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RESUMO

FERREIRA, RAFAELA OLIVEIRA. Contribui¢do ao estudo quimico de Clusia nemorosa,
Clusia paralicola e Clusia lanceolata e avaliagcdo de atividades bioldgicas. 2015. 214 p. Tese
(Doutorado em Quimica, Quimica Orgéanica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de

Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica —RJ.

Capitulo 1. O género Clusia (Clusiaceae) compreende cerca de 250 espécies encontradas desde
o Sul da Florida até o Sul do Brasil. Varias espéecies do género sdo usadas na medicina popular
no tratamento de enfermidades, tais como reumatismo, problemas estomacais e como
purgativos. Isto tem motivado diversos estudos relacionados a composicdo quimica e
propriedades bioldgicas deste género. Este trabalho descreve o estudo quimico e a avalia¢do das
atividades antimicrobiana e inseticida dos frutos de Clusia nemorosa e Clusia paralicola e de
folhas de Clusia lanceolata. O estudo quimico resultou no isolamento e identificacdo da
vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina, vitexina-2”-O-rhamosideo, isovitexina-2”-O-
rhamnosideo, apigenina, canferol, quercetina, GB1-7”-O-glicopiranosideo, GBla-7"0-
glicopiranosideo, 1,7-dihidroxixantona, friedelina, a e B-amirina, B-sitosterol, estigmasterol,
sitosterona, estigmasterona, f-sitosterol e estigmasterol glicosilados, acido cis-cumarico, acido
protocatecuico, acido citrico e seus derivados, 132-hidroxi-(132-S)-feofitina a, 132-hidroxi-(132-
R)-feofitina a e 0 novo derivado de floroglucinol acido nemorosinico. Os extratos e fracdes de
Clusia foram inativos frente aos micro-organismos patogénicos testados, porém apresentaram
moderada atividade inseticida frente a Musca domestica. Capitulo 2. O perfil quimico de
extratos de folhas sadias e com galhas de C. lanceolata foram avaliados por LC-ESI-MS/MS e
quantificados o teor de fendlicos totais, flavonoides e taninos. Foram observadas diferencas
significativas nos teores de metabodlitos e no perfil quimico que pode estar relacionado a
interacdo inseto galhador-planta. O perfil quimico do 6leo essencial de folhas sadias e com
galhas de C. lanceolata obtido por CG-EM foi similar, com predominancia dos sesquiterpenos
de ndcleo cariofileno em ambos os 6leos.

Palavras-chave: Clusia nemorosa, Clusia paralicola, Clusia lanceolata, cromatografia,
floroglucinol, galhas.



ABSTRACT

FERREIRA, RAFAELA OLIVEIRA. Contribui¢cdo ao estudo quimico de Clusia nemorosa,
Clusia paralicola e Clusia lanceolata e avaliacdo de atividades bioldgicas. 2015. 214 p. Tese
(Doutorado em Quimica, Quimica Organica). Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de

Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica —RJ.

Chapter 1. The genus Clusia (Clusiaceae) comprises about 250 species found from Southern
Florida to Southern Brazil. Several species of this genus are used in folk medicine to treat
diseases such as rheumatism, stomach problems and as purgative. This has motivated several
studies regarding both chemical composition and biological properties of this genus. This work
describes the chemical composition and the evaluation of antimicrobial and insecticide
activities of fruits of Clusia nemorosa and Clusia paralicola, as well as the leaves of Clusia
lanceolata. The chemical study led to the isolation and identification of vitexin, isovitexin,
orientin, isoorientin, vitexin-2 "-O-rhamoside, isovitexin-2" -O-rhamnoside, apigenin,
kaempferol, quercetin, GB1 -7 "-O-glucopyranoside, GBla-7" O-glucopyranoside, 1,7-
dihidroxixanthone, friedelin, o and p-amyrin, p-sitosterol, stigmasterol, sitosterone,
stigmasterone, [B-sitosterol, stigmasterol-glucoside, cis-coumaric acid, protocatechuic acid,
citric acid and its derivatives, 132-hydroxy-(132-S-)-phaeophytin a, 132-hydroxy-(132-R)-
phaeophytin a, and nemorosinic acid, a new phloroglucinol. The extracts and fractions of
Clusia were inactive against the pathogenic micro-organisms tested, but showed promising
insecticide activity against Musca domestica. Chapter 2. The chemical profile of healthy and
galled leaves extracts of C. lanceolata were assessed by LC-ESI-MS / MS. Total phenolic,
flavonoids and tannins contents were also evaluated. Significant differences between the levels
of metabolites and chemical profile were observed, probably due to galler insect-plant
interactions. The chemical profiles of essential oil obtained from healthy and galled leaves of C.
lanceolata were similar, with predominance of sesquiterpenes of caryophyllene type in both
oils.

Keywords: Clusia nemorosa, Clusia paralicola, Clusia lanceolata, chromatography,
phloroglucinol, galls.
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1.1 INTRODUCAO
1.1.1 Familia Clusiaceae

Clusiaceae ou Gulttiferae Juss. é uma familia de plantas, de ocorréncia principalmente
tropical, que segundo o sistema Angiosperm Phylogeny Group (2009), APG Ill, compreende 14
géneros e cerca de 595 espeécies.

Esta familia engloba arvores, arbustos, lianas e ervas de interesse econémico pela
producdo de frutos comestiveis, madeiras nobres, derivados quimicos de interesse farmacéutico
e industrial (GASPARATTO JUNIOR, 2005). Vérias espécies sdo utilizadas com fins
medicinais em todo o mundo, como para o tratamento do cancer, processos inflamatérios,
infeccdes, como purgativos e controle da obesidade (HEMSHEKHAR et al., 2011; NOLDIN;
ISAIAS; CHECHINEL FILHO, 2006; SALAMA et al., 1986). No Brasil, os géneros mais
importantes sdo Platonia R. Wight (bacuri), Clusia L. (abaneiro) e Garcinia ou Rheedia L.
(mangostéo).

As flores de Clusiaceae sdo geralmente vistosas, apresentando-se isoladas ou reunidas
em inflorescéncia (JOLY, 1983). Suas folhas apresentam cavidades secretoras resiniferas,
sendo algumas delas produtoras de resinas aromaticas que, somadas aos canais secretores,
promovem o acumulo de diversos tipos de metabdlitos especiais, tais como xantonas e
cumarinas (CARDONA et al., 1990; CORTEZ; MARSTON; HOSTETTMANN, 1999). S&o
caracterizadas pela producdo de latex, muitas vezes coloridos. Costumam oferecer recompensas
raras, como resinas (Clusia) e Oleos aromaticos (Tovomita), com o intuito de atrair
polinizadores, como abelhas, beija-flores e besouros (DA CAMARA, 2001).

As espécies de Clusiaceae apresentam a tendéncia de acumular metabdlitos como as
benzofenonas e acilfloroglucinois poliprenilados (BEERHEUS; LIU, 2009; CIOCHINA,
GROSSMAN, 2006). A familia caracteriza-se pela diversidade de metabdlitos especiais, sendo
registrados a presenca de benzofenonas, xantonas, flavonoides, cumarinas, bifenilas, triterpenos
e esteroides. Em termos quimiossistematicos, xantonas, benzofenonas e biflavonoides tém sido
relatados como potenciais marcadores taxondmicos da familia Clusiaceae (WATERMAN;
HUSSAIN, 1983).

1.1.2 Género Clusia
O género Clusia abrange cerca de 250 espécies distribuidas do sul da Florida até o sul
do Brasil (DE OLIVEIRA et al., 1999), sendo conhecidas popularmente como “cebolas-das-

matas” (ENGLER, 1888). A maioria das espécies ¢ dioica e caracterizam-se por produzir
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grande quantidade de latex na maioria dos seus 0rgaos e resinas florais ricas em benzofenonas
polipreniladas (STEVENS, 2002). As resinas florais sdo oferecidas como recompensa aos
polinizadores, como as abelhas, que as utilizam para a construgcdo de seus ninhos devido as
caracteristicas de polimerizacdo das benzofenonas polipreniladas (ARMBRUSTER, 1984;
ROUBIK, 1989).

O uso popular de plantas deste género esta relacionado a presenca do latex e da resina,
sendo utilizadas popularmente no tratamento de reumatismo, problemas estomacais e como
purgativos (SALAMA, 1986). A resina extraida dos frutos de C. rosea é empregada na
cicatrizacao de ferimentos por nativos da Venezuela (PITTER, 1970). As flores de C. insignis,
popularmente conhecida como “apui”, sdo empregadas como purgativas (BALBACH, 1986). Ja
0 extrato aquoso das folhas de C. coclensis é usado na medicina popular no tratamento de
hipertensdo arterial (GARCIA-GONZALEZ; MATAMOROS, 1998).

Diversas espécies tém sido estudadas do ponto de vista quimico em termos de
metabolitos especiais e atividades farmacoldgicas. Como por exemplo, as investigacdes
fitogquimicas com C. rosea (GUSTAFSON et al., 1992), C. nemorosa (CERRINI et al., 1993) e
C. grandiflora (LOKVAM et al., 2000) tem revelado a presenca de benzofenonas
polipreniladas nos frutos, raiz, folhas e latex. Substancias pertencentes a esta classe de produto
natural mostraram atividade inibitéria sobre o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(GUSTAFSON et al., 1992; HUERTA-REYES et al., 2004). A atividade anticancer mostrada
também por Clusia rosea é atribuida a presenga de benzofenonas polipreniladas e tem como
alvo a enzima topoisomerase (DIAZ-CARBALLO et al., 2003). Clusianona e seus derivados
também apresentaram atividade anticancer e contra doencas virais, sendo inibidores da
topoisomerase e telomerase (SEEBER; HILGER; DIAZ-CARBALLO, 2003a; 2003b). Estes
fatos tém despertado o interesse pelo estudo de espécies de Clusia de diferentes habitats nos
ecossistemas do Brasil.

Como citado acima, diversos sdo 0s constituintes relatados para as espécies de Clusia,
verificando-se ampla ocorréncia de benzofenonas e derivados de acilfloroglucinois
poliprenilados (BEERHEUS; LIU, 2009; CIOCHINA; GROSSMAN, 2006). Também séo
encontrados compostos pertencentes a classe dos flavonoides, xantonas, bifenilas, triterpenos,
esteroides, tocotriendis, tocoferdis, dentre outros (COMPAGNONE et al., 2008; RIBEIRO et
al., 2011; TEXEIRA et al., 2006).

1.1.2.1 Clusia nemorosa G. Meyer
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A espécie C. nemorosa G. Mey (Figura 1) é frequente nas matas nordestinas, com flores
brancas de género separado em plantas dioicas (SANTOS-MENDONCA et al., 2007). C.
nemorosa ¢ conhecida pelo nome vulgar “pororoca”, sendo utilizada na medicina popular no
tratamento de dores de cabeca e inflamacdes (LOPES; MACHADO, 1998), e segundo FARIAS
et al. (2012) o extrato hexanico das folhas da planta possui atividade anti-inflamatoria.

Estudos fitoquimicos das folhas de C. nemorosa conduziram ao isolamento de uma nova
cromona alquilada, canferol, &cido betulinico e do pB-sitosterol glicosilado (ANDRADE;
ALMEIDA; CONSERVA, 1998). Neste mesmo estudo, foram isolados do caule o ferulato de
octacosanoila, friedelina, friedelinol e &cido betulinico. Das resinas florais foram isoladas
benzofenonas polipreniladas (DE OLIVEIRA et al., 1996). Dos frutos foram isolados a
benzofenona nemorosonol e os novos derivados de acilfloroglucinol denominados nemorosonol
B e &cidos nemorosinicos A e B (DELLE MONACHE; DELLE MONACHE; GACS-BAITZ,
1991). As estruturas de algumas das substancias isoladas desta espécie estdo representadas na
Figura 2.

Figura 1. Clusia nemorosa.
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5,7-dihidroxi-2-(n-heptaeicosanoil)-cromona

Acido nemorosinico A Acido nemorosinico B

Figura 2. Estruturas de substancias isoladas de C. nemorosa.
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1.1.2.2 Clusia lanceolata Cambess

A espécie C. lanceolata (Figura 3) ocorre em areas de restingas e poucos relatos foram
encontrados acerca de investigacOes quimicas e biologicas desta planta. Das resinas florais
foram isolados os derivados metilados das benzofenonas clusianona, vedelianona A e
lanceolatona (Figura 4) (PORTO et al., 2000).

Clusianona Vedelianona A Lanceolatona

Figura 4. Benzofenonas isoladas de resinas florais de C. lanceolata.

1.1.2.3 Clusia paralicola G. Mariz Cunha

Clusia paralicola G. Mariz Cunha (Figura 5) tem ocorréncia nas florestas nordestinas,
especialmente nas florestas de altitude do semiarido ou brejos de altitude (ALCOFORADO-
FILHO; SAMPAIO; RODAL, 2003). Caracteriza-se, como a maioria das especies do género
por ser dioica, apresentando flores grandes e vistosas (CAMPANA; MOURAO; MARZINEK,
2010).

O estudo quimico com C. paralicola mostra-se de grande importancia, pois ha poucos
relatos na literatura envolvendo esta especie. Investigacdes sobre o potencial bioldgico do

extrato acetonico da raiz de C. paralicola revelaram significativa acdo antimicrobiana. Estudos
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fitoquimicos deste extrato levaram ao isolamento do fenantreno prenilado paralicolina A que,
em testes “in vitro”, demonstraram promissora atividade citotoxica (DELLE MONACHE;
CAVALCANTI, 1987). Também das raizes de C. paralicola foram isoladas trés novas bifenilas
com potente atividade citotoxica sobre linhagens de células KB (linfocitos B Killer) e atividade
de cisdo de fita do DNA (SEO et al.,, 1999). Além disso, DE OLIVEIRA et al. (1996)
verificaram a presenca de benzofenonas polipreniladas nos extratos etanolicos metilados das
resinas florais desta espécie. As estruturas das substancias identificadas em raizes de C.
paralicola estéo representadas na Figura 6.

Clusiaparalicolina C

Clusiaparalicolina A Clusiaparalicolina B

Figura 6. Bifenilas isoladas de raizes de C. paralicola.

1.1.3 Benzofenonas e xantonas

As benzofenonas s@o compostos cetonicos de origem natural e de distribuicéo restrita,
ocorrendo principalmente na familia Clusiaceae e Gentianaceae. A familia Clusiaceae se
destaca pelas suas benzofenonas geralmente substituidas por isoprendides ou gerandides, que
podem estar ciclizados ou ndao (KUSTER; ROCHA, 2000). As benzofenonas polipreniladas e
derivados de acilfloroglucinois foram isolados dos géneros Garcinia (=Rheedia) e Clusia, em
diversos orgaos das plantas (DE OLIVEIRA et al., 1996; MACHADO, 2002; ITO et al., 2003).
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As benzofenonas sdo compostos formados por sintese mista a partir das vias do acido
chiquimico e do acetato (CUESTA-RUBIO et al., 1999; GROSSMAN; JACOBS, 2000). Esses
compostos séo produzidos nas plantas superiores pela benzofenona sintase (BPS), uma enzima
policetideo sintase (PKS), que cicliza o produto formado pela condensacdo de benzoil-CoA e
trés unidades de malonil-CoA. Dessa forma ocorre a formacdo do esqueleto Ciz das
benzofenonas (Figura 7). O produto da reacdo da BPS e seus derivados hidroxilados podem
sofrer prenilagdes utilizando unidades Cs e Cyo de isoprendides como doadores de prenilas. A
reacdo de ciclizacdo intramolecular das benzofenonas origina as xantonas (BEERHUES; LIU,

2009; HAMED et al., 2006).
@(SCOA +3x HOWSCOA
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Benzoyl-CoA Malonyl-CoA
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I| HO !I OH
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2,4,6-trihidroxi-benzofenona

Figura 7. Biossintese de benzofenonas (Adaptado de BEERHUES; LIU, 2009).

Recentemente, em uma revisdo sobre aspectos quimiossistematicos de benzofenonas
isoladas a partir de espécies de Clusia, ANHOLETI et al. (2015) descreveram a ocorréncia de
cerca de 55 benzofenonas poliisopreniladas para este género. Apesar da similar origem
biossintética, a ocorréncia de xantonas ndo é tdo comum no género Clusia.

O estudo quimico do extrato etanolico de cascas do caule de C. pernambucensis
conduziu ao isolamento de uma nova xantona denominada clusiaxantona. O extrato do caule e a
xantona apresentaram promissora atividade leishmanicida, com valores de 1Cso de 65 pg mL™ e
66,9 uM, respectivamente (SILVA et al., 2013). O estudo quimico do extrato etandlico das
flores da espécie amazonica medicinal C. insignis, biomonitorado pela atividade de inibicdo da
enzima tirosinase, conduziu ao isolamento de uma nova xantona conhecida como clusona
(ISHIGURO; CHAUDHURI; KUBI, 1998). A brasilixantona foi isolada a partir de extratos do
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caule de C. burlemarxii e C. criuva (FERRAZ, 2011; MARQUES, 2011). Ainda dos caules de
C. criuva, foi isolada a nova xantona 1,5-dihidroxi-3,4-[3’-hidroxi-1-metiletil-dihidrofurano]-
xantona e a deoxijacareubina (MARQUES, 2011). As estruturas das xantonas isoladas de

espécies de Clusia estdo representadas na Figura 8.
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Figura 8. Xantonas isoladas de espécies de Clusia.

1.1.4 Biflavonoides

Os biflavonoides sdo compostos polifendlicos de ocorréncia natural que sdo comumente
isolados nas plantas vasculares e tém apresentado propriedades bioldgicas promissoras (LEE;
PARK; RHEE, 1996; LOBSTEIN-GUTH et al., 1998). Os dimeros de flavonoides resultam da
ligagdo de duas unidades de flavona, flavanona, flavanonol, flavonol ou auronas ou misturas
destas, aléem de ocorrerem, menos comumente, os dimeros de chalconas e isoflavonas
(SETYAWAN, 2011; SUZART et al., 2007). Esta classe de metabolitos foi originalmente
encontrada por Furukawa em 1929 no extrato das folhas de Ginkgo biloba, na forma de um
solido amarelo, posteriormente denominado de gingentina (LIN et al., 1997).

Uma revisdo sobre a ocorréncia de biflavonoides em Clusiaceae, fazendo parte deste
trabalho de tese, foi realizada através de pesquisa em bases de dados bibliogréaficas, como
Scopus, Chemical Abstracts e Science Direct. Nesta revisdo, os termos de busca foram

“Clusiaceae” e “Biflavonoides”. Foram encontradas cerca de 40 estruturas de diferentes
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biflavonoides para a familia Clusiaceae (FERREIRA; CARVALHO, SILVA, 2012), alguns
destes dados serdo descritos a seguir, dando énfase ao género Clusia.

Os biflavonoides presentes em Clusiaceae foram agrupados em quatro grupos
principais: GB1 (flavanona-(3—8")-flavanonol), GB-la (flavanona-(3—38")-flavanona),
morelloflavona (flavanona-(3—8")-flavona) e amentoflavona (flavona-(3'—8")-flavona). O
biflavonoide GB1 (Garcinia Biflavonoid) é um dos principais constituintes de G. kola, uma das
espécies mais estudadas do ponto de vista farmacolégico do género Garcinia (HAN et al.,
2005). Os biflavonoides do tipo GB-1a, também denominados I-3,11-8-binaringenina (CHEN;
LIN; HUANG, 1975), foram isolados em cerca de 20 espécies de Clusiaceae. A morelloflavona
consiste no primeiro biflavonoide conhecido do tipo flavanona-(3—8")-flavona e foi isolada a partir
das sementes de G. morella em 1967 (LI et al., 2002). Este tipo de substancia, incluindo GB1 e
GBl1a, apresenta complexidade espectral a temperatura ambiente, devido a barreira rotacional em
torno da ligagdo (C3—C8") entre as unidades flavanona e flavona, resultando na formagdo uma
mistura de atropoisémeros (HAN et al., 2005; LI et al., 2002).

Nos géneros Allanblackia, Clusia, Garcinia (sinonimia Rheedia), Pentadesma,
Pentaphalangium e Symphonia tém-se destacado a ocorréncia de biflavonoides dos tipos GB1,
GB-1a, morelloflavona e amentoflavona.

Uma caracteristica marcante de Garcinia e dos demais géneros da familia Clusiaceae é
0 padrdo de ligacdo entre os seus mondémeros, sendo mais abundante o tipo (C-3—C-8"), com
oxigenacgOes frequentes em C-4', C-5', C-7', C-5", C-7" e C-4™, observando-se variacfes nas
substituicdes em C-7" como glicosilagbes e/ou sulfatagdes, metoxilagdes em C-4' e C-4™ e
oxidacdo adicional em C-3' nos diferentes derivados.

O estudo quimico dos extratos polares de galhos e folhas novas de C. columnaris
conduziu ao isolamento de sete biflavonoides, séo eles, GB-la, GB-2a, GB-2a-7”-O-
glicopiranosideo, morelloflavona, morelloflavona-7"-O-glicopiranosideo, volkensiflavona e
volkensiflavona-7-O-glicopiranosideo (COMPAGNONE et al., 2008). Dos frutos de C.
guaviarensis foram isolados a morelloflavona e a morelloflavona-77-O-glicopiranosideo
(MARTINEZ; MORENO; DELLE MONACHE, 1996). Ja do extrato etanolico dos frutos de C.
paralicola foram isolados GB1-7"-O-glicopiranosideo e GB1la-7"-O-glicopiranosideo
(FERREIRA; CARVALHO; SILVA.,2012; FERREIRA et al., 2012a). Na Figura 9 sédo

ilustradas as estruturas dos biflavonoides isolados a partir de espécies de Clusia.
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Tipo GB1 Tipo GB-1a

OH o OH o
GB1-7"-0-glicopiranosideo GB-1a R1=R3=R4=R5=0H; R2=R6=H
GB-1a-7"-0-glicopiranosideo R1=R3=R5=0H; R2=R6=H; R4=0Gli
GB-2a R1=R3=R4=R5=R6=0H; R2=H
GB-2a-7"-0-glicopiranosideo R1=R3=R5=R6=0H; R2=H; R4=0Gli

Tipo Morelloflavona

OH o

Morelloflavona R1=H; R2=R3=R4=0H
Morelloflavona-7"-O-glicopiranosideo R1=H; R2=0Gli; R3=R4=0OH
Volkensiflavona R1=R4=H; R2=R3=0H
Volkensiflavona-7"-0O-glicopiranosideo R1=R4=H; R2=0Gli; R3=OH

Figura 9. Biflavonoides isolados de espécies de Clusia.

Os biflavonoides da familia Clusiaceae tém sido investigados quanto as suas acgdes
antibacteriana, antifingica, anti-inflamatdria, antinociceptiva, antioxidante, antiparasitaria,
antiviral, antitumoral, citotoxica, imunomoduladora e hipolipidémica, com resultados
promissores na maioria dos casos (GONTHO et al., 2012; LIN et al., 1997; OLALEYE;
FAROMBI, 2006; OTUKI et al., 2011; PANG et al., 2009; VERDI et al., 2004). Dentre os
biflavonoides farmacologicamente ativos, merecem destaque a amentoflavona, morelloflavona,
GBL1 e Kolaviron (mistura dos biflavonoides GB1, GB2 e kolaflavanona na proporcéo 2:2:1),
em razdo do expressivo numero de trabalhos cientificos que demonstram seu potencial
farmacologico.

Os biflavonoides GB-2a, morelloflavona, morelloflavona-7-O-glicopiranosideo e
volkensiflavona demonstraram promissora atividade analgésica, sendo considerados 0s
principais responsaveis pela acdo analgésica da espécie G. gardneriana (LUZZI et al., 1997).
CASTARDO et al. (2008) relataram que morelloflavona e GB-2a possuem atividade anti-

inflamatdria oral no modelo de edema de pata de rato induzido por carragenina.
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Além das consideracdes acima, vale a pena ressaltar que os biflavonoides, incluindo os
de Garcinia, sdo compostos farmacologicamente ativos com vantagens farmacocinéticas frente
aos flavonoides monoméricos; dentre estas vantagens, pode-se citar a maior biodisponibilidade
destes metabolitos em comparacao aos flavonoides simples (IWU,1985). De forma geral, pode-
se estabelecer que o potencial farmacologico descrito para os biflavonoides contribui de

maneira singular para as propriedades medicinais destas especies.

1.1.5 Flavonas C-glicosideos

Devido as suas diferencas estruturais e biogenéticas em relacdo a outros flavonoides, as
flavonas C-glicosideos sdo consideradas como uma sub-classe excepcional e de ocorréncia
mais abundante na natureza quando em comparacdo a outras familias de flavonoides C-
glicosideos (TALHI; SILVA, 2012). Historicamente, a primeira descoberta de flavonoides C-
glicosideo foi no século XIX, onde escoparina (1851), vitexina (1898) e saponarina (1906)
foram isoladas e, muito posteriormente, caracterizadas (BANDYUKOVA; YUNGI, 1981).
Flavonoides C-glicosideos diferem de O-glicosideos tendo o substituinte aglcar ligado via
carbono anomérico diretamente ao esqueleto do flavonoide por uma ligacdo C-C, geralmente
nas posicbes C-6 e C-8 do anel A. Isto resulta em maior resisténcia a hidrdlise e novas
propriedades bioldgicas (TALHI; SILVA, 2012).

Poucos dados estdo disponiveis acerca da biogénese de flavonas C-glicosideos
(BRAZIER-HICKS et al., 2009). As flavanonas, que sdo intermediarios na via dos flavonoides,
sd0 0s precursores mais provaveis. Estudos em trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum)
demonstraram que a 2-hidroxiflavanonas foram submetidas a catélise enzimatica e atuaram
como precursores diretos na biossintese de flavonas C-glicosideo (KERSCHER; FRANZ,
1988). Em cereais (Figura 10), a flavanona (A) também sofre conversdo a 2-hidroxiflavanona
(B1), que existe em equilibrio com a sua forma de cadeia aberta (B2), este ultimo parece ser
atacado pela enzima C-glicosiltransferase (CGT) para produzir 2-hidroxiflavanonas C-
glicosideo (C, C1-C3). Em seguida, ocorre a desidratacdo para serem obtidas as flavonas 6C-
glicosideo (D) e 8C-glicosideo (E) (BRAZIER-HICKS et al., 2009).

A ocorréncia de flavonas C-glicosideos no género Clusia foi verificada em cerca de
cinco especies vegetais, sendo estes metabolitos comumente isolados a partir de extratos de
folhas destas plantas. De folhas de C. sandiensis foi isolada a nova flavona identificada como
vitexina-2”-O-ramnosideo-6-acetato e vitexina-2”-O-ramnosideo (DELLE MONACHE,

1991). De folhas de C. columnaris Engl. foram isoladas a vitexina, isovitexina e vitexina-2”-
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xilosideo (COMPAGNONE et al.,, 2008). Com o0 uso da técnica de cromatografia em
contracorrente foram isoladas a partir de folhas de C. criuva Cambess a vitexina e a isovitexina
(CHEDIER et al., 1999). De folhas de C. fluminensis foram isoladas a vitexina, isovitexina,
orientina e isoorientina (EL-SHARKAWY et al., 2007).

Chalcona
o
gl

@ R
OH ‘o Flavanona A

HOW‘ wc &
2- H1dr0x1—ﬂavanona
AGT
Gli
HO. oH Ry
-l O
. . -
OH o] o] C 1

HO.
2

Figura 10. Biossintese de flavonas-C-glicosideo em plantas (Adaptado de BRAZIER-HICKS
et al., 2009).

1.1.6 Aspectos bioldgicos

1.1.6.1 Atividade antimicrobiana

Nos altimos anos, tem-se aumentado o interesse no aproveitamento de fontes naturais,
principalmente no que se refere as plantas para o uso farmacéutico, sendo que, na Gltima década
houve um significativo crescimento no uso de medicamentos fitoterapicos (BRESOLIN;
CECHINEL FILHO, 2010). O grande interesse nos produtos naturais € explicado em parte pelo

uso indiscriminado de antibiéticos que tem selecionado micro-organismos multirresistentes e
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em decorréncia da necessidade de se buscar novas substancias antimicrobianas (ROZATTO,
2012; SILVA JUNIOR et al., 2009).

