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RESUMO

LUCENA, Hellane Fabricia Sousa de. Uma nova lignana e outros constituintes quimicos
de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae). 166 p. Dissertacdo (Mestrado em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2012

A familia Lamiaceae possui 7.193 espécies distribuidas em aproximadamente 260 géneros
gue ocorrem na forma de ervas, arbustos e arvores distribuidos em ambos os hemisférios e
inclui um grande numero de plantas medicinais de importancia significativa. No Brasil
ocorrem aproximadamente de 26 géneros e 350 espécies. O género Hypenia (Mart. ex
Benth) R. Harley possui distribuicdo restrita na América do Sul com aproximadamente 27
espécies distribuidas em algumas regides da Venezuela, Paraguai, Bolivia e Sul do Brasil.
Entre essas espécies, a Hypenia salzmannii € popularmente conhecida como canela-de-
urubu. A populacdo utiliza esta planta para o tratamento de afec¢fes do trato respiratério
como gripes, resfriados e outras doencas respiratérias em geral. O presente trabalho
descreve os resultados do estudo fitoquimico de Hypenia salzmannii. O material botanico foi
submetido a processos de extracdo, particdo e cromatografia para isolamento dos
constituintes quimicos. A estrutura quimica dos mesmos foi determinada por métodos
espectroscopicos no Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de H e *C uni e
bidimensionais, espectrometria de massas e compara¢cdes com modelos da literatura. Da
fase diclorometano foram isolados trés terpenoides: acido ursélico, acido oleandico e acido
betulinico; um esterdide: G-sitosterol-glicosilado; duas flavanonas: isosakuranetina e
sakuranetina; duas lignanas: a hinoquinina e a B-peltatina-A-metileter. Da fase acetato de
etila foram obtidos um flavondide glicosilado: hiperina; dois derivados fendlicos: acido
rosmarinico e rosmarinato de metila; e uma nova lignana, a (-)-secoisolaricirenisol-9-O-8-D-
glicopiranosideo-(6"-p-cumaroil). Os resultados obtidos nesse trabalho contribuiram para o
conhecimento fitoquimico de Hypenia salzmannii e para a o conhecimento

guimiotaxonémico do género Hypenia e da familia Lamiaceae.

Palavras-chave: Lamiaceae, Hypenia, Hypenia salzmannii, lignanas.



ABSTRACT

LUCENA, Hellane Fabricia Sousa de. A novel lignan and other chemical constituents
from Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae). 166 p. Dissertagdo (Mestrado em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2012

The Lamiaceae family composes aproximately 260 genera and 7.193 species, occurring as
herbs, shrubs and trees, distributed in both hemispheres. It includes a large number of
medicinal plants of significative importance. In Brazil, occurs about 26 genera and 350
species. The Hypenia (Mart. ex Benth) R. Harley genus presents a restrict distribution in
South America with approximately 27 species distributed in some regions of Venezuela,
Paraguai, Bolivia and southern Brazil. Among these species, Hypenia salzmannii is popularly
known as “canela-de-urubu”. The population uses this plant for the treatment of respiratory
illnesses such as colds, flu and other respiratory diseases in general. This work describes
the results of the phytochemical study of Hypenia salzmannii. The plant was subjected to
extraction, partition and chromatographic processes for chemical constituents isolation. Their
chemical structure were determined by spectroscopic methods of InfraRed (IR) and *H e **C
NMR, uni and bidimensional, mass spectrometry and comparisons with literature data. From
the dichloromethane extract were isolated three terpenoids: ursolic acid, oleanoic acid and
betulinic acid; a steroid: B-sitosterol glycoside; two flavanones: isosakuranetin and
sakuranetin; two lignans: hinoquinin and gB-peltatin-A-methylether. From the ethyl acetate
extract were obtained a flavonoid glycoside: hyperin; two phenolic derivatives: rosmarinic
acid and methyl rosmarinate; and a novel lignan, (-)-secoisolaricirenisol-9-O-8-D-
glucopiranoside-(6"-p-cumaroyl). The results from this work contributed to the phytochemical
and chemotaxonomic knowledge of Hypenia salzmannii (Benth.) Harley, the Hypenia genus

and Lamiaceae family as well.

Keywords: Lamiaceae, Hypenia, Hypenia salzmannii, lignans.
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Uma nova lignana e outros constituintes quimicos de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae)

1 INTRODUCAO

Sabendo-se que as plantas desempenhavam papel importante nos males
existentes na sua vida cotidiana, o homem comegou a se interessar em aplicar
preparados vegetais de plantas medicinais para as enfermidades que o viessem
acometer baseado na experiéncia popular (YUNES ; CECHINEL-FILHO, 2007).

7

A cultura popular brasileira € particularmente rica no uso das plantas
medicinais. Entretanto, o Brasil tem utilizado apenas uma pequena percentagem da
sua biodiversidade e do conhecimento popular para a pesquisa e desenvolvimento
de agentes fitoterapicos (CALIXTO, 2005).

Devido a estes aspectos, vé-se um interesse crescente na utlizacdo e
pesquisa de plantas medicinais, objetivando fins terapéuticos, aliados a boa
aceitabilidade destes produtos no mercado farmacéutico e as altas cifras que
circundam a comercializacdo de fitomedicamentos, observada na ultima década. O
Brasil € o pais com maior potencial para pesquisa com espécies vegetais, uma vez

gue detém a maior e mais rica biodiversidade do planeta (NOLDIN et al., 2006).

Apesar dos grandes avancos observados na medicina moderna, nas ultimas
décadas, como o desenvolvimento vertiginoso da sintese quimica, cerca de 25% dos
medicamentos comercializados mundialmente sdo de origem vegetal, isolados ou

produzidos por semi-sintese (FOGLIO et al., 2006).

A grande variedade e complexidade dos metabolitos especiais
biossintetizados sdo especificos das espécies e participam das interacfes intra e
intercelular do préprio organismo ou com células de outros organismos, atuam em
processos de polinizacdo pela producdo de substancias que atraem o0s agentes
vivos deste processo ou contribuem para a resisténcia dos organismos pela defesa
contra pestes e outras doencas estabelecendo a competéncia para a guerra quimica
dos ajustes necessarios a convivéncia e sobrevivéncia ambiental. Assim, por
exemplo, o0 metabolismo primario assume importancia transcendental no
crescimento e rendimento agricola e o metabolismo secundario contribui com os

aromas, as cores dos alimentos e também com a resisténcia contra pestes e

Hellane Fabricia Sousa de Lucena
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doencas, mantendo a sobrevivéncia nas condi¢bes ambientais favoraveis (BRAZ-
FILHO, 2010).

A principio, os quimicos estudavam plantas consagradas pelo uso popular,
geralmente incorporadas as farmacopeias da época, limitando-se ao isolamento e a
determinacdo estrutural de substancias ativas biologicamente. Dada a importancia
das plantas para a medicina da época, a quimica e a medicina passaram a ter uma
estreita relacdo, o que permitiu um rapido desenvolvimento de seus campos
especificos. Desta forma, muitas substancias ativas foram conhecidas e introduzidas
na terapéutica, permanecendo até hoje como medicamentos (CECHINEL FILHO;
YUNES, 2001).

A Quimica Medicinal, utilizando diferentes estratégias metodoldgicas
complementares, € tradicional e reconhecidamente usada no planejamento de
farmacos. Em suas inumeras atribuicdes, ela engloba o planejamento racional de
novas substancias bioativas, envolvendo a sintese ou a modificacdo molecular de
substancias; o isolamento de principios ativos naturais (plantas, animais, minerais);
a identificacdo ou elucidacdo da estrutura; a descricdo das moléculas desde a sua
constituicdo atdbmica (passando por relagdes entre a estrutura e propriedades) até
suas caracteristicas estruturais quando da (s) interacdo (6es) com os diferentes
sistemas bioldgicos; a compreensdo a nivel molecular de processos bioquimicos,
farmacoldgicos, toxicoldgicos e farmacocinéticos (AMARAL; MONTANARI, 2002).

A quimica de produtos naturais, especialmente de vegetais, se dedica a
caracterizacao estrutural, avaliacdo de propriedades e investigacdes biossintéticas
de substancias naturais produzidas pelo metabolismo secundario de organismos
vivos (TORSSELL, 1997).

Embora existam, nos dias atuais, diversas estratégias e metodologias
disponiveis para que se possa sintetizar e descobrir novos farmacos, a quimica de
Produtos Naturais representa uma destas alternativas de sucesso, historicamente
privilegiada. Muitos metabdlitos secundarios ou especiais se notabilizaram como
matérias-primas valiosas para a producdo de inumeros medicamentos
contemporaneos (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Apesar dos muitos desafios enfrentados nas ultimas décadas, a Quimica de

Produtos Naturais tem tido avancos importantes com a interse¢do com outras areas
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afins como Bioquimica, Biologia Molecular, Etnofarmacologia, Imunologia, e
tecnologias inovadoras de andlise e elucidagdo estrutural como a ressonéancia

magnética nuclear e espectroscopia de massas (FERREIRA ; PINTO, 2010).

Com o desenvolvimento de novas técnicas espectroscopicas, 0S quimicos
organicos tém conseguido elucidar rapidamente estruturas moleculares complexas
de constituintes naturais, até h& pouco tempo dificeis de ser identificados. A cada
momento sdo relatadas na literatura novas moléculas, algumas de relevante acdo
farmacolégica. Neste contexto é importante mencionar que as plantas, além de seu
uso na medicina popular com finalidades terapéuticas, tém contribuido, ao longo dos
anos para a obtencédo de varios farmacos, até hoje amplamente utilizados na clinica
de enfermidades (CECHIEL FILHO ; YUNES, 1998).

Assim, o isolamento e a determinacdo estrutural de substancias organicas
produzidas pelo metabolismo secundario de organismos vivos representam
importancia fundamental para a fitoterapia e o desenvolvimento cientifico da propria
guimica de produtos naturais, contribuindo para o avanco de outras atividades

cientificas e tecnoldgicas no pais (LEMOS et al., 2007).

Percebendo o potencial farmacoldgico das substancias isoladas de espécies
da familia Lamiaceae, a ocorréncia de muitas espécies ainda ndo devidamente
exploradas do ponto de vista quimico e farmacoldgico, e reconhecendo o pouco
conhecimento sobre o género Hypenia, optou-se pelo estudo da espécie Hypenia
salzmannii que possui importancia no uso popular e cujos estudos quimicos e
farmacoldgicos ainda sdo pouco conhecidos, fato que podera conduzir a descoberta

de novas fontes de substancias naturais ativas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar os constituintes quimicos dos extratos organicos de

Hypenia salzmannii.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Isolar e caracterizar fitoquimicamente as partes aéreas de Hypenia salzmannii
(Benth.) Harley, através de métodos de extragdo, isolamento e purificagdo

dos constituintes quimicos;

v’ Identificar e/ou elucidar a estrutura dos constituintes quimicos desta espécie,
através de técnicas espectroscopicas no Infravermelho (IV), Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN) (uni e bidimensionais) e Espectrometria de massas;

v' Realizar o estudo fitoquimico biomonitorado a partir de bioensaio com Artemia

salina Leach;

v Contribuir com a quimiotaxonomia da familia Lamiaceae.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA LAMIACEAE

A familia Lamiaceae possui 7.193 espécies distribuidas em aproximadamente
260 géneros. As plantas dessa familia sdo abundantes na regido mediterranea,
porém alguns géneros como Salvia e Scutellaria tém distribuicdo ampla e
cosmopolita (Figura 1). No Brasil ocorrem aproximadamente de 26 géneros e 350
espécies e em outras areas do Cerrado do Leste da América do Sul, a familia

Lamiaceae é representada principalmente pela subtribo Hyptidinae (SILVA et al.,
2011).

Figura 1 - Mapa de distribuicdo da familia Lamiaceae em verde

(Fonte: http://www.tropicos.org/Name/42000291?tab=maps)
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Esta familia € composta por ervas, arbustos e arvores distribuidos em ambos
os hemisférios e inclui um grande nimero de plantas medicinais de importancia
significativa (PEERZADA, 1997).

A familia Lamiaceae é relativamente bem estudada do ponto de vista
fitoquimico. Com respeito ao metabolismo especial, apresenta uma grande
variedade de classes de micromoléculas, existindo representantes da via do acido
mevalbnico, da via do acido chiquimico e provenientes de biossintese mista (Figura
2, p. 30). Essa familia tem grande importancia econémica por ser fonte de 6leos
essenciais aromaticos, volateis essenciais (Mentha, Lavandula, Ocimum,
Rosmarinus, Salvia, Satureja, Thymus) e de plantas ornamentais. Muitas espécies
sdo utilizadas como condimentos importantes em culinaria, sendo apreciadas pelo
aroma ou pelo sabor que comunicam aos alimentos (JUDD et al., 2002; MENEZES,
1994) e algumas especiarias na familia Lamiaceae sdo uma fonte bem conhecida de
antioxidantes, especialmente polifenois (HOSSAIN et al., 2010).

Dentre os géneros da familia Lamiaceae, um que se destaca € 0 género
Hyptis, que é representado por mais de 300 espécies e apresenta uma grande
diversidade morfologica na regido do cerrado brasileiro. Varias espécies séo
relatadas como sendo extremamente aromaticas e apresentam, como comumente
relatados para o0s géneros pertencentes a familia Lamiaceae, propriedades
medicinais com relevantes atividades farmacoldgicas estudadas anteriormente
(ZELLNER et al., 2009).

Dentre as atividades biologicas relatadas dos constituintes quimicos isolados
de plantas da familia Lamiaceae, podemos destacar: antifingica, anti-ulcerogénica,
antibacteriana, citotoxica, inibitéria do crescimento de células leucémicas, anti-HIV,
antiinflamatoria, antinociceptiva e antitumoral (FALCAO & MENEZES, 2003;
ARRIGONI-BLANKA et al., 2008).
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Figura 2 - Exemplos de metabdlitos secundarios isolados de espécies da familia Lamiaceae
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3.2 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO Hypenia

O género Hypenia (Mart. ex Benth) R. Harley possui distribuicdo restrita na
América do Sul, especialmente no Brasil (Figura 3). Foi recentemente separado do
género Hyptis Jacq. baseado em um largo nimero de cromossomos e aspectos
morfologicos (SILVA et al., 2011).

Figura 3 - Distribuicdo do género Hypenia em verde

(Fonte: http://www.tropicos.org/Name/501447307?tab=maps)

Este género possui 27 espécies reconhecidas com base nas inflorescéncias
densas e frouxas incluindo as se¢des Desinfloraceae Benth. e Laxifloraceae Benth
(SILVA et. al., 2011).

As espécies de Hypenia sdo geralmente encontradas em solos oligotroficos e
arenosos, com niveis elevados de aluminio e sdo distribuidas em algumas regiées
da Venezuela, Paraguai, Bolivia e Brasil. Neste sdo mais comuns em regides de
cerrado onde uma maior diversidade e endemismo podem ser encontrados (SILVA
et. al., 2011).
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Nessa regido, espécies aromaticas de Hypenia sédo freqientemente relatadas
pelo seu uso etnobotanico, como a infusdo ou decocgao de folhas no tratamento da
gripe, resfriados e outras doencas respiratorias comuns (AGRA et al., 2007).

Hellane Fabricia Sousa de Lucena



33

Uma nova lignana e outros constituintes quimicos de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae)

3.3 CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE Hypenia salzmanii

A espécie Hypenia salzmannii (Figura 4) € popularmente conhecida como
canela-de-urubu. A populagéo utiliza esta planta para o tratamento de afecc¢des do
trato respiratério como gripes, resfriados e outras doencas respiratdrias em geral
(AGRA et al., 2007).

Para esta espécie, ja foram relatadas atividades farmacoldgicas do seu
extrato metandlico, como: acdo contra S. aureus, S. subtilis, C. albicans e M.
smegmatis (FALCAO & MENEZES, 2003), além de moderada atividade contra
radicais livres e antioxidante (DAVID et al., 2007).

Um trabalho realizado com Hypenia salzmannii (publicado com a sua
sinonimica botanica: Hyptis salzmannii) levou ao isolamento do diterpeno entdo
inédito (-)-salzol; trés lignanas: (+)-sesamina, (-)-cubenina, (-)-hinoquinina; trés
flavanonas: isosakuranetina, sakuranetina e a narigenina-7,4’-dimetileter; uma
chalcona: 4,2’,6’-tri-hidroxi-4’-metoxichalcona; além do acido p-metoxicinamico
(MESSANA et al., 1990) (Figura 5, p. 34-35).

Figura 4 - Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae)

FOTO: JOSEAN FECHINE TAVARES, 2009
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Figura 5 - Substancias isoladas de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley
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Figura 5 (continuacao) - Substancias isoladas de Hypenia salzmannii
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MESSANA et al., 1990.
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3.4 CONSIDERACOES SOBRE FLAVONOIDES

Os flavonoides compreendem um grupo de metabdlitos amplamente
distribuidos no reino vegetal, pouco presente em algas com alguns representantes
identificados em bridfitas, existindo poucos relatos de ocorréncia em fungos. Em
pteridéfitas, também foram encontrados, mas a sua variabilidade estrutural é
pequena. Todavia, estdo presentes em abundancia em angiospermas, apresentando

neste grupo uma enorme variedade estrutural.

Essa classe de substéancias pode ser considerada como marcador taxondémico
devido a: abundancia relativa em quase todo o reino vegetal, sua especificidade em
algumas espécies, sua relativa facilidade de identificacéo, sua relativa estabilidade e
seu acumulo com menor influéncia do meio ambiente (VON-POSER; MENTZ, In:
SIMOES, 1999).

3.4.1 Aspectos quimicos

Os produtos naturais derivados do esqueleto 1,3; 1,2 e 1,1 diarilpropanico sao
geralmente classificados em trés grandes classes, respectivamente, como:
flavonoides propriamente ditos, isoflavonoides e neoflavonoides (BRUNETON,
2001).

