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RESUMO

Embora o género Miconia seja o maior representante da familia Melastomataceae, 0 nimero
de estudos envolvendo a fitoquimica e a avaliacdo das atividades biologicas das espécies que
o compdem ainda é muito reduzido. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo realizar
o0 estudo fitoquimico e avaliar as atividades antibacteriana e citotoxica de Miconia burchellii
Triana, espécie ainda ndo estudada até o presente momento quanto aos Seus constituintes
quimicos e atividades bioldgicas. O estudo fitoquimico das folhas e das cascas do caule levou
a identificacdo de vinte substancias, incluindo triterpenos, saponinas, flavonoides,
feoforbideos e um esteroide. Entre estes compostos, seis estdo sendo relatados na literatura
pela primeira vez: os triterpenos acido 3-O-B-trans-p-cumaroil-1a-hidroxi-urs-12-en-28-oico
e acido 3-O-B-cis-p-cumaroil-1a-hidroxi-urs-12-en-28-oico, obtidos em mistura através da
fracdo em acetato de etila das folhas de M. burchellii; e as saponinas éster 28-O-f-
glicopiranosideo do acido  1a,3B,23-tri-hidroxi-olean-12-en-28-oico, éster  28-O-f-
glicopiranosideo do  acido  1a,3B,23-tri-hidroxi-urs-12-en-28-oico,  éster  28-O-f-
glicopiranosideo do acido 3-O-B-galoil-1a,23-di-hidroxi-olean-12-en-28-oico e éster 28-O-f-
glicopiranosideo do acido 3-O-B-galoil-1a,23-di-hidroxi-urs-12-en-28-oico, obtidas como
misturas isoméricas a partir da fracdo metandlica das folhas. Estas substancias tiveram suas
estruturas elucidadas através de ressonancia magnética nuclear em uma e duas dimensdes,
além de espectrometria de massas de alta resolucdo. O extrato bruto e as fragdes em acetato de
etila e metanolica das cascas do caule foram os mais ativos frente as bactérias testadas,
apresentando inibicdo do crescimento tanto de cepas Gram-positivas (Staphylococcus aureus
e Staphylococcus epidermidis) quanto Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa), com valores de CMI (concentracdo minima inibitéria) variando de 62,5 a 1000
pg/mL. Em relacdo a citotoxicidade, as frages hexanica e em acetato de etila das cascas do
caule apresentaram maior seletividade na inibigdo das células tumorais de colon (HCT-116) e
de leucemia (HL-60) em relagdo as células ndo tumorais (L-929). Entre as substancias
testadas, o etilfeoforbideo A foi citotoxico frente a linhagem de leucemia, com ICsg

(concentracdo inibitoria média) de 4,74 pg/mL.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana. Citotoxicidade. Feoforbideo. Flavonoide.
Saponina. Triterpeno.



ABSTRACT

Although the Miconia genus is the largest representative of the Melastomataceae family, the
number of studies involving phytochemistry and the evaluation of the biological activities of
the species that compose it is still very small. In this context, this work aimed to carry out the
phytochemical study and evaluate the antibacterial and cytotoxic activities of Miconia
burchellii Triana, a species that has not yet been studied in terms of its chemical constituents
and biological activities. Phytochemical study of the leaves and stem bark led to the
identification of twenty substances, including triterpenes, saponins, flavonoids, pheophorbides
and a steroid. Among these compounds, six are being reported in the literature for the first
time: the triterpenes 3-O-B-trans-p-coumaroyl-1a-hydroxy-urs-12-en-28-oic acid and 3-O-f3-
cis-p-coumaroil-1a-hydroxy-urs-12-en-28-oic acid, obtained as a mixture through the ethyl
acetate fraction of M. burchellii leaves; and the saponins 10,3,23-trihydroxy-olean-12-en-28-
oic acid 28-O-B-glycopyranoside ester, 1a,3[,23-trinydroxy-urs-12-en-28-oic acid 28-O-f-
glycopyranoside ester, 3-O-B-galloyl-1a,23-dihydroxy-olean-12-en-28-oic acid 28-O-f-
glycopyranoside ester and 3-O-B-galloyl-1a,23-dihydroxy-urs-12-en-28-oic acid 28-O-f-
glycopyranoside ester, obtained as isomeric mixtures from the methanol fraction of leaves.
These substances had their structures elucidated through nuclear magnetic resonance in one
and two dimensions, in addition to high resolution mass spectrometry. The crude extract and
the ethyl acetate and methanol fractions of the stem bark were the most active against the
tested bacteria, showing growth inhibition of both Gram-positive (Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis) and Gram-negative (Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa), with MIC (minimum inhibitory concentration) values ranging from 62.5 to 1000
pg/mL. Regarding cytotoxicity, the hexane and ethyl acetate fractions from the stem bark
showed greater selectivity in inhibiting colon tumor cells (HCT-116) and leukemia (HL-60)
compared to non-tumor cells (L-929). Among the substances tested, ethyl pheophorbid A was
cytotoxic against the leukemia strain, with an 1Cso (half maximal inhibitory concentration) of
4.74 pg/mL.

Keywords: Antibacterial activity. Cytotoxicity. Pheophorbid. Flavonoid. Saponin. Triterpene.
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1 INTRODUCAO

Com cerca de 20% do total de espécies do planeta, o Brasil ocupa o topo da lista dos
paises detentores da maior biodiversidade do mundo?. Esta diversidade esta dividida em seis
biomas com caracteristicas distintas, os quais enfrentam, em diferentes niveis, ameacas
crescentes em relacdo a conservacio e utilizagio sustentavel?.

No ranking das maiores familias de angiospermas da flora brasileira, Melastomataceae
ocupa a quinta posicdo®, sendo formada por cerca de 170 géneros que incluem
aproximadamente 5000 espécies®. Em funcdo da sua ampla distribuicdo no territdrio
brasileiro, esta familia tem proporcionado a realizacdo de varios estudos, seja na area da
taxonomia® ou da composicao quimica®, mas que ainda n&o refletem sua diversidade no pais.

Miconia Ruiz & Pav. é o maior género da familia Melastomataceae, com mais de 1050
espécies’. No Brasil, 0 género ocupa a quinta posicdo em diversidade e é representado por 282
espécies, das quais 125 sdo endémicas®.

Extratos obtidos de espécies de Miconia e seus compostos isolados tém demonstrado o
potencial terapéutico deste género. Entre as atividades bioldgicas relatadas, destacam-se 0s
efeitos  antimicrobiano®?°, antioxidante’>?-24  antitumoral®®?’, tripanossomicida®®3°,
leishmanicidal’®!, esquistossomicida®33, antimalarico®, inseticida®2¢, antibiabético®,
analgésico e anti-inflamatdrio?+38-44,

Entretanto, do ponto de vista quimico, poucos estudos foram realizados com espécies
de Miconia. Estima-se que menos de 2% das espécies do género foram estudadas com este
propdsito até o ano de 2019%. Das espécies até entdo investigadas foram isolados
majoritariamente ﬂavonoide58,9,14,19,21,23,36,37,46419 e triterpen0515,17,23,26,28,29,31,32,35737,41,46,50756.

Assim, no intuito de contribuir com a caracterizacdo quimica e bioldgica de espécies
vegetais do bioma Cerrado, este trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico de
Miconia burchellii Triana (Melastomataceae) e avaliar seu potencial antibacteriano e

citotoxico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PERFIL QUIMICO DO GENERO Miconia

Das mais de 1900 espécies que compdem o género Miconia’, apenas 23 foram
estudadas até o momento do ponto de vista de sua composi¢cdo quimica: M. affinis, M.
albicans, M. alypifolia, M. cabucu, M. cannabina, M. fallax, M. ferruginata, M. ioneura, M.
langsdorffii, M. latecrenata, M. lepidota, M. ligustroides, M. macrothyrsa, M. minutiflora, M.
myriantha, M. pepericarpa, M. pilgeriana, M. prasina, M. rubiginosa, M. sellowiana, M.
stenostachya, M. willdenowii e M. trailijl020-24:43-45,

Destas especies foram isoladas e identificadas 79 substancias diferentes, pertencentes
as classes dos ﬂavonoide38,9,14,19,21,23,36,37,46419’ triterpen0315,17,23,26,28,29,31,32,35—37,41,46,50—56,
esteroides®465153  quinonas!?>30:33 ¢ outros compostos fendlicos®14354748 - A proporcdo das

classes de substancias isoladas de espécies do género é mostrada na Figura 1.

Figura 1-Distribuicdo dos 79 compostos isolados de Miconia por classes.

11% = Flavonoides

4%
6%

m Triterpenos
Esteroides
® Quinonas

= Outros compostos
fendlicos

Fonte: Autora.

No Quadro 1 estdo descritas as substancias isoladas, bem como as espécies e as partes
das plantas de onde foram obtidas. As estruturas destas substancias estdo representadas na
Figura 2 (pagina 32). Dos 38 flavonoides isolados e identificados de Miconia, 28 s&o
flavonoides glicosilados que apresentam unidades de agucar nos carbonos 3 ou 7, e 10 sdo
agliconas. A unidade aglicona mais presente nestes compostos € a quercetina (1), seguida do
matteucinol (13) e do kaempferol. Ja entre os triterpenos, os de esqueleto pentaciclico se
destacam, especialmente o acido ursolico (39) e o acido oleandlico (40) que sdo recorrentes
em diferentes espécies como M. albicans, M. ferruginata, M. fallax, M. langsdorffii, M.

ligustroides, M. sellowiana e M. rubiginosa!®=7:2326.28.29,31,32,36,37,41,50-52
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(continua)
Classificagédo Substancia Estrutura  Parte da planta Espécie Referéncias
Flavonoides quercetina 1) Folhas M. albicans Pieroni et al.?
quercetina-3-O-glicosideo 2 Folhas M. albicans Pieroni et al.?
quercetina-3-O-galactosideo 3) Folhas M. alypifolia Mancini et al.?
quercetina-3-O-o-ramnopiranosideo 4) Folhas M. cabucu, M. rubiginosa Rodrigues et al. 144748
quercetina-3-O-B-arabinofuranosideo (5) Folhas M. rubiginosa Rodrigues et al. 1448
quercetina-3-O-o-arabinopiranosideo (6) Folhas M. rubiginosa Rodrigues et al. 1448
quercetina-3-O-pB- arabinopiranosideo @) Folhas M. rubiginosa Rodrigues et al.1448
quercetina-3-0-B-glicopiranosideo (8) Folhas M. cabucu Rodrigues et al.1#47
quercetina-3-O-B-galactopiranosideo 9) Folhas M. rubiginosa Rodrigues et al.1*48
quercetina-3-O-a-ramnopiranosil-(1—4)-0-f-
(10) Folhas M. rubiginosa Rodrigues et al.1448
galactopiranosideo
quercetina-3-0-(2"-galoil)-a-L-ramnopiranosideo (11) Folhas M. albicans Lima et al.¥
quercetina-3-0O-B-xilopiranosil-(1—2)-O-a-ramnopiranosideo (12) Folhas M. cabucu Rodrigues et al.2447
Raizes, caule, M. cannabina, M. prasina, Miles et al.8, Tarawneh et al.*®,
matteucinol (13)
galhos e folhas M. trailii Zhang et al.*®
matteucinol-7-O-a-L-arabinopiranosil(1—6)-f-D-
(14) Galhos e folhas M. trailii Zhang et al.*®
glicopiranosideo (miconiosideo A)
matteucinol-7-O-B-D-apiofuranosil(1—6)-B-D-
(15) Galhos e folhas M. trailii Zhang et al.*

glucopiranosideo
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(continua)
Classificagédo Substancia Estrutura  Parte da planta Espécie Referéncias

mattucinol-7-O-B-D-glicopiranosideo (16) Galhos e folhas M. myriantha Lietal®
mattucinol-7-O-[4”,6”-di-O-galoil]-B-D-glicopiranosideo @an Galhos e folhas M. myriantha Lietal®
mattucinol-7-O-[4",6”-O-(S)-hexahidroxidifenoil]-p-D-

(18) Galhos e folhas M. myriantha Lietal®
glicopiranosideo
demetoximatteucinol (19) Caule M. prasina Tarawneh et al.*
7-O-B-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-glicopiranosil-

(20) Caule M. prasina Tarawneh et al.*
demetoximatteucinol (miconiosideo C)
farrerol (21) Caule M. prasina Tarawneh et al.*
farrerol-7-O-B-D-apiofuranosil-(1—6)-p-D-glicopiranosideo Caule, galhos e

(22) M. prasina, M. trailii Tarawneh et al.*%, Zhang et al.*6
(miconiosideo B) folhas

Lima et al.¥7, Rodrigues et
miricetina-3-O-a-ramnopiranosideo (23) Folhas M. cabucu, M. albicans
al 1447

miricetina-3-O-B-xilopiranosil-(1—2)-O-a-ramnopiranosideo (24) Folhas M. cabucu Rodrigues et al.*
mearnsetina-3-O-a-L-ramnopiranosideo (25) Folhas M. albicans Lima et al.%
kaempferol-3-O-diglicosideo (26) Folhas M. alypifolia Mancini et al.?*
kaempferol-3-O-galactosideo 27) Folhas M. alypifolia Mancini et al.?*
kaempferol-3-O-B-galactopiranosideo (28) Folhas M. rubiginosa Rodrigues et al.*®
kaempferol-3-O-a-L-arabinopiranosideo (29) Folhas M. albicans Lima et al.%
kaempferol-3-O-B-(6”-cumaroil)-glicopiranosideo (30) Folhas M. cabucu Rodrigues et al.1*47
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Classificacdo Substancia Estrutura  Parte da planta Espécie Referéncias
rutina (31) Folhas M. albicans Pieroni et al.?
apigenina-7-O-glicosideo (32) Folhas M. alypifolia Mancini et al.?!
epicatequina (33) Folhas M. rubiginosa Rodrigues et al.1448
5,6,7-trihidroxi-4'-metoxiflavona (34) Folhas M. ferruginata Cunha et al.%6
5-hidroxi-7,4'-dimetoxi-8-metilflavona (35) Folhas M. ferruginata Cunha et al.%
5,7,4-trihidroxi-6,8-dimetilflavona (36) Folhas M. ferruginata Cunha et al.%
5-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-7-metoxi-6,8-dimetil 4H-1-
(37) Folhas M. ioneura Tracanna et al.*®
benzopiran-4-ona (sideroxilina)
5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona-(6-C-6)-5"-hidroxi-3>,4°>,7"-
(38) Folhas M. cabucu Rodrigues et al.2447
trimetoxiflavona
Cunha et al.17:2629.3236 | ima et
M. albicans, M. fallax, M.
al.%’, Furtado et al.®°, Macari et
Partes aéreas, folhas  ligustroides, M. sellowiana,
Triterpenos acido ursélico (39) al.5, Peixoto et al.3!, Pieroni et
e caule M. langsdorffii, M.
al.2%, Queiroz et al.’®,
ferruginata, M. rubiginosa
Vasconcelos et al.*!
M. ferruginata, M. Cunha et al.17:26.28.29.32.36
Folhas, partes langsdorffii, M. ligustroides,  Furtado et al.®%, Lima et al.¥7,
acido oleanolico (40)

aéreas e caule

M. fallax, M. albicans, M.

rubiginosa

Macari et al.>%, Peixoto et al.3L,

Queiroz et al.1®, Resende et al.>?
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Classificacdo Substancia Estrutura  Parte da planta Espécie Referéncias
M. albicans, M. pepericarpa,
Partes aéreas e
a-amirina (41) M. sellowiana, M. falax, M. Crevelin et al.53, Pieroni et al.?
folhas
rubiginosa, M. ligustroides
M. albicans, M. pepericarpa,
-amirina (42) Partes aéreas M. sellowiana, M. falax, M. Crevelin et al.®
rubiginosa, M. ligustroides
acetato de a-amirina (43) Partes aéreas M. rubiginosa Crevelin et al.®®
acetato de B-amirina (44) Partes aéreas M. rubiginosa Crevelin et al.®®
M. ligustroides, M. trailii, M.  Cunha et al.?®,
Partes aéreas, caule
acido arjundlico (45) albicans M. affinis, M. Guldbrandsen et al.3®, Macari et
e raizes
pilgeriana al.5%, Li et al.%, Zhang et al.*6
Partes aéreas e M. stenostachya, M. Chan et al.%®, Cunha et al.28,
acido sumaresindlico (46)
folhas albicans, M. fallax Lima et al.%
acido 2-a-hidroxiursélico 47 Partes aéreas M. sellowiana Cunha et al.?®
Partes aéreas e
4cido maslinico (48) M. sellowiana, M. albicans Cunha et al.?%, Lima et al.3"
folhas
acido 3-0O-cis-p-cumaroil maslinico (49) Folhas M. albicans Lima et al.%
acido 3-O-trans-p-cumaroil maslinico (50) Folhas M. albicans Lima et al.%
acido 3-O-trans-p-cumaroil 2a-hidroxidulciéico (51) Folhas M. albicans Lima et al.%"
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Classificacdo Substancia Estrutura  Parte da planta Espécie Referéncias : :
acido gipsogénico (52) Partes aéreas M. stenostachya Cunha et al.?8
acido 2a,3B,190-trihidroxiolean-12-en-24,28-didico (acido
(53) Galhos e folhas M. trailii Zhang et al.*
bartogénico)
3-(E)-p-cumaroil-a-amirina (54) Folhas M. albicans Pieroni et al.?
acido oleandnico (55) Partes aéreas M. fallax Cunha et al.?8
acetato de 28-carboxi-3-oxoolean-12-en-21a-il (56) Folhas M. macrothyrsa Diniz et al.
acido 3-epi-sumaresindlico (57) Folhas M. albicans, M. stenostachya  Chan et al.%, Lima et al.%
acido 2a,3a,19a, 23-tetrahidroxiurs-12-en-28-06ico (acido
(58) Galhos e folhas M. trailii Zhang et al.*®

miriantico)
acido epi-ursélico (59) Folhas M. albicans Pieroni et al.®
friedelina (60) Partes aéreas M. rubiginosa Crevelin et al.®®

M. albicans, M. pepericarpa,
lupeol (61) Partes aéreas M. sellowiana, M. falax, M. Crevelin et al.%

ligustroides
acido epi-betulinico (62) Folhas M. albicans Pieroni et al.?

M. ferruginata, M. albicans,

Folhas e partes M. pepericarpa, M.
Esteroides B-sitosterol (63) Crevelin et al.53, Cunha et al.%

aéreas

sellowiana, M. falax, M.

rubiginosa, M. ligustroide
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Classificagédo Substancia Estrutura  Parte da planta Espécie Referéncias
M. ferruginata, M. albicans,
Folhas e partes M. pepericarpa, M.
estigmasterol (64) Crevelin et al.53, Cunha et al.%
aéreas sellowiana, M. falax, M.

rubiginosa
estigmast-4-en-3,6-diona (65) Galhos e folhas M. trailii Zhang et al.*®

M. albicans, M. pepericarpa,
campesterol (66) Partes aéreas Crevelin et al.®®

M. sellowiana
3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol (67) Caule M. albicans Macari et al.>*

M. myriantha, M. cabucu, M.  Li et al.®, Rodrigues et al.}447:48

Outros acido gélico (68) Galhos e folhas

rubiginosa
acido elagico (69) Galhos e folhas M. myriantha Lietal®
acido 3°-O-metil-3,4-0,0-metileno elagico (70) Caule M. affinis Guldbrandsen et al.®®
acido 3°,4°,5°-tri-O-metil-3,4-O,0-metileno flavelagico (71) Caule M. affinis Guldbrandsen et al.3®
B-hidroxipropiovanilona (72) Caule M. affinis Guldbrandsen et al.?

Gunatilaka et al.%>, Rosa®,
2-metoxi-6-pentil-1,4-benzoquinona (primina) (73) Folhas M. lepidota, M. willdenowii
Viegas et al.113

2-metoxi-6-heptil-1,4-benzoquinona (74) Folhas M. lepidota Gunatilaka et al.?
2-metoxi-6-n-pentilhidroquinona (miconidina) (75) Folhas M. willdenowii Rosa®, Viegas et al.l!
acido 3,3’-di-O-metil-4-O-B-D-xilopiranosideo elagico (76) Galhos e folhas M. myriantha Lietal®
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Classificacdo Substancia Estrutura  Parte da planta Espécie Referéncias
1-O-(E)-cafeoil-4,6-di-O-galoil-B-D-glicopiranose 77 Folhas M. albicans Lima et al.*?
casuarictina (78) Folhas M. rubiginosa Rodrigues et al.*®
schizerisideo (79) Folhas M. rubiginosa Rodrigues et al.*®
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Na Figura 2 estdo representadas as estruturas das substancias identificadas de espécies
de Miconia. O numero abaixo de cada estrutura corresponde ao numero citado no Quadro 1.

Figura 2-Estruturas das substancias identificadas de espécies do género Miconia.

(continua)
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Fonte: Autora.

Os trabalhos mais recentes envolvendo o estudo fitoquimico de Miconia tém usado
técnicas hifenadas, especialmente a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC)
combinada com espectrometria de massas (MS), para a identificacdo dos compostos presentes
nos extratos vegetais, sem que seja feito o isolamento destes compostos. Gatis-Carrazzoni e
colaboradores* detectaram a presenca de oito triterpenos, além de seis elagitaninos e um
flavonoide no extrato metandlico das folhas de M. minutiflora através de UPLC-DAD-
MS/MS (cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada com matriz de diodos e
espectrometria de massas). Utilizando a mesma técnica, Corréa et al.?* identificaram 35
substancias no extrato metanolico dos frutos de M. albicans, incluindo flavonoides derivados
da quercetina, da miricetina e do kaempferol, além de triterpenos, acidos organicos e taninos.
Adicionalmente, Quintas-Jinior e colaboradores®® detectaram 23 compostos no extrato

etanolico das folhas de M. albicans, sendo que os majoritarios foram flavonoides glicosilados,
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principalmente os derivados da quercetina e da rutina. Também por meio de UPLC-DAD-
MS/MS, Gontijo et al.? e Rodrigues e colaboradores’® observaram a predominancia de

compostos fenolicos, principalmente taninos, nos extratos das folhas de M. latecrenata.

2.2 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DE Miconia

Estudos envolvendo a avaliacdo das atividades bioldgicas de extratos obtidos de
espécies de Miconia e de compostos isolados destes extratos tém relatado diversas
propriedades farmacoldgicas, embora, assim como no caso dos estudos fitoquimicos, ainda
sejam poucos em relagdo ao numero de espécies que compdem o género. Destacam-se, entre
elas, as atividades antimicrobiana, analgésica, anti-inflamatoria, antioxidante, antitumoral,
tripanossomicida, leishmanicida, esquistossomicida, antimalarica, inseticida e antidiabética,

as quais estdo resumidas no Quadro 2 e serdo apresentadas na proxima se¢éo.

2.2.1 ATIVIDADE INSETICIDA

Em 2015, Guldbrandsen e colaboradores®® conduziram um estudo que avaliou uma
biblioteca de 600 extratos de plantas panamenhas quanto as atividades fungicida, inseticida e
herbicida. O extrato em acetato de etila do caule de Miconia affins se mostrou ativo frente a
Magnaporthe oryzae e Septoria tritici, que sdo fitopatdgenos que atingem culturas de arroz e
de trigo, respectivamente. Do extrato de M.affins foi isolado o &cido arjundlico (45), o qual
também apresentou atividade fungicida frente aos fitopatdgenos mencionados.

Em um de nossos trabalhos prévios com Miconia®® avaliamos o efeito inseticida do
extrato etanolico das folhas de M. ferruginata contra a lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda), uma das principais pragas do milho. As lagartas alimentadas com o extrato
apresentaram um alongamento da fase larval de 16,56 dias em relacdo ao controle. A fase
pupal também foi afetada, apresentando alongamento de 8,49 dias em relacdo ao controle.
Adicionalmente, o extrato apresentou mortalidade larval de 56,67% na concentragdo de 1000

mg/mL.
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(continua)
Espécie Parte da planta Local da coleta Atividades biologicas Referéncias
M. aeruginosa Partes aéreas Coldmbia Atividade antioxidante. Mosquera, Correra e Nifio??
M. affinis Caule Panama Atividade fungicida. Guldbrandsen et al.®
Atividades antioxidante, antidiabética, Pieroni et al.?, Lima et al.®"#2, Vasconcelos et
Folhas, partes aéreas,
M. albicans Brasil analgésica, anti-inflamatéria, antimicrobiana, al.**#1, Cunha et al.®, Serpeloni et al.>’, Celoto
frutos
citotdxica e antimutagénica. et al.’®, Corréa et al.?* Quintans-Junior et al.*®
M. alypifolia Folhas Peru Atividade antioxidante. Mancini et al.?
Atividades antimicrobiana, citotoxica e
M. cabucu Folhas, partes aéreas Brasil Rodrigues et al.**, Serpeloni et al.5’
antimutagénica.
M. cannabina Raizes Peru Atividade antifungica. Miles et al.®
M. chamissois Folhas Brasil Atividades antioxidante e antimicrobiana. Gomes et al.*?
Atividades antimutagénica, antitumoral,
M. fallax Partes aéreas Brasil Resende et al.%?, Cunha et al.6:26.28
tripanossomicida e antibacteriana.
M. ferruginata Folhas Brasil Atividades inseticida e citotoxica. Cunha et al 2%
M. ioneura Folhas Argentina Atividade antimicrobiana. Tracanna et al.*®
M. langsdorffii Partes aéreas Brasil Atividades leishmanicida e esquistossomicida. Peixoto et al.®!, Cunha et al.*
M. latecrenata Folhas Brasil Atividades antioxidante e antibacteriana. Gontijo et al.?°, Rodrigues et al.*°
M. lepidota Folhas Suriname Atividade citotdxica. Gunatilaka et al.?®
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Espécie Parte da planta Local da coleta Atividades biologicas Referéncias
M. lehmannii Partes aéreas Colombia Atividade antioxidante. Mosquera, Correra e Nifio??
M. ligustroides Partes aéreas Brasil Atividades tripanossomicida e antimicrobiana. Cunha et al.*"%®
M. minutiflora Folhas Brasil Atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva. Gatis-Carrazzoni et al.*
M. myriantha Galhos e folhas Peru Atividade antifungica. Lietal®
M. nervosa Folhas Brasil Atividade antimalérica. Lima et al 3
M. pilgeriana Raizes Peru Efeitos inibidores da acido graxo sintase. Lietal.>
M. salicifolia Né&o informado Peru Atividade antibacteriana. Bussmann et al.*8
M. sellowiana Partes aéreas Brasil Atividades tripanossomicida e antibacteriana. Cunha et al.*6.2
Atividades antimicrobiana, tripanossomicida, Rodrigues et al.**, Cunha et al.1628, Serpeloni
M. stenostachya Folhas, partes aéreas Brasil
citotdxica e antimutagénica. et al.%, Celoto et al.*®
Atividades antimicrobiana, analgésica, Rodrigues et al.**, Serpeloni et al.5, Celoto et
M. rubiginosa Folhas, partes aéreas Brasil
citotoxica e antimutagénica. al.’®, Spessoto et al.*®
Atividades tripanossomicida,
M. willdenowii Folhas Brasil esquistossomicida, leishmanicida e Rosa®, Viegas et al.1+*

antimicrobiana.
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2.2.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

No estudo conduzido por Miles e colaboradores® visando o isolamento de constituintes
ativos de plantas peruanas, o extrato etandlico obtido das raizes de M. cannabiana se mostrou
0 mais ativo quando testado frente aos fungos Pythium ultimum, Rhizoctonia solani e
Helminthosporium teres através do teste de disco difusdo. Deste extrato foi isolado o
flavonoide matteucinol (13), o qual demonstrou atividade antifungica frente a R. solani, com
135% de atividade relativa.

O fracionamento biomonitorado do extrato etandlico de galhos e folhas de M.
myriantha resultou na identificacdo de quatro compostos fendlicos. Entre estes compostos, 0
mattucinol-7-0-[4",6"-O-(S)-hexahidroxidifenoil]-B-D-glicopiranosideo (18) e o é&cido
elagico (69) apresentaram efeito inibitdrio da aspartil protease secretora (SAP) de Candida
albicans, com ICso de 8,4 e 10,5 uM, respectivamente®.

