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Tudo posso
(Celina Borges)

Posso, tudo posso naquele que me fortalece
Nada e ninguém no mundo vai me fazer desistir
Quero, tudo quero, sem medo entregar meus projetos
Deixar-me guiar nos caminhos que Deus desejou
para mim e ali estar

Vou perseguir tudo aquilo que Deus ja escolheu pra
mim

Vou persistir, e mesmo nas marcas daquela dor
Do que ficou, vou me lembrar

E realizar o sonho mais lindo que Deus sonhou

Em meu lugar estar a espera de um novo que vai
chegar

Vou persistir, continuar a esperar e crer
E mesmo quando a visdo se turva e o coragdo sé
chora

Mas na alma, h& certeza da vitoria

Eu vou sofrendo, mas seguindo enquanto tantos nao
entendem

Vou cantando minha histéria, profetizando
Que eu posso, tudo posso... em Jesus



Aos meus pais Vera Lucia (in memoriam) e
Jupiratan que durante toda a vida me
ensinaram com amor e carinho tudo que

sou hoje.
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RESUMO

RAMOS, R. F. de A. Constituintes quimicos e atividade antioxidante de Roupala
paulensis Sleumer (Proteaceae). 2015. 105 p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos). Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal
da Paraiba, Jodo Pessoa.

A familia Proteaceae é constituida por aproximadamente 80 géneros e 1705 espécies,
com maior distribuicdo na Austrélia, Africa do Sul e América do Sul. No Brasil,
compreende 4 géneros, e dentre esses, encontramos 0 género Roupala, que possui
cerca de 33 espécies e 2 subespécies. Entre as espécies deste género destacamos a
espécie Roupala paulensis Sleumer, espécie endémica do Brasil que possui maior
distribuicdo nos estados da Bahia, Ceara, Pernambuco, Rio de Janeiro e Sdo Paulo.
O presente trabalho teve como obijetivo realizar um estudo fitoquimico de Roupala
paulensis, bem como avaliar a atividade antioxidante e realizar a quantificacdo de
fenolicos totais do seu extrato e fases. Para isto, 0 material botanico foi submetido a
processos de extracdo, particdo e cromatografia para isolamento dos constituintes
guimicos. A estrutura quimica das substancias foi determinada por métodos
espectroscopicos de Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C,
Espectrometria de Massas e comparacdes com dados da literatura. O fracionamento
cromatografico da fase hexanica resultou no isolamento do triterpeno 2,6,10,15,19,23-
hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexeno (esqualeno), da mistura dos triterpenos
urs-12-en-3B-ol (a-amirina), olean-12-en-3B-ol (3-amirina) e 3B-hidroxi-lup-20(29)-eno
(lupeol), do esteroide B-sitosterol e da mistura de feofitinas 132-hidroxi-(13%-R)-
feofitina a e 132-hidroxi-(132-S)-feofitina a, da fase diclorometano obteve-se o
esteroide glicosilado sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo e da fase acetato de etila foi
isolado a flavona 3,5,7,3’,4’-pentaidroxiflavona (quercetina). Todos 0S compostos
estdo sendo relatados pela primeira vez no género Roupala. A atividade antioxidante
do extrato etanodlico bruto (EEB) e das fases hexanica, diclorometano e acetato de
etila foi verificada através do método do sequestro do radical DPPH (1,1-difenil-2-
picril-hidrazil) e da quantificacéo de fendlicos totais, com comparacdes dos resultados
obtidos com os padrdes acido ascorbico e acido galico, respectivamente. Entre todas
as amostras testadas o EEB apresentou menor CEso (37,50 £ 046 pg/mL), seguido
pela fase acetato de etila (74,86 = 2,73 pg/mL), sendo as amostras que apresentaram
maior atividade antioxidante. Pela quantificacdo de fendlicos totais, as amostras que
exibiram maiores concentracbes desses compostos foram o EEB (24,27 = 0,76
gEAG/100 g) e a fase acetato de etila (30,47+ 0,52 geAG/100 g). Portanto, estas
amostras apresentaram a maior concentragdo de compostos fendlicos, provavelmente
responsaveis pelos melhores resultados de atividade antioxidante apresentados no
teste de DPPH realizado.

Palavras-chave: Estudo fitoquimico, feofitinas, triterpenos, quercetina, fendlicos
totais.



ABSTRACT

RAMOS, R. F. de A. Chemical constituents and antioxidant activity of Roupala
paulensis Sleumer (Proteaceae). 2015. 105 p. Dissertation (Master’s in Natural and
Synthetic Bioactive Products) Health Sciences Center, Federal University of Paraiba,
Joé&o Pessoa.

The Proteaceae family is constituted of about 80 genus and 1705 species, with more
distribution in Australia, South Africa and South America. In Brazil, consist in 4 genus,
and among these we find the Roupala genus, having about 33 species and 2
subspecies. Among the species of this genus we highlight the species Roupala
paulensis Sleumer, an endemic species from Brazil that has a greater distribution in
the states of Bahia, Ceara, Pernambuco, Rio de Janeiro and S&o Paulo. This study
aimed to realize a phytochemical study of Roupala paulensis and to evaluate the
antioxidant activity and perform the quantification of total phenolics of the extract and
phases. For this, the plant material was subjected to extraction processes, partition
and chromatography to isolate the chemical constituents. The chemical structure of
the substances was determined by spectroscopic methods such as Infrared, Nuclear
Magnetic Resonance of 'H and 13C, Mass Spectrometry and comparisons with
literature data. The chromatographic fractionation (subdivision) of the hexane fraction
resulted in the isolation of the triterpene 2,6,10,15,19,23-hexamethyl-2,6,10,14,18,22-
tetracosahexene (squalene), of the triterpenes mixture urs-12-en-3B-ol (a-amyrin),
olean-12-en-3B-ol (3-amyrin) and 3B-hydroxy-lup-20(29)-ene (lupeol), of the steroid 3-
sitosterol and of the mixture pheophytins 13%-hydroxy-(13%-R)-pheophytin a and 132-
hydroxy-(132-S)-pheophytin a, of the dichloromethane fraction there was obtained the
glycosylated steroid sitosterol-3-O-B-D-glucopyranoside and of the ethyl acetate
fraction was isolated the flavone 3,3',4',5,7 -pentahydroxyflavone (quercetin). All
compounds are being reported for the first time in Roupala genus. The antioxidant
activity of ethanol extract and hexane fraction, dichloromethane and ethyl acetate was
verified by DPPH free radical assay (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate) and by
guantification of total phenolics, with comparisons of the results obtained with the
standards ascorbic acid and gallic acid, respectively. Among all samples tested the
extract showed lower ECsp (37.50 £ 0.46 ug/mL), followed by ethyl acetate fraction
(74.86 £ 2.73 pg/mL), the samples had higher antioxidant activity. For quantification of
total phenolics samples that exhibited higher concentrations of these compounds were
the extract (24.27 £ 0.76 gGAE/100 g) and the ethyl acetate fraction (30.47 £ 0.52
gGAE/100 g). Therefore, these samples showed the greatest concentration of phenolic
compounds, most likely responsible for the better results presented antioxidant activity
in the DPPH assay realized.

Keywords: Phytochemical study, pheophytins, triterpenes, quercetin, total phenolics.
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1 INTRODUCAO

Relatos existentes do uso de plantas como fonte de cura para inumeras
doencas podem ser observados desde os primordios da civilizacdo humana, estando
as primeiras referéncias nos papiros egipcios, nas escrituras chinesas e nas placas
sumérias (ROEWER et al., 2013). Conhecimento este que passado através de
geracdes e geracdes, ao longo de milhares de anos, deu origem ao que conhecemos
por medicina popular, termo geralmente aplicado ao conhecimento popular e
tradicional utilizacao tradicional de plantas pela populagdo, com base nas suas acoes
farmacoldgicas (CORREA, 2001; ELORENZI; MATOS, 2008).

Ao longo do tempo foram descobertas inUmeras substancias com potenciais
atividades biolégicas, como por exemplo, morfina, codeina e papaverina, isoladas a
partir da Papaver somniferum, planta esta utilizada desde a época dos Sumérios por
volta de 4.000 a.C e amplamente conhecida por suas propriedades soporiferas e
analgésicas (VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Posteriormente, as
plantas passaram a ser utilizadas como fonte de materia prima na producdo de
medicamentos e as substancias descobertas tornaram-se principios ativos eficazes,
durante o desenvolvimento industrial farmacéutico (TOMAZ et al., 2008).

Hoje sabe-se a importancia dos metabdlitos secundarios em nossa sociedade
e assim, verifica-se um crescente avanco na busca pelo isolamento de novos
compostos que apresentem atividades terapéuticas, fato que deu origem a Quimica
de Produtos Naturais (QPN). A QPN envolve tanto o isolamento e identificacdo dos
constituintes quimicos das plantas, como também o desenvolvimento e validacédo de
medicamentos de origem vegetal (SOUZA; SILVA, 2006). Envolvendo desta forma
estudos quimicos e farmacolégicos, e visando a obtencdo novos farmacos
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

A importdncia das plantas no desenvolvimento e produgdo de novos
medicamentos pode ser confirmada se analisarmos os principios ativos utilizados na
producdo de medicamentos, que podem ser naturais ou sintéticos. Ou seja, podem
ser obtidos diretamente das plantas no caso dos principios de origem natural, ou
produzidos em laboratérios a partir de reacdes quimicas no caso dos principios de
origem sintética, sendo estes obtidos geralmente a partir da modificagdo estrutural de
metabolitos secundarios ja conhecidos (LEMOS et al., 2007; BRANDAO et al., 2010).
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Um grande marco na QPN foi a obtencdo no século XIX de salicilatos a partir
do extrato de Salix alba, responsavel por apresentar propriedades analgésicas e
antipiréticas. Fato que possibilitou no final deste século a sintese do &cido
acetilsalicilico, analgésico e antiinflamatorio muito utilizado até hoje, com importante
acdo no controle da febre, na artrite reumatoide e na inibicdo da agregacéo plaquetéaria
(VIEGAS JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

No Brasil ainda existem inGmeras espécies que ndo foram objeto de pesquisas,
em busca de seus constituintes quimicos. E apesar de j& terem sido isolados mais de
50.000 metabdlitos secundarios de angiospermas, grupo mais diversificado das
plantas (possuindo 236 familias distribuidas no Brasil), muitas espécies nativas
brasileiras ainda ndo passaram por avaliacdes do seu potencial bioldgico, fator que
auxiliaria inclusive na verificacdo da eficacia e seguranca do uso dessas espécies
como promissoras fonte terapéutica (MONTANARI; BOLZANI, 2001; TOMAZ et al.,
2008; FORZZA et al., 2015).

Partindo da premissa de que as drogas vegetais sdo de grande importancia
para a medicina popular, e que 0 isolamento e caracterizagdo estrutural dos seus
constituintes quimicos contribui para o conhecimento quimiotaxonémico das mesmas,
este trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico da espécie Roupala
paulensis, espécie endémica do Brasil com maior distribuicdo nos estados do
Nordeste e pertencente a familia Proteaceae. Esta familia apesar de ser uma das mais
importantes dos grupos das angiospermas apresenta raros estudos quimicos e
bioldgicos de suas espécies.

Para tanto, foram utilizadas técnicas cromatograficas e métodos fisicos de
analises, tais como Infravermelho (IV), Ressonéncia Magnética Nuclear (RMN) e
Espectrometria de Massas (EM).

E visando contribuir com o conhecimento farmacoldgico da espécie estudada
foram realizados testes para avaliagdo da atividade antioxidante do extrato etandlico,
bem como das fases hexéanica, diclorometano e acetato de etila, realizadas pelo

método do sequestro do radical DPPH e pela quantificacéo de fendlicos totais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Contribuir com o estudo do género Roupala, através da investigacao

fitoquimica da espécie Roupala paulensis Sleumer.

2.2 Objetivos Especificos

e |Isolar os metabdlitos secundarios encontrados em Roupala paulensis,
utilizando métodos cromatograficos;

e |dentificar e/ou elucidar os constituintes quimicos isolados de Roupala
paulensis através de técnicas espectroscopicas, tais como Espectroscopia de
Infravermelho, Espectrometria de Massas e Ressonancia Magnética Nuclear
de H e 13C;

e Avaliar a atividade antioxidante do extrato etandlico bruto e fases de Roupala
paulensis, através do método do sequestro de radical DPPH,;

e Realizar a quantificacéo do teor de fendlicos totais do extrato etandlico bruto e

fases de Roupala paulensis.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Consideracgdes sobre a familia Proteaceae Juss.

