substincia 5

O espectro no IV de 5§ (Figura 40, pag. 51) evidencia bandas de absorcao em 3425
cm’! (estiramento O-H), 1651 cm’! (estiramento de carbonila conjugada) e 1605 cm’!
(estiramento C=C de anel aromatico) e 1367 cm’! (estiramento C-O).

O espectro de RMN 'H (Figuras 41 e 42, pig. 53) possui sinais tipicos de
biflavondide, sinais de dois sistemas AA’BB’ {(og 7,88 (2H, J= 7,9 Hz), 7,56 (2H, J= 7,9
Hz), 6,93 (2H, J= 7,9 Hz) e 6,72 (2H, J= 7,9 Hz)}, quatro singletos em dy 6,38, 6,57, 6,62
(2x), atribuidos aos hidrogénios H-6", 8, 3 € 3”. O sinal de dc-o (183,74 e 184,26) verificado
no espectro de °C (Figuras 43 e 44, pag. 54) estdo compativeis com os carbonos carbinélicos
em ligacdo de hidrogénio (Tabela 5, pag. 52). A andlise em CCDA revelou duas manchas
proximas com R.F. 0,35 e 0,19 (CH3;Cl/CH3COCHj; 7:3). O espectro de RMN 'H apresenta
sinais com menor intensidade em oy 3,89. Isso permitiu propor a mistura de Agatisflavona 5
com 7”-O-metilagatisflavona 4.

Para confirmar essa deducdo fez-se a andlise em CCDA, comparando com os padrdes
isolados anteriormente e a andlise revelou que as substancias possuiam o mesmo RF dos
padrdes. Utilizou-se também andlise em CLAE utilizando sistema isocritico de
metanol/dgua/acetonitrila/acido acético (20:40:39:1) como fase mével e velocidade de fluxo
ImL.min", no comprimento de onda 270nm, da fracdo contendo 4 e 5, comparando-a com o
padrao (7”-O-metilagatisflavona) e obteve-se os cromatogramas (figuras 45 e 46, pag. 55). O
T.R=6,79 da 7”-O-metilagatisflavona permitiu confirmar a presenca de 4 e o pico em T.R. =
3,93 foi atribuida a agatisflavona.
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Figura 40: Espectro de IV de 5.
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Tabela 5. Dados de RMN H (200 MHz) e 13C (50 MHz) em Acetona-Ds, comparando com
os dados de RMN de °C da literatura (AGRAWAL, 1989) da substancia 5 (agatisflavona).

C oC d3C Su(mult, Hz)

(Metanol- (literatura-
D,) DMSO-Dy)

2 167,5 164,1 -

4 184,3 1823 -

5 162,5 160,0 -

6 103,1 103,6 -

7 165,9 162,9 -

9 160,9 157,0 -

10 103,5 103,8 -

1 123,4 121,5 -

4 162,7 161,3 -

2 166,3 163,9 -

4 183,7 182,0 -

5 162,5 160,9 -

7 166,3 162,7 -

8 101,1 994 -

9 159,0 155,1 -

10 103,5 104,0 -

1 121,4 121,7 -

4" 162,5 161,2 -

3 103,1 103,1 6,70 (s)

8 95,9 93,7 6,81 (s)
2.6 129,6 128,6 7,96 (d, 7,9)
3,5 117,2 116,2 7,66 (d, 7,9)

3 103,5 102,8 6,67 (s)

6 101,1 98,9 6,57 (s)

27,6 129,6 128,2 7,03 (d, 7,9)
3.5 117,2 116,2 6,85 (d, 7,9)
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5.2.7. Derivado 4a (hexametilagatisflavona).

A reacdo de metilacdo de 77-O-metilagatisflavona com diazometano forneceu o
derivado hexametilado 4a, através da substitui¢cdo dos hidrogénios das hidroxilas por grupos
metilas nas posi¢des 7, 5, 57, 4’, 4. A mudanga significativa no espectro de RMN 'H de 4a,
quando comparada com o biflavonéide natural 4 (77-O-metilagatisflavona), foi o
aparecimento de 5 sinais adicionais de metoxilas.

Os espectros de RMN 'H (1D e 2D 'H-'H-COSY) revelam sinais para os dtomos de
hidrogénios H-3"",5"" (8y 6,94, d, J=8,5) acoplando com H-2"",6"" (84 7,69, d, J=8,5) ¢ H-
3’,5 (0u 7,16, d, J=8,5) acoplando com H-2’,6" (dy 8,11, d, J=8,5), correspondentes a dois
sistemas AA’BB’. Os hidrogénios H-6,3”,3 e 8 estdo representados pelos sinais simples de
Oy 6,57, Oy 6,69, Oy 6,81 € 8y 6,99, respectivamente. Os sinais das metoxilas 7, 77, 5, 57, 4" e
4” aparecem no espectro em oy 4,07, 3,94, 3,61, 3,93, 3,88 € 3,77 ppm.

O espectro de RMN 'H (Figuras 47-49, pag. 58 e 59) de 4a mostra o desaparecimento
dos sinais dos hidrogénios em liga¢do de hidrogénio em torno de 13 ppm e o revelando que
ambas foram substituidas por grupos metilas. Os espectros obtidos com 'Hx'H COSY
(Figura 50, pag. 60) e NOESY (Figuras 51 e 52, pags. 60 e 61), permitiram fazer a completa
atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios de 4a (Tabela 6, pdg. 57). Os sinais
de interagdes espaciais detectados no espectro NOESY permitiram confirmar as localizagdes e
os respectivos deslocamentos quimicos: MeO-4" com interagdo espacial com H-3",5" (dy
7,05), MeO-4’ com intera¢do espacial com H-3"",5" (dy 6,84), MeO-7 com interagdo
espacial com H-8 (8y 7,01) e MeO-7”, pela interacéo espacial com H-6” (8y 6,73).

