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RESUMO GERAL

CHAGAS, Rafael César Russo. Estudo fitoquimico de Vismia brasiliensis
Choisy (Clusiaceae). 2009. 253p. Tese (Doutorado em Agroquimica) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG".

Apesar de diversas plantas do género Vismia serem conhecidas por suas
atividades contra diferentes tipos de fitopatdgenos, ainda ndo havia qualquer
relato na literatura sobre as propriedades biologicas Vismia brasiliensis Choisy.
Conseqiientemente, foram realizados testes bioldgicos com o extrato metanolico
das folhas de tal espécie vegetal com o objetivo de contribuir para o
desenvolvimento de novos métodos de controle de pragas e doengas em geral.
Como o extrato se mostrou ativo contra as bactérias Aeromonas hydrophila
ATCC 7966 e Bacillus subtilis ATCC 6633, o fungo Aspergillus ochraceus € o
inseto Leucoptera coffeella (bicho mineiro do cafeeiro), realizou-se um estudo
fitoquimico do mesmo para a identificacdo dos compostos responsaveis por tais
atividades. As substincias isoladas foram identificadas por espectrometria de
ressonancia magnética nuclear, de massas, de ultravioleta e de infravermelho.
Da fragdo do extrato metanolico soluvel em hexano foram isolados o (£)-icos-
11-enoato de 2,3-diidroxipropila e uma substancia com atividade conhecida
contra o bicho mineiro, cujos dados indicam ser a actinoquinona. Da fragdo
solivel em acetato de etila foram isoladas duas substincias ja conhecidas
(epicatequina e isojacareubina) e uma inédita, que foi denominada
vismiofuranoxantona. As trés substancias apresentaram atividade contra A.
ochraceus. Da fracdo do extrato metandlico soluvel em metanol foram isoladas
tr€s substancias ja conhecidas: a epicatequina, a vitexina e a quercitrina. Todas
elas sdo conhecidas por apresentarem propriedades antifungicas e
antibacterianas.

*Orientador: Denilson Ferreira de Oliveira — UFLA



GENERAL ABSTRACT

CHAGAS, Rafael César Russo. Phytochemical studies of Vismia brasiliensis
Choisy (Clusiaceae). 2009. 253p. Thesis (Doctor in Agrochemistry) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Although the activity against several phytopathogens by plants of the
Vismia genus was reported in the literature, no report about the biological
activities of Vismia brasiliensis Choisy could be found. Consequently, biological
assays were carried out with the methanol extract of leaves from this plant
species to contribute to the development of new methods to control pests and
diseases. Since the methanol extract was active against the bacteria Aeromonas
hydrophila ATCC 7966 and Bacillus subtilis ATCC 6633, the fungus
Aspergillus ochraceus and the insect Leucoptera coffeella (coffee leaf miner), it
underwent a phytochemical study aimed to identify the substances accounting
for such activities. The isolated compounds were identified by spectrometric
methods: nuclear magnetic ressonance, mass, ultraviolet and infrared. Two
substances were isolated from the hexane soluble fraction of the methanol
extract: 2,3-dihydroxypropyl (Z)-icos-11-enoate and a compound active against
the coffee leaf miner, which apparently is the actinoquinone. From the ethyl
acetate soluble fraction were isolated two known substances (epicatechin and
isojacareubin) and a new one, which was named vismiofuranexanthone. The
three substances were active against A. ochraceus. From the methanol soluble
fraction were obtained three substances well-known for their activities against
fungi and bacteria: epicatechin, vitexin and quercitrine.

*Advisor: Denilson Ferreira de Oliveira — UFLA
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Desde os tempos mais remotos, encontram-se relatos na literatura da
utilizacdo de espécies vegetais para variados fins. Para exemplificar, ¢ possivel
citar a romad (Punica granatum L.), cujas propriedades medicinais sdo
conhecidas desde a antiguidade, sendo descritas no Papiro de Ebers. A literatura
descreve a roma principalmente como um potente tenifugo, sendo suas
propriedades anti-helminticas assinaladas ha séculos por Dioscorides e outros
naturalistas da antiguidade. Ademais, o cha feito com as folhas de roma ¢ usado
contra irritagao nos olhos, enquanto aquele produzido com as cascas dos frutos é
empregado no tratamento, na forma de gargarejo, de infecgoes de garganta. Em
diarréias e desinterias cronicas, o cha das cascas da raiz da romaizeira ¢
freqlientemente usado em combinacdo com tintura de 6pio (Pinto & Correia,
2007).

Quando, no século XVI, os exploradores e missionarios espanhois
comecaram a penetrar nas regides mais remotas do territério mexicano, tiveram
0s primeiros contatos com uma pequena planta verde, esférica, macia ¢ sem
espinhos, que formava coldnias de pequenos botdes, chamada "peyotl" ("hiculi,
huatari"). Os indigenas a consideravam divina, pois ao usa-la podiam
comunicar-se com seus deuses € a empregavam para curar suas enfermidades,
prever o futuro, dar forca e coragem nas batalhas ou executar tarefas
prodigiosas. Essa planta, que conhecemos como peiote, tem o nome botanico
Lophophora williamsii (Lem. ex Salm-Dyck) J. M. Coult. e pertence a familia
Cactaceae. A primeira publicag@o a respeito da quimica do peiote foi feita pelo
farmacologista alemdo Louis Lewin, em 1888. Ele extraiu da planta, fornecida

pela Companhia Parke-Davis, uma substancia que chamou anhalonina por causa



da classificacdo botanica incorreta do peiote naquela época: Anhalonium lewinii.
Embora se acreditasse tratar de uma substancia pura, provavelmente era uma
mistura de alcaldides que, ao contrario do esperado, ndo produzia efeitos
alucinogenos (Silva & Valente, 2000).

Outros farmacologistas alemdes comegaram a estudar o peiote e, em
1897, Arthur Heffter publicou o isolamento e as propriedades farmacoldgicas de
cinco alcaldides presentes nele. Por experimentacdo em animais e auto-
experimentacdo ele determinou que um deles era a principal substancia
psicoativa da planta, a qual denominou mescalina. Esse foi o primeiro estudo
sistematico de um material psicodélico de ocorréncia natural (Silva & Valente,
2000).

Durante o Renascimento houve um grande aumento de interesse por
plantas medicinais, sendo que dentre as publicagdes existentes, a mais popular
foi The Herball, or General Historie of Plants, de John Gerard, em 1597. Uma
das poucas que continuou sendo impressa na lingua inglesa por cerca de 400
anos. O livro, com 1.392 paginas ¢ 2.200 imagens de plantas medicinais, foi
apreciado por diversas autoridades no assunto ¢ muitos médicos prescreviam a
enfermos plantas ali relacionadas, incluindo Digitalis purpurea L. Mais de 30
glicosideos cardiotonicos ja foram isolados das folhas de D. purpurea e Digitalis
lanata Ehrhart, incluindo a digoxina e a digitoxina, que sdo as principais
substancias ativas. Nenhuma dessas estruturas foi até hoje comercialmente
sintetizada e ambas ainda sdo extraidas das folhas dessas espécies, sendo que
atualmente ha, na Europa, alguns cultivares geneticamente melhorados, cujo
rendimento de tais substancias ¢ bem superior ao da planta nativa. A cada ano,
cerca de 1.500 kg de digoxina e 200 kg de digitoxina sdo prescritas para
centenas de milhares de pacientes em todo o mundo. Embora novas drogas
tenham sido somadas ao vasto repertorio de produtos cardiacos, a Digitalis spp.

ainda salva muitas vidas a cada ano (Costa, 2007).



Além de poderem ser empregadas diretamente na fabricacdo de
medicamentos, as plantas também apresentam potencial para serem utilizadas na
obten¢do de substancias biologicamente ativas para serem empregadas com
grande eficacia contra diversas pragas e doencas de importancia agropecuaria.
Em decorréncia, varios estudos tém sido efetuados com vistas ao
desenvolvimento de novos produtos de origem vegetal com atividade inseticida,
antimicrobiana, nematicida etc (Paula, 2007).

O referido potencial das plantas é de grande importancia para o Brasil,
que possui a maior biodiversidade do planeta, pois representa 20% do total de
espécies estimadas. Para tanto, o estado de Minas Gerais contribui
enormemente, ja que gragas ao seu clima, relevo, recursos hidricos e a sua vasta
extensao territorial, possui uma cobertura vegetal extremamente diversa. Os dois
biomas mais representativos desse estado, a mata atlantica e o cerrado, com
elevados indices de endemismos, constituem mundialmente algumas das regides
mais ricas e ameagadas pela devastacdo (Fundacdo Biodiversitas & Fundagdo
Zoo-Boténica de Belo Horizonte, 2000). Apesar de tamanha diversidade, sdo
poucos os estudos sobre as espécies vegetais encontradas no mencionado estado.

Tendo em mente o grande potencial das plantas para o desenvolvimento
de novos produtos com diversas atividades biologicas e a falta de estudos sobre
a rica flora mineira, este trabalho visa a contribuir para o desenvolvimento de
novos produtos com atividade antibacteriana, antifingica e inseticida, pela
purificacdo e identificacdo de substincias do extrato das folhas de Vismia
brasiliensis Choisy (Clusiaceae), encontrada na floresta estacional semidecidua
montana, da Reserva Florestal da Universidade Federal de Lavras, que também ¢

conhecida como “Matinha da UFLA”.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas com atividade bioldgica contra patégenos de animais e do
homem
Encontram-se na literatura varios trabalhos sobre as atividades de

diversas espécies vegetais frente a diferentes parasitas de animais ¢ do homem,
tais como fungos, bactérias, nematoides e insetos. Para exemplificar pode-se
citar o estudo de Phyllostachys edulis Carriére ex Makino, que resultou em
patente sobre a aplicacdo desta planta em formulagdes de cremes dentais, para o
controle de bactérias do género Streptococcus, que podem acarretar o
desenvolvimento de processos cariogénicos (Pereira, 2006).

Também se pode mencionar um trabalho com o extrato metanolico da
parte aérea de Ajuta remota Benth., durante o qual foi isolado um triterpeno com
concentragdo inibitoria minima (CIM) igual a 1 pg/mL em testes com
Mycobacterium tuberculosis (Cantrell et al., 1999). Também foram isolados
varios triterpenos com atividade antimicobacteriana do extrato das partes aéreas
de Junellia tridens (Lag.) Moldenke, coletada na Argentina (Caldwell et al.,
2000). Outro exemplo de planta ativa contra micobactérias consiste no trabalho
realizado com Physalis angulata L.. Observou-se que o extrato em cloroféormio
de tal planta possuia atividade contra M. tuberculosis, M. avium, M. kansasii, M
malmoense e M. intracellulare (Pietro et al., 2000).

Holetz et al. (2002) testaram extratos de 13 plantas medicinais
brasileiras. Com isso, verificaram que Piper regnellii (Miq.) C. DC., conhecida
como Pariparoba, apresentava atividade frente a Staphylococcus aureus e
Bacillus subtilis. Ja Punica granatum L., popularmente conhecida como roma,
mostrou-se ativa contra S. aureus. Neste mesmo trabalho se testou a atividade
destes extratos frente a Candida albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C.

tropicalis. Observou-se que nove extratos (Psidium guajava L., Eugenia uniflora



L., Punica granatum L., Arctium lappa L., Tanacetum vulgare L., Mikania
glomerata Spreng., Lippia alba (Mill) N. E. Brown, Piper regnellii (Miq.) C.
DC. e Plantago major L.) apresentavam atividade contra os fungos supracitados
(Holetz et al., 2002).

Em outro trabalho envolvendo fungos dermato6fitos, mostrou-se que o
extrato metandlico de Piper solmsianum var. solmsianum C. DC. apresentava
atividade contra Microsporum canis, M. gypseum, Trichophyton mentagrophytes
e Epidermophyton flocossum, com CIM de 20 pg/mL; e contra Trichophyton
rubrum com CIM de 60 pg/mL (Campos et al., 2005).