A familia Proteaceae € uma das principais familias do grupo das angiospermas,
sendo caracteristica do hemisfério sul, com maior diversidade apresentada na
Australia, Africa do Sul e América do Sul como pode ser observado na figura 1 (p. 23)
(DELGADO et al., 2014). E caracterizada por arvores ou arbustos, com folhas alternas
e inflorescéncias axilares ou terminais e comumente encontradas em altitudes mais
elevadas (PIRANI; NASCIMENTO, 1995; PRANCE; PLANA, 1998).

Figura 1 — Mapa de distribuicdo da familia Proteaceae no mundo, representada pelas

areas verdes.

ttem | &5 v

NN {

Adaptado de: TROPICOS - Proteaceae Juss., 2015.
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Esta familia é constituida mundialmente por 80 géneros, nos quais estdo
distribuidas cerca de 1705 espécies, incluindo variacbes de espécies (WESTON;
BARKER; 2006).

Alguns registros destacam a utilizacdo de plantas da familia Proteaceae na

medicina popular, como por exemplo, a Roupala montana, utilizada para o tratamento
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de artrite e reumatismo em Granada e Trinidad (localizadas nas Antilhas), espécie
caracterizada pela presenca de esterdides, compostos fendlicos, acidos graxos e
esteres de acidos graxos, aléem de saponinas com anel do tipo ursano e glicosideos
de &cidos ursanodioicos (TABI, 1998).

Constituintes quimicos bastante relatados na literatura, os &cidos graxos
também sdo caracteristicos desta familia, como podem ser destacados os acidos
isolados hexadecenoico, octadecendico, eicosenoico, cis-hexadec-9-endico e cis-
octadec-11-endico (VICKERY, 1971).

Outra classe de grande importancia na literatura da familia Proteaceae é a
classe das naftoquinonas, apresentando substancias isoladas de espécies do género
Lomatia (L. arborescens, L. silanfolia, L. tinctoria, L. fraxinifolia, L. longifélia, L. obliqua
e L. silanfolia): lomatiol (1), juglona (ll), B-hidrojuglona (ll1) e naftazarina (IV), conforme
apresentadas na figura 2 (p. 24) (MOIR; THOMSON, 1973).

Figura 2 — Naftoquinonas isoladas do género Lomatia (Proteaceae)

(o] (o] o OH O
S0 UN; <8
S el

[o] OH O oH © OH ©

(I) (1r) (Im) (Iv)

Fonte: MOIR; THOMSON, 1973.

Outras substancias relatadas na literatura foram isoladas na familia
Proteaceae, com espécies dos géneros Grecillea e Orites, descritas no Quadro 1 (p.
25).
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Quadro 1 — Metabdlitos secundarios isolados na familia Proteaceae

Metabolitos isolados Espécie Referéncia
Rutina
Acido 2,5-diidroxicinamico

) . ) _ CANNON, et al.,
4-hidroxicinamato de metila Grecillea robusta 1973
Robustol '

Eter trimetil robustol

Eteres de 17,19,22,24- tetrahidroxi _ _ RIDLEY; RITCHIE;
Grevillea striata TAYLOR, 1970.

(14-p-0-0) ciclofano

RITCHIE;
5-n-tridecylresorcinol (Grevilol) Grevillea robusta | TAYLOR; VAUTIN,
1965.
GrevirobstolAeBe C
bis-norstriatol
Robustol _ AHMED, et al.,
diidrorobustol A e B Grevillea robusta 2000.
5-[14'-(3”,5”-diidroxifenil)-cis-
tetradec-6'-en-1-iljbenzeno-1,3-diol
RITCHIE;
Sitosterol Orites excelsa TAYLOR; VAUTIN,
1965.

Entre os estudos realizados e relacionados as atividades biolégicas da familia
Proteaceae se destacam os de atividades antimicrobianas dos variados extratos
obtidos de espécies desta familia, como pode ser observado no quadro 2 (p. 26).
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Quadro 2 — Estudos antimicrobianos com espécies da familia Proteaceae

Micro-organismo Espécie vegetal Parte da o
_ . Referéncia
avaliado utilizada planta
MADUREIRA,;
Hakea salicifolia Partes aéreas DUARTE;
Staphylococcus
TEIXEIRA, 2012.
aureus
Roupala ALVES, et al.,
Folhas
heterophylla 2000
Mycobacterium MADUREIRA,;
smegmatis Hakea salicifolia Partes aéreas DUARTE;
Candida albicans TEIXEIRA, 2012.
Bacillus cereus
Roupala ALVES, et al.,
Pseudomonas Folhas
_ heterophylla 2000.
aeruginosa

No Brasil, onde seus dominios fitogeograficos sdo a Amaz6nia, a Caatinga, o
Cerrado e a Mata Atlantica, podem ser encontrados os géneros Euplassa, Panopsis e
Roupala, géneros mais endémicos da América do Sul (PLANA; PRANCE, 1998).
Neles estdo distribuidas 33 espécies, 2 subespécies e 6 variedades. (PRANCE;
AMORIM, 2015).

3.2 Consideracdes sobre o género Roupala Ablu.

O género Roupala é representado por 33 espécies e 2 subespécies (WESTON,;
BARKER; 2006). No Brasil € composto por 16 espécies: R. asplenoides, R.
caparoensis, R. consimillis, R. dielsii, R.gracillis, R. longepetiolata, R. montana, R.
nitida, R.nonscripta, R. obtusata, R. pallida, R. paulensis, R. psilocarpa, R. sculpta, R.
suaveolens e R. thomesiana (PRANCE; AMORIM, 2015).

Ramos, R. F. de A.
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Figura 3 — Mapa de distribuicdo do género Roupala na América Latina, representada

pelas areas verdes.

ltem
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Adaptado de: TROPICOS - Roupala Aubl., 2015

As espécies deste género sao geralmente utilizadas na medicina popular para
limpeza de feridas e contra ulceracdes, além da importancia na economia por sua
utilizagdo em marcenaria, carpintaria, constru¢ao civil e naval, e em ornamentagdes
(FLORA SBS, 2015).

Alguns estudos quanto as atividades biolégicas do género ja foram relatados.
Entre eles pode ser o citado estudo realizado com a Roupala montana, que promove
mortalidade moderada de formas adultas de Schistossoma mansoni, além de ser
responsavel pela reducéo de genotoxicidade induzida por metanossulfonato de metila
(MMS), um agente alquilante toxico e com alta taxa de carcinogenicidade (OLIVEIRA,
et al., 2014). Esta espécie também apresentou atividade antimicrobiana, contra
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli,
em estudo desenvolvido por Alves e colaboradores (2000), a partir de testes utilizando
0 extrato aquoso de suas folhas.

Além de serem escassos 0s relatos de atividades biol6gicas realizadas, ndo
foram encontrados estudos fitoquimicos de espécies deste género, despertando um

grande interesse de escolha de uma espécie pertencente a ele, com o intuito de
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apresentar uma grande contribuicdo com a realizagdo de um estudo envolvendo tanto

a parte quimica quanto a biolégica do género Roupala.

3.3 Consideracdes sobre Roupala paulensis Sleumer

Entre as espécies do género Roupala, a Roupala paulensis é planta endémica
do Brasil que possui maior distribuicdo nos estados da Bahia, Ceara, Pernambuco,
Rio de Janeiro e Séo Paulo (Fig. 4, p. 28) (PRANCE; AMORIM, 2015)

Figura 4 — Distribuicdo geografica de Roupala paulensis no Brasil.

Fonte: Prance; Amorim, 2015.

No Nordeste esta espécie, apresentada na forma de arvores, é conhecida
popularmente por “carne de vaca”, “orelha de onca”, carvalho-do-brasil (OLIVEIRA
FILHO, et al., 2008; PINTO; SAMPAIO; NASCIMENTO, 2012; PRANCE; AMORIM,
2015). Possui como sinonimia cientifica 0 nome Roupala cearenses.

Esta espécie foi a escolhida para o desenvolvimento deste trabalho por nao
apresentar estudos fitoquimicos relatados na literatura e por mostrar-se interessante

como objeto de estudo diante dos estudos realizados com outras espécies do género.
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3.4 Consideracfes quimicas e biolégicas sobre as classes de constituintes quimicos

isolados de Roupala paulensis

3.4.1 Esteroides

Os esteroides sdo compostos formados por 27 a 29 atomos de carbono, e
possuem como esqueleto principal o nucleo ciclopentanoperidrofenantreno, com uma
hidroxila ligada ao carbono 3 (Fig. 5, p. 29). A maior parte dos esteroides possui uma
ligacdo dupla no carbono 5 e uma cadeia lateral no C-17 com 8 ou 10 atomos de
carbono. A estereoquimica dos esteréides € representada por o ou 3, como é 0 caso
das metilas ligadas em C-10 e C-13 (HUNG-LLAMOS et al., 2005; PEREIRA;
CARDOSO, 2012)

Figura 5 — Estrutura basica dos esteroides

Quando sintetizados pelas plantas sdo denominados fitoesteroides que podem
estar na forma de alcoois livres, conjugados a glicosideos ou esterificados a acidos
graxos de cadeia longa (DEWICK, 2009). Os esteroides mais abundantes
identificados sdo o estigmasterol, o campesterol e o [-sitosterol (PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Entre as principais atividades apresentadas por esta classe, relata-se a reducao
do nivel de colesterol sanguineo, e consequentemente, reducdo dos riscos de
doencas cardiovasculares. Como também a inibicdo do crescimento tumoral e as
atividades anti-inflamatoria, antipirética, antiulcerogénica e imunomoduladora (HUNG-
LLAMOS et al., 2005; PEREIRA; CARDOSO, 2012)
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3.4.2 Feofitinas

As feofitinas s&o substancias formadas por um nucleo tetrapirrdlico semelhante
ao da clorifila, da qual s&o originadas biossinteticamente quando a mesma em meio
acido sofre a perda do magnésio (Fig. 6, p. 30). ApOs este processo conhecido por
feofitinizacdo a estrutura principal € denominada nucleo porfirinico (Fig. 7, p. 30)
(TOMAZ, 2008; MOREIRA et al, 2010).

Figura 6 — Formacéao da feofitina a partir da clorofila por hidrolise &cida

HC =CH, CHs HC=CH, CHs

CH=CH, CH=CH_

H,C"

T H
CHy o=cC
coQ OCHj;

CaoH2g

Fonte: Moreira et al. 2010

Figura 7 — Nucleo porfirinico

Assim como as clorofilas, as feofitinas também podem ser classificadas de
acordo com seus substituintes. No caso das feofitinas a e b, as mais abundantes no
reino vegetal, apresentam diferencas em relacéo aos substituintes do carbono 7%, uma

metila para feofitina a e um aldeido para feofitina b (TOMAZ, 2008).
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A presenca da cadeia fitilica proporcionam a este tipo de metabotilo secundario
uma alta lipofilicidade (MARTINS; SILVA, 2002).

E estudos relatam as atividades antimicrobiana, citostatica e antimultagénica
das feofitinas (NOGUEIRA, 2009).

3.4.3 Flavonoides

Os flavonoides comp&em a classe mais importante dos compostos fendélicos
encontrados no reino vegetal, principalmente em angiospermas. Biossintetizados a
partir da via dos fenilpropanoides possuem como nucleo fundamental, em sua maioria,
15 atomos de carbono formando trés anéis fendlicos (C6-C3-C6), dois anéis
aromaticos (nucleos A e B) e um anel heterociclico (nacleo C), conforme pode ser
observado na figura 8 (p. 31) (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).

Figura 8 — Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: adaptado de ZUANAZZI; MONTANHA, 2007.

Devido a variagfes no esqueleto basico decorrentes de reagdes de alquilagéo,
glicosilacdo ou oligomerizacédo, das diferentes substituicdes do anel C e dos niveis de
oxidacdo, pode ser encontrada nas plantas uma grande variedade de flavonoides.
Dentro desta classe de substancias sdo encontradas as subclasses: flavanonas,
flavonas, flavondis, isoflavonas, flavanonois, entre outras (Fig. 9, p. 32) (TAHARA,
2007; ZUANAZZI; MONTANHA, 2007)
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Figura 9 — Principais subclasses de flavonoides

conlle
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Fonte: ZUANAZZI; MONTANHA, 2007.

Dentre as inUmeras atividades bioldgicas relacionadas aos flavonoides estéao
as atividades antioxidante, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatéria, antialérgica,
vasodilatadora, antiespasmddica, antitumoral, antinociceptiva, antiulcerogénica,
antiplaquetaria e hepatotoxica (PELZER, et al., 1998; DI CARLO, et al., 1999;
HARBORNE; WILLIAMS, 2000; RASO et al., 2001; ZUANAZZI; MONTANHA, 2007;
LIMA-SARAIVA et al., 2012; PEREIRA; CARDOSO, 2012; SANTANA et al., 2012;
OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2013).

