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RESUMO

SILVA, A. R. R. A. Constituintes quimicos isolados de Schwartzia brasiliensis (Choisy)
Bedell ex. Gir-Cafias. 2019. 107 pag. Dissertacdo (Mestrado em Farmacoquimica de Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Paraiba, Jodo Pessoa, 2020.

Schwartzia brasiliensis Choisy pertence a familia Marcgraviaceae e possui ampla ocorréncia desde o
Nordeste até o Sul do Brasil, é uma espécie popularmente conhecida como “rabo-de-arara”, “chinelo-
de-anjo”, “pente-de-macaco” e “agarrapé”. A populacdo nordestina utilizam suas folhas no preparo de
chés e garrafadas, para o tratamento de doencas cardiacas. Estudos fitoquimicos j& relatados com esta
espécie demonstraram potencialidade farmacoldgica, porém ha poucas evidéncias do conhecimento
quimico. Dessa forma, este trabalho tem como objetivo contribuir com a ampliacdo do conhecimento
guimico desta espécie. O material vegetal foi coletado em maio de 2017 no municipio de Puxinanad —
PB e identificado pelo botanico Dr. José Iranildo Miranda de Melo, uma exsicata encontra-se
depositada no Herbério Arruda Camara (HACAM — UEPB), sob cddigo 1268 e com cadastro de
acesso no Sistema Nacional de Gestdo de Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN) sob nimero: A021E1B. As partes aéreas de Schwartzia brasiliensis foram secas
em estufa a 40 °C, trituradas e extraidas com etanol a 95%, e concentrado em evaporador rotativo
obtendo-se o Extrato Etandlico Bruto (EEB). Em seguida o EEB foi submetido a particdo
liquido/ligquido obtendo-se as fases hexanica, diclorometano e acetato de etila. Uma aliquota da fase
hexanica foi submetida a cromatografia em coluna com gel de silica, resultando em 13 fragdes de onde
foi isolada a mistura dos triterpenos o- amirina e f-amirina e também foi realizada a identificacdo de
alguns hidrocarbonetos presentes nesta fase que foram analisados e identificados por CG/EM. Uma
aliquota da fase diclorometano foi submetida a cromatografia liquida de média pressdo isolando-se a
7-hidroxicumarina. Também foi utilizada uma aliquota da fase acetato de etila e submetida a
cromatografia em coluna utilizando Sephadex LH-20 e desta foi isolada a saponina nomeada como
schwartenozideo isolada pela primeira vez na literatura. As substancias foram identificadas por
espectroscopia de RMN de 'H e *C, bidimensionais e comparacdo com dados da literatura. Além
disso, foi realizada uma metodologia especifica de extragcdo para saponinas com o EEB, a qual
possibilitou as propostas de identificagdo de 4 saponinas triterpénicas bidesmosidicas utilizando
CLAE-IES-EM/EM. Por fim, esse trabalho contribuiu para a ampliagdo do conhecimento
fitoquimico da espécie Schwartzia brasiliensis, através do isolamento de substancias relatadas pela
primeira vez na espécie em estudo, evidenciando o primeiro relato de saponinas na familia
Marcgraviaceae.

Palavras-chave: Marcgraviaceae, cumarina, saponina bidesmosidica, espectrometia de massas



ABSTRACT

SILVA, A. R. R. A. Chemical constituents isolated from Schwartzia brasiliensis (Choisy)
Bedell ex. Gir-Cafias. 2019. 107 pag. Dissertacdo (Mestrado em Farmacoquimica de Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da
Paraiba, Jodo Pessoa, 2020.

Schwartzia brasiliensis Choisy belongs to the Marcgraviaceae family, and has wide occurrence from
the northeast to the south of Brazil, it is popularly known as "rabo-de-arara”, "chinelo-de-anjo",
"pente-de-macaco” and "agarrape”. Its leaves are used by the northeastern population in the
preparation of teas and bottles for the treatment of heart diseases. Phytochemical studies with this
species already reported some pharmacological potentials, but there are few evidences of chemical
knowledge. Thus, this work aims to contribute to the expansion of chemical knowledge of this species.
The plant material was collected in May 2017 in the city of Puxinand - PB and identified by the
botanist Dr. José Iranildo Miranda de Melo, an exsicata has been catalogued in the Arruda Camara
Herbarium (HACAM - UEPB), under the code 1268, with access registration in the National System
for the Management of Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge (SISGEN) under the
code A021E1B. The aerial parts of Schwartzia brasiliensis were dried in an oven at 40 °C, crushed and
extracted with 95% ethanol, and concentrated in a rotaevaporator obtaining the Crude Ethanolic
Extract (CEE), then submitted to liquid/liquid partition obtaining the hexanic, dichloromethane and
ethyl acetate phases. An aliquot of the hexanic phase was submitted to a column chromatography with
silica gel, resulting in 13 fractions from where the triterpenic mixture of a-amyrin and B-amyrin was
isolated and also the identification of some hydrocarbons presents in this phase analyzed and identified
by GC/MS was performed. An aliquot of the dichloromethane phase was submitted to Medium
Pressure Liquid Chromatography from where 7-hydroxycoumarin was isolated. An aliquot of ethyl
acetate phase was also used and submitted to column chromatography using sephadex LH-20 and from
this saponin named as schwartenozide isolated for the first time in the literature was isolated. The
substances were identified by *H and **C NMR spectroscopy and two-dimensional, and compared with
the literature. In addition, a specific methodology of saponin extraction with CEE was performed,
which made possible the proposals for identification of four triterpenic bidesmosidic saponins using
HPLC-ESI-DAD-MS/MS. Finally, this work contributed to the expansion of the phytochemical
knowledge of Schwartzia brasiliensis, through the isolation of compounds reported for the first time in
this species, evidencing the first report of saponins in the Marcgraviaceae family, as well as giving
directions for future studies.

Keywords: Schwartzia brasiliensis; coumarin; bidesmosidic saponin; mass spectrometry



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mapa de distribui¢do da familia Marcgraviaceae 0O mundo...........ccccccvvevverierneennn. 24
Figura 2. Mapa de distribuigdo do género SCWArtZia............ccceeeriiiiiiiiiieeese e 26
Figura 3. Imagem das partes aéreas de Schwartzia brasiliensis............ccccoovovvnieneiniciennens 29
Figura 4. Distribuicdo de Schwartzia brasiliensis N0 Brasil.............ccccccooeveiiieie e 30
Figura 5. Esqueleto base de alguns subgrupos dos triterpenos pentaciclicos.......................... 33
Figura 6 Estrutura basica da CUMAIING...........couriiiriirieirierieese e 34
Figura 7. Biossintese basica da cumarina e 7-hidroXiCumarina............cccceueveevieieeiecieeseennnn, 36

Figura 8. Estrutura de uma saponina esteroidal A (Dioscina) e uma saponina triterpénica B

(GIe o oo | 1ol T g 74 (o) IS OSSPSR 38
Figura 9. Estrutura dos compostos (A) a-amirina € (B) B-amirina..........ccocevvreneninnnieinennns 54
Figura 10. Espectro no Infravermelho (ATR) de Sb-1 € Sb-2........cccoveiveiiiiciece e 57
Figura 11. Espectro de RMN de *C APT de Sb-1 e Sb-2 (CDCl3,100 MHZ)..........cocov........ 57
Figura 12. Expansdo do espectro de RMN de *3C de Sb-1 e Sb-2 na regido de 15 — 51 ppm
(CDCl3, 100 MH2Z)....oiviicie ettt st sttt a et saebe st s neere e 58
Figura 13. Expansdo do espectro de RMN de *3C de Sb-1 e Sb-2 na regi&o de 85 — 50 ppm
(CDCl3, 100 MHZ)....uiiiiiieieee ettt sttt eabe st e e e nente e 58
Figura 14. Espectro de RMN de *H de Sb-1 e Sb-2 (CDCls, 400 MHZ)..........oocvvvvieeerenne. 59
Figura 15. Expansdo do espectro de RMN de *H de Sb-1 e Sb-2 na regio de 1,50 — 0,50 ppm
(CDCl3, 400 MH2Z).....oiiiieeceeeete ettt sa e b e st b et et e e enesre e 59
Figura 16. Expansdo do espectro de RMN de *H de Sb-1 e Sbh-2 na regido de 2,60 — 1,50 ppm
(CDCl3, 400 MHZ).....iiiiiie ettt st e be st e et st saeneene e 60
Figura 17. Expansdo do espectro de RMN de *H de Sb-1 e Sb-2 na regio de 3,65 — 3,00 ppm
(CDCl3, 400 MH2Z).....oviiieeciceete ettt sttt se bt seebesbe e eneabeanas 60
Figura 18. Expansdo do espectro de RMN de *H de Sb-1 e Sbh-2 na regido de 5,65 — 4,90 ppm
(CDCi3, 400 MHZ).....oiiiiiit ettt b et sa et sn et be st reenennens 61
Figura 19. Espectro de RMN de *H da fraco 11 (CDCls, 400 MHZ)........coocovvevvevevnrnrnnnes 62

Figura 20. Cromatograma da fragdo 11 da fase hexanica de Schwartzia brasiliensis............. 62
Figura 21. 7-hidroxicumarina (Sb-3) isolada de Schwartzia brasiliensis..............c.cccccevevunenne. 66
Figura 22. Espectro no Infravermelho (ATR) de Sh-3.........cooiiiiii 67
Figura 23. Espectro de RMN de *H de Sb-3 (Acetona Dg, 400 MHZ).........cocovvvvveverenenee. 67

Figura 24. Expansdo do espectro de RMN de *H de Sb-3 na regido de 8,2 — 6,1 ppm (Acetona
D6y 400 MHZ)....ceeeeeece ettt bRttt r b rens 68



Figura 25. Espectro de RMN de "*C-APT de Sh-3 (Acetona Dg, 400 MHZ)..........ccc.cevvene.. 68

Figura 26. Schwartenozideo (Sbh-4) isolado de Schwartzia brasiliensis............ccccvveriiinnnn. 71
Figura 27. Correlagdo HMBC para SD-3.........ccoooiiiiiiiiiiecee e 71
Figura 28. Espectro de RMN de **C-APT de Sb-3 (MeOD, 100 MHZ)........cc..ovvvreererrrrre. 74
Figura 29. Expansdo do espectro de RMN de *C-APT de Sb-3 na regido de 14 — 80 ppm
(MEOD, 100 IMIHZ) ... seees s s e es s s s s es e s e s e ees e s ees e es e es e 74
Figura 30. Expanséo do espectro de RMN de *C-APT de Sb-3 na regido de 70 — 180 ppm
(MEOD, 100 MHZ)......vveieieieieieieie ettt b e s s en s 75
Figura 31. Espectro de RMN de 'H de Sb-4 (MeOD, 400 MH2)...........ovveomeeeemerreereesrernee 75
Figura 32. Expsansdo do espectro de RMN de *H de Sb-4 na regi&o 0,4 — 2,6 ppm (MeOD,
00 IMIHZ) oo see e es e s e s s ee e s et ee s es s ee s et ee s ee s ee e 76
Figura 33. Expsanséo do espectro de RMN de 'H de Sb-4 na regido de 2,9 — 5,6 ppm
(MEOD, 400 IMHZ) ..ottt ettt bbbt bbbt b bbb s s 76
Figura 34. Espectro de HMBC de 'H x *C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sb-4..................... 77

Figura 35. Expanséo do espectro de HMBC de *H x 3C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sbh-4.77
Figura 36. Expanséo do espectro de HMBC de 'H x 3C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sh-4.78
Figura 37. Expanséo do espectro de HMBC de *H x 3C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sb-4.78

Figura 38. Espectro de HSQC de *H x *C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sb-4....................... 79
Figura 39. Expans&o do espectro HSQC de 'H x **C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sb-4.......79
Figura 40. Expanséo do espectro de HSQC de 'H x *C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sb-4..80
Figura 41. Espectro de CLAE-IES-EM-AR d0 COMPOSLO L........ccceeieieeiieiieiieerie et 81
Figura 42. Perfil de fragmentacdo do composto 1 por IES-EM/EM............ccccoveveiveieiinennn, 82
Figura 43. Expansdo do perfil de fragmentacdo do composto 1 por IES-EM/EM na regido
025 — B7L M/Z oottt b et e b et r e bt e re s 82
Figura 44. Perfil de fragmentagdo do composto 1 por IES-EM/EM na regido de 650 — 400
0 72RO TP P PRTUR 82
Figura 45. Espectro de CLAE-IES-EM/EM do cOmMPOStO 2.......cccveviiiiiieiieeiie e, 86
Figura 46. Perfil de fragmenta¢do do composto 2 por IES-EM/EM...........cccceevreiinennnnnnnns 86
Figura 47. Expansédo do perfil de fragmentagdo do composto 2 por IES-EM/EM na regido
075 — 700 M/ Zu ittt ettt bttt et s ettt b et et ne b et et ne et e neene e 87
Figura 48. Espectro de CLAE-IES-EM/EM d0 COMPOSIO 3......cccvveiiiiiiiiiieeiiecie et 89
Figura 49. Perfil de fragmentacdo do composto 3 por IES-EM/EM.........c.cccocviniiiiininnns 90

Figura 50. Espectro de IES-EM/EM d0 COMPOSLO 4.......cvevieiieeieiiesieeiesieseesee e seesse e seeas 93



Figura 51. Perfil de fragmentacdo do composto 4 por IES-EM/EM...........ccccocevvvevveininenne. 93
Figura 52. Expansédo do perfil de fragmentacdo do composto 4 por IES-EM/EM na regido
875 — BBL M/Zuneiiitieieeee bbb bbb n e 94



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Classificacdo das cumarinas de acordo com a sua estrutura quimica...................... 35
Tabela 2. Fracionamento cromatografico da fase hexanica de Schwartzia brasiliensis.......... 45
Tabela 3. Fracionamento cromatografico da fase diclorometano de Schwartzia
0] 2 ] 1T=T TSRS 46
Tabela 4. Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila de Schwartzia brasiliensis,
realizado em coluna com SephadeX LH-20..........cccooieiieiiiie i 47
Tabela 5. Fracionamento cromatogréfico da reunido de fraces 16-23 da fase acetato de etila
de Schwartzia brasiliensis, realizado em cartucho SPE C-18..........ccccccoviviiniiiiniienesee e 47
Tabela 6. Comparacdo dos dados de RMN de *H (400 MHz) e **C (100 MHz) das substancias
Sb-1 e Sb-2 em CDCl;3 com valores da literatura para mistura de a, B-amirina (FERNANDES,
2017) (3 em PPM € J M HZ) ..o 55
Tabela 7. Identificacdo proposta por CG/EM de constituintes de amostra da fragdo 11 obtido

a partir da fase hexanica de Schwartzia brasiliensis............c.cccoveveiiecii s 63
Tabela 8. Comparagdo dos dados de *H e *3C de Sb-3 em Acetona Dg com valores da
literatura (BEZERRA, 2013). ( em ppm € J €M HZ)...ccoooviiiiiiiiiiiiiece e 66
Tabela 9: Comparacdo dos dados de RMN *3C e 'H de Sb-4 em MeOD (100 e 400 MHz,
respectivamente) com o da sapogenina da Soyasaponina | (NASCIMENTO et al.,, 2019) e da
hidroxi-soysaponina) (MIMAKI et al., 2004)..........ccoeiieiiiie e 72
Tabela 10: Comparagdo dos dados de RMN *3C e *H de Sb-4 em MeOD (100 e 400 MHz,
respectivamente) com os agucares da sapogenina da Soyasaponina | (NASCIMENTO, 2019)
e da hidroxi-soysaponina) (MIMAKI et al., 2004)..........cccveiiiieiieie e 73

Tabela 11: Caracterizacdo das saponinas identificadas em Schwartzia brasiliensis............... 80



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Precursores dos terpenoides via do mevalonato............cccoceveeienienienecieseennn, 32
Esquema 2. Obtencdo e particdo liquido-liquido do extrato etanolico bruto das partes aéreas
de SChWartZia DraSilIENSIS. .......cciiiiiiieeee ettt sre e enes 44
Esquema 3. Obtencéo da fracdo de saponinas de Schwartzia brasiliensis..............c.cccccveenne. 48
Esquema 4. Via de fragmentacdo sugerida ao composto 1 por CL-EM/EM-ESI no modo
NMEOALIVO. ...ttt bbbkttt h bR R R Rt b bbbt 84
Esquema 5. Via de fragmentacdo sugerida ao composto 2 em CL-EM/EM-ESI no modo
MEOALIVO. ...ttt ettt bbbt bbbt b bR bR R Rt et bbbt e 86
Esquema 6. Via de fragmentacdo sugerida ao composto 3 em CL-EM/EM-ESI no modo
MEOALIVO. ...ttt ettt bbbt bbb b bR b bRt b bbb 89
Esquema 7. Via de fragmentacdo sugerida ao composto 4 em CL-EM/EM-ESI no modo

NMEOALIVO. ...ttt ettt bbbkttt b bbb bRt e bbbttt 92



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Compostos isolados N0 género SChWartZia...........ccccveveivieieeresiie e 27
Quadro 2. Substancias identificadas na fragdo 11 da fase hexanica de Schwartzia
DFASTIIENSIS. ...t bR bRt 64



LISTA DE ABREVIATURAS, FORMULAS E SIGLAS

ACOET Acetato de etila

APT Attached Proton Test

AR Abundancia relativa

C Carbono néo hidrogenado

CcC Cromatografia em coluna

CCDA Cromatografia em camada delgada analitica
CG Cromatografia gasosa

CH Carbono metinico

CH, Carbono metilénico

CH,CI, Diclorometano

CH,4 Carbono metilico

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia
CLMP Cromatografia Liquida de Média Pressédo
COSsYy Espectroscopia de correlacéo

D Dupleto

DCM Diclorometano

DENV Virus da dengue

DMAPP Dimetilalil difosfato

EEB Extrato etandlico bruto

EM Espectrometria de massas

EM/EM Espectrometria de massas em tandem
EtOH Etanol

HACAM Herbario Arruda Camara

HEX Hexano

HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana
HMBC Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HSQC Heteronuclear Single Quantum Correlation
IES lonizag&o por eletrospray

