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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi efetuar uma investigagdo fitoquimica do
caule da espécie Salacia impressifolia e avaliar a potencial atividade
bioldgica do extrato bruto, fracbes e compostos isolados. O caule seco
em p6 foi extraido com etanol para obtencdo do extrato bruto. Esse
extrato foi submetido a extragéo sélido-liquido a fim de obter as frac6es
cloroférmio e acetato de etila e o residuo insoltvel. O extrato bruto e as
fragdes foram submetidos a quantificacdo de fendlicos totais e
flavonoides e avaliagdo da atividade antioxidante utilizando os ensaios
de poder redutor e captura do radical DPPH. O extrato bruto e as fracfes
mais polares apresentaram a maior atividade antioxidante. O ensaio in
vitro demonstrou que o extrato bruto, a fracdo cloroférmio e a fracéo
acetato de etila apresentaram atividade inibitéria moderada frente a
enzima acetilcolinesterase. O extrato bruto também apresentou atividade
anti-hiperglicémica nos testes de tolerancia oral a glicose e atividade das
dissacaridases. Uma mistura de compostos graxos, uma mistura de o e
S-amirina e um hidrocarboneto de cadeia longa foram obtidos a partir da
fracdo cloroférmio. O fracionamento cromatografico em coluna da
fragdo acetato de etila rendeu o hidrocarboneto de cadeia longa, os
triterpenos a-amirina, pB-amirina e 4cido melaléucico e a (-)-
epicatequina. Os compostos isolados foram caracterizados através de
cromatografia em camada delgada, ponto de fusdo, analises
espectrométricas (massa, RMN de *H, RMN de C, DEPT, COSY,
HMQC e HMBC) e espectrofotometria de infravermelho.

Palavras-chave: Salacia impressifolia. Antioxidante.
Acetilcolinesterase. Anti-hiperglicémica.






ABSTRACT

The objective of this study was to perform a phytochemical
investigation of the stems of Salacia impressifolia and evaluate potential
biological activity of the crude extract, fractions and isolated
compounds. The dried and powdered stems were extracted with ethanol
to yield the crude extract. This extract was subjected to solid-liquid
extraction to obtain the chloroform and ethyl acetate fractions and the
insoluble residue. The crude extract and the fractions were submitted to
quantification of their total phenolic and flavonoids contents and
evaluation of antioxidant activity using reducing power and DPPH
radical scavenging assays. The crude extract and polar fractions showed
the highest antioxidant activity. In vitro assay demonstrated that the
crude extract, chloroform fraction and ethyl acetate fraction showed
moderate inhibitory activity against acetylcholinesterase. The crude
extract also showed antihyperglycemic activity in oral glucose tolerance
test and disaccharidases activity. A mixture of fatty compounds, a
mixture of o and S-amyrin and a long chain hydrocarbon were obtained
from the chloroform fraction. Column chromatographic fractionation of
the ethyl acetate fraction yielded the long chain hydrocarbon,
the triterpenes a-amyrin, g-amyrin and melaleucic acid and (-)-
epicatechin. The isolated compounds were characterized by thin layer
chromatography, melting point, spectrometric analysis (mass, tH-NMR,
BC-NMR, DEPT, COSY, HMQC and HMBC) and infrared
spectrophotometry.

Keywords: Salacia impressifolia. Antioxidant. Acetylcholinesterase.
Antihyperglycemic.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas medicinais, em um contexto histérico, possui
solidas raizes. A busca por alivio e cura de doengas pela ingestdo de ervas e
folhas talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizagdo dos produtos
naturais (Viegas Junior et al., 2006). Atualmente, o forte apelo comercial leva
ao aumento na demanda por produtos que possuam em sua composi¢do extratos
ou compostos de origem natural.

Muitas vezes, o conhecimento popular serve de ponto de partida para
iniciar estudos que visam atestar a eficacia das plantas utilizadas na medicina
tradicional. A OMS reconhece que grande parte da populacdo dos paises em
desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua atengdo primaria,
tendo em vista que 80% desta populagdo utiliza praticas tradicionais nos seus
cuidados basicos de saude e 85% destes utilizam plantas ou preparacfes destas
(Brasil, 2006). Aliado a isso, a complexidade e a variedade dos produtos
naturais estimula a busca de principios ativos com potencial acdo terapéutica ou
como fonte de inspiragéo para o desenvolvimento de farmacos.

Os produtos naturais desempenham um importante papel como fonte de
compostos farmacologicamente ativos, sendo que, dos farmacos aprovados no
periodo de 1981-2006, 4% sdo produtos naturais, 22% sdo provenientes de
produtos naturais com algumas transformacdes estruturais e 4% sdo produtos
sintéticos baseados em um farmaco6foro natural (Newman et al., 2012).

O Brasil, detentor de 22% da biodiversidade vegetal mundial, apresenta
em sua flora nativa uma das mais ricas fontes de substancias com potencial
farmacolégico (Carvalho, 2009). No entanto, apenas uma pequena parcela
destas espécies foi estudada do ponto de vista fitoquimico e farmacol6gico. A
fim de possibilitar a producdo e extragdo das espécies destaca-se a necessidade
de uma infraestrutura adequada, além do desenvolvimento de trabalhos em
colaboragdo com diversos grupos de pesquisa, envolvendo areas
multidisciplinares, como boténica, farmacologia e fitoquimica (Maciel et al.,
2002).

Diversas espécies do género Salacia (Celastraceae) tém sido
investigadas segundo sua constituicdo quimica e seu potencial bioldgico, uma
vez que sdo empregadas na medicina popular no tratamento de diversas
enfermidades. Os estudos fitoquimicos levaram ao isolamento de diversos
metabolitos secundarios, tais como xantona, triterpenos, alcaloides
sesquiterpénicos, catequinas e glicosideos. Espécies deste género também
apresentaram atividade antidiabética, hepatoprotetora, antioxidante e
antimicrobiana, entre outras. Levando em consideracdo esses aspectos, O
presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de investigar fitoquimica e
biologicamente a espécie Salacia impressifolia, principalmente devido a
escassez de trabalhos relacionados a esta espécie.
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2 REVISAO
2.1 Género Salacia

O género Salacia pertence & familia Celastraceae, que possui
distribuicdo predominantemente tropical e subtropical, incluindo cerca
de 50 géneros e 1000 espécies (Souza et al., 2008). Este género ja foi
classificado por alguns autores como pertencente a familia
Hippocrateaceae que, atualmente, é considerada parafilética e incluida
em Celastraceae como duas subfamilias: Hippocrateoideae e
Salacioideae (Lombardi, 2010).

O género Salacia compreende cerca de 200 espécies, distribuidas
pela América, Asia e Europa (Udayan et al., 2012). Constituem-se de
arbustos com flores pequenas e frutos comestiveis com polpa
mucilaginosa (Paarakh et al., 2008).

2.1.1 Aspectos quimicos e biolégicos

Na medicina tradicional, as plantas do género Salacia s&o
utilizadas como adstringentes, anti-inflamatorias, depurativas,
analgésicas, emenagogas, tonicas para o figado e estomaquicas.
Também sdo Uteis no tratamento de diabetes, doengas de pele, cdlicas,
Ulceras, hepatopatia, hiperidrose e dispepsia (Paarakh et al., 2008).

Estudos fitoquimicos tém mostrado a presenca de diversas classes
de metabdlitos secundarios, incluindo triterpenos, sesquiterpenos,
catequinas, xantonas, lignanas, acidos fendlicos e glicosideos. Dentre os
triterpenos isolados destacam-se 0s quinonametideos, que sdo
considerados marcadores quimiotaxonémicos da familia Celastraceae
(Alvarenga et al., 2005).

A espécie S. campestris caracteriza-se pela presenca dos
triterpenos quinonametideos (celastroloides), tingenona [1], pristimerina
[2], tingenina B [3], 20a-hidroxitingenona [4], celastrol [5] e
netzahualcoieno [6] nas suas raizes (Corsino et al., 2000).

A investigacdo fitoquimica da S. chinensis forneceu triterpenos
guinonametideos (tingenona [1], tingenina B [3]), friedelanos (kokoonol
[7], é&cido salaspérmico [8]), ursanos (desmetilregelina [9], é&cido
tripterigico A [10]), glicosideos megastigmanos (foliasalaciosideos [11-
15]), flavonoides (vitexina [16], isovitexina [17], rutina [18]), entre
outros (Deokate et al., 2012; Morikawa et al., 2003; Nakamura et al.,
2011; Zhang et al., 2008).
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A partir das cascas das raizes de S. reticulata foram isolados os
triterpenos  quinonametideos tingenona [1], pristimerina  [2],
isoiguesterinol [19], 30-hidroxipristimerina [20], 22/5-hidroxitingenona
[21] e salaciquinona [22], além de diversos triterpenos friedelanos, tais
como 21a,26-di-hidroxifriedelan-3-ona [23] (Dhanabalasingham et al.,
1996), friedelan-3-ona [24], 3-oxo-friedelan-28-al [25] e 2la-
hidroxifriedelan-3-ona [26] (Kumar et al., 1990). Nas raizes também
foram encontrados os sais de sulfénio salacinol [27] e kotalanol [28]
(Yoshikawa et al., 1998; Yoshikawa et al., 1997), a xantona glicosilada
mangiferina  [29], as catequinas (-)-epicatequina [30], (-)-
epigalocatequina [31] e (-)-4'-O-metilepigalocatequina [32] e as
proantocianidinas (-)-epiafzelequina-(4R->8)-(-)-4'-O-
metilepigalocatequina  [33] e  (-)-epicatequina-(45->8)-(-)-4'-O-
metilepigalocatequina [34] (Yoshikawa et al., 2001).

Um panorama geral dos compostos isolados a partir de espécies
do género Salacia é apresentado na Tabela 1 e suas estruturas estdo
representadas na Figura 1.

Tabela 1. Compostos encontrados em espécies do género Salacia (continua)

Espécie Composto Referéncia
pristimerina [2], netzahualcoieno [6],
friedelan-3-ona [24], isoiguesterina
[35], 2a-hidroxifriedelan-3-ona [36],
regeol A [37], 7-hidroxi-6-
- oxopristimerol [38], a-amirina [39] (Pu et al,
S. amplifolia L ’ ' 2009; Wang et
S-amirina  [40], salacenonal [41], al., 2011)
wilforlida A [42], wilforlida B [43], N
lupeol [44], lup-20(29)-en-3,21-diona
[45], p-sitosterol [46], p-daucosterol
[47]
pristimerina [2], friedelan-3-ona [24], (Deepa et al.,
lup-20(29)-en-3,21-diona  [45], pB- 2003; Deepa et
sitosterol ~ [46],  21p-hidroxilup- al., 2004;
s beddomei 20(29)-en-3-ona [48], 6p-hidroxilup- Hisham et al.,
' 20(29)-en-3,21-diona [49], 20,38-di- 1995; Hisham
hidroxilup-20(29)-eno [50], betulina et al., 1996a;
[51] Hisham et al.,

1996h)
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Tabela 1. Compostos encontrados em espécies do género Salacia (continuagao)

S. campestris

tingenona [1], pristimerina [2],
tingenina B [3], 20a-
hidroxitingenona [4], celastrol [5],
netzahualcoieno [6], friedelan-3-ona
[24], netzahualcoiona [52]

(Carvalho et
al., 2005;
Corsino et al.,
2000; Liao et
al., 1997)

S. chinensis

tingenona [1], tingenina B [3],
kokoonol [7], acido salaspérmico [8],
desmetilregelina [9], acido
tripterigico A [10], foliasalaciosideo
E1 [11], foliasalaciosideo E2 [12],
foliasalaciosideo E3 [13],
foliasalaciosideo F [14],
foliasalaciosideo | [15], vitexina [16],
isovitexina  [17], rutina  [18],
mangiferina [29], (-)-epicatequina
[30], (-)-epigalocatequina [31] p-
amirina [40], acido wilférico C [53],
salaquinona A [54], salaquinona B
[55], acido ortosfénico [56], p-
amirenona [57], é&cido 38,224-di-
hidroxiolean-12-en-29-oico [58],
acido maitenfolico [59], acido 22a-
hidroxi-3-oxo-olean-12-en-29-oico
[60], regeol A [37], triptocalina A
[61], 29-hidroxifriedelan-3-ona [62],
canferol 3,7-di-O-4-D-
glicopiranosideo [63], canferol 3-O-
rutinosideo-7-0-p-D-
glicopiranosideo [64], canferol 3-O-
(27,6”-a-L-diramnopiranosil-g-D-
glicopiranosideo)-7-O-4-D-
glicopiranosideo [65], quercetina 3-
O-rutinosideo-7-O-4-D-
glicopiranosideo [66], miricetina-3-
O-pB-D-rutinosideo [67], roseosideo
[68], (+)-lioniresinol [69], (+)-
isolariciresinol [70], (+)-8-metoxi-
isolariciresinol [71]