2.2 Plantas biologicamente ativas contra pragas e doencas de plantas

Devido ao uso indiscriminado de pesticidas sintéticos, verificam-se
continuas reducdes nas eficacias de tais produtos em controlar organismos
prejudiciais as plantas. Consequentemente, observam-se investimentos no
desenvolvimento de novos pesticidas de origem vegetal. Para ilustrar é possivel
mencionar o trabalho desenvolvido por Nathan et al. (2006), que detectaram a
atividade contra o inseto Anopheles stephensi Liston (Diptera: Culicidae), um
vetor da malaria, por parte do extrato metanolico de folhas de Dysoxylum
malabaricum Bedd..

Outro exemplo do potencial de espécies vegetais para o
desenvolvimento de produtos ativos contra insetos ¢ encontrado no trabalho de
Ciccia et al. (2000). Os extratos de algumas plantas sul-americanas foram
testadas contra o mosquito Aedes aegypti Linnaeus (Diptera: Culicidae), vetor da
febre amarela e da dengue hemorragica, o que permitiu observar que os extratos
em diclorometano das plantas Abuta grandifolia (Mart.) Sandwith. e
Minthostachys setosa (Briq.) Epling., que tinham sido os mais ativos,

apresentavam valores de CLsqiguais a 2,6 pg/mL e 9,2 pg/mL, respectivamente.



Uma das espécies mais empregadas no controle de insetos é o neem
(Azadirachta indica A. Juss.). Composi¢des do extrato seco de sementes dessa
planta com sacarose e celulose se mostraram eficientes na obtencdo de produtos
estaveis para o controle de algumas pragas agricolas. Segundo os estudos
realizados isso se deve principalmente & presenga de uma substiancia chamada
azadiractina, que é produzida em quantidade consideravel pela planta e tem forte
efeito sobre os insetos (Paula, 2007).

Apesar de os insetos poderem causar enormes prejuizos aos agricultores
em geral, ndo sdo o unico motivo para o desenvolvimento de novos pesticidas.
Ha também, os nematdides parasitas de plantas, que atacam varias culturas
importantes em todo o mundo. Atualmente, tais animais sdo moderadamente
controlados por meios agrotécnicos, quimicos e genéticos. Entretanto, o uso
destes meios ¢ limitado devido ao alto custo, eficacia incompleta e
especificidade inadequada (Bar-Eyal et al., 2006).

Segundo Chitwood (2002), varios extratos brutos tém aplica¢do pratica
contra nematoides, sendo o Sincocin um dos mais estudados. Trata-se de um
produto contendo uma mistura de Opuntia engelmannii Salm-Dyck ex Engelm.,
Quercus falcata Minchx., Rhus aromatica Aiton e Rhizophora mangle L.. Em
situagdes de campo, Sincocin controlou Tylenchulus semipenetrans (nematoide
do citrus) em laranja, Rotylenchulus reniformis em girassol e Heterodera
schachtii em beterraba.

Bar-Eyal et al. (2006) utilizaram Chrysanthemum coronarium L. como
adubo natural de tomateiros e verificaram uma alta atividade contra os
nematdides Meloidogyne incognita € M. javanica. Observou-se também, que o
extrato aquoso de C. coronarium apresentava atividade nematicida. De modo
semelhante, San Martin & Magunacelaya (2005) observaram que extratos

aquosos de Quillaja saponaria Molina eram ativos contra os nematodides



Xiphinema index, X. americanum, M. hapla, M. ethiopica, Pratylenchus thornei,
Tylenchorhynchus sp., Criconemoides xenoplax e Helicotylenchus sp..

Os fungos podem ser extremamente benéficos ou prejudiciais na
agricultura, pois se de um lado acarretam prejuizos de milhdes de dolares devido
as enfermidades causadas na lavoura, de outro aumentam a fertilidade do solo,
decompondo matéria organica.

Existem varios trabalhos na literatura sobre extratos de plantas com
atividade sobre fungos patogenos de plantas. Widmer & Laurent (2006), por
exemplo, observaram que os extratos de alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
lavanda (Lavandula angustifolia Miller) e salvia (Salvia officinalis L.), inibiam a
germinacdo de zodsporos de Phytophthora palmivora, P. megakarya e P.
capsici, que sao fungos causadores de doengas no cacau (Theobroma cacao L.).
O mais afetado foi P. megakarya, que teve sua germinagdo completamente

inibida pelo extrato, mesmo quando diluido.

2.3 Substancias de origem vegetal com atividade bioldgica contra patégenos
de animais e do homem
Varias substancias biologicamente ativas tém sido isoladas a partir de

extratos de plantas, para serem usadas como bactericidas, fungicidas,
nematicidas, antitumorais, anti-HIV etc. A atropina (Figura 1), por exemplo, ¢
um alcaléide tropanico extraido de Atropa belladonna L., que age nos musculos
e glandulas regulados pelo sistema nervoso central parassimpatico, reduzindo a
atividade “contragdo-relaxagdo”. Este efeito ¢é extremamente utilizado
principalmente para combater a ciclopegia ou paralisagdo do musculo ciliar e
para o tratamento de bradicardia ou batimento extremamente lento do coragado e
ataque cardiaco (Simdes, 2000; Zareh, 2008). Ja a capsaicina (Figura 1), um
capsaicindide encontrado em diversas espécies de pimenta (Capsicum spp.), é
responsavel pela ardéncia das pimentas, além de ser muito utilizado para

tratamento de dores e artrites na forma de um anestésico (Simdes, 2000).
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FIGURA 1 Estrutura de farmacos isolados de plantas.

Outras substancias extraidas de plantas sdo: a digoxina (Figura 1), um
glicosideo cardiaco produzido por Digitalis purpurea L.; a morfina (Figura 1),
um alcaldide anestésico extremamente conhecido, que pode ser extraido de
Papaver somniferum L.; e o paclitaxel (Figura 1), comercializado com o nome
de Taxol®, um antitumoral extraido da casca de Taxus brevifolia Nutt. (Pereira,

2006).



Um dos mais importantes alvos na area de antibidticos € a bactéria
causadora da tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, o que tem impulsionado
varios grupos de pesquisa na busca de substincias de origem vegetal mais
eficazes contra a referida bactéria. Assim, obtiveram-se a deidrocostuslactona,
12-dimetilmulticaulina, 6 -hidroxikulactona e o (E)-fitol, a partir de Saussurea
lappa (Decne.) Sch. Bip., Salvia multicaulis Vahl, Melia volkensii Giirke,
respectivamente (Cantrell et al., 2001). Também  foram  isoladas  varias
substancias ativas contra M. tuberculosis do extrato das partes aéreas de Sapium
haematospermum Miill. Arg.. Dentre essas, a mais ativa foi o lecheronol A, que
se tratava de um pimarano com CIM igual a 4 ug/mL em experimentos com a
mencionada bactéria (Woldemichael et al., 2004).

Do extrato cloroférmico da parte aérea de Limnophila geoffrayi
Bonati foram isoladas as flavonas nevadensin e isotimusina. Ambas com
atividade contra M. tuberculosis (Suksamrarn et al., 2003). De forma analoga,
também foram isoladas duas substancias com atividade antimicobacteriana do
extrato de Artocarpus lakoocha Roxb. (Puntumchai et al., 2004).

Um exemplo de substancia ativa contra fungos patégenos de animais e
do homem isolada de planta é a xantoxilina, que se mostrou ativa contra
Candida albicans, C. tropicalis, Cryptococcus neoformans, Microsporum canis,
Trichophytom rubrum, T. mentagrophytes e Epidermophytum floccosum. Esta
substancia foi isolada de Sebastiania schottiana (Miill. Arg.) Mill. Arg. por
Cechinel et al. (1996).

2.4 Substéncias de origem vegetal com atividade contra pragas e doencgas de
plantas
Existe um grande esfor¢o entre varios grupos de pesquisa na busca de

novas substancias isoladas de plantas com atividade inseticida. Entre alguns
exemplos encontrados na literatura pode-se citar o trabalho de Gao et al. (2004),

que isolaram do extrato em éter de petroleo de Juniperus sabina L. um composto



identificado como deoxipodofilotoxina, que foi ativo contra larvas do inseto
Pieris rapae Linnaeus (Lepidoptera: Pieridae). Um outro exemplo que pode ser
citado ¢ o trabalho de Reyes-Chilpa et al. (2003), que isolaram do extrato
hexanico de Hippocratea excelsia o terpenodide pristimerina. Tal substancia se
mostrou ativa contra Sitophilus zeamais Mots. (Coleoptera: Curculionidae), que
se trata de uma praga que ataca graos estocados.

Cientes do grande potencial de plantas para o controle de fungos, varios
autores tém buscado isolar e identificar as substincias responsaveis por tal
comportamento. Para exemplificar, pode-se citar Athukoralage et al. (2001), que
obtiveram o 3-formil-2,4-diidroxi-6-metilbenzoato de 3-hidroxi-2,5-dimetil-4-
(metoxicarbonil)fenila de Gardenia dassanayakei L. Tal substancia apresentou
consideravel atividade contra os fungos Crynespora cassiicola, Rhizoctonia
solani, Curvularia sp, Fusarium sp e Colletotrichum gloeosporioides.

Também ¢é possivel mencionar o trabalho desenvolvido por Villarroel et
al. (2001), que isolaram o filifolinol de Heliotropium huascoense 1. M. Johnst..
Nesse caso, a atividade da substancia isolada foi observada contra Fusarium
moniliforme e Aspergillus niger.

De forma relativamente analoga, ao trabalhar com a planta Sebastiana
schottiana (Miill. Arg.) Miill. Arg., Cechinel et al. (1996) isolaram a xantoxilina,
que se mostrou ativa contra Aspergillus flavus, A. parasiticus e Penicillium sp.

Varias substincias isoladas de plantas, com atividade nematicida, sdo
mostradas na Figura 2. Dentre estas pode-se destacar o a-tertienil, extraido de
Tagetes spp.; a monocrotalina, extraida de Crotalaria spectabilis Roth; e o
dhurrin, um glicosideo extraido de Sorghum bicolor (L.) Moench (Chitwood,
2002).
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FIGURA 2 Estrutura de algumas substancias isoladas de espécies vegetais com
atividades nematicidas.

2.5 Vismia spp.

Pertencente a familia Clusiaceae, os componentes do género Vismia sdo
encontrados em fragmentos de florestas do mundo inteiro. Medicinalmente,
algumas espécies de Vismia sdo apreciadas por seu latex laranja, que ¢ usado por
tribos da bacia do Amazonas para o tratamento de feridas e, de forma menos
comum, contra herpes labial e fungo de pele. Também se sabe que o 6leo dessas
plantas ¢ usado para tratar doencas de pele de origem flingica e que os Crioulos
da Guiana colocam folhas de Vismia nos pés para se protegerem de mordida de
cobra (Nguemeving et al., 2006).

Varias substancias com atividade bioldgica foram isoladas de diferentes
espécies do género Vismia. Nguemeving et al. (2006), por exemplo, isolaram de

V. laurentii De Wild. duas substincias denominadas laurentixantonas A ¢ B,

11



que apresentaram atividade antimicrobiana (Figura 3), principalmente contra
Streptococcus faecalis e Candida gabrata. Do extrato metanolico das folhas e
raizes desta mesma planta, Kuete et al. (2007) isolaram nove substancias, entre
elas as antraquinonas vismiaquinona e vismiaquinona C, a xantona 6-
deoxiisojacareubina, o triterpeno friedelina e o flavandide kaempferol (Figura
3). Todas as substancias isoladas apresentaram atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

Seo et al. (1996) isolaram cinco novas benzofenonas do extrato em
cloroférmio de V. guianensis (Aubl.) Seem., entre elas a vismioguianona A
(Figura 3), sendo todas moderadamente citotoxicas segundo testes com células
KB. Frangois et al. (1999) isolaram a vismiona H (Figura 3) do extrato em éter
de petroleo da mesma espécie. Essa antraquinona se mostrou ativa frente a

Plasmodium falciparum, protozoario causador da malaria.
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FIGURA 3 Estrutura de substancias isoladas de plantas do género Vismia com
atividade biologica relatada na literatura.