IPP Isopentil difosfato

v Infravermelho

LACOM Laboratorio de Combustiveis e Materiais



MeOH Metanol

Na,SO4 Sulfato de sddio anidro

OMS Organizacdo Mundial de Saude

QS guorum-sensing

Rf Fator de retencao

RMN Ressonancia Magnética Nuclear

S Simpleto

SISGEN Sistema Nacional de Gestdo de Patrimonio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado

sl Simpleto Largo
t Tripleto
UEPB Universidade Estadual da Paraiba

UFPB Universidade Federal da Paraiba



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ottt sttt sttt ettt sttt en st n s 21
2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA ......ooooeveeeeeeeseeeeeeee s 24
2.1 Considerac@es sobre afamilia MarcgraviaCeae ............ccoeveereneieneneieese s 24
2.2 Consideracdes sobre 0 g8nero SChWartZia .........cccccvevveiieiieieeis e 25
2.3 Consideracdes sobre a espécie Schwartzia brasiliensis.............cccocveveiieiicic e, 29
2.4 Consideragdes SODre 0S tErPENOTUES. .......cueiviiieriiiiiieiei ettt 31
2.5 Consideragdes SODIe as CUMANTNGS ......co.eierirreieierieriesieee ettt sb e 34
2.6 Consideragies SODre as SAPONINGS ........cccveieerieeiieiiieieereeeeseeste e sre e eesre e e e sre e e 37
3 OBUIETIVO.. ..ttt et bbbt b et eer e e ne e 41
3.1 ODJELIVO GEIAL ... bbb 41
3.2 ODJELIVOS ESPECITICOS. .....veeerieieiieiietes ettt 41
4 MATERIAL E METODOS .....c.coiiieeeieeteeiese e tsss s sesssnesses st ssssssssssssssnensons 43
A = (W o [o N (0T (U132 oo USSR 43
4.1.1 Coleta do material DOtANICO. ........coviiiiiiee e 43
4.1.2 Obtenc&o e fracionamento do extrato etan6lico bruto (EEB).........ccccovvviieiviicieinnnn 43
4.1.3 Processamento cromatografico da fase heXanica............ccccevevvieieieiieceseccc e 45
4.1.4 Processamento cromatografico da fase diclorometano..............cccccevevveiieeic e, 45
4.1.5 Processamento cromatografico da fase acetato de etila............cccoooveveeviiciicicccceee, 46
4.1.6 Teste para determinagao de SAPONINGS. .......ccverviriiriierierieste sttt enes 48
4.1.7 Obtencgéo da fragdo concentrada de SAPONINGS..........eviririririeeiieiee e 48
4.2 Métodos CromatografiCoS..........ccevveriiiieiicie e 49

4.2.1 ESPECIrOMELria U8 MASSAS. ... ccuveivieiiiriesieeieeteesteeste et esteeste s e s e esre s e e s beeste s e e saeesaesnsesreenee e 49
4.2.2 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).............. 50
4.3. MEt0U0S ESPECIIOSCOPICOS. ... uviuveeitertieteesteteteste bt sttt e ettt sbe bbb et e e e bbb sbe st 51
4.3.1. Espectroscopia no Infravermelno (IV).......coooe i 51
4.3.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)..........ccccocevieiiiiiicciciieeneen, 51
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eees e ensseenesee s 53
5.1 Identificagdo estrutural de SB-1 € SD-2.........cooiiiiiii e 53
5.1.1 Identificacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de S. brasiliensis................. 53
5.1.2 Identificagao estrutural de SD-3..........oiiiiiii e 65
5.1.3 Identificagio estrutural de SD-4 ... 69
5.2 Caracterizagdo da frag8o de SAPONINGS.........ccviriiiirieieieie ettt 80

5.2.1 ldentificacdo putativa por CLAE-EM do composto 1 (Sb -4) .....cccoovvieiiiiiiiiieien 80



5.2.2 1dentificagao d0 COMPOSTO 2......c.eiuiiiiiirieiieiti sttt 85

5.2.3 Identificagdo d0 COMPOSTO 3......cueiiiiieieiieiieiie et 88
5.2.4 ldentificacdo dO COMPOSIO 4......c.eeivieiieieeie ettt sreereenes 90
B CONCLUSOES.......ooiiiiiiieeieeiecssessssse sttt sttt 96
APENDICE ..ottt 97

REFERENCIAS. ... et e et e e et e et e e e et e e e s et e s et eee et e e er e e es et e er e eeereaena, 102



Introducdo

20



21

1 INTRODUCAO

As plantas possuem uma caracteristica de produzir milhares de metabdlitos
secundarios altamente complexos para ajudar a sua sobrevivéncia no ambiente a qual esta
inserida, possibilitando a adequacdo da planta a este local, (OLIVEIRA et al., 2017)
protegendo, por exemplo, contra predadores. No entanto, 0 homem explorou esses compostos
naturais como fonte de agentes medicinais, venenos, e pocdes através dos tempos
(ANISZEWSKI, 2015).

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencao de
doencas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. Mesmo diante
da grande evolucdo da medicina alopatica a partir da segunda metade do século XX, existem
obstaculos basicos na sua utilizacdo pelas pessoas carentes, que vao desde 0 acesso aos
centros de atendimento hospitalares a obtencdo de exames e medicamentos. Estes motivos,
associados com a fécil obtencdo e a grande tradicdo do uso de plantas medicinais, contribuem
para sua grande utilizacdo pelas populacdes dos paises em desenvolvimento (VEIGA-
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

A OMS afirma que apesar dos avancgos atingidos nos ultimos 30 anos no que tange as
politicas publicas, uma grande parcela da populacdo carece de acesso regular a servicos de
salude publica convencional e medicamentos essenciais principalmente em paises
considerados de menor desenvolvimento (SANTOS et al., 2011). O uso de plantas medicinais
e seus derivados surgem como alternativa ao tratamento convencional, que através dos
esforgos das agéncias internacionais busca garantir que seja uma pratica segura e eficaz
(CARVALHO et al., 2013). O Brasil € reconhecido por sua diversidade vegetal, destacando-
se como um dos maiores niveis de biodiversidade do mundo e uma enorme diversidade
cultural (ARAUJO; CASTRO; ALBUQUERQUE, 2007).

Em nosso pais, a formacdo de uma medicina popular, a qual emprega o uso de plantas
tem inspiragdes da cultura africana, indigena e europeia. Os indios faziam uso de varias
espécies vegetais com fins terapéuticos e com a vinda dos europeus aconteceu essa exportagdo
do conhecimento, que foi melhorado e transmitido para as demais gera¢des chegando até os
dias atuais (LORENZI; MATOS, 2008).

No Estado da Paraiba, os estudos etnobotanicos ainda s&o raros, mas estdo sendo
realizados gradativamente, com a finalidade de se conhecer as plantas mais utilizadas por esta
populagéo (SOUZA et al., 2013).

Faz-se necessario estimular o estudo com plantas medicinais, tanto para
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esclarecimento da populacéo que faz uso dessas plantas, como também agregar conhecimento,
levando em consideragdo que estas possuem uma grande variedade de espécies ainda nédo
estudadas (VARANDA, 2006). Desta forma, € de grande importancia a realizacdo de testes
fitoquimicos, para a identificacdo e descoberta de novos constituintes quimicos das diversas
espécies vegetais que poderdo ter uso terapéutico. Realizados para identificar as diversas
classes de compostos quimicos (SILVA; BIZERRA; FERNANDES, 2018).

Baseados nesses dados, e no raro relato do estudo fitoquimico da familia
Marcgraviaceae na literatura, este trabalho tem como objetivo a prospec¢do fitoquimica dos
extratos das partes aéreas do vegetal, diante do seu potencial quimico, farmacoldgico e
biodiversidade, destaca-se com uma fonte de novas moléculas, contribuindo para a

valorizacdo do conhecimento sobre a espécie Schwartazia brasiliensis.
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Fundamentacdo teorica
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Consideracdes sobre a familia Marcgraviaceae

A familia Marcgraviaceae é formada por oito géneros e aproximadamente 130
espécies, distribuidos mundialmente (GIRALDO-CANAS, 2005). Sendo esta uma
distribuicdo neotropical, ocorrendo desde o sul do México, até o norte da Bolivia e Sul do
Brasil (Figura 1). Possui um limite setentrional de distribuicéo, correspondente aos estados de
Chiapas, Oaxava e Veracruz, no México, enquanto no Brasil os estados do Parana e Santa
Catarina, correspondem a distribui¢cdo mais meridional.

No Brasil ocorrem seis géneros: Marcgravia L, Marcgraviastrum (Wittm. ex Szyszyl.)
de Roon & S. Dressler, Norantea Aubl., Sarcopera Bedell, Schwartzia Vell., Souroubea
Aubl., e, aproximadamente, 35 especies; destas 11 sdo endémicas das florestas brasileiras,
Caatinga, Cerrado e da Mata Atlantica, com registros em alguns estados, sendo
taxonémicamente diversificado nas regifes Norte e Sudeste (SOUZA, 2015). Na regido
Nordeste é representado por quatro géneros e nove espécies (MELO, 2018). Assim, o Brasil é
0 segundo pais com a maior diversidade de Marcgraviaceae, ficando atrds apenas da
Colémbia, que tem cerca de 60 espécies da familia em sua flora (GIRALDO-CANAS, 2004).

Figura 1. Mapa de distribuicdo da familia Marcgraviaceae no mundo representado em
amarelo
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Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. 15 Dez 2019.
http://www.tropicos.org/Name/42000094.
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De forma geral, sdo escassas as informagfes cientificas acerca da utilizacdo das
espécies de Marcgraviaceae. Pouco se sabe sobre sua utilizacdo pela sabedoria popular, tendo
poucos registros de suas espécies na literatura. No ambito da medicina popular ha relato que a
espécie Marcgravia umbellata, é considerada diurética e antissifilitica nas Antilhas, onde sdo
utilizadas todas as partes da planta (SCHULTZ, 1984).

Embora estudos filogenéticos tenham sido realizados (VON BALTHAZAR e
SCHONENBERGER 2013; MISA WARD e PRICE 2002), poucos estudos fitoquimicos e
bioldgicos foram relatados para a familia Marcgraviaceae.

Mulally et al. (2011) relataram a presenga de acido betulinico e sua atividade
ansiolitica em ratos utilizando as folhas de Sourobea sympetala. A presenca de outros
triterpendides, incluindo amirinas e lupeol, além de fendlicos, foi relatada por Puniani et al.
(2015). Dentre as substdncias ja identificadas em diferentes partes de espécies de
Marcgraviaceae, encontram-se 0S mono e sesquiterpenos, acidos graxos, ésteres graxos,
hidrocarbonetos, triterpenos, além de flavonoides glicosilados (SILVA, 2012). Testes
farmacoldgicos com o intuito de avaliar potencialidades biodinamicas ja foram realizados,
como testes de citotoxidade e inibicdo na producdo de Oxido nitrico, demonstrando sua
atividade anti-inflamatéria (ROCHA, 2002). Sua atividade antimicrobiana também foi
descrita para alguns extratos e fragdes (SILVA, 2012).

Diante dos poucos estudos realizados, sua ocorréncia no Nordeste, sobretudo na
Caatinga, a familia Marcgraviaceae surge como uma fonte de descoberta de novas moléculas

com interesse farmacéutico.

2.2 Consideracdes sobre o género Schwartzia

O género Norantea, conhecido botanicamente também pela sinonimia de Schwartzia
foi circunscrito por Roon & Dressler (1997) e posteriormente foi reconhecido que este ndo é
monofilético devido a sua diversificada morfologia floral (PINHEIRO et al., 1995).

Ambos o0s géneros possuem inflorescéncias, mas diferem principalmente no
comprimento do caule, que é longo em Schwartzia (1,4 a 9 cm de comprimento) e curto
Norantea [0,3-0,7 (-1,0) cm de comprimento]. Além disso, em Schwartzia pedicelares
nectariferos séo sesseis ou pedunculado breve (pediculo até 7 mm de comprimento) e estéo
geralmente localizados na parte do meio para pedinculo proximal, enquanto Norantea tem

um pediculo 5-20 mm comprimento e nascem no ter¢o proximal ou no meio para porgéo
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distal do pedicelo. Com a confirmacdo de que Norantea ndo € um género monofilético, e
devido a heterogeneidade entre as espécies do grupo, estas foram segregadas em quatro
géneros: Marcgraviastrum, Sarcopera Bedell, Norantea Aubl. e Schwartzia (WARD &
PRICE, 2002; GIRALDO-CANAS & FIASCHI, 2005).

Schwartzia distribui-se desde a Costa Rica até a Bolivia e o sul do Brasil (Figura 2),
ocorrendo em areas alagadas e florestas (GIRALDO-CANAS, 2004). No Brasil, este género é
representado por quatro espécies endémicas: Schwartzia adamantium (Cambess.) Bedell ex.
Gir.-Cafias, S. geniculatiflora Gir-Cafnas & Fiaschi, S. jucuensis Gir.-Cafas e S.brasiliensis
(GIRALDO-CANAS, 2004; SOUZA, 2015).

Figura 2. Mapa de distribui¢do do género Schwartzia representado em amarelo
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Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. 15 Dez 2019.
http://www.tropicos.org/Name/40028832.

Estudos com espécies de Schwartzia, j& foram realizados, entretanto os estudos

quimicos sdo recentes e com numero restrito de espécies (Quadro 1, pags 27-28)



Quadro 1. Compostos isolados no género Schwartzia
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K

(Acido betulinico)

HO

H

(Esterol Condrilla)

OH o

(Eriodictiol)

\

HO.

(Taraxenil 4-hidroxi-trans-cinamato)

(Narigenina)

Espécie Substancia isolada FErre
Souroubea o .
sympetala (B-amirina) (o-amirina) PUNIANI etal.,
2015




28

Espécie Substancia isolada Referéncia
[¢]
I | OCHj
Marcgravia o CARBALLO-
nervosa (2-metoxi-1,4-naftoquinona) (4cido ursélico) (4cido betulinico) ARCE. et al.
2015

(B-amirina)

(0-amirina)
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2.3 Consideraces sobre a espécie Schwartzia brasiliensis

Schwartzia brasiliensis Choisy (Figura 3) é uma espécie tipica das regides de restinga
e de vegetacdo costeira, com ampla ocorréncia desde o nordeste até o sul do Brasil. E
conhecida popularmente como “rabo-de-arara”, “chinelo-de-anjo”, “pente-de-macaco” e
“agarrapé”. Ocorre nas regides Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Rio
Grande do Norte, Sergipe), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias), Sudeste (Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parana, Santa Catarina), ocorrendo nos
dominios fitogeograficos do Cerrado (matas de galeria e campos rupestres), Caatinga e
Floresta Atlantica (manguezais e restingas) (FERREIRA, 1995; GIRALDOCANAS, 2001;
GIRALDO-CANAS & FIASCHI, 2005; SOUZA, 2015) (Figura 4, pag 28). Suas folhas sdo
utilizadas pela populacdo nordestina no preparo de chas e garrafadas para o tratamento de
doencas cardiacas e suas flores possuem coloracdo vinacea e nectarios sdo encontrados na
base do pedunculo floral, constituindo uma unidade de atracdo para polinizadores. A floracdo
é anual e intensa, com frutificacdo de setembro a maio. O fruto é globoso, contendo sementes
de forma semilunar e coloracdo negra (FERREIRA, 1995; PINHEIRO et al., 1995; ZAMITH
e SCARANO, 2004).

Figura 3. Imagem das partes aéreas de Schwartzia brasiliensis

Fonte: Cristiana Braga, 2018. Fonte: Flores e Folhagens. Disponivel em:
https://www.floresefolhagens.com.br/norantea-schwartzia-brasiliensis/. Acesso em: 24 Nov. 2018
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Figura 4. Distribuicdo de Schwartzia brasiliensis no Brasil destacado por regides

DRESSLER, S. Marcgraviaceae in Flora do Brasil 2020 em construgéo. Jardim Boténico do Rio de
Janeiro. Disponivel em: <http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB103323>. Acesso em: 25
Nov. 2019

Por apresentar inflorescéncias vistosas e coloridas, a espécie vem sofrendo
extrativismo, principalmente com propdsito paisagistico, encontrando-se na lista de espécies
ameacadas de extin¢do. Além disto, alguns aspectos de sua fenologia como floragdo anual e a
baixa producdo de sementes por fruto, nem sempre viaveis, também comprometem a
manutencdo da espécie em seu ambiente natural (PINHEIRO et al., 1995; FERREIRA, 1995).

Do ponto de vista ecoldgico é considerada como fonte de recursos para a avifauna
(SAZIMA et al., 1993). No ambito da caracterizagdo anatdmica, tem-se registro de estudo
relativo a anatomia foliar, estrutura floral (SCHONENBERGER et al., 2010) e anatomia da
madeira (MELO JUNIOR; AMORIM; ARRIOLA, 2016).

A espécie Schwartzia brasiliensis foi objeto de alguns estudos farmacoldgicos e
fitoquimicos. Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de triterpenos pentaciclicos isolados
que exibiram algumas atividades: analgésica, anti-inflamatoria, antitumoral e tripanocida. A
partir dos extratos etandlicos do caule foi possivel detectar a atividade protetora do acido
desoxirribonucleico (DNA) (AGRIPINO et al., 2004). Estudos utilizando as raizes exibiram
atividade antimicrobiana, inibicio do quorum-sensing (QS) e formacdo de biofilme
CARBALLO-ARCE et al., 2015). O extrato etandlico bruto e as fracGes diclorometano,
acetato de etila e butandlica apresentaram efeitos antivirais e imunomoduladores no virus da

dengue, reduzindo significativamente a porcentagem de células DENV ou do antigeno NS1,
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indicadores da carga viral. Também € relatado o efeito imunomodulador, reduzindo a
producdo de algumas citocinas importantes, acredita-se que essa imunomodulag¢do é um passo
importante para reduzir ou evitar resultados indesejados da doenca (FIALHO et al., 2016).
Diante dessa potencialidade farmacoldgica e devido a caréncia de estudos do
conhecimento quimico, fica evidente a necessidade de um aprofundamento cientifico,
buscando identificar os compostos presentes nesta espécie, como também as respostas

bioldgicas produzidas pelos mesmos.

2.4 Consideracdes sobre os terpendides

Dentre as muitas classes de metabdlitos secundarios, destacam-se os terpendides por
sua vasta aplicacdo farmacéutica e complexidade estrutural. Possuem mais de 40 mil
compostos, sendo considerada uma das classes de metabdlitos secundarios mais abundantes
na natureza. Estdo presentes em maior quantidade no reino vegetal e apresentam diversas
propriedades medicinais, destacando-se os efeitos anti-inflamatorios, analgésicos,
cardiovasculares e antitumorais (TETALI, 2018).

Possuem biossintese que pode ser dividida em duas rotas principais, a via do acido
mevalbnico que é um produto da via do metabolismo do acetato, onde sdo sintetizados a partir
do acetil-CoA e rota do metileritritol fosfato (MEP) na qual sdo sintetizados a partir dos
intermediérios glicoliticos 1-desoxi-D-xilulose e metileritritol fosfato (SIMOES et al., 2017).
Sdo formados e classificados atraves da unido e quantidade de unidades isoprénicas, construida
por uma cadeia aciclica que apresentam cinco atomos de carbonos em sua estrutura (Cs),
considerados a base de formacdo dos terpendides. Para a unidade isoprénica participar das
reacOes de formacdo das substancias desta classe de metabdlitos, € necessario que estejam na
sua forma bioquimicamente ativa que sdo as unidades difosfato dimetilalila (DMAPP) e o
difosfato isopentila (IPP). Desta forma, a partir da adigdo sucessiva de unidades isoprénicas é
gerada uma classe distinta de compostos terpendides, ou seja, monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cis), diterpenos (C20) e o0s sesterterpenos (Cozs), triterpenos (Cszo) e
tetraterpenos (Cao). Também existem os monoterpenos irregulares e os iridoides Os
triterpenos por sua vez, constituem o grupo com maior quantidade de representantes desta
classe, sendo relatados mais de 4 mil tipos de triterpenos em seus diversos esqueletos
(Esquema 1, pag 32) (DEWICK, 2009; IGNEA et al., 2018; SIMOES et al., 2017).
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Esquema 1. Precursores dos terpenoides via do mevalonato

OH

HO = a o]
/\)S?\)'L .
HO OH OH

Acido mevalénico 1-desoxi-D-xilulose

)\/\ %/\
OPP OPP

Dimetilalil-PP Isopentenil-PP
(DMAPP) (C5) (IPP) (Cs)
Cio Monoterpenos (C10)
PP —
C1s Sesquiterpenos (C13)
PP —

Cao Tetraterpenos (C40)

Fonte: adaptado DEWICK, 2009

Os triterpendides apresentam estrutura do tipo Cso, policiclica, quase sempre
hidroxilados na posicdo C-3. Os triterpenos séo derivados do hidrocarboneto denominado
esqualeno, ou no caso dos 3-B-hidroxiterpenoides, o isdbmero 3-S do 2,3-epdxido-esqualeno.
A conformacdo que todos os trans-2,3-epdxido-esqualeno adotam quando se inicia a
ciclizacdo, vai determinar a estereoquimica da juncdo do anel no triterpeno produzido.