(Deokate et al.,
2012; Kishi et
al., 2003;
Morikawa et
al., 2003;
Nakamura et
al., 2008;
Zhang et al.,
2008)
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Tabela 1. Compostos encontrados em espécies do género Salacia (continuagao)

S. elliptica

28-hidroxifriedelan-3-ona [72], 1,3-
dioxo-16a-hidroxifriedelano [73],
16a-hidroxifriedelan-3-ona [74], 30-
hidroxifriedelan-3-ona [75], 16a,28-
di-hidroxifriedelan-3-ona [76]

(Duarte et al.,
2010)

S.
hainanensis

210,26-di-hidroxifriedelan-3-ona
[23], friedelan-3-ona [24], 2la-
hidroxifriedelan-3-ona [26],
mangiferina [29], (-)-epicatequina
[30], p-amirina [40], wilforlida A
[42], lupeol [44], lup-20(29)-en-3,21-
diona [45], p-sitosterol [46], 29-
hidroxifriedelan-3-ona  [62], 30-
hidroxifriedelan-3-ona [75], 7a,210-
di-hidroxifriedelan-3-ona [77], 34,30-
di-hidroxiolean-12-eno [78], acido
oleandlico [79], 24,3p-di-hidroxilup-
20(29)-eno  [80], 28,368,220 -
trihidroxilup-20(29)-eno  [81], 3a-
hidroxilup-20(29)-en-2-ona [82], 3a,
28-di-hidroxilup-20(29)-en-2-ona
[83]

(Gao et al.,
2010; Guo et
al., 2013; Guo
etal., 2009;
Huang et al.,
2012; Yuan et
al., 2011)

S. kraussi

pristimerina  [2], celastrol [5],
isoiguesterinol [19], 28-nor-
isoiguesterina-17-carbaldeido  [84],
17-(metoxicarbonil)-28-nor-
isoiguesterina  [85],  28-hidroxi-
iguesterina [86]

(Figueiredo et
al., 1998a)

S. longipes

mangiferina [29], B-sitosterol [46],
estigmasterol [87], salaterpeno A
[88], salaterpeno B [89], salaterpeno
C [90], salaterpeno D [91]

(Mba'ning et
al., 2011;
Mba'ning et al.,
2013)
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Tabela 1. Compostos encontrados em espécies do género Salacia (continuagao)

isoiguesterinol [19], isoiguesterina

S. o : (Thiem et al.
.. [35], 6-oxo-isoiguesterina [92], 20- :
madagascariensis epi-isoiguesterinol [93] 2005)
salacinol [27], kotalanol [28], lupeol
[44], B-sitosterol [46], B-daucosterol
[47], 30-hidroxilup-20(29)-en-3-ona
[94], 3B,30-di-hidroxilup-20(29)-eno  (Gao et al.,

S. prinoides [95], &cido ursolico [96], salaprinol 2008;

P [97], ponkoranol [98], canferol-4'- Yoshikawa et
metil éter [99], quercetina [100], al., 2008)
quercetina-3',4'-dimetil  éter [101],
isoramnetina [102], é&cido galico
[103], galato de etila [104]
tingenona [1], pristimerina [2],
celastrol [5], netzahualcoieno [6],
isoiguesterinol [19], 30-
hidroxipristimerina [20], 22p-
hidroxitingenona [21], salaciquinona
[22], 2la,26-di-hidroxifriedelan-3- (Dhanabalasi
ona [23], friedelan-3-ona [24], 3-0x0- naham et al
friedelan-28-al [25], 2la- 1396_ K
hidroxifriedelan-3-ona [26], salacinol ot al1 1990:
[27], kotalanol [28], mangiferina N ’

. . Yoshikawa et
[29], (-)-epicatequina [30], (-)- al. 1998:
S. reticulata epigalocatequina  [31], (-)-4'-O- '
A . Yoshikawa et
metilepigalocatequina  [32], (-)- al. 2002a-
epiafzelequina-(4R3->8)-(-)-4'-O- o ’
A . Yoshikawa et
metilepigalocatequina  [33], (-)- al. 2001
epicatequina-(48->8)-(-)-4'-O- ’
A - Yoshikawa et
metilepigalocatequina [34], al., 1997)

isoiguesterina [35], B-amirina [40],
salacenonal [41], B-sitosterol [46],
acido 3p,22p-di-hidroxiolean-12-en-
29-oico [58], acido maitenfélico [59],
29-hidroxifriedelan-3-ona [62], 28-
hidroxifriedelan-3-ona [72],
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Tabela 1. Compostos encontrados em espécies do género Salacia (conclusdo)

S. reticulata

30-hidroxifriedelan-3-ona [75],
friedelan-3, 21-diona [105], acido 3-
oxo- friedelan-30-oico [106], 16-
acetato de kotalagenina [107], 26-
hidroxifriedelan-1,3-diona [108], 19-
hidroxiferruginol [109], acido
lambértico [110]

(Yoshikawa
etal., 1998;
Yoshikawa et
al., 2002a;
Yoshikawa et
al., 2001,
Yoshikawa et
al., 1997)

S. verrucosa

2lo-hidroxifriedelan-3-ona [26], 26-
hidroxifriedelan-1,3-diona [108],
friedelan-1,3-diona  [109], 2la-
hidroxifriedelan-1,3-diona [110], 30-
hidroxifriedelan-1,3-diona [111]

(Somwong et
al., 2011)

Figura 1. Estruturas moleculares dos compostos identificados no género
Salacia (continua)
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Figura 1. Estruturas moleculares dos compostos identificados no género Salacia
(continuacéo)
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Figura 1. Estruturas moleculares dos compostos identificados no género Salacia

(continuacdo)
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Figura 1. Estruturas moleculares dos compostos identificados no género Salacia
(conclusdo)
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As espécies do género Salacia apresentam uma variedade de
atividades biologicas, dentre as quais se destacam a atividade
antidiabética, antimicrobiana, antioxidante, hepatoprotetora, citotoxica,
anti-inflamatoria, antiobesidade e hipotensiva, comprovando a eficacia
da utilizacdo das espécies na medicina popular.

O extrato aquoso de S. reticulata apresentou atividade
antidiabética, reduzindo os niveis de glicose no sangue em ratos com
diabetes induzida por estreptozotocina (Serasinghe et al., 1990).
Também foi capaz de inibir a a-glicosidase em ratos e suprimir
significativamente a hiperglicemia p6s-prandial em voluntarios humanos
saudaveis no teste de tolerancia & sacarose (Shimoda et al., 1998).

A mangiferina [29], isolada a partir das raizes de S. reticulata,
apresentou atividade inibitdria frente as enzimas sucrase, isomaltase e
aldose redutase em ratos (Yoshikawa et al., 2001). Das raizes também
foram isolados dois potentes inibidores de a-glicosidade: os sais de
sulfonio salacinol [27] e kotalanol [28] (Yoshikawa et al., 1998;




32

Yoshikawa et al., 1997). Estes sais apresentaram atividade inibitoria em
animais tdo forte quanto as dos farmacos voglibose e acarbose, que sdo
amplamente utilizados clinicamente nos dias atuais no tratamento de
diabetes mellitus (Muraoka et al., 2008).

O extrato sollvel em agua das raizes de S. reticulata assim como
0s compostos isolados mangiferina [29], (-)-4’-O-metilepigalocatequina
[32] e acido maitenfolico [59] apresentaram atividade antiobesidade
(Shimada et al., 2011; Yoshikawa et al., 2002a).

Estudos com o extrato aquoso e o extrato metandlico das raizes e
caule da S. reticulata apresentaram um efeito hepatoprotetor em
experimentos com ratos (Yoshikawa et al., 2002b). J& a atividade
antimicrobiana dos extratos cloroférmio e metandlico da espécie foi
testada frente a diversos microrganismos; ambos 0s extratos
apresentaram efeito inibitorio (Choudhary et al., 2005).

Os compostos isolados a partir das raizes desta espécie,
mangiferina  [29], (-)-4"-O-metilepigalocatequina [32] e (-)-
epicatequina-(4p—->8)-(-)-4 -O-metilepigalocatequina [34], apresentaram
potente atividade sequestrante do radical livre DPPH (Yoshikawa et al.,
2002b).

Estudos com o extrato éter de petréleo das cascas da raiz de
S.oblonga em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina
apontaram que o extrato impediu significativamente a hiperglicemia e a
hipoinsulinemia, sugerindo sua atividade antidiabética (Krishnakumar et
al., 1999). Dois compostos isolados do extrato éter de petrdleo
demonstraram cerca de 60% e 76% de atividade hipoglicémica em
comparacdo com uma dose igual de tolbutamida (250 mg kg™) em ratos
albinos, indicando a importancia terapéutica de S.oblonga (Augusti et
al., 1995).

O extrato das raizes de S. oblonga apresentou atividade
antiperoxidacdo lipidica no tecido cardiaco de ratos diabéticos. A
atividade de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase,
catalase, GSHPxase e GSSGRase foi aumentada no tecido cardiaco de
animais diabéticos tratados com este extrato, sugerindo a sua atividade
antioxidante (Krishnakumar et al., 1999).

A atividade anti-inflamatéria das cascas da raiz em p6 de S.
oblonga foi avaliada em ratos albinos machos utilizando os métodos de
edema de pata induzido por carragenina (inflamacdo aguda) e de
granulomas induzidos por pelotas de algoddo (inflamagdo crénica). A
amostra exerceu a atividade através de acdo antiproliferativa,
antioxidante e da estabilizacdo de membranas lisossomais (Ismail et al.,
1997).
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A espécie S. petenensis apresentou atividade antibacteriana, o que
conduziu ao isolamento dos triterpenos tingenona [1] e netzahualcoionol
[112] como compostos biologicamente ativos contra 0 microrganismo
utilizado no teste (Setzer et al., 2001).

O extrato metandlico do caule de S. chinensis mostrou potente
efeito anti-hiperglicémico e foi capaz de inibir a aldose redutase em
ratos (Yoshikawa et al., 2003). Seis constituintes isolados da S.
chinensis (tingenona [1], tingenina B [3], mangiferina [29], regeol A
[37], &cido 3p,22p-di-hidroxiolean-12-en-29-oico [58] e triptocalina A
[61]) apresentaram atividade inibitdria da aldose redutase, sugerindo seu
potencial antidiabético (Morikawa et al., 2003).

O extrato etandlico das raizes de S. macrosperma apresentou
significativa atividade hipoglicémica em coelhos além da capacidade de
reduzir os niveis de glicose no sangue em ratos tratados com aloxano
(Venkateswarlu et al., 1993; Venkateswarlu et al., 1990). Estudos
também revelaram que o extrato etandlico exibiu significativa atividade
antimicrobiana in vitro (Venkatesarulu et al., 1992).

Os compostos pristimerina [2], isoiguesterinol [19], 28-nor-
isoiguesterina-17-carbaldeido [84], 17-(metoxicarbonil)-28-nor-
isoiguesterina [85] e 28-hidroxi-iguesterina [86], isolados da espécie S.
kraussi por fracionamento guiado por bioensaios, mostraram
citotoxicidade potente contra células HT-29 (adenocarcinoma de célon
humano) e apresentaram atividade antimalarica (Figueiredo et al.,
1998b). Ja o triterpeno celastrol [5], encontrado nas raizes de S.
campestris, apresentou potente atividade antioxidante, inibindo a
peroxidacéo lipidica de membrana em mitocondrias isoladas do figado
de ratos (Sassa et al., 1994).