O espectro de RMN '°C de 4a (Figura 53 e 54, pags. 61 e 62) foi comparado com a
literatura (MOREIRA et al,, 1999). O espectro de HMQC (Figura 55, pag. 63) permitiu
estabelecer as correlacdes diretas ('Joy) enquanto que os deslocamentos quimicos dos
carbonos ndo hidrogenados deste derivado foram estabelecidos pelos espectros de HMBC
através (*"Jcn). (Figura 56, pag. 64).
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Tabela 6: Dados de RMN 1H (200 MHz) e 13C (50 MHz) da substincia 4 (MOREIRA er al.,

1999) com o derivado 4a.

Substincia 4 Derivado 4a
HMBC
C e 8C SH CH | T | "Jeu Noe
2 165,03 161,8 H-3;H-2’,6
3 103,22 107,6 6,91(s,1H)
4 183,5 177,1 H-3
5 161,3 159,7 CH;0- 6
6 104,1 113,8 H-8
7 163,1 163,2 H;CO-7; H-8
8 94,5 95,8 7,0(s,1H) OCH;-7
9 158,2 160,5 H-8
10 105,1 105,9
1’ 123,2 123,7 H-3’,5’
2,6 129,3 128,1 | 7,96(d,8Hz,2H)
3’5 116,8 114,8 | 7,1(d,8Hz,2H) OCH;-4’
4 161,8 163,4 H;CO-4’;H-2’,6’;H-3",5’
27 165,2 161,2 H-37;H-2"",6"”
3” 103,4 106,0 7,26(s,1H)
4 183,3 178,3
5” 163,4 162,0 H;CO- 77;H-6”
6” 96,0 92,4 6,6(s,1H) H-6” OCH;-5”,H;CO-7”
7’ 164,8 162,8
8” 101,0 103,1 H-6";H-3”
9” 155,5 157,3 H-3,5"”
10~ 105,6 107,0
1’7 123,2 124,0
2’76’ 129,1 128,1 | 7,50(d,8Hz,2H) H-2",6"";H-3"",5"”
3.5 116,8 114,9 6,86(d,8Hz) OCH;-4’”
4 161,8 163,1
OCH;-5 62,4 3,62
OCH;-7 56,5 3,88 H-8
OCH;-4’ 55,9 3,93 H-3’.,5’
OCH;-5” 56,8 4,03 H-6”
OCHs-7” 56,7 56,4 3,95 H-6”
OCH;-4"” 55,7 3,82 H-3"",5"”
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5.2.8. Substancia 6

Uma fragdo do extrato metandlico particdo cloroférmio, foi analisada em CCDA e
revelou a presenca de um componente terpénico e biflavondide.

O espectro de IV desse material (Figura 57, pag. 66) revelou bandas de absor¢do em
3408 cm™' de estiramento axial de O-H, bandas em 2959 e 2934 e 2870 cm™ de ven (CHs e
CHs), 1633 (ve=c); 1460,1380 (vec); 1164-1023 (veo); 1648 (ve=o); 1604,01504 e 1442 vec
(aromatico); 1214 e 1174 (vc.0); 833 d-c.u (2 H vizinhos). Compativeis com o revelado em
placa.

O espectro de RMN 'H deste material (Figura, 58, pig. 68) apresenta sinais de metilas
entre Oy 0,63 e dy 0,94, de hidrogénio alifitico e em Oy 5,34, tipico de H-6 de fitosterdides.
Além dos sinais da parte da aglicona aparecem sinais em &y 3,10 (m, H-5"), 4,22 (d H-1’),
2,91 (m, H-2"), 3,02 (m, H-4") e 3,15 (m, H-3") que podem ser atribuidos aos hidrogénios do
carboidrato. Esta unidade de agticar pode ser atribuida como B-glicosideo devido a presenga
do dubleto em 8 4,23 (J=8 Hz) que representa o hidrogénio anomérico (H-1") acoplando com
o hidrogénio H-2’ frans-diaxial. Os demais valores dos sinais de H-3’, 4°, 5° e 6’ estdo
assinalados na Tabela 7, pag. 67.

Os espectros de RMN °C (Figuras, 59 e 60, pig. 69 e 70) de 6 apresentam 4xCH e
um CH, do acdcar, sendo um com & 103,4 do CH anomérico. A comparagdo dos
deslocamentos quimicos dos carbonos metinicos de 6 com valores da literatura, permitiu
propor a glicose como representante da unidade de agucar ligado no C-3 do esterdide. A
comparacdo dos dados de 6 com valores atribuidos para o sitoesterol glicosilado permiiu
identificar como 3-0-B-D-glicopiranosilsitosterol. Na parte da aglicona temos ¢ 70,1 do CH-
3. Os sinais dos carbonos sp2 em Ocs 140,4 e Oce 121,0, sdo compativeis com os dois
carbonos sp2 (C-5 e C-6) do sitosterol de acordo com comparagio dos valores de °C com os
da literatura (VELANDIA, 2002). Os sinais de H em anel aromatico no espectro de RMN 1H,
confirmam a presenca do biflavonéide agatisflavona como impureza na fracdo.
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Tabela 7: Dados de RMN de 'H e *C da substancia 6

Substancia 6

Literatura
(VELANDIA, 2002)

C oC OoH oC

1 36,7 37,3

2 32,2 31,6
3 70,1 347 71,8
4 41,8 429
5 140,4 140,7
6 121,0 5,34 121,7
7 31,2 31,9
8 31,3 31,9
9 49,5 50,1

10 36,1 36,4
11 22,6 21,1

12 39,2 39,8
13 41,7 429
14 56,1 56,7
15 25,5 24,3
16 27,6 28,24
17 55,4 56,0
18 11,5 0,63 11,9
19 19,5 0,94 19,4
20 35,3 32,2
21 18,8 14,0
22 33,3 33,9
23 38,2 39,1

24 45,1 45,8
25 28,7 26,0
26 18,8 0,89 18,8
27 18,9 0,78 19,0
28 23,7 0,87 23,0
29 117,7 0,82 12,0
I 103,4 4,23 101,4
2 74,8 291 73,3
3 77,8 3,15 76,5
4 71,9 3,02 70,3
5 75,4 3,10 73,7
6’ 65,0 3,71 64,4
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5.3. ANALISE COM CLAE DAS FRACOES OSPGMC E OSPMC-16P.