Existe uma grande variedade para as formas estruturais dos flavonoides.
Todos contém 15 atomos de carbono arranjados em trés anéis (Cs-C3-Cg), que séo
denominados A, B e C. Como consequéncia da ligacao de dois grupos fenila a uma

cadeia de trés carbonos, isto é, derivados difenilpropanicos (Figura 6, p. 39).

As variadas classes de flavonoides irdo diferir no grau de oxidacdo e de
substituicdo do anel C, enquanto que compostos individuais em uma classe diferem
guanto a substituicdo dos anéis A e B (PIETTA, 2000). Para os compostos triciclicos,
as unidades carbonicas sdo denominadas nucleos A, B e C e os carbonos recebem
numeracao com numeros ordindrios para os nucleos A e C, e 0s mesmos numeros,
seguidos de uma linha (‘) para o nucleo B. Alguns autores substituem a numeracéao 9

e 10 nos flavonoides por 8a e 4a, respectivamente.
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Estas substancias sdo usualmente oxigenadas e possuem substituintes
hidroxila, metoxila, metilenodioxila e prenila. Sdo isolados de um grande nimero de
plantas vasculares, com aproximadamente 8.000 compostos individuais conhecidos
(PIETTA, 2000). Um grande numero de flavonoides ocorre como O-glicosidios, no
qual um ou mais dos grupos hidroxila do flavonoide estao ligados a um acucar ou
acucares. Esta forma, chamada conjugada, também é conhecida como heterosidio.
Nos flavonoides C-glicosidios o acucar esta ligado a um &tomo de carbono. Quando
0 metabdlito ocorre sem conjugacdo com esses carboidratos ou entdo quando é
submetido a hidrolise &cida, é denominado aglicona ou genina (ZUANAZZI, In:
SIMOES, 1999).

3.4.1.1 Flavonas, flavonois e seus O-heterosidios

Esses compostos fazem parte de um grande grupo de flavonoides de origens
biossintéticas muito proximas. Os flavonois sao flavonas substituidas na posicédo C-3
por uma hidroxila (Figura 6, p. 39) e estas duas classes sdo em geral classificadas
juntas. As flavonas e flavonois naturais sdo freqientemente oxigenados, substituidos
com hidroxilas e/ou metoxilas. Os substituintes encontrados com bastante
freqiéncia sao: acila, C-metila, metilenodioxila, isopreno, prenila, pirano, furano e
seus derivados clorados. A maior parte das flavonas e flavondis identificados em
plantas estd sob forma conjugada, isto €, com um ou mais acucares ligados aos

grupos hidroxila por uma ligacdo hemiacetal facilmente destruida por hidrolise acida.

As flavonas (Figura 6, p. 39) sao derivadas da 2-fenilcromona e os flavondis
da 3-hidroxi-2-fenilcromona. As flavonas possuindo um grupamento metoxila ou
isoprenila ligados ao carbono C-3 sdo chamadas de 3-metoxi-flavonas ou 3-prenil-
flavonas, respectivamente. Alguns tipos de oxigenacdo, como aqueles das posicdes
dos carbonos 5, 7, 3’ e 4 sdo sempre 0s mesmos para as duas classes. Isto &
devido ao fato de flavonas e flavonois serem originarios da mesma via biossintética
(ZUANAZZI; MONTANHA, In: SIMOES, 2003).

3.4.1.2 Flavanonas

As flavanonas (Figura 6, p. 39) diferem das flavonas por possuirem uma

ligacdo simples entre C-2 e C-3, mas sdo numeradas da mesma forma. Em
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consequéncia, as flavanonas possuem centro de assimetria em suas moléculas.
Contudo, devido ao fato de serem intermediarios biogenéticos da maioria dos grupos
flavonoidicos, sdo isolados normalmente em pequenas quantidades. Dessa forma,
freqlentemente a estereoquimica é omitida em publicacdes. As flavanonas possuem
dois centros assimétricos possiveis: o nucleo B pode apresentar as configuracdes
2S ou 2R (BOHM, In: HARBORNE, 1994).

3.4.1.3 Isoflavonas

Os isoflavonoides sao caracterizados, como os demais flavonoides, por uma
cadeia arila-C3-arila, mas do tipo difenil-1,2-propano (Figura 6, p. 39). Ao contrario
das outras classes de flavonoides, sua distribuicdo taxonémica é restrita. Salvo
rarissimas excegOes, sdo de ocorréncia exclusiva em Fabaceae. Apesar desta
restricdo a uma so6 familia botanica, tal classe apresenta uma diversidade estrutural
importante (SIMOES et al., 2007). Isto se deve principalmente por modificacbes em
seu esqueleto ciclico (14 classes). Destacam-se as isoflavonas, que sdo as mais
abundantes. Em vegetais, uma grande parte dos isoflavonoides comporta-se como
fitoalexinas (substancias produzidas pela planta em resposta a uma infec¢cao por um
agente patogénico). Sao conhecidas muitas isoflavonas substituidas com
grupamento prenila. A forma mais reduzida pertencente a classe das isoflavonas € a

isoflavana (ZUANAZZI; MONTANHA, In: SIMOES, 2003).

3.4.1.4 Pterocarpanos

Os pterocarpanos sdo um grupo de substancias que podem ser descritos
como benzo-pirano-furano-benzenos os quais podem ser formados a partir das

isoflavonas por acoplamento interno do anel B a posicao 4-cetona (Figura 6, p. 39).
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Figura 6 - Representagdo dos nucleos fundamentais de algumas classes de flavonoides
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3.4.2 Atividades bioldgicas dos flavonoides

A grande prevaléncia de flavonoides e antocianidinas no reino vegetal ndo é
acidental; eles ndo somente atuam como pigmentos coloridos de flores, mas
também como inibidores de enzimas e precursores de substancias téxicas, como
defesa contra a exposicdo a radiacdo ultravioleta, agentes quelantes de metais
nocivos para as plantas e como agentes redutores. Em adig&o, os flavonoides estédo
envolvidos na transferéncia de energia, morfogénese e determinacéo do sexo, niveis
de respiracdo e fotossintese, acdo de hormdnios de crescimento e reguladores da
planta, expressdo de genes e comportamento (SMITH; BANK, 1986). Diversas
funcBes sdo atribuidas aos flavondides nas plantas. Dentre elas, podem-se citar:
protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel, além de
protecao contra insetos, fungos, virus e bactérias; atracdo de animais com finalidade
de polinizacdo; antioxidantes; controle da acdo de hormdnios vegetais; agentes
alelopéticos e inibidores de enzimas (HARBORNE, 1989).

Através da cadeia alimentar, animais e humanos ingerem flavonoides, e ha
muitos dados que apontam para um grande numero de atividades destes compostos
em humanos. Por exemplo, eles podem ser utilizados como protecdo para a
integridade  vascular (BERETZ; CAZENAVE, 1988), como agentes
antiosteoporodticos (EVANS, 1994) e por suas propriedades antihepatotdxicas
(SOIKE; PESCHLOW, 1987). Alguns flavonoides foram examinados para a
verificacdo da sua atividade em modelos experimentais de tumores in vitro e in vivo
(BRACKE et al., 1988). Os flavonoides também foram reportados por atuar no trato
gastrintestinal como agentes antitlcera (DI CARLO et al., 1999), anti-secretorio e
antidiarréico (DI CARLO et al., 1993).

As acdes de alguns flavonoides podem estar relacionadas com a sua
capacidade de interagir com o 6xido nitrico (NO), que é um mediador de varios
sistemas biologicos (MONCADA et al., 1991). Outras atividades importantes como
agentes antioxidantes e anti-radicais livres (BURDA; OLESZEK, 2001) também séo

relatadas.
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3.4.3 Aspectos biossintéticos dos flavonoides

O esqueleto basico dos flavonoides, dois anéis arométicos conectados por
uma ponte de trés carbonos (Ces-C3-Cs), resulta de rotas biossintéticas separadas: a
do é&cido chiguimico e a do acetato via malonil CoA (Figura 7, p. 44). O anel B e a
parte heterociclica do esqueleto flavénico sédo originados a partir de um éster do
acido hidroxicinamico, ordinariamente denominado de 4-cumaril-CoA, ao passo que
0 nucleo A se origina de trés unidades de acetato, via malonil-CoA. Ambos
precursores derivam de carboidratos (metabolismo priméario). A malonil-CoA é
formada do acetil-CoA e CO, catalisado pela enzima acetil-CoA carboxilase (ACC).
4-Cumaril-CoA e ésteres dos acidos hidroxicinamicos relacionados sao supridos
pelos primeiros passos da via geral dos fenilpropandides. Esta via inicia-se a partir
do aminoacido aromatico fenilalanina, sendo este, por sua vez, sintetizado atraves
da via chiquimato. A chave dessa reacao € a desaminacao da fenilalanina catalisada
pela fenilalanina aménia liase (PAL). Esta enzima liga o metabolismo priméario com a
via dos fenilpropandides, sendo que nas plantas estd sob o controle de varios
fatores internos e externos, tais como: hormdnios, niveis de nutricdo, luz, infeccéo
por fungos, lesbes, entre outros. O produto da reacao, trans-cinamato, é hidroxilado
ao 4-cumarato pela 4-hidroxilase cinamato, um citocromo P450 monoxigenase de
funcdo mista. A ativacdo do 4-cumarato pela formacdo do éster CoA é catalisada
pela ligase de 4-cumarato-CoA. O 4-cumaril-CoA pode ser hidroxilado na posicédo 3
para cafeoil-CoA, que pode servir como substrato para a formacdo de chalconas
(GOTTLIEB; BORIN, 1998).

A principal enzima envolvida na formacéo do esqueleto flavonico € a chalcona
sintase (CHS). Esta enzima catalisa a condensacdo gradual de trés unidades de
acetato malonil-CoA com 4-cumaril-CoA ao Cis intermediario 2’,4°.6',4-
tetrahidroxichalcona. O composto 6’- deoxichalcona, isoliquiritigenina, € um similar
sintetizado a partir do malonil-CoA e do 4- cumaril-CoA via CHS, envolvendo nessa
reacdo uma redutase dependente (NADPH). Os dois tipos de chalcona citados
podem ser precursores diretos das auronas e de outros fenilpropanoides. Mas, em
particular o 6-hidroxi e 6-deoxichalcona sdo os precursores imediatos de todos os
tipos de flavonoides e isoflavonoides. Contudo, as enzimas envolvidas nesta etapa
ainda ndo sao conhecidas. A ligacdo estereoespecifica da chalcona, catalisada pela

enzima chalcona isomerase (CHI), prové a 2S-flavanona com o esqueleto flavonoide
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tipico. Dois tipos de CHI sdo conhecidos, uma catalisa a ciclizagdo de 6'-
hidroxichalcona a 5-hidroxiflavanona; a outra CHI conhecida é a enzima chave na
isomerizagdo da 6’-hidroxi e 6’-deoxichalcona para a 5-hidroxi e 5-deoxichalcona,
respectivamente (HELLER; FORKMANN, 1994).

Flavanonas sao precursores diretos da maioria das classes de flavonas e
isoflavonas, como também na formacdo de dois flavonoides intermediéarios: 4-
flavanol e o dehidroflavonol (BOHM, 1994).

Flavonas séo biossintetizadas a partir de flavanonas pela introducdo de uma
dupla ligacdo entre C-2 e C-3. Dois tipos de enzimas, a flavona sintase I-2-
oxoglutarato dioxigenase dependente (FNS I) e a flavona sintase Il (FNS 1l) s&o os
catalizadores dessa reacao. A formacao de isoflavonas a partir de flavanonas se da
pela participagdo da 2-hidroxiisoflavanona sintase (IFS), um citocromo P450
monoxigenase de funcdo mista. Esta enzima aceita tanto 5-hidroxi como 5-
deoxiflavanonas como substrato. A reacdo em questdo envolve um rearranjo
oxidativo da flavanona, incluindo a troca do anel da posicdo 2 para a posicdo 3
(DEWICK, 1994).

Dewick (1994), a partir de experimentos realizados com Cicer arientinum
(Fabaceae), postulou que a sintese de pterocarpanos procede a partir de
isoflavonas, através de um intermediario pterocarpeno. Esse processo € mediado
pela enzima pterocarpano sintase (PTS) e envolve a formacdo de um intermediario
pterocarpeno. A transformacéo de pterocarpanos hidroxilados na posicao 6a se da a
partir de acdo especifica da enzima pterocarpano 6a-hidroxilase (P6aH). As
prenilacbes nesta classe de isoflavonoides sdo bem freqlientes e ocorrem pela

presenca de uma enzima especifica, a pterocarpano prenil transferase (PTP).

A reducéo do grupo carbonila das flavonas origina compostos com esqueleto
4-flavanol. Esta reacdo é catalisada pela flavanona 4-redutase (FNR) e prové os
precursores imediatos para a formacdo de 3-deoxiantocianinas, que, por sua vez,

ocorrem em um numero restrito de plantas.

Finalmente, as flavanonas podem ser hidroxiladas na posicao 3, formando
dehidroflavonéis, que sédo intermediarios biossintéticos na formacdo de flavandis,
catequinas, procianidinas e antocianidinas. Esta reacdo € catalisada pela 3-

flavanona hidroxilase (FHT), uma 2-oxoglutarato dioxigenase dependente.
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Dehidroflavonois s&o substratos diretos para a abundante classe dos
flavonodis, como também para a formacéo de substancias com esqueleto 3,4-diéis,
conhecidos como leucocianidinas. Flavonois sao formados a partir de
dehidroflavonéis por introducdo de uma dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3,
reacdo esta catalisada pela enzima flavonol sintase (FLS), outra 2-oxoglutarato
dioxigenase dependente. A reducdo de dehidroflavonéis na posicdo 4, catalisada
pela enzima 4-dehidroflavonol redutase (DFR), leva a formacdo de compostos do
tipo cis-di6is, que sdo, por sua vez, intermediarios na formacdo de catequinas,
protocianidinas e antocianidinas (HELLER; FORKMANN, 1994).
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Figura 7 - Representacéo da biossintese dos flavonoides (DEWICK, 1994)
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3.5 CONDIDERACOES SOBRE TERPENOIDES

Os terpenoides constituem uma classe de metabdlitos secundéarios
distribuidos na flora e fauna, marinha e terrestre ocorrendo na forma livre ou em
forma de ester, éter e glicosideo (MAHATO; KUNDU, 1994). S&do conhecidos pelas
suas importantes funcdes bioldgicas e fisiologicas e, por isso, muitos sédo utilizados
na area farmacéutica (DEWICK, 2002).

3.5.1 Aspectos Quimicos

Esta classe de substancias constitui uma grande familia de metabdlitos
secundarios, compreendendo cerca de 30.000 terpenos, classificados de acordo
com o numero de unidades de isopreno, que vao se ligando entre si, orientadas em
sentido inverso (cabeca-cauda): hemiterpenoides, C5; monoterpenoides, C10;
sesquiterpenoides, C15; diterpenoides, C20; sesterpenos, C25; triterpenoides, C30;
e tetraterpenoides C40 (DUBEY et al., 2003). O isopreno (IP) é produzido
naturalmente, mas ndo esta envolvido diretamente na formacdo dos produtos
pertencentes a estas classes. As unidades bioquimicamente ativas de isopreno séo
na realidade o dimetilalil pirofosfato (DMAPP) e o isopentenil pirofosfato (IPP)
(NIERO; MALHEIROS, 2007).

3.5.2 Atividades Bioldgicas de Terpendides

Os terpendides apresentam func¢des variadas nos vegetais e de modo geral
possuem diversas atividades farmacoldgicas (NIERO; MALHEIROS, 2007).

Os monoterpenos sdo o0s principais constituintes dos oleos volateis,
importantes comercialmente no fabrico de sabdes, detergentes, cosméticos e
perfumaria, além de serem atrativos dos polinizadores. Os sesquiterpenos, em geral,
apresentam funcbes protetoras contra fungos e bactérias, enquanto muitos
diterpendides dao origem aos horménios de crescimento vegetal. Os triterpenoides e
seus derivados esteroidais apresentam uma gama de funcées como protecédo contra
herbivoros, alguns sdo antimitéticos, outros atuam na germinacao das sementes e
na inibicdo do crescimento da raiz (NIERO; MALHEIRQOS, 2007).
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3.5.3 Considerac¢des gerais sobre triterpenos

Os triterpenos sdo metabdlitos secundarios muito difundidos na natureza,
principalmente no Reino Vegetal, especialmente nos latex e resinas como
glicosideos, ésteres ou na forma livre, e sdo constituidos por mdaltiplas unidades
isoprénicas (C5). Ocorrem também no Reino Animal como € o caso do esqualeno,
obtido do 6leo de figado de tubardo (DEWICK, 2002).

De acordo com os esqueletos béasicos sao divididos em seis grupos:
damarano, gamacerano, lanostano, lupano, oleanano e ursano, onde cada grupo
apresenta uma variedade estrutural em decorréncia de perda ou adicdo de grupos
metilénicos, abertura de anel ou formacéo de novos e, principalmete, rearranjos de
grupos metilicos do esqueleto padrao (MAHATO; KUNDU, 1994).

Recentemente foram isolados alguns triterpenos com novos esqueletos,
porém com uma unica via biossintética. Muitos com ciclizagdo incompleta ou com
ciclizacdo dentro da cadeia, ou ainda, com duas ciclizagbes consecutivas sendo que
essa ciclizacdo inicia-se desde o final da cadeia (MAHATO; SEM, 1997). Eles
apresentam diversas propriedades medicinais, destacando-se o0s efeitos
antiinflamatérios, analgésicos, cardiovasculares e antitumorais (NIERO;
MALHEIROS, 2007).