Diversos produtos de origem vegetal mostram ser potencialmente interessantes, no que
se refere a sua atividade antimicrobiana (ALVES et al., 2009). Na familia Clusiaceae varias
espeécies ja foram testadas em relacdo ao seu potencial antimicrobiano e resultados promissores
tém sido relatados na literatura (ALMEIDA et al.,, 2008; MONZOTE et al., 2011,
POLICEGOUDRA et al., 2012; RIBEIRO et al., 2011; XU et al., 2013; KUETE et al., 2007).
Extratos obtidos a partir da espécie Garcinia kola apresentaram promissora atividade
antimicrobiana frente a bactérias dos géneros Streptococcus e Staphylococcus. Estudos
fitogquimicos bioguiados destes extratos conduziram ao isolamento do biflavonoide GB1 que se
revelou um promissor antibacteriano natural (XU et al., 2013). Extratos de diferentes partes
vegetais da espécie G. lancifolia apresentaram atividade antimicrobiana frente as bactérias
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, S. mutans, Bacillus subtilis, dentre outros micro-
organismos (POLICEGOUDRA et al., 2012). As benzofenonas nemorosona, guttiferona A e 7-
epiclusianona isoladas a partir de espécies de Clusiaceae apresentaram atividade frente a S.
aureus e S. mutans, revelando um promissor potencial desta familia na busca de novos
potenciais farmacos (ALMEIDA et al., 2008; MONZOTE et al., 2011). Com relagdo ao género
Clusia, foi reportada a atividade antimicrobiana para a espécie vegetal C. burlemarxii
(RIBEIRO et al., 2011).

1.1.6.2 Atividade inseticida

A Musca domestica Linn. (1758) (Diptera: Muscidae), € uma espécie de grande
importancia médico sanitaria, pois atua como potencial vetor mecanico e/ou bioldgico de
diversos agentes etioldgicos, como virus, bactérias, cistos de protozoarios e ovos de helmintos
(BERNARDI et al., 2006). Elevados indices de infestacdo por Musca domestica causam sérios
problemas em criagcdes animais, pois atuam como agentes causadores de estresse e veiculadores
de micro-organismos patogénicos, podendo levar animais a morte (BARBIERI JUNIOR et al.,
2007). Os impactos observados tém motivado a busca de métodos aplicaveis ao controle destes
insetos.

O controle de M. domestica, feito basicamente com o uso de produtos quimicos nao
seletivos, tem ocasionado diversos problemas, entre eles, prejuizos aos organismos benéficos,
surgimento de populagdes resistentes e contaminagdo ambiental. Com base nesses fatores tém

sido estudados novos métodos de controle, que sejam menos agressivos a0 meio ambiente,
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causem menor impacto ao ecossistema e garantam a manutencdo de populacdes de insetos ndo
alvo, como é o caso dos inimigos naturais (FREITAS, 2008).

Entre as alternativas estudadas destacam-se os inseticidas produzidos a partir de extratos
vegetais. O uso de fitoextratos para o controle de insetos, por tratar-se de produtos naturais que
fazem parte do ecossistema, pode ser uma estratégia viavel, diminuindo o impacto sobre 0 meio
ambiente (ROEL, 2001). Alguns trabalhos na literatura relatam a atividade inseticida de
extratos vegetais e 0Oleos essenciais frente a M. domestica. O dleo essencial das folhas de
Heliotropium stenophyllum (Heliotropiaceae) apresentou significativa atividade inseticida
frente a M. domestica com LCs igual a 1,09 mg dm™ (URZUA et al., 2013). Ja extratos foliares
de Cichorium intybus L. (Asteraceae) apresentaram valores de LCso 65,8 mg Kg™ para estagio
larval e LDsp igual a 0,112 pg/inseto para insetos adultos, demonstrando potente atividade
inseticida. O estudo fitoquimico bioguiado desta espécie vegetal conduziu ao isolamento de
dois potenciais novos inseticidas lactucopicri-15-oxalato e chicoralexina, que podem vir a atuar
futuramente no controle de M. domestica (MANSOUR; IBRAHIM; ELGENGAIHI, 2014).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Geral

- Contribuir para o conhecimento da composic¢do quimica e do potencial bioldgico de

trés espécies de Clusia.

1.2.2 Especificos

- Isolar e identificar metabolitos especiais de frutos de C. nemorosa e C. paralicola e
folhas de C. lanceolata por técnicas cromatograficas e espectroscopicas;

- Avaliar a atividade de fracBes e extratos de Clusia como agentes antifingicos e
antibacterianos visando o controle de micro-organismos patogénicos;

- Avaliar a atividade de fracdes e extratos de Clusia como agentes inseticidas frente a

Musca domestica.
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1.3 MATERIAIS E METODOS
1.3.1 Material vegetal

Os frutos de Clusia nemorosa foram coletados em janeiro de 2012 e, posteriormente, em
janeiro de 2013 no campus da UFRPE, em Recife - PE, e uma exsicata encontra-se depositada
no herbario desta instituicdo (PEUFR) sob o0 nimero 51474.

As folhas de Clusia lanceolata foram coletadas em abril de 2012, na restinga de
Grumari no Rio de Janeiro — RJ. Uma exsicata foi depositada no herbario da Universidade
Federal Rural do Rio de janeiro (RBR) sob 0 nimero 35424.

Os frutos de Clusia paralicola G. Mariz foram coletados em maio de 2010, no
municipio de Cruz do Espirito Santo — PB, e uma exsicata encontra-se depositada no herbario
da Universidade Federal da Paraiba (JPB) sob o0 nimero 7455.

1.3.2 Preparacdo dos extratos
1.3.2.1 Obtencao dos extratos e fracdes de Clusia nemorosa (1° coleta)

O material coletado foi seco em estufa (50 °C) obtendo-se 130 g dos frutos secos que foram
triturados em liquidificador e submetidos a extracdo em diclorometano até completa exaustdo.
Posteriormente, este material foi submetido a extracdo com metanol. O material extraido foi
concentrado em rotaevaporador a 45 °C sob pressdo reduzida e foram obtidos os extratos em
diclorometano (15 g) e em metanol (27 g).

O extrato em metanol (20 g) foi solubilizado em uma mistura metanol:agua e particionado
com solventes de polaridade crescente dando origem as fragcBes em cloroférmio (1,8 g), acetato de
etila (9,0 g) e butanol (3,5 g).

1.3.2.2 Obtencao dos extratos e fracdes de Clusia nemorosa (2° coleta)

O material coletado foi seco em estufa (50 °C) obtendo-se 500 g dos frutos secos que foram
triturados em liquidificador e submetidos & extragdo em hexano até completa exaustdo.
Posteriormente, este material foi submetido a extracdo com etanol. O material extraido foi
concentrado em rotaevaporador a 45 °C sob pressdo reduzida e foram obtidos os extratos em
hexano (97,0 g) e em etanol (110,7 g).

O extrato em etanol (37 g) foi solubilizado em uma mistura metanol:agua e particionado
com solventes de polaridade crescente dando origem as fragdes em hexano (9,2 g), cloroférmio (8,6
0), acetato de etila (13,6 g) e butanol (5,2 g).

1.3.2.3 Obtencéo dos extratos e fracdes de Clusia lanceolata
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O material coletado foi seco a temperatura ambiente obtendo-se 230 g folhas secas que
foram trituradas em liquidificador e submetidas a extracdo em diclorometano e, posteriormente,
em metanol. O material extraido foi concentrado em rotaevaporador (45 °C) resultando no
extrato em diclorometano (23 g) e em metanol (20 g).

O extrato em metanol (17 g) foi solubilizado em uma mistura metanol:agua e
particionado com solventes de polaridade crescente dando origem as fracbes em hexano (1,6 g),
cloroférmio (1,5 g), acetato de etila (3,5 g) e butanol (2,0 g).

O procedimento de obtencédo do extrato e fragdes de frutos de C. paralicola foi realizado
pela autora durante seu curso de mestrado e a metodologia pode ser encontrada em
FERREIRA, 2011.

1.3.3 Métodos Cromatogréaficos
1.3.3.1 Cromatografia em Coluna (CC) e Cromatografia em Camada Delgada Analitica
(CCDA)

A cromatografia em coluna foi realizada tendo como suporte Sephadex LH-20
(Amersham Biosiences, Suécia) e silica gel (230-400 mesh e 70-230 mesh, Vetec). Para
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foram usadas cromatofolhas de silica
gel 60F,54 (Merck) e como reveladores foram utilizados, além da deteccdo por irradiacéo

ultravioleta (254 e 366 nm), solucdes de cloreto férrico, sulfato cérico e vanilina.

1.3.3.2 Cromatografia com fase Gasosa (CG) acoplada a Espectrometria de Massas (EM)
Os espectros de massa de baixa resolucdo foram registrados em cromatdgrafo com fase
gasosa GC/EM-QP2010 Plus Shimadzu acoplado a espectrébmetro de massas com analisador

quadrupolo e ionizacdo por impacto de elétrons, 70 eV. A programacao utilizada foi a seguinte:

Temp. Temp. Fluxo na | Gas de | Rampa (r) Temp.
Forno Injetor Col. Arraste Corrida
50-240°C | 260 °C 1 mL/min. Hélio 5 °C/min. 68.5 min.

1.3.3.3 Cromatografia Liquida (LC) - Espectrometria de Massas (MS)

As andlises em LC-MS foram realizadas em um cromatografo acoplado a um
espectrdmetro de massas da marca Bruker Daltonics (Billerica), modelo Esquire 3000 Plus,
equipado com fonte de ionizacdo por electrospray (ESI) e analisador ion trap, operando no

modo positivo.

43



1.3.4 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear, H e B3C (incluindo experimentos
bidimensionais), foram registrados em espectrometros Brucker, modelos Advance Il, operando
com frequéncias 400 e 500 MHz para *H e 125 e 100 MHz para **C. Como referéncia interna
foi usado tetrametilsilano ou residuo de solvente como acetona, CHCI;DMSO, MeOH e
piridina, nos respectivos solventes deuterados. Os deslocamentos quimicos (3) foram obtidos

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

1.3.5 Espectroscopia no Infravermelho (1V)
Os espectros de absorcdo no infravermelho foram obtidos em filme sobre cela de KBr
(6000-600 cm™) e ATR, empregando-se um espectrometro VERTEX-70 com transformada de

Fourier.

1.3.6 Dicroismo Circular (CD)
Os espectros de dicroismo circular foram obtidos empregando-se um espectrémetro

UV/VIS J-815, da JASCO, usando solucdo com metanol em célula de 1x1x3 cm.

1.3.7 Rotacao Especifica |a]
A rotacdo especifica foi medida em um polarimetro KRUSS OPTRONIC GERMANY.

1.3.8 Isolamento dos constituintes quimicos
1.3.8.1 Fracionamento dos extratos e fracdes de frutos de C. nemorosa (1° coleta)
1.3.8.1.1 Estudo do extrato em diclorometano (FCNDCM)

O extrato em diclorometano (11 g) foi fracionado (Coluna A) utilizando-se silica gel 70-
230 Mesh como fase estacionaria e como fase movel, eluicdo em modo isocratico, foram
utilizados os solventes diclorometano, acetato de etila e metanol. Ap6s remocao do solvente a
vacuo, foram obtidas 3 fracGes (A1-A3).

A fracdo A2 (3,1 g), que foi eluida com acetato de etila, foi submetida a novo
fracionamento (Coluna B) em silica gel. Os eluentes usados foram as misturas de
Hexano:Diclorometano DCM (0—100%) e DCM:AcOEt (0—100%) com gradiente crescente
de polaridade, finalizando com metanol (MeOH). Das 12 fragdes (B1-B12) obtidas, apos
analise de CCDA, foi isolada uma substancia pura denominada FCN1 (65,0 mg), que se

apresentou como um sélido amorfo branco.
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A oitava fracdo (B8) foi submetida a nova CC (Coluna C) utilizando-se Sephadex LH-
20 como fase estacionaria e MeOH como fase movel, fornecendo 6 fragbes (C1-C6). A fracédo
C3 (75,0 mg) foi submetida a novo fracionamento (Coluna D) em silica gel empregando-se
como eluente a mistura de Hexano:AcOEt (0—100%) com gradiente crescente de polaridade,
finalizando com MeOH. Das 6 fragdes (D1-D6) obtidas foi isolada uma substancia pura
denominada FCN2 (35,0 mg), que se apresentou como um soélido viscoso amarelo.

A fracdo Al (5,4 g), eluida com diclorometano, foi submetida a novo fracionamento em
silica gel (Coluna E). Os eluentes usados foram as misturas de Hexano:DCM (0—100%) e
DCM:AcOEt (0—100%) com gradiente crescente de polaridade, finalizando com MeOH. Das
20 fracdes (E1-E12) obtidas, apos analise de CCDA, foram isoladas duas substancias puras
denominadas FCN3 (20,0 mg) e FCN4 (10,0 mg), que se apresentaram como cristais brancos.

Ver representacdo do procedimento no Esquema I.

Extrato em CH,CI,

(11a)
CC (SiOy)
| |
Fracdo Al Fracdo A2 Fracdo A3
(540) (3.1a)
CC (Si0,) CC (Si0y)
20 Fracdes ~
E1E20) 12 Fragdes
FCN3
FCN1
20 mg 65 mg
FCN4
10 Fracdo 8
mo (B8)
CC (Sephadex LH-20)
CC (SiOy)
v
FCN2
35 mg

Esquema 1. Isolamento das substéncias do extrato em diclorometano de frutos de C. nemorosa.
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1.3.8.1.2 Estudo do extrato em metanol (FCNM)

O extrato metanolico foi fracionado através de particdo com solventes organicos como
apresentado no esquema Il. A fragdo em acetato de etila de frutos de C. nemorosa FCNAE,
proveniente da partigdo, foi fracionada em Sephadex LH-20 (Coluna F) usando como eluente
MeOH, resultando em 5 fracbes (F1-F5). A fracdo F4 foi fracionada em Sephadex LH-20
(Coluna G) usando MeOH. Das 9 fraces (G1-G9) obtidas, foram isoladas duas substancias
puras denominadas FCN5 (5,0 mg) e FCN6 (5,0 mg), que foram obtidas como um sélido
marrom e como um sélido amorfo amarelo, respectivamente.

A fracdo F5 foi submetida a nova CC (Coluna H) em silica gel usando como fase moével
uma mistura de CHCI3:MeOH (0—100%) com gradiente crescente de polaridade. Das 12
fracOes (H1-H12) obtidas, apds anélise de CCDA, foram isoladas a substancia FCN7 (35,0 mg)
na forma de cristais brancos e FCN8 (5,0 mg) na forma de um solido cristalino marrom. Ver
representacdo do procedimento no Esquema I1.

Extrato em MeOH
(200)

Particdo liquido-liquido

Fracdo CHCl;
(1,89)

Fracdo AcOEt

(9,00)

Fracdo BuOH
(5.29)

CC (Sephadex LH-20)

5 Fracgdes
(F1-F5)
| |
Fracdo 4 Fragdo 5
(F4) (F5)
CC (Sephadex LH—ZO)l l CC (5i0)
2
FCNS FCN7
5mg
FCNG > FCN8
3mg 5 mg

Esquema I1. Isolamento das substancias do extrato em metanol de frutos de C. nemorosa.

1.3.8.2 Fracionamento dos extratos e fracdes dos frutos de C. nemorosa (2° coleta)
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1.3.8.2.1 Estudo de extrato em etanol (FCNE)

O extrato obtido com etanol foi fracionado através de particdo com solventes conforme
apresentado no esquema Ill. A fracdo em cloroférmio FCNC2 (7,0 g), proveniente da parti¢éo,
foi fracionada (Coluna A) em silica gel usando como fase moével a mistura de solventes
Hexano:CHCl; (0—100%), CHC3:AcOEt (0—100%) e AcOEt:MeOH (0—100%) com
gradiente crescente de polaridade. Das 21 fragdes (A1-A21) obtidas, apds analise de CCDA, foi
isolada a substancia FCN9 (50,0 mg) na forma de um sélido branco.

A fracdo A6 foi submetida & nova CC (Coluna B) em Sephadex LH-20 usando como
eluente a mistura de CHCI3:MeOH (1:1). Das 5 fracdes (B1-B5) obtidas, foi isolada a
substancia FCN10 (5,0 mg) obtida na forma de um s6lido amarelo.

A fracdo em AcOEt FCNAE2 (10,0 g), proveniente do extrato em etanol, foi fracionada
(Coluna C) em silica gel usando como fase mdvel a mistura dos solventes CHCI3: MeOH
(0—100%) com gradiente crescente de polaridade, fornecendo 15 fragdes (C1-C15). A fracdo
C2 foi submetida a nova CC (coluna D) em silica gel tipo flash empregando como eluente
misturas de CHCI3:MeOH (0—100%), fornecendo duas fragdes (D1-D2). A fracdo D1 forneceu
FCN12 (20,0 mg) na forma de cristais brancos. A fracdo C5 foi fracionada (Coluna E) em silica
gel, fase mével CHCI3:MeOH (0—100%), fornecendo 4 fragdes (E1-E4). A fracdo E2 forneceu

FCN11 (50,0 mg) na forma de cristais brancos. Ver o procedimento no Esquema I11.

Extrato em EtOH
(379)

| Particéio liquido-liquido

Fracdo Hexano Fracdo CHCl; Fracdo AcOEt Fracdo BUOH
9,29) (7,0 g) (10,0 9) (5.29)
CC (Si0y) | CcC (Si02)
21 FracBes 15 Fragoes
(A1-A21) (C1-C6)
| |
FCN9|  Fracio 6 Fracéo 2 Fracdo 5
50 mg (A6) (C2) (C5)
CC (Sephadex LH-20)| lCC (Si0,) lCC (Si0y)
5 Frag0es
(B1-B5) FCN12 FCN11
v 20 mg 50 mg
FCN10 5 mg
Esquema I11. Isolamento das substancias do extrato em etanol de frutos de C. nemorosa.
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1.3.8.3 Fracionamento dos extratos e fracdes das folhas de C. lanceolata
1.3.8.3.1 Estudo do extrato em metanol (FCLM)

O extrato obtido com metanol de folhas de C. lanceolata foi submetido & particdo com
solventes organicos conforme apresentado no esquema IV. A fragdo em acetato de etila
FCLAE, proveniente da particdo, forneceu 110 mg de um solido amarelo pouco solGvel em
MeOH denominado substancia FCL.

A fracdo FCLAE foi fracionada (Coluna A) em Sephadex LH-20 usando como eluente
MeOH, fornecendo 6 fragfes (Al-A6). A fracdo A5 forneceu uma substancia pura FCL1 (5,0
mg), que se apresentou como um sélido amarelo. A fracdo A4 foi submetida a nova CC
(Coluna B) em Sephadex LH-20 com MeOH. Das 4 fracdes (B1-B4) obtidas, a fracdo B3
forneceu FCL2 (12,0 mg) na forma de um sélido amarelo amorfo. A fracdo A2 foi fracionada
(Coluna C) em Sephadex LH-20 usando como eluente MeOH. Das 10 fragbes (C1-C10)
obtidas, a fracdo C4 forneceu FCL3 (40,0 mg) na forma de um solido amarelo. Ver o

procedimento no Esquema IV.

Extrato em MeOH
(209)

Particdo liquido-liquido

Fracdo Hexano Fracdo CHCl; Fracdo AcOEt Fracdo BUOH
(1,60) (1,5 q) (3.50) (2,00)
l CC (Sephadex LH-20)
FCL
6 Fracdes
110mg | (a1-A8)
| |
Fracdo 2 v Fracdo 4
(A2) FCLL (A0
5mg
CC (Sephadex LH-ZO)l CC (Sephadex LH—ZO)l
FCL3 FCL2
40 mg 12 mg

Esquema IV. Isolamento das substancias do extrato em metanol de folhas de C. lanceolata.
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1.3.8.3.2 Estudo do extrato em diclorometano (FCLDCM)

O extrato em diclorometano (20 g) foi fracionado (Coluna D) utilizando-se silica gel 70-
230 Mesh como fase estacionéria e como fase mdvel, eluicdo em modo isocratico, foram
utilizados os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Ap6s remocéao do
solvente a vacuo, foram obtidas 4 fragdes (D1-D4), conforme apresentado no esquema V.

A fracdo D2 (7,0 g), eluida com diclorometano, foi submetida a novo fracionamento em
silica gel (Coluna E). Os eluentes usados foram as misturas de Hexano:DCM (0—100%) e
DCM:AcOEt (0—100%) com gradiente crescente de polaridade, finalizando com MeOH. Das
14 fracdes (E1-E14) obtidas, apo6s analise de CCDA, foram obtidas, apds lavagem em MeOH,
as substancias denominadas FCL4 (1,2 g) e FCL5 (30,0 mg), que se apresentaram como
cristais brancos.

A fracdo D3 (10,0 g), eluida com acetato de etila, foi submetida a novo fracionamento
em silica gel (Coluna F). Os eluentes usados foram as misturas de DCM:AcOEt (0—100%) e
AcOEt:MeOH (0—100%) com gradiente crescente de polaridade. Das 10 fragfes (F1-F10)
obtidas, ap6s analise de CCDA, foi obtida a substancia denominada FCL6 (70,0 mg), que se
apresentou na forma de um sélido amorfo verde. A fracdo F5 foi submetida a nova CC (Coluna
G) em silica gel e como fase movel foi utilizada a mistura de DCM:AcOEt (0—100%) com
gradiente crescente de polaridade, finalizando com MeOH. Das 4 fracdes (G1-G4) obtidas, foi
isolada a substancia denominada FCL7 (35,0 mg), que se apresentou como um soélido viscoso

amarelo. Ver o procedimento no Esquema V.
Extrato em DCM

(209)
|
| | CC (Si0,) |
Fracdo Hexano Fracdo DCM Fracdo AcOEt Fracdo MeOH
D1 D2 (7 q) D3 (10 g) D4
‘ CC (SiOy) CC (Si0y)
14 Fragdes 10 Fragdes
E1-E14 (F1-F10)
l l l Fracdo 5
FCL4 FCL6 (F5)
FCL5 -
70
1,29 30 mg mg lCC (Si0,)
FCL7
35 mg

Esquema V. Isolamento das substancias do extrato em diclorometano de folhas de C.
lanceolata.
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1.3.8.4 Fracionamento dos extratos e fracdes dos frutos de C. paralicola
1.3.8.4.1 Estudo do extrato em etanol (FCPE)

O extrato obtido com etanol foi submetido a particdo com solvente e obtiveram-se as
fragdes FCPH (12 g) e FCPAE (9 g). A fracdo FCPAE (8,0 g), fracdo em acetato de etila, foi
fracionada (Coluna A) em Sephadex-LH20 usando a mistura de CHCI3:MeOH (1:1) como
eluente, resultando em 8 fracdes (A1-A8). A fracdo A5 foi submetida a nova CC (Coluna B) em
silica gel tendo como fase movel a mistura de Hexano:AcOEt (0—100%) ¢ AcOEt:MeOH
(0—100%) com gradiente crescente de polaridade, fornecendo 17 fragdes (B1-B17). A fragéo
B3 foi submetida a Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) empregando-se
como eluente uma mistura de DCM: MeOH (95:5) resultando na obtencdo de cristais amarelos
em forma de agulhas, substancia FCP1 (4,0 mg).

A fracdo B12 foi submetida a fracionamento em CC (Coluna C) em silica gel tendo
como fase moével a mistura de CHCl3:MeOH (0—100%) com gradiente crescente de
polaridade. Das 10 fracdes (C1-C10) obtidas, apds analise de CCDA, foram obtidas as
substancias puras FCP2 (40,0 mg) e FCP3 (35,0 mg), que se apresentaram na forma de um
solido amarelo. A fracdo B13 foi parcialmente dissolvida em acetona fornecendo um
precipitado amarelo, denominado substancia FCP4 (2,0 mg). Ver o procedimento no Esquema

VI. Fracdo AcOEt
(8,09)
| CC (Sephadex LH-20)

8 Fracgdes
(A1-A8)

Fracdo 5
(A5)

| CC(SiOy,)

17 FracGes
(B1-B17)

Fragéo 3 Fracéo 12 Fracéo 13
(B3) (B12) (B13)

l CCDP l l CC (Si0,) lAcetona

'ZCPl FCP2  FCP3 FCP4
Mg 40mg  35mg 2mg

Esquema VI. Isolamento das substancias da fracdo em acetato de etila de frutos de

C.paralicola.
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1.3.8 Preparacao de derivados
1.3.8.1 Metilacdo da vitexina (2)

A preparagédo do diazometano foi realizada adicionando-se 2,14 g de n-metil-n-nitroso-
sulfonamida (Diazald) em um baldo em banho de gelo. Em seguida, acrescentou-se 30,0 mL de
éter etilico para solubilizacdo do reagente. Posteriormente, foram acrescentados, gota a gota,
10,0 mL de uma solucédo 4,0% de KOH em etanol. Tampou-se o baldo em agitacdo magnética
leve até homogeneizacdo. Adaptou-se o baldo ao kit de destilacdo Diazald com aquecimento
brando. Apds destilagdo, o diazometano foi condensado em solucéo etérea resfriada em banho
de gelo. O produto foi mantido em geladeira até a utilizacdo do mesmo (CARVALHO et al.,
2006).

A reacgdo de metilagdo do composto 2 foi realizada adicionando-se 10 mg do composto 2
e 10 mL de solucdo etérea de diazometano, em um recipiente de 30 mL, observando-se
desprendimento gasoso (N2), que é um indicio de reacdo. Ao final do procedimento, obteve-se

10,5 mg do composto 2a.

1.3.9 Ensaios biologicos
1.3.9.1 Atividade antimicrobiana

Amostras dos extratos e fracoes de frutos de C. nemorosa e de folhas de C. lanceolata
foram enviadas para avaliagdo da atividade antimicrobiana, esta parte do trabalho foi
desenvolvida em colaboracdo com a professora Dr®. Daniela Sales Alviano no Laboratdrio
de Estruturas de Superficie de Microrganismos na UFRJ.

Os micro-organismos e condicGes de cultivo empregados nos ensaios foram:

>  Bactéria Gram-positiva - Staphylococcus aureus MRSA (BMB 9393), cepa
clinica isolada no Hospital Clementino Fraga Filho, UFRJ e cultivada em &gar infusdo de
cérebro e coracdo bovinos (BHI) e crescido por 24 h a 37°C;

»  Fungos leveduriformes - Candida albicans ATCC 10231, Cryptococcus
neoformans T;-444 Sorotipo A — formas clinicas obtidas da Universidade Federal de Séo Paulo,
UNIFESP-SP. Todos foram cultivados em &gar Sabouraud e crescidos por 48 h em temperatura
ambiente;

»  Fungo filamentoso — Rhizopus oryzae cedido pela Universidade Catolica de
Pernambuco (UCP 1506), foi cultivado em agar batata dextrose (PDA) e crescido por 5 dias em

temperatura ambiente.
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As solucdes dos extratos e fragdes foram preparados dissolvendo-se 10 mg de cada
amostra em 100 uL de DMSO (concentracdo final igual a 100 mg/mL).

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

Para observacdo da CIM, foram adicionados inicialmente 5uL dos extratos e fracfes em
placas de 96 pogos, foram feitas microdiluicdes seriadas das substancias em meio de cultivo
RPMI-MOPS (pH 7,2) para fungos e Mueller-Hinton para bactérias.

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

Os fungos leveduriformes foram crescidos em agar Sabouraud por 24 horas a 37°C e 0
filamentoso por 3 dias, em &gar dextrose batata (PDA), em temperatura ambiente. O inoculo
inicial foi obtido através de suspensdo em agua para determinar uma D.O. entre 0,8 — 0,1 em
530 nm. Foram feitas dilui¢cdes do inoculo 1:50 (10 uL em 500 pL de meio) e, deste, 1:20 (100
puL em 2000 pL de meio). Foi adicionado em cada po¢o 100uL do inoculo, em um volume final
de 200 pL de meio adicionado com amostra teste em suas respectivas diluigdes, obtendo uma
suspensdo de 5 x 10 a 2,5 x 10® UFC/mL para os fungos leveduriformes e 0,4 x 10* a 5 x 10°
para fungos filamentosos.

A CIM, tanto para os fungos como para a bactéria, foi determinada, apds incubacéo,
visualmente pela turvacdo e pela adi¢do do corante de viabilidade resazurina (0,005% em PBS
pH 7,2), que quando metabolizado pelas células, € reduzido a rezorufina mudando a cor de roxa

para rosa (Clinical and Laboratory Standards Institute- CLSI, 2008).
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1.3.9.2 Atividade inseticida
O presente trabalho foi realizado no laboratorio de Transmissores de Leishmanioses
Setor de Entomologia Médica e Forense IOC/FIOCRUZ pelo aluno do curso de

especializacdo em Entomologia Médica, Vitor dos Santos Baia Ferreira e sob a orientacéo da

professora Dr® Margareth Maria de Carvalho Queiroz.