Celotto e colaboradores™® avaliaram, através da técnica de difusdo em pogo, a
atividade antimicrobiana dos extratos brutos das partes aéreas de trés espécies de Miconia (M.
albicans, M. rubiginosa e M. stenostachya) frente a onze microrganismos, incluindo bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, além de uma espécie de levedura. Os resultados mostraram
que os extratos etandlicos de M. albicans e M. rubiginosa (300 mg/mL) foram os mais ativos,
inibindo o crescimento de Staphylococus aureus, Staphylococus saprophyticus, Streptococus
agalactiae, Shigella flexneri, Klebsiella pneumonia e Candida albicans (halos de inibicdo
variando de 11,0 a 20,7 mm), enquanto o extrato etandlico de M. stenostachya (300 mg/mL)
foi ativo apenas frente a C. albicans (halo de inibi¢do de 10,7 mm).

Posteriormente, Rodrigues et al.}* avaliaram os efeitos dos extratos metanolico e
cloroférmico das folhas de M. cabucu, M. rubiginosa e M. stenostachya na inibicdo do
crescimento de Staphylococcus epidermidis, Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli
e Salmonella. Os resultados obtidos no teste de disco difusdo mostraram que 0s extratos
metanolicos de M. rubiginosa e M. stenostachya e o extrato cloroférmico de M. cabucu foram
0s mais ativos, com halos de inibicdo variando de 7 a 18 mm na concentracdo de 30 mg
extrato/mL. Esses extratos foram entdo submetidos ao teste de microdiluicdo para
determinacdo da concentragdo minima inibitoria (CMI). Entretanto, os valores de CMI foram
maiores que 1000 pug/mL frente a todos 0s microrganismos testados.

Triterpenos isolados de espécies de Miconia (M. fallax, M. albicans, M. stenostachya e

M. sellowiana), bem como misturas desses triterpenos, além de derivados semissintéticos,
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foram avaliados frente a Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus salivarius, Streptococcus sobrinus e Enterococcus faecalis, que s&o
microrganismos envolvidos no processo de formacdo de cérie dentaria em humanos. Todas as
substancias testadas inibiram o crescimento dos patdgenos, sendo que os melhores resultados
foram obtidos para o acido ursélico (39) e o &cido oleandlico (40), cujos valores de CMI
variaram de 30 pg/mL a 80 pg/mL2.

Em um trabalho semelhante, Cunha e colaboradores!’ avaliaram a atividade
antimicrobiana do extrato diclorometanico das partes aéreas de M. ligustroides, bem como
dos é&cidos ursolico e oleandlico, isolados a partir deste extrato, além da mistura dos dois
triterpenos e de derivados do acido ursélico. O método de microdilui¢do foi utilizado para
determinar a CMI frente a Bacillus cereus, Vibrio cholerae, Salmonella choleraesuis,
Klebsiella pneumoniae e Streptococcus pneumonia. O extrato diclorometanico apresentou
baixa atividade antimicrobiana frente a maioria dos microrganismos selecionados, sendo ativo
apenas frente a B. cereus com CMI de 625 pg/mL. Por outro lado, o &cido ursolico inibiu o
crescimento de B. cereus com CMI de 20 pg/mL, enquanto o acido oleandlico foi efetivo na
inibicdo do crescimento de B. cereus e S. pneumonia com CMI de 80 pg/mL. A mistura dos
dois triterpenos ndo aumentou a atividade antimicrobiana. No entanto, os derivados
preparados a partir do acido ursélico aumentaram a atividade inibitéria do crescimento de S.
pneumonia, com diminui¢do da CMI de 1000 pg/mL para 50 pg/mL.

Em 2010, Bussmann et al.'® avaliam a concentracdo minima inibitoria dos extratos de
141 espécies de plantas usadas no norte do Peru para tratar infeccdes bacterianas. Entre o0s
extratos testados, o extrato etandlico de M. salicifolia exibiu alta atividade contra
Staphylococcus aureus, com CMI de 62,5 pg/mL.

A atividade antifungica do extrato em acetato de etila das folhas de M. ioneura e da
flavona sideroxilina (37), isolada deste extrato, foi avaliada por Tracanna et al.'®. Os autores
testaram o potencial antimicrobiano do extrato e da flavona frente a cinco cepas de Candida
obtidas de amostras clinicas: C. tropicalis, C. albicans, C. guillermondii, C. krusei e C.
glabrata, sendo que os melhores resultados foram obtidos frente a C. krusei, seguida por C.
guillermondii e C. albicans (CMI variando de 31 a 245 pg/mL).

M. latecrenata é outra especie de Miconia que foi avaliada recentemente quanto ao
potencial antimicrobiano. No trabalho de Gontijo et al.?® o extrato aquoso das folhas da
espécie foi testado frente a duas cepas de S. aureus e uma de E. coli. Foram obtidos valores de
CMI < 100 pg/mL para S. aureus 3993 e S. aureus 4125, e 7000 pg/mL < CMI < 8000 pg/mL
para E. coli 24. Em outro estudo, Rodrigues e colaboradores’® avaliaram a atividade
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antibacteriana de 88 extratos de arvores da Mata Atlantica brasileira e o extrato organico das
folhas de M. latecrenata, obtido através da extracdo com diclorometano e metanol 1:1, foi o
mais promissor, inibindo o crescimento de S. aureus (CMI 300 pug/mL) e de P. aeruginosa
(CMI 2500 pg/mL). Apds o fracionamento biomonitorado do extrato bruto, a fracdo em
acetato de etila apresentou um valor de CMI duas vezes menor para P. aeruginosa. Além
disso, o0 extrato bruto e a fragdo em acetato de etila mostraram sinergismo com ampicilina e
tetraciclina para as duas bactérias.

O estudo bioguiado de M. willdenowii, conduzido por Viegas et al.%, revelou potente
atividade antimicrobiana da fracdo hexanica das folhas da espécie frente a S. aureus e C.
krusei, com ICso de 15,6 € 62,5 ug/mL, respectivamente. A purificagdo desta fracdo levou ao
isolamento da 2-metoxi-6-pentil-1,4-benzoquinona, conhecida como primina (73). Esta
substancia, além de apresentar efeito antifungico a todas as cepas testadas, mostrou atividade
frente a S. aureus (ICso 8,94 uM) com poténcia comparavel a do medicamento de referéncia,
cloranfenicol (ICso 6,19 uM), embora tenha apresentado também citotoxicidade para células
mononucleares de sangue humano.

Por fim, o extrato aquoso das folhas de M. chamissois, embora ndo tenha apresentado
inibicdo do crescimento de E. coli, foi ativo frente a C. albicans e S. aureus com CMI de 78,1
ug/mL e 312,5 pug/mL, respectivamente, conforme descrito por Gomes e colaboradores??,

2.2.3 ATIVIDADES ANALGESICA E ANTI-INFLAMATORIA

Cunha e colaboradores®® utilizaram o teste de contorc¢do abdominal induzida por acido
acético para avaliar o efeito analgésico dos extratos hexanico, diclorometénico e etandlico das
partes aéreas de M. ligustroides. Os resultados obtidos no teste foram estatisticamente
significantes tanto para o extrato diclorometanico quanto para o extrato hexanico, 0s quais
inibiram 57,3% e 62,5% da dor, respectivamente. Este efeito também foi observado, porém
com menor intensidade, para o extrato etanolico, o qual inibiu 52,9% da dor.

O efeito analgésico dos extratos hexanico, diclorometanico e etandlico das partes
aéreas de M. rubiginosa e M. albicans foram avaliados por Spessoto et al.3® e Vasconcelos et
al.**, respectivamente. Os autores usaram os métodos de contor¢do abdominal induzida por
acido acético e teste da placa quente, em modelos experimentais com camundongos. Os
extratos de M. rubiginosa produziram uma inibicdo significativa das contor¢des abdominais
induzidas pelo acido acético em todas as concentragdes testadas (100, 200 e 300 mg/kg), bem

como efeito antinociceptivo no teste da placa quente®. Os extratos hexanico e
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diclorometanico de M. albicans também apresentaram efeito antinociceptivo no teste de
contorgdo abdominal, embora ndo tenham sido ativos no teste da placa quente*.

Em outro trabalho conduzido pelo grupo de Vasconcelos e colaboradores*t, os autores
usaram modelos in vivo para avaliar os efeitos analgésico e anti-inflamatorio dos acidos
ursoélico (39) e oleandlico (40), os principais constituintes isolados do extrato diclorometanico
das partes aéreas de M. albicans, a fim de verificar se estas substancias eram responsaveis
pelas propriedades analgésicas apresentadas anteriormente pelo extrato. No teste de contor¢éo
abdominal, os dois triterpenos inibiram, de maneira dose dependente, a contorcdo induzida
por acido acético em camundongos. O &cido ursolico (40 mg/kg) mostrou inibicdo semelhante
a apresentada pelo acido acetilsalicilico (100 mg/kg). A administracdo oral de acido ursélico e
acido oleanolico (40 mg/kg) também levou a diminuicdo de edemas no teste de edema de pata
induzido por carragenina, além de reduzir o namero de lambidas de pata na segunda fase do
teste da formalina®!,

Recentemente, Lima et al.*? relataram que o tratamento de camundongos com o
extrato das folhas de M. albicans reduziu a resposta inflamatdria no teste de inducdo de
edema de pata por carragenina e diminuiu a concentracdo de mediadores pro-inflamatérios
(TNF-o. e IL-1B) envolvidos nesta resposta. Além disso, Quintans-Jinior et al.*3
demonstraram que o extrato etandlico das folhas de M. albicans reduziu a dor inflamatéria em
camundongos artriticos e inibiu a producéo/liberacao de citocinas (TNF-a, IL-1p ¢ IL-6), sem
causar lesdo hepatica.

Adicionalmente, o efeito anti-inflamatorio do extrato metandlico dos frutos de M.
albicans foi avaliado por Corréa et al.?* quanto a propriedade de inibir o edema e o
recrutamento de leucécitos para o tecido inflamado da orelha de camundongos. Os autores
relatam que o tratamento topico com o extrato reduziu significativamente a intensidade do
edema da orelha em 58,48% (2,5 mg/orelha). O nimero de leucdécitos recrutados para o tecido
da orelha foi determinado por quantificacdo indireta da atividade da enzima mieloperoxidase
(MPQO) e os resultados mostraram que o tratamento com o extrato reduziu a atividade da
enzima em 84,48% em comparagdo com 0 grupo nao tratado.

Gatis-Carrazoni e colaboradores*® avaliaram o efeito anti-inflamatério do extrato
metanolico das folhas de M. minutiflora atraves de modelos de inflamagdo induzida por
carragenina e permeabilidade vascular induzida por acido acético. Os efeitos antinociceptivos
do extrato foram avaliados através do teste de nocicep¢do induzida por &cido acético
intraperitoneal ou por injecdo subplantar de formalina. Os resultados demonstraram que o

extrato (100 mg/kg) reduziu o edema da pata induzido por carragenina e a permeabilidade
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vascular, além de diminuir os niveis de mediadores pro-inflamatérios (TNF-a ¢ IL-1B). A
administragdo do extrato reduziu também o numero de contor¢des em 58,9% e aumentou o

limiar de dor no teste da formalina.

2.24 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Do extrato metandlico das folhas de M. alypifolia Mancini et al.?! isolaram quatro
flavonoides: quercetina-3-O-galactosideo (3), kaempferol-3-O-diglicosideo (26), kaempferol-
3-O-galactosideo (27) e apigenina-7-O-glicosideo (32), os quais tiveram a atividade
antioxidante avaliada através do teste de captura do radical ABTS [2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiozolina-6-acido sulfénico)]. Na concentracdo de 100 pM, os flavonoides (3), (26),
(27) e (32) apresentaram inibicao na absorbancia de 70, 96, 43 e 41%, respectivamente.

Mosquera, Correra e Nifio? avaliaram a atividade antioxidante de 46 extratos
metanolicos de plantas das familias Asteraceae, Euphorbiaceae, Melastomataceae, Rubiaceae
e Solanaceae, coletadas na Colémbia, através do ensaio de captura do radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Entre as espécies de Miconia avaliadas, M. lehmannii e M.
aeruginosa apresentaram atividade antioxidante de 45,3 e 36,2%, respectivamente.

A atividade antioxidante do extrato metandlico das folhas de M. albicans, da fracéo
butanolica e de flavonoides isolados deste extrato foi avaliada por Pieroni e colaboradores?®
por meio dos ensaios de radicais DPPH e AAPH [dicloreto de 2,2'-azobis (2-
amidinopropano)]. Os resultados mostraram que a fracdo butanolica apresentou atividade
antioxidante significativa em ambos os testes realizados, possivelmente, segundo os autores,
devido ao efeito sinérgico relacionado ao seu contetdo de flavonoides.

Recentemente, Corréa et al.?* avaliaram o potencial antioxidante do extrato metan6lico
dos frutos de M. albicans usando uma combinacdo de ensaios: capacidade de reducdo de
Folin-Ciocalteu, captura de radicais DPPH e ABTS, e determinacdo do poder de redugédo do
ion ferro (FRAP). No ensaio DPPH, o potencial antioxidante foi definido em termos de ICso, a
partir das absorbancias de diferentes diluicdes do extrato dos frutos. O valor encontrado neste
ensaio foi de 1,33 mg/mL e os autores destacaram que este valor € melhor que o de outros
extratos de frutos considerados potenciais fontes de antioxidantes, como goji berry, noni e
jambol&o. No ensaio FRAP, a capacidade de reducdo do extrato dos frutos de M. albicans foi
de 8,15 mmol Fe?*/g de extrato, também melhor, de acordo com os autores, que 0 de outros

frutos brasileiros conhecidos por seu potencial antioxidante, como jabuticaba e jussara.
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O extrato aquoso das folhas de M. latecrenata também foi avaliado quanto ao
potencial antioxidante por meio de diferentes testes, conforme descrito por Gontijo et al.%. No
teste de captura do radical livre DPPH, o extrato apresentou efeito antioxidante mais
significativo (ICsg 1,1 pg/mL) do que o padrdo sintético, hidroxitolueno butilado (BHT, ICso
2,6 pg/mL). O mesmo aconteceu no ensaio com B-caroteno/acido linoleico, onde o extrato de
M. latecrenata apresentou 36,1% de inibig&o da oxidagdo, enquanto o extrato padronizado de
Ginkgo biloba inibiu a oxidagcdo em 0,9%.

Por fim, o extrato aquoso das folhas de M. chamissois também apresentou bons
resultados nos testes conduzidos recentemente por Gomes e colaboradores!?. A atividade
antioxidante estimada pelo teste DPPH demonstrou um ICso de 2,9 pg/mL, equivalente ao
observado para o padrdo acido galico (ICso 2,8 pg/mL) e menor que o observado para o
padréo BHT (ICso 13,6 pg/mL).

2.2.5 ATIVIDADE ANTITUMORAL

No trabalho conduzido por Gunatilaka et al.?® foi realizado o fracionamento
biomonitorado do extrato em acetato de etila das folhas de M. lepidota, visando a obtencéo de
substancias com potencial antitumoral. O trabalho levou ao isolamento de duas
benzoquinonas que se mostraram ativas nos ensaios de citotoxicidade. Tanto a primina (73)
guanto a 2-metoxi-6-heptil-1,4-benzoquinona (74) apresentaram ICsg de 10 pg/mL frente as
células do carcinoma de pulmédo de Madison (M109). J& no ensaio envolvendo células do
carcinoma de ovario (A2780), os valores de ICso foram 2,9 e 7,9 pg/mL para as substancias
(73) e (74), respectivamente.

Cunha e colaboradores?®, por sua vez, avaliaram o potencial antitumoral da espécie M.
fallax. Neste estudo, o extrato etandlico das partes aéreas de M. fallax foi avaliado quanto a
capacidade de inibir o crescimento de células de adenocarcinoma do colo uterino humano,
HelLa (ATCC-CCL-2). Os autores relatam que tanto o extrato bruto quanto a mistura dos
triterpenos acido ursoélico (39) e acido oleandlico (40), obtida a partir do extrato, foram
capazes de inibir o crescimento das células tumorais de maneira dose dependente.

Compostos isolados e derivados semissintéticos das folhas de M. ferruginata foram
avaliados por nosso grupo quanto a citotoxicidade em linhagens de celulas tumorais e frente
as catepsinas B e K?'. Entre os compostos avaliados, a mistura dos triterpenos esterificados,
ursolato e oleanato de metila, mostrou citotoxicidade frente as linhagens celulares de
melanoma (MDA-MB435) e cancer de célon (HCT-8), com 98,1 e 98,6%, respectivamente,
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de inibicdo de crescimento. Além disso, também foi demonstrado que a mistura dos acidos
ursélico (39) e oleandlico (40) inibiu a catepsina B, uma enzima proteolitica relacionada com

a invasao, a proliferacdo e metastases de células tumorais, com I1Csg de 13,02 uM.

2.2.6 ATIVIDADE TRIPANOSSOMICIDA

No estudo conduzido por Cunha e colaboradores?, triterpenos isolados dos extratos
diclorometanicos das partes aéreas de M. fallax e de M. stenostachya tiveram a atividade
tripanossomicida avaliada. Os &cidos ursolico (39), oleandlico (40) e gipsogénico (52) foram
ativos frente a forma tripomastigota sanguinea de Trypanosoma cruzi, com ICso de 21,3; 80,4
e 56,6 UM, respectivamente.

Dos extratos diclorometanicos das partes aéreas de M. sellowiana e de M. ligustroides
também foram isolados os &cidos ursélico (39) e oleandlico (40), além do acido arjundlico
(45) e da mistura dos acidos 2-a-hidroxiursolico (47) e maslinico (48). Estes triterpenos,
juntamente com o sal de potassio do acido ursolico, foram avaliados frente a forma
tripomastigota sanguinea de T. cruzi. Os resultados do estudo in vitro mostraram que o acido
ursélico (ICsp 17,1 uM), o &cido oleandlico (ICso 12,8 puM) e o sal de potassio do &cido
ursolico (ICso 8,9 uM) foram os mais ativos?®.

Posteriormente, em um trabalho de bioprospeccéo visando a obtencdo de substancias
com potencial antichagastico, Rosa® avaliou a atividade tripanossomicida de 10 espécies de
plantas brasileiras, incluindo M. willdenowii, através de testes in vitro contra a forma
epimastigota de T. cruzi. No ensaio inicial, 0 extrato com maior potencial anti-epimastigota
foi o das folhas de M. willdenowii, o qual, por esta razdo, foi fracionado e levou ao isolamento
de duas substancias: primina (73) e miconidina (75). Estas quinonas, quando submetidas ao
ensaio anti T. cruzi, apresentaram potencial tripanossomicida (ICso 17,0 e 3,3 pg/mL,

respectivamente) maior do que o do farmaco de referéncia (benznidazol, 1Csg 48,5 pg/mL).

2.2.7 ATIVIDADE LEISHMANICIDA

Peixoto e colaboradores®! avaliaram a atividade do extrato hidroalcoolico das partes
aéreas de M. langsdorffii frente a forma promastigota de Leishmania amazonensis, 0 agente
causador da leishmaniose cutanea em humanos. O fracionamento biomonitorado do extrato
permitiu a identificacdo dos &cidos ursolico (39) e oleandlico (40) como os principais

constituintes da fracdo que apresentou maior atividade, com valores de ICso de 360,3 e 439,5
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uM, respectivamente. Adicionalmente, a mistura dos dois triterpenos apresentou um aumento
na atividade antileishmania, com I1Cso de 199,6 uM, o que, segundo os autores, indica um
possivel efeito sinérgico entre as substancias.

Mais recentemente, a atividade leishmanicida do extrato etanolico das folhas de M.
willdenowii foi avaliada por Viegas et al.!!, apresentando 99,7% de inibicdo da forma
promastigota de L. amazonensis na concentracdo de 80 pg/mL. Deste extrato foi isolada a
benzoquinona primina (73), que apresentou efeito leishmanicida (ICso 1,25 uM) mais potente

do que a droga padrao, anfotericina B (ICso 5,08 uM).

2.2.8 ATIVIDADE ESQUISTOSSOMICIDA

Os estudos conduzidos por Cunha et al.*? indicaram que o extrato bruto e as fragoes
das partes aéreas de M. langsdorffii e de outras espécies do Cerrado brasileiro foram capazes
de induzir a morte de vermes no ensaio esquistossomicida in vitro contra Schistosoma
mansoni. No primeiro dia de incubacéo, o extrato bruto de M. langsdorffii, na concentragao de
100 pg/mL, causou 25% de mortalidade de vermes adultos, tendo alcancado 100% de
mortalidade do parasita no quinto dia de incubacéo.

Viegas et al.®, por sua vez, avaliaram a atividade esquistossomicida dos extratos de
oito plantas nativas da Mata Atlantica brasileira. Entre as espécies avaliadas, o extrato
etandlico bruto das folhas de M. willdenowii, na concentragdo de 200 pg/mL, apresentou 0s
resultados mais promissores, matando aproximadamente 65% dos vermes de S. mansoni em
comparagdo com o controle, praziquantel. Este extrato foi entdo submetido a um estudo
fitoquimico bioguiado, levando ao isolamento da primina (73). Esta benzoquinona apresentou
efeito esquistossomicida contra vermes adultos, com ICso de 7,08 pg/mL, embora também

tenha se mostrado tdxica para células mononucleares do sangue periférico humano.

2.2.9 ATIVIDADE ANTIMALARICA

Lima e colaboradores®* avaliaram os extratos de 11 espécies de plantas da regido
amazonica brasileira, incluindo M. nervosa, na busca por espécies que apresentassem
atividade frente as cepas K1 e W2 de Plasmodium falciparum. O extrato metandlico das
folhas de M. nervosa esteve entre 0s mais ativos, com ICsode 9,9 pg/mL, enquanto os extratos
aquoso das folhas, e cloroférmico das folhas e das cascas apresentaram atividade moderada,

com ICsode 10,2; 12,4 e 13,3 pg/mL, respectivamente.
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2.2.10 ATIVIDADE ANTIDIABETICA

Lima et al.*” avaliaram o extrato em acetato de etila das folhas de M. albicans quanto
ao potencial de inibicdo da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1B), uma enzima que, segundo
0s autores, é responsavel por diminuir a funcdo do receptor de insulina. O extrato bruto
apresentou atividade com ICso de 4,92 pg/mL. Neste extrato foram identificados oito
triterpenos que também apresentaram atividade inibitoria da PTP1B: acido ursolico (39, 1Cso
2,18 pg/mL), &cido oleandlico (40, 1Cso 2,88 pg/mL), ), &cido sumaresinolico (46, 1Cso 1,84
pg/mL), &cido maslinico (48, ICsp 3,21 pg/mL), &cido 3-O-cis-p-cumaroil maslinico (49, ICsg
0,46 pg/mL), acido 3-O-trans-p-cumaroil maslinico (50, ICso 1,08 pg/mL), acido 3-O-trans-
p-cumaroil 2a-hidroxidulcioico (51, 1Cso 1,6 pg/mL) e acido 3-epi-sumaresinélico (57, 1Cso
2,87 pg/mL).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo fitoquimico dos extratos etanolicos das folhas e das cascas do caule
de Miconia burchellii e testar os extratos e as fragOes para atividades antibacteriana e
citotoxica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Coletar e identificar o material vegetal;
o Obter os extratos etandlicos e as fragdes hexanica, em acetato de etila e metandlica das
folhas e das cascas do caule de M. burchellii;

o Isolar e caracterizar substancias presentes nos extratos das folhas e das cascas do caule
de M. burchellii;
o Avaliar a atividade antibacteriana in vitro dos extratos e das fracdes em quatro

microrganismos: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli;

o Avaliar a citotoxicidade in vitro dos extratos e das fraces em quatro linhagens de
células tumorais: SNB-19 (astrocitoma), HCT-116 (carcinoma de cdélon), PC-3
(carcinoma de prostata) e HL-60 (leucemia promielocitica);

o Verificar a seletividade dos extratos e das fracbes em relacdo a proliferacdo de células

tumorais e ndo tumorais.
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4 METODOLOGIA

4.1 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS

A secagem do material vegetal foi realizada em estufa com circulagcéo de ar MA035,
da marca Marconi, e a pulverizacdo foi feita em moinho de facas tipo Willey MA580, da
mesma marca. Para a evaporacdo dos solventes dos extratos e das fracdes, foi utilizado
evaporador rotativo microprocessado Q344M2, da marca Quimis. O fracionamento foi feito
apos incorporagdo do extrato a celulose microcristalina D, da marca Loba Chemie.

Para cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), foram utilizadas
cromatoplacas de silica gel 60 UV2s4 em aluminio, fabricadas pela Macherey-Nagel. Como
fases moveis, foram utilizadas misturas de solventes organicos das marcas Neon, Anidrol,
Dindmica e Ultraquimica. As placas foram observadas em luz UV a 254 nm e 365 nm, e
reveladas pela nebulizac&o de vanilina sulfarica seguida por aguecimento.

Na cromatografia em coluna (CC) utilizou-se silica gel 60 (70-230 Mesh e 230-400
Mesh, Macherey-Nagel), Sephadex LH-20 (Sigma-Aldrich) e Diaion HP-20 (Sigma Aldrich)
como fases estacionarias. Como fases moveis foram utilizadas misturas de solventes
organicos das marcas Neon, Anidrol, Dindmica e Ultraquimica. Foram utilizadas colunas de
tamanhos variados, dependendo das quantidades de amostras a serem aplicadas.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos no Laboratério
de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal de Goias, em espectrometro
Briiker modelo Avance I11 - 500 (11,75 Tesla) operando a 500 MHz (*H) e 125 MHz (**C).
Foram usados cloroférmio (CDCIs) ou metanol (MeOD) deuterados da Cambridge Isotope
Laboratories como solventes para obtencdo dos espectros, além do tetrametilsilano (TMS)
como padréo de referéncia interno para os deslocamentos quimicos (8, ppm).

Os espectros de massas de alta resolugdo foram obtidos no Centro Regional para o
Desenvolvimento Tecnologico e Inovacdo da Universidade Federal de Goias (CRTI/UFG)
através de infusdo direta no espectrébmetro de massas Q-Exactive Orbitrap (Thermo
Scientific), equipado com fonte de ionizacdo aquecida do tipo eletrospray (HESI) e analisador
Orbitrap. As amostras foram preparadas na concentracdo de 40 ppm em metanol e o fluxo de
injecdo foi de 20 puL/min. A fonte de ions foi operada nos modos positivo e negativo a 4 kV.

A temperatura do vaporizador da fonte foi ajustada em 37 °C e a do capilar em 350 °C.
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4.2 MATERIAL BOTANICO

As folhas e as cascas do caule de Miconia burchellii (fotografia no Apéndice A) foram
coletadas em junho de 2018 em trés pontos diferentes da Serra dos Pirineus, localizada entre
0s municipios de Pirendpolis, Cocalzinho de Goias e Corumba de Goias: latitude 15°47'3"S,
longitude 48°48'37"0, 1140 metros de altitude; latitude 15°47'57"S, longitude 48°49'10"0,
1270 metros de altitude e latitude 15°47'52"S, longitude 48°49'53"0, 1310 metros de altitude.

A atividade de acesso ao Patrimdnio Genético foi cadastrada no SisGen (nUmero
A4EB5A0). A identificacdo do material vegetal foi feita pela Profa. Dra. Mirley Luciene dos
Santos e as exsicatas foram depositadas no herbario da Universidade Estadual de Goias
(registros HUEG 13.931, 13.932 e 13.933).

4.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

As folhas foram secas por 24 horas e as cascas do caule por 72 horas, ambos em estufa
de circulacdo de ar a 45 °C. Posteriormente, foram pulverizados, separadamente, em moinho
de facas tipo Willey. A extracdo do material moido foi realizada por maceracdo em etanol
99,5%, a temperatura ambiente, durante sete dias, seguida pela evaporacdo do solvente em
rotaevaporador. O residuo vegetal resultante (torta) foi extraido por mais trés vezes de

maneira analoga a descrita anteriormente, conforme representado na Figura 3.

Figura 3-Esquema de obtencéo do extrato etandlico bruto das folhas e das cascas do caule de
M. burchellii.

Material vegetal | Maceragao com
seco e moido solvente por 7 dias

/ v
al

< Filtracdo
“Torta”

\ 4

Concentragdo
do solvente

Y
Extrato bruto

Fonte: Autora.
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44 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS

Parte do extrato etanolico bruto das folhas (MBFE) e das cascas do caule (MBCE) de
M. burchellii foi fracionado por meio de filtracdo a vacuo com a incorporacao de celulose
microcristalina D e passagem de solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, acetato

de etila e metanol, conforme representado na Figura 4.

Figura 4-Esquema do fracionamento dos extratos etandlicos brutos das folhas e das cascas do

caule de M. burchellii.