Considerando que estas fracdes continham mistura de flavondides resolveu-se fazer
andlise cromatografica. O cromatograma obtido com CLAE utilizando sistema isocratico de
metanol/dgua/acetonitrila/dcido acético (20:40:39:1) como fase mével e velocidade de fluxo
ImL.min" e deteccdo UV (Amgx=270nm), confirmaram a presenca de outros componentes na
fracdo OSPMC (figura 61, pag. 71) além de agatisflavona e 7”-O-metil-agatisflavona e na
fracdo OSPMC-1-6P (figura 62, pag. 72) que continha como componente majoritario a 7”°-O-
metil-agatisflavona.
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Figura 61: CLAE da fracdo OSPGMC.
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Figura 62: CLAE da fragio OSPMC1-6p.

A andlise CLAE-EM dessas fragdes, “ricas em flavondides”, permitiu detectar os
valores de m/z de vérias faixas de tempo de reten¢do reveladas pelos picos representantes dos
componentes da mistura. A andlise desses valores, aliada as possibilidades de substituicao
com grupos freqilientes em flavondides isolados de Ouratea hexasperma (St. Hil.) Bail. em
trabalhos anteriores (Suzart, 2007; Suzart et al., 2007; Daniel, 2005), a anélise do espectro de
RMN de 'H (figuras 63 e 64, pig. 73) e considerando a possibilidade de formacio de
“adutos” com tracos dos solventes utilizados, pdde-se propor estruturas que certamente estao
presentes no material analisado. Os sinais no espectro de RMN de 'H na regido entre &y
4,22ppm e 8y 3,10ppm podem ser atribuidos aos hidrogénios do carboidrato. Possui também
sinais tipicos de biflavondide, como os dubletos na regido entre dy 7,93ppm e 6,60 ppm e
singletos em Oy 6,57ppm e 6,39ppm. Os esquemas 2 e 3 foram utilizados para facilitar esta
interpretacdo. Nesses sdo apresentadas as estruturas dos flavondides que incorporadas aos
substituintes (R e/ou R’) ou residuos de solventes chega-se aos valores de m/z detectados.
Estas propostas dependem de andlises adicionais como EM/EM dos ions detectados, o que
confirmaria a formacdo de “adutos” e, assim, as estruturas propostas poderdo ser aceitas com
maior seguranca. A andlise da fragdo OSPMC permitiu a identificacdo dos valores de m/z
para os picos detectados no CLAE-EM e estdo representados na Figura 65, pag. 74 e
Esquema 2, pag. 75, foi possivel propor a metil-vitexina e orientina (B), ramnosil-
triidroxiflavona (K), agatisflavona (F), metil-agatisflavona (H) e dimetil-agatisflavona (G)
cujas estruturas estdo representadas na Figura 66, pag. 76. A andlise da fracio OSPMC1-6P
(Figura 67, pag. 77 e Esquema 3, pdg. 78) permitiu confirmar a metil-agatisflavona (A1)
como componente majoritdrio, além das metil-diidroxiflavonas (B1 e D1), a ramnosil-
triidroxiflavona (C2) e a glicopiranosil-prenil-diidroxi-flavonol (D2) (Figura 68, pag. 79).
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Figura 65: Identificacdo dos valores de m/z para os picos detectados no CLAE-EM da fracao

OSPGMC.
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(269) -
+163 +41 489 (D)
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ST
OH
HO
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O
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269 +269 +269 +14 +H' 553 P
+ 269 4269 + 14 + 14 +3H" »569 (G)

s [RS] ="Raw Spectrum", faixa do(s) picos do CLAE; bDetectadas na andlise dos espectros de RMN
na fragdo deste material

Esquema 2: Propostas de estruturas compativeis com os valores de m/z detectados na andlise

de CLAE-EM (Figura 65)
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Figura 66: Estruturas propostas através da andlise CLAE-EM na fracio OSPGMC.
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Figura 67: Identificacdo dos valores de m/z para os picos detectados no CLAE-EM da fracao

OSPGMCl.6p
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* Detectado na andlise dos espectros de RMN na fracdo deste material.

Esquema 3: Propostas de estruturas compativeis com os valores de m/z detectados na andlise
de CLAE-EM (Figura 67)
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5.4. Propostas Biossintéticas para os constituintes isolados de Quratea hexasperma var.
planchonii Engl.

Uma das principais consideragdes em determinacdo estrutural € o conhecimento da
biossintese das diferentes classes dos metabdlitos especiais, por isso incluimos este capitulo
para auxiliar na determinagdo das estruturas das substincias isoladas de Ouratea hexasperma
var. planchonii Engl.

As substancias isoladas da espécie estudada neste trabalho, pertencem a classe dos
acidos alifaticos, dos esterdides (B-sitosterol, estigmasterol, campesterol e 3-O-B-D-
glucopiranosil sitosterol); dos triterpenos (lupeol e a e B-amirina) e dos biflavondides (7”-O-
metilagatisflavona e agatisflavona). A seguir apresenta-se algumas propostas biossintéticas.