O estudo envolveu a avaliacdo da bioatividade de extratos e fracGes de folhas de C.
lanceolata e frutos de C. paralicola nas concentracbes de 0,1, 0,3 e 0,5 mg/mL,
respectivamente, sobre larvas de Musca domestica. Para o bioensaio foram utilizadas larvas de
primeiro estagio.

Ap0s contato com as concentracfes dos extratos e fracOes, as larvas foram submetidas
a dieta a base de carne bovina putrefada e farelo de trigo na proporcédo de 1,0 g de dieta por
larva, foram empregados 5,0 g de carne para cada 1,0 g de farelo. Os ensaios foram
realizados em triplicata e foram feitos dois controles (DMSO e puro), cada um com 50
larvas. As observacGes foram realizadas diariamente até a pupacdo das larvas. Apos
abandonarem a dieta, as larvas foram pesadas em balanca analitica. Os parametros
utilizados para avaliacdo foram a viabilidade do desenvolvimento, duracdo de estagio da larva

e peso das pupas.
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
1.4.1 Determinacéo estrutural e identificacdo das substancias isoladas
1.4.1.1 Derivado de floroglucinol

A amostra FCN2 (35,0 mg), substancia 1, foi obtida na forma de um sélido amarelo
VisSC0S0 opticamente ativo, [o]p= -5,34 (MeOH, 0,16), a partir do fracionamento do extrato em
diclorometano dos frutos de C. nemorosa. A proposta de elucidacdo estrutural de FCN2 foi
realizada a partir da analise dos dados de UV, IV, RMN de H e 33C (1D e 2D), EM, CD e
comparagdo com dados de analogos estruturais descritos na literatura (DELLE MONACHE;
DELLE MONACHE; GACS-BAITZ, 1991; HOLTZEL et al., 1996; ZHONG; CHEN; YANG,
2008).

As absorcBes de IV (Figura 13) sugerem a presenca de grupos OH (3435 cm™),
carboxila (1708 cm™) e carbonila conjugada (1638 cm™). A férmula molecular foi deduzida
como Cj3;H4407 considerando o pico do ion pseudo-molecular [M-H]" com m/z 527,3220,
observado no espectro de TOF-ESI-MS (Figura 14), em conjunto com os dados dos espectros
de RMN de *H e DEPTQ (Figuras 16 e 17).

O espectro de RMN de *H (Figura 16) mostrou sinais entre o 0,86 e 1,80 caracteristicos
de grupos metilicos, sinais entre oy 2,1 a 3,50 que podem ser correlacionados a hidrogénios
alilicos e ligados a carbonos oxigenados e sinais em oy acima de 4,0 ppm que podem estar
representando hidrogénios de sistemas olefinicos. Considerando a frequéncia de compostos
contendo derivados de floroglucinol com grupos prenilados em espécies de Clusia (DELLE
MONACHE; DELLE MONACHE; GACS-BAITZ, 1991) fez-se analise do espectro de RMN
3C e comparagdo com modelos da literatura. A analise desses espectros [RMN de H e C
(DEPTQ)] (Figuras 16 e 17) permitiu fazer correlacdo de 1 com derivado de floroglucinol.
Estas substancias geralmente sdo isoladas como mistura de tautdmeros, apresentando equilibrio
ceto-endlico e, inclusive, com epimeros em diferentes estereocentros tornando 0s espectros de
RMN com caracteristica de mistura. O espectro de RMN de 13C apresentou sinais de carbono:
CHg, CH,, CH e carbonos quaternarios com valores proximos, caracteristicos das propriedades
estruturais relacionadas acima. A estrutura foi proposta com base em analises detalhadas dos
espectros de RMN 2D [COSY H-'H (Figura 18), HMQC (Figura 19) e HMBC (Figuras 20, 21
e 22)] e comparacdo destes dados com os das substancias conhecidas como adlupulona, acido
nemorosinico B e garcinenona F (DELLE MONACHE; DELLE MONACHE; GACS-BAITZ,
1991; HOLTZEL et al., 1996; ZHONG; CHEN; YANG, 2008). A comparacdo dos dados de
RMN de 3C da substancia 1 com adlupulona, isolada de Humulus lupulus L., revelou que 1
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continha atomos de carbono de um grupo C=0 em ¢ 205,5 (C-1), 191,9 (C-5) ¢ 6c em 170,4
(C-3) compativel com um sistema diendnico contendo equilibrio ceto-endlico. Os sinais de
carbonos quaternarios em o¢c 109,6 (C-4), 103,3 (C-2) e 60,9 (C-6), permitiu propor a unidade
ciclohexa-2,4-dien-1-ona na estrutura.

A analise do mapa de correlacbes de HMQC (Figura 19) e de HMBC (Figura 20)
sugeriu a presenca de duas unidades preniladas na substancia 1. No espectro de HMQC
verificaram-se correlagdes dos hidrogénios em oy 2,53 (d, J=7,3 Hz, 2H, H-22), o4 4,83-4,75
(m, sobreposi¢édo, 1H, H-23), 841,48 (s, 3H, H-25) ¢ 64 1,51 (s, 3H, H-26) com os carbonos em
dc 42,2 (C-22), 3¢ 116,8 (C-23), 6¢ 25,8 (C-25) ¢ 8¢ 17,8 (C-26), respectivamente. No HMBC
destacam-se as correlagdes observadas entre o sinal em oy 2,53 (H-22) com os sinais em dc
116,8 (C-23) ¢ 6¢ 135,6 (C-24), ¢ entre o sinal em 6y 4,83-4,74 (H-23) com os sinais em d¢ 42,2
(C-22), oc 135,6 (C-24), 6c 25,8 (C-25) e oc 17,8 (C-26), caracterizando uma unidade 3-
metilbut-2-en-1-il (C2,-Cy6) na substéancia 1.

>3 ——> HMBC H-22

Q) 28 — HMBC H-23
22

A segunda unidade prenilada foi caracterizada como um grupo lavandolil oxidado (C»-
C21). No espectro de HMQC (Figura 19) verificaram-se correlages dos hidrogénios em oy 2,26
(dl, J= 10 Hz, 1H, H-12a) e o4 2,08 (m, sobreposicdo, 1H, H-12b), 64 2,14 (m, sobreposicéo,
1H, H-13), 814,51 (sl, 1H, H-15a) e &4 4,52 (s, 1H, H-15b), & 1,48 (s, 3H, H-16), 52,14 (m,
sobreposicao, 2H, H-17), 4y 6,68 (t, J= 6,6 Hz, 1H, H-18) e 64 1,77 (s, 3H, H-21) com o0s
carbonos em 8¢ 40,6 (C-12), 6c 44,4 (C-13), 8¢ 114,2 (C-15), 8¢ 17,3 (C-16), 6¢ 33,3 (C-17), d¢c
142,5 (C-18) e 8¢ 11,3 (C-21). No espectro de HMBC destacam-se as correlagdes observadas
entre o sinal em oy 2,14 (H-13) com os sinais em ¢ 40,6 (C-12), 6¢ 145,8 (C-14), 6c 114,2 (C-
15), 8¢ 17,8 (C-16), 8¢ 33,3 (C-17) e 8¢ 142,5 (C-18), ¢ entre o sinal em 6y 6,68 (H-18) com os
carbonos em 8¢ 44,4 (C-13), 8¢ 33,3 (C-17), 8¢ 127,5 (C-19), 6¢ 172,2 (C-20) e 6¢ 11,3 (C-21),
entre outros sinais descritos na Tabela 1, justificando a presenca do lavandolil na estrutura 1,
como no acido nemorosinico B descrito por DELLE MONACHE, DELLE MONACHE e
GACS-BAITZ (1991).

COQH — HMBC H-13

—— HMBC H-18
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Ainda no mapa de correlagbes de HMQC foram observadas as correlagcbes dos
hidrogénios em 6y 3,53 (sext., J=6,8 Hz,1H, H-28), &4 1,75 (m, sobreposicdo, 1H, H-29a) e oy
1,45-1,50 (m, sobreposicao, 1H, H-29b), 6, 0,93/0,89 (t, J= 7,3 Hz, 3H, H-30) ¢ 644 1,18/1,15 (d,
J=6,8 Hz, 3H, H-31) com os carbonos em d¢ 40,7 (C-28), d¢c 26,6 (C-29), 6c 11,9 (C-30) e dc
17,2 (C-31), respectivamente. Esses sinais proximos tanto para hidrogénio como para carbonos
justificam a presenca de epimero em C-28. No HMBC destacam-se as correlacGes observadas
entre o sinal em &y 3,53 (H-28) com os sinais em &¢ 196,5 (C-27), 6c 26,6 (C-29), 6¢ 11,9 (C-
30) e 6¢ 17,2 (C-31), sugerindo a presenca do grupo 2-metilbutanoil na substancia 1.

307298 27 —> HMBC H-28

A posicdo desses substituintes foi deduzida pela anélise dos dados de HMBC (Tabela 1,
Figura 20). As correlacdes observadas no espectro de HMBC entre CH,(22) e CH»(12)/8¢ 205,5
(C-1), 6c 191,5 (C-5) e 6¢c 60,9 (C-6), permitiram localizar os grupos 3-metilbut-2-en-1-il e
lavandulil ligados ao C-6. A correlagdo entre o H-28 e os carbonos em d¢ 196,5 (C-27) e 103,5
(C-2) permitiu localizar o grupo 2-metil-butanoil na posicdo 2 da dienona. Os demais sinais
envolvendo os carbonos em 6¢ 26,6 (C-7), 6c 92,4 (C-8) e d¢ 71,8 (C-9) e dois grupos metilicos
em o¢c 24,8 (C-10) e d¢ 24,6 (C-11) com os sinais de hidrogénios em oy 2,87-3,01 (m, 2H, H-
7), 6y 4,83-4,75 (m, H-8), 6 1,32 (s, 3H, H-10), e 6y 1,26 (s, 3H, H-11) revelaram semelhanca
com 0 grupo presente na estrutura da garcinenona F descrita por ZHONG, CHEN e YANG
(2008), correspondente ao 1’-hidroxiisopropil-etileno-1°,2°/3,4-diidrofurano na estrutura. Os
sinais observados no espectro de HMBC de 22, de CH,-7/ 8¢ 109,6 (C-4), 8¢ 170,3 (C-3), ¢
92,4 (C-8) e &¢ 71,9 (C-9), e a comparacdo dos dados de RMN de 13C da substancia 1 com o
composto conhecido citado acima (ZHONG; CHEN; YANG, 2008), confirmaram a localizac&o
deste grupo na dienona. Como discutido por DELLE MONACHE, DELLE MONACHE e
GACS-BAITZ (1991) e outros autores sobre as propriedades destas substancias, propem-se a
possibilidade de ocorréncia de epimeros no C-28 e equilibrio ceto-endlico formando tautdémeros
com possiveis mudancas conformacionais mudando o ambiente quimico dos nucleos. Isto faz
com que os espectros de RMN *H e *3C apresentem sinais com multiplicidade mais complexas
do que as esperadas. Entretanto, a analise das propriedades quirais descritas a seguir justificam

a proposta deste composto como majoritario na fracdo analisada. A proposta de elucidacéo da
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substancia 1 como o novo composto homeado como acido nemorosinico foi confirmada pela
analise detalhada de EM (Figuras 11, 14 e 15).

C31H4206 C..H,,0 — — C21H3005 —
m/z 509.3 (2 %) W m/z 361.2 (15 %)
Ic m/z 509.2902 m/z 483.3 (10 %) (calc m/z 361.2014)
(calc miz 509.2902) (calc m/z 483.3110) )L

B p TH
Co, OH OH
(0]
OQC .
07 | 0

C3HaO; — o C13H1,05 — Cy7H,,05 —
m/z 527.3 m/z 247.1 (20 %) m/z 305.2 (100 %)
(calc m/z 527.3009) (calc m/z 247.0606) (calc m/z 305.1388)

Figura 11. Proposta de fragmentagéo para justificar os principais picos observados no espectro
de massas (TOF-ESI-MS/MS) da substéncia 1.
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Vaérios derivados de floroglucinol poliprenilados tém sido isolados a partir do género
Clusia (DELLE MONACHE; DELLE MONACHE e GACS-BAITZ, 1991). A maioria deles
pertence a um sistema de anel biciclononano, como no caso de nemorosonol (CERRINI et al.,
1993), enquanto que o &cido nemorosinico (1), tem uma por¢do ciclo-hexa-2,4-dien-1-ona,
sendo semelhante ao acido nemorosinico B e lupulona, que ocorre no Humulus lupulus (ZHAO
et al., 2005). Derivados de lupulona possuem um ou mais centros estereogénicos, mas estes
compostos apresentaram-se na forma racémica ([a]p = 0) (ZHAO et al., 2005). No entanto, a
substancia 1 é opticamente ativa ([a]p = -5,34°), e a curva de DC ¢é apresentada na Figura 23.
Por conseguinte, a configuracdo de 1 foi proposta como 6S, 8S e 28S de acordo com o Efeito
Cotton (EC) negativo e positivo a 340 e 300 nm, respectivamente (Figura 23), similar ao (-)-
nemorosonol (OYA et al., 2015) e marmesinina, com EC negativo e positivo em 250 e 230 nm,
contendo um idéntico sistema furano com configuragdo S (LEMINICH; HAVELUND;
THASTRUP, 1983). O 6S, 8S, 28S-4cido nemorosinico (1) é um derivado de floroglucinol
adicional descrito pela primeira vez na literatura.

Considerando a importancia das noc¢des de biossintese de produtos naturais na proposta
de elucidacao estrutural de substancias propomos uma rota de biogénese para a substancia 1
(Figura 12) , que consiste em um derivado prenilado de acilfloroglucinol.

o
¢} SACo
HO. OH
C"AS\‘)\/ 3x malonyl-CoA ~N

|

o

2-metilbutanoyl-CoA n "
o acilfloroglucinol

OH

Figura 12. Proposta biogenética para o acido nemorosinico (1). DMAPP: dimetilalil

pirofosfato; PT: preniltransferase; [O]: oxigenases.

58



100
!

[To R
(o]
F
— 0
g e
=
[l
=
5
52
—
'_
= —
[ee)
o |
[
(] (1Y) [ iw] - =t o 53]
L] iy o = o - o i) [y
=t e e o mm = i o
o) [Tuyg) g " [Tyl o [iu] [x3] [
=+ o [Ln} =+ 07 o~ [} )
5] [ in] — = — o = — @
T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1
Figura 13. Espectro de IV (KBr) de FCN2 (acido nemorosinico).
FCN_3 MEG_11DEZ 225 (3.671) AM (Cen 2, 60.00, HL,3000.0,0.00,1.00); Sm (3G, 2¢3.00), Sh (14000 ); Cm (212:225-77:96x10.000) 1: TOF M3 ES-
52730 5.19e3
100
D\O_
501 275
857 304
559 318
471263
303.180 459,760 573.301
S rs
269165 00195 M3, 589312
RO —_— 249-10( N2 R s e
) L
D_ T 1 T T T 1 T T T ) T I} T 1 T \mﬂ
100 150 200 240 200 80 400 480 500 530 600 £40 700 740 E00 80 300 950 1000
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Tabela 1. Dados de RMN de *H (500 MHz) e 3C (125 MHz) em CDCI; de FCN2 (acido

nemorosinico).

Posicao H dc HMBC(**Jp.c)
1 - 205,6 -
2 - 103,5 -
3 - 170,4 -
4 - 109,3 -
5 - 191,9 -
6 - 60,9 -
7 2,87-3,01(m) 26,6 C-3; C-4; C-5;C-8; C-9
8 4,75-4,83(m) 92,4 C-3; C-4;C-10; C-11
9 - 71,8 -
10 1,32 (s) 24.8 C-8; C-9; C-11
11 1,26 (s) 24,6 C-8; C-9; C-10
12 2,26(d, 10 Hz, H-12a), 40,4 C-1; C-5; C-6; C-13; C-14; C-17
2,08 (m, H-12b)
13 2,14(m) 44,4 C-6; C-14; C-15; C-17
14 - 145,7 -
15 4,51(sl, H-15b); 4,52(sl, 1141 C-13; C-14; C-16
H-15a)
16 1,48(s) 17,8 C-13; C-14; C-15
17 2,14(m) 33,3 C-12; C-14; C-18; C-19
18 6,68(t, 6,6 Hz) 142,5 C-13; C-17; C-19; C-20; C-21
19 - 127,5 -
20 172,2 -
21 1,77(s) 12,0 C-18; C-19; C-20
22 2,53 (d, 7,3Hz) 42,2 C-1; C-5; C-6; C-12; C-23; C-24
23 4,75-4,83(m) 116,8 C-22; C-25; C-26
24 - 135,6 -
25 1,48(s) 17,6 C-23; C-24; C-26
26 1,51(s) 25,7 C-23; C-24; C-25
27 - 196,5 -
28 3,53 (sext., 6,8 Hz) 40,7 C-2;C-27; C-29; C-30; C-31
29 1,45-1,50 (m, H-29a); 27,4 C-27; C-28; C-30; C-31
1,75(m, H-29b)
30 0,93 (t, 7,3 Hz) 11,9 C-28; C-29
31 1,18(d, 6,8 Hz) 17,2 C-27; C-28; C-29
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1.4.1.2 Flavonoides
1.4.1.2.1 Substancia 2

A amostra FCL (110 mg) e FCP4 (2,0 mg), substancia 2, foi obtida na forma de um
solido amarelo a partir de extratos de folhas de C. lanceolata e de extratos de frutos de C.
paralicola, respectivamente, a qual foi identificada a partir da anélise de espectros de RMN de
1H, 8C (DEPTQ), *H-'H-COSY, HMQC e HMBC e comparacdo com dados da literatura
(ZHOU et al., 2005).

Os dois dubletos em 6y 8,02 (d, J= 8,5 Hz, 2H) e 6 6,87 (d, J= 8,5 Hz, 2H) observados
no espectro de RMN de *H (Figura 24) representam dois pares de hidrogénios acoplando entre
si, interacdo esta que foi confirmada pela correlacdo apresentada no espectro de COSY (Figura
26), atribuidos aos hidrogénios H-2’ ¢ H-6’, H-3’ e H-5’, quimicamente equivalentes,
caracterizando o padrdo de substituicdo do anel B para-substituido. No espectro de HMQC
(Figura 27) verificaram-se correlagdes dos hidrogénios 6y 8,02 (H-2/H-6’) e oy 6,87 (H-3°/H-
5”) com os carbonos d¢ 129,0 e 3¢ 115,81, respectivamente. No espectro de HMBC (Figura 28)
foi observada a correlacédo do sinal &4 8,02 (H-2°/H-6") com o sinal em 8¢ 161,16 referente a C-
4’; com o carbono em ¢ 163,95 corresponde ao C-2 e 6¢ 129,0 (C-2°/C-6") e também o sinal
para o hidrogénio em 6y 6,87 (H-3’/H-5") com o carbono em &¢ 121,61 (C-1°).

J=85Hz

J=8,5Hz

HMBC

<~——> Cosy
HMQC

No espectro de RMN de 'H (Figura 24) observou-se um sinal em oy 13,17 (s, 1H)
caracteristico de hidroxila quelada na posicdo C-5 e a presenga de um simpleto em 3y 6,79 (s,
1H) caracteristico do H-3 do anel C de flavonas. Este simpleto (H-3) se correlaciona com os
carbonos &¢ 102,46 (HMQC, Figura 27); 6¢c 163,9; 6¢ 182,12; 6¢ 104,05 e 6¢ 121,6 (C-2, C-4, C-
10 e C-1’; HMBC, Figura 28).
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— > HMBC

HMQC

Ainda no espectro de RMN de 'H (Figura 24) foi observada a presenca de um
hidrogénio de carbono anomérico (H-1") de glicosideos, sendo que este sinal em oy 4,73 (d,
J=9,8 Hz) se correlaciona com o carbono em ¢ 73,38 no espectro de HMQC (Figura 27),
sugerindo a presenca de um flavonoide C-glicosilado. A localizagcdo deste glicosideo foi
definida através de correlagdes observadas no espectro de HMBC (Figura 28), no qual o H-1”
se correlaciona com os carbonos em dc 70,82; d¢ 78,65; dc 81,87; dc 104,61; d¢c 156,0 e 6c
162,56 correspondentes a C-2”, C-3”, C-5”, C-8, C-9 e C-7. Além disto, a presenca do sinal em
dn 6,27 (s, 1H) atribuido ao H-6 do anel A e a auséncia do sinal referente ao H-8 permitiu
sugerir a presenca do substituinte nesta posicdo. A comparacdo dos deslocamentos quimicos
observados para a substancia 2 (Tabela 2) com aqueles da literatura (ZHOU et al., 2005)
permitiram identifica-la como a vitexina. Este é o primeiro relato da ocorréncia desta flavona

nas espécies C. lanceolata e C. paralicola.

A vitexina (2), também conhecida como apigenina-8-C-glicopiranosideo, possui
atividades antimicrobianas, anti-inflamatdria, antiespasmodica e antioxidante (AFIFI;
SHERVINGTON; DARWISH, 1997; PRABHAKAR et al., 1981; KIM et al., 2005). A

presenca desta substancia nas espécies de Clusia pode contribuir para seu potencial medicinal.
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Tabela 2. Dados de RMN de *H e 3C em DMSO-Dg (500 e 125 MHz, respectivamente) de
FCL (Vitexina).

C Vitexina (2) Literatura (DMSO-Dg)*
d¢ 3y d¢ o

2 163,95 - 164,98 -

3 102,46 6,79 (s) 102,51 6,94 (s)

4 182,12 - 182,73 -

5 160,40 13,17 (s, OH) 160,28 13,17 (s, OH)

6 98,13 6,27 (s) 98,45 6,44 (s)

7 162,56 - 162,31 -

8 104,61 - 104,56 -

9 156,0 - 155,64 -

10 104,05 - 104,07 -

1 121,61 - 122,07 -

2’ 129,0 8,02 (d, J=8,0 Hz) 128,99 8,26 (d, J=8,7 Hz)

3 115,81 6,87 (d, J=8,5 Hz) 115,01 7,05 (d, J=8,7 Hz)

4 161,16 - 161,32 -

5 115,81 6,87 (d, J=8,5 Hz) 115,01 7,05 (d, J=8,7 Hz)

6 129,0 8,02 (d, J=8,0 Hz) 128,99 8,26 (d, J=8,7 Hz)

17 73,38 4,73 (d, J= 9,8 Hz) 73,93 4,94 (d, J=9,8 Hz)

27 70,82 3,81-3,85 (m) 71,03

3” 78,65 3,22-3,27 (m) 79,01

4 70,51 3,39 (d, J=8,0 Hz) 70,20

5” 81,87 3,22-3,27 (m) 81,29

6” 61,27 a 3,75 (dd, J=10 e 2,0 Hz) 61,36

B 3,52 (m)

*ZHOU et al., 2005
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Adicionalmente, para auxiliar na confirmacéo de elucidacao estrutural, a substancia 2
foi submetida a reacdo de metilacdo com diazometano (Figura 29) fornecendo o derivado 4°,7-
dimetilvitexina (2a), identificado a partir da analise dos deslocamentos quimicos (Tabela 3) de
RMN de *H (Figura 30) e DEPTQ (Figura 31).

OH o

4' 7-dimetil vitexina (2a)
Figura 29. Proposta mecanistica para reacao de derivatizacdo da vitexina (2).
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Tabela 3. Dados de RMN de 'H e BC em CD3OD (400 e 100 MHz, respectivamente) de

4’ 7-dimetilvitexina (2a).

C

4, 7-dimetilvitexina (2a)

oc

© 00 N oo o b~ W DN

QU HE QYN QYR W R R

7-OMe
4-OMe

166,42
104,03
184,27
163,54
96,24
165,63
106,48
157,32
106,15
124,62
130,12
115,62
164,55
115,81
130,12
75,19
73,0
80,37
72,38
83,07
63,12
57,10
56,17

7,97 (d, J=8,5 Hz)
6,97 (d, J=8,5 Hz)
6,97 (d, J=8,5 Hz)
7,97 (d, J=8,5 Hz)
4,98 (d, J=9,8 Hz)

3,92 (s)
3,85 (s)
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1.4.1.2.2 Substancia 3

A amostra FCL1 (5,0 mg), substancia 3, foi obtida na forma de um sélido amarelo a
partir da fracdo em acetato de etila de folhas de C. lanceolata. A elucidacdo estrutural de FCL1
foi realizada a partir da analise de espectros de RMN de tH, 13C (DEPTQ), COSY, HMQC,
HMBC e comparagdo com dados descritos na literatura (PENG et al., 2008).

O espectro de RMN de 'H (Figura 32) de FCL1 (3) apresentou padrdo de
deslocamento quimico tipico de flavonoides, com um simpleto em & 6,66 ppm caracteristico
de H-3 do anel C de flavonas. Adicionalmente, foi observado um par de dupletos em &
7,88 (d, J= 8,5 Hz, 2H, H-2’ e H-6") e 6,90 (d, J=8,5 Hz, 2H, H-3" € H-5") caracteristico de
anel B para-substituido. Ainda na regido de hidrogénios aromaticos, foi observado um
simpleto em 6 6,32 ppm atribuido ao H-8 do anel A desta flavona. A presenca de um dupleto
em 6 4,57 (d, J=9,8 Hz, H-1") ¢ dos demais sinais na regido de 4,09-3,11 ppm e a auséncia
de sinal caracteristico para H-6 permitiu sugerir a presenca de um glicosideo nesta posicao. A
posicdo da ligacdo entre o carboidrato e a aglicona foi confirmada através das correlagdes
observadas no HMBC, na qual o H-1” se correlaciona com os carbonos em &¢ 70,81; 6¢
79,15; &¢ 81,71; oc 109,05; &¢ 161,41 e oc 163,70 correspondentes a C-2”, C-3”, C-57, C-6,
C-5 e C-7, respectivamente. A ligacdo C-glicopiranosideo foi evidenciada pelo baixo
deslocamento de C-6 (d¢ 109,05) para ser um O-glicosideo, e muita alto para ser uma ligacao

C-H que é esperado estar entre ¢ 94,0 e 99,0 como discutido no item 1.4.1.2.1.

OH

—> HMBC H-1"

A anédlise dos dados de RMN de 'H (Figura 32) e DEPTQ (Figura 33), em
conjunto com os dados de RMN 2D (COSY, HMQC e HMBC) e comparagdo com
dados da literatura (PENG et al., 2008) (Tabela 4) permitiram identificar a substancia 3

como isovitexina. Esta substancia esta sendo relatada pela primeira vez em C. lanceolata.
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Tabela 4. Dados de RMN de H e 3C (DEPTQ) em DMSO-Dg (400 e 100 MHz,
respectivamente) de FCL1 (Isovitexina).

C Isovitexina (3) Literatura (DMSO-Dg)*
o dy d¢ Sy

2 163,90 - 163,5 -

3 103,02 6,66 (S) 102,8 6,78 (5)

4 182,23 - 181,9 -

5 161,41 13,53 (s, OH) 161,2 13,55 (s, OH)

6 109,00 - 108,9 -

7 163,70 - 163,3 -

8 93,96 6,32 (s) 93,6 6,51 (s)

9 156,58 - 156,2 -

10 103,61 - 103,4 -

1’ 121,39 - 121,1 -

2’ 128,74 7,88 (d, J=8,5 Hz) 128,5 7,91 (d, J=8,8 Hz)

3’ 116,33 6,90 (d, J=8,5 Hz) 116,0 6,91 (d, J=8,8 Hz)

4 160,88 - 160,7 -

5 116,33 6,90 (d, J=8,5 Hz) 116,0 6,91 (d, J=8,8 Hz)

6’ 128,74 7,88 (d, J=8,5 Hz) 128,5 7,91 (d, J=8,8 Hz)

17 73,31 4,57 (d, J=10,0 Hz) 73,6 4,58 (d, J=9,0 Hz)

29 70,81 4,09 (t, J=10,0 Hz) 71,2

3” 79,15 3,13-3,20 (m) 78,9

47 70,48 3,13-3,20 (m) 70,6

5” 81,71 3,13 -3,20 (m) 81,6

6” 61,71 3,64 (d, J=10,0 Hz) 61,5

*PENG et al., 2008
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1.4.1.2.3 Substancias 3,4e5

A amostra FCL2 (13,0 mg), substancias 3, 4 e 5, foi obtida na forma de um solido
amarelo a partir da fragdo em acetato de etila de folhas de C. lanceolata. A elucidagdo
estrutural de FCL2 foi realizada a partir da anélise de espectros de RMN de tH, 13C (DEPTQ),
COSY, HMQC, HMBC e comparacdo com dados descritos na literatura (PENG et al., 2005;
ZHOU et al., 2005).