2.2 Salacia impressifolia

A espécie Salacia impressifolia (Miers) A. C. Smith estd
distribuida pela América Central e América do Sul (Smithsonian
Institution). No Brasil pode ser encontrada em cinco estados: Acre,
Amazonas, Par4, Rondonia, Roraima e Mato Grosso (Lombardi, 2013).
E um cipd escandescente, com flores amareladas, botées esverdeados e
fruto comestivel rugoso (The New York Botanical Garden;
Universidade de Sao Paulo).
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Salacia impressifolia (Figura 2) possui a seguinte classificacdo
taxonémica (Paarakh et al., 2008):

Reino: Plantae
Sub-reino: Tracheobionta
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Rosidae
Ordem: Celastrales
Familia: Celastraceae
Género: Salacia

Espécie: impressifolia

Figura 2. Salacia impressifolia

Fonte: Universidade de S&o Paulo

Conhecida na regido de Santarém-PA como “cipé-miraruira”, seu
caule é utilizado na medicina popular no combate a diabetes e
inflamagbes (Almeida, 1993).At¢é o momento h& poucos estudos
referentes a fitoquimica desta espécie, reportando o isolamento, a partir
do caule, dos esterois p-sitosterol [46], estigmasterol [87] e campesterol
[113] dos triterpenos tingenona [1], tingenina B [3], friedelan-3-ona
[24], a-amirina [39], f-amirina [40], lupeol [44], (Rocha et al., 2000),
acido cincholico [114], acido quindvico [115], o acido 3-O-[p-D-
quinovopiranosil]-quinévico [116] (Costa et al., 2007), 3-O-[g-D-
fucopiranosil]-quinévico [117] e &cido 3-oxoquindvico [118] (Ripardo
Filho et al., 2008).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo realizar o estudo
fitoquimico do caule da espécie Salacia impressifolia e avaliar a
potencial atividade bioldgica do extrato bruto, fracdes e compostos
isolados.

3.2 Objetivos especificos

> Obter o extrato bruto do caule e efetuar a extracdo soélido-liquido;

> lIsolar, através de métodos cromatograficos, os metabolitos
secundarios presentes na espécie;

» Determinar as propriedades fisico-quimicas dos compostos isolados

> ldentificar os compostos através de técnicas espectrométricas, como
ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massa e
espectrofotometria de infravermelho;

> Avaliar a atividade antioxidante e a capacidade de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase do extrato bruto e fragdes;

» Auvaliar a atividade anti-hiperglicémica do extrato bruto.
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4 METODOLOGIA
4.1 Reagentes

Foram utilizados solventes de grau P.A., adquiridos de fontes
comerciais. A acetonitrila grau HPLC foi obtida comercialmente
(Panreac) e a agua ultrapura foi obtida a partir de um sistema de
purificagdo  Milli-Q  Plus  (Millipore). Nos  fracionamentos
cromatograficos em coluna foi utilizada silica gel Carlo Erba de
granulometria 0,063:0,20 mm, poliamida CC6 Macherey-Nagel com
tamanho de particula menor que 0,07 mm e Sephadex LH-20. Para
cromatografias em camada delgada (CCD) foram utilizadas
cromatoplacas de aluminio cobertas com uma camada de silica gel de
0,2 mm de espessura. As placas de CCD foram reveladas por meio de
luz ultravioleta com comprimentos de onda de 254 e 365 nm, exposi¢do
a vapores de iodo e/ou imersdo em solugdo de anisaldeido sulfurico,
seguida de aquecimento a 110°C.

4.2 Equipamentos

Para a concentragdo do extrato e fragfes foi utilizado o
evaporador rotatorio a vacuo Fisatom, sob temperatura inferior a 60 °C.

Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho
Microquimica APF-302.

Os experimentos de ESI-EM foram realizados no Laboratério de
Catalise e Fendmenos Interfaciais (LACFI) do Departamento de
Quimica da UFSC, com auxilio do professor Gustavo Amadeu Micke,
utilizando um espectrdmetro de massa triplo quadrupolo QTrap 3200
(Applied Biosystems, Concord, Canadd) em modo negativo. Os
espectros de massas foram adquiridos na faixa de m/z 100 a 1000 e os
dados foram analisados pelo software Analyst (versdo 1.5.1; Applied
Biosystems).

Os experimentos de ESI-IT-Tof foram realizados no laboratério
de Biogquimica e Biofisica do Instituto Butantan, sob supervisdo do
professor Daniel Carvalho Pimenta, em um espectrémetro ESI-IT-Tof
(Shimadzu Co., Japdo), em modo negativo. As amostras foram diluidas
em metanol e injetadas diretamente no espectrébmetro por injecao
manual, com fluxo de 0,025 uL min™. A fragmentacéo foi feita por gas
de colisdo argdnio, com 50% de energia e 0s espectros foram obtidos na
faixa de 50 a 700 m/z. Os dados obtidos foram analisados pelo software
LCMSsolution (Shimadzu Co., Japdo).
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As andlises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa foram realizadas no Laboratorio de Eletroforese Capilar sob
supervisdo do professor Gustavo Amadeu Micke. Foi utilizado um
cromatografo gasoso Agilent Technologies 5975 Series MSD, com
ionizagdo por elétrons de 70 eV e temperatura de fonte de ions de 170
°C, equipado com coluna DB-5MS (25 m x 250 pm x 0,25 pum). Como
gas de arraste foi utilizado hélio com vazéo de 1 mL min™, estando o
injetor a 280 °C. A injecdo da amostra de 1 pL foi conduzida no modo
split 5:1, empregando-se a seguinte rampa de aquecimento: temperatura
inicial 60 °C/5 min, seguido de aquecimento a uma taxa de 10 °C/min
até 290 °C, permanecendo nesta temperatura por 30 min.

Para os espectros de absor¢do na regido do IV, utilizou-se o
espectrofotdmetro ABB, modelo FTLA 200, na Central de Andlises do
Departamento de Quimica da UFSC, em filme ou pastilha de KBr.

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Varian
NMR AS 400, operando a 400 MHz para *H e 100 MHz para 13C, e em
espectrometro Bruker AC 200, operando a 200 MHz para *H e 50 MHz
para 13C, do Departamento de Quimica da UFSC.

4.3 Obtencdo e fracionamento do extrato bruto

O extrato bruto hidroalcéolico (EB) de Salacia impressifolia foi
obtido por maceracdo em Etanol 96% do caule seco e pulverizado (2,0
kg), adquirido comercialmente (A REGIONAL, Parintins, AM). O
tempo de maceracdo foi de sete dias, e 0 procedimento de extracdo foi
repetido por trés vezes. Os extratos obtidos foram reunidos, filtrados e o
solvente evaporado em rotaevaporador sob pressdo reduzida rendendo
107 g de extrato bruto seco.

Uma aliquota de 102 g do EB foi submetida a extracdo sélido-
liquido, sucessivamente, com cloroférmio e acetato de etila, rendendo
8,06g da fracdo cloroférmio (FC), 10,40 g da fragdo acetato de etila
(FA) e 70,39 g do residuo insolavel (RI) (Figura 3). Aliquotas do extrato
bruto e das fragcbes FC, FA e RI foram reservadas para realizacdo de
ensaios para avaliagdo de suas potenciais atividades bioldgicas.



Figura 3. Extrag8o do extrato bruto do caule de Salacia impressifolia
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4.4 Fracionamento da fracdo cloroférmio

39

A FC (5,20 g) foi submetida & cromatografia em silica gel,
utilizando solventes de polaridade crescente. Iniciou-se a eluicdo com
hexano 100%, aumentando gradativamente a polaridade do eluente com
adicdo de acetato de etila e metanol, até a polaridade de 100 % de
metanol. Foram coletadas 105 fracfes de 125 mL cada, as quais foram

reunidas conforme CCD (Figura 4).

Figura 4. Isolamento dos compostos da fragdo cloroférmio
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As fracbes 6-7 renderam um éleo amarelo, denominado mistura
1, o qual foi analisado através de IV e CG-EM.

As fracdes 16-19 foram purificadas através de recristalizacdo em
acetona rendendo um sélido branco (Mistura 2), que foi submetido as
andlises de IV e RMN (*H, BC, DEPT, HMQC, HMBC e COSY) e
determinacdo do ponto de fusdo.

As fracBes 21-66 foram reunidas e recristalizadas em
hexano/acetona, resultando num sélido de coloracdo laranja (Composto
1) que foi submetido as andlises de p.f., Rf, IV, RMN uni e
bidimensional e EM para elucidacéo estrutural.

As fracbes 68-105 reunidas foram submetidas & purificacdo por
cromatografia por exclusdo utilizando Sephadex LH-20 como fase
estacionaria e metanol:cloroférmio (75:25) como eluente, aumentando a
polaridade com metanol e agua, até 100 % de agua. Este procedimento
resultou no isolamento de um composto alaranjado, submetido as
andlises fisicas e espectroscopicas, através das quais se observou que
correspondia ao Composto 1.

4.5 Fracionamento da fracdo acetato de etila

A FA (9,40 g) foi submetida ao fracionamento cromatografico em
silica gel, utilizando hexano/acetato de etila como eluente em gradientes
de polaridade crescente, com posterior adicdo de metanol, até a
polaridade de 100 % de metanol. Foram obtidas 52 fra¢Ges, que foram
reunidas por similaridade cromatogréfica apds anélise por CCD (Figura
5).

Figura 5. Isolamento dos compostos da fragéo acetato de etila

FA
(9,403 g)
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A fracdo 5, ap06s purificagdo em acetona, rendeu um sélido
branco que, apds analise de RMN de H e comparacdo em CCD, foi
denominado Mistura 2, previamente isolado a partir da FC.

A partir das fragcGes 6-7 reunidas, obteve-se um solido laranja,
correspondente ao Composto 1, apds comparacdo do RMN de 1H.

As fragdes 14-16 foram reunidas e purificadas em acetato de etila
rendendo um sélido branco (Composto 2) que foi submetido as analises
de p.f., Rf, IV e RMN uni e bidimensional para sua determinagdo
estrutural.

O Composto 3 foi isolado da fragcdo 37 na forma de um sélido
marrom, o qual teve seu ponto de fusdo determinado e suas analises de
RMN de *H e 13C realizadas.

4.6 Fracionamento do residuo insoltvel

O RI (500 mg) foi submetido a separagdo cromatografica
utilizando poliamida como fase estacionaria. Iniciou-se a eluicdo com
agua:metanol (80:20) e diminuiu-se a polaridade com a adicdo de
metanol e acetona, até a polaridade de acetona 100 %. Foram coletadas
54 frages, reunidas conforme similaridade cromatografica apds analise
por CCD.

As fragBes 18-23, apo6s procedimentos de purificacdo e andlise
cromatogréafica, resultaram no Composto 3, isolado anteriormente a
partir do fracionamento cromatografico da FA.

4.7 Avaliacdo da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos, fracdes e
compostos isolados foi realizada através de diferentes ensaios:
determinacdo de fendlicos totais, determinacdo do teor de flavonoides,
determinacdo do poder redutor e determinacdo da capacidade
sequestradora do radical livre DPPH. Estes ensaios foram realizados no
préprio Laboratério de Quimica de Produtos Naturais do Departamento
de Quimica da UFSC, sob a supervisdo da professora Dr? Inés Maria
Costa Brighente.

4.7.1 Determinac&o do teor de fendlicos totais
A quantificacdo dos fendlicos totais foi determinada pelo método

Folin-Ciocalteau (Anagnostopoulou et al., 2006) utilizando o &cido
galico como padrdo de referéncia. Uma aliquota de 0,5 mL de cada
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solucdo teste (extrato e fragdes a 1000 ppm, dissolvidos em metanol) foi
misturada com 5,0 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente de Folin-
Ciocalteau. Apés 3 minutos 1,0 mL de carbonato de sodio saturado foi
adicionado. As solucGes foram agitadas e apds 1 hora as absorbancias
foram medidas a 725 nm utilizando um espectrofotémetro UV-Vis.
Como branco utilizou-se uma solucdo preparada conforme descrito
acima, porém sem a presenca da solucao teste. Foi construida uma curva
analitica com solu¢fes padrdo de acido galico, nas concentracdes de 25
a 500 ppm, diluidas em etanol, para comparacao (y = 5,64x + 7,79; r2 =
0,999). Todas as analises foram realizadas em triplicatas. Os resultados
foram expressos em mg de &cido galico por g de extrato ou fragéo seco.

4.7.2 Determinacao do teor de flavonoides

O teor de flavonoides foi avaliado através do método de
complexacdo com cloreto de aluminio (AICI3) (Woisky, 1998). Foram
misturados 0,5 mL de solucéo teste (extrato e fracdes na a 1000 ppm
dissolvidos em metanol), 2,5 mL de etanol e 0,5 mL de uma solucdo de
AICl; 2 %. Apbés 1 hora as absorbancias foram medidas em
espectrofotdmetro a 420 nm. Foi construida uma curva de calibracdo
com solugdes padrao de quercetina nas concentra¢fes de 1 a 100 pug mL”
! diluidas em etanol, para comparagdo (y =10,36x — 9,63; r2 = 0,999).
Os resultados foram expressos em mg de quercetina por g de extrato ou
fracéo.