A betulina,é o precursor na biossintese do acido betulinico, sendo este o
composto biologicamente mais ativo deste grupo. Estes compostos tém apresentado
varias atividades bioldgicas, entre as quais destaca-se a atividade antiinflamatéria.
Trabalhos recentes também tém demonstrado que os acidos ursélico e oleandlico
exercem inumeras atividades biologicas, dentre as quais, atividade antiinflamatoria,
analgésica, antitumoral, anti-HIV e tripanossomicida, além de serem inibidores da
acetilcolinesterase, podendo ser utilizados no tratamento do Mal de Alzheimer. Estes
sdo apenas alguns exemplos da importancia desta classe de compostos presentes,
principalmente, em plantas superiores, muitas delas, encontradas na flora brasileira
(NIERO; MALHEIROS, 2007).

3.5.4 Aspectos gerais da biossintese de triterpenos

Os triterpenos sdo formados a partir de unidades isoprénicas. Inicialmente

ocorre formacgéo da acetoacetil CoA através de condensacao do tipo cabeca-cauda,
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sendo catalisada pela enzima tiolase. Uma terceira molécula de acetil CoA adiciona-
se ao grupo carbonila na posigéo trés da acetoacetil CoA para formar 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA. Este €, entéo, reduzido a &cido mevalbnico, sendo provavelmente
precedido pelo intermediario acido mevéldico. Como a reagdo € praticamente
irreversivel o &cido mevalbnico deve ser o precursor direto para compostos

isoprendides (DEWICK, 2002).

A enzima mevaldate redutase transfere um hidrogénio
estereoespecificamente do lado “A” do NADH ou NADPH para o substrato. O acido
mevalbnico formado €, entdo, fosforilado no grupo alcodlico primério para formar o
acido mevalénico monofosfato e em uma segunda etapa da reacdo o acido
pirofosfato. O isopentenil pirofosfato € obtido de um composto posterior por
descarboxilacdo e eliminacdo de uma molécula de agua. A reacdo requer a
presenca de ATP (DEWICK, 2002).

A polimerizagédo do pirofosfato de isopentenila inicia-se com a ionizagado da
ligacdo CO do pirofosfato de dimetilalila (o qual é formado por isomerizagcdo do
pirofosfato de isopentenila) resultando em um centro catidnico que sofre adicdo de
uma molécula de pirofosfato de isopentenila gerando pirofosfato de geranila, que na
etapa reacional seguinte recebe outra molécula de pirofosfato de isopentenila
produzindo o pirofosfato de farnesila (DEWICK, 2002).

O esqualeno é formado através da condensacéo tipo cabeca-cauda entre
moléculas de pirofosfato de farnesila. Trata-se de uma reacao estereoespecifica, em
gue um atomo de hidrogénio do carbono 1 de um dos dois grupos farnesila é
recolocado por um atomo de hidrogénio originado do NADPH (LUCKNER, 1969).

A formacédo dos sistemas de anéis triterpénicos cilcicos a partir do esqualeno
inicia-se com a oxidacdo do composto isoprendide a esqualeno-2,3-epoxido. O anel
epoxido é rompido pela acdo de protons formando o grupo hidroxila no carbono 3 e
uma carga positiva no carbono 2. O 3-hidroxi-esqualeno formado cilciza-se
espontaneamente. O numero e a conformacdo dos anéis formados dependem das
dobras da cadeia do esqualeno (LUCKNER, 1969).

O cation esteroide sofre um rearranjamento Wagner-Meerwein alargando o
anel D. Depois, fecha-se um anel adicional seguido de rearranjamento Wagner-

Meerwein, em que novamente ocorre alargamento construindo o anel E. Esta
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estrutura, cétion lupenil, € o material de partida para a sintese dos triterpenos
pentaciclicos das séries lupano, friedelano, oleanano e ursano por eliminagdo de
protons (DEWICK, 2002) (Figura 8, p. 49-52).
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Figura 8 - Representacédo esquematica da biossintese de triterpenos
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Figura 8 (continuacao) - Representagdo esquemética da biossintese de triterpenos
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Figura 8 (continuacao) - Representacao esquematica da biossintese de triterpenos
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Figura 8 (continuagao) - Representacéo esquematica da biossintese de triterpenos
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3.6 CONSIDERACOES SOBRE LIGNOIDES

Tradicionalmente, tem-se como 0s mais importantes grupos de metabdlitos
secundarios vegetais os alcaloides, os terpenoides e os flavonoides, porém nas
Ultimas décadas, percebeu-se que os lignoides também ocupam um lugar de
destaque, por estarem amplamente distribuidos no reino vegetal, apresentando
importancia ndo so para as plantas que as produzem, servindo como marcadores do
processo evolutivo, como para o homem que as extrai ou sintetiza, fato que ja levou
a aplicacdes terapéuticas importantes (GOTTLIEB & YOSHIDA, 1984).

Esta classe compreende um grupo com uma grande variacao estrutural, que
resulta em uma grande diversidade de classes encontradas na natureza como
lignanas, neolignanas, alolignanas, norlignanas, oligolignoides e heterolignoides.

Destas, as lignanas e neolignanas séo as classes mais numerosas.

Os lignoides sdo micromoléculas cujo esqueleto € formado exclusivamente,
ou adicionalmente a outros grupos, pelo grupo fenilpropanico (Ce.C3),, sendo n

restrito a poucas unidades, mais comumente de 1 a 3.

A ocorréncia desta classe quimica na natureza se limita a plantas vasculares
gue possuem o tecido enriquecido por ligninas, que sdo macromoléculas dotadas de
um esqueleto em (C.C3)n, Onde n abrange um alto numero de unidades, entre 2 a
5000, que se depositam nas paredes das células vegetais, com funcdo de promover
significativa rigidez ao caule (GOTTLIEB & YOSHIDA, 1984).

A biossintese dos lignoides envolve os metabdlitos primarios finais da via
metabolica do chiguimato. O caminho biossintético dos arilpropanoides, precursores
primarios dos lignoides, desenvolve-se a partir da fenilalanina ou da tirosina, pela via
redutora, que envolve a formacao de acidos cinamicos, aldeidos cinamicos e alcoois
cinamilicos. Se o alcool for convertido a pirofosfato, o éter resultante sera altamente
susceptivel ao ataque nucleofilico, fato conhecido em muitas reducdes bioldgicas. A
acao enzimatica de NADPH conduziria aos alil e propenil fendis. Portanto, quatro
mondmeros estdo envolvidos no acoplamento oxidativo do processo biogenético dos
lignoides: &cido cinamico, alcool cinamilico, propenilfendis e alilfendis (Figura 9, p;
54).
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Figura 9 - Rota biossintética dos fenilpropanoides (DEWICK, 2002; SIMOES et. al., 2004)

PAL: enzima fenilalanina aménia liase; NADPH: reducéo; [H]: reducao; [O]: oxidagéo

As lignanas sdo dimeros formados através do acoplamento oxidativo de
alcodis cinamilicos entre si ou destes com acidos cinamicos, apresentando o
carbono gama (C-9) oxigenado, enquanto que as neolignanas sdo dimeros
oxidativos de alilfendis e de propenilfendis, entre si ou cruzados e nao apresentam o
carbono gama (C-9) oxigenado.

Assim o acoplamento oxidativo entre esses radicais (propenila, alila, cinamoila
e cinamila) seguidos da adicdo de um ou dois ions hidretos, adicdo de ion hidreto
mais hidroxila inter ou intramolecular e ciclizacdo e aromatizacao, produzem a varios
tipos de neolignanas e lignanas. Aspectos configuracionais desempenham um papel
de grande importancia na quimica e bioquimica dos lignéides. Com algumas
excecdes, possuem dois, trés, cinco e até mais centros assimétricos. Os grupos arila
dos precursores sdo comumente substituidos por grupos hidroxila, metoxila e
metilenodioxi, por exemplo, guaiacila (3-OCHs, 4-OH), veratrila (3,4-OCHj3),
piperonila (3,4-0,CH,), metoxipiperonila (3-OCHgs, 4,5-0O,CH,), siringila (3,5-OCH3) e
trimetoxifenila (3,4,5-OCH3) (SIMOES et al., 2007).
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As lignanas séo classificadas em seis subgrupos com base em estruturas
gerais (Figura 10, p.56) a dibenzilbutano e dibenzilbutanodiol (formadas por duas
unidades Cg-C3 ligadas [-B’); dibenzilbutirolactonicas (com duas unidades Cg-Cs
ligadas B-B’adicionadas de uma ponte lactdnica y-y’); tetrahidrofuranicas substituidas
(duas unidades Cs-C3z ligadas [B-B° e uma ponte de oxigénio); 2,6-diaril-3,7-
dioxabiciclo [3.3.0] octanos, também conhecidas como tetrahidrofurofuranicas, (duas
unidades Cs-Cs3 ligadas B-B’ e duas pontes de oxigénio); derivados arilnaftalenos
(duas unidades Ce-C3 ligadas B-B’ e um C,Ca ligado que deriva uma tetralina ou um
naftaleno); e derivados dibenzociclooctadienos (duas unidades Cg-C3 ligadas B-B’ e
um C,Ca ligado que forma uma bifenil) (RIOS, et al., 2002). Os esqueletos podem

ser visualizados na Figura 10 (p. 56).
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Figura 10 - Esqueleto geral das principais lignanas
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Figura 10 (continuagdo) - Esqueleto geral das principais lignanas
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(RIOS et al., 2002)
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As lignanas de cada subgrupo podem variar substancialmente nos niveis de
oxidacdo de ambos os anéis arométicos e nas cadeias laterais propil. Além disso,
essas lignanas podem ainda ser classificadas em trés categorias, dependendo do
estado de oxidacao das posicdes (C9) e C9’: lignans com oxigénio em 9(9'); lignanas
sem oxigénio em 9 (9'); e lignanas acido dicarboxilico (SUZUKI & UMEZAWA, 2007)
(Figura 11, p. 59).

A maioria das lignanas possuem oxigénio em C9 (C9’). Lignanas com e sem
C9 (C9) sao formadas a partir dos monémeros dos fenilpropandides
correspondentes com e sem oxigénio no C9, respectivamente. Assim, a sua
biossintese diverge das vias biossintéticas do monbémeros fenilpropandides,
enquanto a diversidade da substituicbes aromaticas é, provavelmente, introduzida
apos dimerizacao dos fenilpropandides, ou seja, na conversao de lignanas (SUZUKI

& UMEZAWA, 2007) (Figura 11, p. 59).

Das trés categorias de lignanas, as com oxigénio (9 '), lignanas sem oxigénio
(9 ") e lignanas acido dicarboxilico (Figura 11, p. 59)., o estudo da biossintese de
lignanas com oxigénio (9 ') € o mais avancado. Este tipo € formado pela dimerizacao
enantiosseletiva duas unidades de alcool coniferii com o auxilio de proteinas
Dirigentes para dar origem a pinoresinol (Furofuranica). A pinoresinol é entdo
reduzida por pinoresinol/lariciresinol redutase, via lariciresinol (furano), para
secoisolariciresinol (dibenzilbutanica), que por sua vez é oxidada para matairesinol
(dibenzilbutirolactonica) por secoisolariciresinol desidrogenase (SUZUKI &
UMEZAWA, 2007) (Figura 11, p. 59).

A conversdao do alcool coniferil para matairesinol tem sido demonstrada
em diversas espécies de plantas, o que sugere fortemente que esta é a lignana geral
da via biossintética. Muitas outras subclasses de lignanas sdo formadas a partir

dessas citadas (Figura 11, p. 59).
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Figura 11 - Possiveis vias biossintéticas para varios tipos de lignanas. Setas solidas representam
caminhos fundamentados por meio de experimentos, setas quebradas representam caminhos
assumidos com base na comparacéo de estruturas quimicas (SUZUKI & UMEZAWA, 2007)

A biossintese destes compostos tem sido de grande interesse principalmente
porque as lignanas possuem importantes atividades bioldgicas de interesse clinico.
Algumas sao usadas na medicina e como suplementos nutricionais, tais como
derivados da podofilotoxina (Figura 12, p. 61) semi-sintética em terapias contra o
cancer e sesamina (Figura 2, p. 30) na saude e na nutricdo (SUZUKI & UMEZAWA,
2007).

Devido o elevado numero de lignanas distribuidas no reino vegetal supde-se
gue as propriedades biologicas dessas substancias sejam essenciais ao
desenvolvimento do proprio vegetal e para a sua defesa contra as agressoes
ambientais. Dessa forma, justifica-se a possibilidade de que essas substancias
possam ser aproveitadas diretamente pelo homem ou servindo de modelo para a
sintese de farmacos (BARROS, 2008).
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Baseado em estudos fitoquimicos, foi mostrado que os lignoides sé&o
indicadores do processo evolutivo em angiospermas e desempenham um papel na
adaptacdo ecoldgica. Evidéncias mostram que esse grupo de substancias esteja
envolvido em interacbes de plantas com fungos, insetos ou com outras plantas, e
também em aplicacdes farmacolégicas (GOTTLIEB & YOSHIDA, 1984).

Algumas lignanas também possuem atividade biolégica comprovada, como
siringaresinol, com atividade antifungica, que foi isolada de Michelia champaca
(Magnoliaceae), além da podofilotoxina, que possui atividade antimitdtica e
antineoplasica, isolada de Podophyllum hexandrum (Berberidaceae) (MONTEIRO et
al., 2007; SIMOES et al, 2004). As estruturas das lignanas citadas com atividade
biolégica podem ser visualizadas na Figura 12 (p. 61).
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Figura 12 -Lignanas com atividade biolégica na planta e no homem
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3.6 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.6.1 Ensaios biolégicos frente Artemia salina Leach

Os laboratérios de produtos naturais tém inserido dentro de suas rotinas
ensaios biolodgicos simples, no intuito de selecionar e monitorar a pesquisa de
extratos de plantas na procura de substancias bioativas. Dentre esses bioensaios,
encontra-se 0 ensaio de toxicidade frente Artemia salina Leach, que é um
microcrustaceo de agua salgada comumente usado como alimento para peixes. A
simplicidade com que pode ser manuseado, a rapidez dos ensaios e 0 baixo custo
favorece a sua utilizacao rotineira em diversos estudos, além do que, tais ensaios de
letalidade sdo muito utilizados em analises preliminares de toxicidade geral (LUNA et
al., 2005; NASCIMENTO et al., 2008).

A literatura relata que existe uma correlacéo entre a toxicidade geral frente A.
salina e atividades como antifungica, viruscida e antimicrobiana, parasiticida
(SAHPAZ et al., 1994), tripanossomicida (ZANI et al., 1995), entre outras. Ha,
também, correlacdo com a citotoxicidade em linhagens celulares tumorais humanas
(MacLAUGHLIN, 1991).

Atualmente, um dos debates éticos em ampla evidéncia esta relacionado ao
uso de animais em experimentos laboratoriais. Adicionalmente, além da questéo
ética, existe um fator financeiro envolvido nos estudos de toxicidade in vivo. Uma
das solucbes para essa problematica sugere a realizacdo de ensaios de toxicidade
in vitro, fortemente recomendados para a realizacdo da fase preliminar de testes,
com o intuito de predizer o potencial toxico de uma substancia, utilizando-se,
posteriormente, um menor numero de animais experimentais (FRESHNEY, 1994;
MELO; DURAN; HAUN, 2001).
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 ESTUDO FITOQUIMICO

4.1.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

O material vegetal (partes aéreas) de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley foi
coletado no Estado da Paraiba, em 17 de junho de 2009 e a exsicata desta espécie
encontra-se catalogada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) do Centro de
Ciéncias Exatas e da Natureza — UFPB, sob registro AGRA et al. 7048 sendo
identificado pela botanica Prof2 Dra. Maria de Fatima Agra do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas — UFPB.

4.1.2 Métodos de analise
4.1.2.1 Métodos cromatograficos

Foi utilizado na cromatografia em coluna (CC) Sephadex LH-20° da
AMERSHAM BIOSCIENCES, silica gel 60 (7734 MERCK - 0,063 — 0,200 mm) e
colunas de vidro cilindricas cujas dimensdes variaram de acordo com a quantidade
de amostra a ser cromatografada. Para cromatografia em camada delgada (CCD),
foi usada silica gel 60 PF254 ART 7749 da MERCK, distribuida sobre placas de
vidro utilizando um espalhador mecéanico tipo “quickfit”, seguindo técnica descrita por
MATOS (1997). As cromatoplacas obtidas foram secas ao ar livre e ativadas em

estufa a 110 °C durante duas horas.

As revelacbes das substancias nas CCD analiticas foram executadas pela
exposicao das placas a lampada de irradiacéo ultravioleta com dois comprimentos
de onda (254 e 366 nm) por meio de aparelho MINERALIGHT, modelo UVGL-58.
Também foi utilizado como revelador camara saturada com vapores de iodo. O grau
de pureza preliminar das substancias foi evidenciado por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA), determinando-o quando observada uma Unica mancha

apos revelacao, em pelo menos trés sistemas de eluicao diferentes.
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4.1.2.2 Métodos espectrométricos
4.1.2.2.1 Infravermelho

Os dados espectrais na regidao do infravermelho foram obtidos em
espectrofotometro marca BOMEM, modelo MB 100 do Centro de
Biotecnologia/UFPB, utilizando-se de 1,0 a 3,0 mg de amostra em pastilhas de KBr,

com freqiiéncia medida em cm™.

4.1.2.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de **C (RMN de **C) uni e bidimensionais foram
obtidos em espectrometro da marca MERCURY-VARIAN (LMCA/UFPB) operando a
200 MHz (*H) e 50 MHz (**C) e VARIAN- NMR-SYSTEM (LMCA/UFPB) operando a
500 MHz (*H) e 125 MHz (*3C). As amostras para andlise foram preparadas
solubilizando-as em solvente deuterado da Cambridge Isotope Laboratories (CDCls,
CD30D e CsDsN). Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por
milh&o (ppm) e foram referenciados para RMN de *H pelos picos caracteristicos dos
hidrogénios pertencentes as fragcdes ndo deuteradas destes solventes: cloroformio
(6u 7,24), metanol (&4 3,30) e piridina (54 7,55). Para os espectros de RMN de **C,
estes mesmos parametros foram utilizados: cloroférmio (6¢ 77,0), metanol (6¢ 49,00)
e piridina (6¢ 135,5).