Extrato bruto

Celulose microcristalina D
Filtracdo a vacuo (hex — AcOEt — MeOH)

Fracdo Fracdo acetato Fracdo
hexanica de etila metandlica

Fonte: Autora.

Apbs o fracionamento, os solventes foram rotaevaporados, originando as fracdes
hexanica (MBFE-H), acetato de etila (MBFE-A) e metandlica (MBFE-M) das folhas e
hexanica (MBCE-H), acetato de etila (MBCE-A) e metandlica (MBCE-M) das cascas do

caule.

45 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE M. burchellii

Para o isolamento dos constituintes quimicos de M. burchellii foram empregadas
técnicas cromatograficas, conforme descrito nas se¢fes seguintes, as quais estdo organizadas
de modo a apresentar, em primeiro momento, o estudo fitoquimico das folhas e, em seguida, o

estudo fitoquimico das cascas do caule de M. burchellii.

45.1 ESTUDO FITOQUIMICO DE MBFE-H

Parte da fracdo hexanica das folhas (5 g) foi submetida a cromatografia por adsor¢ado

em coluna (@ x h = 4,5 x 15 cm) utilizando silica gel (230-400 Mesh) como fase estacionéria
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e eluicdo gradiente com hex/AcOEt/MeOH [hex/AcOEt (9:1/8:2/7:3/6:4/5:5/3:7/1:9) —
AcOEt — AcOEt/MeOH 1:1 — MeOH)]. Foram obtidas 124 fracdes, as quais, de acordo com
as semelhancas apresentadas na analise por CCDA, foram reunidas em 15: H1 - H15 (Figura
5).

Figura 5-Esquema de refracionamento da fragdo hexanica das folhas de M. burchellii.

MBFE-H
59

@xh=45x15cm

Silica 230-400 Mesh

Eluicdo gradiente: hex:AcOEt 10-90%, AcOEt 100%,
AcOEt-MeOH 50% e MeOH 100%

H H4 H6 H8 H10 H12 H14
(16-21) (29-37) (43-47) (55-59) | (66-78) | (81-103) | (111-117)

H1 H3 H5 H7 H9 H11 H13 H15
(1-15) (22-28)  (38-42) (48-54)  (60-65) (79-80) (104-110) (118-124)

Fonte: Autora.
45.1.1 Isolamento da substancia |

A fracdo H3 (440 mg) foi recromatografada em coluna de vidro (@ x h = 2,4 x 10,5
cm) com silica gel (230-400 Mesh) e eluicdo gradiente com hex/AcOEt (9:1/8:2). Foram
obtidas 21 fracGes, que foram agrupadas em quatro apds andlise por CCDA: H3.1 - H3.4,

A fragdo H3.2 (170 mg) foi recromatografada em coluna de vidro (@ x h = 2,0 x 16
cm) com silica gel (230-400 Mesh) eluida com hex/AcOEt (9:1) em eluicdo isocratica. Foram
recolhidas 20 fragOes, que foram reunidas em quatro: H3.2.1 - H3.2.4.

A fracdo H3.2.2 (68,5 mg) foi recromatografada em coluna de vidro (& x h=1,5x 17
cm) com silica gel (230-400 Mesh) eluida com hex/AcOEt (8,5:1,5) em eluigdo isocratica.
Foram obtidas 16 fracdes, as quais foram reunidas em seis ap0s analise por CCDA: H3.2.2.1 -
H3.2.2.6. A fracdo H3.2.2.3 (5,4 mg) mostrou uma Unica mancha na CCDA, que apresentou
coloracdo roxa ao ser revelada com vanilina acida e foi identificada por RMN de H e 13C
como sendo a substancia I. A Figura 6 apresenta um fluxograma do processo de isolamento

desta substancia.



Figura 6-Fluxograma do processo de isolamento da substancia 1.

H3
(22-28)
440 mg

@xh=2,4x105cm
Silica 230-400 Mesh
Eluico gradiente: hex:AcOEt 10-20%

H3.1 H3.3 H3.4
(1-7) (14-19) (20-21)
H3.2 @xh=20x16cm
(8-13) Silica 230-400 Mesh
150 mg Eluicéo isocratica: hex:AcOEt 10%
H3.2.1 H3.2.3 H3.2.4
(1-5) (9-14) (15-20)
@xh=15x17cm H3.2.2
Silica 230-400 Mesh (6-8)
Eluicdo isocratica: hex:AcOEt 15% 68,5 mg
H3.2.2.2 H3.2.24 H3.2.2.6
5-6 ® (10-16)
H3i2f-1 59 H3.2.2.5
(1-4) H3.2.2.3
()
5,4 mg
()

Fonte: Autora.
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A fracdo H5 (185 mg) foi submetida & cromatografia em coluna (@ x h = 2,4 x 20 cm)

utilizando silica gel (230-400 Mesh) como fase estacionaria e eluicdo gradiente com

hex/AcOEt (9:1/8:2). Foram obtidas 27 fracdes, as quais, de acordo com as semelhancas

apresentadas na analise por CCDA, foram agrupadas em seis: H5.1 - H5.6.

A fragcdo H5.5 (75 mg) foi recromatografada em coluna de vidro (@ x h = 1,5 x 24 cm)
com silica gel (230-400 Mesh) eluida com hex/AcOEt (8,5:1,5) de modo isocrético,
resultando em 18 fragdes, que foram reunidas quatro: H5.5.1 - H5.5.4.
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A fracdo H5.5.3 (18,2 mg) mostrou uma unica mancha na CCDA, que apresentou
coloragdo roxa ao ser revelada com vanilina acida e foi identificada por RMN de H e 13C
como sendo a substancia XX. A Figura 7 apresenta um fluxograma do processo de isolamento

desta substancia.

Figura 7-Fluxograma do processo de isolamento da substancia XX.

H5
(38-42)
185 mg

@xh=24x20cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicdo gradiente: hex:AcOEt 10-20%

H5.2 H5.4 H5.6
. 15-1 24-27
H5.1 (8-12) H5.3 (15-16) ( )
(1-7) (13-14) H5.5 @xh=15x24cm
(17-23) Silica 230-400 Mesh
75 mg Eluicgo isocratica: hex:AcOEt 15%

H5.5.1 H5.5.2 H5.54
(1-8) (9-11) (14-18)
H5.5.3
(12-13)
18,2 mg
(XX)

Fonte: Autora.

45.2 ESTUDO FITOQUIMICO DE MBFE-A

Parte da fracdo em acetato de etila das folhas (15 g) foi submetida a cromatografia por
adsorcdo em coluna (@ x h = 5,0 x 20 cm) utilizando silica gel (70-230 Mesh) e eluigdo
gradiente com hex/AcOEt/MeOH [hex/AcOEt (9:1/8,5:1,5/8:2/7:3/6:4/5:5/4:6/3:7/2:8) —
AcCOEt — MeOH]. Foram obtidas 62 fracdes, que foram reunidas de acordo com as

semelhangas apresentadas na anélise por CCDA em trés fracfes: Al - A3 (Figura 8).
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Figura 8-Esquema de refracionamento da fracdo em acetato de etila das folhas de M.

burchellii.

MBFE-A
15¢

@xh=50x20cm

Silica 70-230 Mesh

Eluicéo gradiente: hex:AcOEt 10-80%, AcOEt 100% e
MeOH 100%

Al A2 A3
(1-36) (37-56) (57-62)

Fonte: Autora.

45.2.1 Isolamento da substancia XVIII

A fracdo A2 (1,4 g) foi recromatografada em coluna (@ x h = 5,0 x 20 cm) utilizando
silica gel (230-400 Mesh) como fase estacionaria e eluicdo gradiente com hex/AcOEt/MeOH
[hex/AcOEt (8:2/7:3/6:4/5:5/4:6/3:7) — AcOEt — MeOH]. Foram obtidas 119 fracdes, as
quais, de acordo com as semelhancas apresentadas na analise por CCDA, foram agrupadas em
18: A2.1- A2.18.

A fracdo A2.14 (275 mg) foi submetida & cromatografia em coluna (@ x h = 2,5 x 20
cm) utilizando silica gel (230-400 Mesh) como fase estacionéria e elui¢do gradiente com
hex/AcOEt/MeOH [hex/AcOEt (9:1/8:2/7:3/5:5) — AcOEt — MeOH]. As 37 fracdes obtidas
foram reunidas de acordo com as semelhancas apresentadas na analise por CCDA em 12
fragdes: A2.14.1 - A2.14.12. A fracdo A2.14.9 (16 mg) mostrou uma unica mancha na
CCDA, que apresentou coloracdo verde ao ser revelada com vanilina &cida e foi identificada
através de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes como sendo a substancia XVIII.

A Figura 9 apresenta um fluxograma do processo de isolamento desta substancia.
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Figura 9-Fluxograma do processo de isolamento da substancia XVIII.

A2
(37-56)
149

@ xh=5,0x20cm

Silica 230-400 Mesh

Eluicdo gradiente: hex:AcOEt 20-70%, AcOEt 100% e
MeOH 100%

A2.4 A2.6 A2.8 A2.10 A2.12 A2.16 A2.18
921_21) (17-20) (25-27) (29-31) (34-39) |  (45-46) (110-115) (118-119)
A2.1 A2.3 A2.5 A2.7 A2.9 A2.11 A2.13 A2.15 A2.17
(1-6) (12-16) (21-24) (28) (32-33)  (40-44) (47-77) (102-109)  (116-117)
A2.14
(78-101)
275 mg
@xh=25x20cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicdo gradiente: hex:AcOEt 10-50%, AcOEt 100% e
MeOH 100%
A2.14.2 ‘ A2.14.4 A2.14.6 A214.8 A2.14.10 A2.14.12
(6-7) (10-11) (24) (26-31) (34-35) (37)
A2.14.1 A2.14.3 A2.145 A2.14.7 A2.14.11
(1-5) (8-9) (12-23) (25) A2.14.9 (36)
(32-33)
16 mg
(XVI1I)

Fonte: Autora.

45.2.2 Isolamento das substancias 111 e IV

A fracdo A3 (3 g) foi recromatografada em coluna (@ x h = 5,0 x 15 c¢cm) utilizando
silica gel (230-400 Mesh) como fase estacionaria e eluicdo gradiente com hex/AcOEt/MeOH
[hex/AcOEt (7:3/6,5:3,5/6:4) — AcOEt — MeOH]. Foram obtidas 172 fracdes, as quais, de
acordo com as semelhangas apresentadas na analise por CCDA, foram reunidas em 12: A3.1 -
A3.12.

A fracdo A3.5 (340 mg) foi submetida a cromatografia em coluna (@ x h = 2,5 x 15
cm) utilizando silica gel (230-400 Mesh) como fase estacionaria e eluicdo gradiente com
CH.Cly/Acetona [CH2Cl2/Acetona (9,7:0,3/9,5:0,5) — Acetona]. Foram obtidas 33 fragdes,
que foram agrupadas em trés: A3.5.1 - A3.5.3.
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A fracdo A3.5.3 (203 mg) foi submetida a cromatografia em coluna (@ x h = 2,5 x 15
cm) utilizando silica gel (230-400 Mesh) como fase estacionéria e elui¢do isocratica com
CHCly/ Acetona (9,7:0,3). A fracdo A3.5.3.3 (103,1 mg) mostrou uma unica mancha na
CCDA, que apresentou coloracdo roxa ao ser revelada com vanilina &cida e foi identificada
por RMN de 'H e '3C como sendo uma mistura das substancias Ill e 1V. A Figura 10

apresenta um fluxograma do processo de isolamento destas substancias.

Figura 10-Fluxograma do processo de isolamento das substancias Il e IV.

A3
(57-62)
39

@xh=50x15cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicéo gradiente: hex:AcOEt 30-40%, AcOEt 100% e MeOH 100%

A3.2 A3.4 A3.6 A3.8 A3.10 A3.12
(8-11) (21-25) (38-43) (47-55) (64-79) (114-172)
A3.1 A3.3 A37 A3.9 A3.11
(1-7) (12-20) A3S (44-46) (56-63) (80-113)
(26-37)
340 mg

@xh=25x15cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicéo gradiente: CH2Cl2:Acetona 3-5%, Acetona 100%

A35.1 A3.5.2
(1-16) (17-26) A35.3
(27-33)
203 mg @xh=25x15cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicdo isocratica: CHzCl2:Acetona 3%
A35.3.1 A3.532
(1-8) (9-14) A3.533
(15-39)
103,1 mg
(1 e (1v)

Fonte: Autora.
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4.5.2.3 Isolamento das substancias XV e XIX

A fracdo A3 foi recromatografada conforme descrito no topico anterior, originando 12
fragdes: A3.1 - A3.12. A fracdo A3.9 (88 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 (@ x h = 2,4 x 25 cm) eluida de modo isocratico com MeOH 100%. Foram
recolhidas 24 fracOes, que foram reunidas de acordo com as semelhancas apresentadas na
analise por CCDA em 12 fracdes: A3.9.1 - A3.9.12. A fracdo A3.9.6 (1,5 mg) mostrou uma
unica mancha na CCDA, que apresentou coloracdo verde ao ser revelada com vanilina acida,
e foi identificada através de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes como sendo a
substancia X1X. A fracdo A3.9.9 (2,2 mg) também mostrou uma Unica mancha na CCDA, de
coloracdo amarela ao ser revelada com vanilina acida, e foi identificada por RMN em uma e
duas dimensbes como sendo a substancia XV. A Figura 11 apresenta um fluxograma do

processo de isolamento destas substancias.

Figura 11-Fluxograma do processo de isolamento das substancias XV e XIX.

A3.9
(56-63)
88 mg

@xh=24x25cm
Sephadex LH-20
Eluicéo isocratica: MeOH 100%

A3.9.2 A3.9.4 A3.9.8 A3.9.10 A3.9.12
(4-6) ®) 17) (22) (24)
A3.9.1 A3.9.3 A3.9.5 A3.9.7 A3.9.11
(2-3) ) (9-10) (16) A3.9.9 (23)
(18-21)
A3.9.6 2,2 mg
(11-15) (XV)
1,5mg
(X1X)

Fonte: Autora.

4.5.2.4 Isolamento das substancias IX e X

A fracdo A3.9.3 (9 mg) foi submetida & cromatografia em coluna (@ x h = 1,5 x 25
cm) utilizando silica gel (230-400 Mesh) como fase estacionaria e eluicdo gradiente com
[hex/AcOEt (7:3/5:5/3:7) — AcOEt]. As 23 fragdes recolhidas foram agrupadas em quatro:



61

A3.9.3.1 - A3.9.3.4. A fracdo A3.9.3.3 (2 mg) mostrou uma Unica mancha na CCDA, que
apresentou coloracdo azul ao ser revelada com vanilina &cida e foi identificada através de
experimentos de RMN em uma e duas dimensdes e espectrometria de massas de alta
resolucdo como sendo uma mistura das substancias 1X e X. A Figura 12 apresenta um

fluxograma do processo de isolamento destas substancias.

Figura 12-Fluxograma do processo de isolamento das substancias IX e X.

A3.9.3
9mg

@xh=15x25cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicdo gradiente: hex:AcOEt 30-70%, AcOEt 100%

A3.93.1 A3.9.3.2 A3.9.33 A3.9.3.2
(1-7) (8-9) (10-16) (17-23)
2 mg
(1X) e (X)

Fonte: Autora.

45.3 ESTUDO FITOQUIMICO DE MBFE-M

Parte da fracdo metandlica das folhas (10 g) foi submetida a cromatografia por
adsorcdo em coluna (@ x h = 4,5 x 14 cm) utilizando silica gel (70-230 Mesh) e eluigéo
gradiente com CH2Cl2/MeOH [CH2Cl2/MeOH (9:1/8:2/7:3/6:4/5:5/4:6/3:7) — MeOH].
Foram obtidas 53 fracOes, que foram reunidas de acordo com as semelhancas apresentadas na
analise por CCDA em sete: M1 - M7 (Figura 13).

Figura 13-Esquema de refracionamento da fragdo metanodlica das folhas de M. burchellii.

MBFE-M
109

@xh=45x14cm
Silica 70-230 Mesh
Eluicdo gradiente: CH2Cl2/MeOH 10-70%, MeOH 100%
M1 M3 M5 M7

1-4 ) ] )
(1-4) M2 (9-19) M4 (31-32) M6 (40-53)

(5-8) (20-30) (33-39)

Fonte: Autora.
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45.3.1 Isolamento das substancias XVI e XVII

A fracdo M4 (135 mg) foi recromatografada em coluna de Sephadex LH-20 (@ x h =
2,4 x 27 cm) eluida de modo isocratico com MeOH 100%. Foram obtidas 23 fracGes, que
foram agrupadas em quatro: M4.1 - M4.4. A fracdo M4.2 (30 mg) foi submetida a
cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 (@ x h = 1,5 x 22 cm) eluida de modo isocréatico
com MeOH 100%. Foram obtidas 10 fracGes, as quais foram reunidas de acordo com as
semelhancas apresentadas na analise por CCDA em duas fracdes: M4.2.1 - M4.2.2.

A fragdo M4.2.2 (7,1 mg) foi recromatografada em coluna (@ x h = 1,5 x 16 cm) de
silica (230-400 Mesh), eluida de modo gradiente com CH.Cl,/MeOH [CH2Cl,/MeOH
(9:1/8:2/7:3) — MeOH]. A fracdo M4.2.2.3 (3,6 mg) mostrou uma Unica mancha na CCDA,
que apresentou coloracdo amarela ao ser revelada com vanilina acida e foi identificada através
de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes e espectrometria de massas de alta
resolu¢cdo como sendo uma mistura das substancias XVI e XVII. A Figura 14 apresenta um

fluxograma do processo de isolamento destas substancias.

Figura 14-Fluxograma do processo de isolamento das substancias XVI e XVII.

M4
(20-30)
135mg

@xh=24x27cm
Sephadex LH-20
Eluicéo isocratica: MeOH 100%

M4.1 M4.3 M4.4
(1-10) M4.2 (16-18) (19-23)
(11-15)
@xh=15x22cm 30 mg

Sephadex LH-20
Eluicéo isocratica: MeOH 100%

M4.2.1 M4.2.2
(1-5) (6-10)
7,1 mg @xh=15x16cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicdo gradiente: CH2Cl2/MeOH 10-30%, MeOH 100%
M4.2.2.1 M4.2.2.2 M4.2.2.3
(1-5) (6-8) (9-17)
3,6 mg
Fonte: Autora. (XV1) e (XVII)
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4.5.3.2 Isolamento das substancias VIl e VIII

A fracdo M5 (200 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20
(@ x h =2,3 x 25 cm) eluida de modo isocratico com MeOH 100%. As 23 fragGes obtidas
foram agrupadas em seis: M5.1 - M5.6. A fragdo M5.2 (45 mg) foi recromatografada em
coluna (@ x h = 1,5 x 25 cm) de silica (230-400 Mesh), eluida de modo isocratico com
CH2CI2/MeOH 9:1. As 11 fragdes resultantes foram agrupadas em seis: M5.2.1 - M5.2.6.

A fragdo M5.2.4 (8,4 mg) foi submetida a cromatografia em coluna (@ x h=1,5x 12,5
cm) eluida de modo isocratico com hex/AcOEt 7:3. Foram obtidas 22 fragdes, as quais foram
agrupadas em quatro: M5.2.4.1 - M5.2.4.4. A fragdo M5.2.4.3 (4,4 mg) mostrou uma Unica
mancha na CCDA, que apresentou coloracdo azul ao ser revelada com vanilina acida e foi
identificada através de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes como sendo uma
mistura das substancias VII e VIII. A Figura 15 apresenta um fluxograma do processo de

isolamento destas substancias.

Figura 15-Fluxograma do processo de isolamento das substancias VII e VIII.

M5
(31-32)
200 mg

@xh=23x25cm
Sephadex LH-20
Eluicéo isocratica: MeOH 100%

M5.1 M5.3 M5.4 M5.5 M5.6
1-4 - ; -
(1-4) 5.2 (7-9) (10-12) (13-16) (17-23)
5-6
4(5m)g @xh=15x25cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicao isocratica: CH2Cl/MeOH 10%
M5.2.1 M5.2.2 M5.2.3 M5.2.4 M5.2.5 M5.2.6
8,4 mg
@xh=15x125cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicdo isocratica: hex/AcOEt 30%
(1-4) (5) (6-19) (20-22)
4,4 mg
(VI e (Vi)

Fonte: Autora.
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45.3.3 Isolamento das substancias XI, XII, X111l e XIV

Devido ao alto grau de retencdo de material na coluna feita em silica gel, outra parte
da fracdo metanolica das folhas (5 g) foi submetida & cromatografia em coluna (@ x h = 4,0 x
16 cm) utilizando Diaion HP-20 como fase estacionéria e elui¢do gradiente com H.O/MeOH
[H2O — H2O/MeOH (9,5:0,5/9:1/8:2/7:3/5:5/3:7/1:9) — MeOH)]. Foram obtidas 39 fragdes,
que foram reunidas de acordo com as semelhancas apresentadas na anélise por CCDA em
seis: M1 - M6. A fracdo M4 (80 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de Sephadex
LH-20 (@ x h = 2,3 x 27 cm) eluida de modo isocratico com MeOH 100%. As 26 fracfes
obtidas foram agrupadas em quatro: M4.1 - M4.4.

A fracdo M4.1 (15 mg) foi recromatografada em coluna (@ x h = 1,5 x 24 cm) de
silica (230-400 Mesh), eluida de modo isocratico com CH.Cl,/MeOH 8,5:1,5. As 43 fracOes
resultantes foram agrupadas em 12: M4.1.1 - M4.1.12. As fragdes M4.1.7 (4,6 mg) e M4.1.9
(3,1 mg) mostraram uma Unica mancha na CCDA, de coloracdo azul ao ser revelada com
vanilina 4cida, e foram identificadas através de experimentos de RMN em uma e duas
dimensbes e espectrometria de massas de alta resolucdo como sendo uma mistura das
substancias X1 e X1l (M4.1.7) e X111 e X1V (M4.1.9). A Figura 16 apresenta um fluxograma
do processo de isolamento destas substancias.

Figura 16-Fluxograma do processo de isolamento das substancias XI, XII, XIII e XIV.

MBFE-M
59

@xh=4,0x16cm
Diaion HP-20
Eluicdo gradiente: H2O 100%, H.O/MeOH 5-90%, MeOH 100%

M1 M2 M3 M5 M6
(1-16) (17-22)  (23-26) (32-37) (38-39)
M4
@xh=23x27cm (825-31)
Sephadex LH-20 mg

Eluicéo isocratica: MeOH 100%

M4.2 M4.3 M4.4
(10-13) (14-17) (18-26)

M4.1
(1-9)

15 mg @xh=15x24cm
Silica 230-400 Mesh
Eluic8o isocratica: CH2Cl2/MeOH 15%

(continua)
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M4.1
(1-9)
15 mg @xh=15x24cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicdo isocratica: CH2Clo/MeOH 15%
| | | | | |
M4.1.2 M4.1.4 M4.1.6 M4.1.8 M4.1.10 M4.1.12
(5) (7) (12-13) (16) (19) (34-43)
; M4.1.11
Mi.j.l M4.1.3 M4.1.5 M4.1.7 M4.1.9 (20-33)
(1-4) (6) (8-11) (14-15) (17-18)
4,6 mg 3,1 mg
(X1) e (X11) (X)) e (X1v)

Fonte: Autora.

45.4 ESTUDO FITOQUIMICO DE MBCE-H

Parte da fracdo hexanica das cascas do caule (3 g) foi submetida a cromatografia por

adsorcdo em coluna (@ x h = 4,5 x 10 cm) utilizando silica gel (70-230 Mesh) e eluigdo
gradiente com hex/AcOEt [hex/AcOEt (9:1/8:2/7:3/6:4/5:5/4:6/3:7) — AcOEt]. Foram

obtidas 54 fragdes, que foram reunidas de acordo com as semelhancas apresentadas na analise
por CCDA em 11: H1 - H11 (Figura 17).

Figura 17-Esquema de refracionamento da fracdo hexanica das cascas do caule de M.

burchellii.
MBCE-H
39
@xh=45x10cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicdo gradiente: hex:AcOEt 10-70%, AcOEt 100%
H2 ‘ H4 H6 H8 H10
(4-9) (16-17) (23-29) (36-40) (45-50)
H1 H5 H7 H9 H11
(1-3) (10-15) (18-22) (30-35) (41-44) (51-54)

Fonte: Autora.



66

45.4.1 Isolamento das substancias V e VI

A fracdo H5 (546 mg) foi recromatografada em coluna (@ x h = 2,5 x 13 cm)
utilizando silica gel (230-400 Mesh) como fase estacionaria e elui¢do isocratica com CH2Cl»
100%. As 28 fragdes resultantes foram agrupadas em nove: H5.1 - H5.9. A fracdo H5.9 (8,9
mg) mostrou uma unica mancha na CCDA, que apresentou coloracdo roxa ao ser revelada
com vanilina &cida e foi identificada por RMN de *H e *C como sendo uma mistura das
substancias V e VI. A Figura 18 apresenta um fluxograma do processo de isolamento destas

substancias.

Figura 18-Fluxograma do processo de isolamento das substancias V e VI.

H5
(18-22)
546 mg

@xh=25x13cm
Silica 230-400 Mesh
Elui¢do isocratica: CH2Cl2 100%

H5.2 H5.4 H5.6 H5.8
(6-8) (11-12) (16) (21-24)
H5.1 H5.3 H5.5 H5.7 5.9
(1-5) (9-10) (13-15) (17-20) (25_'28)
8,9 mg
(V) e (VI)

Fonte: Autora.

45.4.2 Isolamento da substancia Il

A fracdo H9 (610 mg) foi recromatografada em coluna (@ x h = 2,5 x 14 cm)
utilizando silica gel (230-400 Mesh) como fase estacionaria e eluicdo isocratica com CH2Cl»
100%. Foram obtidas 39 fragdes, as quais foram agrupadas em sete: H9.1 - H9.7. A fracdo
H9.6 (14,1 mg) mostrou uma unica mancha na CCDA, que apresentou coloragdo roxa ao ser
revelada com vanilina &cida e foi identificada por RMN de *H e *3C como sendo a substéncia

I1. A Figura 19 apresenta um fluxograma do processo de isolamento desta substancia.
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Figura 19-Fluxograma do processo de isolamento da substancia II.

H9
(41-44)
610 mg

@xh=25x14cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicéo isocratica: CH2Cl2 100%

H9.1 H9.3 H9.5 H9.7
(1-14) (21) (29) (33-39)
H9.2 H9.4
(15-20) (22-25) H9.6
(30-32)
14,1 mg
(1))

Fonte: Autora.

455 ESTUDO FITOQUIMICO DE MBCE-A

455.1 Isolamento das substancias Il e IV

Parte da fracdo em acetato de etila das cascas do caule (7 g) foi submetida a
cromatografia por adsor¢do em coluna (@ x h = 4,5 x 13 cm) utilizando silica gel (70-230
Mesh) e eluicdo gradiente com hex/AcOEt [hex/AcOEt (8:2/7:3/6:4/5:5/3:7) — AcOEt].
Foram obtidas 59 fracdes, as quais, de acordo com as semelhancas apresentadas na analise por
CCDA, foram reunidas em oito: Al - A8.

A fracdo A6 (80 mg) foi recromatografada em coluna (& x h = 2,5 x 14 c¢m) utilizando
silica gel (230-400 Mesh) como fase estacionaria e eluicdo gradiente com hex/AcOEt
[hex/AcOEt (7:3/6:4/5:5/3:7) — AcOEL]. As 39 fragdes resultantes foram agrupadas em 12:
A6.1 - A6.12.

A fracdo A6.4 (3 mg) mostrou uma unica mancha na CCDA, que apresentou coloracdo
roxa ao ser revelada com vanilina &cida e foi identificada por RMN de H e *C como sendo
uma mistura das substancias 111 e IV. A Figura 20 apresenta um fluxograma do processo de

isolamento destas substancias.
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Figura 20-Fluxograma do processo de isolamento das substancias I11 e I'V.

MBCE-A
79

@xh=45x13cm
Silica 70-230 Mesh
Eluicdo gradiente: hex:AcOEt 20-70%, AcOEt 100%

| |
Al A3

A5 A7
(1-11) (22-24) (29-42) (49-55)
A4 A8
(12-21) (25-28) A6 (56-59)
(43-48)
80 mg
@xh=25x14cm
Silica 230-400 Mesh
Eluicédo gradiente: hex:AcOEt 30-70%, AcOEt 100%
A6.1 A6.3 AB.5 A6.7 A6.9 A6.11
(1-4) (7 (9-11) (20-25) (27-31) (36-37)
AB.2 A6.4 A6.6 A6.8 A6.10 A6.12
(5-6) (8.) (12-19) (26) (32-35) (38-39)
3,0mg
(1) e (1v)

Fonte: Autora.