Destaca-se que os flavonoides sédo substancias conhecidas por atuarem na
captura e neutralizacdo de espécies oxidantes, interferindo assim na formacéo e na
propagacao de radicais livres. Essa acdo resulta de um conjunto de propriedades:
poder quelante de ferro, sequestro de radicais livres, inibicdo das enzimas diversas
(cicloxigenase, lipoxigenase, NADPH-oxidase, xantina-oxidase e fosfolipase), e ainda
estimulacdo de enzimas com atividade antioxidante (catalase e superoxido-
dismutase) (ZUANAZZI; MONTANHA, 2007).
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3.4.4 Triterpenos

Os triterpenos sdo substancias de natureza terpénica encontrados em
abundéancia no reino vegetal, principalmente em inUmeras plantas com uso medicinal,
formados a partir de unido de unidades de isopreno, unidade que se origina pela via
do mevalonato. Esta classe de compostos apresentam 30 atomos de carbono, em
esqueleto aciclico do tipo mono, di, tri, tetra ou pentaciclico. E podem apresentar-se
na forma livre, glicosilados ou na forma de éteres ou ésteres (MAHATO; KUNDU,
1994).

Os triterpenos podem apresentar uma diversidade relacionada ao seu
esqueleto carbdnico e aos grupos funcionais presentes na estrutura (PATOCKA,
2003). Em relacdo aos grupos funcionais hda uma predominancia de grupos
oxigenados, sendo comum a presenca de mais de um grupo funcional oxigenado na
molécula (OLEA; ROQUE, 1990).

Em relacdo ao esqueleto carbdnico destacam-se os triterpenos pentaciclicos,
gue apresentam um esqueleto formado pelos 30 atomos de carbonos dispostos em
cinco anéis. A diferenca nesses anéis gera a classificacdo em esqueletos ursano,
lupano, oleanano, entre outros. Os esqueletos dos tipos ursano e oleanano
apresentam cinco anéis hexaciclicos, enquanto que o esqueleto dos tipos lupano
apresentam quatro anéis deste tipo e um pentaciclico (Fig. 10, p. 33) (PATOCKA,
2003).

Figura 10 — Principais esqueletos de triterpenos pentaciclicos

As substancias dessa classe apresentam varias atividades biologicas
relatadas na literatura, tais como, anticancerigena, antiviral, bactericida, fungicida,

analgésica, espermicida e antialérgica (PATOCKA, 2003). Especificamente, os
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triterpenos pentaciclicos além da atividade tumoral comum dos triterpenos séo
também conhecidos por apresentarem atividade antiofidica, anti-inflamatéria e
hepatoprotetora (SHIRWAIKAR, et al., 2004, TANAKA, et al., 2004, SALEEM, et al.,
2004, YAMASHITA, et al., 2002).

3.5 Atividade antioxidante de produtos naturais

O organismo humano produz naturalmente, a partir de oxidagcfes bioldgicas,
radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ERO), moléculas com alto poder
oxidante. Mas naturalmente o proprio organismo € responsavel por defesas
antioxidantes que neutralizam a producéo e os efeitos destes radicais. Se estiverem
em excesso no organismo, geralmente decorrente do desequilibrio entre os radicais
produzidos e a sua degradacdo, eles geram um processo chamado de stress
oxidativo, que danifica biomoléculas como lipidios, proteinas e DNA. Esses danos ao
longo do tempo se acumulam e produzem danos celulares e teciduais, responsaveis
pelo desenvolvimento patologias como as doencas degenerativas cronicas (doenca
de Alzheimer, aterosclerose, entre outras) e carcinogénese (SUMINO et al., 2002;
RIVELLI et al., 2007; SORG, 2004).

As substancias antioxidantes sdo aquelas que retardam este processo
oxidativo, sendo as plantas grandes produtoras de substancias com esta acdo. Entre
0s inumeros metabolitos secundérios de origem vegetal com acdo antioxidante,
destacam-se os compostos fendlicos, que podem ser classificados em vérias classes:
fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavonoides, taninos condensados
hidrolisaveis e ligninas (NACZK; SHAHIDI, 2004; SOUSA et al., 2007; NUNES, et al.,
2008). Os principais compostos fenolicos que apresentam esta atividade sdo o0s
flavonoides (PELZER et al, 1998; NUNES, et al., 2008).

Tournaire e colaboradores (1993) reportaram um estudo da reatividade de 13
flavonoides com oxigénio singlete, onde a eficiéncia desta reacdo é controlada
principalmente pela presengca de um grupo catecol no anel B dos flavonoides,
enguanto que o estrutura de anel C é o principal fator determinante para a eficiéncia
de sua reatividade quimica com o oxigénio, por estar relacionado a presenca de um

grupo hidroxila.
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Desta forma, os estudos realizados de atividade antioxidante com plantas
tornaram-se essenciais, em busca de fontes promissoras de metabdlitos secundarios
com um potencial terapéutico para prevencéao destas doencas (SUMINO, 2002).

A classificacdo dos ensaios antioxidantes é feita de acordo com os principios
de cinética quimica ou relacionado a transferéncia de elétrons ocorrido em uma
determinada reacdo, sendo assim classificados em métodos diretos ou indiretos,
respectivamente (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Como métodos diretos sdo encontrados o ensaio ORAC (Oxygen Radical
Absorbance Capacity), o ensaio de redugao do [3-caroteno e de quimioluminescéncia
do luminol, todos caracterizados pela competicdo entre um agente oxidavel e um
antioxidante por radicais livres de um determinado substrato (ROGINSKY; LISSI,
2005).

Ja como métodos indiretos podem ser citados o ensaio Folin-Ciocalteau, o teste
de reducdo do radical DPPH, o ensaio TEAC (Trolox equivalente antioxidante
capacity) e o ensaio FRAP (Ferric reducing antioxidante power), relacionados a
mudancas colorimétricas, proporcionais as reacdes de oxi-reducado entre o oxidante e
o antioxidante (BENZIE; STRAIN,1999).

3.5.1 Sequestro de radical livre DPPH

O método do sequestro do radical livre DPPH baseia-se na capacidade deste
radical de reagir com doadores de hidrogénio (substancias antioxidantes), sofrendo
reducdo. A avaliacdo do sequestro do radical livre DPPH é feita baseada na medida
da diminuicdo da absorbancia do DPPH em aproximadamente 517 nm na presenca
de diferentes concentracdes de amostras. O DPPH apresenta coloracao purpura e ao
receber um &tomo de hidrogénio cedido pela substancia-teste, sofre reducéo e passa
a apresentar coloracdo amarela (SANCHEZ-MORENO, 2002; BONDET; BRAND-
WILLIAMS; BERSET, et al. 1997).
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Figura 11 — Reacgdao entre a quercetina e o DPPH

OoH o

N, OH O
DPPH Quercetina DPPH, Quercetina oxidada

A absorbancia medida é comparada com a absorbancia do branco e calculada
considerando a absorbéancia do controle negativo, que € a absorbancia do DPPH sem
a presenca de amostra. Desta forma, pode ser obtida a concentragcédo efetiva 50%
(CEso0), ou seja, concentracdo necessaria para diminuir em 50% a absorbancia do
DPPH. Como referéncia sdo utilizadas substancias-padrédo, como o acido galico e a
guercetina, considerando que estas possuem o poder de sequestrar 100% dos

radicais.

3.5.2 Determinagédo do teor de fendlicos

A determinagéo do teor de fendlicos totais é realizada através da reagao da
amostra-teste com o reagente Folin-Ciocalteau, uma mistura de acido fosfomolibdico
e fosfotungstico. Este ensaio € um dos mais antigos para quantificacdo de fendlicos,
desenvolvido inicialmente por Singleton e colaboradores em 1965. (SINGLETON,;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS; 1999). Neste teste o aparecimento de uma
coloracdo azul (em aproximadamente 725 nm) indica a presenca de compostos
fendlicos, visto que esses acidos ao reagir com esses compostos com acgao redutora
sofrem oxidacao e formam os complexos de molibdénio e tungsténio, cujo estado de
oxidacao € +% e +6. E quanto mais intensa a coloracdo maior o teor de substancias

fendlicas na amostra.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Estudo fitoquimico de Roupala paulensis

4.1.1 Coleta do material vegetal e processamento da planta

As partes aéreas de Roupala paulensis foram coletadas em marco de 2012 no
municipio de Maturéia — PB. Sua identificacdo botanica foi realizada pela Professora
Dra. Maria de Fatima Agra do Setor de Botanica do Programa de Pds-graduacédo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), estando uma exsicata depositada no Herbéario Prof. Lauro Pires
Xavier da UFPB, sob o numero Agra et al. 7441 (JPB).

O material vegetal foi seco em estufa de ar circulante a temperatura média de
40 °C durante 72 horas e, posteriormente, triturado em moinho mecanico, obtendo-se

3 kg de po da planta.

4.1.2 Obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB) das partes aéreas de Roupala

paulensis e particionamento com solventes organicos

O p6 da planta foi submetido a maceracéo com etanol a 95%, durante 72 horas,
processo este repetido por cinco vezes, para obtencdo de um maior rendimento do
extrato. A solucdo extrativa resultante foi concentrada sob pressao reduzida em
evaporador rotativo a temperatura média de 40 °C, sendo obtidos 357 g de extrato
etandlico bruto (EEB).

Uma aliquota do EEB (200 g) foi dissolvido em uma solugdo de metanol e agua
destilada, MeOH:H20 (7:3), e homogeneizado sob agitagcdo mecéanica por 60 minutos,
obtendo-se uma solucéo hidroalcodlica. Esta solucao foi submetida a particéo liquido-
liguido em ampola de separacdo com 0s seguintes solventes organicos, em ordem
crescente de polaridade: hexano (Hex), diclorometano (CH2Cl2) e acetato de etila
(AcOEt) (Esquema 1, p. 39).

As solucdes resultantes foram tratadas com sulfato de sédio (Na2SOa) anidro,

submetidas a filtracdo e, em seguida, concentradas em evaporador rotativo sob
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pressédo reduzida a temperatura média de 40 °C, obtendo-se suas respectivas fases:
hexéanica (12,5 g), diclorometano (10,3 g), acetato de etila (21,7 g) e hidroalcodlica

(100,6 g) (Esquema 1, p. 39).

Esquema 1 — Etapas envolvidas no processo particionamento do EEB de Roupala

paulensis

EEB submetido a particdo
20049

- Dissolugédo em MeOH:H,0 (7:3, v/v);
- Agitacdo mecénica por 60 min.;

Solucao Hidroalcoblica

- Extracéo com hexano.

l - Secagem com Na,SO, anidro;
- Filtracéao;
Solucéo Hidroalcodlica | - Concentracéo sob presséo reduzida

Fase Hexanica (12,5 g)

- Extracdo com CH,CI;

- Secagem com Na,SO, anidro;

- Filtragéo;

Solucéao Hidroalcodlica ll - Concentracéo sob presséo reduzida.
A 4

A

Fase Diclorometano (10,3 q)

- Extracdo com AcOEt;

- Secagem com Na,SO, anidro;
- Filtragéo;
- Concentracao sob pressao reduzida;

A 4

v Fase Acetato de Etila (21,7 q)
Fase Hidroalcodlica (100,6 q)

4.1.3 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos de Roupala paulensis

O isolamento e a purificagdo dos constituintes quimicos de Roupala paulensis
foram realizados através de técnicas cromatograficas, como a cromatografia liquida
de média pressao (CLMP), cromatografia em coluna (CC) de adsorc¢éo e por exclusao
molecular. Foram utilizados silica gel (ART 7734 da MERCK, de particulas com
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dimensdes entre 0,060 — 0,200 mm e 70 - 230 mesh), e Sephadex LH-20
(AMERSHAM BIOSCIENCES), colunas cilindricas de vidro com comprimentos e
diametros variaveis (de acordo com a quantidade de amostra submetida a
cromatografia) e solventes comerciais para eluicdo (Hex, AcOEt e MeOH), puros ou
em misturas binérias.

Para CLMP foi utilizado aparelho de Média Pressdo BUCHI Pump Manager C-
615/605 e coluna Glass 15/100 cpl.

Para analise do processo de isolamento e purificacdo das fracdes obtidas,
foram realizadas cromatografias em camada delgada analiticas, utilizando
cromatofolha de aluminio — silica gel 60 F254 da MERCK. As substancias em analise
foram reveladas através da exposicao das cromatoplacas a radiacéo ultravioleta (UV)
sob os comprimentos de onda de 254 e 366 nm, em aparelho MINERALIGHT (modelo
UVGL-58), como também, por impregnacdo das placas em cubas de vidro saturadas
com vapores de iodo.

Apos andlise da CCDA, as fragcbes foram reunidas de acordo com o0s

semelhancas no perfil de elui¢éo.