5.4.1. Acidos graxos

Os é4cidos graxos sdo formados pela ligacdo de unidades de 4cido acético (C2) via
reacdo de condensacdo. A biossintese envolve a conversdo do acetil-CoA em malonil-CoA,
que sdo convertidos em acetil-ACP e malonil-ACP, ocorrendo entdo a condensag¢do de
Claisen e formagdo do B-ceto acil-ACP que, apds reducdes, formam os dcidos graxos com um
nimero par de atomos de carbono, esquema 4 (DEWICK, 2002). Através de oxidacdes
o ocorre a perda de um 4tomo de carbono, fornando dcidos graxos de cadeias com ndmero
impar de carbonos, esquema S (HARWOOD, 1997).

Biotina + ATP+C0, CHCO-SCoA.
CO-H fotina + D acetil-CoA
: Aceti-CoA i
CH,CO-SCoA ~ carboxilase !
malonil-CoA |
XX‘CP
COH |
CH,CO-S-ACP Y
maloni-ACP gy co.s-AcP
Reagdo acetil-ACP
g OH de Claisen A

R
CH,CO-S-ACP <NADPH RCH,COCH,CO-S-ACP | Cada vola
Redugio de  B-ceto acil- ACP extende
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Esquema 4: Biossintese de dcidos graxos (adaptado de DEWICK, 2002)

80



o
HL——C——HD
/ , K—H\ 0
xg® Proximo B =~
o ciclo (l:
(0]
o K
H=—0» NAD*
R
H_ O
\C 74
I l
(]
O\C /O Y
” XH,0,
CcO
HL——(lj 2
R
o 0
o
_______________ > |
Hj=—(C —=0H
Hp— I
L C——OOH 7\ b
2H +2 H,0

Esquema 5: Proposta de a-oxida¢oes em aacidos graxos (HARWOOD, 1997).
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5.4.2. Esteroides

As substancias sitosterol, estigmasterol, campesterol e 3-O-B-glicosilpiranosil
sitosterol se caracterizam por ter um esqueleto basico de 27 carbonos dispostos num sistema
tetraciclico. Biogeneticamente formam-se via pirofosfato de isopentenila originando o
esqualeno, estrutura que contém duas unidades de farnesil pirofosfato ligadas cauda-cauda. O
esqualeno epoxi (6xido de esqualeno), em sua forma cadeira-bote-cadeira—bote, cicliza apos
varios rearranjos do tipo 1,2 formando o cicloartenol, estrutura que contém 24 carbonos. O

cicloartenol apds clivagem oxidativa de trés metilas forma os esterdides (Esquema 6).

> R @ -H* R
@Wopp —_—

R OPP

OPP

GLICOSILACAO

\ SITOSTEROL

3-O-—GLICOSILPIRANOSIL
SITOSTEROL

ESTIGMASTEROL

Esquema 6: Proposta biogenética para os esterdides (Adaptado de MANN, 1994).
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5.4.3. Terpenos

Os terpenos constituem uma classe de substincias provenientes da via pirofosfato de
isopentenila, que da mesma forma que os esterdides, da origem ao esqualeno pela fusao
cauda-cauda de duas unidades de farnesil. No caso dos terpenos o 6xido de esqualeno em sua
forma cadeia-cadeira-cadeira-bote ¢é ciclizado para gerar o cation dammarenil e,
conseqiientemente, o cation lupenil que pode ser estabilizado pela formacdo de um novo anel
de cinco membros gerando compostos do tipo lupeol. O cdtion lupenil também pode ser
estabilizado pela formacdo do anel de 6 membros, gerando o cation oleanil. Esse €
estabilizado com migracao de uma metila e rearrango do tipo Wagner-Meerwein gerando o
nucleo basico a-amirina (Esquema 7).
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Esquema 7: Proposta biogenética para os terpenos lupeol e o-amirina. (Adaptado de MANN,
1994; DEWICK, 2002).
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5.4.4. Biflavondides

Os flavonéides derivam seu esqueleto de 15 carbonos, de dois precursores basicos:
malonil-CoA e p-coumaroil-CoA. Na reacdo biossintética ocorre condensacdo de trés
moléculas de malonil-CoA com a molécula de p-coumaroil-CoA formando uma chalcona
intermediaria (1,3 difenilpropano-1-ona). Da chalcona sdo formadas estruturas de trés anéis,
as flavanonas, a partir das flavanonas formam-se todas as outras classes de flavondides
(HARBONE & BAXTER, 1999). Através da formagdo de dimetos da apigenina formam-se os
biflavonoéides, agtisflavona e 7”’-O-metilagatisflavona (Esquema 8).
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Esquema 8: Proposta biogenética para as flavonas (DEWICK, 2002) e biflavonas (MOREIRA,
1994)
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5.5. ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios bioldgicos realizados foram de atividade antibacteriana, atividade
antifungica, atividade inseticida e de avaliacdo da toxicidade. O ensaio de atividade
antibacteriana foi realizado no Laboratério de Bacteriologia Veterindria do Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterindria, do Instituto de Veterinaria — IV da UFRRIJ sob
orientagdo da Professora Dra. Miliane Moreira Soares de Souza. O ensaio de atividade
antifungica foi realizado no Laboratério de Leveduras Patogé€nicas e Ambientais do
Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterindria — IV da UFRRIJ sob orientacao do
Professor Dr. Francisco de Assis Baroni. A Avaliacdo da atividade inseticida foi realizada no
Laboratorio de Mifases Tropicais do Departamento de Parasitologia Animal-UFRRIJ, sob
orientacio do Professor Dr. Gonzalo Efrain Moya Borja e colaboragdo do mestrando Elio
Barbieri Junior. A avaliacdo da toxicidade do extrato metandlico foi realizado no laboratério
de Farmacologia do Departamento de Fisiologia Animal IB/UFRRJ, sob orientagdo dos
professores Fabio Fagundes Rocha e Frederico Argollo Vanderlinde.