A anélise preliminar do espectro de RMN de 'H permitiu sugerir a presenca de uma
mistura de substancias de natureza flavonoidica, sendo um componente majoritario (4) e outros
dois componentes minoritarios (3 + 5). A seguir, serdo discutidos os dados de RMN referentes
ao componente majoritario da mistura (4).

No espectro de RMN de *H (Figura 34 e 35) foram observados sinais em oy 7,42 (dd,
J=9,0 e 2,0 Hz, 1H), 7,40 (sl, 1H) e 6,88 (d, J=9,0 Hz, 1H) que caracterizam um anel B
trissubstituido sendo atribuidos aos H-6’, H-2’ ¢ H-5’, respectivamente. No espectro de HMQC
(Figura 38) verificam-se correlagdes dos hidrogénios em &y 7,42 (H-6"), 6y 7,40 (H-2) e 64
6,88 (H-5") com os carbonos em d¢ 119,01 &¢ 113,26 ¢ 8¢ 116,07, respectivamente. No espectro
de HMBC (Figura 39) foi observada a correlagdao do sinal 6y 7,40 (H-2") com o sinal em d¢
149,85 atribuido ao C-4’, com o carbono em d¢ 163,63 correspondente ao C-2 e 6¢ 119,01 (C-
6”) e do sinal em 646,88 (H-5") com o carbono em 8¢ 121,35 (C-17).

—> HMBC
—> HMQC

No espectro de RMN de 'H observou-se um sinal em dy 13,57 (s, 1H) caracteristico de
hidroxila quelada na posi¢do C-5 e a presenc¢a de um simpleto em 6y 6,67 (S, 1H) atribuido ao
H-3 do anel C desta flavona. Adicionalmente, foi observada a presenca de hidrogénio de
carbono anomérico (H-1") de carboidrato, sendo que este sinal em oy 4,58 (d, J=10 Hz) se
correlaciona ao carbono em d¢ 73,06 no mapa de correlagdes do HMQC, sugerindo a presenca
de um flavonoide C-glicosilado. A presenca do sinal em oy 6,47 (s, 1H) foi atribuido ao H-8 do

anel A e a auséncia de sinal caracteristico de H-6 permitiu sugerir a presenca do substituinte
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nesta posicdo. A confirmacdo da posicdo na qual o carboidrato esta ligada a aglicona foi
realizada pelas correlacdes observadas no espectro de HMBC, na qual 0 H-1" se correlaciona
com os carbonos em oc 70,65, 6c 78,99, oc 81,64, oc 108,92, 6c 160,74 e oc 163,63
correspondentes a C-2”, C-3”, C-5”, C-6, C-5e C-7.

—> HMBC

A comparacdo dos deslocamentos quimicos desta substancia (Tabela 5 e 6) com
dados da literatura (PENG et al., 2005) permitiram sugerir que FCL2 possui como
componente majoritario a isoorientina (4). A analise dos demais sinais observados no
espectro de RMN de *H em conjunto com a comparagdo com dados da literatura (ZHOU et
al., 2005) permitiram sugerir que 0s componentes minoritarios na mistura sao a orientina (5)
e a isovitexina (3). Estas trés flavonas-C- glicosiladas estdo sendo descritas pela primeira vez
em C. lanceolata.

A isoorientina (4) apresentou atividade anti-inflamatoria em ratos no modelo de
edema de pata induzido por carragenina (KUPELI et al., 2004). ABRAHAM et al. (2010)
relataram potente capacidade antioxidante das flavonas isoorientina (4) e orientina (5) nos
ensaios do DPPH e B-caroteno. Além disso, a orientina (4) apresentou atividades antiviral (LI
et al., 2002) e antifungica (ALI; DIXIT, 2012).
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Figura 34. Espectro de RMN de *H em DMSO-Dg (500 MHZz) de FCL2.
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Figura 35. Espectro de RMN de *H em DMSO-Dg (500 MHz) de FCL2. Expanséo.
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Tabela 5. Dados de RMN de H e 13C em DMSO-Dg (500 e 125 MHz, respectivamente) de

FCL2 (Isoorientina).

C Isoorientina (4) Literatura (DMSO-Dg)*
oc on dc on

2 163,63 - 163,44 -

3 102,76 6,67 (s) 102,38 6,64 (s)

4 181,86 - 181,45 -

5 160,74 13,57 (s, OH) 160,59 13,55 (s, OH)

6 108,92 - 108,88 -

7 163,63 - 163,44 -

8 93,53 6,47 (s) 93,73 6,47 (s)

9 156,23 - 156,27 -

10 103,33 - 102,79 -

1 121,35 - 121,56 -

2’ 113,26 7,40 (d, J=2,5 Hz) 112,92 7,38 (d, J=2,5 Hz)

3 145,81 - 145,95 -

4 149,85 - 150,44 -

5 116,07 6,88 (d, J=9,0 Hz) 116,00 6,90 (d, J=9,0 Hz)

6’ 119,01 7,42 (dd, J=9,0 e 2,5 Hz) 118,82 7,44 (dd, J=9,0 e 2,5 Hz)

1”? 73,06 4,58 (d, J=10,0 Hz) 73,18 4,58 (d, J=9,8 Hz)

2” 70,65 4,05 (t, J=10,0 Hz) 70,50

3” 78,99 3,22 - 3,11 (m) 78,95

4” 70,18 3,22 - 3,11 (m) 70,19

5” 81,64 3,22 - 3,11 (m) 81,35

6” 61,53 a 3,68 (d, J=10,0 Hz) 61,34

B 3,41 3,37 (m)

* PENG et al., 2005

Tabela 6. Dados de RMN de *H em DMSO-Dg (500 MHz) de FCL2 (Orientina).

H Orientina (5) Literatura (DMSO-Dg) *
8H 6H

3 6,64 (s) 6,65 (S)

5 13,18 (s) 13,15 (s)

6 6,26 (s) 6,25 (S)

2’ 7,48 (sl) 7,44 (d, J=2,1 Hz)

5 6,92 (d, J=8,0 Hz) 6,90 (d, J=8,2 Hz)

6’ 7,53 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz) 7,50 (dd, J=8,2 e 2,1 Hz)
1”? 4,68 (d, J=9,0 Hz) 4,72 (d, J=9,0 Hz)

*ZHOU et al., 2005
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1.4.1.2.4 Substancias 6 e 7

A fracdo FCL3 (40,0 mg) foi obtida como um soélido amarelo a partir do
fracionamento da fragdo em acetato de etila de folhas de C. lanceolata. FCL3, contendo as
substancias 6 e 7, foi obtida na forma de mistura de isémeros de posicdo (6-C e 8-C-
glicosideos), sendo que, 0 componente majoritario da mistura apresentou sinais duplicados
no RMN de 'H e 13C devido a apresentar-se na forma de dois isdmeros conformacionais em
solugcdo de DMSO-Dg, fato ja reportado na literatura para esta substancia (CAMARGO et
al., 2012; PRINZ et al., 2007; RAYYAN et al., 2005).

De acordo com CAMARGO et al. (2012) os sinais alargados e duplicados
observados nos espectros de RMN sugerem a presenca de dois conférmeros rotaméricos.
Rotameros sdo estereoisoméros resultantes da rotacdo restrita em torno da ligagcdo simples,
para 0 qual a barreira de rotacdo é elevada o suficiente para observa-se as espécies
isoméricas. No caso de flavonoides, esse fendmeno pode ser observado nas flavonas-6-C-
glicosil onde a rotacdo livre no C(sp®)-C(sp®) da ligagdo glicose-flavona é impedida pela
presenca de grupos volumosos (impedimento estérico) (CAMARGO et al., 2012).

Considerando o composto majoritario da mistura FCL3, denominado conférmero A,
0 espectro de RMN de 'H (Figura 40 e 41) apresentou para o isomero 6 dupletos em oy 7,92
(d, J= 10 Hz) e em 6,93 (d, J= 10 Hz) cuja constante indica acoplamento orto entre 0s
hidrogénios H-2’ ¢ H-6" com H-3" e H-5’, respectivamente. A correlagdo entre estes

hidrogénios foi confirmada pelo espectro de COSY (Figura43).

Através da analise do mapa de correlacdes HMQC (Figura 44) verificou-se a correlacéo
do sinal em o, 6,93 com o carbono em 6C 116,1 (C-3’ e C-5’) e do dupleto em §,, 7,93 com
0 carbono em &C 128,5 (C-2’ e C-6’). O mapa de correlagdbes HMBC (Figura 45) mostra a
correlacdo do hidrogénio em §,, 7,93 (H-2’) com os carbonos em J. 128,5 (C-2’ e C-6°);
163,5 (C-2) e 159, 97 (C-4’), e o hidrogénio em §,, 6,93 (H-3’) com os carbonos em 6. 116,1
(C-3 e C-5); 159,97 (C-4’) e 121,1 (C-1"), respectivamente.
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H-2' e H-6'

H-3' e H-5'

Ainda no espectro de RMN de *H (Figura 40 e 41) observou-se a presenca de trés
simpletos referentes ao isdbmero 6 (conformero A) com sinais em oy 13,55 relativo ao
hidrogénio da hidroxila quelada na posicdo C-5 do esqueleto flavonoidico, em &y 6,77
caracteristico de hidrogénio H-3 de flavonas ¢ em 6y 6,54 atribuido ao H-8, 0 que sugere a
presenca de um substituinte no C-6 do anel A. Através do mapa de correlacbes HMQC
(Figura 44) pode-se verificar a correlagdo do hidrogénio em 6y 6,77 com o carbono em
d¢c 102,7 e de 6y 6,54 com d¢c 93,1 e através do mapa de correlagdes HMBC (Figura 45)
observou-se a correlacdo de H-3 (64 6,77) com os carbonos &¢ 103,8 (C-10); 121,1 (C-17);
163,5 (C-2) e 182,2 (C-4) e o sinal correspondente a H-8 (34 6,54) se correlaciona com
os carbonos 6¢ 103,8 (C-10); 109,1 (C-6); 156,3 (C-9) e 163,4(C-7).

— " HMQC —— ™ HMBC

A presenca de sinais na regido entre 3,, 3,0 e 5,0 no espectro de RMN de *H (Figura 40 e

41) sugere a presenca de unidades de agUcar na substancia, os quais foram confirmados para o
conférmero A do isémero 6 pela presenca de dois sinais caracteristicos de protons de carbonos

anoméricos em d,, 5,08 (sl) e 4,66 (d, J=10,0 Hz) que sugerem uma unidade de ramnose e
outra de glicose. Adicionalmente, a presenca do dupleto referente a uma metila em 5, 0,52

(d, J=5,0 Hz) é caracteristico da presenca de ramnose neste tipo de substancia.
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A configuracdo das unidades de acucares foi determinada de acordo com as
constantes de acoplamento e comparacdo com dados da literatura (HARBONE, 1994), sendo
determinadas como uma B-D-glicose e uma o-ramnose. O mapa de correlacbes HMQC
(Figura 44) mostra a correlacdo do sinal em 6y 4,66 referente a B-D-glicose com o carbono
em d¢ 71,6 caracteristico de um flavonoide C-glicosilado e o sinal em 64 5,08 se correlaciona
com o carbono 6¢c 100,4 o que sugere uma ligacdo O-glicosideo. Para se determinar a
posicdo na qual os glicosideos estdo ligados na aglicona utilizou-se as correlagdes do
espectro de HMBC (Figura 45) e observou-se que o hidrogénio em o6y 4,66 (H-17) se
correlaciona com os carbonos em d¢ 74,6 (C-2”), 109,1 (C-6) e 163,4 (C- 7), sugerindo que a
B-D-glicose estd ligada diretamente a aglicona via ligacdo com o C- 6 do anel A da
estrutura. J& o hidrogénio em oy 5,08 (H-1"") se correlaciona com os sinais em é¢ 75,6 (C-
2”); 71,2 (C-2’) e 70,9 (C-3"), sugerindo que a a-ramnose esta ligada a B-D-glicose via
uma ligagdo 1°”—2”, caracterizando a presenca do dissacarideo conhecido como
neohesperidosideo na substancia.

——> HMBC H-1" anomérico da glc
—> HMBC H-1" anomérico da ram

Em condi¢des usuais, a metila (6°’-CH3) de uma unidade de ramnose apresenta o sinal
em RMN de *H com um deslocamento quimico em torno de 64 1,0 ppm (d, J= 6,0 Hz)
(HARBONE, 1994). E importante ressaltar, que os valores observados neste trabalho
relacionados aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios metilicos em C-6” e metinico em
C-5"’ do residuo da ramnose (H-6"" e H-5") ocorreram em uma regido mais blindada do
espectro com relacdo ao esperado. Foram observados os valores ndo usuais de sinais em dy
2,11 (H-5") e 0,51 (H-6), respectivamente. De acordo com LARIONOVA et al. (2010),
estes valores sdo resultado da agdo de efeitos anisotropicos do anel aromatico da porcao
aglicona decorrentes da conformacéo adotada pelos isémeros 6 e 7. Este fato ja foi descrito
para varios C-8 e C-6-glicosilflavonoides. Segundo estes autores, a duplicagdo de sinais
observados no espectro de RMN devido a presenca de dois diferentes rotdmeros esta

relacionada a interacdo entre o anel B e o agUcar substituinte em C-8 e/ou C-6. Estudos de
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RMN combinados com calculos tedricos permitiram propor uma conformacao dobrada estavel
para 0 composto 2”-O-ramnosil- 4’-O-metilvitexina em que 0 ambiente quimico na porcao final
do acucar (principalmente H-5"" ¢ H-6"") poderiam ser afetados, o que justificaria os valores
de deslocamento quimicos observados para esta estrutura e seus anélogos estruturais, sendo que
estd conformacao seria mantida por forcas intramoleculares fracas (LARIONOVA et al., 2010).
Através dos experimentos de RMN 1D e 2D foi possivel atribuir todos os
deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbono-13 (Tabela 7) dos conférmeros A e B
da substancia 6 e por comparacdo com dados da literatura (PRINZ et al., 2007; CAMARGO
et al., 2012) foi identificada como isovitexina-2”-O-ramnosideo ou apigenina 6-C-
neohesperidosideo. No capitulo 2 serd discutida a analise por LC-MS/MS dos flavonoides 6 e
7. Esta flavona esta sendo descrita pela primeira vez no género Clusia e na familia
Clusiaceae.
Além dos sinais referentes aos conférmeros A e B da substancia 6 foram observados
nos espectros de RMN de *H e 13C sinais referentes a uma outra substancia denominada 7, a
andlise dos dados permitiu sugerir a presenca de um isdmero de posicdo da isovitexina-
2”-O-ramnosideo (6). A Unica diferenca estrutural entre as duas substancias seria a posi¢do
do dissacarideo no anel A destas flavonasisoméricas.

Considerando o composto minoritario da mistura FCL3, denominado substancia 7, o
espectro de RMN de *H (Figura 40 e 41) apresentou trés simpletos com sinais em o, 13,13
relativo ao hidrogénio da hidroxila quelada na posicdo C-5 do anel A, em §, 6,79
caracteristico de hidrogénio H-3 de flavonas e em &, 6,28 atribuido ao H- 6, 0 que sugere a
presenca de um substituinte no C-8 do anel A. Através do mapa de correlagdes HMQC
(Figura 41) pode-se verificar a correlacdo do hidrogénio em &, 6,79 com o carbono em .
102,5 e de 3, 6,28 com o, 98,4 e através do mapa de correlagbes HMBC (Figura 42)
observou-se a correlagdo de H-3 (3, 6,79) com os carbonos 5. 104,5 (C-10); 121,6 (C-1°);
164,1 (C-2) e 182,2 (C-4) e o sinal correspondente a H-6 (o, 6,28) se correlaciona com 0s
carbonos &, 104,3 (C-8); 104,5 (C-10); 160,7 (C-5) e 162,4 (C- 7). Para confirmar a posi¢cao
do dissacarideo na substancia utilizou-se as correlacdes de HMBC (Figura 42) e observou-se a
correlacdo do hidrogénio em d,, 4,76 (H-1") com os carbonos em d. 75,1 (C-27); 104,3 (C-8);
155,9 (C-9) e 162,4 (C-7), sugerindo a ligacdo do dissacarideo neohesperidosideo no C-8 do

anel A da substancia 7.
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HMQC

HMBC de H-3
— HMBC de H-6

A anélise dos espectros de RMN de 1D e 2D permitiu o completo assinalamento dos
valores de deslocamentos quimicos de hidrogénios e carbonos (Tabela 8) da substéncia 7 e
através da comparacdo com dados da literatura (DOYAMA et al., 2005) permitiu identifica-
la como a vitexina-2-O-ramnosideo ou apigenina 8-C-neohesperidosideo. Esta flavona ja
havia sido isolada das folhas da espécie Clusia sandiensis (DELLE MONACHE, 1991),

porém esta sendo relatada pela primeira vez em C. lanceolata.
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Normalized Intensity

Figura 40. Espectro de RMN de *H em DMSO-Dg (500 MHz) de FCL3.
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Tabela 7. Dados de RMN de *H e 13C em DMSO-Dg (500 e 125 MHz, respectivamente) de
FCL3 (Isovitexina-2”-O-ramnosideo).

C Isovitexina-2-O-ramnosideo (6) Literatura (DMSO-Dg)*
oc oy d¢c on

2 163,52; 163,60 - 163,9 -

3 102,70; 102,86 6,77 (s) 103,2 6,75 (s)

4 182,22; 181,85 - 182,7;182,3 -

5 161,3 13,53 (s, OH) 161,8 13,55 (s, OH)

6 109,05; 108,68 - 109,6; 109,2 -

7 163,40 - 163,40 -

8 93,06; 94,33 6,54; 6,52 (s) 93,60; 6,50 (s)

94,80

9 156,30; 156,50 - 156,80; 157 -

10 104,25; 103,80 - 103,3; 104,3 -

| 121,06; 121,13 - 121,6 -

2’ 128,49 7,92 (d, J=8,5 Hz) 129,0 7,91 (d, J=8,6 Hz)

3 116,12 6,93 (d, J=8,5 Hz) 116,6 6,92 (d, J=8,6 Hz)

4 161,29 - 160,5 -

5 116,12 6,93 (d, J=8,5 Hz) 116,6 6,92 (d, J=8,6 Hz)

6’ 128,49 7,92 (d, J=8,5 Hz) 129,0 7,91 (d, J=9,6 Hz)

1”? 71,59; 71,40 4,66; 4,62 (d, J=10,0 Hz) ~ 71,90; 71,50 4,64 (d, J=9,7 Hz)

2” 74,60; 75,84 4,37; 4,18 (t, J=10,0 Hz) 75,6; 76,4

3” 80,08; 79,68 3,08-3,26 (m) 80,6; 80,2

4” 70,41; 70,39 3,08-3,26 (m) 70,9

5” 81,57; 81,46 3,08-3,26 (m) 82,0

6” 61,75; 61,33 3,70; 3,76 (d, J=10 Hz) 62,3; 61,8

1’ 100,42; 100,78 5,08; 5,01 (s) 100,9; 101,3 5,07; 5,00 (s)

2 70,98 3,66 (m) 71,20

3 70,67 3,08-3,18 (m) 70,90

4 71,65 2,91 (m) 72,10

5 68,31 2,29-2,35 (m) 68,80

6” 17,63; 17,89 0,53; 0,61 (d, J=5,0 Hz) 18,1; 18,3 0,51 (d, J=5,5); 0,59 (d, J=5,2)

Observacao: Os numeros em italico sdo referentes ao conférmero B
*CAMARGO et al., 2012
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Tabela 8. Dados de RMN de *H e 3C em DMSO-Dg (500 e 125 MHz, respectivamente) de
FCL3 (Vitexina-2”-O-ramnosideo).

C Vitexina-2”-O-ramnosideo (7) Literatura (DMSO-Dg)*
dc On dc On

2 164,10 - 164,0 -

3 102,47 6,79 (s) 102,5 6,78 (s)

4 182,17 - 182,1 -

5 160,71 13,13 (s, OH) 160,7 13,13 (s, OH)

6 98,37 6,28 (s) 98,30 6,25 (s)

7 162,43 - 162,4 -

8 104,25 - 104,2 -

9 155,90 - 155,9 -

10 104,51 - 104,5 -

I’ 121,6 - 121,6 -

2’ 129,07 8,04 (d, J=8,5 Hz) 129,0 8,04 (d, J=9,0 Hz)

3’ 115,97 6,91 (d, J=8,5 Hz) 1159 6,89 (d, J=9,0 Hz)

4 161,30 - 161,2 -

5 115,97 6,91 (d, J=8,5 Hz) 1159 6,89 (d, J=9,0 Hz)

6’ 129,07 8,04 (d, J=8,5 Hz) 129,0 8,04 (d, J=9,0 Hz)

17 71,52 4,76 (d, J=10,0 Hz) 71,50 4,76 (d, J=10,0 Hz)

2” 75,07 4,05 (d, J=10,0 Hz) 75,10

3” 79,94 3,08-3,26 (m) 79,90

47 70,28 3,08-3,26 (m) 70,30

57 81,86 3,08-3,26 (m) 81,80

6” 61,18 3,70 (d, J=10,0 Hz) 61,20

1 100,35 4,98 (s) 100,30 4,97 (s)

2 70,51 3,60 (m) 70,50

3 70,67 3,08-3,18 (m) 70,70

4 117 2,91 (m) 71,70

57 68,31 2,12-1,09 (m) 68,30

6 17,79 0,47 (d, J=5,0 Hz) 17,80 0,46 (d, J=6,0 Hz)

*DOYAMA et al., 2005



1.4.1.2.5 Substancias 8 e 9

A amostra FCL12 (5,0 mg), formada pelas substancias 8 e 9, foi obtida na forma de um
solido amarelo a partir da fracdo obtida com cloroférmio da particdo do extrato em etanol de
frutos de C. nemorosa (2° coleta). A identificacdo das substancias desta fracdo foi realizada a
partir da analise de espectros de RMN de H, RMN de 3C (DEPTQ), COSY, HMQC, HMBC e
comparacdo com dados descritos na literatura (FAIDI et al., 2014; KORT et al., 1996).

A analise do espectro de RMN de 'H (Figura 46) e COSY (Figura 47) de FCN12
revelou um conjunto de dupletos em dy 5,88 (d, 11 Hz, 1H) e 8,00 (d, 11 Hz, 1H) acoplando
entre si, o valor da constante de acoplamento ¢ caracteristico de um sistema ao,f3-insaturado com
posicionamento cis entre seus hidrogénios. A analise do mapa de correlagbes do HMQC
(Figura 48) de FCN12 mostrou as correlagdes entre os sinais em &y 5,88 e 8,0 com 0s sinais em
d¢c 132 e 120,2, respectivamente, caracterizando a ligacdo dupla cis do &cido (8). O anel
aromatico para-substituido de 8 estdo representados pelos sinais em 6y 7,35 (d, 8,5 Hz, 2H) e
7,80 (d, 8,5 Hz, 2H), sugerindo a presenca de derivado de acido cinamico (8) na amostra
FCN12. Ainda no mapa de correla¢bes do HMQC, os sinais em &4 6,93 (d, 8,5 Hz, 2H) e 7,80
(d, 8,5 Hz, 2H) estdo correlacionados aos sinais em &¢c 115,9 e 133,7, respectivamente,
caracterizando o sistema para-substituido do flavonoide (9). Os demais sinais de 9 foram
observados em oy 6,14 (d, 2,0 Hz, 1H), 6,25 (d, 2,0 Hz, 2H) e 6,75 (s, 1H), ligados aos
carbonos em d¢ 98,8, 94,3 e 103,8, representam 0s ndcleos 6,8 ¢ 3, respectivamente, da 4°,5,7-
trihidroxiflavona ou apigenina (9). Este é o primeiro relato da ocorréncia destas substancias nos
frutos de C. nemorosa.

Embora existam relatos na literatura sobre a ocorréncia dos isémeros cis de
fenilpropanoides como produtos naturais (WONG et al., 2005), acredita-se que a substancia 8

tenha sido formada a partir da isomerizacao por luz do acido trans-cumarico.
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Tabela 9. Dados de RMN de *H e 3C em CD3;OD (500 e 125 MHz, respectivamente) de
FCN12.

Acido cis-cumarico (8)

C OH oc

1 - 121,6
2 7,80 (d, 8,5 Hz) 130,7
3 7,35 (d, 8,5 Hz) 117,0
5 7,35 (d, 8,5 Hz) 117,0
6 7,80 (d, 8,5 Hz) 130,7
7 8,00 (d, 11 Hz) 120,4
8 5,88 (d, 11 Hz) 132,2
9 - 172,6

Tabela 10. Dados de RMN de *H e *C em CD3;OD (500 e 125 MHz, respectivamente) de
FCN12.

Apigenina (9)

C on oc

2 - 166,2
3 6,75 (s) 103,8
4 - 183,6
5 - 165,4
6 6,25 (d, 2,0 Hz) 94,3
7 - 166,2
8 6,14 (d, 2,0 Hz) 98,9
9 - 158,8
10 - 104,2
r - 1216
2’ 7,80 (d, 8,5 Hz) 133,7
3 6,93 (d, 8,5 Hz) 115,9
4 - 164,7
5 6,93 (d, 8,5 Hz) 115,9
6 7,80 (d, 8,5 Hz) 133,7
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Normalized Intensity

1.4.1.2.6 Substancia 10

A amostra FCN5 (5,0 mg), substancia 10, foi obtida na forma de um s6lido marrom a
partir da fragdo em acetato de etila dos frutos de C. nemorosa (1° coleta). A elucidagio
estrutural de FCN5 foi realizada a partir da analise de espectros de RMN de tH, COSY,
HMQC, HMBC e comparacdo com dados descritos na literatura (HADIZADEH et al, 2003).

O espectro de RMN de H (Figura 49) demonstrou um padrdo de deslocamento quimico
caracteristico de 4°,5,7-triidroxiflavonol. O espectro de RMN de *H de FCN5 apresentou um
par de dupletos em oy 8,09 (d, J=8,5 Hz, H-2’ ¢ H-6) ¢ 6,90 (d, J=8,0 Hz, H-3* ¢ H-5") com
constante de acoplamento de hidrogénios orto relacionados e integrando dois hidrogénios cada,
caracterizando o padréo de substituicdo do anel B para-substituido, o qual foi confirmado pelos
acoplamentos observados no espectro de COSY. Ainda na regido de aromaéticos, os dupletos em
oy 6,40 (d, J=1,5 Hz, 1H) e 6,18 (d, J=1,5 Hz, 1H) foram atribuidos aos hidrogénios meta
relacionados H-6 e H-8 do anel A. No mapa de correlagdes do HMQC (Figura 50) foram
observadas as seguintes correlacdes em oy 6,18 (H-6) com o carbono em &¢ 97,6 (C-6), 64 6,40
(H-8) com o carbono em &¢ 93,1 (C-8), 64 8,09 (H-2°,6’) com o carbono em 8¢ 129,35 e do
sinal em dy 6,90 (H-3°,5") com o carbono em &¢ 114,74. Comparando os dados obtidos (Tabela
11) com os da literatura (HADIZADEH et al., 2003) foi possivel propor para FCN5 a estrutura

do canferol (10), que esta sendo descrito pela primeira vez nos frutos de C. nemorosa.
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Figura 49. Espectro de RMN de *H em CD3;0D (500 MHz) de FCN5 (Canferol).
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Tabela 11. Dados de RMN de 'H em CD3;0D (500 MHz) de FCNS5 (Canferol).

F1 Chemical Shift (ppm)

125 MHz)

Canferol (10) Literatura (CD;OD)*

H 6H 5H

6 6,18 (d, J=1,5 Hz) 6,28 (d, J=2,0 Hz)
8 6,40 (d, J=1,5 Hz) 6,48 (d, J=2,0 Hz)
2’ 8,09 (d, J=8,5 Hz) 8,05 (d, J=9,0 Hz)
3 6,90 (d, J=8,0 Hz) 6,95 (d, J=9,0 Hz)
5 6,90 (d, J=8,0 Hz) 6,95 (d, J=9,0 Hz)
6’ 8,09 (d, J=8,5 Hz) 8,05 (d, J=9,0 Hz)

*HADIZADEH et al., 2003
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1.4.1.2.7 Substancia 11

A amostra FCN6 (3,0 mg), substancia 11, foi obtida na forma de um so6lido amarelo a
partir da fracdo em acetato de etila de frutos de C. nemorosa (1° coleta). A elucidacdo estrutural
de FCNG foi realizada a partir da analise de espectros de RMN de *H e comparacdo com dados
descritos na literatura (KALEGARI et al., 2011).