Também vale mencionar o trabalho de Doriguetto et al. (2001), que
isolaram a 6-deoxijacareubina das folhas de Vismia latifolia autoridade. Dos
frutos de Vismia micrantha Mart. ex A. St.-Hil. foram isoladas a biantrona ¢ a
madagascina, enquanto das folhas da mesma espécie se isolaram a
vismiaquinona B, 4cido hexacosanodico, f-sitosterol e n-octacosanol. Das cascas
foram isoladas a euxantona e o acido betulinico (Nagem & Ferreira, 1993).
Vismiona A e B foram isoladas de V. baccifera (L.) Triana & Planch. (Delle
Monache et al., 1979). As estruturas destas substancias sdo mostradas na Figura

4.
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CAPITULO 2

SUBSTANCIAS ISOLADAS DA FRACAO SOLUVEL EM ACETATO DE
ETILA DO EXTRATO METANOLICO DAS FOLHAS DE Vismia
brasiliensis CHOISY (CLUSIACEAE)

1 RESUMO

O extrato metanolico das folhas de Vismia brasiliensis Choisy
apresentou atividade antifungica quando submetido a testes em laboratério com
o fungo Aspergillus ochraceus. Fracionou-se entdo, o referido extrato por
lavagem com solventes de diferentes polaridades e a fracdo soliivel em acetato
de etila se mostrou ativa contra 4. ochraceus. Em decorréncia, tal fragdo foi
submetida a estudo fitoquimico, resultando na obten¢do de trés substancias: uma
xantona inédita, denominada vismiofuranoxantona, a epicatequina e uma
xantona cujos dados indicam ser a isojacareubina. Todas as substancias isoladas
apresentaram atividade contra A. ochraceus.
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SUBSTANCES ISOLATED FROM THE ETHYL ACETATE SOLUBLE
FRACTION OF THE METHANOLIC EXTRACT OF LEAVES FROM
VISMIA BRASILIENSIS CHOISY (CLUSIACEAE).

2 ABSTRACT

The methanolic extract of leaves from Vismia brasiliensis Choisy
presented antifungal activity when used in an assay with the fungus Aspergillus
ochraceus. Consequently, such extract was fractionated by washings with
solvents of different polarities and the ethyl acetate soluble fraction was active
against A. ochraceus. This fraction underwent phytchemical studies, to afford
three substances: a new xanthone that was named vismiofuranexanthone,
epicatechin and a xanthone, which is probably isojacareubin. All the isolated
substances showed antifungal activity against Aspergillus ochraceus.
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3 INTRODUCAO

Sabe-se que as plantas sdo fontes importantes de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a
sintese de varias substancias de interesse comercial. Acredita-se que uma das
espécies potencialmente util nessa 4area ¢ Vismia brasiliensis Choisy
(Clusiaceae), que pode ser encontrada na floresta estacional semidecidua
montana, da Reserva Florestal da Universidade Federal de Lavras, que também é
conhecida como “Matinha da UFLA”, no municipio de Lavras — MG. Apesar de
tal espécie nao possuir estudos a respeito de sua composicdo e atividade
bioldgica, encontram-se relatos na literatura da presenca de substincias com
atividade antiflingica em extratos de outras plantas do mesmo género (Kuete et
al., 2007; Nagen & Ferreira, 1993).

Uma vez que um dos principais problemas da cultura cafeeira ¢ a
presenca do fungo Aspergillus ochraceus nos graos de café, o que leva a
contaminagdo da bebida correspondente por ocratoxinas, substancias
consideradas nocivas ao homem mesmo em baixas quantidades (Bayman et al.,
2002), buscou-se averiguar a capacidade de V. brasiliensis para produzir
substancias ativas contra o referido fungo. A seguir, o objetivo principal deste
trabalho consistiu em isolar as substancias antifingicas produzidas pela planta.
Para tanto, optou-se por trabalhar com a fra¢do do extrato bruto das folhas da
referida planta que era soluvel em acetato de etila, na qual poderiam estar
presentes xantonas idénticas ou analogas aquelas com atividade antifingica que
tinham sido isoladas de outras espécies do género Vismia (Nagen & Ferreira,

1993).
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Xantonas

Xantonas sdo metabdlitos secundarios derivados da dibenzo-j-pirona. O
nome desse grupo de substincias € proveniente do grego xanthos, cujo
significado ¢ amarelo, que se trata da coloracdo caracteristica dessas substancias
(proveniente da absor¢do da luz visivel na regido de 400 nm). Possuem como
origem biossintética a combinag@o das vias do chiquimato e do acetato. Elas se
distribuem no reino vegetal principalmente entre as plantas pertencentes as
familias Clusiaceae e Gentianaceae, sendo consideradas potenciais marcadores
sistematicos (Kuster & Rocha, 2000; Rath et al., 1996).

Sao encontradas na literatura varias xantonas com diversas propriedades
bioldgicas, incluindo atividades citotoxicas, antitumorais, antimutagénicas,
antimicrobianas e anti-inflamatorias. Uma das atividades mais interessantes
dessa classe de substancias ¢ a acdo inibitoria da enzima monoamino-oxidase
(MAO), que esta relacionada aos estados depressivos em seres humanos (Kuster
& Rocha, 2000; Rath et al., 1996).

Como exemplo de xantonas com propriedades biolégicas se pode citar a
1,3,6,8-tetraidroxi-2,5-dimetoxixantona (Figura 1), isolada por Meyer et al.
(2008) da fragdo soluvel em acetona de raizes secas de Securidaca
longepedunculata Fresen. Tal composto estimulou um relaxamento de 97% de
musculos dos corpos cavernosos em seres humanos, o que pode ser de grande
valia para o tratamento da disfung@o erétil. Para efeito de comparagdo, a
testemunha positiva (Viagra®) teve um efeito de 100% de relaxagdo desses
musculos (Meyer et al., 2008). J& Azebaze et al. (2007), trabalhando com o

extrato das folhas de Allanblackia monticola Staner L. C., isolaram diversas

xantonas com atividades antimaldricas, dentre as quais se menciona aqui a o-
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mangostina (Figura 1), que apresentou atividade contra Plasmodium falciparum
e propriedade vasorelaxadora.

Leet et al. (2008) isolaram duas xantonas do extrato de Psorospermum
molluscum (Pers.) Hochr.: a 3’,4’-deoxi-4’-cloropsoroxanti-3’,5’-diol e a
psoroxantina (Figura 1), que apresentaram atividade citotdxica frente a células
do tipo ABAE. As xantonas blancoxantona e piranojacareubina (Figura 1),
isoladas por Shen et al. (2005) das raizes de Calophyllum blancoi Planch. &

Trianatambém se mostraram citotoxicas frente as mesmas células.

OH o OH
: OMe
O OH

1,3,6,8-tetraidroxi-2,5-dimetoxixantona

HO

OMe

Blancoxantona Piranojacareubina

FIGURA 1 Estruturas de xantonas biologicamente ativas, isoladas de plantas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais e equipamentos utilizados.

Exceto quando mencionado de outra forma no texto, hexano, acetato de
etila, metanol, etanol, acido acético e acido cloridrico eram de grau analitico
(P.A.), enquanto a 4gua empregada era destilada. Para as andlises por
cromatografia em camada delgada (CCD), utilizaram-se placas de aluminio
recobertas com silica-gel (Alugram) ou com silica-C18 (Merck) com indicador
de fluorescéncia UV 254. Os reveladores empregados nestas analises foram: luz
UV, vapor de iodo e solucdo de 4cido fosfomolibdico a 5% em etanol. Silica-gel
60 (230-400 mesh, Merck) foi empregada nos fracionamentos por cromatografia
em coluna (CC). As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
foram realizadas em aparelho semi-preparativo da marca Shimadzu, equipado
com detector de UV-visivel do tipo DAD SPD-M20A, com duas bombas LC-
6AD, injetor manual do tipo Rheodyne 77251, coluna de silica-C18 Phenomenex
Gemini semi-preparativa (21,2 mm x 250 mm x 5 um) ¢ analitica (4,6 mm x 250
mm X 5 um). Para tanto, utilizou-se agua (H,O) ultrapura do tipo I e solventes

grau CLAE-UV: metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e acido acético (AcOH).

5.2 Coleta de material botanico.

Folhas de varios individuos de Vismia brasiliensis Choisy (Clusiaceae)
foram coletadas na floresta estacional semidecidua montana, da Reserva
Florestal da Universidade Federal de Lavras, que também ¢ conhecida como
“Matinha da UFLA”, no municipio de Lavras — MG no dia 23/10/2006 e levadas
ao Laboratério de Produtos Naturais, do Departamento de Quimica (DQI) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), onde teve inicio o processo de

purificacdo e identificacdo de substancias da espécie. Uma parte da amostra foi
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encaminhada ao Departamento de Biologia (DBI) da UFLA para identificagdo
botanica por comparagdes com exsicatas no Herbario ESAL e consulta ao

Professor Doutor Douglas Antonio de Carvalho do mesmo Departamento.

5.3 Obtencéo do extrato bruto para purificaco.

Secaram-se as folhas coletadas em estufa com ventilagdo ¢ renovacao de
ar, por no minimo 48 horas, na temperatura de aproximadamente 40 °C, para que
a seguir as mesmas fossem moidas. Assim, obtiveram-se 568 g de material seco
e moido, que foi armazenado em fieezer a -10 °C. O. 380 g deste material foram
submetidos a extracdo exaustiva com metanol por processos de maceragdo
seguidos de filtracdo em algodao. As fases liquidas obtidas foram combinadas e
concentradas até secura em evaporador rotatério e liofilizadora, resultando em

75,4 g (19,8 %) de extrato bruto liofilizado (RC1-04-01).
5.4 Fracionamento do extrato bruto por extra¢do com solventes.

O fracionamento por extracdo com solventes do extrato bruto seco das

folhas de V. brasiliensis (RC1-04-01) seguiu o esquema mostrado na Figura 2.
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RC1-04-01
(30,0 g)

8 x

100 mL de hexano (para cada lavagem

houve agitagdo por 30 min seguida de
filtragdo em algodao).

Fracéo Hexano

1) Evaporador rotatorio
2) Liofilizadora

RC1-06-01
(332¢ 11,1%)

Residuo 1

de filtragdo em algodio)

Fragao Acetato de

Etila

RC1-07-01
(5,97 g, 19,9%)

1) Evaporador rotatorio
2) Liofilizadora

5 x 110 mL de acetato de etila (para cada
lavagem houve agitagdo por 30 min seguida

Residuo 2

3 x 130 mL de metanol (para cada lavagem
houve agitagdo por 30 min seguida de
filtragdo em algoddo).

Fragdo Metanol

1) Evaporador rotatorio
2) Liofilizadora

RC1-07-02
(19,98 g, 66,5%)

Residuo 3

1) Evaporador rotatdrio
2) Liofilizadora

RC1-07-03
(0.36 g, 1,2%)

FIGURA 2 Esquema do fracionamento por extragdo com solventes do extrato
bruto de Vismia brasiliensis.

5.5 Fracionamento da fragéo soltvel em acetato de etila (RC1-07-01)

5.5.1 Fracionamento de RC1-07-01 por cromatografia liquida em coluna de

silica gel

A fragdo solavel em acetato de etila (RC1-07-01), obtida do

fracionamento por extragdo com solventes do extrato bruto de V. brasiliensis

(item 3.4), foi analisada por CCD em placas com silica gel, empregando-se

como eluente hexano/acetato de etila, contendo 0,1 % (v/v) de 4cido acético, em

diferentes propor¢des, o que permitiu obter varios perfis cromatograficos.
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Posteriormente, a fragdo RC1-07-01 foi submetida a fracionamento por
cromatografia em coluna do tipo flash com 4,0 x 15,0 cm de silica gel 60. Para
tanto, 3,87 g de amostra foram dissolvidos em 50 mL de acetato de etila e
colocou-se a solu¢do resultante em baldo de fundo redondo de 100 mL contendo
7,75 g de silica. A mistura obtida foi concentrada até a secura em evaporador
rotatério e colocou-se o residuo sélido no topo da coluna. Através desta, com
velocidade linear aproximada de 5,1 cm/min, foram eluidas solugdes de
hexano/acetato de etila contendo 0,1 % (v/v) de acido acético (5:1, 200 mL; 4:1,
200 mL; 3:1, 200 mL; 2:1, 200 mL; 1:1, 200mL e 0:1, 200 mL) e de acetato de
etila/metanol (1:1, 200 mL e 0:1, 200 mL) também contendo 0,1 % de acido
acético. Foram coletadas 33 fracdes de 50 mL que, apos serem analisadas por
CCD em placas de aluminio recobertas com silica-gel, foram agrupadas
conforme a semelhanga, concentradas e liofilizadas por 48 horas, resultando em

11 fragdes (RC1-31-01 a RC1-31-11, Tabela 1 do item 6.3.1).