5.5.1. Avaliacao da Atividade Antibacteriana do Extrato Metanélico de Ouratea
hexasperma var. planchonii Engl.

A metodologia utilizada foi adaptada do teste de difusdo em placas desenvolvido por
Kirby-Bauer. Esta metodologia é amplamente utilizada no mundo como teste-padrdo para
ensaios bioldgicos, devido a simplicidade e eficiéncia na reproducao dos resultados obtidos e
¢ regulamentado internacionalmente pelo Clinical Laboratory Standards Institute (WAYNE,
2005).

AS bactérias utilizadas para a realizacdo deste experimento foram escolhidas por
representar os dois grandes grupos bacterianos existentes: a espécie Gram-positiva
Staphylococcus aureus, um isolado clinico sensivel e outro resistente, e a espécie Gram-

negativa Escherichia coli, ambas derivadas de isolados clinicos de mastite. (JAWETZ, 2000).

Staphylococcus aureus

As bactérias da espécie Staphylococcus aureus sdo cocos gram-positivos, membro da
familia Micrococcaceae, habitantes naturais da pele € membranas mucosas de humanos e
animais (KONEMAN et. al, 2001). Estdo envolvidas em uma série de processos infecciosos
de grande importancia na clinica médica humana e veterindria. Em humanos, S. aureus é a
principal causa das infecgdes hospitalares.

Escherichia coli

A espécie Escherichia coli representa bactérias gram-negativas entéricas largamente
disseminadas no ambiente. Além do impacto sobre a saude, a E. coli € um dos mais bem
estudados modelos bacterianos, € nos ultimos anos vem apresentando uma drastica mudancga
em seu perfil de sensibilidade aos antimicrobianos (JAWETZ, 2000).

Foram utilizadas 3 amostras de microrganismos, sendo duas de Staphylococcus
aureus, uma de Escherichia coli. Para S.aureus, foram utilizados isolados clinicos oriundos
de quadros de mastite bovina, sendo um dos isolados resistente aos antibidticos usuais. O
isolado clinico de E. coli, de mesma origem, foi classificado como sensivel.

Os isolados bacterianos foram estocados em freezer a -20° C e repicados em caldo
enriquecido. Posteriormente foram incubados em estufa a 37 °C por 24 horas, para ativacao de
seu metabolismo. Apds o crescimento, foi realizada uma bateria de identificacdo presuntiva
consistindo na coloragdo de Gram, realizada apds o periodo de incubacdo de 24 horas, para
observacdo das caracteristicas morfotintoriais, e no teste da catalase, para observacdo da
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quebra do peréxido de hidrogénio (H,0,), pela enzima catalase (KONEMAN et. al, 2001).
Como as amostras j4 haviam sido previamente identificadas, estes procedimentos foram
realizados para garantir que nao houve contaminag¢io das amostras.

As amostras bacterianas foram inoculadas em caldo enriquecido, e incubadas em
estufa a 37 °C por 24 horas antes da realiza¢do dos ensaios, para que todas estivessem em fase
exponencial de crescimento durante o experimento. Apds o periodo de incubagdo, o
crescimento deveria ser equivalente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland, correspondendo a
uma concentracio de 1,5 x 10° UFC/mL, ideal para os ensaios de avaliacio de
antimicrobianos, obedecendo as recomendag¢des do 6rgao responsavel pela aceitacdo de testes
como padrdo, o Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI).

O extrato metandlico de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. foi utilizado na
concentracdo de 500mg/mL. Para realizacdo do ensaio de difusdo, SOuUL de uma solucdo do
material-teste na concentragdo de 500mg/mL foi inoculada em um poco feito no centro da
placa contendo o dgar Mueller Hinton, como postulado pelo CLSI, semeado com 100uL de
caldo de cultura do microorganismo previamente identificado. Na incubacdo, o extrato se
difunde radialmente em todo o dgar em volta do po¢o enquanto o microorganismo esta
crescendo no 4gar. Isto resulta em uma zona de inibicdo de crescimento ao redor de cada
disco de aplicacdao (TRUJILLO, 2002).

O dimeltilsulfé6xido (DMSO), veiculo utilizado nas amostras-testes, foi testado
separadamente para verificacdo de uma possivel atividade antimicrobiana. Apds realizacdo
dos ensaios com o veiculo, foi comprovada sua inatividade sobre o crescimento bacteriano,
permitindo o prosseguimento dos testes com as diluicdes do extrato. Foi possivel detectar a
formacdo de halo de inibi¢do nos ensaios frente ao isolado testado de Escherichia coli e a um
isolado de Staphylococcus aureus que ja se mostrara resistente aos antibidticos de elei¢ao. No
entanto, o outro isolado testado de Staphylococcus aureus ndo apresentou halo de inibicao
nos ensaios realizados. Avaliacdes adicionais devem ser feitas para confirmar a atividade
antibacteriana.

5.5.2. Verificacdo de atividade antifingica do Extrato Metanélico de Ouratea
hexasperma var. planchonii Engl.

Para a verificacdo de atividade antifiingica, foram realizados dois experimentos, o
primeiro com o extrato metandlico bruto de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. e o
segundo com a fragcdo cloroférmica do extrato metandlico. A metodologia utilizada para o
primeiro experimento, com o extrato metandlico bruto, foi utilizando o meio Sabouraud
dextrose a 3% acrescido do extrato da planta, em tubos de ensaios. Para o segundo
experimento, utilizando a fracdo cloroférmica do extrato metandlico, em placas de Petri com
o meio Sabouraud dextrose a 3% e discos de papel, a partir de circulos de pré-filtros
semelhantes aos discos empregados nas provas de antibiograma, embebidos com a fracdo do
extrato da palnta. A avaliacdo foi realizada com os seguintes microrganismos: Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Malassezia pachydermatis, Rhodotorula spp e
Aspergillus niger.