As informagdes que permitiram a proposta de elucidacéo estrutural de FCN6 (11) foram
fornecidas pela andlise do espectro de RMN de 'H, que demonstrou um padrdo de
deslocamentos quimicos caracteristicos de 4°,5°,5,7-tetrahidroxiflavonol. O espectro de RMN
de 'H (Figura 51) de FCN6 revelou sinais entre 6y 7,73 € 6,17 que sdo tipicos de sistemas
aromaticos. Os sinais em oy 7,73 (d, J=2,0 Hz, 1H), 7,63 (dd, J=8,5 e 2,0 Hz, 1H) e 6,88 (d,
J=8,5 Hz, 1H) foram atribuidos aos H-2’, H-6° ¢ H-5" do anel B trissubstituido,
respectivamente, de um flavonoide. Os dupletos observados em &y 6,38 (d, J=2,0 Hz, 1H) ¢ oy
6,18 (d, J=2,0 Hz, 1H) foram atribuidos aos hidrogénios meta relacionados H-6 e H-8 do anel
A. Estes dados (Tabela 12) e a comparacdo com dados prescritos na literatura (KALEGARI et
al., 2011) sugerem que FCNG6 seja o flavonol conhecido como quercetina (11), este flavonoide

esta sendo relatado pela primeira vez nos frutos de C. nemorosa.
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Tabela 12. Dados de RMN de *H em CD3;0OD (400 MHz) de FCN6 (Quercetina).

Quercetina (11) Literatura (CD;OD)*
H o on
6 6,18 (d, J=2,0 Hz) 6,17 (d, J=2,1 Hz)
8 6,38 (d, J=2,0 Hz) 6,36 (d, J=2,1 Hz)
2’ 7,73 (d, J=2,0 Hz) 7,72 (d, J=2,1 Hz)
5 6,88 (d, J=8,5 Hz) 6,8 (d, J=8,4 Hz)
6’ 7,63 (dd, J=8,5e 2,0 Hz) 7,6 (dd, J=8,7 € 2,1 Hz)

*KALEGARI et al., 2011
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1.4.1.3 Biflavonoides
1.4.1.3.1 Substancias 12 e 13

A amostra FCP2 (40,0 mg), substéncia 12, e FCP3 (35,0 mg), substancia 13, foram
obtidas na forma de um solido amarelo a partir da fracdo em acetato de etila obtida da particdo
do extrato em etanol de frutos de C. paralicola. A elucidacgéo estrutural de FCP2 e FCP3 foi
realizada a partir da analise de espectros de RMN de 'H e 3C (1D e 2D), EM, CD e
comparacdo com dados descritos na literatura (CHEN et al., 1975).

Os espectros de UV dos compostos FCP2 (12) e FCP3 (13) sdo tipicos de flavonoides
com maximo de absorbancia em 290 nm de transi¢do nm—m*, seguido de um ombro em 334 nm
de transi¢io n—n (MABRY et al., 1970), enquanto que na anélise por espectrometria de
massas com ionizacao por eletrospray (ESI-MS/MS) em modo positivo (Figura 52 e Figura 54,
respectivamente) observou-se o pico referente ao ifon [M+H]" com m/z 721 e 705
correspondentes a formula molecular C3gH3,016 € C3sH320;5, respectivamente. Adicionalmente,
em ESI-MS/MS foram observados os picos com m/z 559 e 543 para FCP2 e FCP3, sugerindo a
perda de glicose, além de outros fragmentos caracteristicos de Retro-Diels-Alder (RDA)
(Figura 53; Figura 55). As estruturas foram propostas por analises detalhadas dos dados de
RMN de H e 88C (Figuras 56-59; Figura 61; Figuras 66-69; Figura 70) em conjunto com
experimentos de RMN bidimensionais (*H-tH COSY, HSQC e HMBC).

O espectro de RMN de *H (Figuras 56-59) de FCP2 exibiu simpletos referentes a
hidrogénios de grupos OH, sendo dois sinais em 6y 12,20 e 11,66 caracteristicos de hidroxilas
queladas com carbonila OH-C(5) e OH-C(5”), dois sinais em oy 9,49 e 9,44 atribuidos a
hidroxilas livres, ¢ ainda um dupleto em &y 5,85 (J=6,5 Hz) referente a OH em carbono
metinico (HO-3"). A presencga desses sinais e considerando que espécies da familia Clusiaceae
produzem biflavonoides, serviram para direcionar a analise dos espectros para propor a
estrutura de FCP2 como um dimero de flavonoide. Os dupletos observados em 6y 7,23, 7,18,
6,68 e 6,60 (J= 8,5 Hz) podem ser atribuidos ao sistema de spins do tipo AA’BB’
correspondentes aos anéis B para-substituidos H-2"’/6’"°, H-2’/6’, H-3’/5 e H-3’/H-5’,
respectivamente. Dois dupletos referentes a dois hidrogénios em oy 5,89 e 5,76 (J= 2,0 Hz)
foram atribuidos aos H-6 e H-8. O H-6” exibiu um simpleto em &y 6,21. Similarmente, os trés
dupletos remanescentes observados em oy 5,45 (J= 12 Hz), 5,06 (J= 12 Hz), 5,03 J=11 Hz) e
um duplo dupleto em 344,30 (J1;= 11 e J, =6 Hz), integrando para um hidrogénio cada, foram
atribuidos aos H-2, H-2”, H-3 e H-3”, respectivamente. A constante de acoplamento vicinal
(11-12 Hz) J (H-C(2), H-C(3)) e J (H-C(2”), H-C(3”)) estabelece um arranjo trans-diaxial para
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estes pares. Os sinais para a f-D-glicose foram bem caracteristicos. O hidrogénio de carbono
anomérico apareceu em 0oy 4,72 (d, J= 7,5 Hz) e os demais hidrogénios se concentraram na
regido de oy 3,15 — 3,48. O espectro de APT (Figura 61) exibiu sinais em do¢ 198,21 e 196,91,
tipicos de grupos carbonilas de flavanonas substituidas em C-3. Os sinais em 8¢ 129,76, 128,32,
114,95 e 114,80 podem ser atribuidos aos carbonos 2°,6’,2°,6°,3°,5°,3”* ¢ 5 dos anéis IB e
IIB do sistema AA’BB’, respectivamente. Os sinais em oc 72,43 e 46,70 sdo referentes aos
carbonos alifaticos das unidades 3-hidroxiflavanona e flavanona, respectivamente.
Similarmente, os sinais em d¢ 82,75 e 82,07 foram atribuidos ao C-2” e C-2, respectivamente.
Os sinais de RMN de *H (Figuras 66-69) e 3C (Figura 70) para o composto FCP3 sdo similares
aos de FCP2, exceto pelos sinais observados em 6y 5,48 (1H, dd, J= 12,5 e 3 Hz), 3,05 (1H, dd,
J=17,5e 13 Hz) e 2,75 (1H, dd, J= 17,5 e 3 Hz) e 6¢c 42,12. Este é o segundo relato sobre o
biflavonoide GB1-7"-O-glicopiranosideo (FCP2) (Tabela 13) que foi previamente identificado
em Garcinia kola (Clusiaceae) (OKUNJI et al., 2002), ja 3,8”-binaringenina-7"-O-
glicopiranosideo ou GB1a-7"-O-glicopiranosideo (FCP3) (Tabela 14) foi previamente isolado
de Garcinia multiflora (Clusiaceae) (CHEN et al., 1975).

As configuracBes absolutas dos biflavonoides foram determinadas com o auxilio de
andlises de Dicroismo Circular (CD) (Figuras 71 e 72) e por comparacdo com dados descritos
na literatura para analogos estruturais (FERRARI et al., 2003; MBWAMBO et al., 2006). Os
biflavonoides foram identificados como 2R, 3S, 2”R, 3”R-GB1-7”-O-glicopiranosideo (12) e
2R, 3S, 2”S-GB1la-7"-Oglicopiranosideo (13).

Os biflavonoides do tipo 3—8”, além de atuarem como verdadeiros marcadores
guimiossistematicos da familia Clusiacaeae, apresentam importantes atividades farmacoldgicas
descritas na literatura, tais como, analgésicos, anticancerigenos e antioxidantes (GONTIJO et
al, 2012; ITO etal., 1999; LIN et al., 1997).
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Figura 56. Espectro de RMN de H em DMSO-Dg (500 MHz) de FCP2 (GB1-7"-O-
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Figura 57. Espectro de RMN de H em DMSO-Dg (500 MHz) de FCP2 (GB1-7”-O-
glicopiranosideo). Expansdo (7,5 — 6,0 ppm).
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Figura 58. Espectro de RMN de H em DMSO-Dg (500 MHz) de FCP2 (GB1-7"-O-
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Figura 61. Espectro de APT em DMSO-Ds (75 MHz) de FCP2 (GB1-7"-O-glicopiranosideo).
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Figura 63. Espectro de HSQC em DMSO-Ds (RMN de *H: 500 MHz, RMN de 3C: 125 MHz)
de FCP2 (GB1-7"-O-glicopiranosideo).
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Figura 64. Espectro de HMBC em DMSO-D¢ (RMN de *H: 500 MHz, RMN de 13C: 125 MHz) de
FCP2 (GB1-7"-O-glicopiranosideo).
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Figura 64. Espectro de HMBC em DMSO-D¢ (RMN de tH: 500 MHz, RMN de 13C: 125 MHz) de
FCP2 (GB1-7"-O-glicopiranosideo).

Figura 65. Algumas correlagoes (>3Jcy) observadas no espectro de HMBC de FCP2 (GB1-77-

O-glicopiranosideo).
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Tabela 13. Dados de RMN de 'H e 3C em DMSO-Dg (500 e 75 MHz, respectivamente) de
FCP2 (GB1-77-O-glicopiranosideo).

1H-13C-HMQC-1Jc,

1H-8C-HMBC-"Jcyy

C oc o4 2Jch 3Jcw
4 196,92 - H-3 H-2
5 163,60 - H-6
7 168,91 - H-6, H-8
9 163,20 - H-8
10 101,10 - H-6, H-8
r 127,01 - H-3;5°
4 157,64 - H-3"; 5 H-2’; 6’
1” 127,45 - H-2” H-37,5"
47 198,21 - H-3” H-2”
57 161,81 - H-6
7 162,79 - H-6” H-1"”, H-3
8” 102,68 - H-3 H-6”
9” 158,62 - H-3
107 101,57 - H-6”
4 157,50 - H-37;5" H-2"7;6"
CH
2 82,07 5,45 (d, J= 12) H-4
3 46,70 5,06 (d, J= 12) H-8”, H-4 H-77, H-9”
6 95,93 5,89 (d, J= 2) H-8, H-10
8 94,81 5,75 (d, J= 2) H-7, H-9 H-6, H-10
2,6’ 12976 7,23 (d, J=8,5) H-2, H-4’
3,5 11480 6,60 (d, J=8,5) H-4° H-1’
27 82,75 5,03 (d, J= 11) H-17 H-4”
3” 72,43 4,3(d,J=11¢6) H-4”
6” 96,02 6,22 (5) H-7" H-8”, H-10”
27,67 12832 7,20 (d, J=8,5) H-4"
37,57 11495 6,70 (d, J=8,5) H-47 H-1"
17 99,95 4,73 (d, J=7.5) H-7”
277 73,00
37 77,14
477 69,57
57 76,11
6™ « 60,55 3,7 (dd, J= 10,5 5)

p

3,44 (m)
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Figura 67. Espectro de RMN de 'H em DMSO-Ds (500 MHz) de FCP3 (GBla-77-O-

glicopiranosideo). Expansdo (7,4 — 6,1 ppm).
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Figura 68. Espectro de RMN de 'H em DMSO-Dg (500 MHz) de FCP3 (GBla-77-O-
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Figura 69. Espectro de RMN de *H em DMSO-Dg (500 MHz) de FCP3 (GBla-7-O-

glicopiranosideo). Expanséo (3,8 — 2,6 ppm).
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Figura 70. Espectro de APT em DMSO-Dg (75 MHz) de FCP3 (GB1la-7"-O-glicopiranosideo).
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Figura 71. Espectro de CD e UV em MeOH de (a) 2R, 3S, 2”R, 3”R-GB1-7”-O-
glicopiranosideo e (b) 2R, 3S, 2”R, 3”’R-GB4 (FERRARI et al., 2003).
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Figura 72. Espectro de CD e UV em MeOH de (a) 2R, 3S, 2”’S-GB1la-7"-O-glicopiranosideo
(13) e (b) Ent-naringeninil-(1-3a, I1-8)-4’-O-metilnaringenina (MBWAMBO et al., 2006).

119



Tabela 14. Dados de RMN de 'H e 13C em DMSO-Dg (500 e 75 MHz, respectivamente) de

FCP3 (GB1la-7"-O-glicopiranosideo).

C Oc oy (mU'tI)

4 196,97 -

5 163,48 -

7 166,47 -

9 163,12 -

10 101,21 -

r 128,09 -

4 157,87 -

1” 127,13 -

4” 197,58 -

5” 162,02 -

7’ 162,77 -

8” 103,31 -

9” 160,12 -

10” 101,31 -

4” 157,65 -

CH

2 81,36 5,55 (d, J=12)

3 46,60 5,09 (d, J=12)

6 95,93 5,91 (d, J=2)

8 94,87 5,80 (d, J=2)

2°,6° 130,0 7,25 (d, J=8,5)

3.5 114,93 6,60 (d, J=8,5)

2” 78,44 5,48 (dd, J=12,5¢ 3)

6” 78,44 6,19 (s)

2,6 128,53 7,19 (d, J=9,0)

3”5 115,15 6,68 (d, J=8,5)

1”” 99,90 4,72 (d,J=17,0)

277 73,02

3 77,13

47 69,58 3,14 (m)

5 76,17

6 a 60,53 3,66 (dd, J=10,5¢5)
p 3,44 (m)

CH;

3” a 42,12 3,05 (dd, J=17,5¢e 13)
] 2,75 (dd, J=17,5e 3)
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1.4.1.4 Xantona
1.4.1.4.1 Substancia 14

A amostra FCP1 (4,0 mg), substancia 14, foi obtida na forma de cristais amarelos em
forma de agulhas a partir da fracdo em acetato de etila obtida da particdo do extrato em etanol
de frutos de C. paralicola. A elucidacéo estrutural de FCP1 foi realizada a partir da analise de
espectros de RMN de *H (1D e 2D), EM e comparacdo com dados descritos na literatura
(NAGEM; OLIVEIRA, 1997).

A andlise do espectro de RMN de *H (Figura 73) de FCP1 (14) permitiu caracterizar um
conjunto de sinais participando de um sistema de acoplamento do tipo ABC em §, 7,72 (t, J =
8,0 Hz, H-3), 7,03 (d, J = 8,0 Hz, H-4) e 6,79 (dd, J = 1,0 e 8,25 Hz, H-2), integrando um
hidrogénio cada, caracterizando o anel A da 1,7- dihidroxixantona (euxantona). O espectro de
RMN de *H mostra ainda trés sinais de hidrogénios aromaticos participando de um sistema de
acoplamento ABX em 6H 7,55 (d, J = 9,0 Hz, H-5), 7,46 (dd, J = 9 e 3,0 Hz, H-6) e
7,63 (d, J = 3,0 Hz, H-8) caracterizando o anel B desta xantona. A analise do espectro de 1H,
em conjunto com os espectros bidimensionais COSY tH-tH, HMQC (Figura 74) e HMBC, bem
como a comparacdo com dados da literatura (Tabela 15) (NAGEM; OLIVEIRA, 1997),
permitiu sugerir que FCP1 é a 1,7-dihidroxixantona. Dados adicionais de CG/EM (Figura 75)
foram obtidos para confirmar a massa molecular desta xantona. No espectro de massas (Figura
76) foi possivel observar o pico do ion molecular em m/z 228 ([M]™), que esta de acordo
com a formula molecular C;3HgO,. A euxantona (14) esta sendo relatada pela primeira vez no

género Clusia e na espécie C. paralicola.
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Figura 73. Espectro de RMN de 'H em acetona-dg (500 MHz) de FCP1 (1,7-
dihidroxixantona).
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Figura 74. Espectro de HMQC em acetona-dg (RMN de *H: 500 MHz; RMN de 3C: 125
MHz) de FCP1 (1,7-dihidroxixantona).
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Tabela 15. Dados de RMN de 'H e BC (HMQC) em acetona-dg (500 e 125 MHz,
respectivamente) de FCP1 (1,7- diidroxixantona).

1,7-diidroxixantona (14)

Literatura (ACETONA-Dg)*

H dc oH oy

1 - -

2 109,5 6,79 (dd, 1,0 e 8,25 Hz) 6,75 (dd, 1,0 e 8,1 Hz)
3 136,8 7,72 (t, 8,0 Hz) 7,68 (t, 8,1 Hz)

4 106,8 7,03 (d, 8,0 Hz) 6,97 (dd, 1,0 e 8,1 Hz)
da - -

4b - -

5 125,3 7,55 (d, 9,0 Hz) 7,50 (d, 8,8 Hz)

6 125,2 7,46 (dd, 3,0 € 9,0 Hz) 7,40 (dd, 2,7 e 8,8 Hz)
7 - -

8 108,0 7,63 (d, 3,0 Hz) 7,57 (d, 2,7 Hz)

8a - -

8b - -

9 - -

10 - -

OH 12,74 (s) 12,57 (s)

*NAGEM; OLIVEIRA, 1997
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Figura 75. Cromatograma de ions totais (T1C) de FCP1 (1,7-diidroxixantona) obtido por CG-

EM.
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Figura 76. Espectro de massas de FCP1 (1,7-diidroxixantona), obtido por CG-EM (IE 70 eV).
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1.4.1.5 Triterpenos
1.4.1.5.1 Substancia 15

A amostra FCN3 (20,0 mg), substancia 15, foi obtida na forma de cristais brancos a
partir do extrato em diclorometano de frutos de C. nemorosa (1° coleta). A elucidacéo
estrutural de FCN3 foi realizada a partir da analise dos espectros de RMN de H e 13C e CG-
EM, seguido da comparacdo com dados descritos na literatura (ABREU et al., 2011).

A anélise do espectro de RMN de 'H (Figura 77) obtido para a substancia 15
apresentou sete simpletos na regido de oy 1,18 a 0,73, indicando a presenca de sete grupos
metilicos. O dupleto em 6y 0,88 (J= 5,0 Hz) foi atribuido aos prétons metilicos ligados ao
carbono C-23, caracteristicos de triterpenos da classe friedelano (ABREU et al., 2011).
Adicionalmente, destaca-se 0s sinais caracteristicos de hidrogénios metilénicos (CH-2) e
metinico (CH-4) em posi¢do alfa a carbonila em 6y 2,30 e 2,39 ppm, respectivamente. Um
total de 30 carbonos foi assinalado no espectro de DEPTQ (Figura 78, Tabela 16) da
substancia 15, sendo oito metilicos, onze metilénicos, quatro metinicos e seis carbonos
quaternarios. O sinal em d¢ 213,2 ppm foi atribuido a carbonila da cetona (C-3), enquanto,
os sinais em o¢ 14,7 (C-24) e 6,80 (C-23) foram correlacionados aos grupo metila que sédo
particularidades da série friedelano.

O cromatograma de ion totais (TIC) da amostra FCN3 obtido por CG-EM
apresentou um pico (Figura 79), cujos fragmentos (Figura 80) foram caracteristicos de
substancia triterpénica (FELIU, 2011). O ion fragmento de m/z 426 foi identificado como
sendo o fon molecular [M]" que foi atribuido & formula molecular C3gHs0O, sugerindo seis
equivalentes de deficiéncia de hidrogénio (IGOLI; GRAY, 2008), sendo proposto a
presenca de um dupla ligacdo e cinco anéis de seis membros, tipicos de estrutura
pentaciclica. O espectro de massas apresentou como pico base o ion fragmento de m/z 69. O
jon fragmento de m/z 411 foi atribuido & perda de uma metila (M*-CHa;). A clivagem nos
anéis A, B e D resultou na formacdo dos ions fragmentos de m/z 341, 273 e 123,
respectivamente. A cis@o entre os carbonos C-13 e C-14 originou os fragmentos de m/z 218
e 191, enquanto que a quebra da ligagdo entre C-8 e C-14 no anel C forneceu o fragmento
de m/z 205. Estes ions observados sdo caracteristicos de triterpenos pentaciclicos da série
friedelano (SHIOJIMA et al., 1992).
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A comparacdo dos dados de RMN de H e 3C e do padrdo de fragmentacdo de
massas com o0s descritos na literatura (ABREU et al., 2011) permitiu a identificacdo da

substancia 15 como friedelina. Este triterpeno esta sendo descrito pela primeira vez nos
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Figura 77. Espectro de RMN de *H em CDCl3; (400 MHz) de FCN3 (friedelina).
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Figura 78. Espectro de RMN de 3C (DEPTQ) em CDCI;3 (100 MHz) de FCN3 (friedelina).
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Tabela 16. Dados de RMN de *H e 3C em CDCl3 (400 e 100 MHz, respectivamente) de
FCN3 (Friedelina).

Friedelina (15) Literatura * Friedelina (15) Literatura*
C dc d¢c On On
1 22,3 22,3
2 41,5 41,5 2,33 (ddd; J; = 13,8 Hz, J,=5,0 Hz, 2,39 (ddd; J; = 13,7, J,=
J3=1,9 Hz, 1H) 51,J;=19Hz,1H)
3 213,2 213,2
4 58,2 58,2 2,26 (9; J = 6,0 Hz, 1H) 2,24 (q; J=6,5Hz, 1H)
5 42,1 42,1
6 41,3 41,3
7 18,2 18,2
8 53,1 53,3
9 37,4 37,5
10 59,5 59,5
11 35,6 35,6
12 30,5 30,5
13 39,7 39,7
14 38,3 38,3
15 32,4 32,8
16 36,0 36,0
17 30,0 30,0
18 42,8 42,8
19 35,6 35,4
20 28,1 28,2
21 32,8 32,4
22 39,2 39,3
23 6.8 6,8 0,88 (d, J =6 Hz, 3H) 0,87 (J=6,5, 3H)
24 14,7 14,7 0,74 (s, 3H) 0,73 (s, 3H)
25 17,9 17,9 0,89 (s, 3H) 0,88 (s, 3H)
26 20,2 20,3 1,03 (s, 3H) 1,01 (s, 3H)
27 18,7 18,7 1,07 (s, 3H) 1,05 (s, 3H)
28 32,1 32,1 1,20 (s, 3H) 1,18 (s, 3H)
29 318 31,8 1,02 (s, 3H) 1,00 (s, 3H)
30 35,0 35,0 0,97 (s, 3H) 0,95 (s, 3H)

*ABREU et al., 2011
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Figura 80. Espectro de massas de FCN3 (friedelina), obtido por CG-EM (IE 70 eV).
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1.4.1.5.2 Substancias 16 e 17

A amostra FCL4 (1,2 g), contendo as substancias 16 e 17, foi obtida na forma de
cristais brancos a partir do extrato em diclorometano de folhas de C. lanceolata. A
elucidacdo estrutural de FCL4 foi realizada a partir da analise dos espectros de RMN de *H
e 13C e EM, seguido da comparagdo com dados descritos na literatura (DIAS; HAMERSKI;
PINTO, 2011).

O espectro de RMN de 'H (Figura 81) de FCL4 apresentou um padréo caracteristico
de triterpenos, confirmado pela presenca de varios simpletos na regido oy 0,8 e 1,3.
Destacando-se também, um multipleto em &y 3,23, caracteristico de H-3 em triterpenos do
tipo 3B-OH e dois tripletos em 645,19 (16) e 5,13 (17) pertencentes a hidrogénios olefinicos
em C-12. A duplicidade dos sinais observada sugere a presenca da mistura de duas
substancias isoméricas. No espectro de RMN de 3C (Figura 82) foi observado um sinal em
d¢ 79,01, atribuido ao carbono carbindlico em C-3. Na regido das olefinas foram observados
dois pares de sinais em ¢ 145,2 (C-13) e 121,7 (CH-12) atribuidos a substancia 17 e em 6¢
139,6 (C-13) e 124,4 (CH-12), correspondentes a substancia 16.

No cromatograma (Figura 83) obtido por CG-EM de FCL4 foi possivel observar
dois picos em tg de 25,0 (substancia 16) e 25,8 (substancia 17) min., sendo a proporg¢ao
entre eles de 62:38 (verificadas pelas areas dos picos). Os espectros de massas (Figuras 84 e
85) foram muito semelhantes, diferindo apenas na intensidade de alguns picos,
principalmente o pico em m/z 203. Ambos mostraram picos em m/z 426, correspondentes
aos ions moleculares dos dois isdmeros. Picos oriundos da fragmentacdo do tipo Retro-
Diels-Alder do anel C, tipicos de olean-12-enos (substancia 17) e ursan-12-enos (substancia
16), foram observados em m/z 218; 203 e 189 (MORITA et al., 2000).

A comparacdo dos dados de RMN de 'H e 1B3C (Tabela 17) e do padrdo de
fragmentacdo de massas com os descritos na literatura (DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011)
permitiram a identificacdo das substéncias 16 e 17 como a-amirina e [B-amiring,
respectivamente. Estes triterpenos estdo sendo descritos pela primeira vez nas folhas de C.
lanceolata.

A mistura de a e PB-amirina ja foi bastante investigada do ponto de vista
farmacologico e apresentaram atividades antinociceptiva (OTUKI et al.,, 2005),
hepatoprotetora (OLIVEIRA et al., 2004) e antimicrobiana (VILLASENOR et al., 2004).
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Tabela 17. Dados de RMN de *H e 3C em CDCl; (400 e 100 MHz, respectivamente) de
FCL4 (a, B-amirina).

a-amirina Literatura* p-amirina Literatura*

C oy dc oc O oc dc

1 38,7 38,7 38,5 38,7
2 29,5 28,7 27,4 27,2
3 3,23 (m, 1H) 79,0 79,6 3,23 (m, 1H) 79,0 79,3
4 38,7 38,7 38,5 38,5
5 55,1 55,1 55,1 55,1
6 18,4 18,4 18,4 18,6
7 32,6 32,2 32,9 32,4
8 40,0 40,0 39,8 39,8
9 47,7 47,7 47,6 47,6
10 37,1 36,9 37,1 36,9
11 23,3 23,3 23,5 23,6
12 5,19 (m, 1H) 124,4 124,4 5,13 (m, 1H) 1217 121,7
13 139,6 139,5 145,2 145,2
14 41,5 42,0 415 41,7
15 27,2 27,2 26,1 26,2
16 26,6 26,6 26,1 26,1
17 34,1 33,7 32,8 32,6
18 59,0 59,0 47,6 47,2
19 39,8 39,6 47,2 46,8
20 39,8 39,6 31,2 31,0
21 31,2 31,2 34,7 34,7
22 41,5 41,5 37,1 37,1
23 0,98 (s) 28,1 28,1 0,79 (s) 28,0 28,0
24 0,78 (d) 15,7 15,6 0,78 (d) 15,5 15,4
25 0,78 (d) 15,7 15,6 0,78 (d) 15,5 15,4
26 0,90 (s) 16,8 16,8 0,98 (s) 16,9 16,8
27 0,99 (s) 23,2 23,2 1,12 (s) 26,0 25,9
28 0,96 (s) 28,4 28,1 1,06 (s) 28,7 28,4
29 0,86 (d) 17,5 17,4 0,86 (d) 333 338
30 0,78 (d) 214 21,4 0,82 (s) 23,7 23,7

* DIAS; HAMERSKI; PINTO, 2011.
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1.4.1.6 Esteroides
1.4.1.6.1 Substancias 18 e 19

As fragdes FCN4 (10,0 mg) e FCL5 (30,0 mg), substéncias 18 e 19, foram obtidas
na forma de cristais brancos a partir do extrato em diclorometano de frutos de C. nemorosa
e das folhas de C. lanceolata, respectivamente. A elucidacédo estrutural de FCN4 e FCL5 foi
realizada a partir das analises dos espectros de RMN de *H e 3C e comparag¢do com dados
descritos na literatura (LIMA, 2000).