As multiplicidades no espectro de RMN *'H foram indicadas segundo as
convencgdes: s (singleto), sl (singleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), dI
(dupleto largo), t (tripleto), g (quadrupleto), m (multipleto).

4.1.2.2.3 Espectrometria de Massas

Foram utilizadas concentracdes de 1ng/uL das amostras para obtencédo dos
espectros utilizando o espectrometro de Massas (Bruker, lon Trap Amazon)
acoplado a Cromatégrafo Liquido (Shimadzu Séria 20AD (SPD-M20A; controladora:
CBM-20; Bomba: LC-20AD (2); Degasificador: DGU-14A).

Hellane Fabricia Sousa de Lucena



66

Uma nova lignana e outros constituintes quimicos de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae)

4.1.2.3 Pontos de fusado

Os pontos de fusdo das amostras foram determinados em aparelho digital
para ponto de fusdo, marca Microquimica, modelo MQAPF-302, com bloco de
platina em microscépio 6ptico tipo “Kofler’, marca REICHERT, modelo R3279, com
temperatura que varia de 0-350 °C. Os valores obtidos foram comparados aos da

literatura.

4.1.2.4. Artemia salina Leach

Os cistos de Artemia salina foram armazenados sob resfriamento a 5°C até a
execucdo do experimento. Foram utilizadas larvas de Artemia salina L.,
microcrustaceo da classe Anostraceae, na forma de nauplio, utilizando-se a
Concentragdo Letal Média (CLsp) como parametro de avaliacdo da atividade
biol6gica (LOPES et al., 2002). Os testes foram realizados no Laboratério de Ensaios
Toxicologicos (LABETOX) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.1.3 Processamento das partes aéreas de Hypenia salzmannii

As partes aéreas de Hypenia salzmannii foram secas em estufa com ar
circulante a temperatura média de 45 °C durante 72 horas. Ap0s a secagem, O
material vegetal foi submetido a um processo de pulverizacdo em moinho mecanico

tipo Harley, obtendo-se 3,488 Kg do pé seco.

4.1.3.1 Obtencéo do extrato etandlico bruto (EEB) das partes aéreas de
Hypenia salzmannii

O material vegetal seco e pulverizado foi submetido & maceracao exaustiva
com etanol (EtOH) a 95 %. Foram feitos quatro processos de extracdo em um
intervalo de 72 horas entre eles, para garantir uma maxima extracdo dos
constituintes quimicos. A solucdo etandlica obtida foi filtrada, fazendo-se, em
seguida, a evaporacao do solvente com o auxilio de um rotaevaporador sob presséo
reduzida a uma temperatura média de 40 °C. ApOs esse processo de evaporacao do
solvente, obteve-se o extrato etandlico bruto (EEB), que apresentou 168,25 g (4,82

% em relagdo ao peso seco da planta).
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4.1.3.2 Fracionamento do extrato etandlico bruto (EEB) das partes aéreas
de Hypenia salzmannii

Uma parte do extrato etandlico bruto (90 g) foi suspenso em uma solucéo de
Metanol/Agua (7:3 v/v) e homogeneizado sob agitagdo mecanica durante
aproximadamente 60 minutos. Desse processo resultou um residuo, que foi
reservado, e uma solucdo hidroalcodlica que foi submetida a uma particdo
liquido/liquido, em uma ampola de separacdo, sob agitacdo manual utilizando
consecutivamente solventes de polaridades crescentes, obtendo-se as fases:
hexanica, diclorometano e acetato de etila. As solugbes obtidas no processo de
particdo foram tratadas com Na,SO, anidro, para que fosse retirado o excesso de
agua, e submetidas a filtracdo sob pressdo reduzida. Apds esse processo, 0S
solventes foram evaporados em rotaevaporador a uma temperatura média de 40 °C,
obtendo-se: 1,5 g de fase hexanica, 11,0 g da fase diclorometano e 7,0 g da fase
acetato de etila. Desta ultima, obteve-se um precipitado (1,70 g) que foi reservado

(Esquema 1, p. 68).
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Esquema 1 - Obtencao e particionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de Hypenia

salzmannnii.

Material Botanico
Fresco

Secas em estufa de ar circulante a 45°C por
72h e moidas em moinho mecanico

P6

(3,488 Kg)

Maceracdo com EtOH 95%
Concentracdo sob pressao reduzida

Extrato Etanélico

Bruto

(168,25 g)

|

90,0 g Extrato

e Particdo em ampola de
Etandlico Bruto separacéo (MeOH 7:3 H,0)

Fase Hexanica Fase Diclorometano Fase Acetato de Etila

(1,5 g) (11,009 (7,0 0)

Precipitado

(1,7 9)
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4.1.4 Bioensaio do EEB e fases de Hypenia frente Artemia salina Leach

A toxicidade dos extratos de Hypenia salzmannii foi avaliada utilizando-se o
teste de letalidade com Artemia salina (MEYER et al.,, 1982; NASCIMENTO;
ARAUJO, 1999). Os cistos de A. salina foram armazenados sob resfriamento a 4 °C
até a execucdo do experimento. Foram utilizadas larvas de Artemia salina L.,
microcrustaceo da classe Anostraca, na forma de nauplio, utlizando-se a
Concentracdo Letal Média (CLsp) como parémetro de avaliagdo da atividade
bioldgica.

Em um recipiente retangular de vidro com uma diviséria contendo furos de
aproximadamente 0,02 cm de espessura e distribuidos uniformemente, foi
adicionada agua salina artificial (pH 8,5 e 29 °C) preparada pela solubilizacéo de 38
g de sal marinho (Marinex®) em 1 litro de agua destilada. O recipiente permaneceu
sob iluminagcédo através de uma lampada incandescente. Cistos de Artemia salina
foram incubados durante 24 horas (22 — 29 °C) em um dos lados do recipiente. A
parte do sistema contendo os cistos foi coberta com papel aluminio, para que as
larvas, apos a eclosao dos cistos, fossem atraidas pela luz do outro lado do sistema,
forcando-as a atravessar a divisoria, e assim sendo coletadas com auxilio de uma

pipeta de Pasteur (Figura 13).

Figura 13 - Aspecto geral do experimento com Artemia salina. (A) Recipiente retangular com diviséria
contendo furos; (B) Parte coberta do sistema contendo os cistos; (C) Exposicéo a luz

(Fotos: JOAO CARLOS PITA, 2010)

Os extratos e fases foram solubilizados (Tabela 1, p. 70) para a obtencao de

uma solugcdo mae de 10 mg/mL. A partir desta efetuou-se diluicdes para
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concentragbes de intervalo 10 - 1000 pg/mL. Colocou-se em microtubos as
diferentes diluicbes da solugdo mde adicionando em seguida 10 nauplios. Cada
concentragao foi testada em triplicata e repetida em trés experimentos. Um grupo
controle foi preparado contendo apenas veiculo de ressuspensdo e as larvas.
Deixou-se o0 conjunto em incubacgao sob luz artificial por 24 h realizando em seguida
a contagem do numero de larvas vivas e mortas, para posterior determinacao da
CLso (concentracdo que produz 50% de letalidade) (LOPES, 2002).

Tabela 1- Solubilizagdo das substancias

Substancias Solventes
Extrato Tween + DMSO + H,0 salina artificial
Fase Hexanica Tween + DMSO + H,0 salina artificial
Fase Dicolometano DMSO + H,0 salina artificial
Fase Acetato de etila DMSO + H,O salina artificial

4.1.4.1 Resultados Parciais

O ensaio de letalidade com o microcrustaceo A. salina foi utilizado para
avaliar a toxicidade do extrato etandlico bruto e fases de Hypenia salzmannii
(Benth.) Harley utilizando a CLsp como parametro de avaliagdo da atividade
biologica.

De acordo com o método utilizado a fase acetato de etila do extrato de H.
salzmannii ndo apresentou atividade frente a este bioensaio apresentando uma CLsg

acima de 1000 pg/mL, indicando uma baixa toxidade (Tabela 2, p. 71).

A fase hexanica, diclorometano (Grafico 3, p. 72) bem como o extrato
etandlico bruto de H. salzmannii (Gréafico 1, p. 71), apresentaram uma boa atividade
frente a este estudo, sendo o Ultimo o mais bioativo, provavelmente devido a
variedade de constituintes quimicos biologicamente ativos (Tabela 2, p.71). Nos
resultados expostos nos graficos, observamos uma diminuicdo da porcentagem de

viabilidade de larvas com o aumento da concentragao.
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Este resultado fornece um direcionamento para o estudo desse extrato e de

suas fracdes, na busca de moléculas biologicamente ativas.

Tabela 2 - Valores de CLg, obtidos através do bioensaio com A. salina para o extrato etandlico bruto
e fases de Hypenia salzmannii

Substancias CLso(ng/mL) (limite de confianga)
Extrato EtOH 146,5 pg/mL
Fase hexanica 799,9 pg/mL

Fase diclorometano 266,2 pg/mL

Fase acetato de etila > 1000 pg/mL

Gréfico 1 - Viabilidade das larvas do microcrustaceo Artemia salina apds tratamento com o extrato
etandlico bruto das folhas de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (ug/mL). Cada ponto representa
meédia * erro padrdo da média de trés experimentos em quatro replicatas, com intervalo de confianca
de 95%

% de vivas
~125-
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~
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N
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[6)]
o
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1

0 500 1000 1500 2000
Concentragdes (ng/mL)

CL50 = 146,5 (133,9 - 160,4) ug/mL
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Grafico 2 - Viabilidade das larvas do microcrustaceo Artemia salina ap0s tratamento com a fase
hexanica de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (ug/mL). Cada ponto representa média + erro padréo
da média de trés experimentos em quatro replicatas, com intervalo de confianga de 95%

% de vivas
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CL50 =799,9 (505,5 - 1266) pug/mL

Gréfico 3 - Viabilidade das larvas do microcrustaceo Artemia salina apés tratamento com a fase
diclorometano de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (ug/mL). Cada ponto representa média + erro
padrdo da média de trés experimentos em quatro replicatas, com intervalo de confianca de 95%
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CL50 = 266,2 (157,8 - 449,0) pg/mL
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4.1.5 Fracionamento cromatogréafico da fase diclorometano das partes
aéreas de Hypenia salzmannii

4.1.6.1 Fracionamento cromatogréafico em Coluna Cromatogréafica de
Silica-Gel

A fase diclorometano (10,0 g) foi submetida a uma coluna cromatogréfica
(CC), utilizando-se como fase estacionéria silica gel 60 (7734 MERCK - 0,063 —
0,200 mm), e como eluentes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol,
puros ou em misturas binarias, obedecendo um grau crescente de polaridade.
Foram coletadas 50 fracdes de 125 mL, que foram concentradas individualmente em

rotaevaporador (Tabela 3, p. 74; Esquema 2, p. 75).

As fracdes foram analisadas através de cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA), utilizando diferentes sistemas de eluicdo e reunidas, quando
semelhantes e de acordo com seus fatores de retencao (Rfs), apds visualizacdo na

luz ultravioleta, em 8 grupos (Esquema 2, p. 75).

O grupo de fracdes 16-18 e 23-31 apresentaram grau de pureza consideravel

na CCDA e foram codificadas, respectivamente, como Hs-1 (12,0 mg) e Hs-2 (28,0
mg).

A fracdo 1-4 (11,0 mg) foi submetida a cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP) utilizando hexano e acetato de etila (7:3) como eluentes,
obtendo-se 3 subfracfes. A fracBes 1-4.1 e 1-4.2 apresentaram-se na forma de 6leo

amarelo e apos analise em CCDA foram codificadas como Hs-3 (3,8 mg) e Hs-4 (2,5
mg).

A fracdo 5-10 (595,0 mg) foi cromatografada em coluna de silica-gel,
utilizando como eluentes hexano e acetato de etila, puros ou em misturas binarias,
em grau crescente de polaridade. Foram obtidas 62 fracbes e apds analise em
CCDA, a fracao 29 foi codificada como Hs-5 (25,0 mg).
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Tabela 3 - Sistemas de eluicdo utilizados no fracionamento cromatogréafico da fase diclorometano do
extrato etandlico bruto de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley

Sistema de Eluicéo FracOes Coletadas
Hex/ DCM 50% 1
Hex/ DCM 60% 2
Hex/ DCM 70% 3
Hex/ DCM 90% 4

DCM 100% 5-6

DCM / AcOEt 10%
DCM / AcOEt 20%
DCM / AcOEt 25%
DCM / AcOEt 30% 10
DCM / AcOEt 40% 11
DCM / AcOEt 50% 12
DCM / AcOEt 60% 13
DCM / AcOEt 70% 14
DCM / AcOEt 80% 15
DCM / AcOEt 90% 16 - 18

AcOEt 100% 19-20
AcOEt/ MeOH 5% 21

AcOEt/ MeOH 10% 22

AcOEt/ MeOH 20% 23-31

AcOEt/ MeOH 25% 32-35

AcOEt/ MeOH 30% 36 — 37

AcOEt/ MeOH 35% 38-42

AcOEt/ MeOH 40% 43 — 45

AcOEt/ MeOH 50% 46

AcOEt/ MeOH 70% 47

MeOH 100% 48 — 50
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Esquema 2 - Fracionamento da fase acetato de etila do extrato etandlico bruto das folhas de Hypenia
salzmannii

10,0 g da Fase

Diclorometano

(CC) Silica-Gel

Eluentes: Hex, DCM, AcOEt e MeOH

-10

14 l 5 l 16-18 l 2331

CCDP
Hex 7:3 DCM
CCDA Hs—2
28,0 mg
Hs-3
3,8 mg Cromatografada Silica-Gel
Eluentes: Hex, DCM, AcOEt e MeOH

62 fracoes

.
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4.1.6 Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila das folhas de
Hypenia salzmannii

4.1.6.1 Fracionamento cromatografico em Coluna Cromatogréfica de
Sephadex LH-20°

O precipitado obtido da fase acetato de etila (1,7 g) foi submetido a uma
coluna cromatogréfica (CC), utilizando Sephadex LH-20® como gel filtrante e como
fase mdvel metanol. Neste processo obteve-se um total de 7 fracbes que foram
coletadas em vidros de 15 mL e posteriormente monitoradas em cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) sendo analisadas e reunidas de acordo com os
seus fatores de retencdo (Rfs), apOs visualizacdo na luz ultravioleta e revelacdo em
camara saturada de vapores de iodo. A fragcdo 4 apresentou-se como uma Unica
mancha na CCDA e foi codificada como Hs-6 (10,0 mg).

4.1.6.2 Fracionamento cromatografico sob Coluna de Média Presséo

Uma aliquota da fase acetato de etila (5,0 g) foi submetida ao mesmo
fracionamento cromatografico descrito anteriormente, que resultou em 26 fracdes

(Esquema 3, p. 77).

A fracdes 10 a 17 (2,47 g) foram reunidas e submetidas a cromatografia em
coluna de média presséao, utilizando-se como fase estacionaria a silica-gel e como
fase movel diclorometano, acetato de etila e metanol, em sistema gradiente e

isocratico, distribuidos em 4 ciclos (Tabela 4):

Tabela 4 - Método utilizado na cromatografia sob média presséo

Método Tempo
1° Ciclo Gradiente (de 100% DCM a 100% de AcOEt) 3h
2° Ciclo Isocratico (100% AcOEt) 30 min
3° Ciclo Gradiente (de 100% de AcOEt a AcOEt 1:1 MeOH) 3h
4° Ciclo Isocratico (AcOEt 1:1 MeOH) 30 min
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Ao final dos 4 ciclos, obteve-se 480 tubos de ensaio de 20 mL cada, que
foram concentrados de acordo com o perfil de UV mostrado pelo equipamento, que
resultou num total de 60 fragGes. Estas foram monitoradas por CCDA, e reunidas de
acordo com os seus Rfs (Esquema 3).

Esquema 3 - Fracionamento da fase acetato de etila do extrato etandlico bruto das folhas de Hypenia
salzmannii.

5,0 g da Fase Acetato

de Etila

CC em Sephadex LH-20® Eluente
MeOH

10-17 18-22 23-26

(2,47 g)

>

=
(2]
o
=
o

l Média Presséo em Silica-gel

Eluentes: DCM, AcOEt e MeOH

l 60 fracoes
30

l Coluna em Sephadex LH-20

Hs-8 Hs-7 E
5,0mg 8,5 mg l

Hs-9

Eluente: MeOH

11,0 mg
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A reunido das fragBes 9 a 12 e a fracdo 30 apresentaram-se com satisfatorio
grau de pureza em CCDA e foram codificadas, respectivamente, como Hs-8 (5,0 mg)
e Hs-7 (8,5 mg). O grupo de fragbes 36-40 foi submetido a uma cromatografia em
coluna com Sephadex LH-20 e como eluente metanol, e forneceu 4 fragdes. Estas
foram monitoradas em CCDA e a fracdo 1, ao apresentar aparente grau de pureza,

foi codificada como Hs-9 (11,0 mg).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley
resultou no isolamento de trés terpenoides: acido ursolico, acido oleandico e &cido
betulinico; um esterdide: B-sitosterol-glicosilado; duas flavanonas: isosakuranetina e
sakuranetina; duas lignanas: a hinoquinina e a B-peltatina-A-metileter um flavonoide
glicosilado: hiperina; dois derivados fendlicos: acido rosmarinico e rosmarinato de
metila; e uma lignana inétida, a (-)-secoisolaricirenisol-9-O-£-D-glicopiranosideo-(6-
p-cumaroil). Na caracterizacdo dessas substancias foram utilizadas técnicas
espectroscépicas de Infravermelho e RMN de 'H e *3C, uni e bidimensionais,

espectrometria de massas e comparacao com dados da literatura.