4.1.3.1 Processamento cromatografico da fase hexanica

Uma aliquota da fase hexanica (11 g) foi submetida a CC utilizando-se como
fase estacionaria silica gel 60 e como fase mével Hex, AcCOEt e MeOH, puros ou em
misturas binarias, em gradiente crescente de polaridade.

Foram coletadas 248 fragcOes de 150 mL cada, que foram concentradas em
evaporador rotativo. Estas fracbes foram em seguida analisadas através de CCDA

utilizando diferentes sistemas de eluicao.
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Quadro 3 — Sistemas de elui¢do utilizados no fracionamento cromatografico da fase

hexanica do EEB de Roupala paulensis

Fracdes Solvente Proporcéo (%)
1 Hex 100
2-18 Hex:AcOEt 95:5
19-55 Hex:AcOEt 90:10
56-87 Hex:AcOEt 80:20
88-114 Hex:AcOEt 70:30
115-137 Hex:AcOEt 50:50
138-157 AcOEt:Hex 70:30
158-190 AcOEt 100
191-223 AcOEt:MeOH 95:5
224-234 AcOEt:MeOH 90:10
235-247 AcOEt:MeOH 80:20
248 AcOEt:MeOH 70:30

A fracdo 2 foi obtida como um 6leo incolor (123,9 mg), sendo entdo

encaminhada para RMN de 'H e codificada como Rp-1 (Esquema 2, p. 42)

As fracbes 15 e 27 foram separadamente recristalizadas em hexano,

submetidas posteriormente a RMN de 'H e codificadas como Rp-2 (73,5 mg) e Rp-3

(38,2 mq), respectivamente (Esquema 2, p. 42).

A fracdo 61 foi obtida como um sdélido amorfo verde oliva (62,1 mg), sendo

entdo encaminhada para RMN de H e codificada como Rp-4 (Esquema 2, p. 42).
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Esquema 2 — Fracionamento da fase hexanica de Roupala paulensis

Fase hexanica
(119)

CC - Silica Gel
- Hex:AcOEt:MeQOH

[ 248 fragoes \

- CCDA
- Hex:AcOEt:MeOH

(1 )(F2 ) [Fr1s) [Fzr]  [Frer] [ Fraes

Rp-1 Recristalizagao Rp-4
(123,9 mg) Hex (62,1 mg)
[ Frig | Fr 27’ |
Rp-2 Rp-3
(73,5 mg) (38,2 mg)

4.1.3.2 Processamento cromatografico da fase diclorometano

Uma aliquota da fase diclorometano (8 g) foi submetida a CC utilizando como
fase estacionéria silica gel 60 e como fase mével Hex, AcOEt e MeOH, puros ou em
misturas binarias, em gradiente crescente de polaridade.

Foram coletadas 170 fracbes de 100 mL cada, que foram concentradas em
evaporador rotativo a temperatura média de 40 °C. Em seguida, foram analisadas
através de CCDA utilizando diferentes sistemas de eluicao, e reunidas em 50 grupos,

de acordo com os respectivos Rfs (Quadro 4, p. 43; Esquema 3, p. 43)
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Quadro 4 — Sistemas de elui¢cdes utilizados no fracionamento cromatografico da fase

diclorometano de Roupala paulensis.

Fracdes Solvente Proporcgéao (%)
1-18 Hex:AcOEt 90:10
19-35 Hex:AcOEt 80:20
36-52 Hex:AcOEt 70:30
53-60 Hex:AcOEt 60:40
61-68 Hex:AcOEt 50:50
69-79 AcOEt:Hex 70:30
80-100 AcOEt:Hex 90:10

101-106 AcOEt 100

107-135 AcOEt:MeOH 95:5
136-141 AcOEt:MeOH 90:10
142-156 AcOEt:MeOH 80:20
157-170 AcOEt:MeOH 70:30

A fracdo 87-89 apresentou um precipitado branco, que foi encaminhado para
RMN de 'H e codificado como Rp-5 (Esquema 3, p. 43).

Esquema 3 — Fracionamento da fase diclorometano de Roupala paulensis

Fase diclorometano
(84g)

- CC - Silica Gel
- Hex:AcOEt:MeOH

[ 170 fragoes J

-CCDA
- Hex:AcOEt:MeOH

[ 50 grupos ]

Fri | | Fre7-89 Fr170 |

| —

Fr 87-89 ‘
ppt |

Rp-5
(33,1 mg)
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4.1.3.3 Processamento cromatografico da fase acetato de etila

Uma aliquota da fase acetato de etila (10 g) foi submetida a CLMP utilizando-
se como fase estacionaria silica gel 60 e como fase mével Hex, ACOEt e MeOH, puros
ou em misturas binarias, com sistema gradiente em ordem crescente de polaridade.

Foram coletadas 107 fracdes de 100 mL cada, que foram concentradas sob
pressdo reduzida em evaporador rotativo a temperatura média de 40° C. E em
seguida, analisadas através de CCDA utilizando diferentes sistemas de eluicdo, e
reunidas em 15 grupos, de acordo com os respectivos Rfs (Quadro 5, p. 44; Esquema
4, p. 45)

Quadro 5 - Sistemas de elui¢des utilizados no fracionamento cromatografico da fase

acetato de etila de Roupala paulensis.

Fracoes Solvente Proporcéo
1-3 Hex:AcOEt 90:10
4-10 Hex:AcOEt 80:20
11-14 Hex:AcOEt 70:30
15-25 Hex:AcOEt 60:40
26-39 Hex:AcOEt 50:50
40-47 AcOEt:Hex 70:30
48-54 AcOEt:Hex 90:10
55-59 AcOEt 100
60-75 AcOEt:MeOH 95.5
76-89 AcOEt:MeOH 90:10
90-95 AcOEt:MeOH 80:20
96-107 AcOEt:MeOH 70:30

A fracdo 28-35 (50,8 mg) foi submetida a CC, utilizando-se Sephadex LH-20
como fase fixa e MeOH como eluente, obtendo-se 9 fracdes. Apds monitoramento em
CCDA, a fracdo 8, apresentou-se como um solido amorfo amarelo, sendo entdo

encaminhada para RMN de 'H e codificada como Rp-6 (Esquema 4, p. 45)
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Esquema 4 — Fracionamento da fase acetado de etila de Roupala paulensis

Fase acetato de etila )
(109)

CC - Silica Gel
Hex:AcOEt:MeCH

107 fragoes ]

- CCDA
Hex:ACOEt:MeOH

15 grupos ‘

[ Fri

| Fr283s | Fr 170 :H

- CC - Sephadex LH-20
MeOH

9 fragbes J

-CCDA
AcOEt:MeOH

Fr 28-35/8 ‘

Rp-6

(40,3 mg)

4.1.4 Caracterizacao estrutural dos constituintes quimicos isolados

45

A determinagdo estrutural dos constituintes quimicos foi realizada através

dos métodos espectroscopicos como Infravermelho (IV), Ressonancia Magnética

Nuclear (RMN) de 'H e 13C, e Espectrometria de Massas.

Os espectros de absorcdo na regiao de infravermelho foram obtidos em
espectrometro VARIAN e BOMEM 100 MB, na faixa de 4000 a 400 cm?, utilizando

pastilhas de KBr.

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrémetro VARIAN MERCURY,
operando para hidrogénio (RMN de *H) a 200 e 500 MHz e para carbono (RMN de

13C) a 50 e 125 MHz, com a utilizacdo de solventes deuterados, apresentando

deslocamentos quimicos (&) em partes por milhdo (ppm) e constantes de acoplamento

(J) em Hz, e as multiplicidades de RMN de 'H indicadas segundo a convencdo: s

(singleto), sl (singleto largo) d (dubleto), dl (dubleto largo), dd (duplo dubleto), t

(tripleto), g (quarteto) e m (multipleto).
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Para obtencdo do espectro de massas foi utilizado cromatégrafo gasoso
acoplado a espectrémetro de massas (CG-EM) da marca Shimadzu, modelo GCMS-
QP2010 Ultra. Coluna RTX-5MS capilar (5 % difenil / 95 % dimetil polisiloxano), com
30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um df.

Foi ainda realizada a determinacg&o do ponto de fusdo das amostras, atraves
da utilizacdo de aparelho digital de ponto de fusdo, marca Microquimica, modelo
MQAPF-302, com temperatura variando de 0-350 °C.

4.2 Estudo da atividade antioxidante de Roupala paulensis

Para a determinacéo da atividade antioxidante de Roupala paulensis o EEB e
suas fases hexanica, diclorometano e acetato de etila foram submetidos aos métodos
fotocolorimétricos in vitro do sequestro do radial livre DPPH e de determinacao do teor
de fendlicos, ambos realizados em triplicata.

Foram utilizados como controle positivo os padrdes, acido ascoérbico e acido
galico, além dos reagentes 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), Folin-Ciocalteau e
carbonato de sédio (Na2CO3), todos obtidos da SIGMA-ALDRICH.

As leituras da absorbancia apés as reacdes foram realizadas em

Espectrofotdmetro Biotek Leitora de Microplacas Multidetecgéo Synergy HTX.

4.2.1 Teste do sequestro do radical livre DPPH

Para determinacdo do sequestro do radical livre DPPH foi utilizado o teste de
reducédo do radical DPPH pelo método de microdiluicdo, adaptado de Garcez, 2009.

Uma solugcéo de DPPH foi preparada pela mistura de 11,82 mg de DPPH e 100
mL de MeOH, bem como solu¢gbes em 5 concentragfes diferentes de acido ascoérbico
(substancia padrao) ente 0,5 e 8 uyg/mL e das substancias-teste (variando de 6,25 a
300 pg/mL, de acordo com a amostra testada).

100 pL de cada concentracdo, tanto da substincia padrdao quanto da
substancia-teste, foram distribuidos em placa de 96 pocos, em triplicata adicionando-
se em seguida 100 pL da solucdo de DPPH. Desta forma, em cada poco a

concentracdo das substancias foi diluida 1:1, assim como a concentracdo do DPPH.
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Apds 30 min de incubacgao da reagdo a temperatura ambiente, protegida de luz,
foi realizadas a leitura da absorbéancia a 518 nm, em espectrofotémetro. E assim pode
ser verificada a diminuicdo da concentracao do radical DPPH.

A capacidade de sequestro do radical DPPH, ou seja, a % da atividade
antioxidante foi calculada através da equacao:

{[Abscontrole — (Absamostra — Absbranco)] x 100}

0%AA =
% Abscontrole

Onde:
Abscontrole = absorbancia do controle negativo (DPPH incubado apenas com
metanol)

Absamostra = absorbéancia da substancia-teste (amostra incubada com DPPH)

A concentragdo efetiva para sequestrar 50% dos radicais livres (CEso) foi
determinada de acordo com o método de regressao linear no intervalo de confianca
de 95% (p<0,05) obtido pelo programa estatistico GraphPad Prism 5.0 (DEMO). Os

resultados foram expressos através da CEso £ D.P. (desvio padréo).

4.2.2 Determinacéo do teor de fendlicos totais

Para quantificacdo de fendlicos totais nas amostras de Roupala paulensis, foi
utilizado o ensaio Folin-Ciocalteau, com adaptacgdes (Cabral et al. 2009).

Inicialmente foi construida uma curva de calibracdo utilizando solu¢des padréo
hidroalcodlicas de acido galico com concentracdes entre 0 e 500 ug/mL. Em eppendorf
de 2 mL foram misturados 120 uL de cada solugéo padrdo com 500 uL de solucao a
10% de Folin-Ciocalteau. Apds 8 minutos, foram adicionados 400 uL de solugcado de
Na2COs a 7,5%. Apos 2h foi medida a absorbancia a 765 nm, obtendo-se uma curva
de calibracdo com coeficiente de regressao linear de 0,99...

Para a quantificacdo de fendlicos totais das amostras foram preparadas, do
extrato e das fases hexanica, diclorometano e acetato de etila, solu¢des diluidas em
MeOH:H20 (1:1), com concentra¢des variando entre 10 e 500 pg/mL, e em seguida
submetidas ao mesmo procedimento descrito para as solugdes padrdo de &cido

galico.
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Como branco foram utilizadas solu¢des preparadas conforme o procedimento
descrito substituindo a amostra ou a solucéo padrao por solucdo MeOH:H20 (1:1).

O teor de fendlicos totais no extrato, na fracdo aquosa e subfracbes foi
determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva analitica
construida com padrdes de acido galico e expresso como g de equivalentes de acido

galico por 100 g de amostra.

4.2.3 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos em média + erro padrdo da média e
analisados estatisticamente com auxilio software GraphPad Prisma versao 5.0. Os
dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA one-way), seguido de teste

de comparacao multipla de Dunnett.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacgdo dos constituintes quimicos isolados de Roupala paulensis

5.1.1 Determinacao estrutural de Rp-1

A substéancia codificada como Rp-1 foi obtida como um éleo incolor com 123,9
mg.