4.6 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os extratos brutos e as fracOes das folhas e das cascas do caule de M. burchellii foram
testadas quanto ao potencial antibacteriano e citotoxico, conforme descrito nas sec¢des
seguintes. Adicionalmente, algumas das substancias isoladas tiveram a citotoxicidade

avaliada.

4.6.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A determinacdo da atividade antibacteriana dos extratos brutos e das fragcdes foi
realizada pelo teste de microdiluicdo em caldo, conforme o protocolo recomendado pela
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI)®® para testes de susceptibilidade

antimicrobiana por diluicdo de agentes antimicrobianos em caldo. Foram utilizadas cepas
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padrdo American Type Culture Collection (ATCC) mantidas no Laboratorio de Microbiologia
da Universidade Estadual de Goias (UEG), conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1-Microrganismos utilizados na determinacdo da concentracdo minima inibitoria
(CMLI).

Microrganismos ATCC
Bactérias Gram (+) Staphylococcus aureus 25923
Staphylococcus epidermidis 12228
Bactérias Gram (-) Escherichia coli 25312
Pseudomonas aeruginosa 27853

As amostras foram solubilizadas em dimetilsulfoxido (DMSO) a 5% e diluidas em
caldo Mueller Hinton (MH) para obtencdo das concentragdes 2000, 1000, 500, 250 e 125
Hg/mL. Em microplacas estéreis de 96 pogos com fundo em “U” foram colocados 50 pL/pogo
de caldo MH com inéculo bacteriano a 1 x 10® UFC/mL e 50 pL/poco da amostra diluida em
MH, de modo que as concentragdes finais das amostras foram 1000, 500, 250, 125 e 62,5
pg/mL.

Os antibidticos cloranfenicol (Fisher Bioreagents) nas concentracdes 64, 32, 16, 8, 4 e
2 pg/mL e gentamicina (Sigma-Aldrich) nas concentragdes 8, 4, 2, 1, ¢ 0,5 ug/mL foram
utilizados como controle de técnica para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
respectivamente®®. Para controle de viabilidade foram utilizados caldo MH estéril (100
pL/poco) e caldo MH estéril com 5% de DMSO (100 pL/pogo), além das amostras nas
concentrages testadas.

As microplacas foram tampadas e incubadas a 35 °C por 24 horas. Ap6s o periodo de
incubacdo, foram adicionados 10 pL de resazurina sédica a 0,01% em cada pogo, e apds 30
minutos de incubacdo a 35 °C foi realizada a leitura visual dos resultados. O predominio da
cor azul foi considerado indicativo de inibi¢do do crescimento bacteriano e o predominio do
vermelho rosdceo indicou a atividade metabdlica devido ao crescimento bacteriano. A
concentracdo minima inibitoria (CMI) foi definida como a menor concentra¢do do composto,
em pug/mL, capaz de inibir totalmente o crescimento bacteriano visivel a olho nu.

A determinagdo da concentracdo minima bactericida (CMB) consistiu em avaliar a
concentragdo subsequente aquela onde se observou CMI, através de semeadura em placa com

agar MH e incubacéo da placa a 35 °C por 24 horas. Apds incubacéo, foi verificado se houve
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ou ndo crescimento de colonias. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos

trés vezes, independentemente.
4.6.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Os extratos, as fragdes e algumas substancias isoladas foram submetidos a avaliacdo
da citotoxicidade in vitro em quatro linhagens de células tumorais € uma nao tumoral,
conforme descrito na Tabela 2, no Laboratdrio de Oncologia Experimental da Universidade

Federal do Ceara.

Tabela 2-Linhagens celulares utilizadas no ensaio de citotoxicidade.

Linhagem celular Descricéo

SNB-19 Astrocitoma

HCT-116 Carcinoma de célon
Tumoral )

PC-3 Carcinoma de prostata

HL-60 Leucemia promielocitica
Nao tumoral L-929 Fibroblasto murinho

As linhagens tumorais foram cedidas pelo Instituto Nacional do Céncer (EUA), e a
ndo tumoral pelo Banco de células do Rio de Janeiro. Todas as células tumorais foram
cultivadas em meio RPMI 1640 e a ndo tumoral em Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos (penicilina 100
U/mL e estreptomicina 100 pug/mL), mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de
COa.

A andlise de citotoxicidade foi realizada pelo método MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio), conforme descrito por Mosman®®. As células
foram plaqueadas nas concentragdes de 0,7 x 10° céls/mL (HCT-116 e L-929); 0,1 x 10°
céls/mL (SNB-19 e PC-3) e 0,3 x 10° céls/mL (HL-60). As amostras foram solubilizadas em
DMSO 0,05%, e testadas na concentragdo Unica de 100 pg/mL (extratos/fracGes) e 10 pug/mL
(substancias puras). As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO; e 37 °C.
Ao término deste tempo, as placas foram centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em
sequida, foram adicionados 100 uL da solucdo de MTT e as placas foram incubadas por 3

horas. A absorbéancia foi lida ap6s dissolugdo do precipitado com 100 puL de DMSO puro em
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espectrofotdmetro de placa a 595 nm. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo
em concentrag&o inicial de 5 pg/mL.

Cada amostra foi testada em triplicata em trés experimentos independentes. Os
experimentos foram analisados segundo a média £ desvio padrdo da média da porcentagem de
inibicdo do crescimento celular, usando o programa GraphPad Prism 6.01. As amostras
foram classificadas como citotoxicas quando o percentual de inibicdo de crescimento das

células (IC%) foi maior que 75% em pelo menos duas linhagens avaliadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 RENDIMENTO DO EXTRATO E DAS FRACOES

A parte vegetal utilizada no preparo do extrato bruto de M. burchellii, assim como a
quantidade de solvente utilizada na extracdo e a massa de extrato obtida estd descrita na

Tabela 3.

Tabela 3-Massa de material vegetal, volume de solvente e quantidade de extrato obtido.

Material vegetal seco Solvente (L) Massa de extrato Rendimento Cddigo
(9) obtida (g) (%)

Folhas (2250) Etanol (16) 189,6 8,4 MBFE

Casca do caule (2735) Etanol (12) 103,9 3,8 MBCE

MBFE = M. burchellii - folhas - etanol. MBCE = M. burchellii - cascas do caule - etanol.

Apbs o fracionamento de parte dos extratos de M. burchellii, conforme apresentado na
Tabela 4, foram obtidas trés fracdes das folhas: hexanica (MBFE-H), em acetato de etila
(MBFE-A) e metandlica (MBFE-M), e trés fracfes das cascas do caule: hexanica (MBCE-H),
em acetato de etila (MBCE-A) e metandlica (MBCE-M).

Tabela 4-Massas obtidas e volume de solvente gasto no fracionamento do extrato etanolico

bruto das folhas e das cascas do caule de M. burchellii.

Extrato (g) Solvente (L) Massa obtida Rendimento Cadigo
(9) (%)

Folhas (145) Hexano (20) 7,1 4,9 MBFE-H
Acetato de etila (20) 22,8 15,7 MBFE-A
Metanol (2) 99,6 68,7 MBFE-M

Cascas do caule  Hexano (6) 3,6 3,9 MBCE-H

(92) Acetato de etila (4) 9,0 9,8 MBCE-A
Metanol (2) 25,3 27,5 MBCE-M

MBFE-H = M. burchellii - folhas - etanol - fracdo hexanica. MBFE-A = M. burchellii - folhas - etanol - fracéo
em acetato de etila. MBFE-M = M. burchellii - folhas - etanol - fragdo metandlica. MBCE-H = M. burchellii -
cascas do caule - etanol - fracdo hex&nica. MBCE-A = M. burchellii - cascas do caule - etanol - fracdo em
acetato de etila. MBCE-M = M. burchellii - cascas do caule - etanol - fracdo metanolica.
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5.2 SUBSTANCIAS IDENTIFICADAS

O estudo fitoquimico de Miconia burchellii levou a identificacdo de 20 substancias
(Figura 21), pertencentes as classes dos triterpenos, das saponinas, dos flavonoides, dos

feoforbideos e dos esteroides.

Figura 21-Estruturas das substancias identificadas e dados de isolamento e identificagao.

]

Lupeol (1)

m: 5,4 mg

Procedéncia: fracdo hexanica das folhas
Isolamento: pagina 51

Identificacdo: pagina 73

HO

Betulina (I1)

m: 14,1 mg

Procedéncia: fragcdo hexanica das cascas do caule
Isolamento: pagina 63

Identificacdo: pagina 78

Acido oleandlico (111) (mistura com 1V)

m: 106,1 mg

Procedéncia: fragdo em acetato de etila das folhas e
das cascas do caule

Isolamento: paginas 55 e 64

Identificacdo: pagina 82

Acido ursélico (1) (mistura com I11)

m: 106,1 mg

Procedéncia: fracdo em acetato de etila das folhas e
das cascas do caule

Isolamento: paginas 55 e 64

Identificacdo: pagina 82

Acido 3-O-p-acetil oleandlico (V) (mistura com V1)
m: 8,9 mg

Procedéncia: fragdo hexanica das cascas do caule
Isolamento: pagina 63

Identificacdo: pagina 87




Acido 3-O-B-acetil ursolico (V1) (mistura com V)
m: 8,9 mg

Procedéncia: fracdo hexanica das cascas do caule
Isolamento: pagina 63

Identificacdo: pagina 87

Acido corosolico (VI1) (mistura com VI111)
m: 4,4 mg

Procedéncia: fracdo metandlica das folhas
Isolamento: pagina 60

Identificacdo: pagina 92

Acido maslinico (V111) (mistura com V1)
m: 4,4 mg

Procedéncia: fracdo metandlica das folhas
Isolamento: pagina 60

Identificacdo: pagina 92

Acido 3-O-p-trans-p-curamoil-1a-hidroxi-urs-12-
en-28-oico (IX) (mistura com X) (INEDITA)

m: 2,0 mg

Procedéncia: fracdo em acetato de etila das folhas
Isolamento: pagina 57

Identificacdo: pagina 99

Acido 3-O-p-cis-p-curamoil-1o-hidroxi-urs-12-en-
28-0ico (X) (mistura com 1X) (INEDITA)

m: 2,0 mg

Procedéncia: fracdo em acetato de etila das folhas
Isolamento: pagina 57

Identificacdo: pagina 99

Ester 28-O-B-glicopiranosideo do acido 1a,3f,23-
tri-hidroxi-olean-12-en-28-oico (XI1) (mistura com
XI1) (INEDITA)

m: 4,6 mg

Procedéncia: fracdo metanolica das folhas
Isolamento: pégina 61

Identificacdo: pagina 112
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Ester 28-O-B-glicopiranosideo do &cido 10,3p,23-
tri-hidroxi-urs-12-en-28-oico (X11) (mistura com
XI) (INEDITA)

m: 4,6 mg

Procedéncia: fracdo metandlica das folhas
Isolamento: pagina 61

Identificacdo: pagina 112

Ester 28-O-B-glicopiranosideo do acido 3-O-p-
galoil-1a,23-di-hidroxi-olean-12-en-28-oico (XI111)
(mistura com XIV) (INEDITA)

m: 3,1 mg

Procedéncia: fragdo metandlica das folhas
Isolamento: péagina 61

Identificacdo: pagina 135

Ester 28-O-B-glicopiranosideo do &cido 3-O-p-
galoil-1a,23-di-hidroxi-urs-12-en-28-oico (X1V)
(mistura com X111) (INEDITA)

m: 3,1 mg

Procedéncia: fracdo metandlica das folhas
Isolamento: pagina 61

Identificacdo: pagina 135

Kaempferol (XV)

m: 2,2 mg

Procedéncia: fragdo em acetato de etila das folhas
Isolamento: pagina 57

Identificacdo: pagina 153

Kaempferol-3-O-B-glicopiranosideo (XVI) (mistura
com XVII)

m: 3,6 mg

Procedéncia: fracdo metanolica das folhas
Isolamento: pégina 59

Identificacdo: pagina 158

Kaempferol-3-0-B-galactopiranosideo (XVII)
(mistura com XVI)

m: 3,6 mg

Procedéncia: fracdo metanolica das folhas
Isolamento: pagina 59

Identificacdo: pagina 158
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Etil feoforbideo A (XVIII)

m: 16 mg

Procedéncia: fragdo em acetato de etila das folhas
Isolamento: pégina 54

Identificacdo: pagina 169

Etil feoforbideo B (X1X)

m: 1,5mg

Procedéncia: fracdo em acetato de etila das folhas
Isolamento: pagina 57

Identificacdo: pagina 185

B-sitosterol (XX)

m: 18,2 mg

Procedéncia: fracdo hexanica das folhas
Isolamento: pagina 52

Identificacdo: pagina 194

Fonte: autora.

A determinacdo estrutural destas substancias é apresentada a seguir, dividida por
classes.

5.2.1 IDENTIFICACAO DOS TRITERPENOS

5.2.1.1 Identificacdo da substancia I

A substancia | foi isolada da fracdo hexanica das folhas, apresentando-se como um
solido amorfo branco. Esta substancia foi identificada através da analise de experimentos de
RMN de *H e *3C, além de comparagdo com dados da literatura®®6:,

No espectro de RMN de *H (Figura 23) foi observado um dupleto em &y 4,68 (1H, d,
2] = 1,9 Hz) e um multipleto em &y 4,57 (1H, m), referentes aos hidrogénios olefinicos H-29

que sdo caracteristicos de triterpenos com esqueleto lupano. O sinal centrado em on 3,18 (1H,



7

dd, 3J = 11,3 e 4,9 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-3 ligado ao carbono carbinélico. A
constante de acoplamento de 11,3 Hz indicou que H-3 estd na posicdo axial e acopla com o
hidrogénio H-2 p com J diaxial®?.

Foram observados ainda seis simpletos referentes a hidrogénios metilicos em 6x 1,03
(3H, s), 81 0,97 (3H, S), 81 0,94 (3H, S), 8x 0,83 (3H, ), 8n 0,79 (3H, ), 8n 0,76 (3H, 9),
atribuidos aos hidrogénios H-26, H-23, H-27, H-25, H-28 e H-24 respectivamente; além de
um simpleto em 84 1,68 (3H, s) caracteristico de hidrogénios de metila ligada a um carbono
insaturado.

O espectro de RMN de '3C (Figura 24) mostrou sinais em &c 150,9 e &¢c 109,3
atribuidos respectivamente aos carbonos olefinicos C-20 e C-29. O sinal em &¢ 79,0 foi
atribuido ao carbono carbindlico C-3. A comparacio dos dados de RMN de *H e 3C com os
valores descritos por Macias, Simonet e Esteban®® e Mahato e Kundu® (Tabela 5) tornou
possivel identificar a substancia I como sendo o lupeol (Figura 22), um triterpeno cuja
presenca ja& foi observada nos extratos hexanicos de M. rubiginosa, M. fallax, M. sellowiana,

M. albicans e M. pepericarpa, conforme descrito por Crevelin e colaboradores®?,

Figura 22-Estrutura da substancia I, identificada como lupeol.

Fonte: Autora.

Tabela 5-Dados de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) e '3C (CDCls, 125 MHz) da substancia I
em comparagio com os dados de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) e '*C (CDCls, 75 MHz) do

lupeol. (continua)
o1 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
H/C ] Macias, Simonet e ] Mahato e
Substancia | Substancia |
Esteban®® Kundo®!
1 38,7 38,7
2 27,4 27,4

3 318(dd,3J=11,3e4,9) 3,18 (dd, 3] =111e5,) 79,0 78,9
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o1 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
H/C ) Macias, Simonet e . Mahato e
Substancia | Substancia |
Esteban®® Kundo®

4 38,9 38,8

5 55,3 55,3

6 18,3 18,3

7 34,3 34,2

8 40,8 40,8

9 50,5 50,4
10 37,2 37,1
11 20,9 20,9
12 25,2 25,1
13 38,1 38,0
14 42,8 42,8
15 27,4 27,4
16 35,6 35,5
17 43,0 43,0
18 48,3 48,2

2,37(ddd, 3J =19,0; 11,1
19 2,37 (m) 47,9 47,9
e5,4)
20 150,9 150,9
21 29,7 29,8
22 40,0 40,0
23 0,97 (s) 0,95 (s) 28,0 28,0
24 0,76 (s) 0,75 (s) 15,3 15,4
25 0,83 (s) 0,81 (s) 16,1 16,1
26 1,03 (s) 1,02 (s) 15,9 15,9
27 0,94 (s) 0,95 (s) 14,5 14,5
28 0,79 (s) 0,77 (s) 18,0 18,0
4,68 (d, 2 =1,5); 4,57 4,67 (d, 2 =1,9); 4,55
29 109,3 109,3
(m) (m)
30 1,68 (s) 1,67 (s) 19,3 19,3
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Figura 23-Espectro de RMN de *H da substancia |1 (CDCls, 500 MHz).
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Figura 24-Espectro de RMN de 3C da substancia I (CDCls, 125 MHz).
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5.2.1.2 ldentificacéo da substancia Il

A substancia 11 foi isolada da fracdo hexanica das cascas do caule, apresentando-se
como um solido amorfo branco. Esta substancia foi identificada através da analise de
experimentos de RMN de 1H e 13C, além de comparagio com dados da literatura®®3,

No espectro de RMN de H (Figura 26) foi observado um dupleto em &y 4,70 (1H, d,
2] = 1,8 Hz) e um multipleto em & 4,60 (1H, m), referentes aos hidrogénios olefinicos H-29,
caracteristicos de triterpenos com esqueleto lupano. Os sinais observados em 64 3,81 (1H, dd,
2 =10,8 e 1,2 Hz) e &n 3,35 (1H, d, 2J = 10,8 Hz) foram atribuidos aos atomos de hidrogénio
metilénicos diastereotdpicos ligados a hidroxila (H-28). O sinal centrado em 6n 3,20 (1H, dd,
3] = 11,4 e 4,9 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-3 ligado ao carbono carbindlico. A constante
de acoplamento de 11,4 Hz indicou que H-3 estd na posicdo axial e acopla com o hidrogénio
H-2 B com J diaxial®.

O sinal centrado em 6n 2,40 (1H, m) foi atribuido ao hidrogénio H-19. Foram
observados ainda cinco simpletos referentes a hidrogénios metilicos em & 1,04 (3H, s), oH
1,00 (3H, s), 61 0,99 (3H, s), 6+ 0,85 (3H, s) e 61 0,78 (3H, s), atribuidos aos hidrogénios H-
26, H-23, H-27, H-25 e H-24 respectivamente; além de um simpleto em &y 1,70 (3H, s)
caracteristico de hidrogénios de metila ligada a um carbono insaturado.

O espectro de RMN de 3C (Figura 27) mostrou sinais em &c 150,5 e 8¢ 109,7
atribuidos respectivamente aos carbonos olefinicos C-20 e C-29. Os sinais em 6¢c 79,0 e oc
60,6 foram atribuidos aos carbonos carbinélicos C-3 e C-28, respectivamente. A comparacao
dos dados de RMN de *H e *C com os valores descritos por Raza et al.%% e Mahato e Kundu®*
(Tabela 6) tornou possivel identificar a substancia Il como sendo a betulina (Figura 25), um

triterpeno cuja presenca esta sendo relatada pela primeira vez no género Miconia.

Figura 25-Estrutura da substancia 11, identificada como betulina.

Fonte: autora.
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Tabela 6-Dados de RMN de '*H (CDCls, 500 MHz) e *C (CDCls, 125 MHz) da substancia 11
em comparagdo com os dados de RMN de H (CDCls, 600 MHz) e *C (CDCls, 75 MHz) da

betulina.

HiC o (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia 11 Raza et al.®3 Substancia Il Mahato e Kundo®
1 38,7 38,8
2 27,4 27,2
3 320(dd,3J=11,4e4,9) 3,10 (dd,3J=11,4¢€438) 79,0 78,9
4 38,9 38,9
5 55,3 55,3
6 18,3 18,3
7 34,2 34,3
8 40,9 40,9
9 50,4 50,4
10 37,2 37,2
11 20,8 20,9
12 25,2 25,3
13 37,3 37,3
14 42,7 42,7
15 27,1 27,0
16 29,2 29,2
17 47,8 47,8
18 48,8 48,8
19 2,40 (m) 2,94 (m) 47,8 47,8
20 150,5 150,6
21 29,8 29,8
22 34,0 34,0
23 1,00 (s) 27,9 28,0
24 0,78 (s) 15,3 15,4
25 0,85 (s) 0,80 (s) 16,1 16,1
26 1,04 (s) 16,0 16,0
27 0,99 (s) 14,8 14,8
5 38 (dd,2J=10,8e12): 3,72(d, 2] =10,8); 3,33 506 502
3,35 (d, 2 = 10,8) (d, 2 = 10,8)
29 4,70(d,2=1,8); 4,60 (m) 4,67 (s); 4,56 (s) 109,6 109,6

30 1,70 (s) 19,1 19,1
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Figura 26-Espectro de RMN de 'H da substancia 11 (CDCls, 500 MHz).
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Figura 27-Espectro de RMN de *3C da substancia 11 (CDCls, 125 MHz).
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5.2.1.3 Identificacéo das substancias Il e IV

A substancia 111 (majoritaria) foi identificada em mistura com a substancia 1V
(minoritaria). Elas foram obtidas da fracdo em acetato de etila, tanto das folhas quanto das
cascas do caule, apresentando-se como um sélido amorfo branco. Estas substancias foram
identificadas através da analise de experimentos de RMN de 'H e de 3C e por comparagdo
com dados da literatura®%4,

O espectro de RMN de 'H (Figura 29) mostrou sinais centrados em 8y 5,28 € 8 5,24
(1H, t, 3J = 3,5 Hz), referentes aos H-12 olefinicos caracteristicos de um esqueleto triterpénico
com dupla ligacdo entre os carbonos C-12 e C-13. Esta proposta foi corroborada pelos sinais
em &n 2,82 (1H, dd, 3J = 13,8 e 4,2 Hz); referente ao hidrogénio H-18 do esqueleto oleano e
Sn 2,18 (1H, d, 3J = 11,1 Hz); referente ao hidrogénio H-18 do esqueleto ursano.

O sinal centrado em &y 3,21 (1H, dd, 3J = 11,3 e 4,3 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-
3 ligado ao carbono carbindlico, e a constante de acoplamento de 11,3 Hz indicou que H-3
esta na posicdo axial e acopla com o hidrogénio H-2 B com J diaxial®?. Os sinais entre &
2,01-0,72 foram atribuidos aos H metilicos, metilénicos e metinicos.

O espectro de RMN de '3C (Figura 30) mostrou sinais em &c 122,7 e 8¢ 143,6
referentes aos carbonos C-12 e C-13 caracteristicos de um triterpeno pentaciclico ?A
oleano®. O sinal em §¢c 79,1 foi atribuido ao carbono carbindlico C-3, e o sinal em §¢c 183,0
ao carbono carboxilico do esqueleto oleano. A presenca do esqueleto ursano foi confirmada
pelos sinais em &¢ 182,4 (C-28), oc 138,0 (C-13) e dc 125,9 (C-12).

A comparagio dos dados de RMN de *3C com os valores descritos por Mahato e
Kundu®! e Falcdo, Fernandes e Menezes®* (Tabela 7) tornou possivel identificar as substancias
como sendo o acido oleandlico (I11) (majoritario) e o &cido ursolico (1V) (Figura 28), cujas

presencas ja foram relatadas em diversas outras espécies do  género
Miconia15,17,26,28,29,31,32,36,37,41,50—52
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Figura 28-Estruturas das substancias Ill e 1V, identificadas como acidos oleanolico e

ursélico.

w
o

(V)
Fonte: autora.

Tabela 7-Dados de RMN de *C (CDCls, 125 MHz) das substancias ITII e IV em comparagéo
com os dados de RMN de **C (CDCls, 75 MHz/50 MHz) dos acidos oleandlico e ursolico.

(continua)
dc (ppm)
c Substancia I11 Mabhato e Kundo®! Substancia [V Falcdo, Fernandes e
(75 MHz) Menezes® (50 MHz)
1 38,4 38,5 38,6 38,8
2 27,2 27,4 27,2 27,3
3 79,0 78,7 79,0 78,8
4 38,7 38,7 38,8 38,8
5 55,2 55,2 55,2 55,4
6 18,3 18,3 18,3 18,4
7 32,6 32,6 32,9 33,0
8 39,3 39,3 39,5 39,6
9 47,6 47,6 47,5 47,5
10 37,1 37,0 37,0 37,0
11 22,9 23,6 23,3 23,3
12 122,7 122,1 125,9 1255
13 143,6 143,4 138,0 138,0
14 41,6 41,6 41,9 42,0
15 27,7 27,7 28,0 28,2
16 23,4 23,4 24,1 24,3
17 46,5 46,6 47,9 48,1
18 41,0 41,3 52,6 52,8
19 459 45,8 39,0 39,1
20 30,7 30,6 39,0 38,8
21 33,8 33,8 30,6 30,7



Cont. Tabela 7
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dc (ppm)
C Substancia 111 Mah(a;cg Eﬂﬁg; do® Substancia IV Eﬂﬁig&gi?ggn&fjs
22 32,5 32,3 36,7 36,7
23 28,1 28,1 28,0 28,2
24 15,6 15,6 16,5 15,5
25 15,3 15,3 15,6 15,7
26 17,1 16,8 16,9 16,9
27 25,9 26,0 23,6 23,6
28 183,0 181,0 182,4 180,0
29 33,1 33,1 16,9 16,9
30 23,6 23,6 21,2 21,2
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Figura 29-Espectro de RMN de H das substancias 111 e IV (CDCls, 500 MHz).
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Figura 30-Espectro de RMN de 13C das substancias 111 e 1V (CDCls, 125 MHz).
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5.2.1.4 Identificacéo das substancias V e VI

A substancia V foi identificada em mistura com a substancia VI. Elas foram obtidas da
fracdo hexanica das cascas do caule, apresentando-se como cristais incolores, e foram
identificadas através da andlise de experimentos de RMN de H e *C, além de comparagéo
com dados da literatura®>®.

O espectro de RMN de 'H (Figura 32) mostrou sinais centrados em 8 5,30 e S 5,27
(1H, t, 3J = 3,5 Hz), referentes aos H-12 olefinicos caracteristicos de um esqueleto triterpénico
com dupla ligacdo entre os carbonos C-12 e C-13. Esta proposta foi corroborada pelos sinais
em Sn 2,84 (1H, dd, 3 = 13,8 e 4,3 Hz) e &u 2,21 (1H, d, 3J = 12,2 Hz), referentes aos
hidrogénios H-18 dos esqueletos oleano e ursano, respectivamente.

O multipleto em 6n 4,52 (1H, m) foi atribuido ao hidrogénio H-3. O fato deste sinal
estar mais desblindado em relacdo ao sinal do H-3 das substancias 111 e 1V (&cidos oleandlico
e ursolico) sugere a presenca de um grupo éster na posi¢do C-3, ao invés da hidroxila. Esta
sugestdo foi confirmada pelo simpleto em &4 2,07 atribuido aos hidrogénios da metila ligada a
carbonila de éster.

O espectro de RMN de '3C (Figura 33) mostrou sinais em &c 122,6 e d¢c 143,6
referentes aos carbonos C-12 e C-13 de um triterpeno pentaciclico do tipo oleano. O sinal em
dc 125,7 (C-12) confirmou a presenca do esqueleto ursano na amostra. A presenga de dois
sinais de carbonos carbonilicos em ¢ 182,6 e d¢ 171,0 confirmaram a esterificagdo da posicéo
C-3 do triterpeno. Estes sinais foram atribuidos as carbonilas do acido carboxilico e do éster,
respectivamente.

A comparacio dos dados de RMN de *C com os valores descritos por Kwon et al.% e
Taketa et al.% (Tabela 8) tornou possivel identificar as substancias como sendo o &cido 3-O-
B-acetil oleandlico (V) (majoritéario) e o acido 3-O-B-acetil ursélico (V1) (Figura 31), cujas

presencas estdo sendo relatadas pela primeira vez em Miconia.
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Figura 31-Estruturas das substancias V e VI, identificadas como &cidos 3-O-B-acetil
oleandlico e 3-O-B-acetil ursolico.
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Fonte: autora.