©

N

ol
ol

23 24 23 24

acido ursolico acido oleandico

(Hs-1a) (Hs-1b)

Nl

24 23

B-sitosterol glicosilado

acido betulinico

(Hs-1c) (Hs-2)
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hinoquinina B-peltatina-A-metileter

(Hs-3) (Hs-4)

sakuranetina isosakuranetina

(Hs-5a) (Hs-5b)

hiperina

(Hs-6)

Hellane Fabricia Sousa de Lucena



82

Uma nova lignana e outros constituintes quimicos de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae)

acido rosmarinico

(Hs-7)

rosmarinato de metila

(Hs-8)

(-)-secoisolaricirenisol-9-O-B-D-glicopiranosideo-(6’-p-cumaroil)

(Hs-9)
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5.1 Determinacdao estrutural de Hs-1

A fracéo codificada como Hs-1 foi isolada na forma de um sélido branco.

O espectro no infravermelho obtido em pastilhas de KBr (Figura 14, p. 86)
forneceu uma banda larga de absorcdo de grande intensidade em 3446,79 cm™
caracteristico de estiramento de hidroxila. A banda em ~1100 cm™ foi referente a
estiramento C — O de alcool. A absorcdo em 2927,94 cm™ foi atribuida a C-H sp®* e a
banda em 1458,18 cm™ foi caracteristica de grupo metileno. Ainda, observou-se
absorcdo em 1689,64 cm™, sugestiva de C=0 de &cido ou cetona.

O espectro de RMN *C — APT (125 MHz, CsDsN) apresentou 72 sinais
(Figura 15, p. 86) sendo a maioria encontrada entre Jc 15,5 e 80,0 e atribuidos a
carbonos metinicos, metilénicos, e metilicos. O perfil apresentado nesse espectro
sugeriu tratar-se de uma mistura de substancias de natureza terpénica e/ou

esteroidal.

Os sinais em Jc 180,1, 179,8 e 179,1, caracteristicos de grupo carbonila,
sugeriram uma mistura de trés triterpenos acidos. A fim de identificar a natureza
triterpénica da mistura, foi realizada comparacéo com dados da literatura (FALCAO,
et al.,, 2003; MARINHO-JORGE, 2005) para os deslocamentos quimicos dos
carbonos C-12, C-13, C-18, C-19, C-20 e C-29 gue séo indicativos da classe dos
triterpenos. Os sinais em oc 125,63 (C-12), dc 139,23 (C-13), Jc 53,54 (C-18), Jc
39,09 (C-19), oc 38,9 (C-20) e Jc 16,5 (C-29) foram semelhantes aos deslocamentos
da literatura (Figura 17, p. 87) (FALCAO, et al., 2003) para triterpenos da classe
ursano; sinais em oc 122,5 (C-12), ¢ 144,8 (C-13), oc 42,0 (C-18), oc 46,4 (C-19), oc
30,9 (C-20) e oc 33,2 (C-29) corroboraram com dados da literatura (FALCAO, et al.,
2003) para triterpenos da classe oleanano; ja os sinais em oc 24,8 (C-12), 6c 39,4
(C-13), ¢ 48,0 (C-18), oc 48,1 (C-19), oc 153,7 (C-20) e Jc 105,04 (C-29) foram
caracteristicos de deslocamento quimico para triterpenos da classe lupano, quando

comparados com a literatura (FALCAO, et al., 2003).

O espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) (Figura 19, p. 88) da mistura de

triterpenos e sua expansao apresentaram sinais caracteristicos de trés triterpenos.
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Um multipleto em oy 5,46 foi atribuido aos hidrogénios olefinicos ligados ao carbono
C-12 dos acidos oleandlico e ursolico. Os sinais em oy 4,74 e 4,79 (Figura 20, p. 89),
foram atribuidos aos hidrogénios do carbono C-29 do acido betulinico. O duplo
dupleto em J4 3,25 (J = 4,0; 14,0 Hz) foi atribuido aos hidrogénios carbindlicos do
carbono C-3 dos trés triterpenos sugeridos da mistura. Um dupleto em Jy 2,62 (J =
11,5 Hz) foi atribuido ao hidrogénio do carbono C-18 do acido oleandlico. Os
multipletos em dy 2,28 e em Jy 1,80 foram atribuidos aos hidrogénios do carbono C-
18 do acido betulinico e do acido ursolico, respectivamente. Foi observado ainda um
envelope de metilas na regido entre oy 0,87 — 1,22 (Figura 21, p. 89) caracteristicos

das metilas dos trés triterpenos sugeridos.

Ap6s andlise dos dados de RMN de *C e 'H e comparacéo com literatura
(Tabela 5, p. 85) (FALCAO, et al., 2003), foi possivel identificar trés triterpenos na
fracdo Hs-1: acido ursodlico, acido oleandico e acido betulinico, isolados pela primeira

vez na espécie. Essas substancias sdo marcadores quimicos em Lamiaceae,

corroborando com a quimiotaxonomia da familia (LEMES et al., 2011).

30 29

29

acido ursolico acido oleandico

acido betulinico
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Tabela 5 - Deslocamentos quimicos e tipos de sinal para Hs-1, verificados nos espectros de B3¢ (125
MHz, respectivamente) unidimensionais em CsDsN e comparacdo com os dados de RMN de 3C da
literatura (FALCAO et al., 2003) (6 em ppm).

Acido Ursolico  Acido Oleandico  Acido Betulinico Hs-1
C dc dc Jdc Jdc
1 38,8 38,5 38,5 38,9
2 27,3 27,4 27,2 28,0
3 78,8 78,7 78,1 78,1; 78,0
4 38,8 38,7 38,6 39,0
5 55,4 55,2 54,9 55,8; 53,5
6 18,4 18,3 18,0 18,7
7 33,0 32,6 34,0 32,7, 33,1; 34,2
8 39,6 39,3 40,3 39,9; 39,7; 39,3
9 47,5 47,6 49,9 48,0; 48,2
10 37,0 37,0 37,6 37,4, 37,3; 37,2
11 23,3 23,1 20,5 23,6; 23,8
12 125,5 122,1 25,1 125,6; 122,5; 24,8
13 138,0 143,4 38,3 144.8; 139,2; 39,4
14 42,0 41,6 49,1 42,1, 42,4, 48,2
15 28,2 27,7 30,1 28,6; 28,3; 30,9
16 24,3 23,4 31,7 23,6; 23,8; 31,0
17 48,1 46,6 55,4 46,4, 48,0; 55,8
18 52,8 41,3 46,6 46,6; 42,0; 53,5
19 39,1 45,8 48,5 46,4, 48,1; 39,3
20 38,8 30,6 150,2 153,7; 30,6;
21 30,7 33,8 29,1 30,9; 33,5; 29,9
22 36,7 32,3 36,7 32,7, 37,2
23 28,2 28,1 28,0 28,7
24 15,5 15,6 15,7 15,6; 15,5
25 15,7 15,3 15,8 15,6; 15,5
26 16,9 16,8 15,9 16,5; 16,4
27 23,6 26,0 14,3 26,1; 23,8; 15,5
28 180,0 181,0 180,7 180,1; 179,8; 179,1
29 16,9 33,1 109,5 105,0; 17,4; 33,2
30 21,2 23,6 19,0 23,7; 21,3
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Figura 14 - Espectro na regido do Infravermelho de Hs-1 (Pastilhas de KBr)

Figura 15 - Espectro de RMN de **C - APT de Hs-1 (CsDsN, 125 MHz)
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Figura 16 - Expansédo do espectro de RMN de 13C - APT de Hs-1 na regido de 180,0 a 110 ppm
(CsDsN, 125 MHz)

Figura 17 - Expanséo do espectro de RMN de *C - APT de Hs-1 na regido de 80,0 a 42,0 ppm
(CsDsN, 125 MHz)
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Figura 18 - Expansdo do espectro de RMN de 3¢ - APT de Hs-1 na regido de 26,0 a 15,0 ppm
(CsDsN, 125 MHz)

Figura 19 - Espectro de RMN de *H de Hs-1 (CsDsN, 500 MHz)
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Figura 20 - Expanséo do espectro de RMN de 'H de Hs-1 na regido de 5,2 a 2,4 ppm (CsDsN, 500
MHz)

Figura 21 - Expanséo do espectro de RMN de 'H de Hs-1 na regigo de 3,3 a 0,4 ppm (CsDsN, 500
MHz)
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5.2 Determinacao estrutural de Hs-2

Na anélise do espectro de RMN *H de Hs-2 (CsDsN, 500 MHz) (Figura 22, p.
91) foi observado um envelope de absorgdes entre oy 0,6 e 2,7 (Figura 23, p. 91)
caracteristico de nucleo esteroidal ou triterpénico. A presenca de unidade osidica foi
sugerida por um conjunto de absorcdes entre oy 4,0 e oy 4,5 (Figura 24, p. 92)
tipicos de hidrogénios oximetinicos da referida unidade (KASAI et al., 1987). Um
multipleto em Jy 3,98 referente ao hidrogénio carbindlico, permitiu propor presenca
de unidade osidica no C-3, tendo em vista seu deslocamento para campo baixo em
Hs-2 quando comparado com o mesmo hidrogénio (H-3) em Hs-1, que absorve em
on 3,15.

Ap6s andlise do espectro de RMN de 'H e comparacdo com dados da
literatura (MEDEIROS, 2008), pode-se identificar Hs-2 como sendo o sitosterol-3-O-
B-D-glicosideo, isolado pela primeira vez na espécie Hypenia salzmannii.

B-sitosterol glicosilado
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Figura 22 - Espectro de RMN de 'H de Hs-2 (CsDsN, 500 MHz)

Figura 23 - Expansao do espectro de RMN de 'H de Hs-2 na regido entre 2,8 e 1,2 ppm (CsDsN, 500
MHz)

Hellane Fabricia Sousa de Lucena



92

Uma nova lignana e outros constituintes quimicos de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae)

Figura 24 - Expanséo do espectro de RMN de 'H de Hs-2 na regido entre 5,4 e 4,0 ppm (CsDsN, 500
MHz)
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5.3 Determinacao estrutural de Hs-3

A substancia Hs-3 foi isolada na forma de um 6leo amarelo.

O espectro de RMN *C — APT (CDCls;, 200 MHz) mostrou 19 sinais
correspondentes a 5 carbonos metilénicos, 8 metinicos e a 7 carbonos néo
hidrogenados (Figura 25, p. 98). Os deslocamentos quimicos de carbono metilénico
em oJc 101,0 , caracteristico de grupo metilenodioxi, e de carbonos metinicos em dc
108,2, 108,3, 108,7, 109,4, 121,5 e 122,2 indicaram a presenca de dois grupos arila
tri-substituidos (Figura 26, p. 98). Os sinais para carbono ndo hidrogenado em odc
178,4, que é caracteristico de lactona em anel de cinco membros, e em Jc 71,1,
caracteristico de carbono oximetilénico, sugeriram a existéncia de um esqueleto

dibenzilbutirolacténico (FRANCA et al., 2005) para a estrutura proposta.

O espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) (Figura 27, p. 99) mostrou na
regido de aromaticos os dupletos em oy 6,61 (1H, J = 1,5 Hz), 4 6,68 (1H, J = 8,5
Hz), ou 6,71 (1H, J = 7,5), caracterizando um sistema aromatico trissubstituido
(Figura 28, p. 99). O multipleto em Jy 5,92 — 5,91 indica a presenca de hidrogénios
de grupo metilenodioxi, confirmando a proposta apresentada no espectro de RMN
de 3C. Esses dados em comparacdo com dados da literatura (FRANCA et al., 2005;
LIMA, 2005) sugeriram que a estrutura tratar-se-ia da lignana dibenzilbutirolactonica
hinoquinina. Dessa forma, o multipleto em Jy 6,45 foi atribuido aos hidrogénios H-5’
e H-6 e o duplo dupleto em 64 6,58 (1H, J = 7,5; 1,5 Hz) foi atribuido ao hidrogénio

H-6’ da estrutura proposta.

Hinoquinina
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A andlise dos espectros bidimensionais de correlacdo heteronuclear HMQC e
HMBC) e homonuclear (COSY e NOESY) confirmou os dados obtido a partir da
RMN de *H e *C. No espectro HMBC (Figura 32, p. 101), observou-se correlacées
entre o sinal Jc 131,5 (C-1) com sinais em J4 2,90 (m) e com Jy 2,68 (d), que foram
atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-7 e H-5. Ainda observou-se
correlacdo entre o sinal oc 178,4 (C-9) com Jy 2,90 (H-7) e entre o sinal 6c 41,2 (C-
8’) com esse mesmo grupo de hidrogénios (H-7) (Figura 33, p. 102).

No espectro COSY (Figura 34, p. 102), observou-se correlacdes entre H-5’ (dy
6,45, m) e H-6’ (o4 6,58, dd) e no NOESY (Figura 35, p. 103) correlagdes entre oy
2,45 (m) e oy 3,90 (m) atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios H-7’ e H-9’, bem
entre H-9’ com H-8’ (o 2,48, m). As demais correlacdes estdo compiladas na Tabela
7, p. 96.

A partir da analise dos espectros unidimensionais e bidimensionais,
confirmou-se as atribui¢cdes da literatura (LOPES, 1983; CONSERVA, 1990) para a

substancia 3, 4, 3’, 4’ — dimetilenodioxi — 9 — oxi — 8.8’, 9.0.9’ — lignana.

Ainda na anélise do espectro de *H observou-se a presenca de um multipleto
na regido de 4 3,80 — 3,87 no espectro de RMN de 'H indicando que esta lignana
possui configuracdo trans tratando-se da lignana Hinoquinina (LOPES, 1983). De
acordo com a literatura, quando os hidrogénios H-8 e H-8' sdo cis, os hidrogénios
carbinolicos H-9’ tornam-se equivalentes e geram um singleto largo em ¢ 4,10.
Quando H-8 e H-8’ sdo trans, os hidrogénios H-9’ ndo sao equivalentes e aparecem

como um multipleto em ¢ 3,90.

Agrawal & Thakur (1985) relatam diferencas de absorc¢des entre os carbonos
(Tabela 6, p. 95) dependendo da sua rotacdo especifica (+) ou (-). Dessa forma,
definiu-se que Dicloro Hs-3 trata-se da 8R, 8R — 3, 4, 3, 4’ — dimetilenodioxi — 9 —
oxi — 8.8, 9.0.9’ — lignana ((-) hinoquinina).

Essa substancia foi anteriormente isolada das folhas de Hypenia salzmannii
(MESSANA et al., 1990).
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Tabela 6 - Dados de RMN **C de (+) Hinoquinina e (-) Hinoquinina (AGRAWAL & THAKUR, 1985)

(+) Hinoquinina

(-) Hinoquinina

C Jdc dc
1 131,2 131,4
2 108,4 108,2
3 147,4 1477
4 145,8 146,3
5 107,8 108,3
6 1211 121,4
7 34,4 34,8
8 46,1 46,4
9 177,9 178,2
1 131,0 131,2
2 109,0 109,3
K 147,4 1477
4 146,0 146,2
5 107,8 108,7
6’ 121,8 122,1
7 37,9 38,3
8’ 41,0 41,2
) 70,7 71,1
CH,0, 100,6 100,9
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Tabela 7 - Dados de RMN de 'H (500 MHz) e **C (125 MHz) de Hs-3 e correlacbes obtidas em
HMQC, COSY, HMBC e NOESY, registrados em CDCls, J (Hz) € d (ppm). Valores registrados em
comparacdo com dados da literatura (FRANCA et al., 2005).

C HMQC COSY HMBC NOESY
6c 6y 61x0H 6cxOn 6 1x0H
() ))
C
1 1315 e H-7 H-5
3e3 1478 o
4 1463
9 1784 H-7
1 31,2 e
4 1464
CH
2 108,2 6,71 (d, J = 7,5 Hz) H-6
H-7
5 108,3 6,68 (d, J = 8,5 Hz) H-6
6 1215 6,45 (dd, J = 4,0 e 1,5 Hz) H-5 H-2
H-7
8 46,5 2,52 (m)
2 109,4 6,61 (d, J = 1,5 Hz) H-6'
5 108,7 6,45 (M) H-6'
6 122,2 6,58 (dd, J=1,5 e 7,5 Hz) H-5' H-2' H-7’
8 41,2 2,48 (m) H-7
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CH,
7 34,8 2,82 (m)
7 38,3 2,45 (m) H-9'
o 711 3,85 (m) H-8'
CH,0, 1010 5,92 (s)
CH,0, 1010 5,91 (s)
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Figura 25 - Espectro de RMN de **C - APT de Hs-3 (CDCls, 50 MHz)

Figura 26 - Expanséo do espectro de RMN de *C - APT de Hs-3 na regido de 132,0 a 108,0 ppm
(CDCls, 50 MHz)
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Figura 27 - Espectro de RMN de "H de Hs-3 (CDCl;, 500 MHz)

Figura 28 - Expansdo do espectro de RMN de 'H de Hs-3 na regido de 7,0 a 3,4 ppm (CDCls, 500
MHz)
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Figura 29 - Expanséo do espectro de RMN de 'H de Hs-3 na regido de 3,9 a 0,5 ppm (CDCl;, 500
MHz)

Figura 30 - Espectro de correlagdes ‘H X *C - Jciy - HMQC de Hs-3 (CDClg, 500 e 125 MHz)
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Figura 31 — Expansao do espectro de correlacdes 'H X *C - Jciy - HMQC de Hs-3 (CDCls, 500 e 125
MHz)

Figura 32 - Espectro de correlagdes ‘H x *C-nJCH (n=2 e 3) - HMBC de Hs-3 (CDCj, 500 e 125
MHz)
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Figura 33 - Espectro de correlagdes *H x **C-nJCH (n=2 e 3) - HMBC de Hs-3 (CDCl;, 500 e 125
MHz)

Figura 34 - Espectro de correlacdo homonuclear COSY de Hs-3 (CDCls, 500 MHZz)
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Figura 35 - Espectro de correlacdo homonuclear NOESY de Hs-3 (CDCl3, 500 MHz)
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5.4 Determinacao estrutural de Hs-4

A substancia codificada como Hs-4 foi isolada na forma de 6leo marrom.