Candida albicans

Candida albicans esta freqiientemente relacionada as micoses mais comuns que
acometem os seres humanos, é um habitante normal do trato gastrointestinal e regides
mucocutaneas, incluindo boca e vagina. Milhares de células da levedura podem estar
presentes em um individuo, sem qualquer efeito danoso, entretanto, C. albicans é também,
dentre os fungos, o de maior patogenicidade aos humanos (SCHMID, 2003).
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Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans € um basidiomiceto, que se apresenta na forma tecidual
como levedura encapsulada, corresponde a duas variedades flingicas, com quatro sorotipos:
var. neoformans (sorotipos A e D) e var gattii (sorotipos B e C). E fungo que vive em solos
contaminados com fezes de pombos (var. neoformans) e junto a eucaliptos (var. gattii). A
infec¢do criptococdcica mais freqiientemente ocorre em pacientes imunodeprimidos (var.
neoformans, fungo oportunista), mas pode ocorrer no hospedeiro normal (var. gattii, patégeno
primdrio) (KWON-CHUNG et al., 1992).

Malassezia pachydermatis

Malassezia pachydermatis se apresenta de forma isolada ou em grupo, faz parte da
microbiota da pele e quando ocorrem alteragdes no microambiente local como aumento da
umidade, da temperatura e do substrato, estimulam o aumento do nimero de células desta
levedura, fazendo-a passar da forma comensal para o parasitismo. (NOBRE et al., 1998).

Rhodotorula spp

Leveduras do género Rhodotorula sao produtoras de pigmentos carotendides de
pigmentagdo amarela ou vermelha, tém sido associados a alteragdes de cor dos alimentos.
(FRANCO E LANDGRAF, 2004). Embora infec¢des sérias devido a Rhodotorula spp em
humanos sao raras, foram informados septicemia, endocarditis, meningites, ventriculitis,
peritonitis, keratitis, endophthalmitis, dacryocystitis, e pneumonia. (RUSTHOVEN et al.,
1984).

Aspergillus niger

Os aspergillus tem ampla distribui¢do geografica, e encontram-se no solo, ar, plantas e
matérias organicas em geral, sendo contaminantes comuns em laboratérios e hospitais
(MINOMLI, 2003). Aspergillus niger geralmente estd associado nos casos de otomicose,
aspergilomas e infec¢des dos seios nasais. (FISHER, 2001)

Primeiro Experimento

Para o primeiro experimento utilizou-se o meio Sabouraud dextrose a 3%, acrescido
do extrato da planta. A férmula do Sabouraud, normalmente feita para 100mL foi preparada
para 60mL e os 40mL restantes de H,O destilada que completariam o volume foram
esterilizados em autoclave e usados para diluir 3g do extrato. Este apds a diluicdo foi
submetido a exposicdo a ultra-violeta em capela de seguranca bioldgica nivel II. O meio
Sabouraud (60mL) foi esterilizado por autoclavagao (120°C por 20 minutos). Apods
esterilizacdo o meio foi resfriado a 50°C e misturado com o extrato diluido. Desta forma, foi
obtida um meio com concentracdo de 3% de extrato.

Do frasco com a concentracio 3%, foram retirados metade do volume que foi
imediatamente distribuida em tubos de ensaio previamente esterilizados. Estes tubos foram
dispostos de modo que o meio solidificasse no modo “inclinado”. A outra metade do meio
Sabouraud contida em frasco de Erlenmeyer foi acrescida de mais S0mL de Sabouraud puro,
tornando a concentracdo de 1,5%. O material foi homogeneizado, separando-se S0mL que
foram imediatamente distribuidos em tubos de ensaio que também foram inclinados. Os 50mL
restantes foram acrescidos de 50mL de Sabouraud puro fazendo com que a concentracdo
ficasse a 0,75%. Este procedimento foi continuado, sempre se separando 5S0mL de meio para
distribuir em tubos de ensaios adicionando-se 50mL de Sabouraud puro ao restante para
reduzir a concentracio a metade. Desta forma obtivemos cerca de 12 tubos de ensaio
contendo meio Sabouraud de cada uma das concentracdes do extrato (3%, 1,5%, 0,75%,
0,375%, 0,187% e 0,093%).
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As suspensoes salinas (NaCl em dgua destilada, 0,9%, estéril) de Candida albicans,
Cryptococcus neoformans (fungos unicelulares) foram padronizadas de acordo com o grau 3
da escala de Mc Farland e suspensao padronizada de Aspergillus niger (fungo filamentoso).
Uma aliquota de 100puL de cada uma destas suspensdes foi semeada nos tubos com as
concentracdes diferentes. Foram empregados quatro tubos de cada concentracdo para cada
suspensdo microbiana. Os tubos correspondentes as leveduras foram incubados em estufa
microbiolégica a 37°C enquanto os tubos correspondentes ao fungo filamentoso foram
incubados em temperatura ambiente. O tempo de observacdo foi de 5 dias. Todo o
procedimento foi realizado em capela, em ambiente estéril.

Segundo Experimento

O extrato da planta (1g) foi diluido em 25mL de etanol. Foram preparados discos de
papel, a partir de circulos de pré-filtros semelhantes aos discos empregados nas provas de
antibiograma. O diametro foi de 1cm.

Cada disco foi embebido vérias vezes com 50ul do extrato em etanol. Grupos de 5 a
10 discos foram separados e receberam cargas diferentes de aplicagdes do extrato.
Considerando que cada aliquota de 50ul corresponde a 2mg do extrato, os discos receberam
desde 4 aplicacdes (correspondente a 8mg) até 30mg.