Os espectros de RMN de *H (Figura 86) de FCN4 e FCL5 (18 + 19) apresentaram
sinais entre oy 0,8 e 2,0 ppm referentes a grupos metinicos, metilénicos e metilicos, um
multipleto em 8y 3,53 que pode ser de hidrogénio ligado a carbono carbindlico (H-3) e um
dupleto em 8y 5,35 de hidrogénio olefinico (H-6). O conjunto destes dados, mais a presenca
de dois duplos-dupletos em 6y 5,16 (J= 8,5 e 15 Hz, H-22) e em 5,02 (J= 8,5 e 15 Hz, H-
23), levam a sugerir que a amostra é uma mistura de esteroides comumente isolados no
reino vegetal, B-sitosterol (18) e estigmasterol (19). No espectro de RMN de 13C (Figura 87)
destacam-se os sinais referentes aos carbonos olefinicos comuns aos dois esteroides em d¢
140,72 (C-5) e em 121,71 (C-6), além do carbono oximetinico em d¢c 71,79 para C-3. O
estigmasterol apresenta ainda sinais referentes aos carbonos olefinicos da ligacdo dupla em
sua cadeia lateral em oc 138,31 (C-23) e 129,23 (C-22). Os dados de RMN de H e 13C
(Tabela 18) estdo de acordo com o da literatura (LIMA, 2000). Estes esteroides estdo sendo
relatados pela primeira vez nos frutos de C. nemorosa e nas folhas de C. lanceolata

Cambess.
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Tabela 18. Dados de RMN de C em CDCI; (100 MHz) de FCLS5 (p-sitosterol e
estigmasterol).

B — Sitosterol (18)

Estigmasterol (19)

C dc Literatura* dc Literatura”
5 140, 79 140,73 140,79 140,73
10 36, 53 36,49 36,53 36,98
13 42,25 42,28 42,25 42,28
CH
3 71,83 71,78 71,83 71,78
6 121,73 121,69 121,73 121,69
8 31,90 31,88 31,92 31,88
9 50,17 50,11 50,20 50,11
14 56,80 56,74 56,90 56,74
17 56,09 56,05 55,99 56,05
20 36,17 36,12 40,49 40,48
22 - 138,32 138,32
23 - 129,31 129,27
24 45,88 45,83 51,26 51,23
25 28,93 29,14 29,72 31,44
CH;
1 37,28 37,24 37,28 37,24
2 31,70 31,64 31,70 31,64
4 42,34 42,28 42,34 42,19
7 31,93 31,88 31,94 31,88
11 21,11 21,07 21,07 21,07
12 39,81 39,76 39,71 39,76
15 24,32 24,28 24,38 24,34
16 29,20 28,22 29,20 28,90
22 33,98 33,93 - -
23 26,13 26,05 - 25,39
28 23,10 23,04 25,42 25,39
CH3;
18 11,88 11,84 12,00 12,03
19 19,41 19,38 19,41 19,38
21 18,80 18,75 21,23 21,19
26 19,83 19,80 19,83 21,07
27 19,06 19,01 19,00 18,95
29 12,07 11,95 12,26 12,23
* LIMA, 2000
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1.4.1.6.2 Substancias 20 e 21

A fracdo FCL7 (35,0 mg), substancias 20 e 21, foi obtida na forma de um sélido
viscoso amarelo a partir do extrato em diclorometano de folhas de C. lanceolata. A
elucidacdo estrutural de FCL7 foi realizada a partir das analises dos espectros de RMN de
H e 3C e EM e comparagdo com dados descritos na literatura (DELLA GRECA et al.,
1990).

O espectro de RMN de *H (Figura 88) da mistura 20 e 21 apresentaram sinais
semelhantes aos descritos anteriormente para a mistura 18 e 19, um conjunto de sinais na
regiao mais blindada do espectro em &y 2,4 — 0,7 referentes aos hidrogénios metilicos,
metilénicos e metinicos do nucleo esteroidal. No espectro de RMN de *H das substancias 20
e 21 foi observado um sinal na regido de hidrogénios olefinicos em &y 5,73 (sl, 1H), o qual
foi atribuido ao H-4 e a auséncia de hidrogénio carbindlico em C-3 sugeriu uma oxidacdo
nessa posi¢do. O sinal em 8¢ 199,76 referente a carbono carbonilico, observado no espectro
de RMN de 3C (Figura 89) de FCL7 indicou ser uma carbonila. A compara¢do com dados
da literatura (Tabela 19) confirmou ser a sitosterona a substancia 20. Ainda no espectro de
RMN de 'H, a presenca dos sinais de menor intensidade em oy 5,15 e 5,02 referentes a
hidrogénios olefinicos (H-22 e H-23, respectivamente) sugeriu que a sitosterona
encontrava-se em mistura. Esses dados foram confirmados pela analise de CG-EM (Figuras
90, 91 e 92), onde se pode observar a presenca da sitosterona 20 (m/z 412) e da
estigmasterona 21 (m/z 410). Estes esteroides estdo sendo registrados pela primeira vez em
C. lanceolata.
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Tabela 19. Dados de RMN de 1H e 3C em CDCI3 (400 e 100 MHz, respectivamente) de

FCL7 (pB- sitosterona e estigmasterona).

B-sitosterona (20) Literatura* B-sitosterona
C dc dc OH
1 35,57 35,6
2 33,82 33,9
3 199,76 198,2
4 123,69 123,6 5,73 (sl)
5 171,82 171,0
6 32,93 32,8
7 32,01 32,0
8 35,64 35,7
9 53,77 53,8
10 38,57 38,5
11 20,98 21,0
12 39,57 39,4
13 42,35 42,3
14 55,83 55,9
15 24,15 24,1
16 28,17 28,1
17 55,95 56,0
18 11,94 11,9 0,71 (s)
19 19,35 17,3 1,19 (s)
20 36,08 36,1
21 18,67 18,7 0,92 (d)
22 33,94 34,0
23 23,01 22,9
24 45,76 45,8
25 29,68 29,1
26 19,70 19,8 0,84 (sl)
27 18,98 19,1 0,83 (d)
28 23,01 23,1
29 11,91 11,1 0,83 (d)

*DELLA GRECA et al., 1990

137



(x100,000)
Jmc

co. 20

5.0

4]
a0 21
20]

1.0+

0.0

‘ — — T —T ‘ g ‘ g — ‘ g ‘ g — —
100 150 Z)O %0 500 550

Flgura 90 Cromatograma de ions totals (TIC) de FCL7 (sﬂosterona e estlgmasterona)
obtido por CG-EM.

9
100.0 56
75.04
50.0
a1 69
25.0 97 410
w0 269 297 267
[l Il || |
00 . | I 1l I . . . | AL . | . |
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0

Figura 91. Espectro de massas de FCL7, substancia 21 (estigmasterona), obtido por CG-
EM (IE 70 eV).

370, 124
.......
o
10004 43
75.04
55 124
50.04 412
229
81
95 289
25,04 370 397
147 327 355
187 211 257 | | |
0.04 |||| [T TR " ch)l I | o1l o In 1l I |_| ! |I| It
50.0 75.0 1000 1250 1500 1750 2000 2250  250.0 2750 3000 3250 3500 3750 4000 4250

Figura 92. Espectro de massas de FCL7, substancia 20 (sitosterona), obtido por CG-EM
(IE70eV).

138



1.4.1.6.3 Substancias 22 e 23

As fragdes FCN1 (65,0 mg) e FCN9 (50,0 mg), substancias 22 e 23, foram obtidas
na forma de um sélido amorfo branco a partir do extrato em diclorometano (1° coleta) e do
extrato em etanol (2° coleta) de frutos de C. nemorosa, respectivamente. A elucidacéo
estrutural de FCN1 e FCN9 foi realizada a partir das analises dos espectros de RMN de H e
13C e comparacdo com dados descritos na literatura (MONTRUCCHIO et al., 2005).

O espectro de RMN de *H (Figura 93) da mistura 22 e 23 apresentaram sinais
semelhantes aos descritos anteriormente para a mistura 18 e 19, um conjunto de sinais na
regido mais blindada do espectro em oy 2,4 — 0,7 referentes aos hidrogénios metilicos,
metilénicos e metinicos do nucleo esteroidal. No espectro de RMN de 'H das substancias 22
e 23 foi observado um sinal na regido de hidrogénios olefinicos em &y 5,37 (sl, 1H), o qual
foi atribuido ao H-6. Ainda no espectro de RMN de *H pdde-se observar um acumulo de
sinais na regido de hidrogénios carbinolicos sugerindo a presenca de agucar na estrutura. O
espectro de RMN de 3C (DEPTQ) de 22 e 23 (Figura 94) apresentou cinco sinais referentes
a carbonos carbinélicos entre 8¢ 72,07 — 79,01, um sinal em 8¢ 102,96 referente ao carbono
anomérico em C-1’ ¢ um carbono metilénico em 6¢ 63,22 caracterizando uma glicose ligada
ao esqueleto esteroidal. A comparacdo com dados da literatura (Tabela 20) confirmou ser o
[3-sitosterol glicosilado a substancia 22. Ainda no espectro de RMN de *H, a presenca dos
sinais de menor intensidade em dy 5,15 e 5,02 referentes a hidrogénios olefinicos (H-22 e
H-23, respectivamente) sugeriu que B-sitosterol glicosilado encontrava-se em mistura com o
estigmasterol glicosilado 23. Estes esteroides estdo sendo descritos pela primeira vez nos

frutos de C. nemorosa.
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Tabela 20. Dados de RMN de 'H e 8C em piridina-ds (500 e 125 MHz,

respectivamente) de FCN1 (B-sitosterol glicosilado).

B-sitosterol glicosilado Literatura*  p-sitosterol glicosilado
C Oc Oc OH
1 37,6 37,2
2 29,6 29,3
3 78,7 78,5 3,90 (m)
4 39,5 39,1
5 1411 140,9
6 1221 1219 5,37 (sl)
7 32,4 31,8
8 32,2 31,9
9 50,5 50,2
10 36,6 36,7
11 21,5 21,1
12 40,1 39,8
13 42,6 42,3
14 56,4 56,7
15 24,7 24,3
16 28,7 28,3
17 57,0 56,9
18 12,1 11,7 0,64 (s, 3H)
19 19,4 19,2 0,92 (s, 3H)
20 36,5 36,2
21 19,2 18,8 0,98 (d, 3H)
22 34,4 34,0
23 26,5 26,2
24 46,2 45,8
25 30,4 30,1
26 19,4 18,9 0,88 (d, 3H)
27 19,6 19,7 0,86 (d, 3H)
28 23,5 23,2
29 12,3 11,9 0,84 (d, 3H)
1 102,8 102,5
2’ 75,5 75,2
3’ 78,2 77,9
4 71,9 71,5
5’ 78,7 78,4
6’ 63,0 62,7

*MONTRUCCHIO et al., 2005
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1.4.1.7 Acido citrico e derivados
1.4.1.7.1 Substancia 24

A fracdo FCN11 (50,0 mg), substancia 24, foi obtida na forma de cristais brancos a
partir do extrato em etanol de frutos de C. nemorosa (2° coleta). A elucidacao estrutural de
FCNL11 foi realizada a partir das analises dos espectros de RMN de *H e 13C e comparacao
com dados descritos na literatura (SAGNER et al., 1998).

O espectro de RMN de 'H da substancia 24 (Figura 95) apresentou dois dupletos
em oy 2,75 (d, J= 15,7 Hz, 2H) e 2,63 (d, J= 15,7 Hz, 2H), sugerindo a presenca de dois
grupos metilenos com hidrogénios diastereotopicos, o valor da constante de acoplamento é
tipico de acoplamento geminal em sistemas alifaticos aciclicos (PAVIA et al., 2010). O
espectro de RMN de 3C (Figura 96) de FCN11 apresentou quatro sinais no total. Os
sinais observados em - 174,78 e 171,43 sdo compativeis a grupos carboxilicos e
a intensidade de um sinal permite sugerir a presenca de dois grupos carboxilicos
equivalentes; em & 72,50 sugere a presenca de carbono quaternario oxigenado, e em d.
42,88 caracteriza a presenca de grupo metileno ligado a grupos retirados de elétrons
(HAWRANIK; SORENSEN, 2010). Através do mapa de correlacbes HMQC (Figura 97)
pode-se verificar a correlagdo do hidrogénio em o, 2,75 (2-CH2) e 2,63 (4-CH2) com o
carbono 5. 42,88 (C-2 e C-4).

Com base no grau de simetria observado no espectro de RMN de H e 13C
(DEPTQ) (Tabela 21) e por comparacdo com dados da literatura (SAGNE et al., 1998)
propomos a identificacdo estrutural de FCN11 como o éacido citrico (24). Esta substancia
esta sendo relatada pela primeira vez em C. nemorosa.

Algumas propriedades farmacol6gicas sdo descritas para o acido citrico, tais
como, antioxidante (ARAUJO, 2004) e cardioprotetora (TANG et al., 2013).
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Figura 97. Espectro de HMQC em DMSO-Dg (RMN de tH: 500 MHz, RMN de 13C:
125 MHz) de FCN11 (acido citrico).

Tabela 21. Dados de RMN de *H e 3C em DMSO-Dg (500 e 125 MHz, respectivamente)

de FCN11 (acido citrico).

C Acido citrico (24) *Literatura (Dioxano-ds)
oc on oc

1 171,43 - 174,41

2 42,88 2,75; 2,63 (d, J=15,7 Hz) 44,32

3 72,50 - 74,30

4 42,88 2,75; 2,63 (d, J=15,7 Hz) 44,32

5 171,43 - 174,41
COOH 174,78 - 177,75

*SAGNER et al., 1998
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1.4.1.7.2 Substancia 25

A fracdo FCN7 (35,0 mg), substancia 25, foi obtida na forma de cristais incolores a
partir do fracionamento da fragdo em acetato de etila, extrato em metanol, de frutos de
C. nemorosa (1° coleta). A proposta de elucidacéo estrutural de FCN7 (25) foi feita com
base nas analises dos espectros de RMN de 'H e 13C, incluindo experimentos
bidimensionais (2D). O espectro de RMN de *H (Figura 98) apresentou um simpleto
em oy 3,56 (s, 6H) caracteristico de grupo metoxilico (-OCH3) de éster e dois
dupletos em 6y 2,84 (d, J= 15,7 Hz, 2H) e 2,74 (d, J= 15,7 Hz, 2H), sugerindo a
presenca de dois grupos metilenos com hidrogénios diastereotopicos, o valor da
constante de acoplamento é tipico de acoplamento geminal em sistemas alifaticos
aciclicos (PAVIA et al., 2010). O espectro de RMN de ©C (Figura 99) de FCN7
apresentou cinco sinais no total. Os sinais observados em 6c 174,3 e 169,9 sugerem a
presenca de grupos carboxila, sendo um sinal compativel a duas carboxilas equivalentes,
como no caso anterior. O sinal em dc 74,4 sugere a presenca de carbono quaternario
oxigenado, em ¢ 51,41 é caracteristico de éster metilico ¢ em d¢ 42,7 caracteriza a
presenca de grupo metileno ligado a grupos retirados de elétrons (HAWRANIK;
SORENSEN, 2010). Através do mapa de correlagdes HMQC (Figura 100) pode-se
verificar a correlagdo do hidrogénio em &y 3,56 (1,5-OCH3) com o carbono em 51,41
(1,5-OCHg3), caracterizando a presenca de duas metoxilas de éster simétricas na
substancia, e em oy 2,84 (2-CH,) e 2,74 (4-CH;) com o carbono 3¢ 42,7 (C-2 e C-4).
Através do mapa de correlacdes em HMBC (Figura 101) observou-se a correlacdo de
1,5-OCH;3 (64 3,56) com o carbono em d¢c 1699 (C-1 e C-5) e os sinais
correspondentes aos hidrogénios metilénicos H,-2 e Hy-4 (dy 2,84 e 2,74) com o0s
carbonos em 8¢ 174,3 (-COOH); 169,9 (C-1 e C-5); 74,4 (C-3) e 42,7 (C-2 e C-4).

Com base no grau de simetria observado no espectro de RMN de H e DEPTQ
(Tabela 22) e por comparacdo com dados da literatura (HJUNG-HYUM; DONG-UNG,
2008) fez-se a proposta estrutural do citrato de dimetila ou 1,5-dimetil-citrato (25) para
FCN7. Esta substancia esta sendo relatada pela primeira vez em C. nemorosa.

As substancias 25, 27, 28 e 29, ésteres do acido citrico, podem ser considerados
como artefatos do procedimento de extragao.

Alguns trabalhos relatam a atividade antitromboética (MIYAZAWA; YAMADA,;
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UTSUNOMIYA, 2003) e inibitdria da enzima monoamina oxidase A (HAN et al., 2001)
do citrato de dimetila (25).
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Tabela 22. Dados de RMN de *H e 3C em DMSO-Dg (400 e 100 MHz, respectivamente)

de FCN?7 (Citrato de dimetila).

C Citrato de dimetila (25) Literatura*(CD3;OD)
oc OH oc L

1 169,63 - 170,80 -
2 42,65 2,74; 2,84 (d, J=15.7 Hz) 43,50 2,81; 2,95 (d, J=15.7 Hz)
3 72,55 - 73,40 -
4 42,65 2,74; 2,84 (d, J=15.7 Hz) 43,50 2,81; 2,95 (d, J=15.7 Hz)
5 169,63 - 170,80 -
-OCH; 5141 3,56 (s) 51,50 3,66 (s)

51,41 3,56 (s) 51,50 3,66 (s)
COOH 174,25 - 175,40 -

*JUNG-HYUM; DONG-UNG, 2008
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1.4.1.7.3 Substancias 26 e 27

A fracdo FCN8 (5,0 mg), substancias 26 e 27, foi obtida na forma de uma mistura
de sélido marrom cristalino a partir do fracionamento da fragdo em acetato de etila de
frutos de C. nemorosa (1° coleta). A proposta de elucidacdo estrutural de FCN8 (26
+ 27) foi feita com base nas analises dos espectros de RMN de H e 13C, incluindo
experimentos bidimensionais (2D). No espectro de RMN de 'H (Figura 102) da
substancia 26 observou-se um padrdo de substituicdo caracteristico de anel aromatico do
tipo catecolico. Os sinais em o6y 7,43 (sl, 1H, H-3), em 6y 7,42 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz, 1H,
H-7), que apresentaram constante de acoplamento de hidrogénios em relagdo orto e meta,
e em oy 6,79 (d, J=7,6 Hz, 1H, H-6) com constante de acoplamento orto, levaram a
propor um anel aromatico com padrdo de substituicdo do tipo ABC. A correlacdo entre
esses hidrogénios foi confirmada pelo espectro de COSY.

No espectro de RMN de 13C (Figura 103) pode-se observar a presenca de um sinal
tipico de carbono de grupo carboxila de acido em &8¢ 170,61 (C-1), e 0s sinais em d¢
151,57 e 146,18 ppm referentes aos carbonos aromaticos oxigenados em C-5 e C-4,
respectivamente. Através da analise de correlagdo em HMQC verificou-se a correlacao
do sinal em 6y 7,43 (H-3) com o carbono em 6¢ 117,86 (C-3), do duplo dupleto em &y
7,42 (H-7) com o carbono em 6¢ 123,98 (C-7), e do dupleto em &y 6,79 (H-6) com o
carbono em dc 115,86 (C-6). O mapa de correlagbes HMBC confirmou a proposta
estrutural para 26. Com base nos dados de RMN de *H e DEPTQ (Tabela 23) e por
comparagdo com dados da literatura (XU et al., 2013) propomos a identificagéo estrutural
de FCN8 como o acido protocatecuico (26). Além desta substancia, foram observados
sinais adicionais nos espectros de RMN (1D e 2D) de um segundo componente em
mistura (27), cujas intensidades dos sinais séo diferentes se relacionadas com os de 26. O
espectro de RMN de 'H (Figura 102) exibiu dois simpletos em &y 3,74 e 3,65 0 que
sugeriu a presenca de metoxilas de éster. Foi observado um padrdo semelhante de
dupletos conforma visto para o citrato de dimetila (25), em 64 2,90 e 2,80 (J=15,2 Hz), 0
que permitiu sugerir a partir da avaliagédo destes dados e por comparagdo com dados da
literatura (HAWRANIK; SORENSEN, 2010) que a substancia 27 seja o citrato de
trimetila (Tabela 24). Estas substancias estdo sendo relatadas pela primeira vez em C.

nemorosa.
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Tabela 23. Dados de RMN de H e 3C em CD3;0OD (400 e 100 MHz, respectivamente) de
FCNS8 (Acido protocatecuico).

C Acido protocatecuico (26) Literatura*
oc OH oc OH
1 170,6 - 170,3 -
2 123,6 - 123,2 -
3 117,9 7,43 (sl) 117,7 7,43 (5)
4 146,2 - 146,1 -
5 151,6 - 151,5 -
6 1159 6,79 (dd, J=7,6 € 0,8 Hz) 115,7 6,79 (d, J=7,8 Hz)
7 1239 7,42 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz) 123,9 7,41 (s)

* XU etal., 2013

Tabela 24. Dados de RMN de 'H e 13C em CD3;OD (400 e 100 MHz, respectivamente) de
FCNB8 (Citrato de trimetila).

C Citrato de trimetila (27) Literatura*

oc oy oc o
1 172,1 - 171,8 -
2 44,6 2,80; 2,90 (d, J=15,6 Hz) 44,4 2,82; 2,94 (d, J=15,3 Hz)
3 75,0 - 748 -
4 44,6 2,80; 2,90 (d, J=15,6 Hz) 44,4 2,82; 2,94 (d, J=15,3 Hz)
5 172,1 - 171,8 -
1,5-OCHj 52,4 3,65 (s) 52,4 3,65 (s)
3-OCH, 53,2 3,74 (5) 53,3 3,76 (s)
3-COOCH, 176,0 - 175,3 -

*HAWRANIK; SORENSEN, 2010
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1.4.1.7.4 Substancias 28 e 29

A fracdo FCN12 (30,0 mg), substancias 28 e 29, foi obtida na forma de cristais
incolores a partir do fracionamento da fracdo em acetato de etila obtida da particdo do
extrato em etanol de frutos de C. nemorosa (2° coleta). A proposta de elucidacdo estrutural
de FCN12 foi feita com base nas anélises dos espectros de RMN de 'H e 3C, incluindo
experimentos bidimensionais (2D). O espectro de RMN de *H (Figura 104) apresentou
sinais caracteristicos de grupos etoxilicos (-OCH,CHz3) em 6y 4,29 (g, J=7,0 Hz) e 4,16 (q,
J=7,0 Hz) de CH,e em 1,30 (t, J=7,0 Hz) e 1,26 (t, J=7,0 Hz) de CHg, apresentou simpletos
em oy 3,83 e 3,70 caracteristicos de grupos metoxilicos (-OCHs) de éster e um pacote de
sinais na regido de oy 2,96-2,79, sugerindo a presenca de grupos metilenos com hidrogénios
diastereotopicos. O espectro de RMN de 3C (Figura 105) da mistura 28 e 29 apresentou
sinais de grupos carboxilicos de ésteres, de carbonos quaternarios oxigenados e de carbonos
metilénicos em &¢ 173,8-169,8, 73,2-73,0 e 43,2-43,0, respectivamente, além de sinais
caracteristicos de grupos etoxilicos em dc 62,5-61,1 de CH, e 14,0-139 de CHj e
metoxilicos em oc 53,2-52,0. A analise dos espectros de COSY, HMQC e HMBC
confirmaram as propostas de 28 e 29 como citrato de dietil metilico e citrato de dimetil

etilico, respectivamente.
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1.4.1.8 Feofitinas
1.4.1.8.1 Substancias 30 e 31

A fracdo FCL6 (70,0 mg), constituida das substancias 30 e 31, foi obtida como
um solido amorfo verde a partir do fracionamento do extrato em diclorometano de folhas
de C. lanceolata. A elucidacgéo estrutural foi proposta com base na analise dos dados de
UV, IV e RMN de '*H e BC (1D e 2D) e comparagdo com dados da literatura
(MATSUO et al., 1996). A analise preliminar do espectro de RMN de *H permitiu
sugerir a presenca de uma mistura de substancias estruturalmente relacionadas,
possivelmente isdbmeros, devido a duplicidade dos sinais e a similaridade nos valores de
deslocamento quimico.

O espectro de RMN de *H (Figura 106) para a substancia FCL6 (componente
majoritario, 30) exibiu sinais referentes a trés grupos metinicos aromaticos em 64 9,57
(1H, s, H-5), 9,42 (1H, s, H-10) e 8,64 (1H, s, H-20), um grupo vinila conjugado
em 8H 7,92 (1H, dd, J=17,6; 11,6 Hz, H-3"), 6,28 (1H, d, J=18 Hz, H-3%) e em 6,17
(1H, d, J=11,6 Hz, H-3°) e trés grupos metila aromaticos em &, 3,74 (3H, s, H- 8), 3,42
(3H, s, H-2' e 321 (3H, s, H-7Y) sugerindo a presenca do anel porfirinico
caracteristico da feofitina a. A auséncia de um simpleto em §,, 6,27 atribuido a0 H-13
da feofitina a em conjunto com a presenca de um sinal caracteristico de carbono
quaternario oxigenado em 3. 88,96 (C-13?) sugerem a presenca de um substituinte -OH
nesta posicdo. Adicionalmente, a presenca de um pacote de sinais referentes a
hidrogénicos metilicos, metilénicos e metinicos entre §,, 0,8 e 2,9 ppm sugerem a
presenca do grupo fitil éster em C-17°.

Através do mapa de correlacbes HMQC (Figura 108) foi possivel atribuir os
sinais aos carbonos hidrogenados da estrutura, podendo-se verificar a correlacdo do
hidrogénio em 6y 9,57 (H-10) com o carbono em 6¢ 104,19 (C-10), em oy 9,42 (H-5)
com o carbono em 4¢ 97,85 (C-5) e em 6y 8,64 (H-20) com o carbono em d¢ 93,61 (C-
20). J& no mapa de correlagbes HMBC (Figura 109) destacam-se as correlagdes
observadas para as metilas ligadas a sistemas aroméaticos em & 3,21 (CHs-7%) com os
carbonos em 8¢ 155,28 (C-6), 145,14 (C-8) e 137,16 (C-7); em &y 3,42 (CH5-2') com o0s
carbonos em §¢ 141,99 (C-1), 136,36 (C-3) e 131,71 (C-2) e em 84 3,75 (CHs-12%) com
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o0s carbonos em 8¢ 129,34 (C-12) e 137,74 (C-13). A posicdo do substituinte etila em C-8
foi confirmada pelas correlagdes entre o hidrogénio em &4 3,64 (CH,-8") com os carbonos
em &¢ 145,14 (C-8) e 17,42 (C-8%). Adicionalmente, a metoxila do grupamento éster em
8y 3,64 (OCH3-13% se correlaciona com o carbono em &c 173,62 (C-13%). Outras
correlagdes importantes observadas nos espectros de HMBC de 30 serdo destacadas a

sequir:

A andlise dos dados de RMN de H e 13C (1D e 2D) da mistura FCL6 (Tabelas
25 e 26) em conjunto com a comparacdo com dados da literatura (MATSUO et al.,
1996) permitiram identificar o componente majoritdrio como 132-hidroxi-(132-S)-
feofitina a (30) e o componente minoritario como 132-hidroxi-(132-R)-feofitina a (31).
A diferenca estrutural entre estas duas feofitinas esta na disposicdo espacial dos
substituintes no C-13% Nao foram encontrados na literatura relatos do isolamento de
feofitinas no género Clusia, sendo este o primeiro relato da ocorréncia destas substancias

em C. lanceolata.
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Tabela 25. Dados de RMN de *H e 13C em CDCI; (400 e 100 MHz, respectivamente) de
FCL6 (Mistura de Feofitinas).

C 132-hidroxi-(132-S)-feofitina a (30) 132-hidroxi-(13?-R)-feofitina a (31)
d¢ 3, dc 3,

1 141,99 142,86

2 131,71 131,88

2! 12,08 3,42 (s) 12,10 3,41 (s)

3 136,36 136,42

3t 128,99 7,98 (dd, 17,6 e 11,6 128,97 7,98 (dd, 17,6 € 11,6

Hz) Hz)

3? 122,81 6,28 (d, 18 Hz); 6,17 122,81 6,28 (d, 18 Hz); 6,17
(d, 11,6 Hz) (d, 11,6 Hz)

4 136,44 136,25

5 97,81 9,57 (s) 97,79 9,54 (s)

6 155,28 155,50

7 136,16 136,20

7t 11,20 3,21 (s) 11,20 3,20 (s)

8 145,14 145,17

gt 19,39 3,74 (s) 19,40 3,71 (s)

8 17,42 1,68 (m) 17,42 1,68 (m)

9 150,97 150,89

10 104,19 9,42 (s) 104,19 9,39 (s)

11 137,74 137,67

12 129,34 129,55

12* 12,27 3,74 (s) 12,20 3,71 (s)

13 126,88 126,86

13! 192,08 192,05

13° 88,96 89,07

13* 173,62 173,03

13* 53,38 3,63 (s) 53,77 3,65 (s)

14 149,80 150,43

15 107,66 107,62

16 162,43 161,86

17 51,78 50,45

17t 29,67 31,16

17° 31,55 31,89

178 172,76 173,42

18 50,29 50,11

18! 22,69 1,63 (m) 22,62 1,63 (m)

19 172,40 172,77
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20 93,61

8,64 ()

Tabela 26. Dados de RMN de *H e 13C em CDCl3 (400 e 100 MHz, respectivamente) de

FCLDM3 (Mistura de Feofitinas). Continuagéo (Cadeiafitol).