4.7.3. Determinacdo da acdo sequestradora de radicais livres

A determinacéo da atividade antioxidante utilizando o croméforo
2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) (Cavin et al., 1998) foi efetuada
pela adicdo de solucBes metandlicas do extrato e fracdes a uma solucédo
de DPPH 0,004 %. Ap6s 30 minutos, procedeu-se a leituraa 517 nm em
espectrofotdmetro para obtencdo da absorbéancia de cada solucdo a 100
ppm. O resultado foi expresso em termos de % de diminuicdo da
concentracdo de DPPH. A anélise foi feita em triplicata.

4.7.4 Determinacao do potencial redutor

A avaliacdo do potencial redutor consistiu na adi¢do de 8,5 mL de
agua deionizada a 100 pL das solucdes testes (extrato bruto e fracGes a
1000 ppm, em metanol). Adicionou-se entdo 1,0 mL da solucdo de
FeCl; 0,1 molL™ e, ap6s 3 minutos, 1,0 mL da solucéo de ferricianeto de
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potassio 0,08 mol L™. Apos 15 minutos, realizou-se a leitura da
absorbancia da solucdo a 720 nm (Price et al., 1977; Waterman et al.,
1994). Foi construida uma curva de calibragdo com solucGes padrao de
acido ascérbico nas concentragdes de 100 a 1000 ppm, diluidas em
etanol, para comparacdo (y = 2,43x + 1,94; r2 = 0,999). Todos os testes
foram realizados em triplicata. O potencial redutor foi determinado em
equivalentes de acido ascorbico, ou seja, mg de acido ascérbico por g de
amostra.

4.8 Acdo inibitoria da acetilcolinesterase

O bioensaio de inibicdo da acetilcolinesterase foi realizado em
nosso laboratério (LQNP) sob a supervisdo da professora Dra. Inés
Maria Costa Brighente, conforme descrito por Mata e colaboradores
(Mata et al., 2007) com modificacGes.

A amostra dissolvida em metanol (1 mg mL™) foi adicionada ao
tampao tris-HCI 50 mmol L™ pH = 8 em uma cubeta, seguida da adi¢do
da enzima acetilcolinesterase. Apds 15 minutos, acrescentou-se iodeto
de acetiltiocolina e o reagente de Ellman. A leitura em
espectrofotdmetro UV-Vis a 405 nm foi efetuada ap6s 30 minutos.
Como controle positivo utilizou-se a galantamina, do farmaco comercial
Reminyl (0,01 mg mL™) e como controle negativo utilizou-se metanol,
onde a atividade enzimatica foi considerada 100%. Na referéncia foram
utilizados todos os reagentes exceto a enzima.

Os resultados dos ensaios foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e teste de Fisher para multiplas comparacdes
fixando-se p < 0,05 para indicar diferenca significativa.

4.9 Avaliacdo da atividade anti-hiperglicémica

A avaliagdo da atividade anti-hiperglicémica do extrato bruto foi
efetuada através dos ensaios in vivo de teste oral de tolerancia a glicose
e atividade das dissacaridases, realizados no
Laboratério de Horménios & Transdugdo de Sinais do Departamento de
Bioquimica da UFSC, sob superviséo da professora Dra. Fatima R. M.
B. Silva.

4.9.1 Teste oral de tolerancia a glicose

Ratos em jejum foram divididos em diferentes grupos de seis
animais cada. Grupo |, ratos hiperglicémicos que receberam glicose (4 g
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kg™, 8,9 M); Grupo I1, ratos que receberam doses do EB. A glicemia foi
medida antes de os ratos receberem o tratamento (tempo zero). Os ratos
foram alimentados com o extrato (dissolvido em agua) e depois de 30
minutos foram administrados com glicose (4g kg™, 8,9 M) por via oral.
A glicemia foi medida a 15, 30, 60 e 180 minutos ap06s a administracao
de glicose. Todos os tratamentos foram administrados por gavagem.

4.9.2 Extracao das dissacaridases e ensaios

Um segmento do intestino delgado de ratos foi removido, lavado
em solucdo de NaCl a 0,9 %, seco em papel de filtro, pesado, cortado e
homogeneizado (300 rpm) com NaCl a 0,9% (400 mg de duodeno por
mL) durante 1 min a 4 °C. O homogenato resultante foi centrifugado a
8000 x g durante 8 minutos e o sobrenadante foi recolhido. O
sobrenadante foi usado para a medigdo das atividades in vitro da
maltase, sacarase e lactase e para determinacdo de proteina total. As
atividades da maltase, lactase e sucrase foram determinadas utilizando
um kit de diagnostico de glicose baseado no reagente de glicose oxidase.
Para a determinacdo da atividade de dissacaridases 50 pL de
sobrenadante foram pré-incubados a 37 ° C durante 5 minutos, na
auséncia (controle) ou na presenca do EB (grupo tratado). Os
sobrenadantes foram ento incubados a 37 °C durante 5 min com 25 mL
de substrato correspondente a 0,056 mmol L™ de maltose, sacarose ou
lactose (Pereira et al., 2011). Uma unidade de enzima (U) foi definida
como a quantidade de enzima que catalisou a liberagio de 1 umol L™ de
glicose por minuto nas condi¢Bes do ensaio. A atividade especifica foi
definida como a atividade da enzima (U) por mg de proteina. A
concentracdo de proteina foi determinada utilizando albumina do soro
bovino (BSA) como padrdo (Lowry et al., 1951). Os ensaios foram
realizados em duplicata e conduzidos juntamente com os controles
apropriados.

4.9.3 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. As
comparacdes estatisticas foram realizadas através da analise de variancia
de uma via (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Bonferroni ou teste “t”
de Student para identificar diferencas significativas entre grupos
utilizando o software Graphpad Prism (versdo 3.0). As diferencas
encontradas foram consideradas estatisticamente significativas para um

€6 9

p” igual ou menor que 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Andlise fitoquimica

O interesse em desenvolver este estudo ocorreu devido ao
potencial biolégico das espécies do género Salacia e aos poucos
trabalhos referentes a espécie Salacia impressifolia. Iniciou-se o
trabalho com a obtencdo do extrato bruto hidroalcéolico através da
maceracdo em etanol durante sete dias, por trés vezes, do caule seco e
moido (2,0 kg). Obtiveram-se 107,0 g de EB (5,35% m/m), dos quais
102,0 g foram submetidos a extracdo sélido-liquido com cloroférmio e
acetato de etila, resultando nas fracées: cloroférmio (FC), acetato de
etila (FA) e residuo insolavel (RI), com os respectivos rendimentos em
relacdo ao caule seco: 0,40%; 0,52% e 3,5% (m/m).

As fracBes foram submetidas a fracionamentos cromatograficos a
fim de isolar os metabolitos secundarios, os quais foram caracterizados
através de suas propriedades fisicas (ponto de fusdo e fator de retencédo
cromatografica) e espectroscopicas (IV, EM e RMN wuni e
bidimensional).

5.1.1 Mistura 1

Um o6leo amarelo (425 mg) foi obtido a partir da separacdo
cromatogréfica em silica gel da fracdo cloroférmio. A anélise através de
espectrofotometria de infravermelho (em filme) (Figura 6) apontou a
presenca de duas bandas intensas em 2924 cm™ e 2853 cm™ referentes a
ligacbes C-H alifaticas atribuidas a uma grande cadeia carbbnica. A
observago de intensas bandas de absorcdo em 1743 cm™, 1737 cm™ e
1732 cm™ correspondentes a carbonilas de éster e o grupo de
deformacGes angulares, juntamente com a intensa absor¢do de
estiramento C-H alifatico e a presenga da banda de estiramento da
ligacdo C-O em 1169 cm™ (Figura 6), sugere se tratar de uma mistura de
ésteres de acidos graxos. A fraca banda de absorcio em 3440 cm™, para
O-H, pode corresponder a algum residuo de dgua na amostra ou devido
a componentes minoritarios.
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Figura 6. Espectro de IV (em filme) da mistura 1
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A fim de obter maiores informagfes com respeito @ composi¢do
do oOleo, este foi analisado através da técnica de CG-EM. O
cromatograma (Figura 7) apresentou uma composicdo complexa, tendo
acidos graxos como componentes majoritarios.

Figura 7. Cromatograma de fons totais da mistura 1
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A andlise quantitativa dos componentes da mistura 1 foi
realizada através das éareas relativas dos picos do cromatograma. A
identificacdo dos constituintes foi baseada na biblioteca NIST® 98 em
conjunto com a analise dos espectros de massa (Anexo Figura 41) e
comparacgdo com a literatura (Adams, 1995; Mass Spectra) (Tabela 2).

Pode-se observar que o composto majoritario é o éster
hexadecanoato de etila [119], representando 16,73 % do 6leo total. A
maioria dos compostos identificados sdo ésteres graxos, corroborando
com as informacdes obtidas a partir do espectro de IV. Também foi
possivel identificar &cidos graxos, aldeidos graxos e alcoois graxos,
além do esteroide estigmasta-3,5-dien-7-ona [120] e dos triterpenos
acetato de lupeol [121], p-amirenona [57] e friedelan-3-ona [24], dos
quais os dois ultimos ja foram encontrados no género (Corsino et al.,
2000; Hisham et al., 1995; Morikawa et al., 2003). A Tabela 2 apresenta
0s compostos identificados neste 6leo e sua abundancia relativa.

Tabela 2. Compostos, tempo de retencdo e porcentagem relativa dos
constituintes da mistura 1 (continua)

Composto TR (min) % Rel

[122] 4cido hexanoico 8,334 4,29
[123] octanal 8,619 0,39
[124] 4,5-dimetil-2-hepten-3-ol 10,508 0,99
[125] nonanal 10,699 0,86
[126] octanoato de etila 12,309 0,34

- NI 12,463 0,36
[127] cicloundecanona 13,086 0,76
[128] trans-2-decenal 13,349 1,14

- NI 14,579 0,87
[129] 2-undecenal 14,828 1,03

- NI 15,355 0,33
[130] 9-oxo0-nonanoato de etila 16,673 1,26
[131] dodecanoato de etila 17,720 0,65
[132] tetradecanoato de etila 19,954 0,47
[133] 6,10,14-trimetil-2-pentadecanona 20,510 0,30
[134] etil-13-metil-tetradecanoato 20,986 0,31
[135] hexadecanoato de metila 21,316 0,37
[136] acido n-hexadecanoico 21,645 0,82
[119] hexadecanoato de etila 21,982 16,73

TR: tempo de retencdo; %REL: porcentagem relativa; NI: néo
identificado
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Tabela 2. Compostos, tempo de retencdo e porcentagem relativa dos
constituintes da mistura 1 (conclusao)

Composto TR (min) % Rel
- NI 22,282 2,14
[137] heptadecanoato de etila 22,919 0,52
[138] 11-octadecenoato de metila 23,007 0,36
- NI 23,102 0,35
- NI 23,410 0,55
[139] trans-9-octadecenoato de etila 23,615 6,57
[140] cis-9-octadecenoato de etila 23,666 1,56
[141] octadecanoato de etila 23,827 4,17
- NI 24,076 1,28
- NI 25,167 0,81
[142] acido cis-13-eicosenoico 25,335 1,50
[143] 19-metil-eicosanoato de metila 25,526 1,26
- NI 25,775 0,83
[144] diisoctil ftalato 26,814 1,08
[145] docosanoato de etila 27,100 0,94
- NI 27,847 1,28
[146] tetracosanoato de etila 28,594 1,99
- NI 29,428 0,85
- NI 30,402 1,09
- NI 30,673 0,86
- NI 31,698 2,35
- NI 34,122 1,43
- NI 35,469 1,88
[57] S-amirenona 35,689 2,09
- NI 36,121 1,59
- NI 36,443 7,17
[120] estigmasta-3,5-dien-7-ona 37,314 6,78
- NI 38,288 1,35
[121] acetato de lupeol 39,357 4,70
[24] friedelan-3-ona 40,257 5,48
- NI 42,527 2,41

TR: tempo de retengdo; %REL: porcentagem relativa; NI: néo
identificado

As estruturas dos compostos identificados sdo apresentadas na
Figura 8.
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Figura 8. Estrutura dos compostos identificados na mistura 1
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5.1.2 Mistura 2

Os fracionamentos cromatograficos das FC e FA resultaram no
isolamento de 22 mg e 6 mg, respectivamente, de um sélido branco que
apresentou uma faixa de fusdo entre 188,5 e 192,7 °C.