A andlise de Rp-1 em CG-EM mostrou um pico em tempo de retencéo (TR)
28,8 min (Fig. 12, p. 52; Tab. 1, p. 51). O espectro de massas correspondente a esse
pico (Fig. 13, p. 52) apresentou um sinal em m/z 410 correspondente com a férmula
molecular CsoHso, € quando comparado com o espectro de massas da biblioteca
NISTO8.LIB (Fig. 14, p. 52) foi possivel identificar que a substancia em analise seria 0
esqualeno, com um indice de similaridade de 94%. Para consolidar essa proposta
foram realizados espectros de RMN de 3C e H.

O espectro de RMN de *3C-APT (50 MHz, CDCIs) de Rp-1 (Fig. 15, p. 53)
apresentou sinas em &c 131,17, 134,83 e 135,04, caracteristicos de absorc¢des de
carbonos nao-hidrogenados (C-2/C-23, C-10/C-15, e C-6/C-19, respectivamente), um
sinal em &c 124,28 caracteristico de carbonos de dupla ligacéo (C-3, C7, C-11, C-14,
C-18 e C-22), e sinais entre dc 16,02 e 39,74 atribuidos aos carbonos metilénicos e
metilicos de cadeia poli-insaturada (CURSINO et al., 2009).

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCIs) de Rp-1 (Fig. 16, p. 53) apresentou
um tripleto em dn 5,12 (J=4 Hz) atribuido aos hidrogénios das duplas ligagbes H-3, H-
7, H-11, H-14, H-18 e H-22, um multipleto em &n 2,01 atribuido aos hidrogénios
metilénicos vizinhos as liga¢cées duplas, um singleto em &4 1,60 atribuido aos
hidrogénios das metilas H-25, H-26, H-27, H-28, H-29 e H-30, e um singleto em &n
1,68 atribuido aos hidrogénios das metilas H-1 e H-24 (CURSINO et al., 2009).

A partir da andlise do espectro de massas e dos espectros de RMN de H e
13C, bem como comparag6es com os dados da literatura foi possivel identificar Rp-1
como sendo o 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexeno,
conhecido por esqualeno. Substancia isolada pela primeira vez no género Roupala.
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O esqualeno, conhecido intermediario na biossintese do colesterol, é um
antioxidante estavel e eficaz, capaz de impedir a peroxidacéo lipidica. Sendo desta
forma um importante componente dos lipidios da superficie da pele humana, por
promover uma prote¢do natural da peroxidac¢éo induzida por UV (KOHNO et al., 1995;
HUANG; LIN; FANG, 2009). Pode atuar no aumento da resposta imune a varios
antigenos (REDDY; COUVREUR, 2009). Além da capacidade de inibicdo de tumores
em animais, possivelmente devido a reducdo de pirofosfato de farnesila (PFF)
disponivel para prenilacdo do oncogene RAS (NEWMARK, 1997; RAO; NEWMARK;
REDDY, 1998; SPORN; SUH, 2000; WALL, 2010).

Tabela 1 — Dados da CG-EM de Rp-1

Pico TR (min) m/z Nome
1 28,8 410 Esqualeno

Esqualeno

Tabela 2 — Comparacgédo dos dados de RMN de 3C (50 MHz) de Rp-1 com dados da
literatura (CURSINO et al., 2009) — em CDCl3

C Rp-1 Esqualeno
8¢ &c
1/24 25,69 25,29
2/23 131,17 131,43
3/22 124,28 124,65
4/21 26,46 26,90
5/20 39,74 39,98
6/19 135,04 135,30
7/18 124,28 124,54
8/17 28,27 27,01
9/16 39,74 39,96
10/15 134,83 135,10
11/14 124,28 124,52
12/13 29,73 28,50
25/30 17,66 17,89
26/29 16,02 16,26
27/28 16,02 16,21

Ramos, R. F. de A.



Figura 12 — Cromatograma CG-EM de Rp-1
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Figura 15 — Espectro de RMN de 13C-APT de Rp-1 (50 MHz, CDCls)
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5.1.2 Determinacéo estrutural de Rp-2

A substancia codificada como Rp-2 foi obtida na forma de solido branco com
73,5 mg.

O espectro de IV de Rp-2 obtido em pastilhas de Kbr (Fig. 17, p. 57) apresentou
banda de absorcdo em 3.350 cm™ caracteristico de estiramento hidroxila, banda
aproximadamente em 1.050 cm™ de estiramento C-O de éalcool. Além de absor¢ées
em 2.950 cm?® de C—H sp® e em 1.640, caracteristico de C=C (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRIL, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN de 3C-APT (50 MHz, CDCls) (Fig. 18, p. 57) e suas
expansdes (Fig. 19-21, p. 58 e 59) apresentou 70 sinais, estando a maioria na regiao
entre &¢ 15,5 e 56,0, caracteristicos de carbonos metinicos, metilénicos e metilicos, o
gue permitiu sugerir que o composto isolado poderia tratar-se de uma mistura de
substancias de natureza terpénica e/ou esteriodal. A andlise dos dados de RMN de
13C permitiu inferir que a mistura era composta por triterpenos pentaciclicos com
esqueleto ursano, oleanano e lupano. Sendo assim as substancia da mistura foram
codificadas como Rp-2a, Rp-2b e Rp-2c.

Essa proposta foi evidenciada pela observacéo no espectro de RMN de *3C de
deslocamentos quimicos caracteristicos, em &c 124,4 e 139,5, atribuidos a C-12 e C-
13, respectivamente, de triterpeno do tipo ursano (Rp-2a); em &c 121,7 e 145,2,
atribuidos a C-12 e C-13, respectivamente, de triterpeno do tipo oleanano (Rp-2b); e
em Oc 151,0 e 109,3, atribuidos a C-20 e C-29, respectivamente, de triterpeno do tipo
lupano (Rp-2c). O sinal em &c 78,9 foi atribuido ao C-3 comum as trés substancias
com a hidroxila (OH) ligada ao mesmo em orientagao 3 (DIAZ et al., 2008).

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCIs) de Rp-2 (Fig. 22, p. 59) e suas
expansoes (Fig. 23-24, p. 60) mostraram sinais que corroboraram com os dados de
RMN de 13C. Foram observados singletos caracteristicos de hidrogénios metilicos de
esqueletos triterpénicos entre 0,7 e 1,2, corroborando com os dados de RMN de 3C.
Ainda foram evidenciados os tripletos largos em 6n 5,15 e 5,10 referentes a
hidrogénios vinilicos de Rp-2a e Rp-2b, além dos sinais em &1 4,66, 4,54 e 1,65 para
Rp-2c, corroborando com os dados destes trés tipos de triterpenos (DIAZ et al., 2008).

Esses dados permitiram sugerir que a mistura era composta pelos triterpenos

pentaciclicos urs-12-en-3B-ol (Rp-2a), olean-12-en-3B-ol (Rp-2b) e 3B-hidroxi-lup-
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20(29)-eno (Rp-2c). Os demais sinais foram atribuidos por comparag¢do com dados da
literatura, apresentando-se compilados na tabela 4 (p. 56).

Para confirmacao da proposta, foi realizada a analise em CG-EM que mostrou
um cromatograma (Fig. 25, p. 61) no qual foram evidenciados dois picos, com tempo
de retencdo em 38,267 e 40,945 min (Tab. 3, p. 56). O espectro de massas desses
picos (Fig. 26 e 28, p. 61) apresentaram picos em m/z 426 que corroboraram para urs-
12-en-3B-ol, olean-12-en-33-ol e 3B-hidroxi-lup-20(29)-eno, respectivamente, quando
comparados com a biblioteca NISTO8.LIB (Fig. 27 e 29, p. 61 e 62).

No espectro de massas do pico 2 (TR 40,945 min.) (Fig. 28, p. 61) também
puderam ser observados ions de fragmentagcdo com m/z 189 e 207, caracteristicos
para o fragmentacao de triterpenos com esqueleto lupano com substituicdo de OH na
posicado 3 (CARVALHO et al., 2010).

Assim, apés andlises desses dados, juntamente com comparagdo com dados
da literatura foi possivel confirmar que Rp-2 era constituida por uma mistura dos
triterpenos urs-12-en-3B-ol (Rp-2a), olean-12-en-3B-ol (Rp-2b) e 3B-hidroxi-lup-
20(29)-eno (Rp-2c), mais conhecidos como a-amirina, B-amirina e lupeol,
respectivamente. Substancias relatadas pela primeira vez no género Roupala.

A a-amirina é relatada na literatura por apresentar atividade anti-inflamatoria.
Assim como a 3-amirina, que também apresenta estudos relacionados a sua atividade
antimicrobiana e antitumoral (MEDEIROS et al., 2007; LIN et al., 2010; SHARMA;
SINGH; VIJAYVERGIA, 2010; SHIN et al., 2010). Quando em mistura essas duas
substancias apresentaram ainda atividade antinociceptiva em estudos com
camundongos (LIMA JUNIOR et al.,, 2007) e efeito ansiolitico e antidepressivo
(ARAGAO et al., 2006).

Estudos demostraram que o lupeol apresenta atividade antitumoral em células
do cancer de préstata in vivo, inibindo o potencial proliferativo das células, através da
modulacdo no nivel de expressdo de genes associados com a proliferagdo e
sobrevivéncia deste tipo de célula (SALEEM et al., 2009). Foram relatadas ainda as
atividades anti-inflamatoria, cardioprotetora, hepatoprotetora e antiofidica
(SHIRWAIKAR et al.,, 2004, SALEEM et al., 2004; YAMASHITA et al.,, 2002;
FERNANDEZ et al., 2001; PREETHA et al., 2006; SALEEM et al., 2004; SUDHAHAR
et al., 2007)
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Tabela 3 — Dados da CG-EM de Rp-2

Pico TR (min) % Area m/z Nome
1 38,267 18,48 426 a-amirina
2 40,945 81,52 426 lupeol

30

a-amirina B-amirina lupeol

Tabela 4 — Comparacdo dos dados de RMN de *3C (50 MHz) de Rp-2 com dados da
literatura (ASSIS JUNIOR; GARCEZ, F. R.; GARCEZ, W. S.; 2013) — em CDCIs

c Rp-22 a-amirina Rp-2b B-amirina Rp-2c Lupeol
8¢ &c &c [ e 6c &c
1 38,7 38,6 38,7 38,6 38,7 38,7
2 27,2 27,3 27,2 27,3 27,4 27,4
3 79,0 79,0 79,0 79,0 79,0 79,0
4 38,8 38,8 38,8 38,8 38,8 38,8
5 55,1 55,2 55,2 55,3 55,2 55,3
6 18,3 18,4 18,3 18,4 18,3 18,3
7 32,9 32,9 32,6 32,7 34,2 34,3
8 40,0 40,0 38,8 38,8 40,8 40,8
9 47,7 47,7 47,7 47,7 50,4 50,4
10 36,9 36,9 37,1 37,2 37,1 37,2
11 23,2 23,3 23,5 23,7 20,9 20,9
12 124,4 124,4 121,7 121,7 25,1 25,2
13 139,5 139,6 145,2 145,2 38,0 38,1
14 42,0 42,1 41,7 41,7 42,8 42,8
15 28,7 28,7 26,1 26,2 27,4 27,4
16 26,6 26,6 26,9 26,9 35,6 35,6
17 33,7 33,7 32,5 32,5 43,0 43,0
18 59,0 59,1 47,2 47,2 48,2 48,3
19 39,7 39,7 46,8 46,8 48,0 48,0
20 39,6 39,6 31,1 311 151,1 150,9
21 31,2 31,3 34,7 34,7 29,8 29,9
22 41,5 41,5 37,1 37,2 40,0 40,0
23 28,1 28,1 28,4 28,4 28,0 28,0
24 15,6 15,6 15,5 15,5 15,4 154
25 15,6 15,7 15,6 15,6 16,1 16,1
26 16,8 16,9 16,8 16,9 16,0 16,0
27 23,3 23,4 26,0 26,0 14,5 14,5
28 28,1 28,1 28,4 28,4 18,0 18,0
29 17,5 17,5 33,3 33,7 109,3 109,3
30 21,4 _ 21,4 23,7 23,7 _ 19,3 _ 19,3
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Figura 17— Espectro de IV de Rp-2 (KBr, cm™)
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Figura 19 — Expanséo do espectro de RMN de *C-APT de Rp-2 (50 MHz, CDCIs) na

de 160,0-70,0 ppm.
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Figura 20 — Expanséo do espectro de RMN de 3C-APT de Rp-2 (50 MHz, CDCl3) na

de 62,0-32,0 ppm.
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Figura 21 — Expanséo do espectro de RMN de *C-APT de Rp-2 (50 MHz, CDCIs) na

de 32,0-13,0 ppm.
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Figura 22 — Espectro de RMN de *H de Rp-2 (200 MHz, CDClIs)
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Figura 23 — Expanséo do espectro de RMN de H de Rp-2 (200 MHz, CDCIs) na
regido de 5,4-2,2 ppm.
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Figura 24 — Expanséo do espectro de RMN de 'H de Rp-2 (200 MHz, CDCIs) na regiéo
de 2,2-0,3 ppm.
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Figura 25 — Cromatograma CG-EM de Rp-2
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Figura 27 — Espectro de massas da amirina (biblioteca NIST08.LIB)
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Figura 29 — Espectro de massas do lupeol (biblioteca NIST08.LIB)
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5.1.3 Determinacgdao estrutural de Rp-3

A substancia codificada como Rp-3 foi isolada da fase hexanica na forma de
cristais em agulha brancos com 38,2 mg e ponto de fuséo 137-139°C.