Possuem esqueletos carbdnicos que podem ser tetraciclicos, que incluem os damaranos,
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cicloartanos, tirucalanos, e pentaciclicos. As estruturas pentaciclicas, podem estar dispostos
em cinco anéis fundidos de seis membros ou quatro anéis de seis membros, ou cinco anéis de
seis membros como as familias oleanano, ursano, friedelano e lupano (CHUNG, 2019). O
esqueleto lupano sofre um rearranjo 1,2 alquil, expandindo o anel de cinco membros para seis,
dando origem ao precusor dos oleananos, conhecidos como -amirina. Uma migracgéo 1,2 de
metila da origem aos derivados ursanos, comumente chamados de a-amirina. Em relacdo a
semelhanga estrutural, os respectivos isomeros encontram-se por diversas vezes isolados
como misturas, isto ocorre devido ao grande numero de sinais provenientes de hidrogénios
diasterotdpicos. (DEWICK, 2009; XIAO et al., 2018).

Figura 5: Esqueleto base de alguns subgrupos dos triterpenos pentaciclicos

ursano

friedelano

Fonte: Autoria propria, 2019

Devido a grande diversidade deste grupo de metabdlitos e por possuirem uma grande
variedade de esqueletos, pesquisas realizadas mostram que Varios triterpenos apresentam
diversas atividades farmacoldgicas, como por exemplo: atividade antitumoral, antiviral e
atuam na diminuicéo do colesterol (XIAO et al., 2018; YOUSEF et al., 2018).

Alguns trabalhos tém demonstrado os triterpernos pentaciclicos sendo considerados

adequados para o desenvolvimento de farmacos, principalmente devido as suas atividades
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anticancerigenas, e pelo seu potencial no tratamento e prevencéo de diabetes e da doenca de
Alzheimer (HILL; CONNOLLY, 2017; NUNEZ et al., 2013). Dentre as diversas atividades
relatadas aos triterpenos, destacam-se as atividades anticancerigena e anti-inflamatoria que
tém sido descritas para alguns triterpenos pentaciclicos (SALVADOR et al., 2017). Dentre
eles, destacam-se o &cido oleandlico e o &cido ursélico, por recentemente serem muito
estudados devido a seus efeitos anticancer para varios tipos de tumores. Esses compostos
inibem a proliferacdo de células tumorais e sua viabilidade, atuando no processo de apoptose.
Estudos in vitro e in vivo indicam que esses triterpenos sdo promissores agentes anticancer
(PIET e PADUCH, 2019). Além disso, apresentam atividades anti-inflamatorias e antivirais
(JUNG et al., 2018).

Entre as drogas vegetais conhecidas, ricas em triterpenos pentaciclicos, podemos
destacar, o alcacuz (Glycyrrhiza glabra L.), quilaia (Quillaja saponaria Molina), castanha da
india (Aesculus hippocastanum L), Centella asiatica L. e Polygala senega L. (ESTRADA et
al., 2000; GNANAPRAGASAM et al., 2004).

2.5 Considerac0es sobre as cumarinas

As cumarinas (Figura 6) sdo compostos de ocorréncia natural e sdo quimicamente
conhecidas como benzopiran-2-ona ou cromen-2-ona ou simplesmente benzo-o-pironas
(AMBREEN et al., 2019). Estes compostos fazem parte de uma classe de lactonas
estruturalmente constituidas por um anel de benzeno fundido a um o-anel de pirona, e

possuem essencialmente um sistema conjugado rico em elétrons (MATOS et al., 2015).

Figura 6: Estrutura bésica da cumarina

Fonte: Autoria prérpia, 2019

Esta classe de substancias possui uma ampla distribuicdo na natureza, sendo
encontrada em um grande numero de plantas pertencentes a diferentes familias incluindo

Adoxaceae, Asclepidiaceae, Aspiaceae, Capparidaceae, Compositae, Ebenaceae, Fabaceae,
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Lauraceae, Meliaceae, Moraceae, Papilionaceae, Ptaeroxylaceae, Rutaceae, Umbelliferae, etc
(GARRAD, 2014; POUMALE et al., 2013; SUN et al., 2019).

Em 1820, uma cumarina foi isolada pela primeira vez por Vogel, a partir do extrato do
Cumaru (Dipteryx odorata), pertencente a familia Fabaceae (BOISDE, MEULY & STAFF,
2014). William Henry Perkin, um quimico inglés, foi o primeiro a sintetizar a cumarina, em
1868 (MISHRA, PANDEY & MANVATI, 2020). Mais de 1300 cumarinas ja foram
identificadas como metabdlitos secundarios de diversas plantas, bactérias e fungos
(VENUGOPALA, RASHMI & ODHAYV, 2013). A simplicidade e versatilidade do esqueleto
da cumarina fazem dele um ponto de partida interessante para uma ampla gama de aplicacdes,
sendo seus derivados importantes economicamente, onde, por exemplo, sdo utilizados como
fragrancia, intensificador de fragrancia ou como um estabilizador (GARRARD, 2014;
MATOS et al., 2015).

Pode-se classificar as cumarinas de acordo com a sua estrutura quimica, ocorréncia ou
sintese, obtendo-se, assim, diversas classes de cumarinas (Tabela 1) (PENTA, 2016; LACY &
O’KENNEDY, 2004).

Tabela 1. Classificacdo das cumarinas de acordo com a sua estrutura quimica.

Classificacdo Exemplo
S
Cumarinas simples
HO (o] 0
7-hidroxicumarina
CH.
- 0/ 3
Furanocumarinas
/ =~
o 0 o
bergapteno
= X
Piranocumarinas he
HiC (o] o (o]
xantiletina
[s]
Cumarinas substituidas no anel de lactona oH o,
(L
0 (o]
varfarina

Fonte: Autoria propria, 2019



36

Essa diversidade de esqueletos derivados da cumarina ocorre devido as variagOes
provocadas por substituicdes e conjugacdes; contudo, a maioria dos estudos farmacolégicos e
bioquimicos tem sido feita com a prépria cumarina e com 0 seu metabolito, a 7-
hidroxicumarina (umbeliferona) (VENUGOPALA, RASHMI & ODHAYV, 2013).

Estes metabolitos sdo derivados da ciclizacdo de acidos cindmicos, sendo precedidos
pelo &cido trans-cindmico que é gerado a partir de metabdlitos primarios advindos das vias do
chiguimato e dos fenilpropanoides que sofrem orto-hidroxilacdo via cinamoil-CoA (através da
cinamato/cumarato 2-hidroxilase) e formacdo de lactona (MENEZES & DIEDERICH, 2019).
Formalmente, o cinamato e 0 4-cumarato sdo considerados 0s precursores imediatos da
cumarina e da 7-hidroxicumarina, respectivamente. Estas rotas biossintéticas requerem uma
2-hidroxilacdo do anel aromatico e/ou uma reacéo de ciclizagdo (Figura 7) (MATERN, LUER
& KREUSCH, 1999).

Figura 7: Biossintese basica da cumarina e 7-hidroxicumarina

HO
/ 0 \©\//\f0
o o

cinamato 4-cumarato

| |

cumarina 7-hidroxicumarina

Fonte: Autoria propria, 2019

As pirano- e furanocumarinas também sdo biogeneticamente derivadas do &cido

chiquimico, sendo elas, divididas em dois grupos dependendo do angulo da posi¢do onde o
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isopentenil pirofosfato é condensado para continuar a ciclizar e formar o heterociclo. A
biossintese destas cumarinas complexas também pode ser o resultado da ciclizagcdo de um
cumarina simples previamente prenilada (MATOS et al., 2015).

A presenca de cumarinas em muitas plantas parece estar correlacionada com a sua
capacidade de agir como fitoalexinas, uma vez que sdo produzidas em resposta ao estresse
ambiental bem como ataques de patogenos (POUMALE et al., 2013). As cumarinas tém uma
variedade de bioatividades, incluindo anti-inflamatoria, antimicrobiana, anticoagulante e
como adjuvantes na terapéutica do cancer (ZHANG & XU, 2019). Existem também inumeras
evidéncias que mostram a capacidade das cumarinas de inibir a infeccdo por varios virus
(HIV, Influenza, Enterovirus, etc) (MISHRA, PANDEY & MANVATI, 2020).

Com relacdo a atividade antimicrobiana, 0s membros mais importantes pertencentes a
classe das cumarinas, sdo a novobiocina, a cumermicina e a chartreusina. A novobiocina, por
exemplo, foi isolada dos fungos Streptomyces niveus e S. spheroides e exibiu atividade
antibacteriana de amplo espectro contra diversos organismos Gram-positivos
(VENUGOPALA, RASHMI & ODHAV, 2013).

2.6 Considerac0es sobre as saponinas

O termo saponina deriva do latim sapo (em portugués = sabdo), devido a grande
capacidade para formar espumas estaveis em solucdes aquosas. Essa propriedade é
caracteristica de suas estruturas por possuirem uma porcdo lipofilica (triterpeno ou esteréide)
e outra que esta covalentemente ligada a porcdo hidrofilica formada por diferentes nimeros e
tipos de actcar, determinando o caréter anfifilico da estrutura (SIMOES, et al., 2017). S&o
compostos bioativos geralmente produzidos por plantas para neutralizar agentes patogénicos e
herbivoros e sdo encontradas em mais de 100 familias de plantas. (AUGUSTIN et al., 2011;
HOSTETTMANN e MARSTON, 1995; CABRERA-OROZCO; JIMENEZ-MARTINEZ;
DAVILA-ORTIZ, 2013).

A classificagdo geralmente é feita de acordo com o nucleo fundamental da aglicona,
ou ainda, de acordo com 0 seu carater cido, basico ou neutro. Assim, quanto a aglicona
podem ser denominados saponinas triterpénicas ou saponinas esteroidais. O carater acido
pode ser correspondente a presenca de grupamento carboxila na estrutura. Ja o carater basico
decorre da presenca da presenca de nitrogénio, sob a forma de uma amina secundéaria ou
terciaria. Além disso, as saponinas sdo classificadas de acordo com o numero de cadeias de

acucar em sua estrutura como mono-, bi-ou tridesmosidicas. As saponinas monodesmosidicas
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possuem uma cadeia de agucares, enquanto as saponinas bidesmosidicas tém duas cadeias de
acucares, a maioria com ligacdo éter em C-3, e a outra com ligagdo éster, ja as saponinas
tridesmosidicas sdo menos frequentes. Essa diferenciacdo € importante pois as
monodesmosidicas sdo as que apresentam mais atividades bioldgicas relatas, quando
comparada com as demais (SIMOES et al., 2017).

O numero de agUcares influencia também na solubilidade desses compostos. As
saponinas, porem, apresentam um numero variavel de monossacarideos, 0s mais encontrados
em suas estruturas incluem: D-glicose, D-galactose, L-arabinose, L-ramnose, D-xilose e 0s
acidos D-galacturénico e D-glicurbnico. Diante da natureza da aglicona, dos grupos
funcionais no esqueleto da aglicona, do numero e da natureza dos aglcares podem variar
muito, resultando em um grupo diversificado de compostos (BITENCOURT, 2014). As
ligagdes entre as unidades de agucares podem ser a ou B, € os monossacarideos podem ocorrer
na forma de piranose ou furanose (SIMOES et al., 2017).

A diferenciacdo estrutural das agliconas pode ser mais facilmente entendida quando
considerada a classificacdo em saponinas esteroidais e saponinas triterpénicas, como mostrado

podem ser visualizados na Figura 8.

Figura 8: Estruturas de saponinas dos tipos esteroidal A (Dioscina) e triterpénica B (&cido

glicirrizico).

Fonte: Autoria prdpria, 2019
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As sapogeninas sdo derivadas da via do &cido mevalonico, a qual da origem aos
triterpenos e esteroides. As saponinas triterpénicas possuem 30 atomos de carbono no
esqueleto da sua sapogenina, enquanto as saponinas esteroidais possuem 27 atomos de
carbono na sua sapogenina (DEWICK, 2009).

Possui papel importante na defesa de plantas, e no ambito comercial destaca-se por
suas propriedades farmacoldgicas valiosas (AUGUSTIN et al., 2011). Elas sdo amplamente
exploradas nos setores alimenticio, farmacéutico e da agricultura, principalmente, como
agentes de espuma e devido sua atividade superficial (GUCLU-USTUNDAG e MAZZA,
2007).

As saponinas sdo conhecidas por sua acdo anfifilico-anfipatica, a qual facilita a
complexacdo das mesmas com esteroides, proteinas e fosfolipideos das membranas celulares
alterando a permeabilidade das mesmas, ou causando sua destruicdo. Baseado nesta agédo
sobre as membranas destaca-se sua capacidade de provocar hemdlise (BAUMANN et al.,
2000; DE GEYTER et al., 2012). Além disso, outros efeitos bioldgicos ja foram atribuidos as
saponinas. Ha relatos de propriedade imunoestimulante, anticancerigena, antimicrobiana,
antiflngica, anti-inflamatoria, antiviral, antialérgica e antioxidante, dentre outras (GUCLU-
USTUNDAG E MAZZA, 2007; MUSENDE et al., 2009; DE LEO et al., 2006; SIMOES et
al., 2017; SUN et al., 2010;). As diversas atividades e a capacidade de afetar membranas
através das saponinas sdo relacionadas com algumas caracteristicas estruturais desses
compostos, como estrutura da aglicona, nimero de agUcares, e quantidade de cadeias laterais
dos agucares. (KENJI et al., 2009; PODOLAK; GALANTY; SOBOLEWSKA, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contribuir com o conhecimento fitoquimico de plantas do nordeste brasileiro, através
do isolamento, identicacdo e/ou caracterizacdo de metabolitos secundarios da espécie

Schwartzia brasiliensis.

3.2 Objetivos especificos

e Obter extratos organicos das partes aéreas de Schwartzia brasiliensis para o estudo da
sua composi¢do quimica;

e Isolar e purificar metabolitos secundérios dos extratos obtidos das partes aereas de
Schwartzia brasiliensis utilizando métodos cromatogréaficos;

e Identificar as substancias quimicas isoladas de Schwartazia brasiliensis através de
técnicas de infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de H e °C e
bidimensionais e espectrometria de massas de alta resolucéo;

e Ultilizar os dados do CLAE EM/EM para desreplicacdo e analises estruturais.



Material e métodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Estudo Fitoquimico

4.1.1 Coleta do material botanico

As partes aéreas de Schwartzia brasiliensis Choysi foram coletadas no municipio de
Puxinand, estado da Paraiba (PB), Brasil, em maio de 2017. Com cadastro de acesso no
Sistema Nacional de Gestdo de Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SISGEN) sob numero: A021E1B. Sua identificacdo boténica foi realizada pelo
boténico Dr. José Iranildo Miranda de Melo, da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB).
Uma exsicata encontra-se depositada no Herbario Arruda Camara (HACAM) da Universidade
Estadual da Paraiba, sob cddigo 1268.

4.1.2 Obtencéo e fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB)

O material botanico (4 Kg) foi seco em estufa com ar circulante, a temperatura de 45
°C durante 72 horas. Quando seco, o material foi submetido a um processo de trituracdo em
moinho mecanico, obtendo-se 2,5 Kg do p6 da planta. Em seguida, o p6 foi submetido a
maceracdo com etanol (EtOH) a 95 % em recipiente de aco inoxidavel, por 72 horas, sendo
esse processo repetido por quatro vezes, obtendo-se a solucdo extrativa. Esta foi concentrada
em evaporador rotativo sob pressdo reduzida a uma temperatura de 40 °C sendo obtido 284,0
g de extrato etandlico bruto (EEB) (Esquema 2, Pag 42).

Uma aliquota deste extrato (100,0 g) foi solubilizado em uma solugdo de EtOH : H,O
(7:3), mantida sob agitagdo mecénica no aparelho da ethiktecnology (Modelo M110-VER-
4K3) durante 60 minutos para a obten¢do de uma solugdo hidroalcodlica, que por sua vez foi
submetida a um processo de particdo liquido-liquido em ampola de separacdo e
sequencialmente a um fracionamento com hexano, diclorometano e acetato de etila. As fases
obtidas foram tratadas com sulfato de sddio anidro (Na,SO,) e submetidas a filtragdo. Apos
esse processo, as mesmas foram concentradas em evaporador rotativo a 45 °C, obtendo-se
17,8 g da fase hexanica, 23,2 g da fase diclorometano e 14,2 g da fase acetato de etila

(Esquema 2, Pag 42).
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Esquema 2. Obtencdo e particdo liquido-liquido do extrato etandlico bruto das partes

aéreas de Schwartzia brasiliensis

[ Folhas frescas (4,0 kg) ]

- Secas em estufa de ar circulante (45 °C, 72 h).
- Pulverizagdo em moinho mecéanico

P6 da planta (2,508 Kg)

- Maceracdo com EtOH 95%
- Concentrag&o sob pressao reduzida

EEB (284,20 g)
1
Aliquota (100,0 g)

- EtOH : H,O (7:3) 1L
(agitagdo mecénica 60 min)

Solucéo hidroalcodlica

- Particdo com Hexano (3x de 200 mL)

- Secagem de Na,SO4
- Concentragdo em rotaevaporador

Sol. Hidroal. | Fase Hexanica
‘ (17,8 9)

- Particdo com CH,ClI, (3x de 200 mL)

- Secagem de Na,SO4
- Concentracdo em rotaevaporador

Sol. Hidroal. 11 Fase CH,ClI,
(23,2 9)

- Particdo com AcOEt (3x de 200 mL)

- Secagem de Na,SO4
- Concentragdo em rotaevaporador

Sol. Hidroal. 111 Fase AcOEt
(14,2 9)



45

4.1.3 Processamento cromatografico da fase hexanica

A fase hexanica (10 g) foi submetida a cromatografia em coluna de vidro (CC)
utilizando gel de silica com dimensdo de particula entre 0,060 — 0,200 mm como fase
estacionaria e como eluentes: hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH),
puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade. Desta coluna
cromatografica foram coletadas 13 fracdes de 150 mL cada, que foram analisadas por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) de acordo com os seus perfis
cromatograficos. Na tabela 2 encontra-se 0 processamento cromatogréafico, em que sdo
observados os sistemas de eluicdo e a quantidade de fracGes obtidasem cada sistema.

A fracdo 4, apresentou-se como cristais brancos e quando analisada em CCDA foi
observada uma Unica mancha e foi submetida a analise de RMN de 'H e '3C, sendo entio
codificada como Sb-1 (60,0 mg).

A fracdo 11 (20,0 mg) apresentou-se como um pé esverdeado e apds analise por CCDA e
RMN de 'H e *C foi observado no espectro perfil caracteristico de compostos apolares, esta
fracdo foi submetida a analise por CG/EM. O cromatograma apresentou um ndmero
significativo de picos, indicando que as amostras analisadas tratavam-se de misturas

complexas de constituintes apolares

Tabela 2. Fracionamento cromatografico da fase hexanica de Schwartzia brasiliensis.