Tabela 8-Dados de RMN de *C (CDCls, 125 MHz) das substancias V e VI em comparagéo
com os dados de RMN de 3C (CDCla/piridina-ds, 100 MHz/125 MHz) dos &cidos 3-O-p-

acetil oleandlico e 3-O-B-acetil ursdlico. (continua)
dc (ppm)
C Substancia V Kwonl\ejlt :;')65 (100 Substancia VI Taketal\ﬁ}_'azl).f’e (125
1 38,1 38,2 38,8 38,4
2 23,6 23,7 24,1 24,1
3 80,9 81,1 80,9 80,9
4 37,7 37,9 38,2 38,0
5 55,3 55,5 55,3 55,7
6 18,2 18,4 18,2 18,6
7 32,4 32,6 33,7 33,5
8 39,3 39,5 40,0
9 47,6 47,7 47,5 47,9
10 37,0 37,1 37,0 37,2
11 234 23,6 23,6 23,7
12 122,6 1227 1257 125,6
13 143,6 143,8 139,4
14 41,6 41,7 42,6
15 28,0 27,9 29,3 28,8
16 22,9 23,0 25,0
17 46,5 46,7 47,9 48,2
18 41,0 41,1 52,6 53,6
19 45,8 46,0 39,3 39,5
20 30,7 30,9 39,3 39,6



Cont. Tabela 8
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dc (ppm)
C Substancia V Kwon'\e/lt :;')65 (100 Substancia VI Taketa'\jf_lezl).ee (125
21 33,8 34,0 31,8 31,2
22 32,6 32,7 37,6 37,6
23 27,7 28,2 28,1 28,3
24 16,7 16,9 17,0 17,1
25 15,4 15,6 15,5 15,7
26 17,1 17,3 17,0 17,5
27 25,9 26,1 24,1 24,1
28 182,6 184,4 182,6 180,1
29 33,1 33,3 18,1 17,7
30 23,6 23,8 21,3 21,6
CH3COO 1710 171,1 170,5 170,7
CH3COO 21,3 21,5 21,2 21,3
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Figura 32-Espectro de RMN de H das substancias V e VI (CDCls, 500 MHz).
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Figura 33-Espectro de RMN de 3C das substancias V e VI (CDCls, 125 MHz).
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5.2.1.5 Identificacéo das substancias VII e VIl

A substancia VII foi identificada em mistura com a substancia VIII. Elas foram
obtidas da fragdo metanolica das folhas, apresentando-se como um solido amorfo branco e
foram identificadas através da anélise de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes e
por comparacdo com dados da literatura®’:8,

O espectro de RMN de 'H da amostra (Figura 35) mostrou dois tripletos centrados em
Sn 5,26 € 8n 5,24 (1H, t, 3J = 3,4 Hz), referentes aos H-12 olefinicos caracteristicos de um
esqueleto triterpénico com dupla ligacéo entre os carbonos C-12 e C-13. Os sinais em &4 2,85
(1H, dd, 3J = 14,2 e 3,8 Hz) e 84 2,21 (1H, d, 3J = 11,0 Hz), atribuidos ao H-18 de triterpenos
de esqueleto oleano e ursano, respectivamente, indicaram a natureza dos triterpenos da
amostra.

Foi observado um sinal de hidrogénio oximetinico em 6y 3,64 (1H, m), atribuido ao H-
2, além de dois dupletos em &y 2,94 (1H, d, ) = 9,5 Hz) e &4 2,93 (1H, d, 3J = 9,6 Hz),
atribuidos ao H-3 dos triterpenos do tipo ursano e oleano, respectivamente. Observou-se,
ainda, sinais de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos na regido entre 84 2,03-0,81.

O espectro de RMN de *3C (Figura 36) mostrou sinais que confirmaram a mistura de
triterpenos do tipo ursano e oleano: 6¢ 138,2 (C-13 ursano), dc 124,9 (C-12 ursano), dc 121,6
(C-12 oleano). O sinal em &¢c 82,9 foi atribuido ao carbono carbindlico C-3 e o sinal em dc
68,0 ao carbono carbindlico C-2. A partir destes dados foi possivel sugerir que as substancias
em mistura se tratavam do &cido corosélico e do acido maslinico, o que foi confirmado a
partir das correlagfes observadas nos espectros 2D e apresentadas abaixo.

No mapa de contorno HSQC (Figura 37), foi possivel observar que o tripleto em 6n
5,26 apresenta correlagdo com um sinal de carbono em 6¢ 121,6; atribuido ao carbono C-12
do triterpeno do tipo oleano, enquanto o tripleto em &n 5,24 apresenta correlagdo com um
sinal de carbono em dc 124,9; atribuido ao carbono C-12 do triterpeno do tipo ursano. No
espectro de HMBC (Figura 38) observou-se a correlagdo do tripleto em 6n 5,24 com 0s
carbonos em ¢ 23,8 (C-11, 2J), dc 41,8 (C-14, 3J), 5¢ 48,0 (C-9, 3J) e 6¢ 53,3 (C-18, 3J).

O dupleto em 61 2,94 apresentou, conforme observado no espectro de HSQC,
correlagdo com um sinal de carbono em dc 82,9; o qual foi atribuido ao carbono C-3 dos
triterpenos. No espectro de HMBC observou-se a correlagio deste dupleto a duas ligagdes (2J)
com os carbonos em 3¢ 68,0 (C-2) e ¢ 39,2 (C-4) e a trés ligages (3J) com os carbonos &c
17,9 (C-24), dc 29,2 (C-23) e 6c 47,8 (C-1).
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O dupleto em 81 2,21 mostrou correlacdo com o carbono em d¢ 53,3 (HSQC), o qual
foi atribuido ao carbono C-18 do triterpeno do tipo ursano. No espectro de HMBC foram
observadas as correlagdes deste dupleto a duas ligagdes (2J) com os carbonos em ¢ 39,2 (C-
19), 5c 48,1 (C-17) e ¢ 138,2 (C-13), a trés ligagdes (3J) com os carbonos em &¢ 25,1 (C-16),
dc 41,8 (C-14) e 8¢ 124,9 (C-12) e a quatro ligacdes (*J) com o carbono em ¢ 17,9 (C-30).

Com base nas informac6es obtidas nos experimentos de RMN e em comparag¢do com
dados da literatura (Tabela 9), foi possivel confirmar que a substancia majoritaria é o acido
corosolico (VII) (Figura 34), cuja presenca ja foi relatada nas partes aéreas de M.
sellowiana®®, enquanto a substancia minoritaria € o &cido maslinico (VIII), previamente

identificado nas espécies M. sellowiana? e M. albicans®’.

Figura 34-Estruturas das substancias VII e VIII, identificadas como acidos corosolico e

maslinico.

(VI

Fonte: autora.

Tabela 9-Dados de RMN de *3C (MeOD + CDCls, 125MHz) das substancias VII e VI em

comparacdo com os dados de RMN de 3C do 4cido corosélico (piridina-ds, 75SMHz) e do

acido maslinico (MeOD, 125MHz). (continua)
dc (ppm)
c  SubstanciaVIl  Wenetal.% (75 MHz)  Substancia VIII  Woo et al.® (125 MHz)
1 47,8 48,0 47,8 47,3
2 68,0 68,6 68,0 68,0
3 82,9 83,8 82,9 83,2
4 39,2 39,8 39,2 39,4
5 55,0 55,9 55,0 55,4
6 18,0 18,9 18,0 18,4
7 33,5 33,5 32,7 32,8
8 39,2 40,1 39,2 39,3
9 48,0 47,5 48,0 47,7
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dc (ppm)
C  SubstanciaVIl  Wenetal. (75 MHz)  Substancia VIII ~ Woo et al.% (125 MHz)
10 37,7 38,5 37,7 38,0
11 23,8 23,8 23,1 23,5
12 1249 1255 121,6 121,7
13 138,2 139,3 1443 1444
14 41,8 42,6 41,2 41,7
15 27,9 28,7 27,7 27,8
16 25,1 24,9 23,0 23,3
17 48,1 48,1 46,3 46,2
18 53,3 53,6 42,0 415
19 39,2 39,4 45,8 46,0
20 39,2 39,5 30,3 30,5
21 30,2 31,1 33,5 33,8
22 37,6 37,5 32,6 32,7
23 29,2 29,4 29,0 28,9
24 17,9 17,7 16,4 17,1
25 16,4 17,0 16,3 16,4
26 16,4 17,5 16,4 17,2
27 23,9 23,9 25,2 25,7
28 181,0 179,9 179,0 179,0
29 20,3 21,4 32,6 32,8
30 17,9 17,5 22,9 23,3
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Figura 35-Espectro de RMN de H da mistura das substancias VII e VIII (MeOD + CDCls, 500 MHz).
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Figura 37-Espectro de correlagdo heteronuclear (*H - *C), HSQC, da mistura das substancias V11 e VIII (MeOD + CDCls, H 500 MHz, C

125 MHz).
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Figura 38-Espectro de correlagdo heteronuclear (*H - *C), HMBC, da mistura das substancias V11 e VII1 (MeOD + CDCls, *H 500 MHz, *C

125 MHz).
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5.2.1.6 Identificacéo das substancias IX e X

A substancia IX foi identificada em mistura com a substancia X. Elas foram obtidas da
fracdo em acetato de etila das folhas, apresentando-se como um sélido amorfo branco, e
foram identificadas através da anélise de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes e
espectrometria de massas de alta resolugéo.

O espectro de RMN de *H (Figuras 41-43) mostrou um multipleto em &n 5,27 (1H, m),
referente ao H-12 olefinico caracteristico de um esqueleto triterpénico com dupla ligacdo
entre os carbonos C-12 e C-13. Foram observados sinais de hidrogénios oximetinicos em &n
4,66 (1H, dd, 33 = 9,9 e 2,5 Hz) e &n 3,88 (1H, m), além de sinais de hidrogénios olefinicos e
aromaticos na regido entre dn 5,86 e 7,66. Os sinais entre 61 2,01-0,85 foram atribuidos aos H
metilicos, metilénicos e metinicos do triterpeno.

Os dupletos em &y 7,67 (1H, d, 3J = 16,7 Hz) e &n 6,40 (1H, d, 3J = 16,7 Hz)
sugeriram a presenga de uma segunda insaturacdao na molécula, além da presente no esqueleto
triterpénico. A constante de acoplamento de 16,7 Hz indica uma relacdo estereoquimica do
tipo trans entre estes dois hidrogénios. Estes sinais, somados aos dupletos em o4 7,47 (2H, d,
8] = 8,7 Hz) e &1 6,83 (2H, d, 3] = 8,7 Hz), caracteristicos de hidrogénios aromaticos orto
acoplados, indicaram a presenca de uma unidade trans-p-cumaroil na molécula.

A observacdo de dupletos menos intensos na regido descrita acima indicou a presenca
do isémero cis do p-cumaroil em mistura com o trans. Esta indicagdo foi confirmada pelos
dupletos em & 6,89 (1H, d, 3J = 12,6 Hz) e Sn 5,86 (1H, d, 3J = 12,6 Hz), atribuidos aos
hidrogénios em relacdo cis do p-cumaroil. Os sinais de hidrogénios orto acoplados deste
isbmero foram observados em & 7,64 (2H, d, 3J = 8,9 Hz) e &1 6,75 (2H, d, 3] = 8,9 Hz).
Deste modo, confirmou-se que a amostra se tratava de uma mistura de triterpenos com
unidades trans e cis p-cumaroil, sendo o primeiro a substancia majoritaria.

A atribuicdo dos sinais de carbono das moléculas foi feita por meio das correlagdes
observadas nos espectros de HSQC (Figura 44) e HMBC (Figura 45), uma vez que a massa da
amostra foi insuficiente para a aquisi¢io do espectro de *C.

No mapa de contorno de HSQC, p6de-se observar que o duplo dupleto em oH 4,66
apresenta correlagdo com um sinal de carbono em dc 85,7; atribuido ao carbono C-3 do
triterpeno. No espectro de HMBC, observou-se a correlacdo deste duplo dupleto a duas

ligagBes (2J) com o carbono em 8¢ 40,4 (C-4) e a trés ligacdes (3J) com os carbonos em &c
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18,5 (C-24), d¢c 29,5 (C-23), 6¢ 67,8 (C-1) e 6¢c 169,8 (C-9°). Esta tltima correlagdo confirmou
a ligacdo da unidade trans-p-cumaroil ao triterpeno através do carbono C-3.

O multipleto em on 3,88 apresentou, conforme observado no espectro de HSQC,
correlagdo com um sinal de carbono em ¢ 67,8; 0 qual foi atribuido ao carbono C-1 do
triterpeno.

Na unidade trans-p-cumaroil foram observadas as seguintes correlagfes: o dupleto em
oH 6,40 (H-8’) apresentou, no espectro de HSQC, correlagdo com o sinal de carbono em d¢
116,1; atribuido ao carbono C-8’. No espectro de HMBC, observou-se a correlacdo deste
dupleto a duas ligagdes (2J) com o carbono em 5c 169,8 (C-9°) e a trés ligagdes (*J) com 0
carbono éc 127,5 (C-1).

No espectro de HSQC foi observada correlagdo entre o dupleto em & 7,67 (H-7") com
o sinal de carbono em dc 146,1; atribuido ao carbono C-7’. No espectro de HMBC, observou-
se a correlagdo deste dupleto a trés ligacdes (3J) com os carbonos em d¢c 131,3 (C-2°/6") e &c
169,8 (C-9”).

O dupleto em 61 7,47 (H-2°/6’) apresentou correlagdo com o sinal de carbono em ¢
131,3 (C-2°/6”) no espectro de HSQC e com os sinais em ¢ 131,3 (C-2°/6’, %J), 146,1 (C-7,
3J) e 161,4 (C-4°, 3J) no espectro de HMBC.

O dupleto em dn 6,83 (H-3°/5%), por sua vez, apresentou correlacdo com o sinal de
carbono em dc 117,0 (C-3°/5) no espectro de HSQC e com os sinais em d¢ 117,0 (C-3°/5’,
3), 127,5 (C-1°,3J) e 161,4 (C-4’, 2J) no espectro de HMBC.

O dupleto em 81 2,23 (1H, d, 3J = 11,6 Hz) mostrou correlagdo com o carbono em ¢
54,3 (HSQC) e com os sinais de carbonos em §¢c 25,3 (C-16, 3J), 40,3 (C-19, 2J), 43,1 (C-14,
3), 48,5 (C-17, 2J), 126,4 (C-12, %J) e 140,1 (C-13, 2J) no espectro de HMBC, sendo,
portanto, atribuido ao H-18 do triterpeno do tipo ursano.

A estereoquimica do carbono C-1 foi definida com base no espectro de NOE (Figura
46). Ao se irradiar o sinal em 6n 3,88 (H-1) foram observados incrementos nos sinais em oH
1,07 (H-25) e em o1 0,96 (H-24). Como estes hidrogénios metilicos estdo orientados na
posicdo B nos carbonos C-4 e C-10, propde-se que o hidrogénio H-1 também esteja orientado
na posicao B, de modo que a hidroxila ligada ao carbono C-1 esteja na posigao a.

A definicdo da estereoquimica do carbono C-3, por sua vez, foi feita com base na
constante de acoplamento do sinal de hidrogénio em dn 4,66 (dd, J = 9,9 e 2,5 Hz), atribuido

ao H-3. A constante de acoplamento de 9,9 Hz indicou que H-3 esta na posicdo a-axial e
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acopla com o hidrogénio H-2 B com J diaxial®?. Deste modo, a hidroxila esta ligada ao C-3
pela face .

No espectro de massas de alta resolucdo em modo negativo (Figura 47) o pico do ion
molecular [M-H]~ foi observado em m/z 617,38470. Para este ion, a férmula molecular
calculada foi CsgHs306 (erro de 1,789 ppm). O espectro MS/MS do ion em m/z 617,38470
(Figura 48) apresentou um fragmento principal em m/z 145,02847; correspondente ao ion p-
cumaroil. Os fragmentos em m/z 119,04909 e m/z 163,03912; caracteristicos da fragmentacéo
do acido cumarico, confirmam a presenca deste residuo na molécula.

Com base nestas informacBes foi possivel propor que a substdncia majoritéria
corresponde ao acido 3-O-B-trans-p-cumaroil-1a-hidroxi-urs-12-en-28-oico (1X) (Figura 39),
0 qual apresenta-se em mistura com seu isémero cis (X), dois triterpenos inéditos na literatura

até o momento.

Figura 39-Estruturas das substancias IX e X, identificadas como &cidos 3-O-B-trans-p-

cumaroil-1a-hidroxi-urs-12-en-28-oico ¢ 3-O-B-cis-p-cumaroil-1a-hidroxi-urs-12-en-28-oico.

(1X) (X)

Fonte: autora.

A Tabela 10 apresenta a proposta de atribuicéo parcial dos dados de RMN de *H e 13C

das substancias 1X e X.

Tabela 10-Dados de RMN de 'H (MeOD, 500 MHz) e *C (MeOD, 125 MHz) das

substancias IX e X. (continua)
Hic 1 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia I X Substancia X Substancia IX Substancia X
1 3,88 (m) 3,88 (m) 67,8 67,8
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Cont. Tabela 10 (continua)
Hic o (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia IX Substancia X Substancia IX  Substancia X
3 4,66 (dd, 3 =9,9e25)  4,62(dd,3] =9,9€2,8) 85,7 85,4
4 40,4 40,9
5
6
7
8
9
10
11
12 5,27 (M) 5,27 (m) 126,4 126,4
13 140,1 140,1
14 43,1 43,1
15
16 25,3 25,3
17 48,5 48,5
18 2,23 (d, 3 = 11,6) 2,23 (d, 3 = 11,6) 54,3 54,3
19 40,3 40,3
20
21
22
23 29,5 29,5
24 0,96 (s) 0,96 (s) 18,5 18,0
25 1,07 (s) 1,07 (s) 17,3 17,3
26
27
28
29
30
r 127,5 127,6
2’ 7,47 (d, % =8,7) 7,64 (d, 2 = 8,9) 131,3 133,2
3 6,83 (d, 3J = 8,7) 6,75 (d, 3J = 8,9) 117,0 1156
4 161,4 159,5

5 6,83 (d, %) =8,7) 6,75 (d, 3J = 8,9) 117,0 115,6
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Hic o1 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia IX Substéncia X Substancia IX  Substancia X
6’ 7,47 (d,%)=8,7) 7,64 (d, %) =8,9) 131,3 133,2
7 7,67 (d,31=16,7) 6,89 (d, 3 = 12,6) 146,1 144,9
8’ 6,40 (d, 3 = 16,7) 5,86 (d, 3] = 12,6) 116,1 117,4
9 169,8 168,5

Na Figura 40 sdo apresentadas as propostas dos mecanismos de fragmentacdo da

substancia IX.

Figura 40-Proposta de fragmentacao para a substancia IX.
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Figura 41-Espectro de RMN de H da mistura das substancias 1X e X (MeOD, 500 MHz).
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Figura 42-Ampliacio do espectro de RMN de 'H da mistura das substancias IX e X na regido entre 7,8 € 5,8 ppm (MeOD, 500 MHz).
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Figura 43-Ampliacio do espectro de RMN de 'H da mistura das substancias IX e X na regido entre 4,8 € 4,5 ppm (MeOD, 500 MHz).
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Figura 44-Espectro de correlagdo heteronuclear (*H - *C), HSQC, da mistura das substancias 1X e X (MeOD, H 500 MHz, 13C 125 MHz).
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Figura 45-Espectro de correlagdo heteronuclear (*H - *C), HMBC, da mistura das substancias 1X e X (MeOD, *H 500 MHz, 3C 125 MHz).

H-2' /6’ H-3' /5’
H-7’ trans trans Hg-8r

S

H-3
ran

|

ppm

Cc-24
L]
C-23
JO—4
a <
-’ v
¢ C—1
'
c-37/5"
trans
c-2' /&1 -
rans c-1Tc-1r ™
tran .C—'2’/6'- c-1
e trans trans
c-7’
trans
=4 Cc-4r
trans w,trans_C—B’ c—97
c-9r trans trans
trans

c-19
c-14
c-17

] ’l

— 100

—120

—140

— 160

— 180

T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0
Fonte: Autora.

5.5 5.0 4.5

3.5

ppm



112

Figura 46-Espectro NOE da mistura das substancias 1X e X (MeOD, *H 500 MHz), com irradiagdo do sinal em 3,88 ppm.
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Figura 47-Espectro de massas de alta resolu¢do no modo negativo da mistura das substancias IX e X.
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Figura 48-Espectro MS/MS do ion [M-H] com m/z 617,38470.
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5.2.2 IDENTIFICACAO DAS SAPONINAS

5.2.2.1 Identificacdo das substancias Xl e XII

A substancia X1 foi identificada em mistura com a substancia XI1. Elas foram obtidas
da fracdo metanolica das folhas, apresentando-se como um sélido amorfo branco, e foram
identificadas através da analise de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes e
espectrometria de massas de alta resolugéo.

O espectro de RMN de H (Figuras 52-56) mostrou um multipleto centrado em &4 5,28
(1H, m), referente ao H-12 olefinico caracteristico de um esqueleto triterpénico com dupla
ligacdo entre os carbonos C-12 e C-13. Foram observados também sinais em oy 2,88 (1H, dd,
3) = 14,3 e 3,5 Hz) e &n 2,25 (1H, d, 3J = 10,6 Hz), referentes aos hidrogénios H-18 dos
esqueletos oleano e ursano, respectivamente.

A presenca de sinais referentes a hidrogénios anoméricos em &n 5,39 (1H, d, 3J = 8,1
Hz) e &n 5,36 (1H, d, 3J = 8,1 Hz) indicou a presenca de glicosideo na estrutura, o que foi
corroborado pelos multipletos relativos a hidrogénios carbindlicos na regiao entre 6n 3,82 e
3,28. Estas informagdes levaram a sugestdo de que a amostra em questdo se tratava de uma
mistura de saponinas triterpénicas de esqueletos oleano e ursano.

Foram observados sinais de hidrogénios oximetinicos em &x 3,70 (1H, m) e o1 3,37
(1H, dd, 3J=9,1 e 2,5 Hz), além de dois sinais de hidrogénios oximetilénicos em o1 3,52 (1H,
d, 23 =11,1 Hz) e 8n 3,28 (1H, d, 2J = 11,1 Hz). Os sinais entre & 2,08-0,71 foram atribuidos
aos H metilicos, metilénicos e metinicos dos esqueletos triterpénicos.

No mapa de contorno de HSQC (Figuras 57 e 58), pdde-se observar que o multipleto
em OH 3,70 apresenta correlagdo com um sinal de carbono em dc 69,7; atribuido ao carbono
C-1 do triterpeno. No espectro de HMBC (Figuras 59 e 60), observou-se a correlacdo deste
multipleto a trés ligagdes (3J) com o carbono em &c 78,8; atribuido ao C-3.

Os dupletos em 6n 3,52 e on 3,28 mostraram correlagdo com o mesmo sinal de
carbono em ¢ 66,4 (HSQC), o qual foi atribuido ao carbono C-23. No espectro de HMBC
estes dupletos mostraram correlagdo com os sinais em ¢ 13,9 (C-24, 3J), 5¢c 44,2 (C-4, ), 5¢
48,2 (C-5,3J) e ¢ 78,8 (C-3, 3J).

O duplo dupleto em 61 3,37 mostrou, no espectro de HSQC, correlagcdo com o sinal de
carbono em ¢ 78,8; atribuido ao C-3. No espectro de HMBC este duplo dupleto mostrou
correlagdo com os sinais em 8¢ 13,9 (C-24, 2J), 5c 44,2 (C-4, 2J), 8¢ 66,4 (C-23, 3J) e ¢ 69,7
(C-1,%)).
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Os sinais de hidrogénios anoméricos em dH 5,39 e 61 5,36 mostraram correlacdo com
o carbono em dc 95,7 no espectro de HSQC e com o sinal em 8¢ 177,9 (C-28, 3J) no espectro
de HMBC. Esta ultima correlagcdo confirmou a ligacdo da unidade glicosidica ao triterpeno
através do carbono C-28. De acordo com Mahato e Kundu®!, a glicosilagdo do grupo
carboxila causa diminui¢do de 2-5 ppm no deslocamento quimico do carbono C-28, que no
triterpeno livre tem doc em torno de 181,0 ppm; assim como promove diminuicdo no
deslocamento quimico do carbono anomérico para éc 93-97 ppm. Estes dados corroboram a
ligacdo do acUcar a aglicona através do C-28.

Além da presenca dos sinais de hidrogénios anoméricos, outros cinco sinais
duplicados de atomos de carbono em 73,9 (C-2’), 78,4 (C-3"), 71,2 (C-4’), 78,3 (C-5") € 62,5
(C-6”) no espectro de RMN de *3C (Figuras 61-63) confirmaram a presenca de uma unidade
de glicose ligada a cada triterpeno.

Conforme descrito por Harborne e Mabry®, a configuracdo de um glicosideo ligado a
aglicona pode ser determinada por meio do valor da constante de acoplamento do sinal do
hidrogénio anomérico. A Tabela 11 mostra a relacdo entre as constantes de acoplamento e as

estereoquimicas das ligacGes entre alguns glicosideos e a aglicona.

Tabela 11-Configuragdo e constante de acoplamento J (Hz) dos principais glicosideos.

Grupo Glicosideo Configuracao J Hrm2e (HZ)
Piranosideo D-glicose, galactose, xilose B 7-8
D-glicose, galactose, xilose a 3-4
L-ramnose B 1
L-ramnose o 2
L-arabinose B 2,5
L-arabinose o 8
Furanosideo D-glicose, galactose, xilose B 0-2
D-glicose, galactose, xilose o 4-45
L-arabinose B 4
L-arabinose o 1

Fonte: Harborne e Mabry®®

Deste modo, com base na constante de acoplamento dos hidrogénios anoméricos (J =
8,1 Hz) e pelos tipicos sinais de RMN de *H e *C™, a unidade de aclcar das substancias foi

determinada como B-glicopiranose.
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A estereoquimica do carbono C-1 foi definida com base nos espectros de NOE
(Figuras 64 e 65). Ao se irradiar o sinal em on 3,70 (H-1) foram observados incrementos nos
sinais em 6H 1,06 (H-25) e em don 0,71 (H-24). Ao se irradiar o sinal em 64 1,06 (H-25), foram
observados incrementos nos sinais em 6y 3,70 (H-1), 61 1,98 (H-2), 61 0,82 (H-26) ¢ 61 0,71
(H-24).

A estereoquimica do carbono C-3, por sua vez, foi definida com base na constante de
acoplamento do sinal de hidrogénio em n 3,37 (dd, 3J = 9,1 e 2,5 Hz), atribuido ao H-3. A
constante de acoplamento de 9,1 Hz indicou que H-3 esta na posic¢do axial e acopla com o
hidrogénio H-2 B com J diaxial®2. Deste modo, a hidroxila esta ligada ao C-3 pela face B.

Os deslocamentos quimicos dos sinais atribuidos ao C-23 (8¢ 66,4) e ao C-24 (dc 13,9)
sugerem que o grupo hidroximetilénico esteja orientado na posicdo a-equatorial em C-4.
Estudos anteriores estabelecem que, em triterpenos com grupo hidroximetilénico ligado ao C-
4, a metila 4-p apresenta deslocamento quimico cerca de 10 ppm menor do que a

correspondente metila orientada na posi¢do o (8¢ cerca de 24,0) (Figura 49)%72,

Figura 49-Deslocamentos quimicos dos carbonos C-23 e C-24 nas posicdes a € .

HO
/ VA
HO

~14 ppm

Fonte: Fullas et al.

No espectro de massas de alta resolucdo em modo positivo (Figura 66) o pico do ion
molecular [M+Na]* foi observado em m/z 673,39294. Para este ion, a formula molecular
calculada foi C3sHssO10Na (erro de 1,071 ppm). O espectro MS/MS do ion em m/z 673,39294
(Figura 67) apresentou um fragmento principal em m/z 511,33960; correspondente a perda da
unidade glicopiranosidica, [M+Na-162]*; além de um pico em m/z 185,04211; correspondente
ao aduto da glicose com sodio.

Deste modo, as estruturas das substancias XI e XII foram definidas como sendo o
éster 28-O-B-glicopiranosideo do acido 1a,3[,23-tri-hidroxi-olean-12-en-28-oico e o éster 28-
O-B-glicopiranosideo do éacido 1a,3p,23-tri-hidroxi-urs-12-en-28-oico (Figura 50), duas

saponinas inéditas na literatura até 0 momento.
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Figura 50-Estruturas das substancias XI e XII, identificadas como éster 28-O-f-
glicopiranosideo do 4cido 1a,3f,23-tri-hidroxi-olean-12-en-28-oico e éster 28-O-B-

glicopiranosideo do 4cido 1a,3[,23-tri-hidroxi-urs-12-en-28-oico.