O espectro de RMN de *C — APT (CDCls;, 125 MHz) (Figura 36, p. 107)
apresentou 18 sinais, atribuidos a 10 carbonos ndo hidrogenados, seis carbonos

metinicos, trés carbonos metilénicos, e trés carbonos de grupo OCHzs.

Os sinais em oc 152,54, 148,28, 136,18, 134,81 e 131,62 (Figura 37, p. 107)
foram caracteristicos de deslocamento quimico para carbonos aromaticos.
Observou-se sinais para carbonos metilénicos em dc 27,51 e dc 72,38, e um sinal

em Jc 100,98 ppm que é caracteristico de grupo metilenodioxi.

O espectro de °C ainda apresentou sinais para carbonos metinicos n&o
aromaticos, em oJc 43,85 e Jc 32,40, bem como sinais caracteristicos de carbono de
metoxilas orto substituidas em oc 60,74, 59,36, e 56,33, sendo esse ultimo atribuido
a duas metoxilas devido a intensidade do sinal no espectro (Figura 38, p. 108).
Ainda, o sinal em Jc 175,07 foi atribuido a carbono de carbonila de éster.

Comparacdes feitas com dados da literatura mostraram conjunto de sinais
caracteristicos nos espectros de RMN de '3C consistentes com a natureza das
lignanas do tipo aril-tetraidronaftaleno lacténicas (DAVID et al., 2001; FELICIANO et
al., 1989).

O espectro de RMN de 'H (CDCl;, 500 MHz) (Figura 39, p. 108) apresentou
dois simpletos em Jy 6,36 (2H, s) e em oy 6,25 (1H, s) que foram atribuidos a
hidrogénios aromaticos. Um multipleto em d 5,88 confirmou a atribuicdo do **C para

grupo metilenodioxi (Tabela 8, p. 106)

Os multipleto em J4 3,89 (3H, m) e os simpletos em Jy 3,78 (3H, s) e em Jy
3,73 (6H, s) (Figura 40, p. 109) confirmaram os dados do **C referentes & presenca
de quatro metoxilas na estrutura. Esses dados de *H reforcam a proposta para uma
lignana aril-tetraidronaftaleno lacténica (DAVID et al., 2001; FELICIANO et al., 1989).

Ao analisar as expansdes do espectro de RMN de *H, observou-se sinais
caracteristicos de lignana do tipo peltatina: um dupleto em 6y 4,56 (1H, J = 3,0 Hz)
atribuido ao H-7’, um duplo dupleto em 4,46 (1H, J = 7,0; indt. Hz) e um multipleto
em oy 3,81 atribuidos ao H-9; dois duplos dupletos em J4 3,15 (1H, J = 16,5; 5,0 Hz)
e oy 2,43 (1H, J = 16,5; 6,0 Hz) (Figuras 40 e 41, p. 87) atribuidos aos hidrogénios
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metilénicos H-7; e um multipleto em oy 2,65 que foram atribuidos aos hidrogénios

metinicos H-8 e H-8'.

Ap6s as comparacdes dos dados de RMN de **C e 'H com os dados da
literatura (DAVID et al., 2001; FELICIANO et al., 1989), foi possivel determinar a
estrutura de Hs-4 como sendo a B-peltatina-A-metileter, isolada pela primeira vez

na espécie, sendo este tipo de lignana marcador quimico da familia Lamiaceae.

B-peltatina-A-metileter
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Tabela 8 - Deslocamentos quimicos e tipos de sinal para Hs-4, verificados nos espectros de RMN H
e °C (500 e 125 MHz, respectivamente) unidimensionais em CDCI; e comparacdo com os dados de
RMN de **C e 'H da literatura (DAVID et al., 2001; FELICIANO et al., 1989) (5 em ppm e J em Hz).

B-peltatina-A-metileter Hs-4
C d¢ [ oc Oy
1 136,2 - 136,1 -
2 104,5 - - -
4 140,9 -- -- --
5 148,4 - 148,2 -
6 121,1 -- 120,9 -
1 131,8 - 131,6 --
3 152,6 -- 152,5 --
4 134,6 - 134,8 --
5 152,6 -- 152,5 --
9 175,0 -- 175,0 --
CH
3 137,6 6,20 (s) 104,6 6,25 (s)
8 43,9 2,66 (sl) 43,8 2,64 (m)
2 108,8 6,33 (s) 108,4 6,33 (s)
6 108,8 6,33 (s) 108,4 6,33 (s)
7 32,5 4,54 (d, J = 3,10 Hz) 32,4 4,56 (d, J = 3,0 Hz)
8 47,4 2,66 (s) 47,3 2,64 (m)
CH,
3,17 (dd, J = 13,7; 3,2 Hz) 3,15 (dd, J = 16,5; 5,0 Hz)
7 27,5 27,5
2,66 (dd, J =13,7; 3,2 Hz) 2,64 (m)
9 72,4 4,46 (dd, J = 6,9; indt. Hz) 72,3 4,48 (dd, J = 7,0; indt. Hz)
3,81 (m)
O,CH, 101,0 5,95 (sl) 100,9 5,88 (M)
OCHj3;
60,7 3,81 (sl) 60,7 3,89 (m)
59,4 3,70 (s) 59,3 3,78 (s)
56,4 3,76 (sl) 56,3 3,76 (s)
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Figura 36 - Espectro de RMN de **C - APT de Hs-4 (CDCls, 125 MHz)

Figura 37 — Expansdo do espectro de RMN de *C - APT de Hs-4 na regido de 190,0 a 80,0 ppm
(CDCls, 125 MHz)
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Figura 38 - Expansdo do espectro de RMN de 3¢ - APT de Hs-4 na regido de 60,0 a 30,0 ppm
(CDCl3, 125 MHz)

Figura 39 — Espectro de RMN de 'H de Hs-4 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 40 — Expanséo do espectro de RMN de 'H de Hs-4 na regido entre 6,4 e 3,8 ppm (CDCl3, 500
MHz)

Figura 41 - Expansdo do espectro de RMN de 'H de Hs-4 na regi&o entre 3,4 e 0,8 ppm (CDClz, 500
MHz)
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5.5 Determinacao estrutural de Hs-5

As fracéo codificada como Hs-5 foi isolada na forma de cristais brancos.

No espectro de infravermelho (Figura 42, p. 115), obtido em pastilhas de KBr,
observou-se absorc¢des caracteristicas de hidroxilas fendlicas devido a presenca de
uma banda em 3500,80 cm™ referente a OH fendlica que corrobora com o sinal em
1263,37 cm™, caracteristico de estiramento C — O fendlico, e em 3.400 cm™
referente a hidroxila em ponte. As absorcdes em 1637,56 cm™ e 1610,56 cm™
indicaram a presenca de carbonila cetonica e as bandas entre 1517,98 — 1400,00
cm® sugeriram a natureza aromatica da substancia. Ainda, uma absorcdo em

2924,09 cm™ indicou a presenca de CHs.

O espectro de RMN *C — APT (50 MHz, CDCl;) apresentou 21 sinais
correspondentes a 32 atomos de carbono (Figura 43, p. 115). Destes nove foram
atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, oito a carbonos metinicos, um a carbono

metilénico e dois a carbono de metoxila.

Os sinais em oc 127,96, 127,75, 115,66, 114,21, 96,68, 95,51, 95,10 e 94,29
foram atribuidos a carbonos de natureza aromatica (Figura 44, p. 116). Os sinais em
oc 55,37 oc 55,70 sugeriram a presenca de duas metoxilas na molécula. O
deslocamento quimico em Jc 196,13, caracteristico de carbonila cetdnica conjugada,
confirmou a sugestéo do espectro de infravermelho e dessa forma, esse conjunto de
sinais sugeriu a estrutura tratar-se-ia de um flavonoide. Ao analisar um sinal para um
carbono metilénico em Jc 43,05, pode-se propor a estrutura de uma flavanona visto
gue esse valor indica que ndo ha dupla ligacédo entre os carbonos C-2 e C-3 do anel

C do flavonaide.

No espectro de RMN *3C pode-se observar que a disposicéo dos sinais para
carbonos aromaticos apresentou-se aos pares. Este fato sugeriu que a fracdo Hs-5

tratar-se-ia de uma mistura de duas flavanonas.

O espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCls) (Figura 45, p. 116) apresentou
dois dupletos, em dy 7,35 (J = 8,6 Hz) e d4 6,93 (J = 8,6 Hz) atribuidos a hidrogénios
aromaticos. A magnitude das constantes de acoplamento sugere relacdo orto entre
H-2’ e H-6’, bem como entre H-3’ e H-5’, caracterizando um sistema de spins AA'BB’

para o anel B de flavondide substituido no carbono C-4’.
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Dois dupletos, em J4 6,02 (1H, J = 2,2 Hz) e em ¢y 6,05 (1H, J = 2,2 Hz),
foram atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-6, respectivamente, do anel A do
flavonoide, com acoplamento meta (Figura 46, p. 117).

Os duplos dupletos em oy 5,33 (1H, J = 3,4; 13,0 Hz), 64 3,08 (1H, J = 12,8;
17,2 Hz) e oy 2,75 (1H, J = 3,2; 17,2 Hz) (Figura 47, p. 117) foram caracteristicos de
hidrogénios metinicos e metilénicos acoplando meta, e de acordo com a literatura
(VASCONCELOS et. al., 1998), esses dados se referem aos hidrogénios H-2, H-3a e
H-3b, respectivamente, do anel C de uma flavanona, confirmando a sugestado do
espectro de RMN de “C.

Os singletos em 4 3,81 e Jy 3,78 foram atribuidos a duas metoxilas e os
simpletos em Jy 12,81 e oy 11,99 foram atribuidos a duas hidroxilas queladas.
Comparacdo com dados da literatura (VASCONCELOS et. al., 1998) indicaram que
a fragdo Hs-5 tratar-se-ia de uma mistura de flavanonas, a sakuranetina e a
isosakuranetina. Dessa forma, o sinal em Jy 3,81 foi atribuido a metoxila substituida
na posigcado 4’ do anel B e o sinal em Jy 12,02 atribuido a hidroxila da posi¢cdo 5 do
anel A da isosakuranetina. O sinal em oy 3,78 foi atribuido & metoxila substituida no
posicao 7 e o sinal em Jy 11,99 atribuido a hidroxila quelada substituida na posi¢cao

5 do anel A da sakuranetina.

Sakuranetina (Hs-5 a) Isosakuranetina (Hs-5 b)

Ao analisar novamente o espectro de RMN de **C comparando-o com a
literatura (VASCONCELOS et. al., 1998), verificou-se que a insercdo da metoxila no
C-7 da sakuranetina foi sugerida a partir do sinal em Jc 168,04 para este carbono

gquando comparado com a isosakurantina, em que o deslocamento desse carbono
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torna-se mais blindado, em Jc 164,8 quando h& uma hidroxila inserida nele. Dessa
forma os sinais em Jc 96,68 e Jc 95,51 foram atribuidos aos carbonos C-6 e C-8 da
isosakuretina e 0s sinais em ¢ 95,10 e J§ 94,29 aos carbonos C-6 e C-8 da

sakuranetina.

Com base na constante de acoplamento de H-2 (J = 13,0; 3,4 Hz), cujos
valores remetem a acoplamento axial-axial e axial-equatorial, sugerindo o

substituinte em C-2 em posi¢ao equatorial (OHMORI et al., 2000).

Os dados de RMN de *3C e 'H e a comparacdo com os dados da literatura
encontram-se dispostos na tabela 9 (p. 113) e permitiram propor que Hs-5a trata-se
da sakuranetina e Hs-5b refere-se a isosakuranetina.
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Tabela 9 - Deslocamentos quimicos e tipos de sinal para Hs-5, verificados nos espectros de RMN 'H e BC (500 e 125 MHz, respectivamente)

unidimensionais em CDClI; e comparacdo com os dados de RMN de 13C e 'H da literatura (VASCONCELQOS et. al., 1998)

Sakuranetina

Isosakuranetina

Hs-5

6c

196,0

168,0

164,2

162,9

130,5

103,1

156,1

128,0

128,0

115,6

115,6

On

7,34 (d, J = 8,6 Hz)
7,34 (d, J = 8,6 Hz)
6,89 (d, J = 8,6 Hz)

6,89 (d, J = 8,6 Hz)

6c

196,1

164,9

164,3

163,2

130,3

103,0

160,0

127,7

127,7

114,2

114,2

on

7,38 (d, J = 8,7 Hz)
7,38 (d, J = 8,7 Hz)
6,95 (d, J = 8,7 Hz)

6,95 (d, J = 8,7 Hz)

6c

196,1

168,0; 164,8

164,2

163,2

130,2

103,0

156,1; 160,0

127,9; 127,7

127,9; 127,7

115,6; 114,2

115,6; 114,2

6n

7,35 (d, J = 8,6 Hz)
7,35 (d, J = 8,6 Hz)
6,93 (d, J = 8,6 Hz)

6,93 (d, J = 8,6 Hz)
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6 95,1
8 94,2
2 80,0
CH;
3a 43,2
3b
OCH;
55,7
OH-5

6,08 (d, J = 2,3 Hz)
6,05 (d, J = 2,3 Hz)

5,36 (dd, J = 3,5; 13,5 Hz)

3,10 (dd, J = 13,5; 17,2 Hz)

2,79 (dd, J = 3,5; 17,2 Hz)

3,81 (s)

12,03 (s)

96,7

95,5

78,9

43,1

55,4

6,00 (d, J = 2,3 Hz)
5,98 (d, J = 2,3 Hz)

5,36 (dd, J = 3,1; 13,0 Hz)

3,10 (dd, J = 13,0; 17,2 Hz)

2,78 (dd, J = 3,1; 17,2 Hz)

3,48 (s)

12,06 (s)

95,1; 96,7

94,2; 95,5

78,95

43,05

55,7, 55,4

6,05 (d, J = 2,2 Hz)
6,02 (d, J = 2,2 Hz)

5,33 (dd, J = 3,4; 13,0 Hz)

3,08 (dd, J=12,8; 17,2 Hz)

2,75 (dd, J = 3,2; 17,2 Hz)

3,78 (s); 3,81 (s)

11,99 (s); 12,02 (s)
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Figura 42 - Espectro na regido do Infravermelho de Hs-5 (Pastilha de KBr)

Figura 43 - Espectro de *C — APT de Dicloro Hs-5 (CDCls, 50 MHz)

Hellane Fabricia Sousa de Lucena



116

Uma nova lignana e outros constituintes quimicos de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae)

Figura 44 - Expanséo do espectro de 13C — APT de Hs-5 na regido entre 170 e 90 ppm (CDCl3,
50 MHz)

Figura 45 - Espectro de *H de Hs-5 (CDCls, 200 MHz)
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Figura 46 - Expanséo do espectro de 'H de Hs-5 na regido entre 7,5 e 5,2 ppm (CDCl3, 200
MHz)

Figura 47 - Expansdo do espectro de 'H de Hs-5 na regido entre 4,3 e 0,3 ppm (CDCls,
200 MHz)
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5.6 Determinacao Estrutural de Hs-6

A substéancia codificada como Hs-6 foi isolada na forma de um pé
amarelo amorfo com ponto de fusdo entre 225 — 226 °C.

O espectro no infravermelho, obtido em pastilhas de KBr (Figura 48, p.
122), observou-se absor¢cfes caracteristicas de hidroxilas fendlicas, devido a
presenca de uma banda larga de absorcéo de grande intensidade em 3435,22
cm®, que corrobora com a absorcdo em 1203,58 cm, caracteristica de
estiramento C — O fendlico. A absorcéo em 1653,00 cm™ indicou a presenca de
carbonila cetbnica e as bandas entre 1606,70 — 1400,00 cm™ indicaram a

natureza aromatica da substancia.

O espectro de *C RMN — APT (125 MHz, CD3;OD) apresentou 21 sinais
correspondentes a 21 atomos de carbono (Figura 49, p. 122). Destes, dez
foram atribuidos a carbonos nao hidrogenados, dez a carbonos metinicos e um
a carbono metilénico. Os sinais em Jc 166,1, 163,1, 158,8, 158,4, 149,9, 145,8
e 135,8 (Figura 50, p. 123) foram referentes a carbonos aromaticos
substituidos e sugeriram esqueleto de flavona para Hs-6. A auséncia dos sinais
em oc 104,8, caracteristico do carbono C-3, (STOCHMAL et al., 2001) e oc
60,3, atribuido a carbono de metoxila (HARNONE, 1994), juntamente com a
presenca dos sinal em Jc 135,8 e do grupo de sinais caracteristicos de
carbonos oximetinicos em J¢c 105,4 ppm, 75,1, 77,1, 70,0, 73,2, (Figura 51, p.
123) sugeriram a estrutura de um flavonéide do tipo flavonol sustentado a uma
unidade osidica confirmada como sendo a galactose em comparacdo com
dados da literatura (GUVENALP & DEMIZERER, 2005).