Numa segunda etapa, foram preparadas placas de Petri contendo meio Sabouraud
dextrose (3%). As placas em quadruplicata foram semeadas com suspensdes salinas
preparadas como no experimento anterior para os seguintes microrganismos: Candida
albicans, Cryptococcus neoformans, Malassezia pachydermatis, Rhodotorula spp e
Aspergillus niger. A suspensdo de cada um destes microrganismos foi semeada na superficie
das placas de Petri, utilizando-se um swab estéril para cada uma das amostras, embebido nas
mesmas. Apds esta etapa, os discos foram aplicados na superficie, utilizando-se uma pinca
estéril. Todo o procedimento foi realizado em capela de seguranca, na proximidade de bico de
Bunsen.

As placas foram incubadas em temperatura de 37°C (excecdo para Aspergillus niger)
por cinco dias com observacdes a partir das primeiras 24 horas.

Para o primeiro experimento, os crescimentos foram evidentes ja nas primeiras horas.
Observou-se o crescimento de todos os fungos submetidos ao teste em todos os tubos de todas
as concentracoes apds o tempo de observacdo de cinco dias.

No segundo experimento ocorreu crescimento em todas as placas e em nenhuma delas
foi observado qualquer halo que demonstrasse efeito inibitdrio do extrato aplicado nos discos
sobre 0s microrganismos cultivados. Os resultados obtidos devem ser aprofundados através de
diferentes métodos de avaliacao.

5.5.3. Avaliacao da Atividade Inseticida contra Musca domestica

Para este experimento utilizou-se a espécie Musca domestica (Diptera: Muscidae), que
€ uma espécie de grande importancia médico sanitdria, pois atua como vetor mecanico e/ou
biologico de diversos agentes patogénicos, incluindo parasitos do homem e de animais
domésticos (BERNARDI et al., 2006). Estes insetos, por manterem um alto grau de
associacdo com o ambiente modificado pelo homem, sdo amplamente relacionados na
literatura como causadores de diversos danos e graves prejuizos, principalmente na pecudria
(GUIMARAES et al., 1983). Estes dados tém motivado diversos grupos pela busca de novos
métodos aplicdveis ao controle quimico como alternativo aos inseticidas sintéticos
comumente utilizados no controle destas pragas.

Os insetos utilizados neste experimento foram oriundos de colonia formada por
moscas coletadas no Campus da UFRRJ, e seu desenvolvimento pré-embrionério ocorreu em
um meio composto por racdo concentrada contendo 23% de proteina bruta, farelo de arroz e
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agua, na relagdo 1:1:2. Os insetos tratados representam o nivel de resisténcia da comunidade a
inseticidas comumente utilizados no controle desta mosca. Os insetos avaliados foram da
geracao F1 a espécie Musca domestica.

Apo6s o nascimento os testes foram feitos em até 48 horas da emergéncia dos insetos.
As fragdes e extratos foram diluidos em 1 ml de Acetona PA. Foram utilizados 20 mg da
fracdo OSPGMCp-2a e aproximadamente 50mg dos demais extratos e fracdes. Os insetos
foram retirados das gaiolas e anestesiados com CO, para manipulacdo e separa¢do de machos
e fémeas, e realizacdo da aplicacdo de 0,5ul da solugdo estoque formada de cada amostra. A
aplicacdo foi feita sobre o térax com auxilio de uma micro-seringa automatica de 25ul. Apods
a aplicacdo os insetos foram transferidos para frascos forrados com papel filtro, fechados com
gaze estéril presa com liga eldstica. Cada frasco recebeu 20 insetos, sendo cada amostra
avaliada em 20 machos e 20 fémeas. Também foram realizados testes controle com a
aplicacdo somente do solvente. A leitura foi realizada em 24 horas (tabela 8, pag. 90) e 48
horas (tabela 9, pdg. 90), e nestas sdo contados os insetos mortos. Durante as avaliacdes os
insetos foram alimentados com solucao de glicose a 20% através de algodao embebido sobre
a gaze.

Considerando os resultados apresentados, observa-se que o extrato metandlico bruto
(OspGM) e fracdes do extrato, OSPGMCp e OSPGMM apresentaram pouca atividade
inseticida frente a Musca domestica. As fragdes OSPGMCp2a e OSPGMC apresentaram
maior atividade inseticida. Estas fracdes sao ricas em flavonéides, no qual foram isoladas a
7”-O-metilagatisflavona e agatisflavona. Essas observacdes foram feitas em 24h (tabela 8) e
48h (tabela 9). De acordo com a maior atividade inseticida presente nas fracdes ricas em
flavonodides, sugerimos que estas sejam as substancias responsaveis por esta atividade.
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Tabela 8 — Mortalidade (%) de amostras vegetais sobre Musca domestica ap6s 24 horas da

aplicacao.
Substancia Mortalidade

? d Q+4
OSPGD 0% 0% 0%
OSPGDH 0% 0% 0%
OSPGDC 0% 0% 0%
OSPGDM 0% 0% 0%
OSPGM 0% 10% 5%
OSPGMC 0% 20% 10%
OSPGMCp 10% 0% 5%
OSPGMCp2a 10% 20% 15%
OSPGMM 0% 0% 0%
OSPGMMp 10% 0% 5%
CONTROLE 0% 0% 0%

Tabela 9 — Mortalidade (%) de amostras vegetais sobre Musca domestica apés 48 horas da

aplicacao.
Substancia Mortalidade
? d Q+43

OSPGD 10% 10% 10%
OSPGDH 10% 20% 15%
OSPGDC 0% 10% 5%
OSPGDM 0% 0% 0%
OSPGM 10% 10% 10%
OSPGMC 10% 20% 15%
OSPGMCp 10% 0% 5%
OSPGMCp2a 20% 30% 25%
OSPGMM 0% 10% 5%
OSPGMMp 10% 0% 5%
CONTROLE 0% 0% 0%

a) Peso médio de machos e fémeas de M. domestica: 0,0105 e 0,0158 gramas.