5.5.2 Fracionamento de RC1-31-05 e RC1-31-06 por cromatografia liquida
em coluna de silica gel
Ap6s analise por CCD em silica das amostras RC1-31-05 e RC1-31-06,

estas foram combinadas, dando origem a fragdo RC1-59-01. Apos analise por
CCD em silica para otimizacdo dos eluentes a serem empregados na
cromatografia em coluna, RC1-59-01 (532,0 mg) foi dissolvida em 10 mL de
acetato de etila e colocou-se a solugdo obtida em um baldo de fundo redondo de
100 mL contendo 1,23 g de silica. A mistura foi concentrada até a secura em
evaporador rotatdrio e colocada no topo de uma coluna com 4,0 x 15 cm de
silica gel 60. Através da coluna, com velocidade linear aproximada de 5,1
cm/min, foram eluidas solu¢des de hexano/acetato de etila contendo 0,1 % (v/v)
de acido acético (3:1, 150 mL; 2:1, 300 mL; 1:1, 150 mL e 1:2, 150 mL), além
de acetato de etila (200 mL) e metanol (250 mL). Coletaram-se 26 fragdes de 30

mL mais as fracdes acetato de etila, metanol 1 (correspondente & mancha mais
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escura da coluna) e metanol 2 que, apds serem analisadas por CCD em placas
de aluminio recobertas com silica-gel, foram agrupadas conforme a semelhanca,
concentradas e liofilizadas por 24 horas, resultando em 11 fragdes (RC1-59-01 a

RC1-59-11, Tabela 2 do item 6.3.2).

5.5.3 Fracionamento de RC1-59-04 em CLAE-DAD preparativo

Apo6s ajuste das condi¢des em CLAE-DAD com a coluna analitica, a
fragdo RC1-59-04 foi fracionada em CLAE-DAD pelo uso da coluna semi-
preparativa e combina¢des de metanol/agua contendo 0,1 % (v/v) de &cido
acético, com fluxo de 15 L/min, como eluente: MeOH 80 % por 9 minutos;
MeOH 80 % a MeOH 100 % em 0,10 minutos; ¢ MeOH 100 % por 16 minutos.
Para tanto, RC1-59-04 (53,4 mg) foi dissolvida em 10 mL de solu¢ao aquosa de
MeOH/H,0O (75:25), contendo 0,1 % (v/v) de acido acético, obtendo-se uma
concentragdo de aproximadamente 5,4 mg/mL de material. Foram coletadas
cinco fragdes (RC1-112-01 a RC1-112-05, Tabela 5 do item 4.3.3), sendo que,
apos analise por CLAE-DAD (coluna analitica, MeOH 80 % por 3 minutos;
MeOH 80 % a MeOH 100 % em 17 minutos; MeOH 100 % por 10 minutos;
todos os eluentes com 0,1 % (v/v) de acido acético; fluxo de 0,75 mL/minuto;
varredura de comprimento de onda de 200 a 400 nm), as amostras RC1-112-02 e
RC1-112-03 (item 6.3.3) foram consideradas puras e submetidas a andlises por

métodos espectrométricos.

5.5.4 Fracionamento de RC1-31-08 por cromatografia liquida em coluna de
silica gel
Ap6s andlise por CCD em silica para a otimizagdo dos eluentes a

serem empregados na cromatografia em coluna, RC1-31-08 (728,4 mg)
foi solubilizada em 15 mL de acetato de etila e colocou-se a solugdo

obtida em baldo de fundo redondo de 100 mL contendo 1,59 g de silica. A
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mistura obtida foi concentrada até a secura em evaporador rotatorio e
colocada no topo de uma coluna com 3,0 x 15 cm de silica gel 60. Através
da coluna, com velocidade linear aproximada de 5,1 cm/min, foram
eluidas soluc¢des de hexano/acetato de etila contendo 0,1 % (v/v) de acido
acético (1:1, 200 mL; 1:2, 200 mL; e 1:5, 200 mL), além de acetato de
etila (250 mL) e metanol (250 mL). Foram coletadas 29 fragdes de 20 mL
mais as fragcOes acetato de etila e metanol que, apos serem analisadas por
CCD em placas de aluminio recobertas com silica-gel, foram agrupadas
conforme a semelhanga, concentradas e liofilizadas por 24 horas,
resultando em 10 fragdes (RC1-62-01 a RC1-62-10, Tabela 3 do item
6.3.4).

5.5.5 Fracionamento de RC1-62-04 em CLAE-DAD preparativo

Apoés ajuste das condigdes em CLAE-DAD com o uso da coluna
analitica, a fracdo RC1-62-04 foi fracionada em coluna semi-preparativa
empregando-se MeOH 45 % por 6 minutos, MeOH 45 % a MeOH 100 % em 0,1
minutos € MeOH 100 % por 19 minutos. Todos os eluentes continham 0,1 %
(v/v) de acido acético e foram mantidos com fluxo de 15 mL/minuto. Para tanto,
RC1-62-04 (97,2 mg) foi dissolvida em 10 mL de solugdo aquosa de
MeOH/H,0 (75:25), contendo 0,1 % (v/v) de 4cido acético, o que resultou em
concentragdo de aproximadamente 9,7 mg/mL de material. Foram coletadas trés
fragdes (RC1-117-01 a RC1-117-03, Tabela 4 do item 6.3.5), sendo que, apds
analise por CLAE-DAD (coluna analitica, MeOH 40 % por 3 minutos, MeOH
40 % a MeOH 100 % por 17 minutos ¢ MeOH 100 % por 10 minutos; fluxo de
0,75 mL/minuto; varredura de comprimento de onda de 200 a 400 nm; os
eluentes continham 0,1% (v/v) de acido acético), a amostra RC1-117-02 foi

considerada pura e submetida as analises espectrométricas.
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5.6 Andlises espectrométricas das substancias isoladas

As elucidagdes estruturais das substancias isoladas foram feitas por meio
de espectrometria de massas (EM), espectroscopia de ressondncia magnética
nuclear (RMN) e espectroscopia de ultravioleta, cujos espectros correspondentes

foram diretamente obtidos do CLAE-DAD.

5.6.1 Espectrometria de massas

Foram feitas analises no modo positivo ¢ no modo negativo, do tipo
MS', MS? e MS®, em aparelho Agilent 1100 LC/MS Trap equipado com
interface do tipo electrospray (EM-ES). Cerca de 0,5 mg de RC1-112-02 ¢ RC1-
117-02 foram dissolvidos em 1 mL de metanol contendo 0,1 % (v/v) de acido
acético. Injetaram-se 20 uL das solucdes diretamente na interface do
espectrometro de massas com fluxo de 0,5 mL/minuto. A pressdo do nebulizador
(N») era de 15 psi (pound-force per square inch), enquanto o fluxo de gas de
secagem (N;) era mantido em 10 L/minutos e sua temperatura era de 300 °C. A

voltagem da agulha era de 3500 V.

5.6.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

As analises por RMN foram realizadas em espectrometro Varian Inova
600, operando a 600 MHz para 'H ¢ 151 MHz para °C. As substancias foram
dissolvidas em DMSO-ds; e colocadas em tubos de RMN de 5,0 mm de
diametro. Realizaram-se experimentos unidimensionais e bidimensionais,
empregando-se o pico do solvente como referéncia: oy 2,50 ppm e 9. 39,43 ppm.
Os sinais de RMN de "*C foram adquiridos indiretamente, a partir do HMBC e
HMQC.
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5.7 Teste da atividade antifungica do extrato bruto de V. brasiliensis, das
fracbes resultantes da lavagem com solventes e das substancias
isoladas da fracdo solGvel em acetato de etila

Para se testar a atividade contra 4. ochraceus, o extrato bruto (2 mg), a

fragdo soluvel em acetato de etila (RC1-07-01; 2 mg) e as substancias isoladas
(0,5 mg), foram dissolvidas em 500 uL de uma solugdo aquosa de Tween 80 a 1
% (g.mL™). Aliquotas de 200 pL de todas as solugdes obtidas foram adicionadas
a 40 uL de uma suspensdo de esporos de A. ochraceus a 5,0 x 10° esporos/mL,
que foi preparada conforme descrito por Carvalho (2008). Aliquotas de 20 pL
das supensdes resultantes foram adicionadas a 200 pL de meio de cultura
Czapeck-agar (Carvalho, 2008) previamente autoclavado a 120 °C durante 15
minutos, que estava contido em cavidades de 300 puL de placas de popropileno
com 96 cavidades. Apds 48 horas a 25 °C, com fotoperiodo de 12 h em uma
camara de germinacdo artificial, as amostras que preveniram o crescimento
fingico foram consideradas ativas. Este experimento foi realizado em duplicata,
usando solugdo de Tween 80 a 1 % (g/mL) como controle negativo e solucdo de

cloreto de benzalconio a 1,0 g/mL em Tween 80 a 1 % como controle positivo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Extrato bruto das folhas de V. brasiliensis

Ao se submeter 380,0 g de folhas secas e moidas de V. brasiliensis a
extragdo com metanol (item 5.3) obtiveram-se 75,4 g de extrato liofilizado de
coloracdo verde escuro (RC1-04-01), com rendimento de aproximadamente

19,8%.

6.2 Fracionamento do extrato bruto por extracdo com solventes

Apds o fracionamento por extragdo com solventes do extrato bruto
(RC1-04-01, item 5.4), observou-se a fragdo de maior era massa era aquela
solivel em MeOH, o que parecia de acordo com resultados para outras espécies
vegetais. Aparentemente, grande parte da referida frag@o se trata de carboidratos

(referéncia).

6.3 Fracionamento da fracao soltivel em acetato de etila (RC1-07-01)

6.3.1 Fracionamento de RC1-07-01 por cromatografia liquida em coluna de
silica gel
Dentre as varias fragdes obtidas ap6s a elui¢do de RC1-07-01 (Tabela 1)

através de coluna de silica gel, conforme descrito no item 5.5.1., observou-se em
analises por CCD que aquelas denominadas RC1-31-05 ¢ RC1-31-06 eram bem
similares e, assim como a fragdo RCI1-31-08, apresentavam boa relagdo
massa/complexidade, tendo sido, portanto, selecionadas para serem submetidas a

novos fracionamentos conforme descrito nos itens 5.5.2 ¢ 5.5 .4.
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TABELA 1 Fragdes resultantes do fracionamento da fracdo soluvel em acetato
de etila (RC1-07-01) por cromatografia em coluna de silica

Fracdo eluida da Cddigo da fragao Massa
coluna resultante (mg)
1,2 RC1-31-01 19,2
3,4 RCI1-31-02 93,1
5-7 RC1-31-03 88,2
8-11 RC1-31-04 115,2
12-14 RCI1-31-05 094,5
15-20 RCI1-31-06 437,5
21,22 RC1-31-07 160,1
23,24 RCI1-31-08 728.,9
25,26 RCI1-31-09 234.,6
27-29 RCI1-31-10 1551,9
30-33 RCI1-31-11 90,8

6.3.2 Fracionamento de RC1-31-05 e RC1-31-06 por cromatografia liquida
em coluna de silica gel
Analises por CCD em placa com silica gel das fragdes obtidas do

fracionamento em coluna de silica gel de RC1-57-01 (item 5.5.2; Tabela 2)
permitiram observar que apenas a fragdo RC1-59-04 (147,3 mg) possuia uma
boa relagdo massa/complexidade, sendo submetida a novo fracionamento

conforme descrito no item 5.5.3.
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TABELA 2 Fragdes resultantes do fracionamento de RC1-57-01 por
cromatografia em coluna de silica gel