O perfil de absorcdo do espectro de IV (Figura 9) sugeriu uma
estrutura triterpénica ou esteroidal. Esta proposta esta fundamentada na
presenga de dois grupos distintos de absorgéo de alta intensidade devido
aos estiramentos C-H alifaticos em 2967, 2945, 2919 cm™ e 2866, 2852
cm™, que sdo caracteristicos de uma grande cadeia carbdnica néo linear
e ciclica. O espectro apresentou duas bandas de absorcdo referentes a
estiramentos de ligacdo O-H em 3432 cm™ e 3292 cm™, além de uma
banda tipica de ligagdo C-O em 1035 cm™.
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Figura 9. Espectro de IV (em KBr) da mistura 2
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O espectro de RMN de *H (Figura 10) apresentou uma grande
quantidade de sinais na regido de campo alto, entre 0,7 e 2,1 ppm,
caracteristica de uma estrutura triterpénica. Nesta regido pode-se
observar claramente um grupo de oito metilas simpleto em 0,80; 0,84;
0,88 (2CHjy); 0,94; 0,97; 1,00; e 1,14 ppm, que indica uma estrutura
triterpénica de esqueleto oleanano.

O duplo dupleto centrado em 3,22 ppm (Jax-ax = 10,9 HZ € Jaxeeq =
4,7 Hz) (Figura 11) foi atribuido ao sinal do hidrogénio ligado ao C-3
oxigenado. A estereoquimica relativa do grupo OH em C-3 pode ser
deduzida através das constantes de acoplamento do H-3, que mostra
acoplamentos ax-ax e ax-eq com os atomos de H do C-2, indicando que
0 grupo OH esta equatorialmente orientado, portanto o C-3 é p-
hidroxilado. Também se pode observar a presenca de uma ligagéo dupla
endociclica trissubstituida através da absor¢do em 5,19 ppm na forma de
um tripleto com constante de acoplamento J = 3,5 Hz.

A observacdo de dois tripletos centrados em 5,19 ppm, de maior
intensidade, e 5,13 ppm (Figura 11), de menor intensidade, tipicos de
dupla ligacdo trissubstituida de triterpenos, sugere tratar-se de uma
mistura de compostos. Através da integracdo relativa destes dois sinais,
foi possivel estimar a proporcdo relativas dos dois triterpenos como
sendo de 83:17.
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClI5) da mistura 2
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O espectro de RMN de 13C (Figura 12) também apresentou um
perfil tipico de triterpenos, com mais de trinta sinais, corroborando com
a hipotese de uma mistura de triterpenos. Os sinais em 145,2 e 121,7
ppm, para 0 composto majoritario, e em 140,0 e 124,4 ppm, para 0
composto minoritario, foram atribuidos aos carbonos olefinicos C-13 e
C-12, que de acordo com dados da literatura sdo caracteristicos dos
esqueletos olean-12-eno e urs-12-eno (Olea et al., 1990) (Figura 13). Foi
possivel distinguir o sinal em 124,4 ppm através da observacdo da
correlacdo, no mapa de correlagio HMQC (Anexo Figura 42), com o
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sinal de hidrogénio centrado em 5,13 ppm. A presenca do grupo OH em
C-3 é confirmada pelo sinal em 79,0 ppm.

Figura 12. Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCl3) da mistura 2
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Através do mapa de correlacéo heteronuclear HMQC (1J) (Anexo
Figura 42), que correlaciona nlcleos de hidrogénio e nicleos de carbono
diretamente ligados, verificou-se que o hidrogénio em 3,22 ppm esta
ligado ao C-3 (79,0 ppm). O sinal centrado em 0,88 ppm corresponde a
duas metilas, confirmadas através da correlagdo com os sinais de
carbono em 33,3 e 23,7 ppm. Os atomos de hidrogénio olefinico dos
grupos olean-12-eno e urs-12-eno, centrados em 5,19 ppm e 5,13 ppm,
apresentaram correlagdo com C-12 em 121,7 ppm e 1244 ppm,
respectivamente.

No espectro de DEPT (Anexo Figura 43), em relacdo ao
triterpeno majoritario, observou-se a presenga de cinco grupos metinicos
(CH), nove grupos metilénicos (CH,) e oito metilas (CH3) que esta de
acordo com a proposta de um triterpeno oleanano com hidroxilagdo em
C-3 e uma dupla endociclica trissubstituida.

A andlise conjunta dos mapas de correlagdo HMQC, HMBC
(Anexo Figura 44) e COSY (Anexo Figura 45), permitiu a atribuigdo
dos deslocamentos quimicos para os atomos de hidrogénio e carbono do
triterpeno majoritario, que estdo sumarizados na Tabela 3. Conforme
observado no HMBC, o C-3 (79,0 ppm) apresentou correlagdo com 0s
atomos de hidrogénio em 1,00 e 0,80 ppm, referentes as metilas C-23 e
C-24, respectivamente. O acoplamento 2J do hidrogénio em 0,94 ppm
(CHgz, 15,5 ppm) com o carbono C-10 (36,9 ppm) e 3J com os dtomos de
carbono C-1 (38,6 ppm), C-5 (55,1 ppm) e C-9 (47,6 ppm) permitiu a
sua atribuicdo como CH3-25. Os atomos de hidrogénio em 0,97 (CH3,
16,8 ppm) foram atribuidos como CH3;-26 devido ao seu acoplamento 2J
com o carbono C-8 (39,8 ppm) e 3J com os atomos de carbono C-9 (47,6
ppm) e C-7 (32,6 ppm). O acoplamento dos atomos de hidrogénio em
1,14 ppm (CHj, 26,0 ppm) com os atomos de carbono C-13 (145,2
ppm), C-14 (41,7 ppm) e C-15 (26,1 ppm) permitiu sua atribuicdo como
CHs-27; a atribuicdo dos atomos de hidrogénio em 0,84 (CHs, 28,4
ppm) como CH3-28 também foi possivel através da presenca de
acoplamento 2J com C-17 (32,5 ppm) e 3J com C-18 (47,2 ppm) e C-22
(37,1 ppm). O atomo de carbono C-20 (31,1 ppm) apresentou
acoplamento a longa distancia com os 4tomos de hidrogénio em 0,88
ppm, correspondentes as metilas geminais C-29 e C-30.

A Figura 14 ilustra os principais acoplamentos entre os nucleos
de carbono e hidrogénio observados no mapa de correlagdo HMBC.
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Figura 14. Representacéo dos acoplamentos a longa distancia (HMBC)
( N\

A comparacdo dos deslocamentos quimicos dos espectros de
RMN de 13C e 'H da mistura com os registrados na literatura (Dias et al.,
2011) juntamente com a analise dos espectros de correlagdo indicou que
0s dois compostos presentes sdo a S-amirina [40] (majoritario) e o-
amirina [39] (Figura 15). A presenca dos dois triterpenos corrobora com
relatos da literatura que reportam a obtengdo de o e f-amirina a partir do
caule de Salacia impressifolia (Rocha et al., 2000).

Figura 15. Estrutura dos triterpenos a-amirina [39] e B-amirina [40]
s
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Confirmando essa proposta, a analise de CG-EM (Figura 16)
apresentou dois picos com tempo de retengéo de 36,25 min ($-amirina) e
37,11 min (a-amirina), de proporgdo 83:17, de acordo com o que foi
deduzido através das integracdo dos &tomos de hidrogénio H-12 no
espectro de RMN de tH. Os espectros de massa obtidos (Figura 17 e
Figura 18) apresentaram o pico referente ao ion molecular m/z 426,
além do pico base m/z 218, oriundo da fragmentacédo do tipo retro Diels-
Alder do anel C tipica de esqueletos ursano e oleanano (Ogunkoya,
1981) (Figura 19). Em adicéo, observa-se o fragmento em m/z 203 mais
proeminente para S-amirina devido a maior facilidade de perda de metila
guaternaria a partir do fragmento m/z 218.

Figura 16. Cromatograma da mistura 2 obtido por CG-EM
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Figura 17. Espectro de massas do triterpeno f-amirina
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Figura 18. Espectro de massas do triterpeno a-amirina
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Figura 19. Fragmentacdo do tipo retro Diels-Alder do anel C de a-amirina (R, =
CH; e R, = H) e p-amirina (R; = H e R, = CHj3) (Giese, 2005)
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Tabela 3. Dados espectrométricos de RMN de 'H (400 MHz) e 3C (100 MHz)
em CDCI3 do composto majoritario S-amirina e comparagdo com 0s
deslocamentos de RMN de 13C encontrados na literatura (continua)

HO

o

N\
N
23

24

N e

28

ﬂ—aDmirina p-amirina 1H-55C — HM H-H 1418
Carbono a(l.,lgglelt) Exﬁperimental I\JSH (ppm()?C DEPT cosy HMSC
8c (ppm) c (Ppm)
1 38,7 38,6 1,64; CH, 0,98 0,94
0,98 1,62;
1,64
2 27,2 21,2 1,62 CH, 3,22, -
0,98
3 79,3 79,0 3,22 CH 1,62 1,00;
dd, J=10,9 0,80
Hzeld=4,7
Hz
4 38,5 38,8 - C - 1.00;
0.80
5 55,1 55,1 0,75 CH 1,41 1,00;
d,J=113 0,94,
Hz 0,80;
6 18,6 18,4 1,56; CH, 1,35 0,75
1,41 0,75
7 32,4 32,6 1,35 CH; 1,56 0,97
8 39,8 39,8 - C - 1,14;
0,97
9 47,6 47,6 1,55 CH 1,35; 0,94,
1,88 0,97
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Tabela 3. Dados espectrométricos de RMN de 'H (400 MHz) e 3C (100 MHz)
em CDCIl; do composto majoritdrio p-amirina e comparacdo com 0s
deslocamentos de RMN de 13C encontrados na literatura (concluséo)

p-amirina

Carbono a(l?igglejt) E%zr:i];mal 1H-1135H—(::p|\:1():)c- DEPT  HHCOSY /€=
5 (ppM) c (PPmM)
10 36,9 36,9 - C - 0,94
11 23,6 23,5 1,88 CH, 5,19;1,55 -
12 121,7 121,7 5,19 CH 1,88 -
t,J=35Hz
13 145,2 145,2 - C - 1,14
14 41,7 41,7 - C - 1,14;
0,97
15 26,2 26,1 1,17 CH, - 1,14
16 26,1 26,9 2,00; CH, - 0,84
0,81
17 32,6 32,5 - C - 0,84
18 47,2 47,2 1,97 CH 1,01; 1,67 0,84
19 46,8 46,8 1,67, CH, 197;1,01 0,88
1,01
20 31,0 31,1 - C - 0,88
21 34,7 34,7 1,13 CH, - 0,88
22 37,1 37,1 1,20 CH, - 0,84
1,26
23 28,0 28,1 1,00 CH, 0,80 0,80
24 154 15,6 0,80 CH, 1,00 1,00;
0,75
25 154 15,5 0,94 CH, - -
26 16,8 16,8 0,97 CH; - -
27 259 26,0 1,14 CH, i i
28 28,4 28,4 0,84 CH; - -
29 33,8 33,3 0,88 CH; - 0,88
30 23,7 23,7 0,88 CH; - 1,67;
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5.1.3 Composto 1

O composto 1 foi isolado na forma de cristais escamosos de uma
fraca coloracdo alaranjado brilhante, p.f. 124,0 — 127,4°C e Rf 0,54
(Hex:AcoEt:Acido acético 50:50:1) a partir do fracionamento da fracio
cloroférmio (sub fracdes 21-66 e 68-105 (subfragdes 25-38)) e acetato
de etila (subfragdes 6-7 (80 mg)). Foi o composto majoritario na fracdo
cloroférmio, rendendo 1,346 g. O espectro de IV (Figura 20) apresentou
uma fina e intensa banda de estiramento da ligacdo O-H em 3311 cm™,
duas intensas e finas bandas de absorcdo em 2850 e 2921 cm™
caracteristicas de estiramento de ligacdo C-H alifatico de cadeia linear,
uma banda de absorcdo fina e de baixa intensidade em 3089 cm™
atribuida ao estiramento da ligagdo C-H olefinica, uma intensa e fina
banda de absorc&o para estiramento C=C em 1614 cm™, uma banda de
absorcdo observada na regido de 1194 cm™ atribuida ao estiramento de
ligacdo C-O e demais absorcdes referente a deformac6es angulares.