b) OSPGD = Ouratea sp galhos dicloro, OSPGDH = Ouratea sp galhos dicloro hexano;
OSPGDC=Quratea sp galhos dicloro cloroférmio; OSPGDM = Ouratea sp galhos dicloro metanol;
OSPGM = Ouratea sp galhos metanol; OSPGMC = Ouratea sp galhos metanol cloroférmio;
OSPGMCp = Ouratea sp galhos metanol cloroférmio precipitado; OSPGMCp2a = Ouratea sp galhos
metanol cloroférmio precipitado fracdo 2 a; OSPGMM = Ouratea sp galhos metanol metanol;
OSPGMMp = Ouratea sp galhos metanol metanol precipitado.

5.5.4. Avaliacao da toxidez do extrato metanolico em Mus musculus.

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) albinos swiss machos e fémeas
pesando entre 30 e 35 g fornecidos pelo Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas
(IB) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Os animais foram mantidos em
condig¢des controladas de temperatura (23 + 2°C) e iluminagéo (ciclo claro/escuro de 12 horas)
com livre acesso a dgua e ragao.

Determinaciao da Dose Letal Aproximada (DLA)

Neste ensaio foi utilizado apenas um animal tratado com o extrato a cada dose
conforme proposto por Kennedy et al em 1986. O extrato metandlico de O. hexasperma var.
planchonii Engl. foi solubilizado em solucdo salina 0,9 % acrescido de 1% de Tween 80 e
administrado nos camundongos pelas vias oral ou subcutanea. O teste se iniciou com uma
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dose bastante baixa (10 mg/kg) e a préxima dose foi adicionada de 50% do valor da anterior e
assim sucessivamente (0 que na pratica corresponde a uma chance muita remota de que uma
determinada dose mate um animal e sua subseqiiente falhe em fazé-lo), até que a menor dose
na seqiiéncia considerada, induzisse a morte do animal. Os animais foram observados nos
tempos de 15 min, 30 min, 60 min, 24 h e 1 semana apds a administra¢ao do extrato.

A administrac@o do extrato tanto pelas vias oral quanto subcutanea ndo gerou sinais de
toxicidade aguda nos camundongos. Doses de até 5g/kg nao ocasionaram a morte dos animais
em até uma semana apds a administracio em dose Unica do extrato, demonstrando a baixa
toxicidade aguda do extrato.

O extrato apresenta baixa toxicidade quando administrado em dose unica. Estudos
com doses repetidas, subcronicos e cronicos sao necessarios para complementar a avaliagao
toxicoldgica em fungdo do potencial antitumoral da planta e conseqiiente necessidade de uso
cronico. Estudos para avaliar a toxicidade in vivo da fragdo enriquecida com biflavondides
também sdo necessarios em fun¢do dos relatos de toxicidade destas substancias.
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CONCLUSOES

A prospeccao quimica do extrato metandlico de Quratea hexasperma var. planchonii
Engl. revelou testes positivos para as classes de substancias: alcaldides, saponinas, esterdides,
depsidio e depsidonas, flavondides, catequinas, quinonas, acgucares redutores, sacarideos e
taninos.

Com os extratos obtidos dos galhos de Ouratea hexasperma var. planchonii Engl. foi
realizado o fracionamento, a partir dessas fracdes foram isolados compostos alifaticos, dcidos
alifaticos, esterdides (sitoesterol, estigmasterol e campesterol), terpenos (lupeol e a-amirina e
B-amirina) e biflavonas (7”-O-metilagatisflavona e agatisflavona) e sitoesterol glicosilado.

Através de andlise utilizando CLAE-EM permitiu-se detectar a presenca de outros
compostos presentes no extrato, como metil-vitexina, orientina, ramnosil-triidroxiflavona,
agatisflavona, metil-agatisflavona, dimetil-agatisflavona, metil-diidroxiflavon, e
glicopiranosil-prenil-diidroxi-flavonol, embora necessitem de confirmagao.

Através dos resultados obtidos neste trabalho e levantamento de dados da literatura
sobre as substdncias encontradas no género Ouratea, foi possivel concluir que o biflavonéide
7”-O-metilagatisflavona serve como um marcador quimiossistematico do Género Ouratea e
que as variedades de O. hexasperma (St. Hil.) Bail e O. hexasperma var. planchonii Engl. tem
poucas diferengas morfolégicas e quimicamente podem ser incluidas como uma tnica
espécie.

Os testes de atividades bioldgicas realizados foram os de atividade antibacteriana,
antifungica, inseticida e de toxicidade utilizando os extratos e fragdes de Ouratea hexasperma
var. planchonii Engl. Com os ensaios de atividade antimicrobiana, o extrato metandlico inibiu
o crescimento de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Este extrato e a fracdo
cloroférmica do extrato metandlico foi inativo para os fungos avaliados. Com os ensaios de
atividade contra Musca doméstica, os extratos e fracOes ndo apresentaram atividade
significativa, as fragdes que apresentaram maior atividade foi a fracdo que contém a mistura
dos biflavondides 7°-O-metilagatisflavona e agatisflavona e as fracdes metandlicas que
também contém essas substincias. Ensaios adicionais deverdo ser realizados afim de
confirmar esses resultados.

Com os ensaios de toxicidade, o extrato apresentou baixa toxicidade quando
administrado em dose unica. Estudos para avaliar a toxicidade in vivo da fracdo enriquecida
com biflavondides também sdo necessarios em funcdo dos relatos de toxicidade destas
substancias.
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