Hiperina
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No espectro de RMN de 'H (500 MHz, CD;OD) (Figura 52, p. 124)
observou-se dois dupletos em Jy 6,19 (1H, J = 1,5 Hz) e 64 6,39 (1H, J =20
Hz) (Figura 53, p. 124) caracteristicos de flavonas oxigenadas nas posicdes 5 e
7 (HARBONE, 1994). Os dupletos em oy 7,82 (1H, J = 2,0 Hz) ey 6 6,85 (1H, J
= 8,5 Hz), sugeriram o sistema ABX do anel B da flavona. Ainda, os sinais em
51 5,14 (1H, d, J = 8,0 Hz), 64 3,80 (1H, m), &y 3,53 (1H, m), Jx 3,84 (1H, d, J =
3,84 Hz), 64 3,46 p (1H, m) e oy 3,64 (1H, dd, J = 11,5 e 6,5 Hz) (Figura 54, p.
125) corroboraram com os dados da literatura para uma unidade osidica
galactose (GUVENALP & DEMIZERER, 2005).

Para o carbono anomérico C-1” foi indicada uma configuragdo S
mediante o valor da sua constante de acoplamento, J = 8,0 Hz (YASUKAWA E
TAKIDO, 1987); se o valor dessa constante estivesse em torno de 3,0 Hz, o
carbono anomérico teria configuracado a (ROCHA, 1995).

Para confirmacdo dos dados e da estrutura proposta analisou-se 0s
espectros bidimensionais de correlacdo heteronuclear (HMQC e HMBC) e
homonuclear (COSY e NOESY). Na analise do HMQC (Figura 56, p. 126),
observou-se as correlacdes entre 94,7 ppm (C-8) e 6,39 ppm (H-8), 99,9 ppm
(C-6) e 6,20 ppm (H-6), 105,4 ppm (C-1") e 5,14 ppm (H-1"), 122,9 ppm (C-6’)
e 7,58 ppm (H-6’), 117,7 ppm (C-2’) e 7,82 ppm (H-2).

No espectro HMBC (Figura 57, p. 126), confirmou-se a ligacdo da
galactose ao carbono C-3 do flavonoide através da correlacédo entre 135,8 ppm

(C-3) o hidrogénio anomérico H-1" (5,14 ppm).

Os demais dados de RMN estdo compilados na Tabela 10 (p. 120). Apos
comparacdo dos dados espectrais obtidos em com os da literatura
(GUVENALP & DEMIZERER, 2005), foi possivel identificar Hs-6 como sendo a
Quercetina-3-O-B-galactopiranosideo (hiperina), isolada pela primeira vez na

espécie.
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Tabela 10 - Deslocamentos quimicos e tipos de sinal para Hs-6, verificados nos espectros de
RMN "H e **C (500 e 125 MHz, respectivamente) unidimensionais em CD;OD e comparag&o
com os dados de RMN de **C e 'H da literatura (GUVENALP & DEMIZERER, 2005) (6 em ppm

e Jem Hz).
Hiperina Hs-6

C dc on dc on

2 158,7 - 158,8 --

3 135,2 - 135,8 --

4 178,9 - 179,5 --

5 163,0 - 163,1 --

7 167,2 - 166,1 --

9 158,5 - 158,4 --

10 105,0 - 105,6 --

1 122,2 - 122,9 --

3 146,2 145,8

4 148,5 149,9

CH

6 101,3 6,12 (d,J =19 Hz) 99,9 6,20 (d, J=1,5Hz)
8 95,7 6,30 (d,J =19 Hz) 94,7 6,39 (d, J =2,0 Hz)
2 116,0 7,82 (d,J=2,0Hz) 117,7 7,82 (d,J=2,0Hz)
5 117.,6 6,85 (d, J =8,5Hz) 116,0 6,85 (d, J =8,5Hz)
6’ 122,9 7,57 (dd, J=7,5; 2,5 Hz) 122,9 7,58 (dd, J = 8,5; 2,5 Hz)
Gal

1” 105,8 5,04 (d,J=7,6 Hz) 105,4 5,14 (d, J = 8,0 Hz)
2’ 73,2 3,82 (m) 73,1 3,80 (m)

3” 75,2 3,54 (m) 75,1 3,53 (m)
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4" 700 3,85 (d, J = 2,0 Hz) 70,0 3,84 (d, J = 3,0 H)
5 771 3,45 (m) 771 3,46 (M)
6'a 61,9 3,58 (dd, J = 11,0; 7,0 Hz) 61,9 3,55 (m)
6"b 3,85 (dd, J = 11,0; 4,0 Hz) 3,83 (m)
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Figura 48 - Espectro na regido do Infravermelho de Hs-6 (Pastilha de KBr)

Figura 49 - Espectro de **C — APT de Hs-6 (CD;OD, 125 MHz)
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Figura 50 - Expanséo do espectro de 13C — APT de Hs-6 na regido entre 180,0 e 116,0 ppm
(CD30D, 125 MHz)

Figura 51 - Expansdo do espectro de *C — APT de Hs-6 na regido entre 105,0 e 60,0 ppm
(CD30D, 125 MHz)
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Figura 52- Espectro de 'H de Hs-6 (CD30OD, 500 MHz)

Figura 53- Expans&o do espectro de 'H de Hs-6 na regido entre 8,2 e 6,0 ppm (CD3;OD, 500
MHz)
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Figura 54- Expanséo do espectro de 'H de Hs-6 na regido entre 3,90 e 3,38 ppm (CDsOD, 500
MHz)

Figura 55 - Espectro de correlagdes "H x °C — Jcy — HMQC de Hs-6 (CD3;OD, 500 e 125 MHz)

Hellane Fabricia Sousa de Lucena



126

Uma nova lignana e outros constituintes quimicos de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae)

Figura 56- Expans&o do espectro de correlagdes *H x **C = Jcy — HMQC Hs-6 (CD;OD, 500 e
125 MHz)

Figura 57- Espectro de correlacdes *H x *C — "Jciy (n = 2 e 3) — HMBC de Hs-6 (CD;OD, 500 e
125 MHz)
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Figura 58 - Espectro de correlagBes homonuclear — COSY de Hs-6 (CDs;OD, 500 MHz)

Figura 59 - Espectro de correlacBes homonuclear — NOESY de Hs-6 (CDs;OD, 500 MHz)
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5.7 Determinacao estrutural de Hs-7

A substancia codificada como Hs-7 foi isolada na forma de um soélido

amarelo amorfo com ponto de fusdo entre 196 — 197 °C.

No espectro de infravermelho obtido em pastilhas de KBr (Figura 60, p.
131) observou-se bandas de absorcdo em 1718,58 cm™ e 1701,22 cm™
referentes, respectivamente, a estiramento C=0O de éster conjugado e de
carbonila acida, bem como bandas entre 1604,77 — 1446,61 cm™ referente a
estiramento C=C de sistema aromatico. Ainda, observou-se uma larga
absorcdo em 3412,08 cm™ caracteristico de hidroxila fendlica. Esta Gltima
corrobora com a absorcdo em 1284,59 cm™, referente a estiramento C — O de

anel aromatico.

O espectro de RMN *3C (50 MHz, CDsOD) da substancia codificada
como Hs-7 apresentou 18 sinais correspondentes a 18 atomos de carbono
(Figura 61, p. 131). Destes oito foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados,
nove a carbonos metinicos e um a carbono metilénico. O sinal em Jc 174,48 foi
sugestivo de carbono de carboxila e o sinal em Jc 168,46 foi indicativo de
carbono de carbonila de éster, corroborando com os dados do espectro de IV.
Os sinais em oc 149,67, 146,74, 146,08, 145,20, 129,24 e 127,59 foram
atribuidos a carbonos aromaticos. Os sinais em oc 123,15, 121,78, 117,53,
116,45, 116,25 e 115,15 (Figura 62, p. 132) foram atribuidos aos carbonos
aromaticos nao substituidos. Ainda pode-se observar a presenca de um sinal

em Jc 37,86 referente a carbono metilénico.

O espectro de RMN 'H (200 MHz, CD30D) de Hs-7 apresentou dois
grupos de protons sugestivos de um sistema fenil 1,3,4-trissubstituido,
caracterizando um padrao do sistema AMX (Figura 63, p. 132). Os dupletos em
on 7,54 (1H, d, J = 16 Hz) e 6,26 (1H, d, J = 16 Hz) caracterizaram uma ligacéo
trans entre prétons olefinicos, devido a magnitude da constante de

acoplamento.
Os sinais em oy 7,03 (1H, d, J = 2,0 Hz), o4 6,77 (1H, d, J = 8 Hz), Jy

6,94 (1H, dd, J =8,0 Hz e J = 2,0 Hz), Jx 6,75 (1H, d, J = 2 Hz), 4 6,70 (1H, d,
J =8 Hz) e 6y 6,60 (1H, dd, J = 8 Hz e J = 2 Hz) foram atribuidos a hidrogénios
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ligados a carbonos aromaticos e, mediante o valor das constantes de
acoplamento, reforcando a sugestao de um sistema AMX (Figura 64, p. 133).

Comparagdes com dados da literatura (OGZEN et al., 2011) sugeriram

uma estrutura fendlica do tipo &cido rosmarinico.

O duplo dupleto em 6y 5,18 (1H, dd, J = 8,0 Hz e J = 4,0 Hz) caracteriza
o hidrogénio ligado ao carbono metinico C-8 (Figura 65, p. 133). Os sinais em
513,13 (1H, dd, J =14 Hz e J = 4 HzZ) e J1; 2,95 (1H, dd, J = 14 Hz e J = 8 Hz),
bem como suas constantes para acoplamentos geminais, sdo caracteristicos
dos hidrogénios metilénicos H-7a e H-7b, respectivamente, do &cido
rosmarinico. Observou-se ainda, que 0s sinais que caracterizaram a ligacao

trans corroboraram com o assinalamento da literatura para essa estrutura.

A partir da analise dos dados espectrais de 'H e *C, juntamente com
comparacdo com dados da literatura (OGZEN et al., 2011), identificou-se a
substancia Hs-7 como sendo o acido rosmarinico, isolado pela primeira vez no
género Hypenia, e dessa forma, confirmando sua importancia

guimiotaxondmica para o familia Lamiaceae.

acido rosmarinico
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Tabela 11 -Deslocamentos quimicos e tipos de sinal para Hs-7, verificados nos espectros de
RMN *H e **C (200 e 50 MHz, respectivamente) unidimensionais em CD;OD e comparag&o
com os dados de RMN de *C e 'H da literatura (CD;OD) (OGZEN et al., 2011) (5 em ppm e J

em Hz).
Acido Rosmarinico Hs-7
C dc m Joc oH
1 129,7 -- 129,2 --
3 144,8 - 146,0 -
4 143,7 - 145,2 -
9 175,9 -- 174,4 -
1 126,8 -- 127,5 --
3 145,6 -- 146,7 -
4 148,2 - 149,6 --
9 167,8 -- 168,4 -
CH
2 116,3 6,75 (d, J = 1,8 HZ) 117,5 6,75 (d, J = 2,0 Hz)
5 115,0 6,67 (d, J=8,1 Hz) 116,2 6,70 (d, J=8,0 Hz)
6 120,6 6,62 (dd, J=8,1; 1,8 Hz) 121,7 6,60 (dd, J = 8,0; 2,0 Hz)
8 76,0 5,10 (dd, J = 9,4; 3,6 Hz) 74,6 5,18 (dd, J = 8,0; 4,0 Hz)
7 145,5 7,50 (d, J =16,0 Hz2) 147,6 7,54 (d, J=16,0 Hz)
8 113,9 6,26 (d, J = 16,0 Hz) 114,3 6,26 (d, J = 16,0 Hz)
2 114,3 7,02 (d, J=2,2Hz) 115,1 7,03 (d, J=2,0H2)
5 1153 6,76 (d, J = 8,1 Hz) 116,4 6,77 (d, J = 8,0 Hz)
6 121,8 6,92 (dd, J=8,1; 2,2 Hz) 123,1 6,94 (dd, J = 8,0; 2,0 Hz)
CH,
3,09 (dd, H-7a, J = 14,3; 3,6 Hz) 3,13 (dd, H-7a, J = 14,0; 4,0 Hz)
7 37,5 37,8

2,94 (dd, H-7b, J = 14,3; 9,4 Hz)

2,95 (dd, H-7b, J = 14,0; 8,0 Hz)
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Figura 60 - Espectro na regido do Infravermelho de Hs-7 (Pastilha de KBr)

Figura 61 - Espectro de RMN de **C — APT de Hs-7 (CD;OD, 50 MHz)
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Figura 62 — Expanséo do espectro de RMN de 13C — APT de Hs-7 na regido entre 155,0 e 65,0 ppm
(CD3;0D, 50 MHz)

Figura 63 - Espectro de RMN de *H de Hs-7 (CD;OD, 200 MHz)
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Figura 64 - Expanséo do espectro de RMN de 'H de Hs-7 na regido entre 7,8 e 6,2 ppm (CD3;0D, 200
MHz)

Figura 65 - Expanséo do espectro de RMN de 'H de Hs-7 na regi&o entre 5,4 e 0,8 ppm (CD;OD, 200
MHz)
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5.8 Determinacao estrutural de Hs-8

A substancia codificada como Hs-8 foi isolada na forma de um sélido marrom

amorfo.

No espectro de infravermelho obtido em pastilhas de KBr (Figura 66, p. 136)
observou-se uma absorcdo em 1734,01 cm™ referente a estiramento C=0 de éster
conjugado e absorcdes entre 1627,92 — 1444,68 cm™ referente a C=C de sistema
aromatico. Observou-se ainda uma banda larga de absorcdo em 3396,64 cm™
caracteristico de hidroxila fendlica, que corrobora com a absorcdo em 1284,59 cm™,
referente a estiramento C — O de anel aromético. Foi possivel observar uma
absorgéo em 2954,95 indicativa de grupo CHs.

O espectro de RMN *3C (50 MHz, CDs;OD) da substancia codificada como Hs-
8 apresentou 19 sinais correspondentes a 19 atomos de carbono (Figura 67, p. 136).
Destes oito foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, nove a carbonos

metinicos, um a carbono metilénico e um a carbono de metoxila.

A comparacdo dos dados espectrais de RMN de 'H, e *C do &cido
rosmarinico (Hs-7) com a substancia Hs-8 revelaram que ambos compostos eram
muito semelhantes, exceto pelo sinal em éc 52,8 (Figura 70, p. 138) e o singleto em
on 3,68 (Figura 73, p. 139) que foram atribuidos a uma metoxila. Ainda, efeito de
protecdo para o carbono 9 em oc 172,1, que para Hs-7 foi de oc 174,4. Com base na
anélise dos espectros de RMN de 'H e **C e comparacdo dos os dados com a
literatura (WOO & PIAO, 2004), o composto Hs-8 foi identificado como o rosmarinato

de etila, isolado pela primeira vez no género Hypenia.

rosmarinato de metila
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Tabela 12 - Deslocamentos quimicos e tipos de sinal para Hs-8, verificados nos espectros de RMN
'He BC (200 e 50 MHz, respectivamente) unidimensionais em CD3;OD e compara¢gdo com os dados
de RMN de **C e 'H da literatura (CD;OD)(Wo00 & Piao, 2004) (5 em ppm e J em Hz).

Rosmarinato de Metila Hs-8
C dc I Jdc oH
1 128,8 -- 128,7 --
3 146,3 - 146,1 --
4 145,5 -- 145,3 --
9 172,3 -- 172,1 --
1 127,6 -- 127,5 --
3 147,0 -- 146,7 --
4 150,1 -- 149,7 --
9 168,5 -- 168,5 --
CH
2 117,6 6,70 (d, J=2,0 Hz) 117,5 6,69 (d, J=2,0 Hz)
5 116,4 6,69 (d, J = 8,0 Hz) 116,3 6,65 (d, J = 8,0 Hz)
6 121,9 6,57 (dd, J = 8,0; 2,0 Hz) 121,8 6,55 (dd, J = 8,0; 2,0 Hz)
8 74,8 5,19 (dd, J = 7,5; 5,0 Hz) 74,6 5,17 (dd, J = 8,0; 6,0 Hz)
7 148,1 7,55 (d, J = 15,5 Hz) 147,9 7,54 (d, J = 16,0 Hz)
8’ 114,2 6,26 (d, J = 15,5 Hz) 114,1 6,25 (d, J = 16,0 Hz)
2 115,3 7,04 (d, J = 2,0 HZ) 115,2 7,03 (d, J=2,0 Hz)
5 116,6 6,78 (d, J=8,5Hz) 116,5 6,76 (d, J=8,0 Hz)
6 123,3 6,95 (dd, J =8,5; 2,0 Hz) 123,1 6,94 (dd, J = 8,0; 2,0 Hz)
CH,
3,06 (dd, H-7a, J = 14,5; 5,5 Hz)
7 38,0 37,8
3,00 (dd, H-7b, J = 14,5; 5,5 Hz) 2,81 (dd, H-7b, J = 12,0; 6,0 Hz)
OCH;
52,8 3,70 (s) 52,6 3,68 (s)

Hellane Fabricia Sousa de Lucena



136

Uma nova lignana e outros constituintes quimicos de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae)

Figura 66 — Espectro na regido do Infravermelho de Hs-8 (Pastilha de KBr)

Figura 67 - Espectro de RMN de *C — APT de Hs-8 (CD;OD, 50 MHz)
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Figura 68 - Expanséo do espectro de RMN de 13C — APT de Hs-8 na regido entre 178,0 e 126,0 ppm
(CD3;0D, 50 MHz)

Figura 69 - Expanséo do espectro de RMN de °*C — APT de Hs-8 na regido entre 130,0 e 72,0 ppm
(CD30D, 50 MHz)
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Figura 70 - Expanséo do espectro de RMN de 13C — APT de Hs-8 na regido entre 80,0 e 30,0 ppm
(CD3;0D, 50 MHz)

Figura 71 - Espectro de RMN de ‘H de Hs-8 (CD;0OD, 200 MHz)

Hellane Fabricia Sousa de Lucena



139

Uma nova lignana e outros constituintes quimicos de Hypenia salzmannii (Benth.) Harley (Lamiaceae)

Figura 72 - Expanséo do espectro de RMN de 'H de Hs-8 na regido entre 7,8 e 6,0 ppm (CD3OD, 200
MHz)

Figura 73- Expansao do espectro de RMN de 'H de Hs-8 na regi&o entre 6,4 e 2,0 ppm (CD;OD, 200
MHz)
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5.9 Determinacao estrutural de Hs-9

A substancia codificada como Hs-9 foi isolada na forma de 6leo marrom. O
espectro de massas de alta resolucéo obtido por ESI-EM (Figura 77, p.149) mostrou
0 pico do fon molecular em m/z 693.2561 [M + Na]" compativel com a férmula

molecular C3sH4013Na.