Polaridade (Porcentagem) Fracoes
90:10 Hexano : Acetato de etila 1-2
70:30 Hexano : Acetato de etila 3-4
50:50 Hexano : Acetato de etila 5-6
30:70 Hexano : Acetato de etila 7-9

100% Acetato de etila 10-11
50:50 Acetato de etila : Metanol 12-13

4.1.4 Processamento cromatografico da fase diclorometano

Uma aliquota da fase diclorometano (2,0 g) foi submetida a cromatografia liquida em
coluna sob média pressdo utilizando como fase estacionaria 51g de gel de silica 60 (0,063 —

0,200 mm) e uma coluna de vidro cilindrica adequada. Como fase movel, foram utilizados
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hexano (Hex), diclorometano (DCM) e metanol (MeOH), em sistema isocrético, distribuidos
em 12 ciclos, todos com fluxo de 15mL/min (Tabela 3). Foram coletadas 48 fragdes com 50
mL cada, as quais foram concentradas em evaporador rotativo a vacuo a temperatura media de
40 °C. Em seguida foram submetidas a analise por CCDA e foram reunidas em 16 fractes de
acordo com seus respectivos fatores de retencéo (Rf).

A fracdo 25 que resultou na subfracdo nove apresentou-se como um poé branco e
guando analisada em CCDA foi observado uma unica mancha Unica e foi submetida a analise
de RMN de *H e 13C, sendo entdo codificada como Sb-2 (22,0 mg).

Tabela 3. Fracionamento cromatografico da fase diclorometano de Schwartzia brasiliensis

Ciclo Polaridade (Porcentagem) Fracgdes Reunides
1° 100% Hexano 1-4 1-3(1)
2° 90:10 Hexano : Diclorometano 5-8 4-7 (2)
3° 50:50 Hexano : Diclorometano ~ 9-12 8-10 (3); 11-13 (4)
4° 10:90 Hexano : Diclorometano  13-15 14-16 (5)
5° 100% Diclorometano 16-18 17-20 (6)
6° 5:95 Metanol : Diclorometano  19-20
7° 10:90 Metanol : Diclorometano 21-23 (7)
8° 20:80 Metanol : Diclorometano  24-27 24 (8); 25 (9); 26-28 (10)
9° 30:70 Metanol : Diclorometano  28-32 29-30 (11); 31-33(12)
10° 50:50 Metanol : Diclorometano  33-37 34-35 (13)
11° 70: 30 Metanol : Diclorometano  38-41 36-40 (14)
12° 100% Metanol 42-28 41-44 (15); 45-48 (16)

4.1.5 Processamento cromatografico da fase acetato de etila

A fase acetato de etila (3,0 g) foi submetida a cromatografia em coluna (CC) de vidro,
utilizando sephadex LH-20 e como eluentes: diclorometano (DCM) e metanol (MeOH), puros
ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade. Desta coluna cromatografica
foram coletadas 60 frages de 20 mL cada, que foram analisadas por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA) de acordo com os seus perfis de separacao e reunidas em 7 fragdes.
Na tabela 4 (pag 47) encontra-se o processamento cromatografico, em que séo observados 0s

sistemas de eluicdo e a quantidade de fragdes obtidasem cada sistema.
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A reunido das fragdes 16-23, que resultou na subfracdo 3 (345,0 mg) foi submetida a
uma purificacdo em cartucho SPE C-18 utilizando como fase movel: agua acidificada (0,1%
de acido férmico), metanol e acetonitrila puro ou em misturas binarias, resultando em 6
subfracdes de 500 mL (Tabela 5). Na subfracdo 4 foi observada a presenca de um precipitado
amarelado que apos anélise por CCDA foi observado uma Unica mancha unica e foi submetida

a analise de RMN de 'H e 3C, sendo ent4o codificada como Sb-3 (20 mg).

Tabela 4. Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila de Schwartzia brasiliensis,
realizado em coluna com Sephadex LH-20

Polaridade (Porcentagem) Fracdes Reunides
95:5 Metanol : Diclorometano 1-10 (1); 2-15(2)
70:30 Metanol : Diclorometano 11-22 16-23 (3)
50:50 Metanol : Diclorometano 23-33 24-35 (4)

100% Diclorometano 34-45 36-44 (5)
90:10 Metanol : H,0O 46-55 45-58 (6)
80:20 Metanol : H,0O 56-60 59-60 (7)

Tabela 5. Fracionamento cromatografico da reunido de fracGes 16-23 da fase acetato de etila
de Schwartzia brasiliensis, realizado em cartucho SPE C-18

Ciclo Polaridade (Porcentagem) Fracdes
1° 100% agua acidificada* 1
2° 70:30 Metanol : agua acidificada* 2
3° 50:50 Metanol: agua acidificada* 3
4° 30:70 Metanol: agua acidificada* 4
5° 100% Metanol 5
6° 100% Acetonitrila 6

* (0,1 % de acido férmico)

4.1.6 Teste para determinacdo de saponinas

O teste foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Barbosa (2011) e
Peixoto et al. (2012).

Foi preparada uma solucdo-mée com o EEB de Schwartzia brasiliensis para realizar o
teste. Para isso, foi pesado 140 mg do EEB, que foi dissolvido em 28 mL de &gua destilada.

Em seguida esta solugéo foi levada ao banho de ultrassom a fim de dissolver todo soluto. Em
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seguida, a solucdo foi filtrada em papel de filtro reservando o filtrado e obtendo-se a solugéo-
maée.

Transferiu-se 5 mL da solucdo-mée para o tubo de ensaio, sendo diluida em 15 mL de
agua destilada. Em seguida, a solucdo foi agitada vigorosamente por 2 minutos em tubo
fechado. O resultado é considerado positivo quando a camada de espuma permanece estavel

por mais de meia hora.

4.1.7 Obtencéo da fracao concentrada de saponinas

Uma aliquota de 50 g do extrato etandlico bruto foi dissolvido em 1500 mL de &gua
destilada. Em seguida, foi particionada com n-butanol (750 mL) por trés vezes. A solugéo
extrativa da fase n-butandlica foi concentrada em evaporador rotativo sob pressdo reduzida a
uma temperatura de 50 °C. Ap0s a obtencdo do material seco, foi dissolvido numa solucéo
metanol : acetato (1:5, v/v) (500 mL) e, entdo, foi adicionado metanol até a precipitacdo das
saponinas. Apos a precipitacdo o material foi deixado em repouso para decantar por 72h a
temperatura ambiente. O precipitado foi entdo ressuspenso em metanol (300 mL) e
concentrado em evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40 °C. Desta forma foi possivel
obter uma fracdo rica em saponinas Sb-FT 1 (Esquema 3) (BARBOSA,; SILVA; PARENTE,
2012).

Esquema 3. Obtencéo da fracdo de saponinas de Schwartzia brasiliensis

[ EEB (50 g) ]

- Dissolugdo com H,0 (7:3 v/v)
- Parti¢do com n-butanol (3 vezes)

Solucgéo extrativa n-butandlica
(2250 mL)

1 - Concentracdo sob presséo reduzida

Fase n-butandlica

- Dissolugdo MeOH:acetato de etila (1:5)
- precipitagdo com MeOH
- Decantacéo por 72h

Solucéo hidroalcodlica T Sh-Ft 1

- Ressuspensdo com MeOH
- Concentracéo sob presséo reduzida
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4.2 Métodos Cromatograficos

Os métodos cromatogréaficos utilizados para o isolamento e purificacdo dos constituintes
quimicos foram Cromatografia em Coluna (CC) e Cromatografia Liquida de Média Pressédo
(CLMP), utilizando como fase estacionéria silica gel F60 da SILICYCLE com particulas de
dimens@es entre 0,063-0,200 mm e 0,04-0,063 mm, respectivamente. O comprimento e as
dimens@es das colunas de vidro variaram de acordo com a quantidade de amostra que foi
submetido a cromatografia.

O monitoramento das fracOes obtidas das CC e das CLMP foi realizado por
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA), utilizando cromatoplacas da
SILICYCLE de dimensdes 20x20 cm, espessura 0,2 mm e indicador F-254 da MERCK®.
Foram utilizados solventes organicos (hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol, n-
butanol) para eluicdo de placas e colunas, puros ou em misturas binérias obedecendo a uma
ordem crescente de polaridade. A visualizagdo das substancias aplicadas nas cromatoplacas
foi feita por exposicdo da mesma a lampada de irradiacdo ultravioleta, sob comprimento de
onda 254 e 366 nm em aparelho BOITTON (modelo BOIT-LUBO1).

As andlises cromatograficas analiticas foram realizadas utilizando um sistema de
CLAE da Shimadzu equipado com mddulo de bombeamento de solvente binario LC-20AT,
autoinjetor SIL-20A, um sistema de degaseificacdo DGU-20A, detector SPD-M20A diode
array e CBM-20A. A coluna utilizada foi Phenomenex Gemini® (250 mm X 4.6 mm d.i.
preenchido com particulas 5 pum). Os solventes organicos utilizados foram acetonitrila e
metanol, ambos com grau CLAE (TEDIA®, Brazil) e agua ultrapura obtida por sistema de
purificacdo Milli-Q (Millipore®)

4.2.1 Espectrometria de massas

A analise foi realizada utilizando um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia Shimadzu, equipado com moédulo de bombeamento de solvente binario LC-20AT,
auto injetor SIL-20A, um sistema de degaseificagdo DGU-20A, detector SPD-M20A diode
array e CBM-20A. A coluna utilizada foi Phenomenex Gemini® C18 (250 mm x 4.6 mm d.i.
preenchido com particulas 5 um), com pre-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4 mm x 3.0
mm d.i. preenchido com particulas 5 um). A metodologia desenvolvida para analise do
cromatografo liquido de alta eficiéncia foi a seguinte: 5-100% de MeOH em 90 min - 0,6

ml/min com o volume de inje¢do de 20 uL.. O CLAE acoplado ao espectrémetro de massas de
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baixa resolugdo da marca Bruker, modelo lon Trap-amaZonX utilizando a técnica de
lonizacdo por Eletrospray. Os parametros de andlise do lon-Trap foram: capilar 4,5 kV, IES
no modo negativo, offset da placa final 500 V, nebulizador 35 psi, gas seco (N;) com fluxo de
8 L.h" e temperatura de 300 °C. A fragmentacdo de CID foi conseguida no modo auto
MS/MS utilizando o modo de resolugéo avancada para 0 modo MS e MS/MS. Os espectros
(m/z 200-1500) foram registados a cada 2 s.

Para as anélises de CLAE-DAD-EM de alta resolucdo, utilizou-se um CLAE idéntico
ao descrito anteriormente, com excecdo do detector SPDM-20A, com a mesma coluna
cromatografica, acoplado a espectrdmetro de massas de alta resolucdo da marca Bruker,
modelo micrOTOF 11 utilizando a técnica de lonizacdo por Eletrospray. Os parametros de
analise do micrOTOF Il foram: capilar 4,0 kV, IES no modo negativo, offset da placa final
500 V, nebulizador 35 psi, gés seco (N,) com fluxo de 8 L.h™ e temperatura de 300 °C. Os
espectros (m/z 50-1500) foram registados a cada 2 s. O formiato de sddio foi usado como
calibrador interno durante a corrida cromatografica. O equipamento possui resolucdo 15.000,
qguando operando em CLAE-EM, opera em torno de 11.000.

Para obtencdo dos espectros de massas por injecdo direta foi utilizado para o IES-EM
(baixa resolucdo) um espectrometro lon Trap-amaZonX (Bruker) e para 0 HRIESEM (alta
resolucdo) um micrOTOF Il (Bruker) operando com voltagem do capilar 3,5 kV, IES no
modo negativo, offset da placa final 500 V, nebulizador 8,0 psi, gas seco (N2) com fluxo de
5,0 L.h™ e temperatura de 200 °C. Os espectros (m/z 50-1500) foram registados a cada 2 s. A
fragmentacdo de CID foi conseguida no modo auto MS/MS utilizando o modo de resolugao

avancada para o modo EM e EM/EM.
4.2.2 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As andlises foram realizadas em CG-EM (Cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas) em sistema Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra, operando em energia
de ionizacdo de 70 eV e equipado com coluna capilar de silica fundida (30m x 0,25mm d.i.)
com fase estacionaria RT-SMS(0,25um de espessura do filme).

O método cromatografico em fase gasosa empregado foi desenvolvido utilizando
injecdo no modo Splitless, o gas carreador usado foi 0 hélio ao fluxo de 1,1 mL/min e o
gradiente de temperatura empregado foi a temperatura inicial foi de 70°C por 5 minutos, e a
temperatura foi aumentada para 250 °C usando uma rampa de temperatura de 3 °C / min antes

de atingir e manter a temperatura final por 5 minutos. (LIMA et. al, 2014). A temperatura do



51

injetor foi mantida em 220 °C e a temperatura da interface CG-EM em 250 °C. O detector de
massa foi operado por ionizagdo com impacto eletronico (+70 eV) usando o modo de
varredura, mantido em 35-450 MHz. As amostras foram diluidas com hexano (1 mg / ml) e
injetadas no CG-EM em duplicata; 1,0 pL foi injetado com o injetor no modo sem divisdo. A
identificacdo das substancias foi efetuada de acordo com a comparagdo com o banco de dados
do sistema CG-EM (Nist. 2008) e com os dados existentes na literatura (LIMA et al., 2014).

4.3 Métodos espectroscopicos

4.3.1 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Os dados espectrais na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™) foram obtidos em
aparelho de espectrometro de infravermelho FTIR, modelo IRPrestige-21 (Shimadzu), com
acessorio de reflectdncia total atenuada (do inglés, ATR) acoplado, com as seguintes
condicBes de analise: Regido 4000-600 cm™; Resolucdo: 4 cm™; N° acumulages: 20; Modo:
transmitancia, localizado no Laboratério de Combustiveis e Materiais - LACOM da
Universidade Federal da Paraiba -UFPB.

4.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN, utilizando técnicas uni e bidimensionais, foram registrados
nos espectrémetros da Varian system operando a 500 MHz (RMN de 'H) e 125 MHz (RMN de
13C) e no aparelho da Bruker Ascend operando a 400 MHz (RMN de 'H) e 100 MHz (RMN
de '3C) do Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Andlise (LMCA) da UFPB. Os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes
de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H
foram indicadas segundo as convengdes: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), t
(tripleto) e m (multipleto).

Os espectros de RMN de '3C, obtidos pela técnica Attached Proton Test (APT)
tiveram como base a seguinte convencdo: os sinais de carbonos ndo hidrogenados (C) e
metilénicos (CH2) acima da linha base e sinais para carbonos metinicos (CH) e metilicos
(CHs3) abaixo da linha base.



Resultados e discussdao

52



53

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ldentificaco estrutural dos constituintes quimicos isolados de S. brasiliensis

5.1.1 Identificagéo estrutural de Sb-1 e Sh-2

A substancia codificada como Sb-1 foi isolada na forma de cristais brancos, soluveis
em cloroférmio, pesando 60,0 mg, representando 0,002% do extrato etandlico bruto.

No espectro de infravermelho foi observada uma banda larga com absor¢do em 3292
cm-1 caracteristico de estiramento de um grupo hidroxila (- OH). Também foi observada uma
banda de maior intensidade entre 2850-2950 cm™ associada as vibracdes de deformacéo axial
dos 4tomos de hidrogénio ligados a carbono, sendo caracteristica de C-H sp®. Dessa forma,
observou-se que a maior parte da estrutura € composta por cadeias ciclicas. E duas absorcdes
em 1463 cm™ e 1379 cm™ caracteristicas de grupos metilénicos (CH,) e metilicos (CH3) de
carbonos sp®, respectivamente. Também foi observada uma banda em 1710 cm™ referente a
deformacéo axial da ligacdo C=C, e outra em 1037 cm™ representando uma deformagcéo axial
de ligagdo C-O (Figura 10, pdg. 57) (SILVERSTEIN et al., 2007; PAVIA et al., 2010;
SILVA, 2016).

O espectro de RMN de **C-APT (100 MHz, CDCls) (Figura 11, pag. 57) apresentou
aproximadamente 53 sinais, sendo a maioria registrada entre dc 15,4 e 79,3, atribuidos a
carbonos metinicos, metilénicos e metilicos. O perfil apresentado nesse espectro sugeriu
tratar-se de uma mistura de substancias de natureza triterpénica. Para confirmacdo dessa
hipotese foram realizadas comparacdes com dados da literatura (FERNANDES, 2017).
Também foram observados os sinais em oc 124,6; 145,3; 59,2; 38,9 e 38,9 atribuidos a C-12,
C-13, C-18, C-19 e C-20, respectivamente de triterpenos da série ursano. Observou-se ainda
os sinais em &¢c 121,9; 145,3; 47,3; 47,0; 31,4 atribuidos a C-12, C-13, C-18, C-19 e C-20,
respectivamente de triterpenos da série oleanano (Figuras 12-13, pag. 58).

Na anélise realizada do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) (Figura 14, pag.
59) foi possivel observar absorcoes de hidrogénios olefinicos em 61 5,13 (1H, t, J = 3,6 Hz,
H-12) e dn 5,18 (H-12), sugestivos para os hidrogénios da posigdo 12 da a-amirina e PB-
amirina, respectivamente. Observou-se um envelope de sinais entre on 0,73-1,63
caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos o que reforcou a presenca de
um esqueleto triterpénico ou esteroidal (Figura 15, pag 59) (SOUZA, 2013). Nesta regido
foram observados oito sinais em 6y 0,87; 0,88 (d, J = 3,2); 1,26; 1,32; 0,95; 0,87; 0,80 e 0,79,
condizentes com as metilas H-30p, H-29a, H-28, H-27, H-26, H-25, H-24 e H-23 que foram
relacionados a grupamentos metilas (Figura 16, pag. 60).
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A presenca de um duplo dupleto em x4 3,24 (1H, J = 5,2 Hz e 10,8 Hz) (Figura 18,
pag. 60), juntamente com os sinais em &¢ 79,3 (C-3), d¢ 55,3 (C-5), 8¢ 38,9 (C-1) e ¢ 28,6 (C-
3), permitiram sugerir a presenca de uma hidroxila equatorial em C-3 (Figura 12, pag. 57).
Observou-se também um tripleto em 6y 5,13 (J = 3,6 Hz) (Figura 18, pag. 61). Os sinais de
carbono em d¢ 124,6 e 121,9 (C-120/ C-12B) e ¢ 139,5 e 145,3 (C-130/ C-13P) corroboram
com a proposta inicial, pois estes sinais sdo caracteristicos da dupla ligacdo entre o carbono
C-12 e C-13 de triterpenos da série oleanano e ursano (FERNANDES, 2017). Os dados estdo
compilados na Tabela 6 (pags. 55-56).

Apbs analise dos espectros de IV e RMN de *H e *C, além de comparacéo com a
literatura foi possivel identificar Sb-1 como sendo a mistura triterpénica de 3a-hidroxi-urs-12-
eno (o-amirina) e 3B-hidroxi-olean-12-eno (B-amirina) (Figura 9). Descritos anteriormente na

espécie em estudo.

Figura 9. Estrutura dos compostos (A) a-amirina e (B) p-amirina

Sbh-1 Sh-2
Fonte: Autoria prépria,2019
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Tabela 6. Comparacdo dos dados de RMN de *H (400 MHz) e *C (100 MHz) das substancias Sh-1 e Sb-2 em CDCls com valores da
literatura para mistura de o, p-amirina (FERNANDES, 2017) (6 em ppm ¢ J em Hz).