O espectro de IV de Rp-3 obtido em pastilhas de KBr (cm™) (Fig. 30, p. 65)
apresentou intensa banda de absorcdo em 3440 cm* caracteristica de estiramento de
ligagcdo O—H, uma banda intensa em 2929-2854 cm™ correspondentes a estiramentos
C-H e banda se absorcdo em 1640 cm™ caracteristica de estiramentos C=C
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 2007; PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCIs) (Fig. 31, p. 65) e em suas
expansdes (Fig 32-33, p. 66) foi observado um conjunto de sinais entre dx 0,66 e dH
2,2 caracteristicos de hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos, sugerindo a
presenca de uma estrutura triterpénica ou esteriodal para esta substancia. A presenca
de um multipleto em &n 3,49 sugeriu a presenca de um hidrogénio oximetinico
atribuido ao hidrogénio do carbono 3 (H-3) do nucleo esteroidal. Foi observado ainda,
também relacionado a este tipo nucleo, um dubleto em dn 5,32 (J=5,0 Hz)
caracteristico do hidrogénio olefinico da posigéo 6 (H-6) (KOJIMA et al., 1990).

Corroborando com os dados de RMN de *H, no espectro de RMN de 13C — APT
(125 MHz, CDCI3) (Fig. 34, p. 67) e em suas expansodes (Fig. 35-36, p. 67 e 68) foi
possivel observar um sinal em &c 71,8 atribuido ao carbono oximetinico (C-3). Além
de sinais em &¢c 121,7 e &c 140,8, caracteristicos de carbono sp? metinico e carbono
ndo hidrogenado, respectivamente, atribuidos aos carbonos da dupla ligacédo C-5 e C-
6, e em &c 34,0 e &c 26,2, caracteristicos de carbonos metilénicos, atribuidos aos
carbonos C-22 e C23.

A partir dos dados espectrais e comparacfes com a literatura foi possivel
sugerir que Rp-3 tratava-se do [3-sitosterol (Tab. 5, p. 64). Substancia isolada pela
primeira vez no género Roupala.

O B-sitosterol tem sido reportado na literatura por apresentar atividade anti-
inflamatdria, analgésica, antipirética e acdo moduladora de enzimas antioxidantes
(GUPTA et al.,, 1980; VIVANCOS; MORENO, 2005). Além de atividades
antitlcerogénica, gastroprotetora e anticancerigena (LING; JONES, 1995;
NAVARRETE; TREJO-MIRANDA; REYES-TREJO, 2002; AWAD; BURR; FINK, 2005;

Ramos, R. F. de A.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944711306002406#bib22

64

MCANUFF et al.,, 2005). E ainda atividade antiofidica, quando associada ao
estigmasterol (GOMES et al., 2007).

B-sitosterol

Tabela 5 — Comparacdo dos dados de RMN de H e 13C de Rp-3 (500 e 125 MHz,
respectivamente) com dados da literatura (KOJIMA et.al., 1990) - em CDClI3

C Rp-3 B-sitosterol
5C 6H 5(; 5H

1 37,2 - 37,2

2 31,7 - 31,6

3 71,8 3,49 (m, 1H) 71,8 3,52 (m)
4 42,3 - 42,3

5 140,8 - 140,7

6 121,7 5,32 (d, J = 5,0 Hz, 1H) 121,7 5,35 (m)
7 31,9 - 31,9

8 31,9 - 31,9

9 50,1 - 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 - 56,8

15 24,3 - 24,3

16 28,2 - 28,2

17 56,1 - 56,0

18 11,8 0,66 (s, 3H) 11,9 0,68 (s)
19 19,4 0,98 (s, 3H) 19,4 1,01 (s)
20 36,1 - 31,6

21 18,8 - 18,8 0,92 (d)
22 34,0 - 33,9

23 26,2 - 26,0

24 45,8 - 45,8

25 29,2 - 29,1

26 19,8 0,89 (d, J = 6,4 Hz, 3H) 19,8 0,83 (d, J=6,5 Hz)
27 19,0 0,79 (d, J = 5,6 Hz, 3H) 19,0 0,81 (d, J=6,5 Hz)
28 23,1 - 23,0

29 12,0 - 12,0 0,84 (t, J=7,5 Hz)
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Figura 30 — Espectro de IV de Rp-3 (KBr, cm?)
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Figura 32 — Expanséo do espectro de RMN de 'H de Rp-3 na regido de 5,7-2,0 ppm

(500 MHz, CDCla)

S as 2 EI3HaBBa3
a8 e S R S I
& i s
\/l §\'\ Cin”
~J
W vn"i
o L
I e e e e T g s T ey L T =
5.5 5.0 4.5 .0 3.5 3.0 2.5 pRm

Figura 33 — Expansédo do espectro de RMN de 'H de Rp-3 na regido de 1,05-0,6

ppm (500 MHz, CDCl»)
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Figura 34 — Espectro de RMN de 13C-APT de Rp-3 (125 MHz, CDClz)
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44 ppm (125 MHz, CDCls)

868 SV

TELT08

ZTT 96—

80895 —

ZT8 IL

LvL9L—
666°9L
T8z LL—

869"ICT

ZELTOVT

N

=

60

70

—_———

g L

80

20 110 100 920

0 130 L

14

| PEm

Ramos, R. F. de A.



68

Figura 36 — Expansédo do espectro de RMN de 13C-APT de Rp-3 na regido de 45-15

ppm (125 MHz, CDCI3)
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5.1.4 Determinacéo estrutural de Rp-4

A substancia Rp-4 foi obtida como um sélido amorfo verde oliva com 62,1 mg.

O espectro de IV obtido em pastilhas de KBr (Fig. 37, p.75) mostrou banda de
absorcdo em 3.400 cm caracteristico de deformacéo axial de ligagcdo N-H ou O—H,
0 que sugeriu a presenca de aminas e/ou hidroxilas. Banda de absor¢cbes em
aproximadamente 1740 cm (C=0) juntamente com banda em aproximadamente em
1400 cm? (C-0), foram associadas a presenca de carbonila de éster e de cetona.
Além de duas bandas de absorcdo em aproximadamente 2900 cm-1 caracteristicas
de estiramento CH, CH:z e CHs, sugerindo a presenca de cadeias alifaticas
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls) (Fig. 38, p. 75) e suas expansdes
(Fig. 39-41, p. 76 e 77) apresentaram sinais duplicados que permitiram sugerir que
Rp-4 deveria tratar-se de uma mistura de duas substancias, ambas apresentando o
mesmo esqueleto carbonico. Sendo assim, as substancias foram codificadas como
Rp-4a e Rp-4b.

Para determinacdo deste esqueleto foram observados sinais caracteristicos
com deslocamento acima de &+ 8,5 atribuidos aos hidrogénios olefinicos dos carbonos
5, 10 e 20: seis singletos, todos integrando para um hidrogénio cada, em dn 9,45 para
H-5 de Rp-4a e &n 9,42 para H-5 de Rp-4b, em &1 9,57 para H-10 de Rp-4a e o+ 9,59
para H-10 de Rp-4b, e em &x 8,59 para H-20 de Rp-4a e &+ 8,62 para H-20 de Rp-4b.

Também foram observados singletos atribuidos a trés metilas olefinicas de
cada composto, em &x 3,70 e 3,720 para H-12! de Rp-4a e Rp-4b e em dn 3,24 € 3,23
para H-7' de Rp-4b e Rp-4a, todos respectivamente e dois sobrepostos em o+ 3,40
(H-2! de Rp-4a e Rp-4b). Além de dois duplo-dubletos sobrepostos para um
hidrogénio cada em &1 8,00 (J = 11,2 e 18,0 Hz) e 7,99 (J = 11,2 e 18,0 Hz) e dois
dubletos, para dois hidrogénios cada, em &n 6,28 (J = 18,0 Hz) e 6,17 (J = 11,2 Hz),
condizentes aos hidrogénios vinilicos dos grupos vinila terminais inseridos na posicao
3 de ambos os derivados (H-3%, H-3%@rans) € H-3%¢is), respectivamente).

Todos estes sinais foram sugestivos da presenca do nucleo porfirinico nestas
substancias, (SCHWIKKARD; MUKHOLLAND; HUTCHINGS, 1998; DUAN et al.,
2002; HUANG et al., 2007; JERZ et al., 2007, TOMAZ et al., 2008).
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No espectro de RMN de 3C-APT (50 MHz, CDCIls) (Fig. 42, p. 77) e nas
expansdes (Fig. 43-45, p. 78 e 79), foram observados sinais intensos e outros
duplicados confirmando as suposi¢cées obtidas nos espectros de RMN de 'H de que o
composto codificado como Rp-4 tratava-se de uma mistura de duas substancias,
ambas apresentando o mesmo esqueleto carbbnico.

Entre esses sinais apresentados destacaram-se 6c 97,7 de C-5, 103,9 de C-10
e 93,34 e 93,55 de C-20 de Rp-4a e Rp-4b, respectivamente. Observou-se também a
presenca de sinais intensos para os dois carbonos vinilicos C-3' e C-32 em d¢ 128,8
e 122,65, bem como, outros sinais para trés metilas em 6c 12,24, 12,03 e 10,97 de C-
121, C-21 e C-7* de ambos compostos, confirmando se tratar de uma substancia
constituida pelo nucleo porfirinico.

Como os derivados porfirinicos podem ser do tipo a ou b, para realizacédo desta
classificagao foram observados os deslocamentos quimicos em o+ 3,24 e 3,23 (ambos
s, 3H) permitindo ainda classificar os dois derivados porfirinicos da mistura (Rp-4a e
Rp-4b) como do tipo a, uma vez que correspondem aos hidrogénios do grupo metila
na posicdo 7. Corroborado pela auséncia de sinais em, aproximadamente, &1 11,00
referente ao hidrogénio do grupo aldeido em C-7* dos derivados porfirinicos do tipo b,
e fortaleceu tal classificacdo (BUCHANAN; HASHIMOTO; ASAKAWA , 1996;
SCHWIKKARD; MUKHOLLAND; HUTCHINGS, 1998).

Derivado porfirinico a Derivado porfirinico b

Um envelope de sinais em &1 0,73 — 1,93, (Fig)., provenientes dos hidrogénios
CH, CH2 e CHs de cadeias alifaticas sugeriu a presenca de um grupo fitil (-C20Hz9)
geralmente encontrado em moléculas de natureza porfirinica. Os dubletos em &n 4,53
(J =6,8 Hz) e 4,45 (J = 7,0 Hz) e os tripletos sobrepostos em 6x 5,18 (J = 7,0 Hz) e
515 (J = 7,2 Hz) reforcaram esta proposta uma vez que correspondem aos
deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-P1 e H-P2 da cadeia fitilica de Rp-4b e

Rp-4a, respectivamente. Estes dados foram importantes na classificagdo de ambas
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como feofitinas, pois a auséncia destes dados caracterizariam as substancias como
sendo feoforbideos (apud SOUZA, 2009).

Foram observados no espectro de RMN de 3C sinais que confirmaram a
presenca de cadeia fitilica nas duas substancias, em &c 61,6 e 61,4 de C-P1 de Rp-
4a e Rp-4b, respectivamente, oc 117,8 e 117,7 de C-P2 de Rp-4a e Rp-4b,
respectivamente, e 0c 1429 e 142,8 (Fig. 7) de C-P3 de Rp-4b e Rp-4a,
respectivamente (SCHWIKKARD; MUKHOLLAND; HUTCHINGS, 1998; HUANG et
al., 2007; JERZ et al., 2007; TOMAZ et al., 2008)

Os derivados porfirinicos na maioria das vezes sdo encontrados na natureza
apresentando o anel E do tipo ciclopentanona. Caracterizando este anel, encontra-se
uma carbonila cetonica, localizada em C-13! com deslocamento quimico em
aproximadamente ¢ 190,0 — 192,0. O sinal para carbono C-13? pode variar conforme
o tipo de substituinte que possui, hidroxila ou hidrogénio, sendo aproximadamente dc
89,1 quando se trata de um carbono quaternario hidroxilado ou &c 64,8 quando o
mesmo € um carbono metinico ndo hidroxilado (KOBAYASHI et al., 1991; MATSUO
et al., 1996).