Fracdes eluida da coluna Codigo da fracdo resultante  Massa (mg)

4 RC1-59-01 2,0

5-7 RC1-59-02 9,1
8-9 RC1-59-03 34,7
10-12 RC1-59-04 147,3
13-14 RC1-59-05 60,4
15-16 RC1-59-06 47,3
17-21 RC1-59-07 117,9
22-26 RC1-59-08 36,6
AcOEt RC1-59-09 26,8
MeOH 1 RC1-59-10 16,8
MeOH 2 RC1-59-11 25,5

6.3.3 Fracionamento RC1-59-04 em CLAE-DAD preparativo
Considerando-se a massa obtida da fragdo RCI1-59-04 e seu perfil
cromatografico (Figura 3), que deixavam evidente a boa relacdo
massa/complexidade para tal fragdo, optou-se por dar prosseguimento ao
fracionamento da mesma em CLAE-DAD preparativo, sendo obtido o

cromatograma mostrado na Figura 4.
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mAl
150-JCh1=2T5nm, 4nm (.00)
h2-254nm, 4nm (1.00)

(Ch3-315nm, 4nm (1.00)
140-4Cha-340nm 4nm (1.00)

FIGURA 3 Cromatograma da fragdo RC1-59-04, obtido em CLAE-DAD com o
uso de coluna de silica-C18 na versdo analitica. Gradiente
MeOH/H,0: MeOH 80 % 9 min, MeOH 80 % — MeOH 100 %
0,10 min, MeOH 100 % 16 min. Fluxo: 0,75 mL/min.
Comprimentos de onda monitorados: 215, 254, 315 e 340 nm.
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FIGURA 4 Cromatograma da fragdo RC1-59-04, obtido em CLAE-DAD com o
uso de coluna de silica —C18 na versdo semi-preparativa. Gradiente
MeOH/H,0: MeOH 80% 9 min, MeOH 80 % — MeOH 100 % 0,10
min, MeOH 100 % 16 min. Fluxo: 15 mL/min. Comprimentos de
onda monitorados: 215, 254, 315 e 340 nm.

Dentre as fragdes obtidas, aquelas denominadas RC1-112-02 ¢ RCI-
112-03, com massas apresentadas na Tabela 3, foram analisadas em CLAE-
DAD com o uso de coluna analitica (Figura 5), o que permitiu observar que se
tratavam de substincias com grau de pureza satisfatorio para que pudessem ser

submetidas aos métodos espectrométricos com vistas a elucidar suas estruturas .

TABELA 3 Dados obtidos para as fragdes provenientes do fracionamento da
amostra RC1-59-04 em CLAE-DAD

Cddigo Fracao Tempo (min) Massa (mg)
RCI-112-01 1 4,18-10,28 6,0
RCI1-112-02 2 10,45-11,11 5,5
RCI1-112-03 3 12,26-12,70 4.8
RCI1-112-04 4 15,23-15,89 4,0
RCI1-112-05 5 16,66-18,26 30,2
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FIGURA 5 Cromatogramas das fracdes RC1-112-02 e RC1-112-03, obtidos em
CLAE-DAD com uso de coluna de silica-C18 na versdo analitica.
Gradiente MeOH/H,0: MeOH 80% 3 min, MeOH 80 % — MeOH
100 % 17 min, MeOH 100 % 5 min. Fluxo: 0,75 mL/min.
Comprimentos de onda monitorados: 215, 254, 315 ¢ 340 nm.

6.3.4 Fracionamento de RC1-31-08 por cromatografia liquida em coluna de
silica gel
Anadlises por CCD em placa com silica gel das fracdes combinadas,

obtidas do fracionamento em coluna de silica gel de RC1-38-01 (item 5.5.4;
Tabela 4), permitiram observar que as fragdes RC1-62-04 (142,3 mg) e RC1-62-
03 (141,4 mg) possuiam boas relagdes massa/complexidade, sendo submetidas a

novos fracionamentos conforme descrito no item 5.5.5.
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TABELA 4 Fragdes resultantes do fracionamento de RC1-31-08 por

cromatografia em coluna de silica gel

Fracdo eluida da coluna Cddigo da fracdo resultante Massa (mg)

3-4
5-7
8-12
13-14
15-18
19-22
23-25
26-29
AcOEt
MeOH

RC1-62-01
RC1-62-02
RC1-62-03
RC1-62-04
RC1-62-05
RC1-62-06
RC1-62-07
RC1-62-08
RC1-62-09
RC1-62-10

49
234
141,4
142,3
1494
65,8
42,2
18,2
243
70,7

6.3.5 Fracionamento de RC1-62-04 em CLAE-DAD preparativo

Ao se submeter a fragdo RC1-62-04 a analise em CLAE-DAD com o

uso de coluna analitica, observou-se maior complexidade que a inicialmente

esperada para a fragdo (Figura 6). No entanto, julgou-se que seria possivel

purificar a substancia correspondente ao pico em aproximadamente 6,5 minutos.

Em decorréncia, tal fracdo foi submetida a novo fracionamento em CLAE-DAD

com o uso de coluna semi-preparativa (Figura 7).
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FIGURA 6 Cromatograma da fragdo RC1-62-04, obtido em CLAE-DAD com o
uso de coluna de silica-C18 na versdo analitica. Gradiente
MeOH/H,0: MeOH 45% 6 min, MeOH 45 % — MeOH 100 %
0,1 min, MeOH 100 % 19 min. Fluxo: 0,75 mL/min.
Comprimentos de onda monitorados: 215, 254, 315 e 340 nm.
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FIGURA 7 Cromatograma da fragdo RC1-62-04, obtido em CLAE-DAD com o
uso de coluna de silica-C18 na versdo semi-preparativa. Gradiente
MeOH/H,0: MeOH 45% 6 min, MeOH 45 % — MeOH 100 %
0,1 min, MeOH 100 % 19 min. Fluxo: 15 mL/min. Comprimentos
de onda monitorados: 215, 254, 315 ¢ 340 nm.
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Ao se analisar a fracdo RC1-117-02 (Tabela 5), que parecia
corresponder ao pico em aproximadamente 6,5 minutos da Figura 6, observou-se

apenas um pico no cromatograma (Figura 8), o que sugeria tratar-se de uma

substancia pura.

TABELA 5 Dados obtidos para as fragdes provenientes do fracionamento da
amostra RC1-62-04 em CLAE-DAD.

Cddigo Fracgao Tempo (min) Massa (mg)
RC1-117-01 1 3,40-4,65 6,3
RC1-117-02 2 4,75-6,45 6,7
RC1-117-03 3 10,60-15,50 67,1
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FIGURA 8 Cromatograma da fragdo RC1-117-02, obtido em CLAE-DAD com
o uso de coluna de silica-C18 na versdo analitica. Gradiente
MeOH/H,0: MeOH 40% 3 min, MeOH 40 % — MeOH 100 %
17 min, MeOH 100 % 10 min. Fluxo: 0,75 mL/min.
Comprimentos de onda monitorados: 215, 254, 315 e 340 nm.
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6.4 Elucidacdes estruturais das substancias isoladas

As substancias isoladas da fracdo solivel em acetato de etila do extrato
bruto de V. brasiliensis foram analisadas por espectrometria de massas (EM) e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e "*C (conforme
descrito nos itens 5.6.1 e 5.6.2). Todas foram identificadas, conforme

apresentado nos itens de 6.2.1 a 6.2.3.

6.4.1 Elucidacao estrutural de RC1-112-02 (Vismiofuranoxantona)

No espectro de massas da fragdo RC1-112-02 se observou um sinal em
m/z 327 dalton no modo positivo (Figura 15A, pagina 151), atribuido a [M+H]",
e um sinal em m/z 325 dalton no modo negativo (Figura 17A, pagina 152),
atribuido a [M-H]". A partir destas informagdes, pressupds-se que esse composto
possuia massa molecular igual a 326 dalton.

O espectro de ultravioleta (Figura 14A, pagina 151) apresentava
maximos de absor¢ao em 252, 283 e 327 nm que, segundo Wu et al. (1998),
indicavam a presenca de um nucleo xanténico. No espectro de RMN de 'H
(Figura 1A, pagina 138), dois dupletos em 6 7,48 ppm ¢ & 6,88 ppm eram
devidos a atomos de hidrogénio aromaticos em posi¢do orto (J= 8,7 Hz)
(Silverstein & Webster, 2000), enquanto o simpleto em & 6,49 ppm se devia
provavelmente ao atomo de hidrogénio ligado a C2 (Tabela 6) (Wu et al,
1998).

A presenca do grupo isopropenil e do anel diidrofuranico foram
confirmados pelo duplo dupleto em 6 5,44 ppm (dd, J= 7,8; 9,6 Hz); por dois
sinas de atomos de hidrogénio geminais em 8 3,34 ppm (dd, J=9,6; 15,6 Hz) ¢ &
2,92 ppm (dd, J= 7,8; 15,6 Hz), sendo que o sinal em & 2,92 ppm possuia
configuracdo cis em relagdo ao hidrogénio em & 5,44 ppm por causa do valor de
J (7,8 Hz); por dois sinais de atomos de hidrogénio olefinicos em & 5,09 ppm e 6

4,95 ppm, que apareceram como simpletos largos ¢ por um sinal em 8 1,73 ppm
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(grupos metila da posigdo 3°”), com integragdo correspondente a trés atomos de
hidrogénio (Ingham et al., 1986).

Os dados encontrados nos experimentos bidimensionais (Figuras 5A a
13A) confirmaram a proposta apresentada na Tabela 6. No HMBC, notou-se
acoplamento a longa distdncia entre H2 (6,49 ppm) ¢ C1, C3 e C9a. Outro
acoplamento importante foi observado entre H2’ (5,44 ppm) e C3’ e C4.

Ademais, verificou-se que havia acoplamento da posi¢ao 3’ com C2’ e C2”.

R
> & oH = :
// N3~ g T./3\?./0"'
OH - :
\L N /O\T/S\T/O\T/l\e/s
. O
I [ N N
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-
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OH 3—2
! [ %
MO 6 2 an O ~aa e’
| | | |
SN
| |
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RC1-112-02

Vismiofuranoxantona

FIGURA 9 Estrutura da bijaponicaxantona, do shuterol e da RC1-112-02
(vismiofuranoxantona)
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TABELA 6 Deslocamentos quimicos (ppm), numero de hidrogénios, multiplicidade dos sinais e constantes de

acoplamento em Hz, obtidos por ressondncia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (‘H) e por
correlagio heteronuclear 'Hx"’C a curta (HSQC) e longa distancia (HMBC) da fragio RC1-112-02
(vismiofuranoxantona) ¢ das substincias bijaponicaxantona' e shuterol® (Figura 13) (Inghan et al., 1986;
Wu et al., 1998) em DMSO-d.

RC1-112-02 (vismiofuranoxantona) Bijaponicaxantona' e shuterol’
1H (600 MH "C (150 HMBC CosY H (300 MH C (75
( 2) MHz) ( 2) MHz)
1 161,5 162,9"
2 6,49 (1H, s) 88,5 Cl1,C3,C9a 6,29 (s)' 97,7'
3 157,8 159,8'
4 102,2 101,4'
5 134,3 132,7"
6 152,4 152,0"
7 6,88 (1H, d, J= 8,4 Hz) 113,0 Cs, C6 H5 6,92 (d, J= 8,7 Hz)' 113,1'
8 7,48 (1H, d, J= 8,4 Hz) 115,4 C6, C4b, C8a, C9 H6 7,54 (d, J=8,7 Hz)" 115,7"
9 180,0 179,9"
4a 149,8 151,0'
4b 145,3 146,0"
8a 11,1 *
9a 103,7 103,0'
2’ 5,44 (1H, dd, J=.8; 9,6 Hz) 87,2 C3’,C4 H3’a, H3’b 5,39 (11, J= 8,3 Hz)’ *
. 3,34 (IH, dd, J=9,6; 15,6 Hz) o Lo i 3,31 (dd, J=9,5; 15,4 Hz) .
3 2,92 (1H, dd, J=1,8; 15,6 Hz) 293 2, H2’, H3a, H3’b 2,86 (dd, J="1.6; 15,4 Hz)?
2
. 5,09 (1H, sl) 1120 oo 3 5,08 (sl)2 .
4,95 (1H, s]) 4,93 (sl)
27 143,1
3” 1,73 (3H, s0) 16,7 c2’, C2” H1”a,H1”b 1,76 (s)°

* Dados ndo fornecidos pelos autores.