Sb-2 p-amirina

FERNANDES, 2017

Sb-1 a-amirina

FERNANDES, 2017

Boovwooas~ wNnr (D

oc P

38,9
27,4
79,3

38,7
55,3
18,5
32,7
39,8
47,8
37,1

3,24 (dd, J=
5,2;10,8)

38,7
27,2
79,3

38,5
55,1
18,6
32,4
39,8
47,6
36,9

3,15 (dd, J=
4,4:10,8)

0,68 (d, J= 11,0)

3,24 (dd, J=
5,2:10,8)

3,16 (dd,
J=5,1;11,2)

0,67 (d, J= 11,6)
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Tabela 6. Continuagdo: Comparacéo dos dados de RMN de *H (400 MHz) e *C (100 MHz) das substancias Sb-1 e Sb-2 em CDCls

com valores da literatura para mistura de a, B-amirina (FERNANDES, 2017) (5 em ppm e J em Hz).

Sb-1 g-amirina FERNANDES, 2017 Sb-1 a-amirina FERNANDES, 2017
ocPp o P ocp oy P oca on o oca on o
C
11 23,5 23,6 23,5 23,3
12 | 1219 518 (t,J=3,2) 1217  512(t, J=3,2) 124,6 5,13 (t, J=3,2) 124,4 5,06 (t, J=3,2)
13 145,3 145,2 139,0 139,5
14 41,7 41,7 41,7 42,0
15 26,4 26,2 1,8 (td, J=4,0;14,0 27,1 27,2 1,94 (td, J=
Hp) 4,0;13,5 HB)
16 26,8 26,1 1,70 (td, J=4,0; 26,8 26,6 1,76 (td, J=5,0;
13,7 HB) 13,5 HB)
17 32,8 32,6 33,5 33,7
18 47,3 47,2 59,2 59,0
19 47,0 46,8 38,9 39,6
20 31,4 31,0 38,9 39,6
21 34,9 34,7 31,4 31,2
22 37,3 37,1 1,8m 37,3 415 1,8 m (dt, J=3,0;
7,0
23 28,6 0,80s 28,0 0,77 s 28,6 0,94 s 28,1 0,93)8
24 15,9 0,95s 15,4 0,90 s 15,9 0,78s 15,6 0,74 s
25 15,4 0,79 s 15,4 0,73 s 15,4 091s 15,6 0,73 s
26 17,1 1,01s 16,8 0,93s 17,1 1,01s 16,8 0,89 s
27 26,2 1,32 s 25,9 1,19 s 23,4 1,32 s 23,2 1,01s
28 28,9 1,26 s 28,4 1,07 s 28,3 1,26s 28,1 0,94 s
29 33,9 0,94 s 33,8 0,87 s 17,7 0,88 (d, J=3,2) 17,4 0,85 (d, J=6,0)
30 23,9 0,87 s 23,7 0,80 21,6 - 21,4 0,73 (d, J=7,0)
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Figura 10. Espectro no Infravermelho (ATR) de Sb-1.
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Figura 11. Espectro de RMN de *°C APT de Sb-1 e Sb-2 (CDCl3,100 MHz)
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Figura 12. Expansdo do espectro de RMN de *C de Sb-1 e Sb-2

CDCls, 100 MHz).
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Figura 14. Espectro de RMN de *H de Sb-1 e Sb-2 (CDCl3, 400 MHz).
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Figura 15. Expansdo do espectro de RMN de *H de Sb-1 e Sh-2 na regi&o de 1,50-0,50 ppm
(CDCls, 400 MHz)
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Figura 16. Expansdo do espectro de RMN de *H de Sb-1 e Sb-2 na regio de 2,60-1,50 ppm

(CDCls, 400 MHz).
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Figura 17. Expansdo do espectro de RMN de *H de Sb-1 e Sh-2 na regi&o de 3,65-3,00 ppm

(CDCI3, 400 MHz).
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Figura 18. Expansdo do espectro de RMN de *H de Sb-1 e Sh-2 na regi&o de 5,65-4,90 ppm
(CDCI3, 400 MHz).
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5.1.2 Identificacdo dos compostos presentes na fracdo 11 da fase hexanica

A fracdo 11 foi isolada na forma de um p6 amorfo verde, solivel em cloroférmio,
apresentando um peso de 30,0 mg representando 0,0008% do extrato etanélico bruto.

No espectro de RMN de 'H foi observado perfil caracteristico de compostos apolares
(Figura 19, pag. 62), esta fracdo foi submetida a analise por CG/EM. O cromatograma (Figura
20, pag. 62) apresentou um numero significativo de picos, representados por 10 picos.
Também foi possivel observar simetria entre os picos, sendo esta caracteristica da graxa
(hidrocarbonetos), indicando que a fracdo analisada trata-se de uma mistura complexa de
compostos apolares. Desta forma, foi proposta a identificagdo de diversos constituintes,
através de analises de seus espectros de massas gerados. Os espectros obtidos
experimentalmente foram comparados com o da biblioteca Nist 08. Desta forma foram

identificados 9 constituintes da mistura presentes na fragdo 11 (Tabela 7, pag 63).
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Figura 19. Espectro de RMN de *H da fracdo 11 (CDCls, 400 MHz).
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Figura 20. Cromatograma da fracdo 11 da fase hexanica de Schwartzia brasiliensis
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Tabela 7: Identificagdo proposta por CG/EM de constituintes de amostra da fragcdo 11 obtido

a partir da fase hexanica de Schwartzia brasiliensis

Pico  Tempo de Area do Constituinte proposto Pico
retencdo pico % base m/z
(min)
1 22.617 0.83 Ciclohexasiloxano 73.00
2 25.436 2.19 1-Dodecanol 83.05
3 30.101 0.92 Cicloheptasiloxano 281.10
4 30.760 1.56 2,4-Di-tert-butilfenol 191.15
5 33.859 18.26 1-Octadeceno 83.05
6 41.450 24.61 1-Eicosanol 97.10
7 48.326 19.70 1-Heneicosanol 97.10
8 54.601 13.70 1-Heneicosil formato 97.10
9 60.364 9.58 1-Tetraconasol 97.10

A seguir, observou-se a identificacdo de alguns hidrocarbonetos de Schwartzia

brasiliensis presentes na fracdo 11:



Quadro 2: Substancias identificadas na fracdo 11 da fase hexanica de Schwartzia brasiliensis

Ciclohexasiloxano 1-Dodecanol Cicloheptasiloxano
C12H3606Sis C12H260 C14H4,07Siy
\/ S|/\O o o} o]
O/S'\O \ / >Si/ \\Si// \\s|// \Si<
Si
\Si/ /\ HO/\/\/\/\/\/\ C|) (0] (0] (0]
N\ O\S./O g g N
O\/S" VAN /N /N /N
2,4- Di-tert-butilfenol 1-Octadeceno 1-eiconasol
C14H220 CigHzs CaoH420
HO
Ve VeV VA VA VYA VA VY N aVaVaVaVaV AV VAVAVAN

1-Heneicosanol
C21H140

1-Heneicosil formato
C2H140,

1-Tetracosanol
C24H500
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/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/"w

0
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Esta anélise indicou a presenca de compostos com cadeias carbdnicas longas, na
fracdo 11 da fase hexanica (Apéndice). Tais metabdlitos podem ser encontrados em 6leos
vegetais ou na superficie das folhas ou de outros orgdos das plantas, apresentam funcao de
protecdo contra a perda de agua para o ambiente, por serem hidrofébicos (MARTINS, 2009).
Sao importantes para a industria de alimentos, cosméticos, dentre outras, como aditivos,
agentes de processamento, controle da alcalinidade de produtos, agindo como tampdes ou
simplesmente como agentes neutralizantes, além de poderem atuar desde agentes
antimicrobiais até antioxidantes (FIORUCCI et al, 2002).

5.1.2 Identificagéo estrutural de Sb-3

A substancia codificada como Sb-3 foi isolada na forma de pd branco, solivel em
acetona, apresentando um peso de 22 mg, representando 0,0006% do extrato etandlico bruto.

Na anélise do espectro de infravermelho (Figura 22, pag. 67) foram visualizados
absorcdes em 3157 cm™, caracteristicos de grupo hidroxila, e absorcdes em 1708 cm™
sugestivo da presenca carbonila de lactona a,f insaturada, visualizada em valores mais baixos,
0 que sugere a presenca do anel lactdnico de seis membros conjugado com anel aromatico e
ainda a presenca da dupla ligagdo a.f insaturada que move a banda de estiramento normal
(1735 cm™) para uma frequéncia mais baixa (1700-1680 cm-1) (SILVERSTEIN et al., 2007;
PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN de *H (400 MHz, Acetona dg) (Figura 23, pag. 67) foi observado
dois dupletos em 6, 6,15 (d, J = 9,5 Hz, 1H) e 6, 7,86 (d, J = 9,5 Hz, 1H) foram atribuidos aos
hidrogénios H-3 e H-4, respectivamente, caracteristicos de esqueleto cumarinico. Também foi
possivel observar a presenca de dois dupletos em oy 7,51 (d, J = 8,4 Hz), 64 6,73 (d, J= 2,0
Hz) e um duplo dupleto em oy 6,83 (dd, J = 8,4 e 2,0 Hz) na regido de aromaticos
caracteristicos de hidrogénios H-5, H-8 e H-6, respectivamente, reforgando a presenga de um
anel trissubstituido. A auséncia do sinal caracteristico de hidrogénio aromatico, permitiu
sugerir a presencga de uma hidroxila como substituinte no anel aromatico na posi¢do 7 (Figura
24, pag. 68).

No espectro de RMN de **C — APT (100 MHz, Acetona Dg) foram visualizados sinais
em ¢ 161,68 sugerindo a presenca de um grupo hidroxila no C-7, proposto no RMN *H, 8¢
144,40 referente ao C-4, a-f insaturado ao grupo carbonila, além do sinal em &c 160,75

referente ao grupo carbonila em C-2, corroborando a presenca de anel lactonico. (Figura 25,
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pag. 68).

Apos a analise dos dados de RMN de *H e *3C e a comparacio com dados da literatura
foi possivel identificar o composto codificado como Sh-3 como a 7-hidroxicumarina (Figura
21) conhecida como umbeliferona isolado pela primeira vez no género Schwartzia e relatada
pela primeira vez nesta espécie, género e familia (BEZERRA, 2013). Os dados de RMN de
'H e 13C de Sb-3 estdo compilados na Tabela 8.

Figura 21. 7-hidroxicumarina (Sbh-3) isolado de Schwartzia brasiliensis

Tabela 8. Comparacdo dos dados de ‘H e *C de Sb-3 em Acetona ds com valores da
literatura (BEZERRA, 2013). (5 em ppm e J em Hz).

Sb-2 Bezerra, 2013

oc OH oc oH
C
1 - =
2 160,75 - 161,14 -
3 112,54 6,15 (d, J = 9,5 Hz) 122,96 6,16 (d, J=9,5 Hz)
4 144,40 7,86 (d, J=9,5Hz) 1441 7,86 (d, J=9,5Hz)
4a 112,45 113,92
5 130,10 7,51 (d, J=8,4Hz) 130,57 7,51 (d,J =8,5Hz)
6 113,40 6,83 (dd,J=8,4¢ 113,04 6,85 (dd,J=8,5€e2,0

2,0 Hz) Hz)
7 161,68 - 162,19 -
8 102,89 01 6,73(d,J=2,0 103,47 6,75 (d,J = 2,5 Hz)
Hz)

8a 156,63 157,15 6,16 (d, J=9,5 Hz)
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Figura 22. Espectro no Infravermelho (ATR) de Sb-3
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Figura 24. Expansdo do espectro de RMN de *H de Sb-3 na regio de 8,2-6,1 ppm (Acetona

ds, 400 M Hz)
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5.1.3 Identificacéo estrutural de Sb-4

A substéncia codificada como Sb-4 foi isolada na forma de um pd amarelo, soltvel em
metanol, apresentando um peso de 20 mg, representando 0,0005% do extrato etandlico bruto.
O espectro de massas de alta resolucdo (Figura 41, pag 81) mostrou um ion com m/z
1087,5331 [M-H] (m/z 1087,5366, calcd.) compativel com a férmula molecular CssHgsO%.

O espectro de RMN de **C-APT (MeOD, 100 MHz) (Figura 28, pag. 74) mostrou a
presenca de 54 sinais de carbonos, com sinais distribuidos na regido de carbonos alifaticos,
sendo compativel com a presenca de um esqueleto triterpénico e com a presenca de quatro
unidades osidicas e desta forma, sugerindo que Sbh-4 tratava-se de uma saponina. Foi possivel
atribuir a presenca de 7 metilas para a sapogenina triterpéncia o¢c 24,4; 16,1; 16,1; 17,0; 25,0;
31,9; 28,5 referentes as metilas Me-23, Me-24, Me-25, Me-26, Me-27, Me-29 e Me-30
(Figura 29, pag. 74), respectivamente. Outros dois sinais foram observados em 6c 123,6
atribuido ao C-12 do tipo sp® metinico e &¢ 144,7 atribuido ao carbono C-13, um carbono no
hidrogenado. A existéncia de um carbono metilénico em C-19 é confirmada através do sinal
em &¢c 47,6 ¢ o sinal em 6¢ 30,7 atribuido ao C-20 sugere que esta sapogenina tem o nucleo do
tipo oleanano. Foi observado ainda na expansdo deste espectro (Figura 30, pag. 74) outros
dois sinais de carbonos oximetinicos em d¢c 75,5 € 90,9 atribuidos aos carbonos C-21 e C-3
respectivamente. Foi também observado um sinal em d¢ 37,8 referente ao C-17, carbono no
qual se encontra o grupo éster, além de um sinal em d¢ 177,0 atribuido a carbonila presente
nessa posicao.

No espectro de RMN de 'H (MeOD, 400 MHz) (Figura 31, pag. 75) foi possivel
observar os sinais atribuidos as 7 metilas, todos com integrais para 3 hidrogénios em: 6y 1,05;
0,84; 0,96; 0,78; 1,36; 0,86; 0,96 referentes aos hidrogénios Me-23, Me-24, Me-25, Me-26,
Me-27, Me-29 e Me-30 respectivamente e corroborando com o0s dados observados nos
espectros de RMN de 13C. Da mesma maneira foi observado em singleto largo em oy 5,15
com integral para um hidrogénio, confirmando a existéncia de um hidrogénio de carbono
metinico sp? em H-12. Foram observados os sinais em &y 3,17 (dd, J = 11,7 e 3,6 Hz, 1H)
atribuidos ao H-3 e 64 4,50 (dd, J = 10,8; 4,0 Hz, H1) atribuido ao C-21, confimando que
estes carbonos s@o oximetinicos. Diante disto, e com a jun¢do dos demais dados descritos na
Tabela 9 (pag 72), foi possivel concluir que a sapogenina de Sb-4 € um triterpeno do tipo
oleanano (MIMAKI et al., 2004; YOKOSUKA et al., 2016; VARSHNEY et al., 1964,
VARSHNEY et al., 1961).
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Ainda no espectro de RMN de **C-APT (MeOD, 100 MHz) (Figura 28, pag. 74) foi
possivel observar 4 sinais em ¢ 106,7 (C-17), 95,5 (C-1""), 101,5 (C-1""") e 105,7 (C-1""""),
revelando a presenca de unidades osidicas em Sb-4. Foram observados ainda os sinais em ¢
172,1 (C-6’) caracteristico de carbonila de acido carboxilico, sugerindo a presenca de um
acucar do tipo acido glucurdnico, um sinal em ¢ 62,3 (C-5") atribuido ao carbono metilénico
da xilose, um sinal em 6¢ 17,9 (C-6""") atribuido a metila de ramnose € um sinal em &¢ 62,3
(C-6"") atribuido ao carbono metilénico da glicose, assim sendo estes as quatro unidades
osidicas presentes em Sb-4 (MIMAKI et al., 2004). O espectro de RMN de *H (MeOD, 400
MHz) (Figura 31, pag 75) corroborou com a proposta da presenca dos quatro acglcares
distintos. Foi possivel atribuir ao hidrogénio anomérico do acido glucurdnico o sinal em &y
4,22 (d, J = 6,0 Hz, 1H) revelando que este ¢ o B-&cido glucurénico; ja o hidrogénio em dy
5,48 (d, J = 4,8 Hz, 1H) foi atribuido ao hidrogénio anomérico da xilose, demonstrado que
esta é a a-xilose; o sinal do hidrogénio anomérico da ramnose, apresentou-se como um
singleto largo em dy 5,15 (sl,1H), sendo esta a a-ramnose e, por fim, um dubleto em 6y 4,51
(d, J = 6,0 Hz, 1H), atribuido a uma B-glicose. Os sinais em oy 3,22 e 3,93 (ambos m) e dy
3,68 e 3,3,84 (ambos m) foram atribuidos ao H-5" e H-6’""’, respectivamente, confirmando
que estes aclcares possuem carbonos metilénicos. E a presenca de um dubleto em 6y 1,29 (d,
3H) com integral para trés hidrogénios confirmou a presenca da metila na a-ramnose
(MIMAKI et al., 2004).

No espectro bidimensional *H x **C - HMBC (MeOD, 400/100 MHz) (Figuras 34-37,
pags. 77-78), foi possivel observar um mapa de contorno referente a correlacdo do hidrogénio
anomérico H-1’ (84 4,13 d, J = 6,0 Hz, 1H) do B-acido glucurdnico a trés ligagdes com o C-3
(¢ 90,0), confirmando a inser¢do do acido B-glucurdnico na posicdo 3 da sapogenina. Ainda
no HMBC foi observada uma correlagdo do hidrogénio anomérico H-1"* (6y4 5,48 d, J = 4,8
Hz, 1H) da B-xilose a trés ligagdes com C-28 (8¢ 177,0) da carbonila do éster, confirmando a
inser¢do da B-xilose nessa posicdo da sapogenina. Também foi observada no HMBC uma
correlacdo do hidrogénio anomérico H- 1°** (dy 5,15, sl) com C-3°" (¢ 77,8), C2*”* (8¢ 72,3),
e C-5" (8¢ 70,3), confirmando assim a inser¢cdo da ramnose em C-3’ da xilose. Neste
espectro ainda foi possivel observar uma correlagdo do hidrogénio anomérico da glicose H-
1>’ em (04 4,51 d J = 6,0 Hz) com o C-4>*’ (6¢ 77,8) da ramnose confirmando assim a
insercdo da glicose nessa posicdo da ramnose. No espectro de *H x *C - HSQC (MeOD,
400/100 MHz) (Figuras 38-40, pags. 79-80) foi possivel observar correlagBes diretas dos
principais hidrogénios da sapogenina com seus respectivos carbonos.

Apés a andlise dos dados de RMN de 'H e *C, utilizando técnicas uni e
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bidimensionais, além de comparacdo com dados da literatura (Tabela 9, pag. 72) foi possivel
identificar o composto codificado por Sh-4 como (2S, 3S, 4S, 6R)-6-(((3S, 6aR, 6BS, 14pBR)-
8a-((((2S, 3S, 4R, 5S)-3-(((2R, 3S, 4R, 5S, 6R)-3,4-dihidroxi-6-metil-5-(((2S, 3R, 5S, 6R)-
3,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil) tetrahidro-2H-piran-2-il)oxi) tetrahidro-2H-piran-2-il) oxi)-
4,5-dihidroxitetrahidro-2H-piran-2-il) oxi) carbonil)-10-hidroxi-4,4,6a, 6B, 11, 11,14p-
heptametil-1,2,3,4,40, 5,6,60, 6B, 7,8,8a, 9,10,11,12,12a, 14,140, 14pB-icosahidropicen-3-
acido il) oxi)-3,4-di-hidroxitetra-hidro-2H-piran-2-acido carboxilico (Tabela 10, pag. 73),
denominado schwartenozideo sendo esta substancia isolada pela primeira vez na literatura
(Figura 26) (MIMAKI et al., 2004; YOKOSUKA et al., 2016; VARSHNEY et al., 1964;
VARSHNEY et al., 1961).