(X1) (X1

Fonte: autora.

A comparacdo dos dados de RMN de 'H e 3C da substancia X1 com o &cido
la,3pB,23-tri-hidroxi-olean-12-en-28-oico, a aglicona de XI (Tabela 12), revelou semelhancas,
exceto pelo sinal do C-28, que na saponina é mais blindado em relacdo ao triterpeno,
conforme explicado anteriormente. Observou-se também, na comparacao dos dados de RMN,
que os sinais atribuidos aos carbonos C-10 e C-14 estdo invertidos na proposta de Fullas et
al.”t. O deslocamento quimico correto de C-10 é &¢c 39,1, enquanto o deslocamento quimico
de C-14 ¢é dc 43,1. Estes valores estdo de acordo com os de triterpenos do tipo oleano e
ursano® e podem ser confirmados através das seguintes correlagdes observadas no espectro
de HMBC: 8¢ 39,1 (C-10) com 8n 1,06 (H-25, 2J) e ¢ 43,1 (C-14) com &n 1,19 (H-27, 2J).

Tabela 12-Dados de RMN de 'H (MeOD, 500 MHz) e *C (MeOD, 125 MHz) da aglicona da
substancia XI em compara¢do com os dados de RMN de 'H (piridina-ds, 500 MHz) e *C

(piridina-ds, 125 MHz) do éacido 1a,3[3,23-tri-hidroxi-olean-12-en-28-oico. (continua)
H/C dn (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia XI Fullas et al.”* Substancia XI Fullas et al.”™
1 3,70 (m) 4,22 (m) 69,7 68,9
2 1,97 (m) 1,42 (m) e 2,28 (m) 48,0 47,7
3 3,37 (dd,3J=9,1e25) 4,24 (dd,3J=9,5¢ 4,3) 78,8 78,2
4 44,2 42,2
5 48,2 47,9
6 19,1 18,5
7 33,7 33,2
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Cont. Tabela 12

HiC 1 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia XI Fullas et al.”* Substancia XI Fullas et al.”™
8 40,7 40,0
9 48,3 48,2
10 39,1 43,6
11 24,1 23,6
12 5,28 (m) 5,45 (brs) 123,6 123,7
13 145,1 1449
14 43,1 38,5
15 28,9 28,3
16 24,7 239
17 48,2 46,6
18 2,88 (dd, %) =143e35) 3,26 (dd, %) =13,8¢4,0) 42,7 42,2
19 473 46,4
20 31,7 30,9
21 34,9 34,2
22 33,6 33,2
23 352€3,28(d,2J=11,1) 4,21e3,71(d, 2 =10,0) 66,4 66,5
24 0,71(s) 0,89 (s) 13,9 14,3
25 1,06 (s) 1,05 (s) 17,7 14,3
26 0,82 (s) 0,97 (s) 17,8 17,3
27 1,19 () 1,12 (s) 26,4 26,1
28 177,9 180,2
29 0,95 (s) 1,03 (s) 24,0 23,7
30 0,93 (s) 1,05 (s) 33,3 33,2

A Tabela 13 apresenta a proposta de atribuicdo dos dados de RMN de *H e 3C das
substancias X1 e XII.

Tabela 13-Dados de RMN de 'H (MeOD, 500 MHz) e '3C (MeOD, 125 MHz) das

substancias XI e XII. (continua)
HiC ox (ppm), J (Hz2) dc (ppm)
Substancia XI Substancia XII Substéancia XI Substancia XI|1
1 3,70 (m) 3,70 (m) 69,7 69,7

2 1,97 (m) 1,97 (m) 48,0 48,0
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Cont. Tabela 13 (continua)
HiC o1 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia XI Substancia XI1 Substancia XI Substancia XI1
3 3,37(dd,®J=9,1e25) 3,37 (dd,®J=9,1e25) 78,8 78,7
4 44,2 44,2
5 48,2 48,2
6 19,1 18,0
7 33,7 33,2
8 40,7 41,0
9 48,3 48,1
10 39,1 37,5
11 24,1 24,0
12 5,28 (m) 5,28 (m) 123,6 127,0
13 145,1 139,3
14 43,1 43,5
15 28,9 29,2
16 24,7 25,3
17 48,2 48,2
18 2,88 (dd,3J=14,3e3,5) 2,25 (d, 33 =10,6) 42,7 54,2
19 47,3 40,3
20 31,7 39,0
21 34,9 30,8
22 33,6 37,5
23 352e328(d,2J=11,1) 3,52e3,28(d,%=11,1) 66,4 66,3
24 0,71(s) 0,71(s) 13,9 13,9
25 1,06 (s) 1,06 (s) 17,7 17,8
26 0,82 (s) 0,82 (s) 17,8 19,1
27 1,19 (s) 1,15 (s) 26,4 24,5
28 177,9 177,9
29 0,95 (s) 0,90 (s) 24,0 17,7
30 0,93 (s) 0,98 (s) 33,3 21,6
| 5,39 (d, 3J=8,1) 5,36 (d, 3J=8,1) 95,7 95,8
2’ 3,33 3,33 73,9 73,9
3 3,35 3,35 78,4 78,3
4 3,39 3,39 71,2 71,2

s 3,41 3,41 78,2 78,2
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Cont. Tabela 13

HiC dn (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia XI Substancia XI1 Substancia XI Substancia XII
3,70 (dd,23=119e %= 3,70(dd,2J=119e3])=
62,5 62,5
4.1) e 3,82 (m) 4,1) e 3,82 (m)
A proposta dos mecanismos de fragmentacao da substancia XI é apresentada da Figura
51.

Figura 51-Proposta de fragmentacéo para a substancia XI.

HO m/z 673 HO m/z 511

- €O,

+Na*

+ CO,

m/z 467 44 Da

Fonte: autora.
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Figura 52-Espectro de RMN de H da mistura das substancias X1 e XI11 (MeOD, 500 MHz).
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Figura 53-Ampliacio do espectro de RMN de 'H da mistura das substancias XI e XII na regido entre 5,5 ¢ 5,1 ppm (MeOD, 500 MHz).
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Figura 54-Ampliacéo do espectro de RMN de *H da mistura das substancias X1 e XI1 na regi&o entre 4,0 e 3,1 ppm (MeOD, 500 MHz).
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Figura 55-Ampliacio do espectro de RMN de *H da mistura das substancias X1 e XI1 na regi&o entre 3,1 ¢ 2,0 ppm (MeOD, 500 MHz)
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Fonte: Autora.
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Figura 56-Ampliacéo do espectro de RMN de *H da mistura das substancias X1 e XI1 na regi&o entre 2,3 ¢ 0,5 ppm (MeOD, 500 MHz).
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Figura 57-Espectro de correlacio heteronuclear (‘*H - 1*C), HSQC, da mistura das substancias XI e XII (MeOD, 'H 500 MHz, 1*C 125 MHz).
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Figura 58-Ampliacéo do espectro de correlagdo heteronuclear (*H - $3C), HSQC, da mistura das substancias XI e XI1 (MeOD, H 500 MHz, °C
125 MHz2).
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Figura 59-Espectro de correlagdo heteronuclear (*H - *C), HMBC, da mistura das substancias XI e X11 (MeOD, *H 500 MHz, °C 125 MHz).
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Figura 60-Ampliacdo do espectro de correlacdo heteronuclear (*H - *C), HMBC, da mistura das substancias X1 e X11 (MeOD, *H 500 MHz, $3C
125 MHz2).
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Figura 61-Espectro de RMN de 3C da mistura das substancias X1 e XII1 (MeOH, 125 MHz).
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Figura 62-Ampliacio do espectro de RMN de 3C da mistura das substancias X1 e X11 na regido entre 85,0 e 50,0 ppm (MeOD, 125 MHz).
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Figura 63-Ampliacéo do espectro de RMN de 3C da mistura das substancias X1 e X11 na regido entre 50,0 e 10,0 ppm (MeOD, 125 MHz).
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Figura 64-Espectro NOE da mistura das substancias X1 e XI1 (MeOD, *H 500 MHz), com irradiacéo do sinal em 3,70 ppm.
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Figura 65-Espectro NOE da mistura das substancias X1 e XI1 (MeOD, *H 500 MHz), com irradiacéo do sinal em 1,06 ppm.
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Figura 66-Espectro de massas de alta resolu¢do no modo positivo da mistura das substancias XI e XII.
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Figura 67-Espectro MS/MS do ion [M+Na]" com m/z 673,39294.
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5.2.2.2 ldentificacéo das substancias X111 e XIV

A substancia XII1 foi identificada em mistura com a substancia XIV. Elas foram
obtidas da fracdo metandlica das folhas, apresentando-se como um so6lido amorfo branco, e
foram identificadas através da anélise de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes e
espectrometria de massas de alta resolugéo.

O espectro de RMN de *H (Figuras 70-73) mostrou um multipleto centrado em &4 5,30
(1H, m), referente ao H-12 olefinico caracteristico de um esqueleto triterpénico com dupla
ligacdo entre os carbonos C-12 e C-13. Foram observados também sinais em 84 2,89 (1H, dd,
8) = 13,5 e 3,5 Hz) e 8n 2,27 (1H, d, 3J = 11,0 Hz), referentes aos hidrogénios H-18 dos
esqueletos oleano e ursano, respectivamente.

A presenca de sinais referentes a hidrogénios anoméricos em 8 5,40 (1H, d, 3J = 8,1
Hz) e &n 5,37 (1H, d, 3J = 8,1 Hz) indicou a presenca de glicosideo na estrutura, o que foi
corroborado pelos multipletos relativos a hidrogénios carbinodlicos na regidao entre o1 3,82 e
3,32. Estas informagdes levaram a sugestdo de que a amostra em questdo se tratava de uma
mistura de saponinas triterpénicas de esqueletos oleano e ursano, semelhante as saponinas XI
e XII descritas anteriormente. Entretanto, o simpleto adicional em &4 7,13 (2H, s) sugeriu a
presenca de um substituinte galoil na estrutura.

Foram observados sinais de hidrogénios oximetinicos em &y 5,03 (1H, dd, 3J =99 e
3,0 Hz) e 81 3,99 (1H, m), além de dois sinais de hidrogénios oximetilénicos em 6y 3,31
(sobreposto pelo solvente, mas observavel no HSQC) e &4 3,01 (1H, d, 2J = 11,8 Hz). Os
sinais entre 6n 2,10-0,85 foram atribuidos aos H metilicos, metilénicos e metinicos dos
esqueletos triterpénicos.

No mapa de contorno HSQC (Figuras 74 e 75) foi possivel observar a correlacdo entre
o simpleto em 6n 7,13 com o sinal de carbono em &¢ 109,0; atribuido aos carbonos C-2°/6’ da
unidade galoil. No espectro de HMBC (Figuras 76 e 77) observou-se a correlacdo deste
simpleto a duas ligagdes (2J) com os carbonos em &c 120,5 (C-1°) e 145,0 (C-3°/5"), e a trés
ligacGes com os sinais em 6¢ 109,0 (C-2°/6"), 138,4(C-4’) ¢ 167,8 (C-7).

O duplo dupleto em &4 5,03 mostrou correlagdo com o sinal de carbono em &c 78,6
(HSQC); atribuido ao C-3. No espectro de HMBC, este duplo dupleto apresentou correlacéo
com os sinais em 8¢ 13,8 (C-24, 3J), ¢ 43,2 (C-4, 4), 5¢ 63,5 (C-23, 2J), 8¢ 66,5 (C-1, 3J) e ¢
167,9 (C-7°, 3J). Esta Gltima correlacéo confirmou a unidade galoil esterificada na posicéo C-

3 do triterpeno.



139

O multipleto em on 3,99 apresentou correlagdo com um sinal de carbono em d¢c 66,5
(HSQC); atribuido ao carbono C-1 do triterpeno. No espectro de HMBC observou-se a
correlacgéo deste multipleto a trés ligacdes (3J) com o carbono em &¢ 78,6; atribuido ao C-3.

Os dupletos em o 3,31 e 6n 3,01 mostraram correlagdo com o mesmo sinal de
carbono em &¢ 63,5 (HSQC), o qual foi atribuido ao carbono C-23. No espectro de HMBC
estes dupletos apresentaram correlagdo com os sinais em 8¢ 13,8 (C-24, 3J), 5c 43,2 (C-4, 2J),
5c 46,3 (C-5,3J) e 8¢ 78,6 (C-3, 3J).

Os sinais de hidrogénios anoméricos em o 5,40 e 61 5,37 mostraram correlagdo com
o carbono em &¢c 94,4 no espectro de HSQC e com o sinal em ¢ 176,9 (C-28, 3J) no espectro
de HMBC. Esta ultima correlagdo confirmou a ligacdo da unidade glicosidica ao triterpeno
através do carbono C-28. Com base na constante de acoplamento Ji» dos hidrogénios
anoméricos® (J = 8,1 Hz) e pelos tipicos sinais de RMN de 'H e *C", a unidade de agticar
foi determinada como sendo a B-glicopiranose.

A estereoquimica do carbono C-1 foi definida com base nos espectros de NOE
(Figuras 79 e 80). Ao se irradiar o sinal em oy 0,86 (H-24), foram observados incrementos
nos sinais em o 3,99 (H-1), én 3,33 (H-23a) e em 64 3,02 (H-23b). Ao se irradiar o sinal em
OH 3,99 (H-1) foram observados incrementos nos sinais em on 1,13 (H-25) ¢ em o4 0,87 (H-
24).

Ja a estereoquimica do carbono C-3 foi definida com base na constante de
acoplamento do sinal de hidrogénio em &y 5,03 (dd, 3J = 9,9 e 3,0 Hz), atribuido ao H-3. A
constante de acoplamento de 9,9 Hz indicou que H-3 esta na posic¢do axial e acopla com o
hidrogénio H-2 p com J diaxial®2. Deste modo, a unidade galoil esta ligada ao C-3 pela face p.

Assim como nas saponinas XI e XII, os deslocamentos quimicos dos sinais atribuidos
ao C-23 (6c 65,3) e ao C-24 (dc 14,9) sugerem que o0 grupo hidroximetilénico esteja orientado
na posi¢ao a-equatorial em C-4.

No espectro de massas de alta resolucdo em modo negativo (Figura 81) o pico do ion
molecular [M-H]™ foi observado em m/z 801,40735. Para este ion, a formula molecular
calculada foi Ca3He1014 (erro de 2,205 ppm). O espectro MS/MS do ion em m/z 801,40735
(Figura 82) apresentou um fragmento principal em m/z 639,35425; correspondente a perda da
unidade glicopiranosidica, [M-H-162]; além de um pico em m/z 168,00557; correspondente
ao ion radicalar galoil.

Deste modo, as estruturas das substancias X111 e XIV foram definidas como sendo o

éster 28-O-B-glicopiranosideo do &cido 3-O-B-galoil-1a,23-di-hidroxi-olean-12-en-28-oico e
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0 éster 28-O-B-glicopiranosideo do acido 3-O-B-galoil-1a,23-di-hidroxi-urs-12-en-28-0ico
(Figura 68), duas saponinas inéditas na literatura até 0 momento.

Figura 68-Estruturas das substancias XIII e XIV, identificadas como éster 28-O-f-
glicopiranosideo do &cido 3-O-B-galoil-1a,23-di-hidroxi-olean-12-en-28-oico e éster 28-O-f-
glicopiranosideo do &cido 3-O-B-galoil-1a,23-di-hidroxi-urs-12-en-28-oico.

(X11)
éster 28-O-B-glicopiranosideo do acido 3-O-B-galoil-1a,23-di-hidroxi-olean-12-en-28-oico
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(XIV)
éster 28-O-B-glicopiranosideo do acido 3-O-B-galoil-1a,23-di-hidroxi-urs-12-en-28-oico

Fonte: autora.

A Tabela 14 apresenta a proposta de atribuicdo dos dados de RMN de *H e 3C das
substancias X111 e XIV.

Tabela 14-Dados de RMN de 'H (MeOD, 500 MHz) e ¥C (MeOD, 125 MHz) das
substancias X111 e XIV. (continua)

H/C on (ppm), J (Hz) dc (ppm)

Substancia X111 Substancia XIV Substancia X111  Substancia X1V

1 3,99 (m) 3,99 (m) 68,0 68,0
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Cont. Tabela 14 (continua)
HiC 1 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia X111 Substancia X1V Substancia X1l Substancia XIV
2 2,07 (m) e 1,06 (m) 48,2 48,2
3 5,03 (dd,®J=9,9¢e3,00 5,03(dd,3J=9.9¢€ 3,0) 80,0 80,0
4 44,8 44,8
5 48,2 48,2
6 19,1 19,1
7 33,6 33,6
8 40,6 40,6
9 48,2 48,2
10 39,1 37,7
11 24,1 24,1
12 5,30 (m) 5,30 (m) 122,5 127,0
13 146,6 138,2
14 43,2 43,2
15 29,4 29,4
16 24,7 24,8
17 47,4 47,4
18  2,89(dd,*J=13,5€ 3,5) 2,27 (d, 33 =11,0) 42,8 54,4
19 48,2 40,4
20 31,7 39,1
21 33,8 31,6
22 33,7 37,6
23 3,31e3,01(d,2=118) 3,31e3,01(d,2J=118) 65,3 65,3
24 0,87(s) 0,87(s) 14,9 14,9
25 1,13 (s) 1,13 (s) 16,2 16,2
26 0,93 (s) 0,93 (s) 16,3 16,3
27 1,22 (s) 1,22 (s) 25,0 25,0
28 176,8 176,8
29 1,18 (s) 0,85 (s) 22,9 16,6
30 0,94 (s) 0,95 (s) 32,1 22,5
| 121,7 121,7
2’ 7,13 (s) 7,13 (s) 110,4 110,4
3 146,6 146,6

¢ 139,9 139,9



142

Cont. Tabela 14

HiC 1 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia X111 Substancia X1V Substancia X1l  Substancia XIV
5 146,6 146,6
6’ 7,13 (5) 7,13 (5) 110,4 110,4
k 169,2 169,2
1” 5,40 (d, %) = 8,1) 5,37 (d, 3 = 8,1) 95,9 95,9
2” 3,32 3,32 71,3 71,3
3” 3,36 3,36 78,8 78,7
4” 3,37 3,37 68,0 68,0
5” 3,41 3,41 78,4 78,5
3,70 (dd, 23 =11,7e% = 3,70 (dd, 2 =11,7e %) =
4,1) e 3,82 (m) 4,1) e 3,82 (m) 025 oL
A Figura 69 apresenta a proposta dos mecanismos de fragmentacdo da substancia
XIHI.

Figura 69-Proposta de fragmentacao para a substancia XI11.

OH m/z 801 OH m/z 639 162 Da

m/z 168 471 Da
Fonte: autora.
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Figura 70-Espectro de RMN de 'H da mistura das substancias XIII e XIV (MeOD, 500 MHz).
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—

H da mistura das substancias XIII e XIV na regido entre 6,0 ¢ 4,8 ppm (MeOD, 500 MHz).
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Figura 72-Ampliacio do espectro de RMN de 'H da mistura das substancias XIII e XIV na regido entre 4,2 ¢ 2,7 ppm (MeOD, 500 MHz).
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Figura 73-Ampliacio do espectro de RMN de 'H da mistura das substancias XIII e XIV na regido entre 2,5 ¢ 0,5 ppm (MeOD, 500 MHz).

TRIL”
GoZL”
eoLL”
9zZ8L"
686L"
0TT8”
cheg”
1ch8”
6678"
0998°
LEBB"
G906 "
926"

£0¥e

£196"
0c86"
866"

Z8€0°
8GF0"
8260°
FLSO"
9kLO"

L080

6880°
L¥e0’
662T"
00%T"
08LT"
LZetT”
Teze:
1182
106"
060€"°
LFFE"
TeESE”
689¢€"
6ETY”’
gren”
FoEw”
0Z8¥*
0TLy"
3¥06”
0ETS"
19z¢°
LESG”
c1e9”
£969°
9€£89°
FLOL®
TLEL”
gLEL”
FZeL”
£99L"°

006L

SL6L®
08z8"
1948’
6916
£986°
G666°

8£20

GEED®
0¢k0”"
6860°
7L90”
L9LO"
A4
GT0T”
c80T"
£66T"
£18z”

_—— eSS\ irmmmm—

NN NN NN NN NN NN A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A TA A A A TA A AAD DO OO OO DO OO0 OO DO

ol’J
2
—

'\‘

2.3

ppm

1.9 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8 0.7

2.0

21

2.2

2.4
Fonte: Autora.



147

Figura 74-Espectro de correlagio heteronuclear (‘H - 1*C), HSQC, da mistura das substancias XIII e XIV (MeOD, 'H 500 MHz, *C 125 MHz).
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Figura 75-Ampliacdo do espectro de correlagdo heteronuclear ('H - 13C), HSQC, da mistura das substancias XIII ¢ XIV (MeOD, 'H 500 MHz,
13C 125 MHz).
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Figura 76-Espectro de correlagio heteronuclear (‘H - 1*C), HMBC, da mistura das substancias XIII e XIV (MeOD, 'H 500 MHz, *C 125 MHz).
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Figura 77-Ampliacdo do espectro de correlaco heteronuclear ('H - 13C), HMBC, da mistura das substancias XIII e XIV (MeOD, 'H 500 MHz,
13C 125 MHz).
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Figura 78-Espectro de RMN de '*C da mistura das substancias XIII e XIV (MeOH, 125 MHz).
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Figura 79-Espectro NOE da mistura das substancias XIII e XIV (MeOD, 'H 500 MHz), com irradiagdo do sinal em 0,87 ppm.
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Figura 80-Espectro NOE da mistura das substancias XIII e XIV (MeOD, 'H 500 MHz), com irradiagdo do sinal em 3,99 ppm.
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Figura 81-Espectro de massas de alta resolu¢do no modo negativo da mistura das substancias XIII e XIV.
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Figura 82-Espectro MS/MS do ion [M-H] com m/z 801,40735.
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5.2.3 IDENTIFICACAO DOS FLAVONOIDES

5.2.3.1 ldentificacdo da substancia XV

A substancia XV foi isolada da fracdo em acetato de etila das folhas, apresentando-se
como um solido amorfo de coloracdo amarela. Esta substancia foi identificada através da
analise de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes, além de comparacdo com dados
da literatura™ "™,

No espectro de RMN de H (Figura 84) foi observada a presenca de dois dupletos em
3n 8,09 (2H, d, 3 = 8,9 Hz) e on 6,90 (2H, d, 3J = 8,9 Hz) caracteristicos de sinais de
hidrogénios aromaticos orto-acoplados. Neste mesmo experimento foram observados dois
dupletos em &n 6,40 (1H, d, *J = 2,0 Hz) e &n 6,19 (1H, d, *J = 2,0 Hz) com acoplamento
tipicamente meta. Estas observacgdes, juntamente com a auséncia do simpleto na regido entre
OH 6,30 ¢ on 6,60, atribuido ao hidrogénio H-3 de flavonas, sugeriram a presenca de um
flavonol contendo um substituinte na posi¢cdo C-4’ do anel B e um anel A substituido nas
posicdes C-5e C-7.

No mapa de contorno HSQC (Figura 85), pdde-se observar que o dupleto em doH 6,19
(H-6) apresenta correlagdo com um sinal de carbono em ¢ 98,0; atribuido ao carbono C-6.
No espectro de HMBC (Figura 86), observou-se a correlacdo deste dupleto a duas ligagdes
(J) com os carbonos em &c 161,7 (C-5) e dc 164,3 (C-7) e a trés ligagdes (3J) com os
carbonos em dc 93,2 (C-8) e 6¢ 103,4 (C-10).

O dupleto em 61 6,40 (H-8) mostrou correlagdo com o sinal de carbono em ¢ 93,2;
referente ao carbono C-8 (HSQC), enquanto no espectro de HMBC foi observada a correlacao
deste dupleto a duas ligagdes (2J) com os carbonos em 3¢ 164,3 (C-7) e &c 156,9 (C-9) e a trés
ligacdes (3J) com os carbonos em d¢c 98,0 (C-6) e 6¢c 103,4 (C-10).

No espectro de HSQC observou-se a correlagdo do dupleto em 6n 6,90 (H-3°/5") com
o sinal de carbono em d¢ 114,9; referente aos carbonos C-3°/5’. No espectro de HMBC pdde-
se observar a correlagio destes hidrogénios (H-3/5") a duas ligagdes (2J) com o carbono em
159,3 (C-4’) e a trés ligagdes (3J) com os carbonos em dc 122,4 (C-1°) e em &¢c 114,9 (C-
3°/5%).

Observou-se ainda, no espectro de HSQC, a correlagdo do dupleto em on 8,09 (H-
2°/6”) com o sinal de carbono em dc 129,3; referente aos carbonos C-2°/6’. No espectro de

HMBC pode-se observar a correlagio destes hidrogénios (H-2°/6") a trés ligagdes (3J) com os
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carbonos em dc 146,7 (C-2), 6c 159,3 (C-4’) e oc 129,3 (C-2°/6’) e a duas ligagdes com o
carbono em ¢ 114,9 (C-3°/5).

Com as informacdes obtidas nos experimentos de RMN e em comparacdo com dados
da literatura®’ (Tabela 15) foi possivel concluir que a substancia em questdo trata-se do

kaempferol (Figura 83), isolado na forma aglicona pela primeira vez no género Miconia.

Figura 83-Estrutura da substancia XV, identificada como kaempferol.

Fonte: autora.

Tabela 15-Dados de RMN de *H (MeOD, 500 MHz) e *C (MeOD, 125 MHz) da substancia
XV em comparagdo com os dados de RMN de *H (DMSO-ds, 500 MHz) e *C (DMSO-ds,
125 MHz) do kaempferol.

o1 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
HIC Moura, Vilegas e dos
Substancia XV S g74 Substancia XV Agrawal™
antos
2 146,7 146,8
3 135,6
4 175,9
5 161,7 160,7
6 6,19 (d, 23 =2,0) 6,20 (d, *J =2,0) 98,0 98,2
7 164,3 163,9
8 6,40 (d, 3 =2,0) 6,44 (d, *J =2,0) 93,2 93,5
9 156,9 156,2
10 103,4 103,1
1’ 122,4 121,7
2’/6> 8,09 (d, 3% =8,9) 8,05 (d, 3 =8,5) 129,3 129,5
3°/5  6,90(d,%=8,9) 6,94 (d, %) =8,5) 1149 115,4

4 159,3 159,2
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Figura 84-Espectro de RMN de 'H da substancia XV (MeOD, 500 MHz).
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Figura 85-Espectro de correlacdo heteronuclear (*H - 3C), HSQC, da substincia XV (MeOD, *H 500 MHz, *C 125 MHz).
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Figura 86-Espectro de correlagio heteronuclear (‘H - 1*C), HMBC, da substincia XV (MeOD, H 500 MHz, *C 125 MHz).
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5.2.3.2 ldentificacéo das substancias XVI e XVII

A substancia XVI (majoritaria) foi identificada em mistura com a substancia XVII
(minoritaria). Elas foram obtidas da fracdo metanolica das folhas, apresentando-se como um
solido amorfo de coloracdo amarela-esverdeada. Estas substancias foram identificadas através
da andlise de experimentos de RMN em uma e duas dimens@es, espectrometria de massas,
além de comparacéo com dados da literatura’.

O espectro de RMN de *H (Figura 89) mostrou sinais caracteristicos da aglicona
kaempferol. Para o composto majoritario foi observada a presenca de dois dupletos em on
8,06 (2H, d, 3J = 8,9 Hz) e &1 6,89 (2H, d, 3J = 8,9 Hz), atribuidos aos hidrogénios H-2°/6’ ¢
H-3°/5°, respectivamente. Neste mesmo experimento foram observados dois dupletos em 6H
6,41 (1H, d, J = 2,1 Hz) e 61 6,21 (1H, d, 4] = 2,1 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-6
do anel A.

Para o composto minoritario foi observada a presenca de dois dupletos em 6+ 8,08
(2H, d, 3J = 9,0 Hz) e &1 6,88 (2H, d, 3J = 9,0 Hz), referentes aos hidrogénios H-2°/6" e H-
3°/5”, respectivamente, e dois dupletos em on 6,41 (1H, d, 23 =2,1 Hz) e $u 6,21 (1H, d, 4J =
2,1 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-6 do anel A que mantém uma relacdo meta entre
Si.