Esses valores foram similares aos encontrados em outros trabalhos com
estruturas semelhantes (Inghan et al., 1986; Wu et al., 1998; Leet et al., 2008)
(Figura 6). Entretanto, ap6s exaustiva pesquisa na literatura, a estrutura proposta
para RC1-112-02 ndo foi encontrada, levando a crer que se tratava de uma
substancia inédita, cujo nome segundo as regras da [IUPAC era 1,5,6-triidroxi-
3,4-(2’-isopropenildiidrofurano)xantona, sendo batizada de
vismiofuranoxantona. Para a confirmacdo desta estrutura provavelmente sera
necessaria a realizacdo de analise por espectrometria de massas de alta

resolu¢do, RMN de BC e NOESY, além de analise por difragdo de Raios-X.

6.4.2 Elucidacéo estrutural de RC1-112-03 (isojacareubina)

O espectro de ultravioleta da fragdo RC1-112-03 (Figura 31A, pagina
164) apresentou maximos de absor¢do em 277 e 332 nm que, segundo Wu et al.
(1998), indicavam a presenga de um nucleo xanténico. No seu espectro de RMN
de '"H (Figura 20A) também se observaram sinais de atomos de hidrogénio
aromaticos em posicao orto (7,48 ppm e 6,88 ppm, J= 7,8 Hz). Observava-se
também um simpleto em 6,36 ppm, que foi atribuido ao atomo de hidrogénio
ligado a C2 (Wu et al., 1998). Pdde-se perceber ainda, a presenca de sinais em
6,61 ppm, 5,76 ppm e 1,44 ppm (6 H), o que indicava, segundo dados da
literatura (Wu et al., 1998), a presenca do anel 2,2-dimetilpirdnico. Apesar de
nao terem sido observados os valores dos deslocamentos quimicos de C5, C6,
C4b e C8a, os experimentos de RMN bidimensionais (Figuras 22A a 30A,
paginas 155 a 163) estavam de acordo com a estrutura proposta na Figura 7.
Ademais, uma simulagdo do espectro de RMN de 'H para a estrutura proposta
foi realizada no 1H Predictor do programa ChemSketch versio 4.04, da
Advanced Chemistry Development Inc. (Toronto, Canada). O resultado obtido,
mostrado na Figura 10, possuia boa correlagio com os dados de RMN de 'H

obtidos para a fragdo RC1-112-03.
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FIGURA 10 Espectro de RMN de 'H simulado e estrutura da isojacareubina.

Todos estes indicios apontavam para a estrutura mostrada na Figura 7,
que era conhecida como isojacareubina e ja foi isolada de outras plantas da
familia Clusiaceae. Entretanto, alguns dados de RMN de "*C encontrados para a
fragdo, apresentados na Tabela 7, estdo em desacordo com o encontrado na
literatura para esta estrutura (Wu et al., 1998). Como os dados de RMN de “*C
foram obtidos indiretamente a partir dos experimentos bidimensionais, estes
valores podem encontrar-se deslocados dos valores reais, uma vez que ¢ dificil a

determinac¢do do centro da curva no mapa de contorno de tais experimentos.
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Torna-se necessario entdo a realizagdo de experimentos de RMN de "*C para

permitir a elucidacdo inequivoca da estrutura da fragdo RC1-112-03.
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TABELA 7 Deslocamentos quimicos (ppm), nimero de hidrogénios, multiplicidade dos sinais (s: simpleto; d: dupleto; t:
tripleto; dd: duplo dupleto; m: multipleto) e constantes de acoplamento (J) em Hz, obtidos por ressonincia
magnética nuclear (RMN) de hidrogénio ('H) e de carbono treze (’C) da fragio RC1-112-03 e da
isojacareubina (Wu et al., 1998), em DMSO-d .

RC1-112-03 Isojacareubina
13C
'H (500 MHz) (125 HMBC COosY 'H Bc
MH2z)

1 156,3 C2 162,7
2 6,36 (1H, s) 94,2 C3,Cl1,C4 6,27 (s) 98,7
3 159,3 160,0
4 103,1 102,6
5 n.o. 132,9
6 n.o. 152,7
7 6,88 (1H, s/ 113,0 H8 6,92 (d,J=1,7 Hz) 1154
8 7,48 (1H,d,J=7,8Hz) 1156 H7 7,54 (d,J="1,7 Hz) 116,5
9 180,2 180,4
4a 156,9 151,6
4b n.o. 146,4
8a n.o. 113,3
9a 101,9 101,3
2’ 78,0 78,5
3 5,76 (1H, d, J=10,2 Hz) 127,7 Me H4’ 5,78 (d,J=10,2 Hz) 127,6
4’ 6,61 (1H,d,J/=10,2Hz) 1142 (C3,C4,C4a,C2’ H3’ 6,70 (d,J=10,2 Hz) 113,7
2’-Me 1,44 (6H, s) 27,6 C2’,C3’ 1,44 (s) 28,2

n.0.- Nao observado. Dados de *C foram obtidos indiretamente a partir de experimento de HMBC e HSQC.



Como mencionado, a isojacareubina ja foi isolada de outras plantas da
familia Clusiaceae tais como a Hypericum japonicum Thunb., da qual foi isolada
pela primeira vez (Ishiguro et al., 1993), de Hypericum roeperianum Schimp. ex
A. Rich. (Rath et al., 1996), H. acmosepalum N. Robson (Luo et al., 20006),
Garcinia xishuanbannaensis Y. H. Li (Han et al., 2008b) e de Garcinia
lancilimba C.Y. Wu ex Y. H. Li (Han et al., 2008a). No trabalho de Rath et al.
(1996) foi demonstrado que tal substincia possui atividade moderada contra
Candida albicans, que se trata de um fungo responsavel por infecgdes vaginais

em mulheres.

6.4.3 Elucidagdo estrutural de RC1-117-02 (epicatequina)

No espectro de massas obtido no modo positivo (Figura 45A, pagina
177) foi observado um pico em m/z 291 dalton, que foi atribuido a [M+H].
Verificou-se também que o ion podia ser fragmentado para gerar quatro sinais.
Um deles, em m/z 279 dalton, correspondia a perda de 18 dalton, que parecia
corresponder a uma molécula de agua. Os outros trés fragmentos, com m/z 165,
139 e 123 u, eram coerentes com os dados da literatura para a fragmentacdo dos
flavonoides epicatequina e catequina (Figura 11), que se tratam de isdmeros
diferenciados apenas pela configuragdo do carbono na posicdo 3 (Ek et al.,

2006).
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FIGURA 11 Estruturas dos isdmeros catequina e epicatequina (RC1-117-02).
Tal como a epicatequina, a fragdo RC1-117-02 apresentava, no
espectro de RMN de 'H (Figura 32A, pag. 165) sinais em & 6,85
ppm, & 6,64 ppm, & 5,89 ppm e 65,71 ppm (Tabela 8), que
foram atribuidos aos atomos de hidrogénios aromaticos.

Os sinais dos atomos de hidrogénio das posi¢des 2 ¢ 3 do nicleo do
flavondide sdo de extrema importancia para diferenciar a epicatequina da
catequina, pois para a primeira estes sinais se encontram em o 4,74 ppm e d 4,00
ppm, respectivamente. Ja para a catequina, encontram-se em J 4,54 ppm ¢ 3 3,52
ppm, respectivamente (Watanabe, 1998). Para o composto isolado RC1-117-02,
estes sinais se encontravam em 4,72 ppm e 6 4,00 ppm, indicando tratar-se da
epicatequina.

Os resultados acima mencionados foram corroborados pelo
deslocamento quimico do carbono da posicdo 2 da amostra RC1-117-02 (76
ppm), pois segundo Souza et al. (2008) o mesmo atomo de carbono da catequina

e da epicatequina tem deslocamento quimico de 84 e 76 ppm, respectivamente.
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TABELA 8 Deslocamentos quimicos (ppm), nimero de hidrogénios, multiplicidade dos sinais (s: simpleto; d: dupleto; ¢:
tripleto; dd: duplo dupleto; m: multipleto) e constantes de acoplamento (J) em Hz, obtidos por ressonédncia
magnética nuclear (RMN) de hidrogénio ('H) e de carbono treze (’C) da fragio RC1-117-02 e da
epicatequina (Watanabe, 1998), em DMSO-d,

RC1-117-02 Epicatequina RC1-117-02
i 13
'H (600 MH2) H (500 MHz) ,\Cmglf)o HMBC cosy

2 4,72 (1H, s0) 4,74 (1H, s) 77,6 (CH) cr H4a, H4b
3 4,00 (1H, s0) 3,99 (1H, m) 64,6 (CH) Cc4 H2, H4a, H4b
4a 2,67 (1H, dd,J=4.4;16.4 Hz,) 2,46-2,71 (2H, m) 28,0 (CH2) C3,Cl10 H3
4b 2,47 (2 H, m) 2,46-2,71 (2H, m) 28,0 (CH2) C3,Cl10 H3
5 155,1 (C)
6 5,71 (1H, d, J= 2 Hz) 5,73 (1H,d,J/=2Hz) 93,5 (CH) Ce, C8 H8
7 155,1 (C)
8 5,89 (1H, d, J=2 Hz) 589 (1H,d,J/=2Hz) 94,6 (CH) C9 H6
9 156,3 (C)
10 101,0 (C)
I 130,6 (C)
2’ 6,64 (2H, m) 6,68 2H,d,J/=8Hz) 114,5(CH) CI’,C4,CS
3’ 144,8 (C)
4 144,8 (C)
5 6,85 (1H, s0) 6,89 (1H,d, /=8 Hz) 114,7 (CH) c4
6’ 6,64 (2H, m) 6,608 2H,d,/=8Hz) 117,1(CH) CI’,C4,C5

*- Nao observado



A epicatequina ¢ muito conhecida, tendo sido isolada de diferentes
espécies. Como exemplo, pode-se citar Vismia guianensis (Aubl.)
Seem.(Gonzales Gonzales et al., 1980), Allanblackia monticola Mildbr. Ex Engl.
(Ngouela et al.,, 2005), A. gabonensis Bamps (Azebaze et al., 2008),
Calophyllum brasilienses Cambess. (Pretto et al., 2004), Mesua ferrea L. (Singh
et al., 1993) e Vangueria infausta Burch. (Mbukwa et al., 2007). Neste ultimo
trabalho sdo mostrados dados que comprovam a atividade da epicatequina contra
Candida mycoderma e C. mycoderma, além da atividade antioxidante desta

substancia (Mbukwa et al., 2007).