Figura 26. Schwartenozideo (Sb-4) isolado de Schwartzia brasiliensis.

(—>) demonstra as correlagdes de *H x *C
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Tabela 9: Comparacéo dos dados de RMN de *3C e *H de Sb-4 em MeOD (100 e 400 MHz,
respectivamente) com o da sapogenina da Soyasaponina | (NASCIMENTO et al., 2019) e da
hidroxi-soysaponina) (MIMAKI et al., 2004).

NASCIMENTO et | MIMAKI et
ARG lIEe al.,2019 al., 2004
C &c dH 23ch 3JcH &c SH &c SH
4 | 3816 : i i 433 i 397 | -
g | 408 i i i 418 i 200 | -
10 | 364 : : : 36,0 : 371 | -
13 | 1447 ; i i 1443 : 143,0
14 | 422 ; i i 433 i 23 | -
17 | 378 i i 37,0 i 89 | -
20 | 307 : : : 303 : 367 | -
28 | 177.0 i i i i ; 176,0
CH
3 | 909 |317 (dd &2:)11,7 €36 | : 900 | 312(m) | 887 | -
5 | 57,1 nd i i 555 nd 560 | -
c8/C-
o | 481 1,48 (m) US| cuMe2sime2s | 469 | 147(m) | 481 | .
12 | 1236 5,15 (3I) i C-9/C-18 12,7 | 516(h) | 1231 | -
18 | 414 nd i ; 447 nd 417
21 | 755 | 450(dd,J=108;40) | - i 742 | 323G | 724 | -
CH,
1,52 (m) ] ] 388 | 152(m), | 389 | -
1| 379 056 () C-10 c-9 6.9 (m)
2 | 26,9 162 : . 234 1‘96%(3’255 ]
153 (m) ; ; ; -
6 | 183 a6 (m c-7 C-10
18,1 1,52 (m); 18,8 -
7| 819 ) ) } 1,30 (m)
32,7 1,44 (m); 334 -
11 | 244 : : : 8 ()
15 | 250 : : i 233 | 1,28(m) | 239 | -
1,33 (m) i i 25,6 1,99 (m); 28,8 -
16 | 285 Dot o C-17 Cc-22 o1 (m)
1,67 (m) ] P 280 | 133 (m); | 248 | -
19 | 46,0 058 (m C-18 Me-29/Me-30 .05 (m)
c17/c- 461 | 167(m); | 470 | -
22 | 415 1,30 (m) o i 0.8 (m)
CH,
23 | 244 1,08 (5) C4 | CaiC25/C24 | 230 | 108(s) | 281 | -
24 | 161 0.79 (5) ca C2/C5 159 | 079(5) | 169 | -
25 | 17,0 0,88 (5) C-10 C-1/C5 170 | 088(s) | 158 | -
26 | 25,0 1,04 (5) Cc8 c7 258 | L,04(s) | 175 | -
27 | 204 0,74 (s) C-14 c8 287 | 074() | 259 | -
20 | 313 0,96 (5) C20 C-19/C21 334 | 096() | 297 | -
30 | 285 0,96 (5) C20 C19/C21 212 | 096() | 178 | -
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Tabela 10: Comparagdo dos dados de RMN de °C e 'H de Sb-4 em MeOD (100 e 400
MHz, respectivamente) com os acUcares da sapogenina da Soyasaponina | (NASCIMENTO,
2019) e da hidroxi-soysaponina (MIMAKI et al., 2004).

NASCIMENTO et al.,2019 /

REC QlLIEE MIMAKI et al., 2004
C oc SH 2Jcn 8JcH 8¢ SH
1’ 106,7 4,22 (d, J =6,0 Hz) - C-3 103,9 4,13 (d, J =6,0 Hz)
2’ 75,5 3,33 (m) - - 77,2 3,33 (M)
3’ 77,9 3,30 (m) - - 77,1 3,30 (M)
4 73,7 3,17 (m) - - 73,8 3,17 (m)
5’ 71,7 3,12 (m) - - 76,4 3,12 (m)
6’ 172,1 - - C-1° 172,8 -
1 95,5 5,48 (d,J=7,0Hz) - C-28 95,3 6,16 (d, J=7,0 Hz)
2 75.8 ) ) ) 75,5 4,40 (dd, J=8,0e9,0
Hz)
3” 77,8 4,26 - - 78,0 4,26
4” 70,7 4,150 - - 70,9 4,16
v 3,22 (m) ) ) 3,50 (dd,J=8,0e9,0
5 62,3 3,93 (M) 67,2 Hz)
69’ - - - - -
1>’ | 101,5 5,15 (sl) C-3” C-2>/ C-5"” 101,5 6,44
22 72,3 - - - 72,2 4,75
- - 4,51 (dd,J=3,0e9,0
372 82,9 - 72,5 Hz)
4 | 73,7 - C-4>” - 73,8 4,24
5 70,3 1,29 - - 69,9 5,50
6’ 17,9 - - - 18,7 1,76 (d, J=6,0 Hz)
1> | 105,7 4,51 (d, J=6,0H2) - C-3» 104,8 4,82 (d, J=6,0 Hz)
22 75,4 - - - 73,4 3,42 (t,J=6,0 Hz)
32 78,3 - - - 82,5 3,57(t, J = 6,0 Hz)
433” 72,4 _ - - 70,6 3,57(dd, J = 8,3; e 8,3
Hz)
57 75,8 - - - 75,9 3,87 (M)
9999 3168 (m) 4,37 (m)
6 62,3 3,84 (m) - - 61,2 4,69 (m)
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Figura 28. Espectro de RMN de *C-APT de Sh-4 (MeOD, 100 MHz).
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Figura 29. Expansdo do espectro de RMN de *C-APT de Sb-4 na regido de 14-80 ppm

(MeOD, 100 MHz).
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Figura 30. Expanséo do espectro de RMN de *C-APT de Sb-4 na regido de 70-180 ppm

(MeOD, 100 MHz).
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Figura 31. Espectro de RMN de “H de Sb-4 (MeOD, 400 MHz).
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Figura 32. Expansdo do espectro de RMN de *H de Sb-4 na regi&o 0,4 - 2,6 ppm (MeOD,
400 MHz).
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Figura 33. Expanséo do espectro de RMN de *H de Sb-4 na regio de 2,9 — 5,6 ppm (MeOD,
400 MHz).
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Figura 34. Espectro de HMBC de 'H x *C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sbh-4
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Figura 35. Expanséo do espectro de HMBC de 'H x 3C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sb-4
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Figura 36. Expanséo do espectro de HMBC de 'H x 3C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sbh-4
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Figura 37. Expanséo do espectro de HMBC de 'H x 3C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sb-4
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Figura 38. Espectro de HSQC de 'H x *C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sb-4
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Figura 39. Expanséo do espectro de HSQC de 'H x *C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sh-4
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Figura 40. Expanséo do espectro de HSQC de 'H x *C (400 x 100 MHz, MeOD) de Sh-4
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5.2 Caracterizacédo da fracao de saponinas
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5.2.1 Identificacdo putativa por CLAE- EM do composto 1 (Sb-4)
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Foram tentativamente identificadas 4 saponinas, sendo uma delas a saponina isolada

anteriormente, que foi utilizada para obtencdo do padrdo de fragmentacdo e assim, propor

as demais identificadas pela presenca deste mesmo padrdo de fragmentacdo. Os dados das

saponinas tentativamente identificadas estdo descritos na tabela 11.

Tabela 11. Caracterizacao das saponinas identificadas em Schwartzia brasiliensis

Tr e [M-H] Férmula Error
Clinpesiio (min) LAl calculado molecular (ppm) AR
1 70 | 1087,5331 | 1087,5366 | CeHaiOp | -3.3 925{311’647’
2 688 | 10575225 | 10575278 | CoHeOp | -50 925'2773’647’
1071, 1057,
3 68,6 | 1203,5804 | 1203,5849 | CsgHeyOs 3,7 925, 793, 761,
647, 471
1069, 937, 925,
4 65,6 | 1233,5910 | 1233,5933 | CsoHosOy7 -1,9 779, 773, 629,
647, 471

No espectro de CLAE-IES-EM-AR do composto 1 (Figura 41, pag 81) foi possivel
observar um fon com m/z 1087,5331 [M-H] (m/z 1087,5366, calcd.) compativel com a
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formula molecular Cs3HgsO,3. A elucidacédo de 1 foi apoiada fragmentos obtidos por IES-
EM/EM (Fig. 42-44, pags. 81-82), onde foi possivel observar o ion com m/z 925 [M-H-
glicose] atribuido a perda neutra do residuo da glicose (162 Da),outro fragmento com m/z 761
[M-H-glicose-ramnose]~ referente a perda neutra do residuo da ramnose (164 Da), um
fragmento com m/z 647 [M-H-glicose-ramnose-xilose]~ referente & perda neutra do
residuo de xilose (114 Da) e outro fragmento com m/z 471 [M-H-glicose-
ramnose-xilose-acido glucurdnico]” referente a perda do residuo do 4cido
glucurdnico (176 Da), sendo este o ion atribuido a sapogenina identificada como acido 21-
hidroxioleandico. Diante disto, 1 foi identificado como sendo o composto Sb-4, nomeado
como schwartenozideo, que teve sua identificacdo estrutural confirmada por RMN, o que
corrobora com as tentativas de idenficacGes ou analises estruturais realizadas nesse trabalho
por CLAE-IES-EM/EM.

Figura 41. Espectro de CLAE-IES-EM-AR do composto 1.
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Finiira 42 Perfil de franmentarin dn comnnstn 1 nar IFQ-EM/FEM
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Figura 43. Expansdo do perfil de fragmentacdo do composto 1 por IES-EM/EM na regido 925
— 671 m/z
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Figura 44. Perfil de fragmentacdo do composto 1 por IES-EM/EM na regido de 650 — 400 m/z
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Esquema 4. Via de fragmentagdo sugerida ao composto 1 por CLAE-IES-EM/EM no modo
negativo.

m/z 925
o OH N
.
o - glicose (162 Da)
OH
HO OH
HO'
OH
OH
OH HO
HO
- ramnose (164 Da)| HO -0
m/7 1087 OH
HO
_| 2
OH
o (o]
@ ®
o, »/ QO
- xilose (114 Da)
(E) \
HO
HO OH ¢y

m/z 761

o - acido glucurénico (176 Da)
(1
HO
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5.2.2 Identificagdo do composto 2

No espectro de CLAE-IES-EM-AR (Figura 45, pag. 87) foi possivel observar
um fon com m/z 1057,5225 [M-H]" (m/z 1057,5278, calcd.) compativel com a formula
molecular Cs,Hg,0,; atribuido ao composto 2. No experimento de CLAE-IES-EM/EM
(Figuras 46-47, pags. 86-87) foi possivel identificar a presenca de unidade osidica
presente na aglicona distinta da observada no composto 1, esta diferenga pode ja ser
evidenciada no ion desprotonado de 2, no qual foi observado uma diferenca a menos de
30 Da em relacdo a 1, assim, sugerindo que 0 composto 2 ndo possui uma hexose como
um de seus agucares, mas sim uma pentose. Nos fragmentos do composto 2 foi
observado o ion com m/z 925 [M-H-pentose]~ referente a perda neutra do residuo da
pentose (132 Da), o que corrobora com a diferenca de 30 Da existentes entre 0s
compostos 1 e 2 se tratar de uma diferenca na cadeia glicosidica e ndo na sapogenina,
um outro fragmento com m/z 779 [M-H-pentose-(6-desoxi-hexose)]~ foi atribuido a
perda neutra do residuo da 6-desoxi-hexose (146 Da), um ion com m/z 647 [M-H-
pentose-(6-desoxi-hexose)-pentose]~ referente a perda neutra do residuo da pentose
(132 Da), e um fragmento com m/z 471 compativel com a perda neutra do residuo de
acido urénico (176 Da), sendo o este ion atribuido a mesma sapogenina descrita em 1.
Assim, apds analises estrututal de 2 por CLAE-IES-EM/EM, foi possivel sugerir a via

de fragmentacédo para este composto.
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Esquema 5. Via de fragmentagdo sugerida ao composto 2 em CLAE-IES-EM/EM no
modo negativo.
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Figura 45. Espectro de CLAE-IES-EM/EM do composto 2.
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Figura 47. Expansdo do perfil de fragmentacdo do composto 2 por IES-EM/EM na regido
975 — 700 m/z.
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5.2.3 ldentificagdo do composto 3

O composto 3 foi identificado no espectro de CLAE-IES-EM-AR (Figura 48,
pag. 89) como o ion com m/z 1203,5804 [M-H]" (m/z 1203,5849 calcd.) compativel com
a formula molecular CsgHgyO,,. Através dos fragmentos obtidos por CLAE-IES-
EM/EM (Figura 50, pag. 93), foi observado que o compostso 3 guardava similaridades
estruturais com os compostos 1 e 2, foi observado que o ion desprotonado com m/z
1203 era compativel com a preseca de um residuo de 6-desoxi-hexose (146 Da) a mais
quando comparado ao composto 2,. Nos fragmentos do composto 3 € possivel constatar
essa proposta, uma vez que foram observados os ions: m/z 1057 referente a perda neutra
do residuo da 6-desoxi-hexose (146 Da), outro ion m/z 925 [M-H-(6-desoxi-hexose)-
pentose] referente a perda neutra do residuo da pentose (132 Da), um outro ion com m/z
761 [M-H-(6-desoxi-hexose)-pentose-(6-desoxi-hexose)]~ referente a perda neutra de
outro residuo da 6-desoxi-hexose (146 Da), um ion com m/z 647,35 [M-H-(6-desoxi-
hexose)-pentose-(6-desoxi-hexose)-pentose]~ referente a perda neutra do residuo da
pentose (132 Da), e um ion com m/z 471,33 referente a perda do residuo do &cido
urbnico (176 Da), sendo este o ion referente a sapogenina, o acido 21 hidroxioleandico.
Um outro ion m/z 1071 foi observado, compativel com a perda de um residuo de
pentose (132 Da), o que corrobora com a presenca de uma 6-desoxihexose e uma

pentose nas extremidades das cadeias glicosidicas presentes nesta saponina
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bidesmosidica tentativamente identificada. O ion m/z 793 atribuido a um fragmento
obtido pela perda neutra da cadeia glicosidica inserida na posicdo C-28, uma vez que
essa perda representa 410 Da que é compativel com a unido dos residuos de pentose+6-
desoxihexose+pentose, desta forma, a outra cadeia glicosidica inserida em C-3 é
formada pela unido de um residuo de 6-desoxihexose+acido urdnico (222 Da). Desta

forma, 3 foi tentativamente identificado.

Esquema 6. Via de fragmentacdo sugerida ao composto 3 em CLAE-IES-EM/EM no
modo negativo.
& OH _|a

- 6-deoxihexose (146 Da)
)

- O-deoxihexose (196 D2) g,

A HO'
~o
OH




Figura 48. Espectro de CLAE-IES-EM/EM do composto 3.
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Figura 49. Perfil de fragmentacdo do composto 3 por IES-EM/EM.
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5.2.4 ldentificagdo do composto 4

No espectro de CLAE-IES-EM-AR (Figura 50, pag. 93) foi possivel observar
um fon com m/z 1233,5910 [M-H] (m/z 1233,5933, calcd.) compativel com a formula
molecular CsgHg4O,7. Este ion foi atibuido ao composto 4. O espectro obtido por CLAE-
IES-EM/EM (Figuras 51-52, péags. 92-93), revelou a presenca de fragmentos
semelhantes aos compostos anteriormente descritos, contudo, foi possivel obeservar que
a diferenca se concentrava nas unidades osidicas, bem como, nas disposi¢cdes das
cadeias glicosidicas. O composto 4 apresentou uma diferenca de 146 Da quando
comparado com o composto 1, essa diferenca pode ser atribuido a uma unidade de 6-
desoxihexose. Foi observado um ion com m/z 1069 que foi atribuido a perda neutra de
um residuo de 6-desoxiheose (146 Da) e um ion com m/z 925 resultante da perda neutra
de um residuo de hexose (144 Da), o que revela a hexose estar esterificada na
sapogenina e que uma das cadeias glicosidicas presentes na molécula é composta pela
unido de 6-desoxihexose e uma hexose (308 Da). Outro fragmento representado pelo ion
m/z 779 revela uma perda neutra de 454 Da, que é compativel com a unido de uma 6-
desoxihexose+pentose+acido urbnico, o que demonstra que a outra cadeia glicosidica
existente da molécula tenha esta composi¢do, uma vez que o ion m/z 471 é resultado da perda
neutra de 308 Da (a cadeia glicosidica anteriomente descrita) a partir do fragmento m/z 779 e
repreesnta a sapogenina acido 21-hidroxioleandico. Essa proposta é corrobora pelo ion m/z
937 que é o fragmento obtido da perda neutra de um residuo de pentose (132 Da) oriundo do
fon m/z 1069, o que permite localizar na estrutura quimica os dois residuos de 6-desoxihexose
nas extremidades terminais de ambas as cadeias glicosidicas. O fragmento com m/z 773 é
resultante da perda neutra do residuo de 6-desoxihexose (146 Da) a partir do fragmento m/z
937, 0 ion m/z 629 representa a perda neutra do residuo de hexose (144 Da) do fragmento m/z
773 e 0 ion m/z 471 representa a perda neutra do residuo de acido urénico (158 Da) a
partir do fragmento m/z 629.

Outra via de fragmentacdo observada no espectro de CLAE-IES-EM/EM foi
oriunda das perdas dos residuos de 6-desoxihexose e de hexose, respectivamente, que
geraram o ion m/z 925. O ion m/z 779 representa a perda neutra de um residuo de 6-
desoxihexose (146 Da), 0 ion m/z 647 é resultante da perda neutra do residuo de pentose

(132 Da) e 0 ion m/z 471 é oriundo da perda neutra do residuo de &cido urénico (176
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Da), além de ser o fragmento que representa a sapogenina. Desta forma. esta via
proposta, de fragmentacdo sequenciada, vai ao encontro da anteriormente desecrita
quanto & composicao das cadeias glicosidicas existentes no composto. Diante da anélise
estrutural por CLAE-IES-EM/EM do composto 4, foi possivel identifica-lo

putativamente através da fragmentacao proposta.



Esquema 7. Via de fragmentagao sugerida ao composto 4 em CLAE-IES-EM/EM no modo negativo
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Figura 50. Espectro de IES-EM/EM do composto 4.
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Figura 51. Perfil de fragmentacdo do composto 4 por IES-EM/EM.
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Figura 52. Expanséo do perfil de fragmentacdo do composto 4 por IES-EM/EM na regido 875
— 661 m/z.