C 132-hidroxi-(132-S)-feofitina a (30) 132-hidroxi-(132-R)-feofitina a (31)
P1 61,54 61,34
P2 117,81 117,66
P3 142,75 142,75
P4 39,80 39,70
P5 24,97 24,94
P6 37,35 37,33
P7 32,72 32,70
P8 37,28 37,25
P9 24,74 24,74
P10 37,21 37,21
P11 32,59 32,56
P12 36,61 36,58
P13 24,38 24,36
P14 39,31 39,31
P15 27,93 27,92
P16 22,68 22,68
P17 22,59 22,62
P11t 19,69 19,69
p7 19,63 19,63
p3t 16,30 16,30
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1.4.2 Avaliacao do potencial biologico de espécies de Clusia
1.4.2.1 Atividade inseticida
Neste trabalho, foi avaliada a acdo inseticida de extratos de folhas de C. lanceolata
e de frutos de C. paralicola frente a mosca M. domestica, 0s parametros de avaliacdo da
atividade inseticida foram viabilidade larval e viabilidade neolarva a adulto apds contato
das larvas com as amostras, conforme descrito na parte experimental.
Foi observado efeito do contato das larvas com extratos e fracGes de C. lanceolata
e C. paralicola na viabilidade da fase larval de M. domestica. No geral, observou-se
uma melhora na atividade inseticida com o aumento da concentragdo das amostras
(Figura 110), que foram de 0,1, 0,3 e 0,5 mg/mL, respectivamente. O extrato em
metanol de folhas de C. lanceolata (FCLM) apresentou moderada atividade em relagéo ao
controle (96% de viabilidade), apresentando apenas 52% de viabilidade larval na
concentracdo de 0,5 mg/mL. Em seguida, destaca-se a fracdo em acetato de etila de frutos
de C. paralicola (FCPAE), que apresentou 60% de viabilidade larval na concentracdo de
0,5 mg/mL. Estes resultados sugerem efeito inseticida de espécies de Clusia frente a M.
domestica. Os resultados da viabilidade larval (%) do controle, extratos e fracdes de

espécies de Clusia estdo representados na Figura 110.
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Figura 110. Viabilidade da fase larval de desenvolvimento de M. domestica em fungéo
do contato das larvas com diferentes concentracfes de extrato e fragdes de espécies de

Clusia.
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Na avaliacdo da viabilidade neolarva a adulto, o contato da larva com a
fracdo em acetato de etila de frutos de C. paralicola (FCPAE) nas concentracfes de
0,1, 0,3 e 0,5 mg/mL apresentou moderada atividade inseticida em relagdo ao
controle (84,6%) com valores de 57,3%, 42,6% e 39,3%, respectivamente. Seguido
do extrato em metanol de folhas de C. lanceolata (FCLM) com valores de 55,3%,
53,3% e 43,3%. A medida que se aumentou a concentracdo dos extratos foi
observado aumento no potencial inseticida. Os resultados da viabilidade neolarva a
adulto (%) do controle, extratos e fracOes de espécies de Clusia estdo

representados na Figura 111.

Viabilidade Neo-larva a Adulto (%0)

74,6

Figura 111. Viabilidade da fase neolarva a adulto de desenvolvimento de M.
domestica em fungcdo do contato das larvas com diferentes concentracBes de

extratos e fracBGes de espécies de Clusia.

Embora os resultados sejam positivos, ha a necessidade de ampliar esses
estudos, utilizando diferentes concentracdes dos extratos e/ou fracdes ativas e realizar
um estudo quimico bioguiado pelo potencial inseticida visando identificar as
substancias responsaveis pela bioatividade dos extratos de Clusia frente a M. domestica.
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1.4.2.2 Atividade antimicrobiana
A tabela 27 mostra que os extratos e as fracdes de C. nemorosa e C.
lanceolata ndo foram capazes de inibir o crescimento de S. aureus, C. albicans,

E.coli, C. neoformans e R. oryzae, em concentracdes diferentes até 2,5mg/mL.

Tabela 27: CIM dos extratos e fracdes de C. nemorosa e C. lanceolata sobre micro-

organismos.

Concentracao Inibitéria Minima (em pg/mL)

S. aureus| E. coli | C. albicans | C. neoformans | R. oryzae

Frutos de C. nemorosa

Extrato DCM %) %) %) %) %)

Fracdo DCM %) %) %) %) %)

Fracdo AcOEt %) %) %) %) %)

Fracdo MeOH %) %) %) %) %)

Extrato MeOH %) %) %) %) %)
Folhas de C. lanceolata

Extrato DCM %) %)

Extrato MeOH %) %) %) %) %)
Controles

AMB - - 1,56 1,56 0,68

CIP 5 5 - - -

Os extratos e fragdes de frutos de C. nemorosa foram inativos frente aos micro-
organismos testados. Resultado similar foi observado com extratos de folhas de C.
lanceolata, apesar do estudo quimico destes extratos revelarem a presenca de
substancias bioativas como flavonoides e triterpenos, que apresentam potencial
antimicrobiano descrito na literatura (CUSHNIE; LAMB, 2005; VILLASENOR et al.,
2004).
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1.5 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo fitoquimico dos frutos de Clusia nemorosa (Clusiaceae) possibilitou o
isolamento e identificacdo de 16 metabdlitos especiais: &cido nemorosinico (1),
friedelina (15), P-sitosterol (18), estigmasterol (19), B-sitosterol glicosilado (22),
estigmasterol glicosilado (23), canferol (10), quercetina (11), apigenina (9), acido cis-
cumarico (8), acido protocatecuico (26), &cido citrico (24), citrato de dimetila (25),
citrato de trimetila (27), citrato de dietil metilico (28) e citrato de dimetil etilico (29).
Entre estes metabdlitos, o derivado de floroglucinol (1) estd sendo descrito pela
primeira vez na literatura. Além disto, com excecdo do B-sitosterol glicosilado, todos os
demais metabolitos estdo sendo descritos pela primeira vez para os frutos desta espécie.

O estudo quimico da fracdo em acetato de etila dos frutos de C. paralicola
resultou no isolamento de 4 metabdlitos especiais: dois biflavonoides, GB1-7-O-
glicopiranosideo (12) e GBla-7"-O-glicopiranosideo (13), a euxantona (14) e vitexina
(2). A ocorréncia de biflavonoides do tipo 3—8” e xantonas nesta espéciec pode
contribuir em estudos de quimiossistemética dos género Clusia.

Neste estudo, podemos ressaltar a predominancia de agliconas de flavonoides
nos frutos de C. nemorosa e de heterosideos nos frutos de C. paralicola. Estes
resultados podem estar relacionados com o estado de maturacdo dos frutos na época de
coleta do material vegetal.

O estudo fitoquimico de folhas de C. lanceolata conduziu ao isolamento de 14
metabolitos especiais: seis flavonas C-glicosiladas, vitexina (2), isovitexina (3),
isoorientina (4), orientina (5), isovitexina-2”-O-rhamnosideo (6) e vitexina-2"-O-
rhamnosideo (7), os triterpenos a-amirina (16) e B-amirina (17), os esteroides f-
sitosterol (18), estigmasterol (19), B-sitosterona (20) e estigmasterona (21) e a mistura
de feofitinas 13%hidroxi-(13%-S)-feofitina a (30) e feofitinas 13-hidroxi-(13%R)-
feofitina a (31). Este € o primeiro relato do estudo fitoquimico de folhas desta espécie
vegetal. A presenca de flavonas C-glicosiladas em folhas de espécies de Clusia tem sido
descrita na literatura, desta forma, estes resultados podem contribuir com estudos de
guimiossistematica. Além disto, este estudo é o primeiro a relatar a ocorréncia da
flavona isovitexina-2”-O-rhamnosideo (6) e das feofitinas (30 + 31) no género Clusia e
na familia Clusiaceae.

Neste trabalho foram descritas 31 substancias provenientes do metabolismo

especial de espécies de Clusia, dentre estas, os biflavonoides, xantonas e um novo
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derivado de floroglucinol que séo considerados verdadeiros marcadores taxonémicos da
familia Clusiaceae.

A avaliacdo do potencial antimicrobiano de extratos e fragdes de frutos de C.
nemorosa e folhas de C. lanceolata frente a micro-organismos patogénicos nao
revelaram resultados promissores e as amostras foram inativas nos ensaios realizados.

J& nos ensaios de atividade inseticida frente a M. domestica, o0s extratos e fracGes
de frutos de C. paralicola e de folhas de C. lanceolata mostraram-se moderadamente
ativos. Consideramos, entretanto, que estudos posteriores devem ser incentivados

visando isolar os metabolitos que estejam relacionados a esta atividade inseticida.
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CAPITULO 2. PERFIL QUIMICO E AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE FOLHAS SADIAS E GALHADAS DE C.
lanceolata (CLUSIACEAE)
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2.1 INTRODUCAO

Células, tecidos e 06rgdos vegetais estdo sujeitos a uma série de fatores,
principalmente patologicos, que provocam mudancas no seu desenvolvimento e
diferenciacdo (ROHFRITSCH; SHORTHOUSE, 1982). As galhas ou cecidias s&o
estruturas que se originam através da hipertrofia e hiperplasia de tecidos, pela inibi¢do
do desenvolvimento ou modificacdo citoldgica em resposta ao ataque de organismos
indutores que podem ser virus, bactérias, fungos, nematddeos, acaros ou insetos
(DAMASCENO et al., 2010).

Plantas hospedeiras suprem as galhas com substancia de reserva, pois estas
funcionam como um dreno onde o fluxo de foto-assimilados é direcionado.
Comumente, as galhas possuem alto conteido de nutrientes minerais, carbono e energia,
além de acumularem substancias do metabolismo especial (FORMIGA et al., 2009). O
organismo indutor utiliza a galha como um ambiente seguro fora do alcance dos
inimigos naturais, de variacdes ambientais e com nutricdo especializada.

Os mecanismos de resisténcia de plantas em resposta ao ataque de insetos
consistem uma série de eventos bioquimicos, incluindo o aumento da producdo de
compostos fendlicos (ANANTHAKRISHAN; GOPICHANDRAN;
GURUSUBRUMANIAN, 1992). O papel de alguns compostos fenolicos em defesa da
planta contra herbivoros e agentes patogénicos tem sido documentado em uma ampla
variedade de espécies (CAMPOS; ORIANS, 2006; SOARES et al., 2000). A sua acao
defensiva especifica depende do composto particular, mas os seus modos de acdo
incluem a toxicidade, a inibicdo do crescimento e reducdo de digestibilidade
(BARBEHEEN; CONSTABEL, 2011). Além dos fendlicos, os compostos volateis das
plantas podem agir como sinais quimicos para os herbivoros, e suas rotas biossintéticas
podem ser alteradas como uma resposta a herbivoria (BANCHIO; ZYGADLO;
VALLADARES, 2005, DAMASCENO et al., 2008; TORRES-GURROLA,;
DELGADO-LAMAS; ESPINOSA-GARCIA, 2011).

A presenca de galhas nos vegetais € um fendmeno comum e desperta interesse
bioldgico e ecoldgico e, em alguns casos, econdmico. Entre exemplos de importancia
econbmica podem-se destacar as galhas de algumas espécies de Carvalho (Quercus spp.
— Fagaceae). Estas galhas podem apresentar elevado teor de &cido tanico, sendo por isso
empregada na producdo de tintas (FELT, 2001). Porém, a presenca de galhas também

pode representar desvantagem econdmica, iSO Se a interacdo inseto-planta promover
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alteracdes na composicdo quimica de substancias que sdo responsaveis pela atividade
bioldgica de plantas medicinais ou aroméaticas (VALLADARES et al., 2002).

2.1.1 Compostos fenolicos e insetos galhadores

Tecidos e células vegetais respondem a injdria, tanto causada por um patdgeno
como por um agente quimico ou mecéanico, através de uma série de reacdes bioquimicas
que parecem ser direcionadas para o isolamento do irritante e cicatrizacdo de
ferimentos. Estas reacdes estdo associadas a maior producdo de substancias de defesa,
tais como, compostos fenodlicos, produtos da oxidacdo dos compostos fenolicos e as
fitoalexinas, muitas das quais também sdo compostos fendélicos (AGRIOS, 2004).

Os fendlicos desempenham uma grande diversidade de atividades em plantas.
Eles funcionam como doadores ou receptores de hidrogénio nas reac6es de oxi-reducéo,
desempenhando um papel fundamental na lignificacdo. Alguns fendis sdo &timos
inibidores do crescimento, enquanto outros agem como estimuladores. Substancias
fendlicas estdo envolvidas na determinagdo do status de desenvolvimento de tecidos
vegetais através da sua reatividade com proteinas e enzimas envolvidas na producdo de
horménios (HARTLEY, 1998). Mesmo pequenas mudanc¢as no metabolismo dos fendis
podem romper drasticamente muitos processos essenciais para 0 crescimento e o
desenvolvimento vegetal (ISAIAS et al., 2000).

Alguns fendlicos implicados na resisténcia a doencas ocorrem amplamente em
plantas e sdo encontrados tanto em plantas sadias como em doentes, mas sua sintese e
acumulacdo parecem ser aceleradas apds a infeccdo. O ataque de patégenos em plantas
parece induzir alteracfes na sintese de certas enzimas vegetais nos tecidos doentes, tal
como a PAL (fenilalanina-aménia liase) que é a enzima chave na producdo da molécula
base para a biossintese da maioria dos fenolicos, incluindo as fitoalexinas e ligninas
(AGRIQS, 2004).

Derivados fendlicos desempenham um papel importante como substancias de
defesa contra a herbivoria, como, por exemplo, o0s taninos hidrolisaveis e as
proantocianidinas que sdo substancias inibidoras de alimentacdo para espécies de
insetos (HARBONE, 1994). Os taninos sao efetivos como repelentes de predadores, por
tornarem os tecidos menos palataveis, devido a precipitacdo das proteinas salivares ou a
imobilizacdo de enzimas, impedindo a invasdo de tecidos do hospedeiro pelo parasita
(RHOADES; CATES, 1976).
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Apesar da producdo de fenolicos estar associada a funcdo de defesa do vegetal,
alteragBes no metabolismo dos derivados fendlicos do tecido vegetal predado parecem
beneficiar o inseto galhador. O aumento na producdo dessas substancias na planta
poderia, direta ou indiretamente, proteger esse inseto do ataque de parasitoides e
predadores, alem de reduzir a competicdo por alimento ao inibir o ataque de outros
insetos fitéfagos ndo adaptados ao ambiente quimico dos tecidos vegetais (CORNELL,
1983; SOARES et al., 2000).

Fendlicos sdo sabidamente reguladores de AlA-oxidases, acido indolacético-
oxidases, enzimas que modulam a concentracdo de hormonios de crescimento. A
presenca de alguns fenolicos pode, por exemplo, inibir as AlA-oxidases, aumentando
assim a acdo das auxinas envolvidas no processo de hipertrofia celular que ocorre
durante a formacdo da galha (FOSKET, 1994). Além disso, esses derivados fendlicos
podem agir como inibidores das reacGes de hipersensibilidade ao minimizar a resposta
aos radicais livres produzidos no sitio de oviposicdo (FERNANDES, 1998).

Diferencas no conteldo e complexidade de compostos fendlicos em galhas tém
sido examinadas (FERREIRA et al., 2014; FORMIGA et al., 2009; NYMAN;
JULKUNEN-TITTO, 2000; KRAUS; SPITELLER, 1997). Alguns estudos apontam
uma correlagdo positiva entre a resisténcia a insetos galhadores e o elevado teor de
fendlicos na planta hospedeira, bem como, uma correlagdo negativa com a
sobrevivéncia do inseto, sugerindo que altos niveis de fendlicos na planta hospedeira
pode ser uma alternativa de defesa contra insetos galhadores (WESTPHAL,;
BRONNER; LE RET, 1981). Entretanto, o oposto também ja foi proposto (NYMAN;
JULKUNEN-TITTO, 2000).

PadrGes gerais de composicdo quimica entre tecidos sadios e galhados séo
complexos de se estabelecer (HARTLEY, 1998) e ha pouca informacdo disponivel

sobre mudancas no metabolismo secundario relacionadas a cecidogénese.

2.1.2 Insetos galhadores e o0 género Clusia

Muitos dos insetos indutores de galhas sdo altamente especificos para o 6rgéo e
para a planta hospedeira, ou seja, eles induzem galhas em apenas uma espécie ou grupo
intimamente relacionado de espécies vegetais (MANI, 1992). Os galhadores constituem
um grupo de herbivoros com um modo de nutri¢do altamente especifico, sésseis e com

uma relacdo particularmente proxima com seus hospedeiros. Portanto, essa guilda
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alimentar constitui-se num modelo promissor para estudos sobre 0s aspectos quimicos
da interagdo entre plantas e seus herbivoros (HARTLEY, 1998).

A aceitabilidade da planta hospedeira envolve suas caracteristicas quimicas e/ou
fisicas, que sdo interpretadas ou ndo pelos insetos herbivoros como sinais para
oviposicdo e de alimentacdo. A consequéncia dessa interacdo estrutura/quimica pode
variar da alta resisténcia a alta susceptibilidade de plantas potencialmente hospedeiras
(ABRAHAMSON et al., 1991).

Alguns trabalhos na literatura relatam a ocorréncia de insetos galhadores em
especies do género Clusia. Tais relatos foram descritos para folhas de C. nemorosa
(SANTOS-MENDONCA et al., 2007), C. arrudae Planchon & Triana (FERNANDES;
COELHO; LUTTGE, 2010) e C. lanceolata Cambess (CONSTANTINO; MONTEIRO;
WILSON, 2009).

O inseto galhador Clusiamyia nitida (Diptera, Cecidomyiidae) frequentemente
infesta o arbusto de Clusia lanceolata na vegetacdo Neotropical de restinga do Estado
do Rio de Janeiro. CONSTANTINO; MONTEIRO e WILSON (2009) avaliaram
possiveis variacdes morfofisiologicas decorrentes desta interacdo inseto-planta em
folhas galhadas e sadias desta espécie, tais alteracdes, foram comprovadas nas folhas
com galhas, porém ndo houve evidéncias suficientes que indicassem o impacto das
galhas em pardmetros morfofisiologicos de folhas sadias. Considerando 0s poucos
relatos sobre o0s impactos desta interacdo ecoldgica inseto galhador-planta no
metabolismo secundério de espécies de Clusia propomos investigar o perfil quimico dos
extratos foliares com o uso de técnicas hifenadas e avaliar a atividade antioxidante
destes extratos (FERREIRA et al., 2014).
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2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo geral

Investigar as relacdes quimico-ecoldgicas entre cecidio/folhas galhadas e folhas
sadias de Clusia lanceolata, examinando se a presenca de um inseto galhador altera o
perfil quimico e as propriedades antioxidantes dos extratos e dleo essencial das folhas
de C. lanceolata.

2.2.2 Objetivos especificos

Preparar extratos metandlicos de folhas sadias e com galhas de C. lanceolata
Cambess;

Quantificar o teor de fendlicos totais, flavonoides e proantocianidinas dos
extratos de folhas de C. lanceolata;

Obter o perfil quimico dos extratos com o uso das técnicas de CLAE-DAD e
LC-MS/MS;

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos de folhas de C. lanceolata pelos
ensaios do DPPH e sistema B-caroteno/acido linoleico;

Obter os oleos essenciais de folhas de C. lanceolata e analisar por CG-FID e
CG-EM.
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2.3 MATERIAL E METODOS
2.3.1 Reagentes quimicos

Reagente de Folin-Denis, 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), &cido linoleico,
acido ascorbico, catequina, quercetina, [-caroteno e acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (TROLOX) foram adquiridos pela SIGMA (St. Louis,
MO, USA). Vanilina e cloreto de aluminio foram adquiridos pela VETEC (Brasil).
Tween 20 foi adquirido pela MERCK (Alemanha).

2.3.2 Coleta do material vegetal
As folhas de C. lanceolata foram coletadas em setembro de 2012 na restinga de
Barra de Marica, Rio de Janeiro. Uma exsicata foi depositada no herbario da

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (RBR), com o0 nimero 35424.

2.3.3 Preparacéo de extratos vegetais

Folhas sadias e galhadas foram secas separadamente a temperatura ambiente
(25-30 °C) e pulverizadas em liquidificador. Amostras de 20 g de cada material vegetal
foram submetidas a extracdo em aparelho de Sohxlet com metanol PA até exaustdo. Os

extratos metandlicos foram concentrados em evaporador rotatério (50 °C).

2.3.4 Determinacdo do teor de fendlicos totais, flavonoides e proantocianidinas

Para determinacdo do teor de fendlicos totais foi empregado o método de Folin-
Dennis (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999), com
modificacBes. Neste ensaio, 0,5 mL do extrato metanélico (0,5 mg mL™ em metanol)
foram misturados com 2,5 mL do reagente de Folin-Denis, ap6s 5 minutos, 2,0 mL de
uma solucdo de carbonato de sodio (Na,COs3) foram adicionados. Apds duas horas de
reacdo, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a absorbancia da mistura reacional
foi mensurada em espectrofotdmetro Shimadzu (UV-mini-1240) em 760 nm, usando
metanol como branco. A curva padréo foi construida usando acido galico (0,0-0,022 mg
mL™) como substancia de referéncia. O contelido de fendlicos totais, média de trés
repeticdes, foi expresso como equivalentes de 4cido gélico (mg EAG g™ de extrato).

Para determinacdo do teor de flavonoides foi empregado um método
colorimétrico previamente descrito (MEDA et al., 2005). Neste ensaio, 3,0 mL de uma
solucdo metandlica de AICl; a 2% foram adicionados a 2,0 mL de solucdo do extrato

(0,25 mg mL™* em metanol). Apés 30 minutos de incubago, a absorbancia foi medida
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em 415 nm empregando-se metanol como branco. A curva padrdo foi construida
empregando-se quercetina (0,0-0,020 mg mL™) como substancia de referéncia. O
contetdo de flavonoides totais foi calculado como a média de trés experimentos e
expresso como equivalentes de quercetina (mg EQ g de extrato).

Os taninos foram determinados pelo método da vanilina descrito por PRICE;
SCOYOC e BUTLER (1978), com pequenas modifica¢des. Os taninos foram estimados
empregando-se 2,0 mL de solucdo de extrato (1,0 mg mL™ em metanol) e 5,0 mL de
uma solucédo de vanilina/HCI (preparada pela mistura de volumes iguais de solucéo de
vanilina 2% em metanol e metanol/HCI 8%), apds 20 minutos de reacao a absorbancia
foi medida em 500 nm. A curva padréo foi construida utilizando a catequina (0,0-0,040
mg mL™) como substéancia de referéncia. O teor de taninos foi calculado como a média

de trés experimentos e expresso como equivalentes de catequina (mg EC g™ de extrato).

2.3.5 Anélises qualitativas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Para analise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) o
sistema consistiu em duas bombas de solvente modelo LC-6AD, equipado com um
detector de arranjo de diodos SPD-M20A (Shimadzu, Corp., Kyoto, Japan). As
amostras foram injetadas em um injetor Rheodyne 71251 com um loop de 20 puL. A
separagdo cromatogréafica foi feita com uma coluna Phenomenex C-18 Luna (150 cm X
4,6 mm x Sum), pré-coluna C-18 ODS SHIMADZU 4,0 mm, solvente (MeOH) da
Tedia (Tedia Brazil) grau HPLC/Espectro UV-visivel e acido férmico Tedia (Tedia
Brazil). Foram usados cartuchos com membrana Millipore com poros de 0,45 pm de
diametro (SUPELCO, USA) para filtracdo das amostras e solventes a serem analisados.

A analise dos extratos de folhas de C. lanceolata por CLAE-DAD em método
analitico foi realizada com o seguinte sistema de eluicdo: Acido férmico (1%, solvente
A) e metanol (solvente B) como fase movel e gradiente crescente de 0-35 min. 10-100%
de B e de 35-40 min. 100% de B, com o fluxo de 1,0 mL min™. Para 0 monitoramento
foi utilizado o comprimento de onda de 350 nm e temperatura de 35 °C.

As analises em CLAE-ESI-MS/MS foram realizadas em um cromatografo
acoplado a um espectrometro de massas da marca Bruker Daltonics (Billerica), modelo
Esquire 3000 Plus, equipado com fonte de ionizagéo por electrospray (ESI) e analisador

ion trap, operando nos modos positivo e negativo.
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2.3.6 Extracdo do 6leo essencial

O dleo essencial de folhas sadias e folhas com galhas de C. lanceolata (200 e
100 g, respectivamente) foi obtido por hidrodestilacdo, usando aparelho tipo Clevenger
modificado, por 2 h a contar do inicio da ebuligdo da 4gua. Os Gleos essenciais obtidos

foram secos com sulfato de sddio anidro e submetidos as analises cromatogréaficas.

2.3.7 Analises de Cromatografia a Gas (CG)

As andlises de CG-FID foram realizadas em um cromatografo HP5890-Series Il
(Agilent Technologies, Califérnia, USA) equipado com um detector de ionizacdo de
chama (FID) e uma coluna capilar de silica fundida modelo VF-5 MS Varian (30 m x
0,25 mm, 0,25 um). A programacdo de temperatura utilizada foi 60 °C por 2 min e
depois 10 °C/min até 110 °C, depois 1,5 °C/min até 180 °C, depois 10 °C/min até 240
°C mantido por 10 min. Hélio foi utilizado como gas de arraste, com o fluxo de 1
mL/min. Temperaturas do injetor e detector foram 220 °C e 250 °C, respectivamente.
Aliquotas de 1 uL de 6leo essencial foram injetadas, a porcentagem dos constituintes foi
calculada por integracdo eletrénica das areas dos picos no CG-FID.

As analises por CG-EM foram realizadas em um aparelho Shimadzu QP-2010, o
espectrometro de massa foi utilizado no modo de ionizacdo eletronica a 70 eV, com
varredura de m/z de 40 a 550 Da, em uma frequéncia de 0,5 scan/s. As condigdes de
analise do cromatografo foram analogas as empregadas no CG-FID. A identificacdo dos
componentes do 6leo foi baseada nos indices de retencéo determinados de acordo com o
método de VAN DEL DOOL e KRATZ (1963) para padrdes de n-alcanos (Cg-Cy), €
por comparacdo dos espectros de massas dos componentes com aqueles descritos na
literatura (ADAMS, 2007).

2.3.8 Atividade Antioxidante
2.3.8.1 Ensaio de atividade sequestradora do radical livre DPPH

O ensaio de atividade sequestradora do radical livre DPPH foi realizado de
acordo com ZHANG e HAMAUZU (2004), com modificacGes. A um volume de 29 uL
de solucio metandlica de DPPH (0,3 mmol L™) foram adicionados 71 pL de diferentes
concentracdes de extratos (1,5 a 85 pg mL™ em metanol) ou padréo de 4cido ascérbico
(0,5 a4 pg mL™ em metanol). A mistura reacional foi mantida por 30 min a temperatura

ambiente e ao abrigo da luz e, posteriormente, a absorbancia do DPPH remanescente foi
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mensurada em 517 nm usando leitor de microplacas. A mistura de 29 uL de metanol e
71 uL de extrato ou padréo foi utilizada como branco, e a mistura de 29 pL de solugédo
de DPPH com 71 pL de metanol foi utilizada como controle negativo. A porcentagem
de atividade sequestradora (AS) foi calculada pela equacéo:
% AS = 100X (Acontrole — Aamostra)/Acontrole

onde Acontrole € @ absorbéancia do controle, contendo apenas a solu¢do metanolica
do radical DPPH, e Asmostra € @ absorbancia do radical na presenga do extrato ou do
padrdo acido ascorbico. A eficiéncia anti-radicalar foi estabelecida utilizando a anélise
de regresséo linear no intervalo de confianga de 95% (p<0,05) obtido pelo programa
estatistico GraphPad Prism 5.0 (DEMO). Os resultados foram expressos através da
CEsoxD.P., que representa a concentracdo efetiva da amostra necessaria para obter

metade da atividade sequestradora dos radicais DPPH.