No espectro no infravermelho obtido em pastilhas de KBr (Figura 78, p.149)
observou-se uma banda larga de absorcdo de grande intensidade em 3419,79 cm™
referente a estiramento de hidroxila, que corrobora com a banda em 1273,02,
referente a estiramento C — O de fenol. Absor¢des na regido de 1700,00 cm™ foram
atribuidas a estiramento C=0O de éster conjugado, bem como as bandas entre
1604,77 — 1516,05 cm™ referentes a C=C de anel aromatico. Observou-se ainda, em
2926,01 cm™, absorcéo sugestiva de grupo CH; e CH.

O espectro de RMN de *C — APT (CD;OD, 500 MHz) mostrou 31 sinais
atribuidos a 35 atomos de carbono, sendo nove nado hidrogenados, 19 metinicos,
cinco metilénicos e dois metilicos (Figura 79, p. 150). Os sinais em Jc 56,3 e Jc 56,2
(Figura 81, p. 151) foram atribuidos a dois carbonos de metoxila. Observaram-se
deslocamentos quimicos em Jc 116,8, 139,2, 113,4, 115,7, 122,8, 148,8 e 1454
caracteristicos de carbonos de grupos aromaticos (Figura 80, p. 150). Ja o sinal em
oc 169,1 corrobora com as absorcbes observadas no IV para a presenca de
carbonila de éster na molécula. Os sinais em Jc 104,3, 75,4, 78,0, 71,8, 79,1 e 64,6
indicaram a existéncia de uma unidade osidica na estrutura do tipo glicose
(GUVENALP & DEMIREZER, 2004).

De acordo com a literatura (WANG et al.,, 2006; FONSECA, 1980; LIMA,
2005) os deslocamentos quimicos em Jc 133,9, 122,8, 35,8, 44,3, 62,8, 41,5, além
dos sinais para carbonos aromaticos e metoxilicos ja citados, sugerem o esqueleto
de uma lignana do tipo isolariciresinol, visto que esses valores corroboram,
respectivamente, com os carbonos C-1, C-6, C-7 e C-7’, C-8, C-9’ e C-8 (Figura 74,
p. 141).
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Figura 74 - Estrutura quimica do isolariciresinol

133,9

isolariciresinol

No espectro de RMN de *H (CD3;0OD, 500 MHz), observou-se dois dupletos em
on 7,38 (J = 8,5 Hz) e 6,77 (J = 8,5 Hz) caracterizando um sistema AA'BB’ (Figura
83, p. 152). Esses valores, juntamente com os deslocamentos quimicos de *C em
oc 131,2 e 116,8 sugeriram que na estrutura da lignana proposta ha um grupo 4-
hidroxifenil, de modo que Jy 7,38 foi atribuido aos hidrogénios H-2 e H-6, oy 6,77 a
H-3 e H-5, bem como Jc 131,2 a C-2 e C-6, e 6c 116,8 a C-3 e C-5 (Figura 75, p.
142). Os dupletos em oy 7,61 (J = 16,5) e oy 6,32 (J = 16,5 Hz) indicaram a presenca
de hidrogénios olefinicos acoplando trans. Esses dados, somados ao valor de dc
169,1 (atribuido a carbonila de éster) e aos deslocamentos em Jc 114,7 e Jc 146,8,
corroboram com dados da literatura para a estrutura de um substituinte p-cumaroil
esterificado (WANG et al., 2006) (Tabela 13, p. 147).

O singleto em ¢Jy 3,70, integrando para seis hidrogénios, foi atribuido a
hidrogénios de duas metoxilas, corroborando com os sinais observados no RMN *3C
em Jc 56,2 e Jc 56,3.
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Figura 75 — Estrutura quimica do p-cumaroil

146,8

p-cumaroil

Na regido de oy 4,49 — 3,32 (Figura 84, p. 152) observou-se sinais
caracteristicos de unidade osidica. Comparacdo com dados da literatura (SILVA et
al., 2005) sugeriram que este acucar tratar-se-ia da glicose, onde um dupleto em dy
4,22 (J = 7,5 Hz) foi atribuido ao hidrogénio do carbono anomeérico; um multipleto em
on 3,22 ao H-2; multipleto na regido de Jy 3,32 — 3,80 atribuido aos hidrogénios H-3,
H-4; em 4 3,55 um multipleto atribuido ao H-5; e dois duplos dupletos em oy 4,49 (J
= 12,0; 2,0 Hz) e o4 4,35 (J = 12,0 e 6,0 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios

metilicos H-6.

Os deslocamentos quimicos em dy 6,60 (2H, d, J = 1,5 Hz), 64 3,63 (4H, m) e
on 2,00 (2H, m) quando comparados com dados da literatura (LIMA, 2005),
corroboram com os valores do esqueleto da lignana isolaricirenisol para os
hidrogénios H-2 e H-2’, H-9 e H-9’ e H-8 e H-8, respectivamente. Porém, para o H-5
nao foi observado um singleto, e sim um dupleto em ¢4 6,67 (J = 8,5 Hz); para a
posicao 7’ ndo se observou um dupleto, mas sim dois duplos dupletos em Jy 2,72
(1H,J=14,0; 7,5 Hz) e 64 2,63 (1H, J = 14,0 e 7,0 Hz). Esses dados indicaram que
o carbono C-6 é de natureza metinica; ja no isolaricirenisol este carbono é nao
hidrogenado. Esta informacao foi reforcada pela existéncia de um duplo dupleto em
oy 6,53 (2H, J = 6,0 e 2,0 Hz) que foi atribuido ao hidrogénio H-6. Dessa forma,
sugeriu-se que o hidrogénio H-6 esta acoplando orto com H-5 e meta com H-2,

descartando a possibilidade de um esqueleto de lignana do tipo isolaricirenisol. Ao
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comparar esses dados de RMN de *H com os da literatura (PARK et al., 2009)

sugeriu-se um novo esqueleto de ligana, do tipo secoisolariciresinol (Figura 76).

Figura 76 - Estrutura quimica do secoisolariciresinol

HsCO

HO

secoisolariciresinol

Sabendo-se que a substancia em questao possui um esqueleto de lignana do
tipo secoisolariciresinol e que possui uma unidade osidica (glicose) e uma unidade
p-cumaroil esterificada como substituintes, foram analisados 0s espectros
bidimensionais de correlacdo homonuclear e heteronuclear para definir a insercéo

desses grupos na lignana.

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HMQC (Figura 86, p.
153) permitiu obter informacdes sobre quais valores de Jy encontravam-se ligados
aos respectivos dc. A sua analise mostrou correlacdo entre oc 113,4 e 113,6 (C-2 e
C-2’) com oy 6,60 (H-2 e H-2’, d, J = 1,5 Hz), 6c 115,7 (C-5 e C-5’) com oy 6,67 (H-5
e H-5', d, J = 8,5 Hz), dc 35,8 (C-7 e C-7’) com dy 2,72 (H-7 e H-7’, dd, 14,0; 7,5 Hz)
e oy 2,63 (H-7 e H-7’, dd, 14,0; 7,0 Hz) e ¢ 41,5 (C-8) e oc 44,3 (C-8) com oy 2,00
(H-8 e H-8', m), confirmando as informacées dos espectros de RMN de *C e 'H que
corroboram para o esqueleto da lignana secoisolariciresinol. As demais correlacdes

das unidades osidica e curamoil encontram-se na tabela 13 (p. 147).

Dessa forma, apds essas consideracBes, sugeriram-se trés propostas

estruturais para Hs-9:
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Proposta (3)
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Considerando-se que, na literatura (PARK et al., 2009; FONSECA, 1980;
LIMA, 2005) o valor do deslocamento quimico para os carbonos C-9 e C-9
secoisolariciresinol é de Jc 62,3, e que, no espectro de RMN de *C o valor de C-9
encontra-se deslocado para oJc 70,1, sugeriu-se que um substituinte
glicopiranocumaroil encontrava-se ligado ao carbono oximetilénico C-9, visto o efeito
de desblindagem observado para o mesmo. Para o carbono C-9’ o valor observado
foi de oc 62,8, que corrobora com os dados da literatura e dessa forma, afastando a

possibilidade de insercéo de substituinte no carbono oximetilénico C-9'.

Na analise do espectro HMBC (Figura 89, p. 155), observou-se correlacdo
entre o C-9 (éc 70,1) com oy 4,22 correspondente ao hidrogénio anomérico,
sugerindo que o acucar esta inserido no carbono C-9 da lignana. A auséncia de
correlacdo do hidrogénio anomérico com o C-9’ reforca a hipdtese de nao existir
substituicdo nesse carbono. Ainda nesse espectro, observou-se correlacbes os
hidrogénios oximetilénicosa H-6" (oy 4,49 e 4,34) da glicose com o carbono
carbonilico C-9” (éc 169,1) do grupo cumaroil, o que indicou que este grupo
encontrava-se ligado ao oxigénio do C-6” da glicose (Proposta 3, p. 144). No
espectro de correlacdo homonuclear COSY (Figura 90, p. 155), observou-se
correlacdo entre oy 2,72 e 2,63 (H-7 e H-7’) com ¢y 2,00 (H-8 e H-8’), Jy 3,63 (H-9 e
H-9') com dy 2,00 (H-8), confirmando a inexisténcia de substituicdo direta nos
carbonos C-9 e C-7 da lignana. As demais correlacbes podem ser observadas na
Tabela 13 (p. 147).

No espectro NOESY (Figura 92, p. 156), observou-se correlacdo entre dy
4,22, referente ao hidrogénio anomeérico da glicose, com oy 3,55, referente ao
hidrogénio H-9 da lignana. Essa correlacdo confirma que a unidade osidica esta
inserida no carbono oximetilénico C-9 da lignana. Baseando-se nessas
consideracoes, descartou-se as possibilidades estruturais 1 e 2, confirmando-se que
Hs-9 possuia a estrutura da proposta 3. As demais correlacbes podem ser

observadas na Tabela 13 (p. 147).

A fim de definir a estereoquimica relativa da estrutura proposta observou-se o
valor da constante de acoplamento para o hidrogénio do carbono anomérico do
acucar que foi de J = 7,5 Hz, compativel com uma estereoquimica B-D-glicose
(SILVA et al., 2005).
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Comparacéo da estrutura proposta com a Hs-3 (hinoquinina) e dos espectros
de 'H, pdde-se propor uma configuracéo trans para os carbonos H-8 e H-8’, visto a
formac&o de um multipleto em 3,60 ppm e 3,55 ppm para o H-9’ (LOPES, 1983).

Dessa forma, da Hypenia salzmannii foi isolada uma nova lignana, a (-)-

secoisolaricirenisol-9-O-B-D-glicopiranosideo-(6"-p-cumaroil).

(-)-secoisolaricirenisol-9-O-B-D-glicopiranosideo-(6”-p-cumaroil)
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Tabela 13 - Dados de RMN de 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) de Hs-9 e correlacBes obtidas em

HMQC, COSY, HMBC e NOESY, registrados em CD;0D, J (Hz) e 6 (ppm)

C HMQC COSY HMBC NOESY
dc oH OHxOH dcxOH OHxOH
() ))
C
1 1339 e H-8
3 1488 e CH;,
4 1454 e
1 i c I I — H-8
3 1488 e CHs
4 1454 e
17 271 e
4 61,2 e
9 (11— H-6"
CH
2 113,4 6,60 (d, J = 1,5 Hz) H-7
H-7
5 115,7 6,67 (d, J = 8,5 Hz)
6 122,8 6,53 (dd, J = 6,0 e 2,0 Hz) H-7
8 41,5 2,00 (m) H-7/H-9  H-9
2 113,6 6,60 (d, J = 1,5 Hz) H-7’
5 115,7 6,67 (d, J = 8,5 Hz)
6 122,8 6,53 (dd, J = 6,0 e 2,0 Hz) H-7’
8 44,3 2,00 (m) H-7/H-9 H-9  H-7
2" 131,2 7,38 (d, J = 8,5 Hz) H-8"
H-5"
3 116,8 6,77 (d, J = 8,5 Hz) H-6""
5" 116,8 6,77 (d, J = 8,5 Hz) H-2"
6" 131,2 7,38 (d, J = 8,5 Hz) H-8"
77 146,8 7,61 (d, J = 16,5 Hz) H-2"
8" 114,7 6,32 (d, J = 15,5 Hz) H-2"
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CH;

9!

OCH;

Gli
E
27
3
47
5
6"

35,8

70,1

35,8

62,8

56,3
56,2

104,3
75,1
78,0
71,8
75,4

64,6

2,72 (dd, J = 14,0; 7,5 Hz)
2,63 (dd, J = 14,0; 7,0 Hz)

3,83 (m); 3,55 (m)

2,72 (dd, J =14,0; 7,5 Hz)
2,63 (dd, J = 14,0; 7,0 Hz)
3,63 (m); 3,55 (m)

3,70 (s)

4,22 (d, J=7,5Hz)
3,25 (m)
3,80 -3,32 (m)
3,80 -3,32 (m)
3,565 (m)
4,49 (dd, J =12,0; 2,0 Hz)

4,35 (dd, J=12,0; 6,0 Hz)

H-8

H-8

H-8"

H-2”

H-1"

H-6"

H-5"

H-6
H-2
H-8  H-1” H-1"
H-7
H-8  H-8
H-7
H-9
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Figura 77 - Espectro de massas de Hs-9

Figura 78 - Espectro na regido do infravermelho de Hs-9 (Pastilhas de KBr)
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Figura 79 - Espectro de RMN de 13C — APT de Hs-9 (CD3;0OD, 200 MHz)

Figura 80 - Expans&o do espectro de RMN de *C — APT de Hs-9 de 170,0 a 100,0 ppm (CDs;0D, 200
MHz)
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Figura 81 - Expanséo do espectro de RMN de 13C — APT de Hs-9 de 80,0 a 30,0 ppm (CD;0D, 200
MHz

Figura 82 - Espectro de RMN de *H de Hs-9 (CD;0OD, 500 MHz)
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Figura 83 - Expanséo do espectro de RMN de 'H de Hs-9 de 7,90 a 6,00 ppm (CD;OD, 500 MHz)

Figura 84 — Expanséo do espectro de RMN de 'H de Hs-9 de 4,55 a 3,25 ppm (CD;OD, 500 MHz)
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Figura 85 — Expans&o do espectro de RMN de *H de Hs-9 de 2,86 a 2,38 ppm (CD;0D, 500 MHz)

Figura 86 - Espectro de correlagdes 'H x *C — Jcy — HMQC de Hs-9 (CD3;OD, 500 e 125 MHz)
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Figura 87 — Expansdo do espectro de correlacdes 'H x **C — Jcy — HMQC de Hs-9 (CD;OD, 500 e
125 MHz)

Figura 88 — Espectro de correlacdes *H x **C-"JCH (n=2 e 3) - HMBC de Hs-9 (CDCls, 500 e 125
MHz)
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Figura 89 — Expans&o do espectro de correlacdes *H x **C-"JCH (n=2 e 3) - HMBC de Hs-9 (CDCl;,
500 e 125 MHz)

Figura 90 — Espectro de correlacdo homonuclear COSY de Hs-9 (CD;0D, 500 MHz)
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Figura 91 — Expanséo do espectro de correlacdo homonuclear COSY de Hs-9 (CD;0OD, 500 MHz)

Figura 92 - Espectro de correlacdo homonuclear NOESY de Hs-9 (CDsOD, 500 MHz)
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Figura 93 — Expanséo espectro de correlacdo homonuclear NOESY de Hs-9 (CD;0OD, 500 MHz)

Figura 94 - Expansao espectro de correlacdo homonuclear NOESY de Hs-9 (CDsOD, 500 MHz)
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6. CONSLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho cumpriu o objetivo principal que se fundamentou na
ampliacdo do conhecimento quimiotaxonémico do género Hypenia através do estudo
fitoquimico das folhas e raizes de Hypenia salzmannii.

Através de métodos cromatograficos usuais e técnicas espectroscopicas de
Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e '*C uni e bidimensional e
espectrometria de massas, foi possivel isolar e identificar trés terpenoides: &cido
ursolico, acido oleandico e acido betulinico; um esteroide: B-sitosterol-glicosilado;
duas flavanonas: isosakuranetina e sakuranetina; duas lignanas: a hinoquinina e a -
peltatina-A-metileter um flavondide glicosilado: hiperina; dois derivados fendlicos:
acido rosmarinico e rosmarinato de metila; e uma lignana inétida, a (-)-
secoisolaricirenisol-9-O-8-D-glicopiranosideo-(6"-p-cumaroil) das partes aéreas de

Hypenia salzmannii.

O isolamento de triterpenos, acido rosmarinico e lignanas desta espécie foi de
fundamental importancia para a quimiotaxonomia do género Hypenia, visto que

essas classes de substancias sdo marcadores quimicos da familia Lamiaceae.

A existéncia de grande variedade de lignanas e derivados fendlicos nesta
espécie levou ao interesse em dar continuidade ao estudo da mesma através do
desenvolvimento de novas técnicas cromatograficas de isolamento e identificacao,

na busca de novas substancias para a mesma.

Considerando o uso popular da Hypenia salzmannii e o0 potencial
farmacéutico ja comprovado de algumas substancias isoladas dessa espécie, bem
como dos seus extratos, pretende-se realizar parcerias para testar possiveis

atividades bioldgicas da lignana inédita.
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