6.5 Teste da atividade antifingica do extrato bruto de V. brasiliensis, da
fracéo soluvel em acetato de etila (RC1-07-01) e das substancias isoladas
da mesma frente a Aspergillus ochraceus

Um dos fatores que motivaram o estudo do extrato bruto de V.

brasiliensis foi a atividade antifingica relatada na literatura para outras espécies
do género Vismia (Kuete et al., 2007; Nagen & Ferreira, 1993). Em decorréncia,
realizaram-se estudos preliminares de tal extrato, o que permitiu observar que o
mesmo era capaz de impedir o crescimento do fungo Aspergillus ochraceus, que
acarreta a contaminagao de graos de café com substancias de elevada toxicidade
(Bayman et al., 2002). Como algumas xantonas com atividade antifiingica ja
tinham sido isoladas de outras espécies do género Vismia (Bayman et al., 2002),
propds-se trabalhar com a fragdo de polaridade intermedidria do extrato bruto de
V. brasiliensis com vistas a isolar xantonas ou andlogos com atividade contra A.
ochraceus. De fato, tanto o extrato bruto quanto a fragdo do mesmo soluvel em
acetato de etila se mostraram ativas contra o referido fungo quando empregadas
em concentragdo Unica, no teste realizado em laboratério. De forma analoga,
observou-se que as trés substincias isoladas (vismiofuranoxantona (RC1-112-
02), isojacareubina (RC1-112-03) e epicatequina (RC1-117-02)) também eram

ativas contra o fungo. No caso da isojacareubina e da epicatequina, os resultados
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estavam de acordo com dados da literatura, segundo os quais tais substancias
tinham apresentado atividade contra os fungos C. albicans ¢ C. mycoderma.
Quanto a RC1-112-02 (vismiofuranoxantona), nenhum relato foi encontrado ja
que se trata de uma substancia inédita. Os resultados apresentados deixam 6bvio
que o extrato bruto, a sua fracdo soliivel em acetato de etila e as substancias
isoladas de tal fragdo eram ativas in vitro contra A. ochraceus. Logo,
apresentaram potencial para uso futuro no desenvolvimento de produtos para o
controle do referido fungo, o que sugere que novos estudos devam ser realizados
com V. brasiliensis a fim de se averiguar melhor a atividade antifingica de seus

metabolitos.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demostrou que o extrato metanolico das folhas de
Vismia brasiliensis possui atividade contra o fungo Aspergillus ochraceus,
confirmando a atividade antifiingica prevista para plantas do género Vismia. Foi
demonstrado também a atividade antifungica da fragdo do extrato metanolico
soluvel em acetato de etila, confirmando a agdo esperada de tal fracdo, uma vez
que estudos anteriores demostraram que em tal fracdo de outras plantas do
mesmo género poderiam ser encontradas substancias com atividade antifungica.

O estudo fitoquimico da fragdo soluvel em acetato de etila do extrato
metandlico das folhas de Vismia brasiliensis permitiu a purificagdo e
identificagdo de uma xantona inédita, a vismiofuranoxantona. Dados de RMN
indicam a presenca da xantona isojacareubina, sendo esta a primeira vez que tal
substancia ¢ encontrada em plantas do género Vismia. Entretanto, outros
experimentos serdo necessarios para a confirmag@o da referida estrutura. Além
disso, também foi isolado um flavan-3-ol, a epicatequina. Todas as trés
substancias sdo parcialmente responsaveis pela atividade do extrato metanolico e
da fragdo soluvel em acetato de etila contra Aspergillus ochraceus, uma vez que
todas elas apresentaram atividade contra o referido fungo em testes in vitro.
Esses resultados confirmam a atividade antifingica esperada para a
isojacareubina e para a epicatequina, pois foram encontrados relatos na literatura
da atividade destas substancias contra outros fungos. Novos testes deverdo ser
realizados para explorar o potencial uso de tais substdncias no controle de

Aspergillus ochraceus em graos de café.
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CAPITULO 3

ESTUDO FITOQUIMICO DA FRAQAO SOLUVEL EM HEXANO DO
EXTRATO METANOLICO DAS FOLHAS DE Vismia brasiliensis
CHOISY (CLUSIACEAE)

1 RESUMO

O bicho mineiro do cafeeiro causa grande prejuizo aos cafeicultores
brasileiros, ja que seu ataque as folhas das plantas diminui a produtividade das
mesmas. Por isso, buscou-se contribuir para o desenvolvimento de novos
métodos de controle deste inseto pelo estudo do extrato metandlico das folhas de
Vismia brasiliensis Choisy (Clusiaceae), que se trata de uma planta encontrada
no sul do estado de Minas Gerais. Verificou-se que tal extrato inibiu de maneira
moderada a oviposi¢do do bicho mineiro do cafeeiro nas folhas de cafeeiro em
testes in vitro. Como em estudos preliminares foram encontradas substincias
com atividade contra o bicho mineiro do cafeeiro na fragdo soliivel em hexano
do extrato metanolico de outras plantas, realizou-se um estudo fitoquimico dos
metabolitos de V. brasiliensis soliveis em hexano. Em decorréncia, isolou-se um
monoacil éster do glicerol e uma diidronaftoquinona, cuja estrutura parece
idéntica a uma substincia ativa contra o bicho mineiro do cafeeiro segundo
dados da literatura.
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PHYTOCHEMICAL STUDY OF THE HEXANE SOLUBLE FRACTION
FROM THE METHANOLIC EXTRACT OF VISMIA BRASILIENSIS
CHOISY (CLUSIACEAE) LEAVES

2 ABSTRACT

The coffee leaf miner causes great losses to Brazilian coffee farmers,
since the coffee production is reduced by the attacks of this insect to plant
leaves. Thus, this work was aimed to contribute to the development of new
methods to control the coffee leaf miner by studying the methanolic extract of
leaves from Vismia brasiliensis Choisy (Clusiaceae), which is widespread in the
south of Minas Gerais State. When submitted to in vitro assays with coffee
leaves, this extract inhibited moderatly the oviposition of the insetc. Since in
preliminary studies with other plant species substances active against the coffee
leaf miner had been found in the hexane soluble fraction of plant extracts, a
phytochemical study was carried out with those metabolites produced by V.
brasiliensis that were soluble in hexane. Consequently, two substances were
isolated: a glycerol monoacyl ester and a dihydronaphthoquinone the structure of
which seems identical to a substance active against the coffee leaf miner
previously reported in the literature.
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3 INTRODUCAO

O Brasil se destaca como o maior produtor de café do mundo, tendo
produzido, somente no ano de 2008, 2,5 milhdes de toneladas desta commodity.
Deste montante, 1,3 milhdes de toneladas foram exportadas, o que resultou na
entrada de 2,5 bilhdes de dolares no pais. O principal estado produtor de café no
Brasil ¢ Minas Gerais, que responde por 51,8 % da produgéo brasileira de café
(Centro de Inteligéncia do Café — CIC, 2009).

Apesar dos altos indices de produtividade, o bicho mineiro do cafeeiro
ocasiona perdas de cerca de 180 mil toneladas de café por ano ao Brasil, o que
corresponde a aproximadamente 10% de prejuizos na produgao nacional do café.
Em decorréncia, existe uma demanda por novos métodos de controle do referido
inseto, que talvez possa ser atendida pelo emprego de produtos de origem
vegetal, ja que as plantas sdo fontes importantes de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituiem em modelos para a
sintese de varias substancias de interesse comercial (Paula, 2007). Entretanto, ha
um pequeno numero de espécies vegetais estudadas no Brasil, especialmente no
estado de Minas Gerais, cuja maior parte ¢ coberta pelo bioma cerrado (Paula,
2007). Com vistas a contribuir para mudar este quadro e para o desenvolvimento
de novos produtos para o controle do bicho mineiro, buscou-se realizar um
estudo fitoquimico das folhas de Vismia brasiliensis Choisy (Clusiaceae), que se
trata de uma espécie encontrada na floresta estacional semidecidua montana, da
Reserva florestal da Universidade Federal de Lavras, que também ¢é conhecida

como “Matinha da UFLA”.
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4 REFERENCIAL TEORICO

O bicho mineiro do cafeeiro, Leucoptera coffeella (Guérin-Méneville &
Perrottett, 1842) (Lepidoptera: Lyonetiidae), ¢ considerado praga-chave da
cultura cafeeira (Moraes, 1998), que ¢ de grande importancia econdmica e social
para o Brasil (Reis et al., 1984; Souza et al., 1998). O referido inseto causa
significativos danos as plantas em decorréncia das desfolhas que promove,
podendo ocasionar perdas na produtividade em torno de 50% (Reis et al., 1984;
Reis, 1990). Seu controle vem sendo realizado principalmente por meio de
inseticidas sintéticos que, por possuirem largo espectro de agdo, também podem
promover desequilibrios ambientais, contaminagdo do ambiente, intoxicagdo dos
aplicadores e o aumento do custo de produgao (Souza et al., 1998).

Uma das possiveis alternativas para contornar o problema consiste no
emprego de produtos de origem vegetal, jA4 que é notéria a capacidade de
producdo de substincias inseticidas por algumas espécies de plantas. Para
exemplificar se pode citar o trabalho descrito por Hernandez & Vendramim
(1997), que avaliaram a bioatividade de extratos aquosos de doze espécies de
plantas da familia Meliaceae sobre Spodoptera frugiperda. Dentre as espécies
estudadas, 67% (Azadirachta indica A. Juss., Cabralea canjerana (Vell.) Mart.,
Cedrela odorata L., Guarea macrophylla Vahl, Melia azedarach L., Swietenia
macrophylla King, Toona ciliata M. Roem. e Trichilia claussennii C. DC.)
apresentaram em alguma parte da planta substancia com atividade tdxica sobre
S. frugiperda. C. odorata e T. clausenni apresentaram, em seus caules,
substancias que afetaram o desenvolvimento da praga, causando alongamento da
fase imatura e/ou diminuicdo do peso das pupas. As sementes de 4. indica ¢ C.
odorata e os frutos de M. azedarach foram altamente toxicos as larvas de S.

frugiperda, causando mortalidade acima de 80%.
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Uma das espécies mais empregadas no controle de insetos € o neem
(Azadirachta indica A. Juss.). Composi¢oes do extrato seco de sementes desta
planta se mostraram eficientes na obtengdo de produtos estadveis para o controle
de algumas pragas agricolas. Segundo os estudos realizados, isso se deve
principalmente a presenga de uma substancia chamada azadiractina, que ¢
produzida em quantidade considerdvel pela planta e tem forte efeito sobre os
insetos (Paula, 2007).

Em geral, os resultados obtidos com produtos de origem vegetal tém
refletido em varias patentes nessa area. Para exemplificar, pode-se citar o uso de
fragdes de baixa polaridade de plantas do género Alpina para o controle de
Coptotermis formosanus (Paula, 2007). Também ¢ possivel mencionar o
emprego de extratos de Perilla frutescens var. acuta (Odash) Kudd para a
obtencao de produtos com propriedades inseticidas (Paula, 2007).

Consequentemente, em trabalho preliminar os extratos de vdrias
espécies vegetais foram submetidos a testes com o bicho mineiro, o que permitiu
observar a atividade de extratos provenientes das folhas de Vismia brasiliensis
Choisy (Clusiaceae). Considerando-se a inexisténcia de estudos fitoquimicos
sobre V. brasiliensis, bem como a atividade preliminarmente observada do
extrato da mesma contra o bicho mineiro do cafeeiro, buscou-se purificar e
identificar substancias desta planta com o objetivo de contribuir para o

desenvolvimento de novos inseticidas.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais e equipamentos utilizados

Exceto quando mencionado de outra forma, hexano, acetato de etila,
metanol, dcido acético e acido cloridrico eram de grau analitico (P.A.), enquanto
a agua empregada foi destilada. Para as analises por cromatografia em camada
delgada (CCD), utilizaram-se placas de aluminio recobertas com silica-gel
(Alugram) com indicador de fluorescéncia UV 254. Os reveladores empregados
em tais analises foram: luz UV, vapor de iodo e solucdo de acido fosfomolibdico
a 5% (g/mL) em etanol. Silica-gel 60 (230-400 mesh, Merck) foi empregada

nos fracionamentos por cromatografia em coluna (CC).

5.2 Fracionamento da fragao soltvel em hexano (RC1-06-01)

5.2.1 Fracionamento de RC1-06-01 por cromatografia liquida em coluna de
silica gel
A fracdo soluvel em hexano (RC1-06-01), obtida do fracionamento por

extracdo com solventes do extrato bruto das folhas de V. brasiliensis (ver item
5.4 do capitulo 2), foi analisada por CCD em placas com silica gel, empregando-
se, como eluentes, diferentes combinag¢des de hexano/acetato de etila, contendo
0,1 % (v/v) de 4cido acético, o que permitiu obter varios perfis cromatograficos.
Posteriormente, a fragdo RCI1-06-01 foi submetida a fracionamento por
cromatografia em coluna do tipo flash com 4,5 x 15,0 cm de silica gel 60. Para
tanto, 3,00 g de amostra foram solubilizados em 50 mL de hexano e a solugdo
resultante foi colocada em baldo de fundo redondo de 100 mL contendo 6,54 g
de silica gel. A mistura obtida foi concentrada até secura em evaporador
rotatorio. O residuo final foi adicionado ao topo da coluna, através da qual, com
velocidade linear aproximada de 5,1 cm/min, foram passadas solugdes de

hexano/acetato de etila contendo 0,1 % (v/v) de acido acético (10:1, 300 mL;
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5:1, 300 mL; 3:1, 300 mL; 1:1, 300 mL; 0:1, 300 mL), e 300 mL de metanol
contendo 0,1 % (v/v) de acido acético. Coletaram-se 28 fragdes de 50 mL, além
de uma fracdo eluida com metanol. Apds analises das mesmas por CCD, as
fragdes foram agrupadas conforme a semelhanga, concentradas e liofilizadas por
48 horas, resultando em 8 fragcdes (RC1-37-01 a RC1-37-08, Tabela 1 do item
6.1.1).