H,COOC \ © H,COOC \ ©
133 132

5 64,8 3¢ 89,1

Anel E do tipo ciclopentanona

Um sinal intenso em &¢ 192,1 (C-13! de ambos compostos), bem como, sinais
em Oc 89,1 e 88,4 (C-13? de Rp-4b e Rp-4a, respectivamente) permitiram confirmar
uma estrutura do tipo ciclopentanona com hidroxila em C-132 para o anel E dos dois
derivados porfirinicos da mistura. Corroborado com deslocamentos quimicos
evidenciados nos espectros de RMN *H em &+ 5,54 e 5,33 uma vez que correspondem
aos hidrogénios das hidroxilas de Rp-4a e Rp-4b, respectivamente. Além disso, os
sinais nos espectros de RMN H em &n 3,61 e 3,59 (H-13* de Rp-4b e Rp-4a,
respectivamente) e nos espectros de RMN 3C em &¢ 53,8 e 53,4, (C-13* de Rp-4b e
Rp-4a, respectivamente) possibilitaram afirmar sobre a presencga de metoxilas para os
dois compostos (SCHWIKKARD; MUKHOLLAND; HUTCHINGS, 1998).
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Como todos os deslocamentos quimicos desta mistura de feofitinas ora
apresentavam-se intensos ora duplicados, a analise dos dados dos espectros de RMN
de 'H e 3C permitiram inferir sobre a possibilidade de Rp-4 ser uma mistura d e
diastereisomeros R e S, como ja relatado por Nakati e colaboradores (1981) e
Kobayashi e colaboradores (1991). A presenca de dois dubletos largos em dn 4,66 (J
= 6,8 Hz) e 4,14 (J = 7,0 Hz), caracteristicos de H-17 para os isdbmeros R e S,
respectivamente, confirmaram a existéncia destes dois compostos isoméricos.

Sendo assim, a partir dos dados dos espectros de RMN *H e 3C, bem como
comparacdes com os dados da literatura permitiram identificar Rp-4 como uma
mistura dos isdmeros 132-hidroxi-(13%-R)-feofitina a e 132-hidroxi-(132-S)-feofitina a.
Substancias relatadas pela primeira vez no género Roupala.

Estas substancias apresentaram na literatura atividade antiviral contra o virus
da herpes simples tipo-1 (HSV-1) (SAKDARAT et al., 2009).
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Tabela 6 — Comparacdo dos dados de RMN de 'H e 3C de Rp-4a (200 e 50 MHz,
respectivamente) com dados da literatura (MATSUO, 1996) - em CDCl3

c Rp-42 13?-hidroxi-(13%-R)-feofitina a
6C 6H 6(: 5H
1 142,0 - 1429 -
2 131,74 - 131,9 -
21 12,03 3,40 (s, 3H) 12,1 3,42 (s, 3H)
3 126,11 - 136,5 -
3t 128.8 7,99 (dd, J :11Hl),2 e 18,0 Hz, 129.1 8,01 (dd, J :11Hl),2 e 18,0 Hz,
32 122,65 6,28 (dd, J = 18,0 Hz, 1H) 122,9 6,30 (dd, J = 18,0 Hz, 1H)
6,17 (dd, J = 11,2 Hz, 1H) 6,20 (dd, J = 11,2 Hz, 1H)
4 136,20 - 136,4 -
5 97,69 9,42 (s, 1H) 97,9 9,46 (s, 1H)
6 155,28 - 155,6 -
7 135,99 - 136,3 3,25 (s, 3H)
7! 10,97 3,24 (s, 3H) 11,3 -
8 144,87 - 145,3 -
8! 22,60 3,66 (m, 2H) 19,5 3,72 (q, 2H)
8? 16,25 1,68 (t, J =7,8 Hz, 3H) 17,5 1,70 (t, J = 7,8 Hz, 3H)
9 150,7 - 151,0 -
10 103,98 9,57 (s, 1H) 104,2 9,61 (s, 1H)
11 137,57 - 137,8 -
12 129,39 - 129,3 -
121 12,24 3,70 (s, 3H) 12,2 3,72 (s, 3H)
13 53,80 - 126,3 -
13t 192,04 - 192,0 -
132 89,1 5,34 (s, 1H) 89,1 5,35 (s, 1H)
133 173,46 - 173,0 -
134 53,8 3,61 (s, 3H) 53,8 3,64 (s, 3H)
14 149,75 - 150,2 -
15 107,5 - 107,6 -
16 161,81 - 161,9 -
17 51,7 4,66 (dl, J =6,8 Hz, 1H) 50,8 4,48 (ddd, J =7,0 Hz, 1H)
17* 31,61 - 31,2 -
172 31,16 - 31,9 -
173 173,02 - 173,5 -
18 50,12 4,47 (m, 1H) 50,2 4,69 (dg, 1H)
18! 22,70 1,57 (d, J =7,4 Hz, 3H) 22,7 1,68 (d, J =7,4 Hz, 3H)
19 172,70 - 172,8 -
20 93,34 8,59 (s, 1H) 93,4 8,63 (s, 1H)
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P4 P2

132-hidroxi-(132-S)-feofitina a

Tabela 7 — Comparacdo dos dados de RMN de H e 13C de Rp-4b (200 e 50 MHz,
respectivamente) com dados da literatura (MATSUO, 1996) - em CDCIs

c Rp-4b 132-hidroxi-(13%-S)-fecfitina a
5c 51 5c B
1 14191 - 142.8 i
> 13157 - 1318 :
21 12,03 3,40 (s, 3H) 121 3,43 (s, 3H)
3 12683 - 136.6 )
3t 1288  200(dd,J ‘11H1)’2 e18,0Hz, 1291 8,01 (dd, J = 11,2 € 18,0 Hz, 1H)
32 12265 6,28 (dd, J = 18,0 Hz, 1H) 122,9 6,30 (dd, J = 18,0 Hz, 1H)
6.17 (dd. J = 11.2 Hz, 1H) 6.20 (dd. J = 11.2 Hz, 1H)
4 13620 - 136,3 :
5 97,69 9,45 (s, 1H) 98,0 9,47 (s, 1H)
6 15507 - 155,4 )
7 13599 - 136.2 3,25 (s, 3H)
7 1097 3,23 (s, 3H) 11,3 )
8 14487 - 1458 :
gl 22,60 3,66 (M, 2H) 19,5 3,70 (q, 2H)
8 1632 1,68 (t, J = 7.8 Hz, 3H) 17,4 1,70 (t. J = 7.8 Hz, 3H)
9 150,79 - 151,1 :
10 10398 9,59 (s, 1H) 104.3 9,62 (s, 1H)
11 137.66 - 137.8 )
12 1299 - 129.4 :
121 1224 3,72 (s, 3H) 12,3 3,74 (s, 3H)
13 5340 - 127.,0 )
131 192,04 - 192.0 :
132 889 5,55 (s, 1H) 89,0 5,53 (s, 1H)
13* 173,63 - 172,8
13* 5340 3,59 (s, 3H) 53,4 3,62 (s, 3H)
14 150,14 - 149,8 )
15  107.63 - 107.7 :
16 16138 - 1625 i
17 517 414 (dI, J = 6,8 Hz, 1H) 51,8 4,17 (ddd, J = 6,8 Hz, 1H)
170 31,61 - 31.1 ;
172 31.16 - 31.6 :
172 172.79 - 173.,6 :
18 50,30 4,47 (m, 1H) 50,3 4,50 (dg, 1H)
180 2270 1,57 (d, J = 7.4 Hz, 3H) 22.7 1,61 (d, J = 7.4 Hz, 3H)
19 172,33 - 172.4 :
20 9355 8,62 (s, 1H) 93,6 8,65 (s, 1H)
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Figura 37 — Espectro de IV de Rp-4a e Rp-4b (KBr, cm™)
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Figura 38 — Espectro de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) das substancias Rp-4a e Rp-
4b
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Figura 39 — Expanséo do espectro de RMN de *H (CDCls, 200 MHz) das substancias
Rp-4a e Rp-4b na regido de 7,7-9,8 ppm
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Figura 40 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (CDCls, 200 MHz) das substancias
Rp-4a e Rp-4b na regido de 3,0-6,5 ppm
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Figura 41 — Expanséo do espectro de RMN de *H (CDCls, 200 MHz) das substancias
Rp-4a e Rp-4b na regido de 0,0-2,1 ppm
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Figura 42 — Espectro de RMN de 3C - APT (CDCIls, 50 MHz) das substancias Rp-4a
e Rp-4b
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Figura 43 — Expanséo do espectro de RMN de 3C - APT (CDCls, 50 MHz) das
substancias Rp-4a e Rp-4b na regido de 140,0-195,0 ppm
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Figura 44 — Expanséo do espectro de RMN de 3C - APT (CDCls, 50 MHz) das

substancias Rp-4a e Rp-4b na regido de 85,0-141,0 ppm
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Figura 45 — Expanséo do espectro de RMN de 3C - APT (CDCls, 50 MHz) das

substancias Rp-4a e Rp-4b na regido de 0,0-70,0 ppm
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5.1.5 Determinacgdao estrutural de Rp-5

A substancia codificada como Rp-5 foi isolada na forma de um solido amorfo
branco com 33,1 mg e ponto de fusdo 292-294 °C.

O espectro de IV obtido em pastilhas de Kbr (Fig. 46, p. 82) apresentou banda
de absorcdo em 3440 cm™ caracteristica de estiramento de ligagdo O—H, uma banda
intensa em 2929-2854 cm correspondentes a estiramentos C—H (SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRIL, 2007; PAVIA et al., 2010).

Assim como em Rp-3, no espectro de RMN de *H (500 MHz, CsDsN) (Fig. 47,
p. 82) e em sua expansao (Fig 48, p. 83) foi observado um envelope de absorcbes
entre dn 0,64 e dn 2,7 caracteristico de nucleo triterpénico ou esteroidal. Um conjunto
de absorcdes entre dx 4,0 e 4,5 tipicos de hidrogénios oximetinicos, juntamente com
um multipleto em &+ 3,94, atribuido a hidrogénio carbindlico, sugeriu a presenca de
uma unidade osidica ligada ao C-3 (KASAI et al., 1987). Diferindo do mesmo
hidrogénio (H-3) de Rp-3, que absorve em &n 3,49.

No espectro de RMN de BC-APT (Fig. 49, p. 83) e em suas expansoes (Fig. 50-
52, p. 84 e 85) foram observados sinais que corroboraram com a proposta da presenca
da unidade osidica na substancia, como um sinal em &¢c 102,5 atribuido ao carbono
anomérico C-1’ (AQUINO et al.,1988). Além de absorgbes na regido entre dc 71,7 e
78,5 condizentes com carbonos carbindlicos.

Um sinal em &c 62,8 atribuido ao carbono metilénico oxigenado confirmou a
presenca da unidade osidica na estrutura, sendo esta especificamente a glicose.

Foram observados ainda sinais entre &c 11,9 e 19,9, caracteristicos de
carbonos metilicos de esteroides. Além de sinais em dc 140,9 e 123,7 atribuidos aos
carbonos do nucleo esteriodal C-5 e C-6, respectivamente.

A partir destes dados espectrais e compara¢gbes com dados da literatura foi
possivel sugerir que Rp-5 trata-se do B-sitosterol-3-O-B-glicopiranosideo, conhecido
como do B-sitosterol glicosilado (Tab. 8, p. 81). Substancia isolada pela primeira vez
no género Roupala.

Estudos relataram que o [-sitosterol glicosilado apresenta atividades
antiinflamatdéria, antineoplasica, antipirética e imunomodulatéria (MIZUSHINA et al.,
2006).
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Tabela 8 — Comparacdo dos dados de RMN de '3C de Rp-5 (125 MHz,
respectivamente), com dados da literatura (KOJIMA et al.,1990) - em CsDsN.