Intens. i
x104

254

2.0+

1.0

0.0

Je61.29

LU

1-
671.34

‘ 681.43

1-
1.46

701.33

1-
719.40

‘ 73132

1-
773.39

757.45
‘ ‘ 791.48

Ly i

821.53

833.59
|

l T

-MS2(1233.66), 64.3min #2242

1-
865.45

T [

675

700

725

750 775 800

825

850 875 mz



95

Conclusoes
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6 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Schwartzia brasiliensis possibilitou o isolamento de quatro
compostos, sendo dois a mistura triterpénica de a e [ amirina (Sb-1 e Sb-2), a 7-
hidroxicumarina (Sb-3) e uma saponina triterpénica bidesmosidica (Sb-4) isolados pela
primeira vez na espécie em estudo, evidenciando assim o primeiro relato de saponinas na
familia Marcgraviaceae.

A partir do isolamento da saponina foi obtida uma fracdo concentrada por meio de uma
metodologia especifica de extragdo para saponinas, e utilizando analise por CLAE-ESI-
EM/EM, foi realizada uma caracterizacdo de saponinas presentes na fracdo concentrada,
possibilitando a identificacdo putativa de 4 saponinas triterpénicas bidesmosidicas,
evidenciando o primeiro relato dessas saponinas na familia Marcgraviaceae.

Além disso, ainda foi possivel identificar, na fase hexanica, a presenca de
hidrocarbonetos, anélisados e identificados por CG/EM.

O isolamento de diversos metabdlitos na espécie Schwartzia brasiliensis demonstra que é
um género rico, gerando perspectivas promissoras para estudos posteriores, uma vez que ha
poucos relatos de estudos fitoquimicos para esta espécie, como também buscar as respostas
biol6gicas produzidas pelos mesmos.
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- Pico 3: Cicloheptasiloxano

e Formula: Cl4H4207Si7
e Peso molecular: 519.0776

ccT‘arget E
Linedt:9 R.Tima:30.100(5cand:5421) Retention Index:1533 MolWeight:228 MassPeaks:317
Rawhdode:Averaged 30.095-30.105(5420-5422) BasePeak:281.10(20256)

BG Mode-Calc. from Peak Group 1 - Event 1

100 1] R
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ap Byt MY Qs g e 30 ) rn s =0 el B a2 448

LURBLIML L B L B B L I L B I L I I L L I L I L L LM )

3 60 90 120 150 IR0 210 240 270 300 330 360 390 420
Hiti:1 Entry:624520 Library'Wiley.lib
SLET Formula:C14H4207517 CAS107-50-6 MolWeight:518 BasePeak:73.00 Retindex0
CompMame:TETRADECAMETHYLCYCLOHEPTASILOXANE 55 Cycloheptasiloxane, tetradecamethyl- (CAS)
100

M7

)
I ny 1 g AT 141 248
~ LI L L Bl B I R B B A B B e R B I L

i B0 90 120 150 10D 210 240 270 300 330 380 390 420

- Pico 4: 2,4-Di-terc-butilfenol

e Formula: Ci4H,,0
e Peso molecular: 206.3239

<< Target »»

Lime:10 R.Time:30.760{5cant:5553) Retention Index: 1549 MolWeight:518 MassPeaks:290
Rawhode:Averaged 30.755-30.765(5552-5554) BasePeak:191.15(71901)

BG Made:Calc. from Peak Group 1 - Event 1

100

E21 331 341 &1 el TR 4o i aid

a0 @0 E0 100 130 a4
Hith:1 Entry:1S6627 Library:Wileyo.lib
S1:93 Formula:C14HZ20 CAS:95-T6-4 MolWeight:206 BasePeak:191.00 Retindex:0

CompiMame:Phenol, 2,4-bis(1,1-dimethylethyl}- [CAS) 35 2,4-Di-tert-butylphenol $5 2,4-BIS{TERT-BUTYL}-PHENOL 55 2,4-Di-t-bu
tylphenol 535 Phenaol, 2,4-di-tert-butyl- [CAS) 35 2,4-Bis(1,1-dimethylethyljphenol 55 2,4-Di-tert-butyl-phenol 53 W:J
TYLPHENOL

Hiti:2 Entry: 156636 Librany\WileyD lib
51:91 Formula:C14H220 CAS:128-39-2 Molweight:206 BasePeak:191.00 Retindex:0
CompMame:PHENOL, 2,6-BIS(1,1-DIMETHYLETHYL)- 33 2,6-DITERT-BUTYLPHENOL 35 (2,6 DTEP} $5 1,3-DITERT.BUTYL,2-HYDROX

Y-BENZENE 55 2, 6-BISITERT-BUTYL)PHENOL 55 2, 6-DI-TERT-BUTYLPHENOL 55 2,6 DI-TERT-BUTYL PHENOL 55 2.6 DI<«ZRT-BUTY
LPHENOL 35 2 6-DIBUTYLPHENOL

P 118 g1 IBS (3% T
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4 s 1 1w 18 gas I
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Hith:3 Entry:1S6635 Library:Wileyo.lib
SIG0 FormulaiCl14H2Z20 CAS:5ETS-45-6 MolWeight: 206 BasePeak:191.00 Retindex0
CompMame:Phenol, 2,5-bis(1,1-dimethylethyl}- [CAS) 35 2,5-Di-tert-butylphenol 55 Phenal, 2,5-di-tert-butyl- (CAS) 55 2,5-Di-te
rt-butylhydroxybenzene 55 EINECS 227-543-8 5% NSC 68767 $5 PHENOL, 2, 5-DI-TERT-BUTYL- $5 PHENOL, 2,5-BIS (1,1-DIMETHY

LETHYL}-
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- Pico 5: 1-Octadeceno

e Formula: CigHss
e Peso molecular: 252.4784

Librory

<< Target >>

Line#:1 RTime:33.860(5can#:6173) Retention Index:1627 MalWeight:206 MassPeaks:236
RawMode:Averaged 33.855-33.865(6172-6174) BasePeak:B3.05(223764)

BS Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1

e
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ith-1 Entry: rary: Wileyh.
51:94 Formula:C18H36 CAS:112-B8-9 MolWeight:252 BasePeak:57.00 Retindex:0
CompName:1-Octadecene (CAS) 55 alpha-Octadecene 55 Octadecylene .alpha- 55 Octadecylene, .alpha- $5 Neodene 18550
ctadec-1-ene 55 Octadecene-1 55 AI3-DE521 55 ALPHA-OCTADECENE 55 EINECS 204-012-9 55 NSC 66460 55 OCTADECYLEME ALP
HA-

172 3E2 1 06 419
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100 F T
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3 e
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AL A T
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Hit#2 Entry:241942 Library:Wiley9.lib

S1:94 Formula:C16H340 CAS:36653-82-4 MolWeight:242 BasePeak:83.00 Retindex:0

Comphame:1-Hexadecanol [CAS) 55 Cetal 55 Ethal 55 Ethol 55 Cetanol 55 Cetylol 55 Adol 52 55 Lanol C 5% Adol 54 55 Lorol 24 5
S Alfal 16 5% Aldol 54 §5 Atakco C 55 Cetaffine 55 Loxanal K 55 Adol 52NF 58 Elfacos C $5 Crodacol C 55 Hyfatol 16 55 Cetalal CA
100 —~

T LML LI L L L L L B B B e B LML L
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ur
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- Pico 6: 1-eicosanol

e Formula: CyHa0
e Peso molecular: 298.5469

<< Target >>

Line#:2 RTime:41.450{5can#:7691) Retention Index:1832 MolWeight:270 MassPeaks:280
Rawhode: Averaged 41.445-41.455(7690-7692) BasePeak:97.10(265524)

BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1

100
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O71 M4Nd 3L 331 361 36 TR WS 18 435

0
l W iss g 1w e 210 23
THTTT T

Hit#:1 Entry:265644 Library:Wiley9.lib
S1:93 Formula:C18H36 CAS:112-88-9 MolWeight:252 BasePeak:57.00 Retindex:D
CompName:1-Octadecene (CAS) 55 .alpha-Octadecene 55 Octadecylene .alpha.- 55 Octadecylene, .alpha.- 55 Neodene 18 550

ctadec-1-ene 55 Octadecene-1 55 AI3-06521 55 ALPHA-OCTADECEME 55 EINECS 204-012-9 $5 NSC 66460 55 OCTADECYLENE ALP
HA-
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Hit#:2 Entry:659642 Library:Wiley9.lib
51:93 Formula:C52H72ZMgMNA04 CAS:0-00-0 MolWeight:840 BasePeak:83.00 Retindex:0
Comphame:Bacteriochlorophyll-c-stearyl
100
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Hit#:3 Entry:1546 Library:FFNSC1.30ib
S1:93 Formula:C23 HA6 CAS:27519-02-4 MolWeight:322 BasePeak:97.00 Retindex:2274
CompName:Tricas-(92)-ene
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- Pico 7: 1-Heneicosanol (Henicosan-1-ol; Heneicosyl alcohol;
Heneicosanol; henicosanol)

e Formula: Cy1H1O
e Peso molecular: 312.573

<< Target >>
Line#:3 RTime:48.325{5can#:9066) Retention Index:2036 MolWeight:322 MassPeaks:290
RawMode:Averaged 48.320-48.330(9065-9067) BasePeak:97.10{242069)

BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1
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Hit#:1 Entry:1546 Library:FFNSC1.3.0ib

51:93 Formula:C23 HA6 CAS:27519-02-4 MolWeight:322 BasePeak:97.00 Retindex:2274
CompMame:Tricos-[92}-ene
100 T T

Hit#:2 Entry:371092 Library:-Wiley9.lib

51:92 Formula:C20H420 CAS:629-96-9 MolWeight:298 BasePeak:57.00 Retindex:0

CompMame:1-Eicosanol (CAS) 55 n-Eicosanol 56 n-1-Eicosanol 55 Arachic alcohol 55 Eicosyl aleohol $5 Arachidic alcohol 55 Arac
hidyl aleohol 55 EICOSANDL-1 55 1-lcosanol 55 1-Hydraxyeicosane 55 Eicosanal-{1) 55 1 - eicosanol (CAS) 55 ICOSAN-1-0L 55 1-
EICOSAND

100 :

3 4 1
[ a
kY I, 'j" Is" 131 ;_u
T

L T L LIS B B B B L e Tl

20 40 &0 B8O 100 120 lﬂO 150 180 ZOD 22IJ 240 260 280 300 320 340 360 35-0 4EH:| 420 440

“HITR 3 ENtry 075315 Librany wieysno

51:92 Formula:C24H500 CAS:506-51-4 MolWeight:354 BasePeak:57.00 Retindex:0

CompMame:1-Tetracosanol {CAS) 55 TETRACOSANOL 55 Lignocerol 58 n-Tetracosanol 55 Lignoceric alcohol 55 Lignoceryl alcoh
ol 5 Tetracosyl alcohol 53 Tetracosan-1-ol $% EINECS 208-043-9 55 HSDB 5674 53 NSC 93768

100 B F FoRT)
. 4 ur B
3 l WIS e e s 36
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- Pico 8: 1-Heneicosil formato

e FoOrmula: CooHu0,
e Peso molecular: 340.5836

<< Target =>

Line#:4 R.Time:54.600(5can#: 10321) Retention Index:2240 MolWeight:354 MassPeaks:293
Rawhode:Averaged 54.595-54.605(10320-10322) BasePeak:97.10{177124)

BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1

10+

53 167 ISl 105 a0 234 2@ 252

20 40 &0 BD 100 120 140 160 1B0 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

T Enl:r\r:f!ﬂ EEGryHﬂ!E!!llE
51:92 Formula:C23 H46 CAS:27519-02-4 MolWeight:322 BasePeak:97.00 Retindex:2274
CompName:Tricas-(9Z)-ene
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Hit#:2 Entry:479315 Library:Wiley9.lib

51:82 Formula:C24H500 CAS:506-51-4 MolWeight:354 BasePeak:57.00 Retindex:0

CompName:1-Tetracasanol {CAS) 55 TETRACOSANOL 55 Lignocerol 5§ n-Tetracosanol 55 Lignoceric alcohol 85 Lignoceryl alcoh
ol 55 TE'traDUs'ﬂ alcohol 5% Tetracosan-1-0l 5% EINECS 208-043-9 55 HSDE 5674 55 N5SC 93768
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Hit#:3 Entry:495098 Library:Wiley9 lib
51:91 Formula:C26H52 CAS:18835-33-1 MolWeight:364 BasePeak:43.00 Retindex:0
CompName:1-Hexacosene (CAS) 55 AI3-10513 55 EINECS 242-615-9 55 HEXACOSENE
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- Pico 9: n-Tetracosanol-1

e Formula: CysHs00
e Peso molecular: 354.6532

ccT‘arge‘t =

Lined:S R.Time:60.365(5caniiz11474] Retention Index: 31221 MolWeight:364 MassPeaks:312
Rawhkiode Averaged 60.360-60.370(11473-11475) BasePeak:97.10[114651)

BG Mode:Calc. from Peak Growp 1 - Event 1

100

10 40 60 a0 110 140 160 190 210 240 270 300 320 350 370 450

Hitii:1 Entry:d79315 Librany:WileyS.lib

5191 Formula:C24H500 CAS:506-51-4 MolWeight:354 BasePeak:57.00 Retindex:0

Compiame:1-Tetracosanol (CAS) 55 TETRACOSANOL 55 Lignocerol 55 n-Tetracosanol % Lignoceric alcohol 3% Lignoceryl alcoh
ol 55 Tetracosyl alcohol 55 Tetracosan-1-ol 5% EINECS 208-043-9 55 HSDB 5674 55 NSC 93768
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Hitii:2 Entry:1546 Library:FFNSCL.3.lib

5190 Formula:C23 HAE CAS:27519-02-4 MolWeight:322 BasePeak:97.00 Retindex:2274

Compiame:Tricos-[9Z)-ene
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Hiti:3 Entry:642978 Library:wilsy9 lib
5190 Formula:C41HE4D CAS:40710-42-7 MolWeight:592 BasePeak:57.00 Retindex:D
CompMame:1-Hentetracontanal (CAS) 55 N-HENTETRACONTANOL-1

r LI I B B e Bl B B B A B B I B R L B B B L L B B L IR I I e m |
140 160 190 210 240 270 00 320 350 370 400 420 450

100

125

LT,
LY s e ki

L L T
10 40 &0 90 110 140 160 130 210 240 270 00 320 350 370 400 420 450

Ho/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\

101



102

REFERENCIAS

AGRIPINO, D. G; YOUNG, M.C.M; MORENO, P. H. Screening of Brazilian plants for
antimicrobial and dnadamaging activities: . Atlantic rain forest. Ecological station juréia-
itatins. Biota Neotrop. vol.4 no.2 Campinas, 2004.

AMBREEN, HAQUE, S., SINGH, V., KATIYAR, D., ALI KHAN, M. T., TRIPATHI, V.,
MISHRA, B. N. Biotransformation of newly synthesized coumarin derivatives by Candida
albicans as potential antibacterial, antioxidant and cytotoxic agents. Process Biochemistry,
2019.

ANISZEWSKI, T. Alkaloids: chemistry, biology, ecology and applications. 2015.

AQIL, M.; AHAD, A.; SULTANA, Y.; ALI, A. Status of terpenes as skin penetration
enhancers. Drug Discovery Today, v. 12, n. 23/24, p. 1061-1067, 2007.

ARAUJO, E.; CASTRO, C.; ALBUQUERQUE, U. Dynamics of Brazilian Caatinga —-A
Review Concerning the Plants, Environment and People. v. 1, 2007.

AUGUSTIN, J. M.; KUZINA, V.; ANDERSEN, S. B.; BAK, S. Molecular activities,
biosynthesis and evolution of triterpenoid saponins. Phytochemistry, v. 72, p. 435-457, 2011.

BARBOSA, A. P, SILVA, B. P., PARENTE, J. P. A new complex triterpenoid saponin from
Samanea saman with haemolytic activity and adjuvant effect. Phytochemistry Letters, 5,
626-631, 2012

BAUMANN, E., STOYA, G., VOLKNER, A., RICHTER, W., LEMKE, C., & LINSS, W.
Hemolysis of human erythrocytes with saponin affects the membrane structure. Acta
Histochemica, v. 102(1), p. 21-35, 2000.

BEZERRA, D. A. C. Contribuicdo ao estudo quimico de plantas tdxicas do semiéarido:
Crotalaria vitellina Ker Gawl e Ipomoea philomega (Vell.) House. Tese (Doutorado
Doutorado em Produtos Naturais e sintéticos bioativos) — Universidade Federal da Paraiba,
2013).

BITENCOURT, CM; FAVARO-TRINDADE, CS; SOBRAL, PJA Gelatin-based films
additivated with curcuma ethanol extract: Antioxidant activity and physical properties of
films. Food Hydrocolloids. Volume 40, October, Pages 145-152, 2014.

BOISDE, P. M., MEULY, W. C. & STAFF, U. B. Coumarin. In Kirk - Othmer Encyclopedia
of Chemical Technology. John Wiley & Sons, Inc (Ed.), 2014.

CABRERA-OROZCO, A.; IMENEZ-MARTINEZ, C.; DAVILA-ORTIZ, G. Soybean: Non-
Nutritional Factors and Their Biological Functionality, Soybean - Bio-Active Compounds,
Prof. Hany EI-Shemy (Ed.), InTech, 2013.

CARBALLO-ARCE, A. F., TA, C. A. K,, ROCHA, M. E. DO N,, LIU, R., HARMSEN, I.,
MOGG, C. D., ARNASON, J. T. (2015). Antimicrobial activities of Marcgraviaceae species
and isolation of a naphthoquinone from Marcgravia nervosa (Marcgraviaceae). Botany, v.



103

93(7), p. 413-424, 2015.

CARVALHO, J.; MARTINS, J.; MENDONCA, M. da C.; LIMA, L. Uso popular das plantas
medicinais na comunidade da varzea, Garanhuns - Pe. Revista de biologia e ciéncias da
terra, v. 13, n. 2, p. 58-65, 2013.

CH, M. J. The clinical feasibility of natural medicine, venotonic therapy and horsechestnut
seed extract in the treatment of venous leg ulceration: a descriptive survey. Complementary
Therapies in Nursing and Midwifery, v. 10, n. 2, p. 97-109, 2004.

CHUNG, Pooi Yin. Novel targets of pentacyclic triterpenoids in Staphylococcus aureus: A
systematic review. Phytomedicine, 2019.

DE GEYTER, N; GHOLAMI, A; GOORMACHTIG, S; GOOSSENS, A. Transcriptional
machineries in jasmonate-elicited plant secondary metabolism. Trends in Plant Science.
Volume 17, Issue 6, Pages 349-359, 2012.

DE LEO, M., DE TOMMASI, N., SANOGO, R., D’ANGELO, V., GERMANO, M.P.,
BISIGNANO, G., BRACA, A. Triterpenoid saponins from Pteleopsis suberosa stem bark.
Phytochemistry, v. 67, p. 2623-2629, 2006.

DEWICK, P. M. Medicinal natural products: a biosynthetic approach. (Wiley, Chichester,
UK, 2009.

DRESSLER, S. Marcgraviaceae (shingle plant family) In Flowering plants ofthe neotropics.
Edited by N. Smith, S.A. Mori, A. Henderson, D.W.M. Steven-son, and S. V. Heald.
Princeton University Press, Princeton, N.J. p. 236-238, 2004.

ESTRADA, A.; KATSELIS, G. S.; LAARVELD, B.; BARL, B. Isolation and evaluation of
immunological adjuvant activities of saponins from Polygala senega L. Comparative
Immunology Microbiology an Infectious Diseases, v. 23, n. 1, p. 27-43, 2000.