No mapa de contorno HSQC (Figura 90), pdde-se observar que o dupleto em dH 6,21
(H-6) apresenta correlagdo com um sinal de carbono em ¢ 98,5; atribuido ao carbono C-6.
No espectro de HMBC (Figura 91), observou-se a correlacdo deste dupleto a duas ligacdes
(?J) com os carbonos em &c 161,5 (C-5) e dc 164,6 (C-7) e a trés ligagdes (3J) com os
carbonos em ¢ 93,3 (C-8) e 6c 104,4 (C-10).

O dupleto em dH 6,41 (H-8) mostrou correlagdo (HSQC) com o sinal de carbono em 6¢
93,5; referente ao carbono C-8, enquanto no espectro de HMBC foi observada a correlacéo
deste dupleto a duas ligagdes (2J) com os carbonos em 8¢ 164,6 (C-7) e 5c 157,0 (C-9) e a trés
ligacdes (3J) com os carbonos em &¢c 98,5 (C-6) e 6¢c 104,4 (C-10).

No espectro de HSQC observou-se a correlagcdo do dupleto em 61 6,89 (H-3°/5") com
o sinal de carbono em &¢ 114,7; referente aos carbonos C-3°/5°. No espectro de HMBC estes
hidrogénios (H-3°/5") apresentaram correlacdo a duas ligagdes (2J) com o carbono em 160,2
(C-4’) e a trés ligagdes (3J) com os carbonos em 5c 121,4 (C-1°) e em 8¢ 114,7 (C-3°/5").

Observou-se ainda, no espectro de HSQC, a correlagdo do dupleto em on 8,06 (H-

2°/6”) com o sinal de carbono em dc 130,8; referente aos carbonos C-2°/6°. No espectro de
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HMBC foi possivel observar a correlagdo destes hidrogénios (H-2°/6’) em trés ligacdes (3J)
com os carbonos em dc 160,2 (C-4") e 6¢c 130,8 (C-2°/6).

A presenca de multipletos relativos a hidrogénios carbindlicos na regido entre o 3,18
e 3,70 indicou a presenca de glicosideo na estrutura, o que foi corroborado pelos sinais
referentes aos hidrogénios anoméricos em dn 5,23 (1H, d, 3 = 7,5 Hz) para 0 composto
majoritario e 8n 5,12 (1H, d, J = 7,8 Hz) para o minoritario.

O residuo de agucar do composto majoritario foi confirmado na posicao C-3 através da
correlacdo observada no espectro de HMBC entre o hidrogénio anomérico em oH 5,23 com 0
carbono 8¢ 134,1; atribuido ao carbono C-3 (3J). No espectro de HSQC pdde-se observar a
correlacdo deste hidrogénio (H-1"") com o sinal de carbono em dc 102,7; referente ao carbono
C-17.

Em um flavonoide glicosilado, a configuracdo do glicosideo ligado a aglicona pode ser
determinada por meio do valor da constante de acoplamento do sinal do hidrogénio anomérico
(Tabela 11, pagina 116)%. Na amostra em questdo, os valores das constantes de acoplamento
dos sinais referentes aos hidrogénios anoméricos em &n 5,23 (3J = 7,5 Hz) para o composto
majoritario e dn 5,12 (3 = 7,8 Hz) para o minoritario sugerem que as unidades de aglcar
sejam os piranosideos glicose, galactose ou xilose ligadas ao carbono C-3 pela face f.

No espectro de massas de alta resolucdo em modo negativo (Figura 92) o pico do ion
molecular [M-H] foi observado em m/z 447,09320. Para este ion, a férmula molecular
calculada foi C21H19011 (erro de 2,264 ppm). O espectro MS/MS do ion em m/z 447,09320
(Figura 93) apresentou um fragmento em m/z 285,04028; correspondente a perda da unidade
glicosidica, mais especificamente uma hexose, [M-H-162]".

Deste modo, com as informacdes obtidas nos experimentos de RMN anteriormente
descritos, no espectro de RMN de 3C (Figura 94), além de comparacdo com dados da
literatura™ (Tabelas 16 e 17) foi possivel concluir que a substancia majoritaria é o
kaempferol-3-O-B-glicopiranosideo (XV1), isolado pela primeira vez no género Miconia e a
substancia minoritaria € o kaempferol-3-O-B-galactopiranosideo (XVII) (Figura 87),

previamente isolado das espécies Miconia rubiginosa® e Miconia alypifolia®..
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Figura 87-Estruturas das substancias XVI e XVII, identificadas como kaempferol-3-O-f-

glicopiranosideo e kaempferol-3-O-B-galactopiranosideo.

(XV1) (XV1I)

Fonte: autora.

Tabela 16-Dados de RMN de *H (MeOD, 500 MHz) e 3C (MeOD, 125 MHz) da substancia
XVI em comparac¢io com os dados de RMN de *H (DMSO-ds, 500 MHz) e *C (DMSO-ds,

125 MHz) do kaempferol-3-O-B-glicopiranosideo. (continua)
Hic o1 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia XVI Nugroho et al.”® Substancia XVI Nugroho et al. ™
2 157,7 156,3
3 134,1 133,2
4 178,1 177,4
5 161,5 161,2
6 6,21 (d, 43 =2,1) 6,21 (d, %1 =2,1) 98,5 98,7
7 164,6 164,2
8 6,41 (d, %) = 2,1) 6,43 (d, 4 = 2,1) 93,5 93,6
9 157,0 156,3
10 104,4 103,9
1 1214 120,9
2°/6° 8,06 (d, 3] = 8,9) 8,04 (d, 3] = 8,8) 130,8 130,7
3°/5 6,89 (d, 3 = 8,9) 6,89 (d, 3J = 8,8) 114,7 115,0
4 160,2 159,9
17 5,23 (d, %) = 7,5) 5,54 (d, 31 = 7,2) 102,7 100,9
27 3,46 (m) 74,3 74,2
3 3,44 (m) 76,6 76,4
47 3,33 (m) 69,9 69,9

57 3,22 (m) 77,0 77,4
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Cont. Tabela 16

HiC dn (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia XVI Nugroho et al.”® Substancia XVI Nugroho et al.
3,55 (m) e 3,69 (dd,
6’ 61,2 60,8
J=11,8e2,5)

Tabela 17-Dados de RMN de *H (MeOD, 500 MHz) e *C (MeOD, 125 MHz) da substancia
XVII em comparagdo com os dados de RMN de *H (DMSO-ds, 500 MHz) e 3C (DMSO-ds,
125 MHz) do kaempferol-3-O-f-galactopiranosideo.

Hic o1 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia XVII Nugroho et al.”® Substancia XVII Nugroho et al.”

2 157,7 156,4
3 134,1 133,3
4 178,1 177,6
5 161,7 161,2
6 6,21 (d, 4 = 2,1) 6,18 (d, 4 = 1,9) 98,5 99,4
7 164,7 164,2
8 6,41 (d, 4 =2,1) 6,42 (d, ¥ = 1,9) 93,3 93,7
9 157,2 156,4
10 104,3 104,0
r 121,4 120,9

2°/6° 8,08 (d, 3J = 9,0) 8,06 (d, 3J = 8,8) 131,0 131,0

35 6,88 (d, 3J = 9,0) 6,85 (d, 3J = 8,8) 114,7 115,1
4 160,2 160,0
1” 5,12 (d, 3 = 7,8) 5,39 (d, 3J = 7,5) 103,6 101,7
2 3,81 (M) 71,2 71,2
3 3,55 (m) 73,6 73,1
47 3,83 (m) 68,6 67,9
57 3,33 (M) 75,7 75,6
6” 3,60 (m)e 3,54 (m) 62,9 60,2

A proposta dos mecanismos de fragmentacdo da substancia XVI é apresentada na

Figura 88.
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Figura 88-Mecanismos de fragmentagédo da substancia XVI.
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Fonte: autora.
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Figura 89-Espectro de RMN de H da mistura das substancias XVI e XV11 (MeOD, 500 MHz).
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Figura 90-Espectro de correlagdo heteronuclear (*H - *C), HSQC, da mistura das substancias XV1 e XVII (MeOD, *H 500 MHz, 13C 125 MHz).
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Figura 91-Espectro de correlagio heteronuclear (H - 3C), HMBC, da mistura das substancias XVI e XVII (MeOD, *H 500 MHz, 13C 125
MHz).
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Figura 92-Espectro de massas de alta resolugdo no modo negativo da mistura das substancias XVI ¢ XVII.
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Figura 93-Espectro MS/MS do ion [M-H] com m/z 447,09320.
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Figura 94-Espectro de RMN de *C da mistura das substancias XVI e XVII (MeOD, 125 MHz).
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5.2.4 IDENTIFICACAO DOS FEOFORBIDEOS

5.2.4.1 Identificacédo da substancia XVIII

A substancia XV1I1 foi isolada da fracdo em acetato de etila das folhas, apresentando-
se como um solido amorfo de coloragéo preta azulada. Esta substancia foi identificada através
da analise de experimentos de RMN em uma e duas dimensfes, além de comparacdo com
dados da literatura’,

O espectro de RMN de H (Figuras 96-100) revelou absorges para um grupo de
hidrogénios vinilicos em dn 7,97 (dd, 3) =178 e 11,4 Hz) (H-3%), 6,29 (dd, 3J =178 e 2] =
1,3 Hz) (H-3% E), 6,17 (dd, 3J = 11,4 e 2J = 1,3 Hz) (H-3? 2), trés metilas olefinicas em n
3,68 (H-121), 3,39 (H-21) e 3,21 (H-7%) e trés hidrogénios olefinicos em dn 9,52; 9,38 € 8,56;
estes Ultimos condizentes com absorc¢des dos hidrogénios 10, 5 e 20 do ndcleo porfirinico das
feofitinas do tipo A’®. Adicionalmente, observou-se um conjunto de deslocamentos quimicos
para hidrogénios metoxilicos em 8n 3,87 (H-13%) e etoxilicos em &y 4,02 (m) (H-17%) e 1,11
(t, 3J = 7,1 Hz) (H-17°). A auséncia de um envelope de sinais na regido de hidrogénios
alifaticos, normalmente atribuido a cadeia do fitol nas feofitinas, sugeriu que a substancia
XVIII tratava-se de um feoforbideo.

O espectro de RMN de *3C (Figura 101) mostrou picos para 37 atomos de carbono,
com destaque para os carbonos carbonilicos de grupo ceto em &¢c 189,6 (C-131) e de grupo
éster em S¢ 172,2 (C-17%) e 6c 169,6 (C-13%).

Através do espectro de HMBC (Figuras 102 e 103) foi possivel confirmar as posi¢des
dos grupos substituintes no anel porfirinico. Este espectro mostrou correlagdo a trés ligacGes
entre os sinais em &y 6,29 (H-32 E) e 6,17 (H-3% Z) com &¢c 136,3, atribuido ao C-3; entre 0
sinal em 8n 7,97 (H-3') com &c 131,8, atribuido ao C-2; e ainda entre o sinal em &n 1,68,
atribuido ao CHs-82, com &c¢ 145,2, atribuido ao C-8, permitindo assim definir as posi¢des 3 e
8 para os grupos vinilico e etilico, respectivamente.

A confirmacdo das posi¢Ges dos grupos metilicos olefinicos foi feita com base nas
seguintes correlagdes observadas no espectro HMBC: CHs-2! (81 3,39) com 8¢ 142,1 (C-1, %))
e dc 131,8 (C-2, 2J); CH3-7* (8w 3,21) com 8¢ 136,2 (C-7, %), &¢c 145,2 (C-8, 3J) e ¢ 155,7
(C-6, 2J) e CH3-12! (8n 3,68) com &c 129,1 (C-13, 3J) e 8¢ 137,4 (C-11, 3J). A presenca do
grupo metilico na posi¢ao 18 foi confirmada pela correlagdo entre o sinal em on 1,81 (CHs-

18') com &¢ 50,1, atribuido ao C-18 (2J) e com ¢ 172,9, atribuido ao C-19 (3J).
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O deslocamento quimico observado no espectro de 3C para o carbono carbonilico C-
132 esta em desacordo com os dados apontados por Schwikkard, Mulholland e Hutchings’,
Antas e Silva et al.”” e Chaves et al.’®. Segundo estes autores, o deslocamento quimico de C-
133 ¢ 8¢ 173,0. Entretanto, este valor de deslocamento quimico é mais corretamente atribuido
ao C-19, enquanto o valor do deslocamento quimico de C-133 ¢ §c 169,6. Esta atribuicdo ao
C-133 é inequivoca, uma vez que o espectro de HMBC mostrou correlacio entre o C-133 (8¢
169,6) e os hidrogénios H-13? (31 6,26) (2J) e H-13% (54 3,88) (3J).

A confirmacdo da presenca do grupo metil éster na posicdo C-13° foi possivel pela
observagdo das seguintes correlagdes no espectro de HMBC: H-132 (3n 6,26) com ¢ 169,6
(C-133, 2J) e CHs-13* (61 3,88) com &¢c 169,6 (C-133, 3J). Do mesmo modo, a presenca do
grupo etil éster na posicdo C-17° foi confirmada pelas correlacdes entre CHo-17* (51 4,02) e
dc 172,2 (C-173,3)) e entre CH3-17° (51 1,10) e 8¢ 60,5 (C-174, 2J). O espectro COSY (Figura
104) mostrou o acoplamento entre os hidrogénios CH,-17* e CHs-17°, corroborando a
presenca do grupo etil éster.

Com as informacdes obtidas nos experimentos de RMN descritos anteriormente, alem
dos dados do experimento de HSQC (Figuras 105 e 106) e em comparacdo com dados da
literatura’® (Tabelas 18 e 19) foi possivel concluir que a substancia em questéo trata-se do etil
feoforbideo A (Figura 95), uma porfirina cuja ocorréncia é relatada pela primeira vez no
género Miconia.

Figura 95-Estrutura da substancia XVIII, identificada como etil feoforbideo A.

32
=3

Fonte: autora.
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Tabela 18-Dados de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) e *C (CDCls, 125 MHz) da substancia
XVIII em comparagdo com os dados de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) e 3C (CDCls, 75

MHZz) do etil feoforbideo A. (continua)
61 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Schwikkard, Schwikkard,
H/C Substancia XV111 Mulholland e Substancia XVII1 ~ Mulholland e
Hutchings’® Hutchings’®
1 142,1 142,0
2 131,8 131,8
2! 3,39 (s) 3,39 (s) 12,1 12,1
3 136,3 136,5
7,97 (dd,3)=178¢e 7,95(dd,3J=152¢e
3t 129,0 129,0
11,4) 11,4)
6,29 (dd,®*J=17,8e2) 6,25(dd,3J=152¢
3 (E) 122,8 122,8
=13) 2J=2,3)
6,17 (dd,*J=11,4e2) 6,15(dd,3J=11/4e
3(2)
=13) 2J=2,3)
4 136,5 136,2
5 9,36 () 9,36 (s) 97,6 97,5
6 1557 155,5
7 136,2 136,1
7t 3,21 (s) 3,15 (s) 11,2 11,2
8 145,2 145,2
8! 3,67 (m) 3,66 (q,%)=8,3) 19,5 19,7
82 1,68 (t,%=17,6) 1,68 (t, %3 =8,3) 17,4 17,3
9 151,0 151,0
10 9,50 (s) 9,50 (s) 104,4 104,4
11 137,9 137,9
12 129,1 129,1
121 3,68 () 3,65 () 12,1 12,2
13 129,1 129,0
131 189,6 189,6
132 6,26 () 6,26 () 64,7 64,7
133 169,6 173,0
134 3,88 (s) 3,88 (s) 52,8 53,0
14 149,7 150,0
15 105,3 105,2
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dn (ppm), J (Hz) dc (ppm)

H/C Schwikkard, Schwikkard,

Substancia XVIII Mulholland e Substancia XVIII Mulholland e

Hutchings™ Hutchings’®
16 161,3 161,3
17 4,21 (m) 4,21 (m) 51,2 51,1
17t 29,8 29,8
172 31,2 31,2
173 172,2 172,0
174 4,02 (m) 4,00 (m) 60,5 61,0
17° 1,10 (t,%3=7,3) 1,10 (t, %) =7,6) 14,1 14,0
18 4,47 (m) 4,46 (m) 50,1 50,1
18! 1,81(d,%=73) 1,80 (d, % =7,6) 23,0 22,7
19 172,9 170,0
20 8,55 () 8,55 (s) 93,1 93,1

Tabela 19-Dados de RMN de *H (CDCIls, 500 MHz), 3C (CDCls, 125 MHz), HMBC e

COSY da substancia XVIII. (continua)
HMBC COosYy
H/C  &u(ppm)  &c(ppm) e e TN
1 142,1
2 131,8
2t 3,39 12,0 C-2 C-1
3 136,3
3t 7,97 129,1 C-32 C-2; C-4 H-32 (E); H-32 (2)
3%2(E) 6,29 122,8 c-3t C-3 H-31
32(2) 6,17 C-3 H-3t
4 136,5
5 9,36 97,6 C-7
6 155,7
7 136,2
7t 3,21 11,2 C-7 C-6; C-8
8 145,2
gt 3,67 19,5 C-8, C-82 C-9 CHs-82
82 1,68 17,4 c-8t C-8 CH,-8*
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HMBC COSY
H/C  &u(ppm)  &c(ppm) e e TN
9 151,0
10 9,50 104,4 C-11 C-8; C-12
11 137,4
12 129,0
121 3,68 12,1 C-11; C-13
13 129,1
131 189,6
13? 6,26 64,7 C-15; C-13%; C-13° C-14
133 169,6
134 3,88 52,8 C-133
14 149,7
15 105,3
16 161,3
17 4,21 51,2 C-17* C-18t
17! 29,7 C-172
172 31,2 C-17% C-173 C-17
173 172,2
174 4,02 60,5 C-17° C-173 CHz-17°
17° 1,10 14,1 C-174 CHp-174
18 4,47 50,1 C-17; C-18% C-19 C-16; C-17* CHs-18!
18t 1,81 23,1 C-18 C-19 H-18
19 172,9
20 8,55 93,1 C-1 C-2;C-18
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Figura 97-Ampliac&o do espectro de RMN de H da substancia XVI11 na regido entre 9,8 e 7,0 ppm (CDCls, 500 MHz).
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Figura 98-Ampliacio do espectro de RMN de H da substancia XVI11 na regido entre 6,7 e 4,0 ppm (CDCls, 500 MHz).
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Figura 99-Ampliacio do espectro de RMN de H da substancia XVI11 na regido entre 4,0 e 3,1 ppm (CDCls, 500 MHz).
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Figura 100-Ampliacdo do espectro de RMN de ‘H da substancia XVI11 na regido entre 2,8 e 1,0 ppm (CDCls, 500 MHz).
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Figura 101-Espectro de RMN de **C da substancia XV111 (CDCls, 125 MHz).
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Figura 102-Espectro de correlagdo heteronuclear (*H - 3C), HMBC, da substancia XVI11 (CDCls, *H 500 MHz, *C 125 MHz).

H-5 H-132
H-10 __."
N _— A
H-32 (E)
A t I HIL ppm
L - 0
..Q "‘. [ I
_ ¢ L L L
S c—J.E:'11 ' 01' ¢ 20
c-171 - [
c-171 e ' "
— 40
A c-17 o “te 48
L ] — 60
¢ 4 — 80
c-15 —100
c-3? . ~120
c-12 . \ )
coiilds i § | il C—3 -
. C-7 y c-4 4 lh —140
=4 c-144 ‘
c-133 T i 160
44 c-19 ﬂ*
—180
c-13% .
200
""""" | I R D D L I B I B B
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Fonte: Autora.



Figura 103-Ampliacdo do espectro de correlagdo heteronuclear (*H - **C), HMBC, da substincia XV 111 (CDCls, *H 500 MHz,
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13C 125 MHz).
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Figura 104-Espectro de correlagdo homonuclear (*H - tH), COSY, da substincia XVI11 (CDClsz, 500 MHz).
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Figura 105-Espectro de correlagdo heteronuclear (*H - $3C), HSQC, da substancia XVI11 (CDCls, *H 500 MHz, *C 125 MHz).
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Figura 106-Ampliacdo do espectro de correlagio heteronuclear (*H - *C), HSQC, da substancia XVIII (CDCls, tH 500 MHz, 13C 125 MHz).

c-171

D oD >

c-172

2.5 2.0

Fonte: Autora.

1.5 1.0 0.5 0.0 ppm



188

5.2.4.2 ldentificacédo da substancia XIX

A substancia XIX foi isolada da fracdo em acetato de etila das folhas, apresentando-se
como um solido amorfo de coloracdo verde amarelada. Esta substancia foi identificada através
da andlise de experimentos de RMN em uma e duas dimensdes, além de compara¢do com
dados da literatura’,

O espectro de RMN de *H (Figura 108) revelou absorc¢des similares as da substancia
XVIII, sugerindo que a substancia XIX também possuisse um nucleo porfirinico em sua
estrutura. Foram observados os sinais de hidrogénios vinilicos em &4 8,04 (dd, 3J = 17,8 e
11,5 Hz) (H-3%), 6,41 (dd, ) =17,8 e2) =1,0 Hz) (H-32E) € 6,26 (dd, 3J=115e21=1,0
Hz) (H-3% Z) e de trés hidrogénios olefinicos em 6 10,43; 9,72 e 8,57; atribuidos
respectivamente aos hidrogénios 5, 10 e 20 do nucleo porfirinico da molécula, além de
deslocamentos quimicos para hidrogénios metoxilicos em 8n 3,92 (s) (H-13%) e etoxilicos em
81 4,04 () (H-17% e 1,14 (t, 3 = 7,2 Hz) (H-17°).

Foi observado ainda um sinal adicional em 6y 11,21 (S), atribuido ao hidrogénio do
grupo aldeido localizado na posicdo 7* de derivados da clorofila do tipo b. A localizagio do
grupo aldeido nesta posi¢do foi confirmada pela auséncia do sinal em aproximadamente on
3,20; relativo a metila olefinica H-71.

Assim como no espectro da substancia XVI111, a auséncia de um envelope de sinais na
regido de hidrogénios alifaticos, normalmente atribuido a cadeia do fitol nas feofitinas,
sugeriu que a substancia XI1X também se tratava de um feoforbideo.

A atribuicdo dos sinais de carbono da molécula foi feita por meio das correlagdes
observadas nos espectros de HSQC (Figuras 109 e 110) e HMBC (Figuras 111 e 112), em
funcdo da massa da amostra ter sido insuficiente para a aquisicdo do espectro de *3C.

No espectro de HSQC foi possivel observar a correlagdo entre o simpleto em on 11,21
(H-7Y com o sinal de carbono em &c 187,8; atribuido ao carbono carbonilico do grupo
aldeido.

O simpleto em &4 10,43 (H-5) apresentou, conforme observado no espectro de HSQC,
correlacdo com o sinal de carbono em 6¢ 101,7; o qual foi atribuido ao carbono olefinico C-5.
No espectro de HMBC foi observada correlacdo a duas ligagdes (2J) com o carbono em &c
137,5 (C-4).

O simpleto em dn 9,72 (H-10) apresentou correlagdo com o sinal de carbono em ¢
106,9 (C-10) no espectro de HSQC e com os sinais em d¢c 132,3 (C-13, 4J) e &¢c 159,4 (C-6,
4).
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O sinal atribuido ao hidrogénio olefinico H-20 (dn 8,57) apresentou, no espectro de
HSQC, correlagdo com o sinal de carbono em 6c 93,3 (C-20) e, no espectro de HMBC,
correlagdo a duas ligagdes (2J) com o carbono em ¢ 143,7 (C-1) e a trés ligagdes (*J) com o
carbono em dc 132,5 (C-2).

A confirmacdo das posi¢es dos grupos metilicos olefinicos foi feita com base nas
seguintes correlagBes observadas no espectro HMBC: CHs-121 (8w 3,73) com 8¢ 129,7 (C-12,
2), 8¢ 132,3 (C-13, 3J) e 8¢ 138,0 (C-11, 3J); CH3-2! (81 3,42) com &¢c 132,4 (C-2, ), &c
137,5 (C-4, 4J) e 8¢ 143,7 (C-1, 3J). Ja a presenca do grupo metilico na posicdo 18 foi
confirmada pela correlagdo entre o dupleto em Sn 1,84 (CH3-18%) com &c 50,1 (C-18, 2J) e
com ¢ 173,3 (C-19, 3)).

A confirmagdo da presenca do grupo metil éster na posicdo C-13° foi possivel pela
observacdo das seguintes correlagdes no espectro de HMBC: H-13% (51 6,25) com ¢ 169,2
(C-133,2J) e CH3-13* (61 3,91) com 8¢ 169,2 (C-133, 3J).

O espectro de HMBC mostrou, ainda, correlacdo a trés ligacGes entre o duplo dupleto
em oy 6,41 (H-3% E) com &¢c 136,1; atribuido ao C-3, permitindo assim definir a posicdo 3
para o grupo vinilico.

Com as informacdes obtidas nos experimentos de RMN e em comparagdo com dados
da literatura’® (Tabela 20) foi possivel concluir que a substancia em questo se trata do etil
feoforbideo B (Figura 107), cuja ocorréncia esta sendo relatada pela primeira vez no género

Miconia.

Figura 107-Estrutura da substancia XIX, identificada como etil feoforbideo B.

Fonte: autora.

A Tabela 20 mostra os dados de RMN do etil feoforbideo B isolado em comparacao

com os dados da literatura.
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Tabela 20-Dados de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) e *C (CDCls, 125 MHz) da substancia
XIX em comparacgdo com os dados de RMN de H (CDCls, 500 MHz) e *C (CDCls, 125

MHZz) do etil feoforbideo B. (continua)
HiC o (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia X1X Chaves et al.™ Substancia XIX Chaves et al.”
1 143,7 143,6
2 132,5 132,4
21 3,42 (s) 3,36 (s) 12,1 12,1
3 136,1 1355
3 8,04 (dd,%J=17.8¢ 7,97 (dd, 3 =150¢ 1986 1286
11,5) 10,0)
6,41 (dd,%)=178e2 =
32 (E) 6,20 (d, 3J = 15,0) 123,7 123,6
1,0)
6,26 (dd,%)=115e2 =
32 (2) 6,23 (d, 3J = 10,0) 123,7 123,6
1,0)
4 137,5 137,2
5 10,43 (s) 10,33 (s) 101,7 101,6
6 159,4 1594
7 137,2
7 11,21 (s) 11,12 (s) 187,8 187,7
8 147,2
8! 4,13 (m) 4,00 (m) 19,4 19,1
82 1,88 (t, 3 =7,7) 1,62 (m) 19,5 19,4
9 150,9 150,7
10 9,72 (s) 9,61 (s) 106,9 105,0
11 138,0 138,0
12 129,7 129,7
12 3,73 (s) 3,66 (s) 12,2 12,2
13 132,3 132,2
13t 189,5 189,5
132 6,25 (5) 6,21 (s) 64,6 64,6
133 169,2 172,8
134 3,92 (s) 3,88 (s) 52,9 52,9
14 151,2 151,2
15 104,9 105,0

16 164,0



Cont. Tabela 20
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HiC o1 (ppm), J (Hz) dc (ppm)
Substancia X1X Chaves et al.™ Substancia XIX Chaves et al.”

17 4,22 (m) 4,44 (dl, d, J = 10,0) 51,2 51,3
17t 2,66 2,46-2,61 (m) 29,6 31,2
172 2,53 2,20-2,33 (m) 31,2 29,7
178 174,0
174 4,04 (m) 4,00 (m) 60,2 60,5
175 1,14 (£,3=7.2) 1,10 (t, 3 = 7,5) 14,2 14,1
18 4,48 (m) 4,18 (dI, d, J = 10,0) 50,1 50,1
18 1,84 (d, 3 =7,5) 1,80 (d, 3 = 5,0) 23,0 23,0
19 173,3 169,2
20 8,57 (s) 8,52 (s) 93,3 93,5
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Figura 108-Espectro de RMN de *H da substancia XI1X (CDCls, 500 MHz).
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Figura 109-Espectro de correlagdo heteronuclear (*H - $3C), HSQC, da substancia XI1X (CDCls, *H 500 MHz, 13C 125 MHz).
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Figura 110-Ampliacio do espectro de correlagio heteronuclear (*H - *C), HSQC, da substancia X1X (CDCls, *H 500 MHz, *C 125 MHz).
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Figura 111-Espectro de correlagdo heteronuclear (*H - 3C), HMBC, da substancia X1X (CDCls, *H 500 MHz, 3C 125 MHz).
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Figura 112-Ampliacdo do espectro de correlagio heteronuclear (*H - *C), HMBC, da substancia XI1X (CDCls, H 500 MHz, $3C 125 MHz).
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5.2.5 IDENTIFICACAO DO ESTEROIDE

5.2.5.1 Identificacdo da substancia XX

A substancia XX foi isolada da fragcdo hexanica das folhas, apresentando-se como
cristais incolores em forma de agulha. Esta substancia foi identificada através da andlise de
experimentos de RMN de *H e 3C, além de comparagio com dados da literatura’®.