2.3.8.2 Ensaio do sistema p-caroteno/acido linoleico

A atividade antioxidante dos extratos no ensaio [-caroteno/acido linoleico foi
realizada de acordo com LUIZ et al. (2009) com algumas modificacdes. Neste ensaio,
20 uL de solucdo de p-caroteno (20 mg mL™ em cloroférmio) foram adicionadas a 40
uL de acido linoleico e 400 mg de Tween 20. Esta mistura foi diluida com 100 mL de
agua destilada saturada em oxigénio com agitacdo para obtencdo de uma emulsdo.
Posteriormente, 5 mL desta emulso foi adicionada a 300 uL de extrato (1,0 mg mL™
em metanol) ou ao padrdo Trolox (0,1 mg mL™ em metanol). Como controle foi
utilizado uma mistura de 5 mL da emulsdo com 300 uL de metanol. A mistura reacional
foi mantida a 50 °C em Banho-maria durante 2 h. A absorbancia dos extratos, padréo e
controle foram mensuradas em 470 nm, usando espectrofotdmetro UV-mini contra um
branco que consistiu na emulsdo sem B-caroteno. As medidas de absorbancia foram
realizadas no tempo inicial (t=0) e no tempo final (t=2h) da reacdo. Os ensaios foram
realizados em trés repeticbes. A atividade antioxidante (AA) foi expressa como
porcentagem de inibi¢cdo da oxidagdo do -caroteno por:

% Inibicdo = (Abs™ amostra — Abs™2 controle)/ (Abs™ controle — Abs®™?
controle) x 100

Onde Abs'™2 ¢ a absorbancia da amostra ou controle no final da reagdo e Abs™ ¢

a absorbancia do controle no tempo inicial de reacéo.
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2.3.9 Analises estatisticas

O teste t-Student foi utilizado para avaliar as diferencas entre grupos, e o valor
p<0,05 foi aceito como significativo. A analises estatisticas foram realizadas com o
programa GraphPad Prism 5 DEMO.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1 Teor de fendlicos, flavonoides e proantocianidinas em extratos foliares de C.
lanceolata

A herbivoria pode causar varios impactos negativos nas plantas, como dificultar
seu desenvolvimento e alterar a alocacdo de recursos. Assim como outros tipos de
herbivoria, as galhas podem enfraquecer as plantas hospedeiras, modificando sua
arquitetura e alterando a alocacdo reprodutiva. Visando avaliar o impacto desta
interacdo inseto-planta na alocacdo de metabolitos secundarios de C. lanceolata foram
quantificados o teor de fendlicos totais, flavonoides e proantocianidinas em extratos de
folhas sadias e galhadas.

O teor de fenodlicos totais foi quantificado pelo ensaio de Folin & Dennis que
consiste em uma reacdo de oxidacdo-reducdo na qual o ion fenolato é oxidado sob
condicdes alcalinas, enquanto reduz o complexo fosfotingstico-fosfomolibdico no
reagente, resultando numa solucgéo de coloracdo azul (WATERMAN; MOLE, 1994).

O contetdo de fenolicos nos extratos foliares sadios e com galhas de C.
lanceolata foram diferentes estatisticamente (p<0,05), sendo maiores nas folhas
galhadas (Figura 112). Além dos metabolitos primarios, relacionados a nutricdo do
indutor, as galhas apresentam variagdes nos compostos do metabolismo secundaério,
dentre os quais 0s mais estudados sdo os compostos fendlicos. A presenca destas
substancias é considerada como parte da estratégia de defesa da planta contra o ataque
dos insetos herbivoros. Alguns estudos comprovam o estimulo a producéo de derivados
fendlicos associada a formacdo de galhas foliares induzidas por espécies de
Cecidomyiidae (Diptera) (FORMIGA et al., 2009; ISAIAS, 1998; SCARELLI-
SANTOS; VARANDA, 2009).

. Fendlicos Totais
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Figura 112. Teor de fendlicos totais (mg EAG g*) em extratos de C. lanceolata.
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MOTTA et al. (2005) analisando o teor de fendlicos em galhas (15,99+0,15) e
folhas sadias (11,34+0,03) de Tibouchina pulchra observou resultados similares,
encontrando um maior teor de fendlicos nos tecidos com galhas. FORMIGA et al.
(2009) monitoraram a relacdo entre o teor de fenolicos totais e o ciclo de
desenvolvimento das galhas de Cecidomyiidae em Aspidosperma spruceanum durante
12 meses e notaram que o periodo onde foi quantificado o maior teor de fendlicos totais
coincidiu com o menor nivel de infestacdo por galhas . Este fato, segundo estes autores,
indica um ambiente quimico celular desestimulante a inducdo e/ou menos favoravel a
sobrevivéncia do indutor. Entretanto, o indutor de A. spruceanum superou a barreira
quimica constituida pelos fendlicos totais, alterando os padr6es morfogénicos dos
tecidos vegetais, beneficiando-se tanto da estrutura da galha quando da possivel acao
dos fendlicos na protecdo quimica contra seus inimigos naturais.

O teor de flavonoides nos extratos foliares metandlicos de C. lanceolata foi
quantificado utilizando-se 0 método colorimétrico com cloreto de aluminio (AICI3).
Neste ensaio, o cation AI** forma complexos estaveis com as hidroxilas livres dos
flavonoides, ocasionando extensdo do sistema conjugado e, consequentemente, um
desvio batocrémico, ou seja, um deslocamento dos seus maximos de absorcdo para
regides de maior comprimento de onda (MARQUES et al., 2012).

Com relagdo aos flavonoides, foi observado um maior teor destes nas folhas
sadias em comparacdo as folhas com galhas de C. lanceolata (p<0,05) (Figura 113).
Resultados similares foram reportados para T. pulchra, onde o teor de flavonoides nas
folhas sadias (1,26+0,03) foi maior que nas galhas (0,31+0,02) (MOTTA et al., 2005).

Flavonoides

100 -
90 -
80 -
70 -
60 - 35,5+0,5
50 -+
40 -
30 -
20 -
10

54,8+0,7

Folhas galhadas Folhas sadias

Figura 113. Teor de flavonoides (mg EQ g™) em extratos foliares de C. lanceolata.
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ROSENTHAL e BERENBAUM (1991) relataram o envolvimento dos
flavonoides em diversas interagOes inseto-planta e sua acdo como sinalizadores
quimicos na polinizacdo, dispersdo de frutos e sementes, e na herbivoria. Entretanto, o
papel dos flavonoides na sinalizacdo entre insetos indutores de galhas e a suscetibilidade
das espécies hospedeiras € praticamente desconhecido (OLIVEIRA et al., 2006).

O teor de taninos condensados (proantocianidinas) foi quantificado pelo ensaio
da vanilina. Este método baseia-se na determinacdo de taninos pela formagdo de adutos
coloridos a partir da reacdo entre taninos e aldeidos. O metodo da vanilina envolve a
reacao entre o aldeido aromatico com o anel meta substituido por grupos hidroxila dos
flavonois produzindo um aduto vermelho com absorbancia méxima a 500 nm, conforme
demonstrado na Figura 114 (BROADHURST; JONES, 1978).

OH

OH

OH

H,0*

OH Catequina

Aduto Colorido

—2O0

OH

Vanilina

Figura 114. Proposta de reagdo entre a catequina e a vanilina em meio acido.

Na determinacdo de proantocianidinas foi observado um maior teor destes
fenolicos nos extratos de folhas galhadas de C. lanceolata (Figura 115). Em espécies
sensiveis a taninos, a introducdo de pequenas quantidades destas substancias na dieta
pode causar uma variedade de consequéncias adversas, desde a reducdo do crescimento
ao desenvolvimento anormal (BARBEHEIN; MARTIN, 1994).

Sabe-se que muitos insetos picadores-sugadores de plantas produzem enzimas
como as polifenol-oxidases (PPO) (MILES, 1969) e peroxidases (HORI, 1992). As
PPOs presentes na saliva desses insetos podem agir para converter derivados fendlicos
potencialmente tdxicos em produtos ndo tdxicos, sendo este mecanismo provavelmente
utilizado em indutores de galhas. Desta forma, alguns autores sugerem que ha um

balanco delicado na interacdo fenol-PPO dos insetos e suas plantas hospedeiras, e que
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este balanco determina se o ataque pelos insetos resultard em necrose ou em galhas
(HORI, 1992; MILLES, 1968; SOARES et al., 2000).

Devido as suas propriedades antimicrobianas (SCARELLI-SANTOS;
VARANDA, 2009), a alta concentracdo de taninos nas galhas pode favorecer a
sobrevivéncia dos insetos galhadores, uma vez que diminui a eficacia dos seus inimigos

naturais e a proliferacdo de fungos que poderiam eliminar o galhador.

Taninos Condensados
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Figura 115. Teor de proantocianidinas (mg EC g™) em extratos de C. lanceolata

Os metabolitos secundéarios, especialmente os derivados fendlicos, séo
considerados como potentes antioxidantes. Apesar de ndo ser efetiva na protecédo de C.
lanceolata contra o ataque do inseto galhador, a maior producdo de fendlicos e
proantocianidinas no extrato de folhas com galhas pode ser uma resposta ao estresse

oxidativo que ocorre durante a cecidogénese.

2.4.2 Perfil quimico de extratos foliares de C. lanceolata por CLAE-DAD e LC-
EM-MS/MS

Perfis cromatograficos obtidos por CLAE podem ser empregados na andlise da
diversidade quimica de espécies vegetais ou seus 6rgdos, tendo também importancia no
monitoramento da producdo de substancias bioativas. O perfil cromatografico dos
extratos em metanol de folhas sadias e folhas com galhas de C. lanceolata (Figura 112)
revelou perfil quimico similar, com um maior numero de substdncias no extrato de
folhas com galhas.

A presenca de flavonoides foi observada na analise qualitativa dos extratos de
folhas sadias e galhadas por CLAE-DAD em A=350 nm. Os espectros de UV dos picos
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majoritarios exibiram duas bandas com maximos de absor¢do em 270 e 350 nm,
caracteristicos de nucleos de flavonas (Figura 116). A ocorréncia de flavonas C-
glicosiladas em extratos de folhas foi descrito para outras espécies do género Clusia
(CHEDIER et al., 1999; COMPAGNONE et al., 2008; DELLE MONACHE, 1991),

desta forma, estes resultados podem contribuir para estudos de quimiossistematica deste

género.
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Figura 116. Cromatogramas (CLAE-DAD) de extratos de folhas sadias (—) e galhadas

(=) de C. lanceolata em 350 nm.

Atualmente a desreplicacdo de produtos naturais € acelerada empregando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada com espectroscopia de UV e
espectrometria de massas (MS) (BITZER et al., 2007). O sistema LC-MS/MS é uma
combinacdo poderosa em que é possivel obter o padrdo de fragmentacdo caracteristico
de um composto e obter informacao sobre sua estrutura quimica.

Neste estudo, a técnica de LC-DAD-ESI-MS/MS foi utilizada na identificacdo
de flavonas em extratos foliares de C. lanceolata (Tabela 28). As quatro flavonas (picos

1, 2, 3 e 4 na figura 117) foram identificadas como orientina, isoorientina, vitexina-2"-
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O-ramnosideo e isovitexina-2”-O-ramnosideo, respectivamente, por comparacdo dos
espectros de UV, valores de massas dos ions pseudo-moleculares [M+H]" e [M-H],
bem como, pelos perfis de fragmentagdo previamente descritos na literatura (NEGRI;
SANTI; TABACH, 2012; YAO et al., 2012; SUN et al., 2013).

Tabela 28. ldentificacdo de compostos fenolicos das folhas de C. lanceolata por
CLAE-DAD e LC-ESI-MS/MS.

Pico tg(min) A (M)  [M+H]"/[M-H]" MS/MS (m/z) (ESI)”  Substancia

1 18,552 267, 348 449/447 357, 327 Orientina

2 18,907 269, 349 449/447 429, 357, 327 Isoorientina

3 20,170 268, 339 579/577 431, 413, 293 Vitexina-2"-O-
raminosideo

4 21,531 270, 339 579/577 457, 431, 413, 293 Isovitexina-2”-O-
raminosideo

1+2

Figura 117. Cromatograma de ions totais (LC-ESI-MS) do extrato metanolico das
folhas de C. lanceolata no modo positivo: (1) orientina, (2) isoorientina, (3) vitexina-2”-

O-raminosideo e (4) isovitexina-2”-O-raminosideo. *Substancias ndo identificadas.
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Os espectros de ESI-MS dos picos observados em 18,55 minutos (composto 1) e
18,91 minutos (composto 2) (Tabela 28, Figura 117) mostraram o mesmo valor para o
ion pseudo-molecular em (+) e (-)-ESI-MS com m/z 449 e m/z 447, respectivamente, 0
que sugeriu que estes compostos eram isémeros. Os compostos 1 e 2 foram
identificados como orientina e isoorientina de acordo com os dados de MS/MS (Tabela
28) e os padrdes de fragmentagdo observados (Figura 118). O composto 2 mostrou ions
fragmentos em m/z 429 [(M-H)-18], 357 [(M-H)-90] e 327 [(M-H)-1207],
respectivamente. O Composto 1 foi associada aos ions fragmentos em m/z 357 [(M-H)-
90] e 327 [(M-H)-120]. Entre estes ions fragmentos, o m/z 429 [(M-H)-18] foi
encontrado apenas no MS/MS da isoorientina (2), ndo sendo detectado para a orientina
(1). Assim, o ion fragmento [(M-H)-18]" pode ser usado para distinguir flavonoides 6-
C-glicosideos de 8-C-glicosideos (ABAD-GARCIA et al., 2008). Em geral, a
fragmentacdo dos 6-C-isbmeros é mais intensa, com relacdo ao ion correspondente a
[(M-H)-18]", provavelmente devido & formagdo de uma ligacéo de hidrogénio adicional
entre a hidroxila na posi¢cdo 2" da unidade de agucar e as hidroxilas nas posi¢des 5-ou-7

da aglicona (Figura 120), que conferem rigidez adicional (NEGRI et al., 2012).
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Figura 118. a. Espectro de massas obtido por ESI-MS/MS (modo negativo) da

isoorientina. b. Espectro de massas EM/EM do ion 447.
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Picos 3 (tg 20,17 minutos) e 4 (tg 21,53 min) exibiram um méaximo de absorcao
de UV semelhante (Amax 270) e fon pseudo-molecular em m/z 577 [M-H] e 579 [M+H]".
Os picos 3 e 4 foram identificados como vitexina-2"-O-ramnosideo e isovitexina-2"-O-
ramnosideo de acordo com os dados de MS/MS (Tabela 28) e padrbes de fragmentacao
(SUN et al., 2013). Pico 4 foi relacionado com ions fragmentos em m/z 457 [(M-H)-
1207, 431 [(M-H)-146], 413 [(M-H)-146-18] e 293 [(M-H)-284]". Entre estes ions
fragmentos, m/z 431 [(M-H)-146] pode ser explicado pela perda de uma unidade de
ramnose e, em seguida, a perda de uma molécula de agua forma o ion em m/z 413 [(M-
H)-146-18]". Além disso, m/z 457 ([M-H]-120)] resultou de uma clivagem cruzada do
anel da por¢do C-glicosideo e m/z 293 [(M-H)-284]" corresponde a combinacdo de
ambas as fragmentagdes (Figuras 119 e 120). O composto associado ao pico 4 foi
caracterizado como apigenina-6-C-glicosil-2"-O-ramnosideo, também conhecido como

isovitexina-2"-O-ramnosideo.
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Figura 119. a. Espectro de massas obtido por ESI-MS/MS (modo negativo) da

miz

isovitexina-2”-O-rhamnosideo. b. Espectro de massas EM/EM do ion 431. c. Espectro
de massas EM/EM do ion 577.
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Figura 120. Proposta de fragmentacdo para justificar a perda de agua observada para

flavonoides 6-C-glicosideos envolvendo o grupo hidroxila da posi¢do 2” do residuo de

acucar com os grupos hidroxilas das posi¢cdes 5-ou-7 da aglicona.

A anédlise LC-ESI-MS/MS (Figura 117) de extratos metandlicos de C. lanceolata
forneceu dois perfis quimicos que nos permitem distinguir entre as folhas galhadas e
sadias. Folhas galhadas de C. lanceolata tém um maior nimero de compostos fendlicos
detectaveis do que as folhas saudaveis. Estes resultados sugerem que esta interacdo
inseto-planta pode estar promovendo alteragcbes no metabolismo e na distribuicdo de
metabolitos nas folhas de C. lanceolata Cambess.

Alguns flavonoides apresentam atividade inseticida, pois podem atuar como
inibidores de enzimas reguladoras, tais como a ATPase dependente de calcio
(SALUNKE et al., 2005). As ATPases, um importante alvo de inseticidas, s&o enzimas que
hidrolisam o ATP e utilizam a energia liberada no processo para realizar algum tipo de
trabalho celular (DIAS; COELHO, 2007). A isoorientina (2), um dos principais
constituintes identificados nos extratos foliares de C. lanceolata, apresenta atividade
larvicida (WIDSTROM; SNOOK, 1998). Alguns tipos de sedas de milho (Zea mays L.)
apresentam genes que controlam a biossintese desta flavona C-glicosilada que atua
como antibidtico contra larvas de lagarta de espiga de milho (Helicoverpa zea Boddie).

Muito embora os derivados fendlicos sejam comumente relacionados a defesa
das plantas contra herbivoria, a presenca dessas substancias ndo impediu a oviposi¢do
do indutor, nem o desenvolvimento das galhas. E possivel que o aumento na produgéo
de derivados fendlicos seja uma resposta ao estresse oxidativo provocado pelo processo
cecidogénico (SOARES et al., 2000).
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2.4.3 Potencial antioxidante de extratos foliares de C. lanceolata

As andlises qualitativa e quantitativa das substancias presentes em extratos de C.
lanceolata sugeriram alteracdes no perfil quimico de folhas sadias em comparacdo as
folhas galhadas, consequentemente espera-se observar diferencas em propriedades
farmacoldgicas relacionadas a estas substancias. Neste sentido, foi avaliada a atividade
antioxidante dos extratos de folhas sadias e galhadas de C. lanceolata.

O DPPH’ é um cromoforo estavel que apresenta um pico de absorcdo em 520 nm
em meio etandlico e sua solucdo apresenta coloracdo violeta intensa (ALVES et al.,
2010). Por acdo de um antioxidante ou espécie radicalar, o DPPH" é reduzido formando
DPPH-H (hidrazina), de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da
banda de absorcdo, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da absorbancia
(HUANG et al., 2005). O fator determinante nesta reacdo € a acessibilidade estérica,
neste caso, moléculas pequenas que tém melhor acesso ao sitio do radical podem
apresentar uma maior atividade aparente quando comparadas a moléculas maiores. Este
método é considerado facil, preciso e reprodutivel na avaliacdo da atividade
antioxidante de suco de frutos, extratos vegetais e substancias puras, tais como
flavonoides e terpendides (ALVES et al., 2010).

Os resultados da atividade sequestradora do radical livre DPPH" de extratos e
padrdo (&cido ascorbico) estdo representados na Figura 121. O extrato de folhas
galhadas apresentou maior atividade antiradicalar que o extrato de folhas sadias
(p<0,05), ambos os extratos foram considerados ativos (CEso < 500 pg mL™) (CAMPOS
et al., 2003). Muitos trabalhos indicam o efeito protetor dos compostos fenélicos contra
danos oxidativos (ROBBINS, 2003), desta forma, parte da atividade antioxidante
observada pode ser atribuida as flavonas C-glicosiladas identificadas nos extratos
foliares de C. lanceolata. A atividade antioxidante de proantocianidinas demonstrou-se
50 vezes maior do que a vitamina C e 20 vezes maior que a vitamina E (MAJO et al.,
2008). A maior atividade sequestradora radicalar de extratos de folhas galhadas em
comparacdo a folhas sadias pode estar relacionada ao maior conteldo de fenolicos e
proantocianidinas. A variacdo na distribuicdo de metabdlitos resultante desta interacao
inseto-planta pode ser responsavel pela maior atividade antioxidante das folhas galhadas

de C. lanceolata.
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Figura 121. Atividade antioxidante de extratos de C. lanceolata no ensaio do DPPH".

A avaliacdo da atividade antioxidante de extratos vegetais pelo ensaio do sistema
B-caroteno/acido linoleico baseia-se na descoloragdo do B-caroteno induzida pelos
produtos de degradacdo oxidativa do acido linoleico, em emulsdo aquosa saturada em
oxigénio. A adicdo de uma amostra contendo antioxidantes individuais, ou extratos
naturais contribui para retardar a queda de absorbancia do B-caroteno (SOKMEN et al.,
2004). A auto-oxidacdo do B-caroteno/ &cido linoleico é um ensaio que difere do outro
método de avaliacdo da atividade antioxidante (DPPH"), pois sua matriz de reacéo é
uma emulsdo. O comportamento de muitos antioxidantes pode mudar ante o meio em
que se encontram (MELO et al., 2011). Em emulsdes, é relatada maior eficacia
protetora de antioxidantes lipofilicos, ja que se direcionam na interface 6leo-agua
(ALVES et al., 2010).

Neste ensaio, verificamos resultados similares para ambos os extratos de folhas
de C. lanceolata (p<0,05) (Figura 122), sendo os dois extratos capazes de retardar a
queda de absorbéancia do B-caroteno. Na quantificacdo de metabdlitos secundarios mais
polares, como os compostos fenolicos, verificamos diferengas significativas entre os
dois extratos de C. lanceolata, porém ao analisar a composi¢do quimica lipofilica por
CG-MS observamos perfis quimicos similares para os 6leos essenciais de folhas sadias
e com galhas (ver item 2.4.4). Desta forma, como neste ensaio 0s antioxidantes
lipofilicos sdo mais efetivos, poderiamos esperar os resultados similares observados,
considerando que, esta interacdo inseto galhador-planta parece ter promovido variagdes

na composi¢do quimica dos compostos fenolicos com caracteristicas mais hidrofilicas.
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Figura 122. Atividade antioxidante de extratos de C. lanceolata no ensaio do B-

caroteno/ acido linoleico.

2.4.4 Perfil quimico do 6leo essencial de folhas de C. lanceolata

Sobre a anélise por CG e CG-EM, um total de 28 e 26 componentes foram
identificados no 6leo essencial de folhas galhadas e sadias de C. lanceolata, totalizando
97,6 e 99,1% da composicdo quimica, respectivamente. A tabela 29 mostra a
composic¢do do bleo essencial extraido de folhas galhadas (amostra A) e sadias (amostra
B). Ambos os 6leos apresentaram composicao similar, exceto por éxido de cariofileno
(6,82% e 0,48%, 14 vezes maior na amostra A), 1,2-epoxido de humuleno (1,26%,
somente na amostra A), eudesmol (1,07%, somente na amostra B) e outros componentes
tracos (<1,0%). Os componentes majoritarios em ambos os 6leos foram o B-cariofileno
(51,62% e 57,16%), a-cariofileno (8,42% e 8,94%), germacreno D (4,33% e 6,91%),
biciclogermacreno (2,58% e 2,94%) e viridifloreno (2,46% e 2,09%). As amostras
foram caracterizadas pela abundancia de hidrocarbonetos sesquiterpénicos,
especialmente com o nucleo cariofilano. Estes resultados sdo similares aos relatados
para o 6leo essencial de outras espécies de Clusia, como C. grandiflora, C. minor, C.
nemorosa e C. sandiensis (GONZALES et al., 1993; OLIVEIRA; NEVES; CAMARA,
2008).

Terpenos cobrem uma ampla variedade de substancias de origem vegetal e sua
importancia ecoldgica na defesa das plantas é bem estabelecida (VIEGAS-JUNIOR,
2003). E bem sabido que B-cariofileno, além de ser anti-inflamatério, também tem
atividades fungicidas e inseticidas (ARRHENIUS; LANGENHEIM, 1983). Assim,

podemos sugerir que a presenca do [-cariofileno e outros sesquiterpenos, como
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principais constituintes quimicos no o6leo essencial das folhas galhadas e sadias desta
espécie, podem atuar como alternativa de defesa quimica para planta contra herbivoria
promovida pelo inseto galhador.

Neste estudo ndo encontramos grande variagdo da composicdo quimica volatil
do dleo essencial de folhas galhadas em comparacédo as folhas sadias de C. lanceolata
(Tabela 29; Figura 123). Entretanto, na literatura sdo reportados alguns trabalhos que
comprovam a influéncia deste tipo de interacdo ecoldgica entre inseto galhador-planta
na variabilidade da composicdo quimica volatil dos Oleos essenciais de espécies
vegetais (DAMASCENO et al., 2008; TORRES-GURROLA et al., 2011).
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Figura 123. Cromatograma de ion totais (CG) do 6leo essencial de folhas de C.

lanceolata.

Tabela 29. Composicdo quimica do 6leo essencial de folhas galhadas e sadias de C.

lanceolata.
Area (%)
N° K1 Compostos Folhas galhadas Folhas sadias
1 856 (2E)-Hexenal 0,423 0,244
2 1338 o-Elemeno 0,17 0,385
3 1381 a-Copaeno 1,074 0,881
4 1390 B-bourboneno 0,179 -
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5 1395 B-Elemeno 0,689 0,433
6 1411 (2)-Cariofileno 0,262 -

7 1423 B-Cariofileno 51,624 57,159
8 1436 -Copaeno 0,286 0,134
9 1444 Aromadendreno 0,622 0,498
10 1454 Espirolepechineno 0,218 -

11 1463 a-Cariofileno 8,422 8,941
12 1467 allo-Aromadendreno 5,430 6,389
13 1480 y-Muuroleno 1,183 1,006
14 1487 Germacreno D 4,333 6,906
15 1494 B-Selineno - 0,331
16 1497 Viridifloreno 2,461 2,091
17 1502 Bicyclogermacreno 2,582 2,942
18 1510 d-Amorpheno - 0,343
19 1517 y-Cadineno 0,671 0,563
20 1522 d-Cadineno 1,817 2,299
21 1562 Germacreno B 0,815 0,974
22 1576 Alcool de cariofileno - 0,316
23 1574 Palustrol 0,532 -

24 1583 Oxido de cariofileno 6,817 0,481
25 1591 Globulol 0,642 0,432
26 1601 Viridiflorol 0,833 -

27 1603 Ledol 0,542 0,952
28 1611 Eudesmol - 1,065
29 1614 1,2-epo6xido de Humuleno 1,263 -

30 1626 Junenol 1,269 1,172
31 1647 epi-a-Muurolol 0,899 0,905
32 1659 a-Cadinol 1,532 1,293
Total 97,60 99,13

!indice de retencdo relativo a série de n-alcanos (Cg.) na coluna capilar VF-5 MS.
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2.5 CONSIDERACOES FINAIS

A avaliagdo qualitativa e quantitativa do perfil quimico de extratos de folhas
sadias e com galhas revelou diferencas significativas, sugerindo que a interagdo inseto
galhador-planta pode estar promovendo alteragdes na distribuicdo dos metabolitos
secundarios da espécie C. lanceolata.

A presenca de flavonas C-glicosiladas foi observada em ambos os extratos pelas
anélises de CLAE-DAD e LC-ESI-MS/MS, que permitiram identificar quatro
flavonoides, séo eles, orientina (1), isoorientina (2), vitexina-2”-O-rhamnosideo (3) e
isovitexina-2”-O-rhamnosideo  (4). Outras substancias foram detectadas no
cromatograma de ions totais (TIC) obtido por LC-ESI-MS/MS destes extratos, porém os
dados de massas ndo foram suficientes para propor a estrutura das mesmas.

A maior quantidade de compostos fendlicos detectadas em folhas galhadas nédo
foi capaz de inibir o estabelecimento e desenvolvimento das larvas em folhas de C.
lanceolata, pode-se sugerir que estas alteracbes dos derivados fendlicos no tecido
vegetal predado estejam beneficiando o inseto galhador.

Extratos de folhas galhadas apresentaram maior atividade sequestradora de
radicais livres em comparacdo aos extratos de folhas sadias, porém ambos os extratos
foram capazes de retardar a oxidacdo do B-caroteno.

Com relacdo a composic¢do volatil, foram identificados 28 e 26 componentes no
oleo essencial de folhas galhadas e sadias de C. lanceolata, respectivamente, com
predominancia dos sesquiterpenos com nucleo cariofilano. O p-cariofileno foi o
sesquiterpeno majoritario em ambos os Oleos, dados similares foram relatados para

outras espécies deste género.
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