C Rp-5 B-sitosterol glicosilado
&c Oc
1 37,45 37,6
2 30,21 30,3
3 78,39 78,3
4 30,31 39,4
5 140,89 141,0
6 121,86 122,0
7 32,14 32,2
8 32,03 32,1
9 50,33 50,4
10 36,89 37,0
11 21,13 21,4
12 39,92 40,0
13 42,45 42,6
14 56,23 57,0
15 24,47 24,6
16 28,50 28,7
17 56,81 56,3
18 11,94 12,0
19 19,19 19,3
20 36,35 36,5
21 18,98 19,1
22 34,19 34,3
23 26,40 26,4
24 46,03 46,1
25 29,46 29,5
26 19,93 19,5
27 19,38 20,1
28 23,37 23,4
29 11,85 12,2
1 102,60 102,6
2 75,40 75,4
3 78,70 78,7
4 71,70 71,7
5 77,50 78,5
6’ 62,90 62,9
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Figura 46 — Espectro de IV de Rp-5 (KBr, cm™)
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Figura 48 — Expanséo do espectro de RMN de 'H de Rp-5 na regido de 5,5-3,7 ppm
(500 MHz, CsDsN)
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Figura 50 — Expanséo do espectro de RMN de '3C-APT de Rp-5 na regido de 154-

101 ppm (125 MHz, CsDsN)
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Figura 52 — Expanséo do espectro de RMN de '3C-APT de Rp-5 na regido de 44-10

ppm (125 MHz, CsDsN)
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5.1.6 Determinacgdao estrutural de Rp-6

A substéncia codificada como Rp-6 foi obtida como um sélido amorfo amarelo
com 40,3 mg.

O espectro de IV de Rp-6 obtido em pastilhas de Kbr (cm™) (Fig. 53, p. 88)
revelou bandas de absorcdo em 3300 cm?, caracteristicas de deformacdes axiais de
grupamento OH, em aproximadamente 1600 cm referentes a deformagdes axiais de
ligagbes C=C de sistemas aromaticos, e em aproximadamente 1280 de ligacbes C-O
de fendis (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 2007; PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN de *C (50 MHz, em CD30D) de Rp-6 (Fig. 54, p. 88)
apresentou quinze sinais, correspondentes a quinze atomos de carbono. Destes 10
foram atribuidos a atomos de carbono ndo hidrogenados e 5 a atomos de carbono
metinicos. Os sinais em dc 94,4 e 99,2, aliados a presenca de 15 carbonos e dc em
162,4 e 165,5 permitiram inferir um anel A de flavonas 5,7-dissubstituido. O sinal em
0c137,2 sugeriu a posi¢do C-3 substituida por OH (OLIVEIRA et al., 1999). Observou-
se ainda os sinais em &c 148,7 e 146,2 que foram atribuidos a C-3’ e C-4’, que
juntamente com os sinais em &c 115,9, 116,2 e 121,7 corroboraram para um anel B
de flavonas com um padrédo ABX.

O espectro de RMN de *H (200 MHz, em CD30D) de Rp-6 (Fig. 55, p. 89) e sua
expansdo (Fig. 56, p.89) evidenciaram dois singletos largos em o+ 6,17 e 6,38
corroborando para um anel A 5,7-dissubstituido. Além de um dubleto em &n 7,72
(J=2,0 Hz), um duplo dubleto em dn 7,62 (J=8,0; 2,0 Hz) e outro dubleto em dx 6,88
(J=8,0 Hz) caracteristicos do anel B com sistema ABX (MOREIRA et al., 2003).

Apés analise desses dados e comparacdes com dados da literatura foi possivel
identificar Rp-6 como sendo a 3,5,7,3’,4’-pentaidroxiflavona, mais conhecida como
quercetina (Tab. 9, p. 87), aqui relatada pela primeira vez no género Roupala.

Estudos relatam que a quercetina apresenta atividades antialérgica,
antitumoral, hepatotdxica, antiulcerogénica, antiespasmadica, anti-inflamatoria
(TOUNAIRE et al., 1993; PELZER et al., 1998; DI CARLO et al., 1999).
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Quercetina

Tabela 9 — Comparacédo dos dados de RMN de H e *3C de Rp-6 (200 e 50 MHz,
respectivamente), com dados da literatura (KALEGARI et al., 2011) - em CD30OD.

C Rp-6 Quercetina
&c Sn &c Sh

2 148,0 147,8

3 137,2 137,1

4 177,3 177,2

5 162,4 162,3

6 99,2 6,17 (sl, 1H) 99,1 6,17 (d, J=2,1 Hz, 1H)
7 165,6 165,3

8 94,4 6,38(sl, 1H) 94,4 6,36 (d, J=2,1 Hz, 1H)
9 158,2 158,1

10 104,5 104,1

1 124,1 124,0

2 1159 7,72 (d, J=2,0 Hz, 1H) 115,9 7,72 (d, J=2,1Hz, 1H)
3 148,7 148,5

4 146,2 146,0

5 116,2 6,88 (d, J=8,0 Hz, 1H) 116,1 6,8 (d, J=8,4 Hz, 1H)
6 1217 7,62 (dd, J=8,0; 2,0 1216 7,6 (dd, J=8,7; 2,1 Hz,

Hz, 1H)

1H)
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Figura 53 — Espectro de IV de Rp-6 (KBr, cm™)
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Figura 55 — Espectro de RMN de 'H de Rp-6 (200 MHz, CDs0OD)

89

oD T O oo o~ o o) -
~hodbe & @ m o = o @ o
P © @ 6 @ = « -
v N [
1
A | |
I
ey T i
o - ~ o
oo o [
23 = S o
0 85 80 75 7.0 65 5.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0

Figura 56 — Expanséo do espectro de RMN de 'H de Rp-6 na regido de 8,0-5,9 ppm

(200 MHz, CD30D)

MmN W0 —O o w o I~
S M-SR Ryt ] & =
R < @ P P
AT [ [
| 1
1
1 1
| 1
1 |
———— — — —
° ~ - ~ o
S & =] = b
- o - o =
T T T T T T T T r T T T T T T T T T T r T T
80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59

Ramos, R. F. de A.



90

5.2 Avaliacéo da atividade antioxidante e quantificacdo do teor de fendlicos totais do

EEB e fases de Roupala paulensis

Na Tabela 10 (p. 90) encontram-se as concentracdes de CEso para cada uma
das amostras e para o acido ascorbico, analisadas pelo método do sequestro do
radical DPPH.

Como pode ser observado entre as amostras testadas o extrato apresentou a
menor CEso (37,50 £ 0,46 pg/mL) quando comparada a CEso do acido ascorbico (4,25
+ 0,22 pg/mL). Entre as fases testadas a fase acetato de etila foi a que apresentou
uma menor CEso (74,86 £ 2,73 pg/mL), embora esta tenha sido cerca de 17 vezes
maior quando comparada com o acido ascérbico. E a fase hexanica apresentou maior
CEso (230,09 £ 32,93 pg/mL), cerca de 54 vezes maior quando comparada com o
padrédo. Ou seja, entre as fases estudas a fase acetato de etila apresentou uma maior
atividade oxidante visto que quanto menor a CEsp de uma amostra, maior 0 consumo

de DPPH, portanto, maior € a sua atividade antioxidante.

Figura 57 — Curva padréo para o teste de DPPH — acido ascorbico
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Tabela 10 — Determinagéo da CEsp a partir do teste de sequestro do DPPH

Amostra CEso £ DP (pg/mL)
EEB 37,50 £ 0,46
Fase hexanica 230,09 + 32,93
Fase diclorometano 142,79 £ 0,73
Fase acetato de etila 74,86 £ 2,73
Acido ascorbico 4,25+ 0,22

CEso: Concentracdo minima necessdria para o antioxidante reduzir em 50% o radical;
DP: Desvio Padrao
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Figura 58 — CEso expressa em
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pHg/mL do EEB e fases de Roupala paulensis e do

CEso: Concentragdo minima necessaria para o antioxidante reduzir em 50% o radical;

FH: fase hexéanica; FD: fase diclorometano; FA: fase acetato de etila

Para quantificacdo do teor de fendlicos das amostras-teste utilizando o

reagente de Folin-Ciocalteau foi desenvolvida uma curva padrédo de acido galico, para

posterior calculo das amostras avaliadas. ApOs a regressao linear, a equacao obtida

da curva de calibragéo foi y= 0,0059x + 0,0298, onde y é a absorbancia a 765 nm, x

€ a concentracao de acido galico. O coeficiente de correlacdo (R) obtido foi de 0,9987

(Fig. 59, p. 91).

Figura 59 — Curva analitica da relacdo entre as médias das concentra¢cfes da solugéo

do acido galico versus as absorbancias (765 nm) para o ensaio de Folin-Ciocalteau
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Tabela 11 - Concentracdo média + coeficiente de variacdo de fendlicos totais

encontradas no EEB e nas fases obtidas de Roupala paulensis

Teor de fendlicos totais

Amostra
(mg EAG?/100 g)
EEB 24,27 £ 0,76
Fase hexanica 1,09 + 0,08
Fase diclorometano 8,1+ 0,14
Fase acetato de etila 30,47+ 0,52

aequivalente Acido gélico

De acordo com a quantificacdo de fendlicos totais, as amostras que exibiram
maiores concentracfes desses compostos foram o EEB (24,27 + 0,76 gEAG/100 g) e
a fase acetato de etila (30,47+ 0,52 geAG/100 g) (Tab. 11, p. 92). Como esperado,
entre as fases testadas a fase acetato de etila apresentou a maior concentracao de
compostos fendlicos, sendo provavelmente responsavel pelos melhores resultados de
atividade antioxidante apresentados no teste de DPPH realizado.

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais € um importante
parametro de avaliacdo da atividade antioxidante, pois esses compostos sdo objeto
de estudo em inumeros relatos encontrados na literatura, onde sdo os principais
responsaveis nos vegetais pela atividade antioxidante apresentada (TIVERON, 2010).
Esta atividade ocorre devido a sua estrutura quimica e propriedades redutoras, que
sao capazes de agir tanto no inicio do processo oxidativo como na sua propagacao,
por neutralizacdo ou sequestro de radicais livres ou por quelacdo de metais de
transicéo, (SOUSA et al., 2007).

Associando estes resultados ao estudo fitoquimico realizado com o EEB e as
fases acetato de etila de Roupala paulensis € possivel confirmar a maior atividade da
fase acetato de etila da qual foi isolado o flavonoide quercetina, sendo esta fase uma

fonte promissora para isolamento de outros compostos fendlicos, incluindo outros

Ramos, R. F. de A.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Roupala paulensis resultou no
isolamento de quatro substancias, além de uma mistura composta por trés triterpenos

e de uma mistura de dois derivados porfirinicos.

P10 e

132-hidroxi-(132-R)-feofitina a

P o
) i A o

132-hidroxi-(132-S)-feofitina a

FiE P4

Da fase hexanica foram isolados quatro triterpenos, o 2,6,10,15,19,23-
hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexeno (esqualeno) e uma mistura de urs-12-en-
3B-ol (a-amirina), olean-12-en-3B-ol (B-amirina) e 3B-hidroxi-lup-20(29)-eno (lupeol);
um esteroide, o B-sitosterol; e duas feofitinas, em mistura, 13%-hidroxi-(132-R)-feofitina
a e 132-hidroxi-(132%-S)-feofitina a. Da fase diclorometano foi isolado um esteroide
glicosilado, o sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo. E da fase acetato de etila foi isolada
uma flavona, 3,5,7,3',4’-pentaidroxiflavona (quercetina). Todas as substancias estao

sendo relatadas pela primeira vez no género Roupala.
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O estudo da atividade oxidante através do método do sequestro do radical
DPPH mostrou uma maior atividade do EEB, seguido pela fase acetato de etila. A
guantificacdo de fendlicos totais apresentou uma maior concentracdo de compostos
fendlicos na fase acetato de etila, fator associado aos melhores resultados
apresentados no teste de DPPH pela fase acetato de etila, entre as fases testadas.

Embora as substancias isoladas jA sejam conhecidas na literatura e
amplamente distribuidas no reino vegetal este trabalho pode contribuir com o
conhecimento fitoquimico do género Roupala, visto que todas as substancia isoladas
estdo sendo relatadas pela primeira vez no género e poucos relatos sdo encontrados
sobre 0 mesmo. Bem como com o estudo biolégico relacionado a atividade
antioxidante, destacando-se que nao foram encontrados relatos relacionados a este
tipo de atividade com este género.

Devido a existéncia de grande variedade de metabdlitos secundérios na familia
Proteaceae e a escassez de relatos na literatura no género Roupala espera-se dar
continuidade ao estudo com a espécie Roupala paulensis, principalmente das fases
polares, onde sdo encontrados em maior quantidade os compostos fendlicos. E ainda
submeter 0 EEB, as fases e substancias isoladas de Roupala paulensis a outros testes
farmacologicos, visando descobrir novas atividades biol6gicas em potencial, como
testes para avaliacdo da atividade antimicrobiana, ja relatada na literatura para outras

espécies da familia Proteaceae.
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