Figura 20. Espectro de IV (em KBr) do composto 1
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O espectro de RMN de 'H (Figura 21) apresentou um sinal
intenso em 1,26 ppm que juntamente com o triplete em 0,89 ppm (J =
6,5 Hz) com integracdo para seis atomos de H e os sinais em 1,30 e 1,48
ppm indicam a presenca de duas cadeias hidrocarbonadas lineares. Em
6,01 ppm observou-se um simpleto correspondente a um atomo de
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hidrogénio ligado a carbono sp? sugerindo a presenca de ligacdo dupla
trissubstituida. O duplo dupleto centrado em 2,45 ppm (J =8,0 e 7,4 Hz)
foi atribuido aos 4tomos de hidrogénio de um CH, alfa a ligacdo dupla.
O sinal largo em 7,68 ppm, foi atribuido a presenca de grupo hidroxi.

Figura 21. Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl;) do composto 1
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O RMN de 88C (Figura 22) apresentou dezesseis sinais. Os sinais
em 117,0 ppm (C) e 102,2 (CH) ppm foram atribuidos a ligacdo dupla
trissubstituida, que foi confirmada pela anélise do mapa de correlagdo
HMQC (Anexo Figura 46) mostrando acoplamento entre o carbono a
102,2 ppm e o hidrogénio em 6,01 ppm. O sinal em 76,7 ppm indicou a
presenga de carbono terciario ligado & hidroxila, confirmado pelo DEPT
(Anexo Figura 47). O sinal em 14,1 ppm foi atribuido a carbono
metilico e os sinais entre 22,5 e 31,9 ppm, juntamente com 0s intensos
sinais em 29,6; 29,5 e 29,5 ppm, corroboram para a presenca de longa
cadeia hidrocarbonada linear.
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Figura 22. Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDClI;) do composto 1
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O mapa de correlagdo HMQC (Anexo Figura 46) mostra as
correlagdes direta dos atomos de H em 0,89 ppm com o carbono em
14,1 ppm; H em 2,45 ppm com C a 22,5 ppm, H a 1,48 ppm e C a 27,9,
e o sinal de H em 1,26 ppm com os demais atomos de carbono CH,. O
mapa de correlagio HMBC (Anexo Figura 48) mostra as correlagdes
entre o sinal em 0,89 ppm, que foi atribuido a dois grupos CHs, com 0s
atomos de carbono CH, em 22,7 ppm e 31,9 ppm, corroborando com a
hipétese de duas cadeias hidrocarbonadas lineares. Os atomos de H
atribuidos ao grupo CH, alilico em 2,45 ppm, correlacionam com o0s
carbonos em 27,9 ppm (CH,) e 117,0 ppm (C). Por outro lado, no mapa
de correlagdo COSY (Anexo Figura 49) sdo observados os
acoplamentos entre os &tomos de hidrogénio em 2,45 ppm e 1,48 ppm, e
este com o sinal em 1,26 ppm, que juntamente com a correlacdo entre as
metilas em 0,89 ppm com os CH, em 1,26 ppm, permitiu deduzir a
unidade estrutural “A” (Figura 23).

Figura 23. Unidade estrutural “A”
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Sc CH, CHQ{CHQ)I—]CHj
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Na analise de EM com ionizacédo por electrospray (Figura 24) em
modo negativo pode-se observar a presenca do ion quasimolecular [M-
H] de razdo massa carga m/z 321,198 e o fragmento [M-H]-28 a m/z
293,169. Assumindo uma massa molar de 322,198 para o Composto 2
correspondente a formula molecular C»,H4,0 (calculado M= 322,323)
com duas insaturacfes, sendo uma ligacdo dupla e um ciclo. Como
resultado desta andlise foi possivel propor a estrutura (Figura 25) para o
composto MC21-66, onde “n + m” =10 CH,.

Flgura 24, Espectros de massa do composto 1
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Figura 25. Proposta da estrutura do composto 1

A fim de obter maiores informagbes com relacdo a estrutura do
composto, pretende-se realizar outras analises, tais como espectrometria
de RMN de alta resolucdo e difratometria de Raios X.
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5.1.4 Composto 2

O fracionamento cromatografico da fracdo acetato de etila
resultou no isolamento de um sélido branco (24 mg) de p.f. 318,8 -
320,3 °C e Rf 0,66 (Hex:AcoEt:4cido acético 75:25:1).

O espectro de IV (Figura 26) apresentou intensas bandas de
absorcdo com maximos em 2945 e 2865 cm™ caracteristicas de
estiramentos C-H alifaticos de cadeia carbonica ndo linear e ciclica,
bandas em 3561 e 3426 cm™ caracteristicas da ligagdo O-H, absorcio
em 1678 cm™ referente ao estiramento de carbonila de A&cido
carboxilico, absorcdo em 1244 cm™ prépria de estiramento C-O e
demais deformac@es angulares.

Figura 26. Espectro de IV (em KBr) do composto 2
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O espectro de massa ESI-IT-Tof (Anexo Figura 50) apresentou o
ion quasimolecular [M-H]" m/z 485,309, sugerindo que 0 composto
apresenta uma massa molar de 486,309 e férmula molecular CzoH40s.

O espectro de RMN de H (Figura 27) apresentou uma grande
quantidade de sinais entre 0,6 e 2,3 ppm, correspondentes a hidrogénios
alifaticos, tipicos de substincias esteroidais ou triterpénicas. Foram
observados cinco simpletos em 0,70, 0,82, 0,88, 0,99 e 1,66 ppm
atribuidos a cinco grupos metila. Outro sinal caracteristico ¢ o duplo
dupleto centrado em 3,08 ppm (Jaxax = 10,4 HZ € Jiyeq = 4,1 Hz),
pertencente ao hidrogénio ligado ao C-3 oxigenado. O H-3 apresentou
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acoplamentos axial-axial e axial-equatorial com os &tomos de H-2,
indicando que o grupo hidroxila esta em posi¢do equatorial; portanto o
C-3 é p-hidroxilado. Em 4,57 e 4,69 ppm observaram-se dois simpletos
tipicos de um grupo metileno terminal de triterpenos com esqueleto
lupano (Magina, 2008).

Figura 27. Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl; + CD;0D) do composto
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A partir da analise do espectro de RMN de 8C (Figura 28) foi
possivel observar os sinais referentes a trinta atomos de carbono,
corroborando com a hipétese de uma estrutura triterpénica. Na regido de
16,0 a 60,2 ppm constatou-se a presenga de 25 sinais, sendo cinco sinais
de grupos metila. A presenca da hidroxila em C-3 foi confirmada através
da observagdo do sinal em 79,1 ppm. Em 179,8 e 178,9 ppm foram
observados os sinais relativos a dois atomos de carbono de &cidos
carboxilicos. Também foram observados dois sinais em 110,3 e 150,8
ppm caracteristicos de grupos olefinicos (C-20 e C-29) de triterpenos
lupanos (Cursino et al., 2009) (Figura 29).
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Figura 28. Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDCI; + CD;0D) do composto
2
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Figura 29. Esqueleto do tipo lupano

No espectro de DEPT (Anexo Figura 51), puderam-se observar
seis grupos CH, onze grupos CH, e cinco grupos CHgs, que estd de
acordo com a proposta de um triterpeno de esqueleto lupano com
hidroxilacdo em C-3 e uma dupla terminal.

Através do mapa de correlacéo heteronuclear HMQC (1J) (Anexo
Figura 52, Tabela 4), verificou-se que o hidrogénio em 3,08 ppm est4
diretamente ligado ao C-3 (79,1 ppm). Os atomos de hidrogénio em 4,57
e 4,69 ppm, pertencentes ao metileno terminal, apresentaram correla¢éo
com o carbono a 110,3 ppm.
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A andlise conjunta dos mapas de correlagdo HMQC, HMBC
(Anexo Figura 53) e COSY (Anexo Figura 54) permitiu a atribuicéo dos
deslocamentos quimicos dos atomos de carbono e hidrogénio do
triterpeno, conforme Tabela 4. No mapa de correlagdo HMBC, o C-3
apresentou correlagdo a longa distancia com os atomos de hidrogénio
em 0,88 e 0,70 ppm, pertencentes as metilas C-23 e C-24,
respectivamente. O acoplamento 2J do hidrogénio em 0,82 ppm (CHj,
17,2 ppm) com o carbono C-10 (38,0 ppm) e 3J com os atomos de
carbono C-1 (39,4 ppm), C-5 (56,1 ppm) e C-9 (51,8 ppm) permitiu a
sua atribuicdo como CHs-25. Os &tomos de hidrogénio em 0,99 ppm
(CHs, 17,5 ppm) foram atribuidos como CH3-26 devido ao seu
acoplamento 2J com C-8 (40,9 ppm) e 3J com os atomos de carbono C-7
(38,2 ppm) e C-9 (51,8 ppm). Os atomos de hidrogénio em 1,66 ppm
(CH3-30; 19,3 ppm) apresentaram acoplamento 2J com o carbono sp? C-
20 (150,8 ppm) e 3J com os atomos de carbono-19 (47,6 ppm) e C-29
(110,3 ppm). Também foram observados os acoplamentos a longa
distancia do hidrogénio H-7 a 1,61 ppm com a carbonila de acido em
179,8 ppm (C-27) e o acoplamento dos hidrogénio H-16 (1,32 ppm) e
H-22 (1,92 ppm) com a carbonila de &cido em 178,9 ppm (C-28), que
confirmam a oxidacdo a nivel de acidos carboxilicos nos atomos de
carbono C-14 e C-17. As principais correlagdes heteronucleares a longa
distancia estéo representadas na Figura 30.

Figura 30. Representacdo das correlacdes heteronucleares (HMBC)
( )
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Estes dados espectrométricos permitiram identificar o0 composto
como o triterpeno &cido melaléucico (&cido 34-hidroxilup-20(29)-eno-
27,28-dioico) [147] (Figura 31), e cuja estrutura foi confirmada por
comparagdo com os dados da literatura (Tabela 4). Esta foi a primeira
vez que o acido melaléucico foi isolado na familia Celastraceae; a
literatura reporta seu isolamento a partir de espécies do género
Melaleuca (Mirtaceae) (Chopra et al., 1965; Lee, 1998; Vieira et al.,
2004), da espécie Heteropanax fragrans (Arialaceae) (Renhua et al.,
1988), da espécie Anomospermum grandifolium (Menispermaceae)
(Plaza et al., 2003) e da espécie Ampelozizyphus amazonicus
(Rhamnaceae) (Lins Brandao et al., 1992).

Figura 31. Estrutura do acido melaléucico
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Tabela 4. Dados espectrométricos de RMN de 'H (400 MHz) e 3C (100 MHz)
em CDCI3 + CD30D do &cido melaléucico e comparagéo dos deslocamentos de
RMN de 38C do acido melaléucico (em C5D5N) encontrados na literatura
(continua)

meé\?éﬂzico Acido tH-1C —
Cartono (Remhuacta, [0 HMQC pepr L e
b (ppzn) dc (ppm) (Ppm)
1 40,3 39,4 1,70 e CH, 1,55 0,82
0,86
2 28,5 27,4 1,55 CH, 3,08; -
1,70;
0,86
3 78,0 79,1 3,08 CH 1,55 0,88;
0,70;
4 38,4 39,7 - C - 0,88;
0,82;
0,70;
0,61
5 56,1 56,1 0,61d CH 1,33 0,88;
0,82;
0,70
6 18,9 18,9 1,47 CH, 1,34 0,61
1,33 1,61
7 31,2 38,2 1,34 CH, 1,47 0,99
1,61 1,33;
8 40,9 40,9 - C - 1,41;
0,99
9 51,8 51,8 1,41 CH - 0,99;
0,82
10 37,7 38,0 - C - 0,82;
1,41
11 21,3 21,3 145¢e CH, 1,99 -
1,23
12 28,3 28,4 1,99dd CH, 1,45; -
1,23
13 39,4 40,4 2,27d CH 1,99; 1,55
1,55
14 60,2 60,2 C 0,99

15 27,0 26,8 1,58 CH, 2,31 -
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Tabela 4. Dados espectrométricos de RMN de H (400 MHz) e 13C (100 MHz)
em CDCl; + CD;0D do acido melaléucico e comparagdo dos deslocamentos de
RMN de 13C do acido melaléucico (em CsDsN) encontrados na literatura
(continuacéo)

meétl:é(tjjgico Acido H-wC -
melaléucico HMQC- H-1H - IH-13C -
Carbono (;e”{‘é‘gg)et Experimental 1JSH DEPT  cosy  HMBC
8c (ppm) 8¢ (ppm) (Ppm)
16 37,9 35,0 23le CH, 1,58 1,58
1,32
17 56,6 56,6 - C - 1,58;
1,32
18 52,5 52,3 1,54 d CH 3,02; -
2,27
19 47,9 47,6 3,02 CH 1,54 4,69;
4,57,
1,66;
1,54
20 151,1 150,8 - C - 1,66
21 30,0 31,0 1,33 CH, 1,92 -
22 35,5 37,7 1,92 dd CH, 1,33 -
23 28,7 28,3 0,88 CH; - 3,08;
0,70
24 16,4 16,0 0,70 CHj; - 0,88;
0,61
25 17,0 17,2 0,82 CH; - 0,61
26 17,6 17,5 0,99 CH; - 1,41
27 178,4 179,8 - C - 1,61
28 179,2 178,9 - C - 1,32;
1,92
29 110,3 110,3 469 e CH, 1,66 1,66
4,57
30 19,3 193 1,66 CH; 4,69; 4,69;

4,57 4,57
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5.1.5 Composto 3

O composto 3 foi isolado a partir da FA (181,7 mg) e do residuo
insolGvel (10 mg) na forma de um sélido marrom com ponto de fusdo
227,6 - 230,1 °C. O espectro de IV (Figura 32) apresentou bandas de
absorgdo em 3400 cm™ caracteristicas de ligacdo O-H e em 1142 cm™
referente as ligagdes C-O. Também se observaram bandas na regido de
3178 cm™, referente ao estiramento da ligacdo C-H aromatico, e bandas
tipicas de C=C aromético em 1624 cm™ e 1522 cm™.