No espectro de RMN de H (Figura 114) foram observados sinais caracteristicos de
esteroides, tais como o dupleto largo em &n 5,35 (1H, d, 3J = 5,2 Hz), referente ao H-6
olefinico, ¢ o multipleto em &1 3,52 (1H, m), atribuido ao hidrogénio H-3, além de um
acumulo de sinais na regido de on 0,68 a 61 2,31 referentes aos varios grupos de hidrogénios
metilicos, metilénicos e metinicos, 0s quais caracterizam a presenca do esqueleto esteroidal.

O espectro de RMN de 3C (Figura 115) mostrou sinais em 8c 140,8 e §c 121,7
caracteristicos de esteroides com uma ligacdo dupla entre C-5 e C-6. Estes sinais foram
atribuidos, portanto, aos carbonos C-5 e C-6, respectivamente. O sinal em &¢c 71,8 foi
atribuido ao carbono carbinélico C-3. A comparagdo dos dados de RMN *C com os valores
descritos por Chaurasia e Wichtl”® (Tabela 21) tornou possivel identificar a substancia XX
como sendo o B-sitosterol (Figura 113), um esteroide frequentemente encontrado no reino

vegetal cuja presenca ja foi observada em outras espécies de Miconia®2,

Figura 113-Estrutura da substancia XX, identificada como f-sitosterol.

Fonte: autora.

Tabela 21-Dados de RMN de *C (CDCls, 125 MHz) da substancia XX em comparacdo com

os dados de RMN de *3C (CDCls, 100 MHz) do B-sitosterol. (continua)
dc (ppm)
C Substancia XX Chaurasia e Wichtl™
1 37,3 37,2

2 31,7 31,6
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Cont. Tabela 21

dc (ppm)
C Substancia XX Chaurasia e Wichtl™
3 71,8 71,8
4 42,3 42,3
5 140,8 140,7
6 121,7 121,7
7 31,9 31,9
8 31,9 31,9
9 50,2 50,1
10 36,5 36,5
11 21,1 21,1
12 39,8 39,8
13 42,3 42,3
14 56,8 56,7
15 24,3 24,3
16 28,3 28,2
17 56,1 56,0
18 11,9 11,8
19 194 19,4
20 36,1 36,1
21 19,0 19,0
22 33,9 33,9
23 29,2 29,1
24 45,9 45,8
25 26,1 26,1
26 18,8 18,8
27 19,8 19,8
28 23,1 22,0
29 12,0 11,9
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Figura 114-Espectro de RMN de 'H da substancia XX (CDCls, 500 MHz).
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Figura 115-Espectro de RMN de 3C da substancia XX (CDCls, 125 MHz).
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5.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.3.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana dos extratos e das fragdes foi classificada como boa (CMI <
100 ug/mL), moderada (CMI entre 100 e 500 pg/mL), fraca (CMI entre 500 e 1000 pg/mL)
ou inexistente (CMI maior que 1000 pg/mL), conforme proposto por Holetz et al.?%. De
acordo com os valores de CMI e CMB (Tabela 22), o ensaio antimicrobiano apresentou
melhores resultados para as cepas Gram-positivas (S. aureus e S. epidermidis).

Tabela 22-Concentracdo minima inibitoria (CMI) e concentracdo minima bactericida (CMB)

dos extratos e das fragcdes de M. burchellii.

S. aureus S. epidermidis E. coli P. aeruginosa
Amostra

CMI2 CMB? CMI2 cMmB? CMI2 CMB? CMI? cMmB?
MBFE 500 > 1000 250 > 1000 > 1000 > 1000 1000 > 1000
MBFE-H > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
MBFE-A 1000 > 1000 500 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
MBFE-M 500 1000 250 > 1000 > 1000 > 1000 1000 > 1000
MBCE 250 500 62,5 500 1000 1000 250 500
MBCE-H  >1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000 > 1000
MBCE-A 500 > 1000 250 1000 > 1000 > 1000 500 > 1000
MBCE-M 250 1000 62,5 500 1000 > 1000 250 500

@Resultados expressos em pug/mL.

Cloranfenicol com CMI 4 pg/mL e gentamicina com CMI 0,5 pg/mL foram usados como padréo.

MBFE = M. burchellii - folhas - etanol. MBFE-H = M. burchellii - folhas - etanol - fragdo hexanica. MBFE-A =
M. burchellii - folhas - etanol - fragdo em acetato de etila. MBFE-M = M. burchellii - folhas - etanol - fracéo
metanolica. MBCE = M. burchellii - cascas do caule - etanol. MBCE-H = M. burchellii - cascas do caule - etanol
- fragdo hexanica. MBCE-A = M. burchellii - cascas do caule - etanol - fracdo em acetato de etila. MBCE-M =
M. burchellii - cascas do caule - etanol - fragdo metandlica.

O extrato etandlico bruto (MBFE) e a fracdo metanodlica (MBFE-M) das folhas de M.
burchellii apresentaram CMI de 500 pg/mL para S. aureus ATCC 25923 e 250 pg/mL para S.
epidermidis ATCC 12228. Em adicdo, MBFE-M mostrou CMB de 1000 pg/mL para S.
aureus. De acordo com a classificagdo de Holetz et al.,®° os resultados obtidos demonstram
gue as cepas Gram-positivas foram sensiveis ao MBFE e a MBFE-M com moderada
intensidade.

Do mesmo modo, a fracdo em acetato de etila das folhas (MBFE-A) mostrou atividade
antibacteriana em cepas Gram-positivas, sendo esta atividade considerada moderada para S.

epidermidis, CMI 500 pug/mL, e fraca para S. aureus, CMI 1000 pg/mL.
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Em relacdo as bactérias Gram-negativas, o extrato etandlico bruto (MBFE) e a fracéo
metandlica (MBFE-M) das folhas apresentaram atividade fraca para P. aeruginosa ATCC
27853, CMI 1000 pg/mL. Nem o extrato nem as fracdes das folhas apresentaram atividade
antimicrobiana para a bactéria Gram-negativa E. coli ATCC 25312. De acordo com Gontijo et
al.?%, a acdo antibacteriana de extratos de plantas em cepas Gram-negativas é menos frequente
devido a existéncia de uma membrana lipopolissacaridica nestas bactérias, que causa rigidez e
dificulta a penetracdo de compostos bioativos no seu interior.

Comparado ao comportamento apresentado pelo extrato e fracGes das folhas, o extrato
e as fragOes das cascas do caule foram consideravelmente mais ativos, com destaque para o
extrato bruto (MBCE) que inibiu o crescimento de S. epidermidis na concentracdo de 62,5
png/mL, o que caracteriza forte atividade antibacteriana. Este mesmo extrato apresentou
atividade antibacteriana de moderada a fraca para as demais cepas; CMI 250 pg/mL para S.
aureus e P. aeruginosa e CMI 1000 pg/mL para E. coli. Em adi¢do, MBCE mostrou CMB de
500 pg/mL paraS. epidermidis, S. aureus e P. aeruginosa e CMB de 1000 pg/mL para E. coli.

O perfil antibacteriano apresentado pela fracdo metandlica das cascas do caule
(MBCE-M) foi muito semelhante ao do extrato bruto descrito anteriormente, apresentando
diferenga apenas na atividade bactericida frente a S. aureus e E. coli. Isto sugere que as
substancias presentes no extrato bruto que exercem atividade bactericida e bacteriostatica sao
substancias de carater polar. Esta sugestdo é reforcada pelo fato de que a fracdo apolar,
MBCE-H, ndo apresentou atividade antimicrobiana em nenhuma das cepas nas concentragdes
testadas. Ja a fracdo em acetato de etila (MBCE-A), de média polaridade, mostrou atividade
moderada para todas as bactérias testadas, exceto E. coli.

Estes resultados reforcam o potencial antimicrobiano de Miconia, uma vez que varias
espécies do género (M. cannabina, M. myriantha, M. albicans, M. rubiginosa, M.
stenostachya, M. cabucu, M. fallax, M. sellowiana, M. ligustroides, M. salicifolia e M.
ioneura) tém sido exploradas para a busca de compostos com esta finalidade farmacologica,

conforme descrito recentemente por Cunha et al.*.

5.3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA

Para avaliar o potencial de inibicdo do crescimento celular das amostras foi utilizada a
seguinte escala de intensidade: 1C% alta (> 75%), moderada (50-75%) e baixa (<50%)8:%2. A
Tabela 23 apresenta o percentual de inibicdo da proliferacdo das células tumorais SNB-19

(astrocitoma), HCT-116 (carcinoma de colon humano), PC-3 (préstata) e HL-60 (leucemia) e
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da célula ndo tumoral L-929 (fibroblasto de camundongo) pelos extratos, pelas fracfes e por
algumas substancias isoladas.

Tabela 23-Percentual de inibicdo do crescimento (IC%) das amostras frente as linhagens
tumorais e ndo tumoral nas concentra¢Ges Unicas de 100 pg/mL (extratos e fracBes) e 10

pg/mL (substancias puras).

Inibic&o do crescimento celular? / (IC% + DP)

Amostra
SNB-19 HCT-116 PC-3 HL-60 L-929

MBFE -9,57+0,71 39,37+12,60 0,5548,35 69,87+0,91 20,06+1,97
MBFE-H 8,8418,20 -19,12+8,01 33,5749,79 90,33+2,25 42,34+1,24
MBFE-A 93,11+0,57 79,99+1,42 50,40+5,25 79,38+0,78 93,45+0,63
MBFE-M 14,48+3,13 12,21+9,76 35,17+2,96 68,93+3,17 42,42+4,56
MBCE 19,23+2,64 78,38+6,85 41,09+4,79 75,29+4,47 51,37+3,29
MBCE-H 61,02+3,49 89,27+1,48 72,57+2,90 91,45+0,18 81,84+5,07
MBCE-A 45,97+2,32 84,28+2,04 56,51+4,34 88,60+0,90 70,47+5,68
MBCE-M 34,90+1,07 43,53+3,84 42,38+4,62 73,94+2,81 48,58+1,57
Xl e XIl 7,66+3,79 6,98+3,19 10,42+2,07 20,48+3,81 5,89+0,15

Xlle XV  2,25+2,22 17,59+3,89 2,71+1,60 5,64+1,39 17,02+0,74
XVIII 14,84+3,66 2,86+7,88 30,78+3,37 89,77+1,76 75,06+5,53

8Resultados expressos como média da porcentagem de inibicdo do crescimento celular (IC%) e desvio padrdo
(DP) de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

SNB-19 = células de astrocitoma. HCT-116 = células de carcinoma de célon humano. PC-3 = células tumorais
de prostata. HL-60 = células de leucemia. L-929 = células ndo tumorais de fibroblasto de camundongo. MBFE =
M. burchellii - folhas - etanol. MBFE-H = M. burchellii - folhas - etanol - fracdo hexanica. MBFE-A = M.
burchellii - folhas - etanol - fracdo em acetato de etila. MBFE-M = M. burchellii - folhas - etanol - fracéo
metanolica. MBCE = M. burchellii - cascas do caule - etanol. MBCE-H = M. burchellii - cascas do caule - etanol
- fragdo hexanica. MBCE-A = M. burchellii - cascas do caule - etanol - fracdo em acetato de etila. MBCE-M =
M. burchellii - cascas do caule - etanol - fracdo metanolica. X1 e XII = mistura do éster 28-O-p-glicopiranosideo
do acido 1a,3B,23-tri-hidroxi-olean-12-en-28-o0ico com o éster 28-0-B-glicopiranosideo do acido 1a,3p,23-tri-
hidroxi-urs-12-en-28-oico. XIIl e X1V = mistura do éster 28-O--glicopiranosideo do acido 3-O-p-galoil-1a,23-
di-hidroxi-olean-12-en-28-oico com o éster 28-O-B-glicopiranosideo do &cido 3-O-B-galoil-1a,23-di-hidroxi-urs-
12-en-28-oico. XVIII = etil feoforbideo A.

Conforme demonstrado na Tabela 23, as amostras foram mais promissoras na
linhagem de HL-60 (leucemia promielocitica), para a qual seis das onze amostras testadas
apresentaram alta porcentagem de inibicdo, variando de 75,29 a 91,45%; enquanto as demais
amostras inibiram a proliferacdo destas células com intensidade de moderada a baixa (IC
73,94 - 5,64%).

A fracdo em acetato de etila (MBFE-A) das folhas de M. burchellii resultou em mais
de 75% de inibig¢do do crescimento (79,38 a 93,11%) em todas as linhagens celulares tumorais
testadas, exceto em PC-3 (préstata), o que significa que foi altamente citotoxica. No entanto,

essa mesma fracao teve efeitos citotdxicos (93,45%) em células ndo tumorais (L-929).
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A fracdo hexanica das folhas (MBFE-H) foi altamente citotoxica frente a linhagem de
leucemia (HL-60), com inibicdo de crescimento de 90,33%, e mostrou baixa citotoxicidade
(42,34% de inibicdo do crescimento) para a linhagem nédo tumoral.

O extrato etanolico bruto (MBFE) e a fracdo metanolica (MBFE-M) das folhas
apresentaram atividade moderada (69,87 e 68,93%, respectivamente) para a linhagem celular
HL-60 e baixa citotoxicidade (20,06 e 42,42%, respectivamente) para a linhagem celular ndo
tumoral (L-929).

O extrato etandlico bruto das cascas do caule (MBCE) apresentou um perfil de
inibicdo de crescimento celular semelhante as fragcGes hexanica (MBCE-H) e em acetato de
etila (MBCE-A) obtidas a partir deste extrato. Eles foram altamente citotdxicos as linhagens
de carcinoma do célon humano (HCT-116) e leucemia (HL-60), com porcentagem de inibicédo
de crescimento celular variando de 75,29 a 91,45%.

Ja a fracdo metanodlica das cascas do caule (MBCE-M), em comparacdo com as
fracOes hexanica e em acetato de etila, foi menos ativa frente a todas as linhagens testadas, o
gue sugere que a citotoxicidade esteja relacionada a presenca de compostos de baixa e média
polaridade presentes nas cascas do caule de M. burchellii.

O etil feoforbideo A (XVIII) foi altamente citotoxico para a linhagem celular de
leucemia (HL-60) a uma taxa de inibicdo de 89,77%. No entanto, este composto também teve
efeitos citotdxicos (75,06%) nas células ndo tumorais (L-929). As misturas das saponinas (XI
e XII) e (X111 e XIV) apresentaram baixa citotoxicidade frente as linhagens tumorais e nédo
tumoral testadas.

Entre as amostras que apresentaram percentual de inibi¢cdo acima de 75%, aquelas que
apresentaram comportamento inibitério em pelo menos duas linhagens de células diferentes
foram usadas para determinar o 1Cso (concentracdo inibitoria média) nas mesmas linhagens
testadas em uma Unica concentracdo. Além disso, foi avaliado o indice de seletividade (1S)
para citotoxicidade (Tabela 24). O indice de seletividade é o quociente dos valores de 1Cso de
cada amostra na linhagem de células ndo tumorais e o valor de ICso de cada amostra na
linhagem de células tumorais (IS = 1Cso L-929 / I1Cso células tumorais). Segundo Suffness e
Pezzuto®, considera-se significativo o IS que apresentar um valor superior ou igual a dois, 0
que significa dizer que a amostra apresenta atividade duas vezes maior na linhagem de celulas

tumorais em relacéo as células normais.



205

Tabela 24-Valores de ICsp e indice de seletividade (IS) dos extratos, fragdes e substancia isolada de M. burchelli para as linhagens celulares
tumorais e ndo tumoral.

SNB-19 HCT-116 PC-3 HL-60 L.-929
Amostra
1Cs0? ISP 1Cs0? ISk 1Cs0? ISP 1Cso? ISP 1Cs0?
37,72 41,82 39,65 38,25 32,93
MBFE-A 0,87 0,79 0,83 0,86
(32,59 - 43,66) (31,94 — 54,76) (35,07 - 44,82) (34,40 - 43,10) (28,36 - 38,25)
36,23 43,47 37,66 74,99
MBCE >100 0,30 2,07 1,73 2,0
(28,80 - 57,57) (33,63 - 56,20) (32,90 - 43,10) (54,34 - 103,3)
40,83 10,35 9,78 10,34 44,23
MBCE-H 1,08 4,27 4,52 4,28
(37,38 - 48,49) (8,98 - 11,93) (8,36 - 11,44) (9,03-11,83) 27,03 - 72,37
53,47 16,07 25,06 14,92 48,30
MBCE-A 0,90 3,00 1,93 3,24
(46,26 - 61,81) (13,55 - 19,05) (20,47 - 30,68) (12,66 - 17,59) 33,45- 69,74
474 6,71
XVIII >10 >10 >10 1,41
(4,31 -5,20) (5,79 - 7,76)
1,20 0,11 0,76 0,01 0,99
Dox®
(1,03-1.9) (0,08 - 0,14) (0,59 - 0,93) (0,005 - 0,01) (0,92 - 1,08)

3 Cso (intervalo)/(ug/mL) = concentragdo inibitéria média. Intervalo de confianca de 95%.
®|S = indice de seletividade; IS = 1Cso L929/1Cso (célula tumoral).

°Doxorrubicina foi usada como controle positivo.

SNB-19 = células de astrocitoma. HCT-116 = células de carcinoma de c6lon humano. PC-3 = células tumorais de préstata. HL-60 = células de leucemia. L-929 = células ndo
tumorais de fibroblasto de camundongo. MBFE-A = M. burchellii - folhas - etanol - fragdo em acetato de etila. MBCE = M. burchellii - cascas do caule - etanol. MBCE-H =
M. burchellii - cascas do caule - etanol - fragdo hexanica. MBCE-A = M. burchellii - cascas do caule - etanol - fracdo em acetato de etila. XVI1I = etil feoforbideo A.
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A fracdo em acetato de etila das folhas (MBFE-A) apresentou maior potencial
citotoxico para a linhagem SNB-19 com ICso de 37,72 pg/mL (Tabela 24), no entanto, o
indice de seletividade foi menor do que um para todas as linhagens tumorais, indicando que
essa fracdo ndo é seletiva entre uma linhagem celular tumoral e uma linhagem celular normal.

Alguns estudos relacionados a atividade citotoxica de extratos e compostos isolados de
espécies de Miconia tém sido publicados. O fracionamento biomonitorado do extrato em
acetato de etila das folhas de M. lepidota forneceu duas benzoquinonas com atividade
antitumoral em linhagens celulares de carcinoma de pulméo de Madison (M109) e cancer de
ovario (A2780)%°.

Em outro estudo, Cunha et al.?® avaliaram o potencial antitumoral do extrato etanolico
das partes aéreas de M. fallax em células do adenocarcinoma do colo uterino humano, HelLa
(ATCC CCL-2). O fracionamento desse extrato forneceu uma mistura dos acidos ursolico e
oleandlico. Tanto o extrato etandlico quanto a mistura dos triterpenos produziram inibi¢do do
crescimento tumoral de maneira dose dependente®.

Adicionalmente, Furtado e colaboradores®® demonstraram o efeito protetor dos acidos
ursolico e oleandlico, isolados do extrato diclorometanico das partes aéreas de M. fallax,
frente & carcinogénese induzida no célon de camundongos®. Com base nestas informagcdes,
consideramos que a inibicdo do crescimento de células tumorais apresentada pela fracéo
acetato de etila das folhas de M. burchellii pode estar associada a presenca dos &cidos ursélico
e oleandlico nesta fracao.

O extrato bruto etandlico das cascas do caule (MBCE) apresentou maior potencial
citotoxico para as cepas HCT-116 e HL-60 com ICsp de 36,23 e 37,66 pg/mL,
respectivamente (Tabela 3). Nestes casos, 0 extrato também mostrou seletividade entre as
células tumorais e as células normais, uma vez que o IS foi igual a 2,07 para HCT-116 e 2,0
para HL-60.

Em termos de seletividade, a fracdo hexanica das cascas do caule (MBCE-H) foi a que
apresentou os melhores resultados, com IS maior que quatro para HCT-116 (ICso = 10,35
pug/mL, IS = 4,27), PC-3 (ICs0 = 9,78 pug/mL, IS = 4,52) e HL-60 (ICso = 10,34 pg/mL, IS =
4,28). A fragdo em acetato de etila das cascas do caule (MBCE-A), por sua vez, mostrou
seletividade para HCT-116 (ICso = 16,07 pg/mL, IS = 3,0) e HL-60 (ICso = 14,92 pg/mL, IS =
3,24).

O etil feoforbideo A (XVI11) apresentou o menor valor de 1Cso em células de leucemia
(HL-60), com ICso de 4,74 pg/mL, embora ndo tenha apresentado seletividade entre as

linhagens celulares neoplasicas e as normais (IS variando de 1,41 a 0,02).
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Trabalhos anteriores relatam que o feoforbideo A possui atividades citotoxicas. Cheng
et al.% apontam que o feoforbideo A apresentou atividade forte e ampla para as células
tumorais KB, 1A9, CAKI-1, SK-MEL-2, HCT-8, A549 e MCF-7, com valores de ICso
variando de 0,46 a 1,6 pg/mL. Neste mesmo estudo, 0s autores relataram ainda que os ésteres
metilicos do feoforbideo A apresentaram maior citotoxicidade para as linhagens celulares
testadas, exceto para a linhagem celular SK-MEL-2, quando comparadas ao correspondente
acido®. Em outro trabalho, Chan et al.®> mostraram que o feoforbideo A é capaz de induzir
apoptose nas células do hepatoma. No entanto, embora o potencial citotoxico do feoforbideo
A e de alguns de seus derivados tenham sido previamente relatados, este é o primeiro caso em

que a atividade citotdxica é atribuida ao seu éster etilico.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Relatamos aqui 0 primeiro estudo quimico e bioldgico da espécie M. burchellii. Vinte
substancias foram caracterizadas a partir de suas folhas e cascas do caule, sendo dez
triterpenos, quatro saponinas, trés flavonoides, dois feoforbideos e um esteroide. Entre estas
substancias, seis estdo sendo descritas pela primeira vez na literatura: &cido 3-O-B-trans-p-
cumaroil-1a-hidroxi-urs-12-en-28-oico, acido 3-O-B-cis-p-cumaroil-1a-hidroxi-urs-12-en-28-
oico, ester 28-O-B-glicopiranosideo do acido 1a,3[,23-tri-hidroxi-olean-12-en-28-oico, éster
28-O-B-glicopiranosideo do acido 1a,3p,23-tri-hidroxi-urs-12-en-28-oico, éster 28-O-f-
glicopiranosideo do &cido 3-O-B-galoil-1a,23-di-hidroxi-olean-12-en-28-oico e éster 28-O-f-
glicopiranosideo do acido 3-O-B-galoil-1a,23-di-hidroxi-urs-12-en-28-oico; engquanto outras
sete estdo sendo relatadas pela primeira vez no género Miconia: betulina, acido 3-O-B-acetil
oleandlico, acido 3-O-B-acetil ursdlico, kaempferol, kaempferol-3-O-B-glicopiranosideo,
etilfeoforbideo A e etilfeoforbideo B.

Entre as substancias identificadas neste trabalho, a presenca predominante de
triterpenos pentaciclicos, especialmente os de esqueleto ursano e oleano, coincide com a
composicdo fitoquimica de outras espécies de Miconia estudadas previamente por outros
autores.

A investigagdo do potencial antibacteriano de M. burchellii revelou que a inibi¢&o do
crescimento das bactérias envolvidas neste estudo foi favorecida pelos extratos e fracGes de
média e alta polaridade, uma vez que os extratos brutos e as fracdes em acetato de etila e
metandlica, tanto das folhas quanto das cascas do caule, foram as mais ativas frente as
bactérias testadas.

No ensaio de citotoxicidade, a fracdo em acetato de etila das folhas apresentou
atividade citotoxica contra trés das quatro linhas celulares tumorais testadas, enquanto o etil
feoforbideo A (XVIII), isolado a partir desta fracdo, foi citotoxico quando testado na
linhagem de leucemia. No entanto, nem a fracdo nem o composto XVIII mostraram
seletividade satisfatoria entre as linhagens tumorais e a ndo tumoral. Em termos de
seletividade, os melhores resultados foram observados para as fragdes hexanica e em acetato
de etila das cascas do caule.

Desta forma, os resultados obtidos através do estudo fitoquimico e das atividades
antibacteriana e citotdxica da espécie M. burchellii contribuem para o conhecimento das
caracteristicas quimicas e das atividades bioldgicas do género Miconia, ainda tdo pouco

exploradas.
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Com base nestes resultados, algumas perspectivas podem ser delineadas. Entre elas, a
realizacdo do estudo fitoquimico da fracdo metandlica das cascas do caule, uma vez que neste
trabalho ndo foram isoladas substancias da referida fracdo. Por se tratar de uma fragédo
constituida por compostos de alta polaridade, o refracionamento utilizando Diaion HP-20
pode se mostrar eficiente, tal como se mostrou eficiente no isolamento de substancias a partir
da fragdo metandlica das folhas.

Por fim, considerando que as substancias inéditas foram identificadas neste trabalho
em misturas isoméricas, o0 isolamento destas substancias por meio das técnicas

cromatograficas adequadas permitiria a avaliagdo de suas atividades bioldgicas na forma pura.
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APENDICES

Apéndice A-Fotografia de M. burchelli, com destaque para as folhas e para as cascas do

caule.

Fonte: autora.
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Apéndice B-Fluxograma resumido das substancias obtidas da fracdo hexanica das folhas de
M. burchellii.

MBFE-H
59

cromatografia em coluna
(varias etapas)

I XX
5,4 mg 18,2 mg
I = lupeol XX = B-sitosterol

Fonte: autora.
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Apéndice C-Fluxograma resumido das substancias obtidas da fragcdo em acetato de etila das folhas de M. burchellii.

159

MBFE-A

cromatografia em coluna
(varias etapas)

XVII
16 mg

XVIII = etil feoforbideo A

Fonte: autora.

IHielv
103,1 mg

111 = acido oleandlico
1V = &cido ursélico

XIX XV
1,5mg 2,2 mg
XIX = etil feoforbideo B XV = kaempferol

IXeX
2mg

IX = &cido 3-O- B-trans-p-cumaroil-1-a-
hidroxi-urs-12-en-28-oico
X = &cido 3-O- B-cis-p-cumaroil-1-o-
hidroxi-urs-12-en-28-o0ico
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Apéndice D-Fluxograma resumido das substancias obtidas da fracdo metandlica das folhas de M. burchellii.

MBFE-M

10g 59

SiO2 Diaion

XVI1e XVII
3,6 mg

Vil e VI
4,4 mg

Xl e Xl
4,6 mg

X1l e X1V
3,1 mg

VI = &cido corosolico X1 = éster 28-O-B-glicopiranosideo do cido
VI = 4cido maslinico 1a,3B,23-tri-hidroxi-olean-12-en-28-o0ico
XI1 = éster 28-O-B-glicopiranosideo do

acido 1a,3p,23-tri-hidroxi-urs-12-en-28-oico

X111 = éster 28-0-B-glicopiranosideo do
acido 3-O-p-galoil-1a,23-di-hidroxi-olean-
12-en-28-oico
XIV = éster 28-O-B-glicopiranosideo do
acido 3-0O-p-galoil-10,23-di-hidroxi-urs-12-
en-28-oico

XVI = kaempferol-3-O-p-glicopiranosideo
XVI = kaempferol-3-O-p-galactopiranosideo

Fonte: autora.
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Apéndice E-Fluxogramas simplificados das substancias obtidas das fragcdes hexanica e em acetato de etila das cascas do caule de M. burchellii.

MBCE-H

39

cromatografia em coluna

(varias etapas)

VeVl
8,9 mg

V = 4cido 3-O-p-acetil oleandlico
VI = &cido 3-O-B-acetil ursoélico

Fonte: autora.

1
14,1 mg

Il = betulina

MBCE-A

cromatografia em coluna
(varias etapas)

Iielv
3mg

111 = &cido oleandlico
IV = acido ursélico