FAUSTINO, A. R. C. Preparacdo de novos triterpenoides semi-sintéticos. Dissertacdo
(Mestrado em Quimica Farmacéutica Industrial) — Universidade de Coimbra, Portugal, 2015.

FERNANDES, D. A. Estudo fitoquimico de Helicteres velutina K. Schum (Sterculiaceae) e
avaliacdo do seu potencial larvicida contra Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae). Tese
(Doutorado em Produtos Naturais e sintéticos bioativos) — Universidade Federal da Paraiba,
2017.

FERREIRA, G. L. Estudo Taxonémico das Espécies Brasileiras do Género Norantea
Aublet (Marcgraviaceae). Arg. Jard. Bot. RJ, v. 33, n. 2, p. 9-53, 1995.

FIALHO, L. G.; DA SILVA, V. P; REIS, S. R. N. |.; AZEREDO, E. L.; K., M. A. C;
FIGUEIREDO, M. R.; KUBELKA, C. F. Antiviral and Immunomodulatory Effects of
Norantea brasiliensis Choisy on Dengue Virus-2. Intervirology , v. 59, p. 217-227, 2016.

FIORUCCI, AR; SOARES, MHFB; CAVALHEIRO, ETG. Acidos organicos: dos
primdrdios da quimica experimental a sua presenca em nosso cotidiano. Repositétio, Rio



104

de Janeiro, Vol. 1, 2002.
GARRARD, A. Coumarins. Encyclopedia of Toxicology, p. 1052-1054, 2014.

GIRALDO-CANAS, D. Las especies del género Schwartzia (Complejo Norantea,
Marcgraviaceae) en Brasil. Darwiniana, v. 42, n.1-4, p. 169-175, 2004.

GIRALDOCANAS, D. Relaciones fitogeograficas de las sierras y afloramientos rocosos de la
Guayana colombiana: un estudio preliminar Phytogeographical relationships of Sierras and
the rocky sandstone outcrops of the Colombian Guayana: a preliminary analysis. Rev. chil.
hist. nat. v.74 n.2 Santiago jun. 2001.

GIRALDO-CANAS, D.; FIASCHI, P. Las Marcgraviaceae (Ericales) de Brasil: Las especies
del complejo Norantea. Caldasia, v. 27, n. 2, p. 173-194, 2005.

GNANAPRAGASAM, A.; EBENEZAR, K. K.; SATHISH, V.; GOVINDARAJU, P.;
DEVAKI, T. Protective effect of Centella asiatica on antioxidant tissue defense system
against adriamycin induced cardiomyopathy in rats. Life Science, v. 76, n. 5, p. 585-597,
2004.

GUCLU-USTUNDAG, O. and G MAZZA. Saponins: properties, applications and processing.
Journal Critical Reviews in Food Science and Nutrition. Volume 47, pages 231-258, 2007.

HILL, Robert A.; CONNOLLY, Joseph D. Triterpenoids. Natural Product Reports, v. 34, n.
1, p. 90-122, 2017.

HOSTETTMANN, K.; MARSTON, A. Saponins. Cambridge, New York: Cambridge
University Press, 1995.

IGNEA, C., PONTINI, M., MOTAWIA, M.S. et al. Synthesis of 11-carbon terpenoids in
yeast using protein and metabolic engineering. Nat Chem Biol, v. 14, p. 1090-1098, 2018.

JUNG, J.; SEO, J.; KIM, J.; KIM, J. H.. Ursolic acid causes cell death in pc-12 cells by
inducing apoptosis and impairing autophagy. Anticancer Research,38 (2), p. 847-853, 2018.

KASHIWADA, YO; WANG, H; NAGAO, T; YASUDA, S. K. I. Lee. Anti-AIDS Agents. 30.
Anti-HIV Activity of Oleanolic Acid, Pomolic Acid, and Structurally Related Triterpenoids.
J. Nat. Prod. 61, 9, 1090-1095, 1998.

KENJI, O., MATSUDA, H., MURAKAMI, T., KATAYAMA, S., OHGITANI, T, &
YOSHIKAWA, M. Adjuvant and haemolytic activities of 47 saponins derived from medicinal
and food plants. Biological Chemistry, 381(1), 67-74, 2000.

LACY, A., O’KENNEDY, R. Studies on Coumarins and Coumarin-Related Compounds to
Determine their Therapeutic Role in the Treatment of Cancer. Current Pharmaceutical
Design, v. 10(30), p. 3797-3811, 2004.

LORENZI, H.; MATOS, F.J.A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exoticas. 2. ed. Nova
Odessa: Plantarum, p. 544, 2008.



105

MARTINS, R. A. C. Efeito de adjuvantes sobre absor¢do de zinco e manganés na adubagao
foliar. Tese (Doutorado em Agronomia- Area de concentracdo: Producdo Vegetal)
Universidade Federal de Goias — Jatai. 2009.

MATERN, U., LUER, P., & KREUSCH, D. Biosynthesis of Coumarins. Comprehensive
Natural Products Chemistry, p. 623-637, 1999.

MATQOS, M. J., SANTANA, L., URIARTE, E., ABREU, O. A., MOLINA, E., & YORDI, E.
G. Coumarins — An Important Class of Phytochemicals. Phytochemicals - Isolation,
Characterisation and Role in Human Health, 2015.

MELO JUNIOR, J. C. F., AMORIM M. W., ARRIOLA, I. A. Anatomia Da Madeira De
Schwartzia Brasiliensis (Choisy) Bedell Ex. Gir. -Cafias (Marcgraviaceae). Balduinia, n. 55,
p. 08-16, 10-XI, 2016.

MELO, J. I. M., RODRIGUES, E. M., SOUZA, S. M. La familia Marcgraviaceae en el estado
de Paraiba, Brasil. The family Marcgraviaceae in Paraiba State, Brazil. 2018.

MENEZES, J. C. J. M. D. S., & DIEDERICH, M. F. Natural dimers of coumarin, chalcones,
and resveratrol and the link between structure and pharmacology. European Journal of
Medicinal Chemistry, 20109.

MIMAKI, Y., HARADA, H., SAKUMA, C., HARAGUCHI, M., YUI, S., KUDO, T,
SASHIDA, Y. Contortisiliosides A-G: Isolation of Seven New Triterpene Bisdesmosides
from Enterolobium contortisiliguum and Their Cytotoxic Activity. Helvetica Chimica Acta,
87(4), 851-865. 2004.

MISA WARD, N., & PRICE, R.A. Phylogenetic relationships of Marcgravi-aceae: insights
from three chloroplast genes. Syst. Bot. v. 27(1), p. 149-160, 2002.

MISHRA, S., PANDEY, A., & MANVATI, S. Coumarin: An emerging antiviral agent.
Heliyon, v. 6(1), 2020.

MULLALLY, M., KRAMP, K., CAYER, C., SALEEM, A., AHMED, F., MCRAE, C,,
BAKER, J., GOULAH, A., OTOROLA, M., SANCHEZ, P., GARCIA, M., POVEDA, L.,
MERALI, Z., DURST, T., TRUDEAU, V.L., & ARNASON, J.T. Anxiolytic activity of a
super-critical carbon dioxide extract of Souroubea sympetala (Marcgraviaceae). Phy-tother.
Res. 25(2): p. 264-270, 2011.

MUSENDE, A.G., EBERDING, A., WOOD, C., ADOMAT, H., FAZLI, L., HURTADO-
COLL, A, JIA, W., BALLY, M.B., GUNS, E.T. Pre-clinical evaluation of Rh2 in PC-3
human xenograft model for prostate cancer in vivo: formulation, pharmacokinetics,
biodistribution and efficacy. Cancer Chemotherapy and Pharmacology, v. 64, p. 1085-
1095, 2009.

NASCIMENTO, Y.M; ABREU, L. S.; LIMA, R. L.; COSTA, V. C. O.; MELO, J. I. M;;
BRAZ-FILHO, R.; SILVA, M. S.; TAVARES, J. F. Rapid Characterization of Triterpene
Saponins from Zornia brasiliensis by HPLC-ESI-MS/MS. Molecules. , 24, 2519, 2019.

NUNEZ, Marvin J. et al. Triterpenoids from Cassine xylocarpa and Celastrus vulcanicola



106

(Celastraceae). Phytochemistry Letters, v. 6, n. 1, p. 148-151, 2013.

OLIVEIRA, A. C. F. de; NOGUEIRA, J. R.; SILVA, G. F. da; LIMA, E. S;
ALBUQUERQUE, P. M. Estudo Fitoquimico e da Atividade Antioxidante de Aniba
parviflora. The Journal of Engineering and Exact Sciences, v. 3, n. 4, 2017.

PAVIA, D. L.; LAMPMAN, G. M.; KRIZ, G. S.; VYVYAN, J. R. Introducdo a
espectroscopia. 4° ed., S&o Paulo: Cengage Learning, 2010.

PENTA, S. Introduction to Coumarin and SAR. Advances in Structure and Activity
Relationship of Coumarin Derivatives, p. 1-8, 2016.

PIET, M; PADUCH, R. Ursolic and oleanolic acids as potential anticancer agents acting in
gastrointestinal tract. Mini Reviews in Organic Chemistry,16 (1), p. 78-91, 2019.

PINHEIRO, M.C.B.; ORMOND, W.T.; LIMA, H.A.; CORREIA, M.C.R. Biologia da
Reproducdo de Norantea brasiliensis Choisy (Marcgraviaceae). Rev. Brasil. Biol., v.55, Supl.1,
p.79-88, 1995.

PODOLAK, A; GALANTY, D; SOBOLEWSKA, A.R. Saponins as cytotoxic agents: a
review. Phytochemistry Reviews.VVolume 9, Issue 3, pp 425-474, 2010.

POUMALE, H. M. P., HAMM, R., ZANG, Y., SHIONO, Y., & KUETE, V. Coumarins and
Related Compounds from the Medicinal Plants of Africa. Medicinal Plant Research in
Africa, p. 261-300, 2013.

PUNIANI, E., CAYER, C., KENT, P., MULLALLY, M., SANCHEZ-VINDAS, P.,
POVEDA ALVAREZ, L., CAL, V., MERALI, Z., ARNASON, J.T., & DURST, T. Eth-
nopharmacology of Souroubea sympetala and Souroubea gilgii (Marcgraviaceae) and
identification of betulinic acid as an anxiolytic principle. Phytochemis-try, v. 113, p. 73-78,
2015.

ROCHA M.E.N. Potencialidades Biodindmicas de Norantea brasiliensis Choisy
(Marcgraviaceae). [Dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular e Molecular)]. FIOCRUZ. 2002.

ROON, A.C; DRESSLER, S. New taxa of Norantea Aubl. s.I. (Marcgraviaceae) from Central
America and adjacent South America. Nuevos taxones de Norantea Aubl. s.l.
(Marcgraviaceae) de Centroamérica y Surameérica vecina. v. 119, no. 3, p. 327-335, 1997.

SALVADOR, JORGE A.R. et al. Oleanane-, ursane-, and quinone methide friedelanetype
triterpenoid derivatives: Recent advances in cancer treatment. European Journal of
Medicinal Chemistry, v. 142, p. 95-130, 2017.

SANTOS, M. A. S. Sintese de ésteres derivados de triterpenos e esteroides com potencial
atividade bioldgica. Tese (Doutorado em Quimica). Universidade Federal da Babhia.
Salvador, BA, 2015.

SANTOS, R. A. F. Avaliacdo das propriedades bioldgicas dos derivados sintéticos de
acidos triterpénicos do B-sitosterol e triterpenos. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) —
Universidade Federal da Bahia. Salvador, BA, 2010.



107

SANTOS, R. L.; GUIMARAES, G. P, NOBRE, M. S. C.; PORTELA, A. S. Analise sobre a
fitoterapia como prética integrativa no Sistema Unico de Salde. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, v. 13, n. 4, p. 486-491, 2011.

SANTOS. M.A.S. Isolamento e sintese de derivados de acidos triterpénicos e esteroides e
avaliacdo da acdo de inibicdo de proteases. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) —
Universidade Federal da Bahia. Salvador, BA, 2011.

SAZIMA, |. and STRUSSMANN, C. The snake assemblage of the Pantanal at Poconé,
Western Brazil: Faunal composition and ecological summary. Studies on Neotropical Fauna
and Environment. VVolume 28, pages 157-158. 1993.

SCHONENBERGER, J.; VON BALTHAZAR, M.; SYSTMA, K.J. Diversity and evolution
of floral structure among early diverging lineages in the Ericales. Phil. Trans. R. Soc. B., v.
365, p. 437-448, 2010.

SCHULTZ A.R.H. Introducéo a botanica sistematica. 4 ed: Editora Universidade; 1984.

SILVA V. P. Estudo Quimico e Atividade Bioldgica de Norantea brasiliensis Choisy
(Marcgraviaceae). [Dissertacdo (Mestrado em Quimica de Produtos Naturais)]. Niversidade
Federal do Rio de Janeiro. 2012.

SILVA, F. A; BIZERRA, A. M. C.; FERNANDES, P. R. D. Testes fitoquimicos em extrato
organico de Bixa orellana L (urucum). Holos, v. 02, p. 484-498, 2018.

SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X.; KIEMLE, D. J. Identificacdo espectrométrica de
compostos organicos. 7. ed. Rio de Janeiro: LTC, 2007.

SIMOES, C.M.O.; SCHENKEL, E.P.; GOSMANN, G.; MELLO, J.P.; MENTZ, LA
PETROVICK, P.R. Farmacognosia: do produto natural ao medicamento. Porto Alegre/RS:
Editora Artmed. 502 pp. 2017

SOUZA, F. H. T. Fitoquimica de Borrenia verticillata (L.) G. MEY., Borrenia ocymoides
(BURM. F.) DC. e Richardia brasiliensis (rubiaceae). Tese (Doutorado em Produtos Naturais
e sintéticos bioativos) — Universidade Federal da Paraiba, 2013.

SOUZA, V.C. Marcgraviaceae. In: Lista de Espécies da Flora do Brasil. Rio de Janeiro:
Jardim Botanico do Rio de Janeiro. 2015.

SUN, J.-C., LI, J.-L., JI, C.-B., PENG, Y.-Y., & ZENG, X.-P. Construction of
Cyclopropa[c]coumarins via cascade Michael-alkylation process of 3-cyanocoumarin with 2-
bromomalonate. Tetrahedron, 2019.

SUN, S.-X,, LI, Y.-M,, FANG, W.-R., CHENG, P, LIU, L., LI, F. Effect and mechanism of
AR-6 in experimental rheumatoid arthritis. Clinical and Experimental Medicine, v. 10, p.
113-121, 2010.

TEIXEIRA, M. D. R., FIASCHI, P., & AMORIM, A. M. Flora da Bahia: Marcgraviaceae.
Sitientibus serie Ciéncias Bioldgicas, v. 13, 2013.



108

TENG, R., LI, H., CHEN, J.,, WANG, D., HE, Y., & YANG, C. Complete assignment of1H
and13C NMR data for nine protopanaxatriol glycosides. Magnetic Resonance in Chemistry,
40(7), 483-488. 2002.

TETALLI, S. D. Terpenes and isoprenoids: a wealth of compounds for global use. Planta, p. 1-
8, 2018.

TRAORE-KEITA, DR. M;. GASQUET C; DI GIORGIO E; OLLIVIER F; DELMAS A;
KEITA O; DOUMBO G; BALANSARD P; TIMON-DAVID. Antimalarial activity of four
plants used in traditional medicine in Mali. Phytotheraphy Research. Pages 45-47, 2000.

TU, Q.X.; ZHAO, H.G.; CHENG, Y.P.; CHEN, Y.M.; HUANG, X.P.; CHEN, Y.M.; HAN,
M.Comparision study on clinical efficacy of Jitai capsule with lofexidine in the treatment of
opiate addicts. Chin. J. Drug Depend. 4, 285-287. 1999.

VARANDA, E. A. Atividade mutagénica de plantas medicinais. Rev. Ciénc. Farm. Basica
Apl., v.27,n.1, p. 1-7, Séo Paulo, 2006.

VARSHNEY, I. P, & KHAN, M. S. Y. Saponins and Sapogenins VII. Journal of
Pharmaceutical Sciences, 50(11), 923-925. 1961.

VARSHNEY, I. P., & KHAN, S. Y. Saponins and Sapogenins XVIIl—Isolation of Proceric
Acid, a New Triterpenic Acid, from Maharashtrian Albizzia procera Seeds. Journal of
Pharmaceutical Sciences, 53(12), 1532-1533. 1964.

VEIGA-JUNIOR, V. F.; PINTO, A. C.; MACIEL, M. A. M.; Plantas Medicinais: Cura
Segura? Quimica Nova, v. 28, n. 3, p. 519-528, 2005.

VENDRUSCOLO, G. S.; RATES, S. M. K.; MENTZ, L. A. Dados quimicos e
farmacoldgicos sobre as plantas utilizadas como medicinais pela comunidade do bairro Ponta
Grossa, Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 15, n. 4,
p. 361-372, 2005.

VENUGOPALA, K. N., RASHMI, V., & ODHAYV, B. Review on Natural Coumarin Lead
Compounds for Their Pharmacological Activity. BioMed Research International, p. 1-14,
2013.

VONBALTHAZAR, M., & SCHONENBERGER, J. 2013. Comparative floral structure
andsystematics in the balsaminoid clade including Balsaminaceae, Marcgraviaceae and
Tetrameristaceae (Ericales). Bot. J. Linn. Soc. v. 173(3), p. 325-386, 2013.

WANG, S., LIU, L., WANG, L., HU, Y., ZHANG, W., & LIU, R. Structural Characterization
and ldentification of Major Constituents in Jitai Tablets by High-Performance Liquid
Chromatography/Diode-Array Detection Coupled with Electrospray lonization Tandem Mass
Spectrometry. Molecules, 17(9), 10470-10493. 2012.

WARD, N.; PRICE, R. Phylogenetic relationships of Marcgraviaceae: Insights from three
chloroplast genes. Syst. Bot., v. 27, p. 149-160, 2002.



109

WOODSON, R.E., JR, SCHERY, R.W., & DEROON, A.C. 1970. Flora of Panama. Part
IV.Family 121. Marcgraviaceae. Ann. Mo. Bot. Gard. v. 57(1), p. 29-50, 1970.

XIAO, SULONG et al. Recent progress in the antiviral activity and mechanism study of
pentacyclic triterpenoids and their derivatives. Medicinal Research Reviews, v. 38, n. 3, p.
951-976, 2018.

YOKOSUKA, A., OKABE, G., TATSUNO, S., & MIMAKI, Y. Stryphnosides G—P, 10 new
triterpene glycosides from the pericarps of Stryphnodendron fissuratum. Carbohydrate
Research, 434, 18-26. 2016.

YOUSEF, BASHIR A. et al. Pristimerin exhibits in vitro and in vivo anticancer activities
through inhibition of nuclear factor-kB signaling pathway in colorectal cancer cells.
Phytomedicine, v. 40, p. 140-147, 2018.

ZAMITH, L.R. & SCARANO, F.R. Produ¢cdo de mudas de espécies das restingas do
municipio do Rio de Janeiro, RJ, Brasil. Acta Botanica Brasilica, v. 18, p. 161-176, 2004.

ZHANG, L., & XU, Z. Coumarin-containing hybrids and their anticancer activities.
European Journal of Medicinal Chemistry, 2019.