Figura 32. Espectro de IV (em KBr) do composto 3
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Através do RMN de 3C (Figura 33) foi possivel observar quinze
sinais correspondentes a quinze atomos de carbono, sendo doze dtomos
de C sp? aromatico e trés atomos de C sp3, dos quais dois oxigenados
(80,0 e 67,6 ppm). A auséncia de sinal para carbonila e a presenca de
um CH; em 29,4 ppm indica tratar-se de um flavan-3-ol. Identificaram-
se cinco sinais de carbono sp? oxigenados, sendo dois em posic¢do orto,
correspondente aos sinais 146,0 e 1459 ppm. Estes sinais mais
protegidos para carbonos aromaticos oxigenados sdo devido a protecdo
mutua que o efeito de ressonancia dos atomos de oxigénio exercem
sobre o carbono orto. O maior deslocamento quimico do carbono em
80,0 ppm € devido ao fato de que além de ser oxigenado também esta
ligado ao grupo fenil que exerce um efeito de desblindagem sobre este
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carbono. Os sinais devido aos atomos de carbono oxigenado, em
conjunto com o sinais referentes ao carbono metilénico (29,4 ppm)
definem o anel pirano de um flavan-3-ol, com conformacdo meia
cadeira e estereoquimica relativa 3-OH pseudo o (Haslam, 1998; L6bo
et al., 2008), deduzida pelos valores das constantes de acoplamento
conforme descrito a seguir.

Figura 33. Espectro de RMN de 3C (50 MHz, CD5;0D) do composto 3
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O RMN de *H (Figura 34) apresentou um perfil de flavan-3-ol no
qual foram observados padrdes de substituicdo 5,7 ¢ 3°,4” para os anéis
aromaticos A e B, respectivamente. O padrdo de substituicdo do anel B
foi definido pelo dupleto centrado em 6,76 ppm com acoplamento orto
(J = 8,2 Hz), duplo dupleto centrado em 6,82 ppm com constantes de
acoplamento orto-meta (J = 82 e J = 2,6 Hz) e dupleto (aqui com a
aparéncia de um simpleto largo, J=2,6 Hz calculado pela largura do pico
a 2/3 de sua altura e com ajuda do simulador FOMSC3) centrado em
6,98 ppm com acoplamento meta, que foram atribuidos aos atomos de
hidrogénio 5°, 6° e 2’ respectivamente do anel B. Um par de dupletos
centrados em 5,95 e 5,93 ppm, com J = 2,2 Hz, correspondem aos
atomos de hidrogénio 6 e 8 do anel A. Os duplos dupletos em 2,73 e
2,88 ppm foram atribuidos aos atomos de hidrogénio H-4 pseudo-axial e
H-4 pseudo-equatorial, que acoplam entre si (J = 16,8 Hz) e com o H-3
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(J=3,1HzeJ=4,6 Hz). Em 4,82 ppm observou-se um simpleto largo
referente ao H-2. Com auxilio do simulador de RMN FOMSC3 foi
possivel estimar os valores de J para os &tomos de hidrogénio H-2 e H-
3, centrados em 4,82 e 4,18 ppm, respectivamente, obtendo-se Jiuz Hz) =
1,6 Hz, J(H3,H4a) =45Hze ‘J(H3,H4/f) =3,1Hz (Figura 35)

Figura 34. Espectro de RMN de H (200 MHz, CD;0D) do composto 3
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Figura 35. Sistema de acoplamento dos hidrogénios H-2’, H-2 e H-3 da (-
)-epicatequina
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(Figura 36), isolado pela primeira vez nesta espécie.
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Através da andlise dos dados fisicos e espectrométricos e em
comparacao com dados da literatura (Tabela 5) (p.f. 230 - 232 °C (Choi
et al., 2008)) identificou-se o composto como (-)-epicatequina [30]

Figura 36. Estrutura da (-)-epicatequina

Tabela 5. Dados espectrométricos de RMN de 3C (50 MHz) e *H (200 MHZz)
em CD;0D da (-)-epicatequina

Experimental

Literatura

(Appidi, 2010; Lo6bo et al., 2008)

Carbono 5
C c
2 80,0 4,82 (1H, d, J=1,6 Hz) 79,8 4,82 (1H, sl)
3 67,6 4,18 (1H, ddd, J = 4,6 Hz; 67,4 4,17 (1H, sl)
J=3,1HzeJ=1,6 Hz))
4 29,4 2,88 (1H,dd,J=4,6 Hz e 29,2 2,85 (1H,dd,J=45Hze
J=16,8 Hz, 4c) J=16,8 Hz, 4a)
2,73 (1H,dd,J=3,1Hze 2,72 (1H,dd,J=2,4Hze
J=16,8 Hz, 4p) J=16,8 Hz, 4p)
4a 100,2 - 100,2 -
5 157,7 - 157,5 -
6 96,5 5,95 (1H,dd,J=0,6eJ= 96,5 5,93 (1H,d,J=1,8 Hz)
2,2 Hz)
7 158,0 - 157,9 -
8 96,5 5,93 (1H,dd,J=0,6eJ= 96,0 5,91 (1H,d,J=18Hz)
2,2 Hz)
8a 157,4 - 157,3 -
1’ 132,4 - 132,2 -
2’ 1154 6,98 (1H,d, J=2,6 Hz) 1155 6,97 (1H,d,J=1,2 H2)
3 146,0 - 145,9 -
4° 1459 - 1457 -
5° 116,0 6,76 (1H, d, J=8,2 Hz) 116,0 6,75 (1H, d, J =8,1 Hz)
6’ 1195 6,82 (1H,dd,J=8,2eJ= 1195 6,79 (1H,dd,J=12Hze

2,6 Hz)

J=8,1Hz)
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Os espectros de RMN da (-)-epicatequina sdo muito similares aos
do seu epimero em C-3, (+)-catequina. E possivel distinguir os espectros
de 13C através do deslocamento dos sinais referentes aos carbonos C-2,
C-3 e C-4; os espectros de H diferem principalmente nos valores das
constantes de acoplamento (Tabela 6).

Tabela 6. . Comparagdo dos principais sinais de RMN de C e H da (-)-
epicatequina e da (+)-catequina, em CD;OD.

(-)-epicatequina (+)-catequina
dc (ppm)
Carbono  §c < 94 (300 MHz) (ppm)
(ppmy O COMIRI PP (BRES Lsbo et al., 2008)
2 800  4,82(1H,d,J=16Hz) 83,1 4,57 (d, J=7.5 Hz)
3 67,6 4,18 (1H, ddd, J = 4,6 Hz; 69,1 3,97 (m)
J=3,1HzeJ=1,6 Hz))
4 29,4 2,88(1H,dd,J=4,6Hze 28,7 2,85(dd,J=55Hze
J =16,8 Hz, 4a) J=16,1Hz, 4a)
2,73 (1H,dd, J=31Hze 2,51 (dd, J=82Hze
J =16,8 Hz, 4p) J=16,1 Hz, 48)

5.2 Avaliacéo das atividades bioldgicas
5.2.1 Atividade antioxidante

Os danos celulares e teciduais induzidos pelo stress oxidativo tém
sido relacionados com a etiologia de vérias doencas, incluindo doencas
degenerativas tais como as cardiopatias, aterosclerose e problemas
pulmonares (Bianchi et al., 1999). A utilizacdo de compostos
antioxidantes é um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres
gue podem ser empregados nas industrias de alimentos, cosmeéticos,
bebidas e também na medicina (Weijl et al., 1997). Entre os
antioxidantes presentes nos vegetais, 0s mais ativos e frequentemente
encontrados sdo os compostos fendlicos, tais como os flavonoides
(Bianchi et al., 1999).

Com relacdo ao género Salacia foram reportados estudos
relatando efetiva atividade para a fragcdo soltvel em éter de petréleo do
extrato de S. oblonga (Krishnakumar et al., 1999), extrato metandlico de
S. chinensis (Yoshikawa et al., 2003) e para compostos isolados a partir
de S. reticulata (Paarakh et al., 2008), S. campestris (Carvalho et al.,
2005) e S. chinensis (Kishi et al., 2003).
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O estudo fitoquimico tem reportado a presenca de triterpenos e
ester6is nas cascas da espécie Salacia impressifolia, porém ndo ha
relatos a respeito da atividade antioxidante desta espécie. Desta maneira
foram efetuados testes para avaliar a capacidade do extrato bruto e
fragdes atraveés dos métodos de captura de radicais DPPH e poder
redutor, além da determinacdo do contetdo de fendlicos e flavonoides, a
fim de correlacionar estes dados com a atividade antioxidante.

A determinacédo do contetudo de compostos fendlicos totais utiliza
o reagente de Folin-Ciocalteu (Anagnostopoulou et al., 2006), que
consiste em uma mistura de acidos fosfomolibidico e fosfotlngstico, no
qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidacéo
6+. Na presenca de certos agentes redutores, como 0S COMPOStOS
fendlicos forma-se o chamado molibdénio azul e tungsténio azul, cujo
estado de oxidacdo se encontra entre +5 e +6. Essa coloragdo azul
permite a determinacdo da concentracdo das substéncias redutoras
(Chaves et al., 2010; Waterman et al., 1994). Esta metodologia, porém,
ndo apresenta seletividade para subtipos de compostos fenodlicos
vegetais, e podem ser detectados no teste, além de flavonoides,
catequinas, compostos fendlicos simples e seus polimeros, como 0s
taninos hidrolisaveis, dentre outras substancias (Magina, 2008).

A determinacéo do teor de flavonoides foi realizada através do
método utilizando a complexagdo com o cloreto de aluminio (AICIs).
Esse agente forma um quelato com as hidroxilas orto fenélicas e com o
grupo carbonila nos flavonoides (Figura 37), proporcionando um
deslocamento batocrémico das bandas de absor¢éo no espectro de UV-
Vis para uma regido caracteristica (Simdes, 2003).

Figura 37. Complexacdo do flavonoide quercetina com AI**
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Na Tabela 7 encontram-se os resultados da determinagéo do teor
dos compostos fendlicos e dos flavonoides e dos testes antioxidantes
realizados no extrato bruto e fragdes de S. impressifolia.

Tabela 7. Teor de fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante do extrato e
fracOes de Salacia impressifolia

Extrato/ . N Poder % Atividade
) Fenélicos®  Flavonoides®™ ’
fracio Redutor® DPPH®
EB 385,74+1,89* 8,17+0,04 682,99+2,17 92,98+0,28
FA 354,35+0,97 4,09+0,02 764,11+1,86 100,00+0,00"
FC 185,33+0,99 1,48+0,017 99,17+0,78 86,73x£1,21
RI 387,42+0,28* 1,22+0,01" 653,25+1,13 100,00+0,00"

® mg 4cido galico / g de amostra. ® mg quercetina/ g de amostra *“ mg 4cido
ascérbico/ g de amostra % realizada na concentracdo de 100 ppm. Os
simbolos * " “significam que nao ha diferenca estatisticamente significativa.

Observou-se que dentre as fracdes, a FA e o RI apresentaram o
maior teor de fenolicos, o que é esperado para as fragGes mais polares
oriundas do fracionamento do extrato bruto.

Em relagdo ao conteddo de flavonoides, o extrato bruto
apresentou a maior concentragdo (8,17 mg quercetina / g de extrato
seco), seguido da fracdo acetato de etila ( 4,09 mg quercetina / g de
fracdo seca).

A capacidade de reduzir ions metalicos ou intermediarios do
processo de peroxidacdo lipidica, através da doacdo de elétrons, €
caracterizada como potencial redutor de uma amostra (Yen et al., 1995).
O ensaio para a determinacdo do potencial redutor baseia-se no fato de
que, quando um ion fenolato, presente nos compostos e extratos
vegetais, é oxidado, o ion férrico é reduzido para ion ferroso, e
detectado a partir da formacdo de um complexo azul, Fez[Fe(CN)g].,
com o reagente ferricianeto de potassio (Waterman et al., 1994).

O ensaio utilizando o radical livre relativamente estavel DPPH
avalia a capacidade sequestradora de radicais livres da amostra
analisada. A acdo sequestrante do DPPH deve-se a abstracdo de um
radical hidrogénio de compostos presentes nos extratos e fracoes,
geralmente fendlicos (Figura 38). O DPPH, de forte coloragéo purpura,
ao reagir, forma espécies mais estaveis, de coloracdo amarela, 0 que
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pode ser facilmente determinado sob luz visivel (517 nm) (Magina et
al., 2010).

Figura 38. Equacéo bésica da reacdo do DPPH com um sequestrador de radical
livre
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Analisando os resultados da Tabela 7, a FA apresentou maior
capacidade redutora sobre ions férricos, com valores de atividade de
764,11 mg de equivalentes de &cido ascorbico / g de fracdo seca. Além
da FA, o EB e o RI também apresentaram elevados valores de atividade
antioxidante. O teste do potencial redutor apresentou correlagédo (rz =
0,8594) com o contetdo de fendlicos totais, porém ndo apresentou
correlagdo com o contetdo de flavonoides (r2 = 0,1493), indicando que
os flavonoides possuem uma participacdo mais discreta no efeito
antioxidante global do extrato.

Na avaliacdo preliminar da capacidade de sequestrar o radical
livre DPPH, a FA e o RI apresentaram a maior atividade antioxidante.
Este resultado sugere que a elevada atividade antioxidante das fracdes
mais polares deve-se provavelmente a presenga de substancias com
grupos hidroxila disponiveis (fenélico ou ndo) para doar um atomo de
hidrogénio e capazes de estabilizar radicais (Mansur, 2011). Nao foi
observada relacéo entre a capacidade sequestrante do DPPH e o teor de
fendlicos (r2 = 0,4771) e de flavonoides (r2 = 0,49952). Esta participacao
mais discreta dos compostos fendlicos, incluindo os flavonoides, no
efeito antioxidante, sugere a presenga de outros metabdlitos
estruturalmente diferentes (aqui ndo identificados) com importante
propriedade antioxidante.

Apesar de apresentar um elevado teor de fenolicos e a maior
guantidade de flavonoides, de maneira geral o extrato bruto néo
apresentou a maior atividade antioxidante, o que pode ser associado a
complexidade da matriz.
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5.2.2 Ac¢do inibitoria da enzima acetilcolinesterase

A doenca de Alzheimer (DA) é uma das principais causadoras de
deméncia em idosos e afeta cerca de 35,6 milhGes de pessoas em todo o
mundo. Esta doenca causa a diminuicdo da atividade dos neur6nios
colinérgicos, um problema que pode ser tratado aumentando a
quantidade do neurotransmissor acetilcolina (ACh). Atualmente uma
forma bastante eficaz de reduzir os sintomas da doenca é através do uso
de farmacos inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) para evitar
a degradacdo da ACh (Petronilho et al., 2011).

Um dos inibidores da AChE aprovados para o tratamento da DA
¢ a galantamina, um alcaloide isolado de vérias espécies vegetais da
familia Amaryllidaceae, o que desperta o interesse na busca de
substancias com atividade anticolinesterdsica em plantas e micro-
organismos (Viegas Junior et al., 2004).

Estudos realizados com espécies do género Maytenus e
Gymnosporia senegalensis, pertencentes a familia Celastraceae,
reportaram, para extratos e compostos isolados, significativa atividade
de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (Céspedes A et al., 2006;
Mulaudzi et al., 2012).

Neste trabalho, foi avaliada a atividade inibitéria da AChE para o
extrato bruto e fracGes obtidos do caule da espécie Salacia impressifolia.

A Tabela 8 apresenta os valores de % de inibicdo da enzima
AChE para o extrato e as fragdes. Observou-se que extrato bruto e as
fracbes cloroférmio e acetato de etila apresentaram atividade moderada
(Aderogba et al., 2013), com destaque para 0 extrato bruto, que
apresenta composicdo mais complexa em termos de constituintes, e a
fracdo acetato de etila.

Tabela 8. Porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase do extrato bruto e
fracdes (a 100 ppm) da Salacia impressifolia

Amostra % Inibicdo
Extrato Bruto 59,66*
Fracdo Acetato de Etila 55,73*
Fracao Cloroférmio 48,02
Residuo Insoltvel 13,36
Reminyl® 99,73

* significa que ndo ha diferenca estatisticamente significativa.
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5.2.3 Atividade anti-hiperglicémica

O diabetes mellitus é uma desordem metabdlica cronica
caracterizada por hiperglicemia e associada com uma deficiéncia
absoluta ou relativa na acdo ou secrecdo da insulina (Kim et al., 2006).
O tratamento da hiperglicemia no diabetes envolve o controle da dieta,
exercicios e uso de farmacos antidiabéticos orais, terapia de insulina ou
a combinacdo de ambos (Diagnosis and classification of diabetes
mellitus, 2010).

Em relacdo a plantas, cerca de 1200 espécies tém sido citadas
pelo seu uso no tratamento de diabetes (Marles et al., 1995). Varias
espécies vegetais tém sido estudadas como benéficas no controle da
diabetes (Dornas et al., 2009), inclusive espécies pertencentes ao género
Salacia.

Neste trabalho a atividade anti-hiperglicémica do extrato bruto foi
avaliada através do teste de tolerancia a glicose. Ratos normais
hiperglicémicos foram comparados com o grupo tratado com o extrato
bruto (Figura 39). Como esperado, apés iniciar o teste a concentracéo de
glicose sérica foi significativamente maior quando comparada ao tempo
zero. A administracdo oral do extrato bruto reduziu os niveis de glicemia
a 30 e 60 minutos em comparacdo com o controle hiperglicémico. Aos
180 minutos, o nivel glicémico foi similar ao resultado para o grupo
controle hiperglicémico.

Figura 39. Efeito do extrato bruto na curva de tolerancia a glicose oral. Os
valores estdo expressos em média + E.P.M.; n = 6 em duplicata para cada
tratamento. Estatisticamente diferente em relagdo ao grupo hiperglicémico; * p
<0,05
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Uma vez que ha estudos reportando a inibicao de dissacaridases
intestinais, por flavonoides, com uma consequente reducdo da absor¢do
intestinal de glicose (Pereira et al., 2011), a atividade anti-
hiperglicémica também foi avaliada através da atividade de
dissacaridases intestinais. Pode-se observar que o extrato bruto foi capaz
de reduzir a atividade das enzimas sacarase, maltase e lactase em
comparagdo com o grupo controle (Figura 40). Em consonancia com
esses resultados, estudos mostram o efeito inibitorio sobre
dissacaridases pelos extratos de Salacia chinensis (Oku et al., 2012) e
Salacia oblonga (Mustad et al., 2006).

Figura 40. Efeito in vitro do extrato bruto do caule de Salacia impressifolia na
atividade especifica das enzimas sacarase, maltase e lactase, na por¢éo duodenal
do intestino de rato. Incubagdo: 5 min. Os valores sdo expressos como média +
E.P.M., n = 6 para cada grupo. Significativamente diferente em relacéo ao
grupo controle; ***p< 0,001.
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Estudos prévios mostram que os triterpenos «, S-amirina sdo
capazes de reduzir os niveis de glicose no teste oral de tolerancia
(Santos et al., 2012), assim como a (-)-epicatequina tem sido reportada
por possuir agdo antidiabética (Rizvi et al., 2001). Estes metabdlitos
estdo presentes no extrato bruto de S. impressifolia, e a eles pode ser
atribuida parte da atividade anti-hiperglicémica encontrada.

Em conclusdo, o extrato bruto do caule da miraruira, conhecida
popularmente como planta antidiabética, exibiu potencial acdo anti-
hiperglicémica. A reducdo dos niveis de glicose sérica e a inibicdo da
atividade enzimatica corroboram com relatos da literatura que reportam
atividade anti-hiperglicémica para espécies do género Salacia. Estes
dados preliminares mostram o potencial terapéutico no tratamento do
diabetes e a importancia da continuidade dos estudos com as fracdes e
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0s metabolitos isolados a partir da S. impressifolia com a elucidacdo dos
mecanismos de acdo farmacoldgica.
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6 CONCLUSOES

Através do estudo fitoquimico do caule de Salacia impressifolia
conclui-se que:

As técnicas utilizadas para separacdo e caracterizacdo dos
compostos se mostraram eficazes, uma vez que foi possivel isolar e
caracterizar duas misturas e trés compostos, sendo dois inéditos na
espécie e um inédito na familia Celastraceae.

As técnicas de IV e RMN uni, bidimensional e DEPT e a
espectrometria de massas ESI-EM e ESI-IT-Tof permitiram identificar
0S compostos a-amirina, f-amirina, acido melaléucico e (-)-epicatequina
e forneceram importantes informacfes a respeito do hidrocarboneto de
cadeia longa.

Os ensaios simples de bancada permitiram a determinacéo do teor
de fendlicos e flavonoides no extrato bruto e fragdes.

Através dos testes antioxidantes foi observada maior atividade
para o extrato bruto e as fragdes mais polares (fracdo acetato de etila e
residuo aquoso) e a correlagdo entre o potencial redutor e o contetdo de
fendlicos.

Em relacdo ao teste de inibicdo da acetilcolinesterase, o extrato e
as fragBes cloroférmio e acetato de etila apresentaram atividade
moderada.

Os resultados encontrados a partir do estudo preliminar de
atividade anti-hiperglicémica do extrato bruto reforcam dados da
medicina popular quanto ao uso da miraruira como antidiabética.

Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram a importancia
da continuidade do estudo das fragBes das cascas da espécie Salacia
impressifolia e do isolamento dos seus constituintes, na determinagdo
dos metabolitos responsaveis pelas atividades apresentadas.
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Figura 41. Espectros de massa dos componentes identificados da mistura 1
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Figura 41. Espectros de
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Figura 41. Espectros de massa dos componentes identificados da mistura 1

(continuacao)
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Figura 41. Espectros de massa dos componentes identificados da mistura 1

(conclusdo)
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Figura 42. Mapa de correlagéo bidimensional heteronuclear HMQC (400 MHz

(*H), 100 MHz (*3C), CDCl;) da mistura a, f-amirina
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Figura 43. DEPT (100 MHz, CDCl3) da mistura o, f-amirina
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Figura 44. Mapa de correlagdo bidimensional heteronuclear HMBC (400 MHz
(*H), 100 MHz (*3C), CDCl;) da mistura a, f-amirina
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Figura 45. Mapa de correlacdo bidimensional homonuclear COSY (400 MHz,
CDCl;) da mistura a, f-amirina
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Figura 46. Mapa de correlacdo bidimensional heteronuclear HMQC (400
MHz (*H), 100 MHz (:3C), CDCl;) do composto 1
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Figura 48. Mapa de correlagdo bidimensional heteronuclear HMBC (400 MHz
(*H), 100 MHz (23C), CDCl;) do composto 1
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Figura 49. Mapa de correlacdo bidimensional homonuclear COSY (400 MHz

CDCl;) do composto 1
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Figura 50. Espectro de ESI-IT-TOF do &cido melaléucico
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Figura 51. DEPT (100 MHz, CDCI; + CD;0D) do acido melaléucico
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Figura 52. Mapa de correlagdo bidimensional heteronuclear HMQC (400 MHz
(*H), 100 MHz (:3C), CDCl; + CD;0D) do acido melaléucico
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Figura 53. Mapa de correlagdo bidimensional heteronuclear HMBC (400 MHz

(*H), 100 MHz (:3C), CDCl; + CD;0D) do acido melaléucico
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Figura 54. Mapa de correlagdo bidimensional homonuclear COSY (400 MHz
CDCl; + CD;0D) do acido melaléucico
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