5.2.2 Fracionamento de RC1-37-01 por cromatografia liquida em coluna de
silica gel
Inicialmente, a fragdo RC1-37-01, obtida do fracionamento anterior

(item 5.2.1), foi analisada por CCD em placas com silica gel. Com base nos
resultados obtidos, a fragdo RC1-37-01 foi submetida a fracionamento por
cromatografia em coluna do tipo flash com 2,0 x 15,0 cm de silica gel 60. Para
tanto, 463 mg de amostra foram solubilizados em 50 mL de hexano e a solugdo
resultante foi colocada em baldo de fundo redondo de 100 mL contendo 1,05 g
de silica gel. A mistura obtida foi concentrada até secura em evaporador
rotatorio. O residuo final foi adicionado ao topo da coluna, através da qual, com
velocidade linear aproximada de 5,1 cm/min, foram passadas solugdes de
hexano/acetato de etila contendo 0,1% (v/v) de acido acético (60:1, 200 mL;
50:1, 200 mL; 40:1, 100 mL) e 200 mL de metanol contendo 0,1 % (v/v) de
acido acético. Coletaram-se 33 fragoes de 10 mL e a fragdo eluida com metanol.
Apo6s andlise das mesmas por CCD, as fragcdes foram agrupadas conforme a
semelhanga, concentradas e liofilizadas por 48 horas, resultando em 8 fracdes

(RC1-42-01 a RC1-42-08, Tabela 2 do item 6.1.2).

5.2.3 Fracionamento de RC1-42-02 por cromatografia liquida em coluna de
silica gel
A fracdo RC1-42-02, obtida do fracionamento anterior (item 5.2.2) foi

analisada por CCD em placas com silica gel. Com base nos resultados obtidos, a
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fragdo RC1-42-02 foi submetida a fracionamento por cromatografia em coluna
do tipo flash com 1,5 x 15,0 cm de silica gel 60. Para tanto, 23,9 mg de amostra
foram solubilizados em 1,3 mL de uma solu¢do de hexano/acetato de etila na
propor¢do de 40:1 e adicionada no topo da coluna, através da qual, com
velocidade linear aproximada de 5,1 cm/min, foram passados 100 mL uma
solucdo de hexano/acetato de etila na propor¢do de 40:1, 150 mL de acetato de
etila e 150 mL de uma solugdo de metanol. Todos estes eluentes continham 0,1
% (v/v) de acido acético. Foram coletadas 22 fragdes de 5 mL que, apds serem
analisadas por CCD, foram agrupadas conforme a semelhanga, concentradas e
liofilizadas por 48 horas, resultando em 4 fragdes (RC1-69-01 a RC1-69-04,
Tabela 3 do item 6.1.3).

Como a fragdo RCI1-69-02 se apresentou pura segundo analises por

CCD, foi submetida as analises para elucidacdo da sua estrutura (ver item 5.3).

5.2.4 Fracionamento de RC1-37-06 por cromatografia liquida em coluna de
silica gel
A fracdo RC1-37-06, obtida no fracionamento da fragdo hexano (ver

item 5.2.1) foi analisada por CCD em placas com silica gel. Com base nos
resultados obtidos, a fragdo RC1-37-06 foi submetida a fracionamento por
cromatografia em coluna do tipo flash com 2,0 x 15,0 cm de silica gel 60. Para
tanto, 110,5 mg de amostra foram solubilizados em 10 mL de acetato de etila e a
solugdo resultante foi colocada em baldo de fundo redondo de 100 mL contendo
220,1 mg de silica gel. A mistura obtida foi concentrada até secura em
evaporador rotatorio. O residuo final foi adicionado ao topo da coluna, através
da qual, com velocidade linear aproximada de 5,1 cm/min, foram passadas
solugdes de hexano/acetato de etila contendo 0,1 % (v/v) de &cido acético (1:1,
100 mL; 150 mL,1:6), ¢ 100 mL de acetato de etila contendo 0,1 % de acido
acético. Coletaram-se 35 fracdes de 10 mL ¢ uma fracdo eluida com metanol.

Apo6s andlises das mesmas por CCD, as fragdes foram agrupadas conforme a
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semelhancga, concentradas e liofilizadas por 48 horas, resultando em 11 fra¢des
(RC1-89-01 a RC1-89-11, Tabela 4 do item 6.1.4).

Como a fragdo RC1-89-05 se apresentou pura segundo analises por
CCD, foi submetida as andlises espectrométricas para elucidagdo da sua

estrutura (ver item 5.3).

5.3 Elucidacdo estrutural das substancias isoladas
A elucidagdo estrutural das substancias isoladas foi feita por meio de
espectrometria de infravermelho, de massas (EM) e de ressonancia magnética

nuclear (RMN).

5.3.1 Espectroscopia de infravermelho

Para a analise por infravermelho, a fragdo RC1-69-02 foi dissolvida em
hexano e aplicada na superficie de uma janela de Irtran-2® (Sigma-Aldrich).
Apbs a remocdo do solvente sob vacuo, obtive-se o espectro em aparelho
Digilab Excalibur FTS 3000, com resolugio de 4 cm™ e nimero de onda de 4000
a 500 cm'.

5.3.2 Espectrometria de massas

Dissolveu-se 1,0 mg da fragdo RC1-69-02 em 1,0 mL de uma solugéo
resultante da combinacdo de metanol/propan-2-ol/agua (12:8:1) com
hexano/propan-2-ol (7:3) na proporcao de 6:4, contendo na solugdo resultante 10
ug.mL” de iodeto de potassio P.A. Parte (20 uL) da solugio resultante foi
diretamente inserida em espectrometro de massas Agilent 1100 Series LC/MSD
Trap equipado com uma interface do tipo electrospray e analisador do tipo ion
trap. O fluxo do gas secante e sua temperatura foram de 6,0 L.min" e 275 °C,
respectivamente. A voltagem da agulha foi de 4500 V. O fluxo da fase movel foi

de 0,8 mL.min"".
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Uma aliquota (0,5 mg) da fracdo RC1-89-05 foi dissolvida em 1 mL de
metanol contendo 0,1 % (v/v) de acido acético. A seguir, 20 pL da solugdo
resultante foram diretamente inseridos na interface do equipamento mencionado
acima, com fluxo de 0,5 mL/min de metanol contendo 0,1 % de acido acético.
Manteve-se o gas secante com fluxo de 10 L/min e temperatura de secagem de
300 °C. A voltagem da agulha era de 3500 V.

Para todas as amostras foram obtidos espectros no modo positivo, sendo

os ions obtidos submetidos a fragmentagao.

5.3.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

As analises por RMN foram realizadas em aparelhos Varian Inova 500
para a fragdo RC1-69-02 (‘H: 500, *C: 126 MHz) e Bruker DRX 400 para a
fracio RC1-89-05 (‘H: 400 MHz; "*C: 100 MHz). Todas as amostras foram
dissolvidas em CDCIl;. Realizaram-se experimentos unidimensionais e
bidimensionais, empregando-se os picos dos solventes como referéncia: dy 7,26

e 6.77,0.

5.4 Teste de oviposi¢cao

Folhas de cafeeiro (Coffea arabica L. cv. Topazio) sem minas do bicho-
mineiro foram coletadas no campus da UFLA, lavadas com agua destilada e
limpas com algoddo umido para a eliminagdo de possiveis ovos do bicho
mineiro do cafeeiro. Pincelou-se a solugdo do extrato bruto (18 mg dissolvidos
em 2,0 mL de solugdo aquosa de Tween 80 a 0,01 g.mL™") nas faces superiores
das folhas, sendo cada uma delas fixada em uma placa de Petri na qual ja se
encontrava uma folha sem qualquer tratamento. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, sendo Tween 80
a 0,01 gmL" e Lorsban® 480 BR a 0,2% g.mL™" (Dow Agrosciences Industrial

Ltda) empregados como testemunha negativa e positiva, respectivamente. Cada
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parcela correspondeu a uma placa de Petri, que foi individualizada em uma
gaiola de PVC, na qual foram colocados dois casais de adultos de Leucoptera
coffeella com idade variando de um a trés dias, provenientes de criagdo em
laboratorio (Reis Junior et al., 2000). Ap6s 72 h em camara climatica (25+1°,
UR 70+£10% e fotofase de 14 h), contaram-se os ovos nas folhas. Converteram-
se os valores em percentagens (% ovos na folha tratada = 100 x numero de ovos
na folha tratada/nimero de ovos na folha tratada mais os da folha ndo tratada)
para a realizacdo da analise de varidncia e comparagdo das médias pelo teste de

Scott & Knott (1974) a 5%.

67



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Fracionamento da fragdo soltvel em hexano (RC1-06-01)

6.1.1 Fracionamento de RC1-06-01 por cromatografia liquida em coluna de
silica gel
No fracionamento da fracdo do extrato bruto solivel em hexano,

obtiveram-se 23 fragdes, que foram combinadas em 8 fracdes segundo andlise
por CCD (Tabela 1). As fragdes RC1-37-01 e RC1-37-06 foram submetidas a
novos fracionamentos conforme itens 5.2.2 e 5.2.4 respectivamente, ja que

apresentavam uma boa relacdo massa/complexidade.

TABELA 1 Fragoes resultantes do fracionamento por cromatografia em coluna
de silica da fracdo soltivel em hexano (RC1-06-01).

Fracéo eluida da Cddigo da fracéo Massa
coluna resultante (mg)

1-5 RC1-37-01 463,5

6-9 RC1-37-02 654,8

10-12 RC1-37-03 579,5
13-18 RC1-37-04 495.8
19-21 RC1-37-05 2313
22-25 RC1-37-06 110,5
26-28 RC1-37-07 64,5
Metanol RC1-37-08 275,7

68



6.1.2 Fracionamento de RC1-37-01 por cromatografia liquida em coluna de
silica gel
Anadlises por CCD em placa com silica gel das fracdes combinadas,

obtidas do fracionamento em coluna de silica gel de RC1-37-01 (item 5.2.2;
Tabela 2), permitiram observar que apenas a fracdo RC1-42-02 (23,9 mg)
possuia uma boa relagdo massa/complexidade, sendo submetida a novo

fracionamento conforme descrito no item 5.2.3.

TABELA 2 Fragdes resultantes do fracionamento por cromatografia em coluna
de silica da fragdo RC1-37-01

Fragdo eluida da coluna Cddigo da fracdo resultante Massa (mg)

1-4 RC1-42-01 316,3

5 RC1-42-02 23,9
6-8 RC1-42-03 34,3
9-10 RC1-42-04 9,0
11-19 RC1-42-05 16,3
20-28 RC1-42-06 25,1
29-33 RC1-42-07 5,7
Metanol RC1-42-08 10,0

6.1.3 Fracionamento de RC1-42-02 por cromatografia liquida em coluna de
silica gel
Das quatro fragdes combinadas, obtidas do fracionamento em coluna de

silica gel de RC1-42-02 (item 5.2.3; Tabela 3), a fracdo RC1-69-02 (18,3 mg)
era a unica que se apresentava pura de acordo analises por CCD, sendo
submetida as andlises espectrométricas para elucidacdo da sua estrutura (itens

5.3.1;5.3.2e5.3.3).
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TABELA 3 Fragdes resultantes do fracionamento por cromatografia em coluna
de silica da fragdo RC1-42-02

Fracdo eluida da coluna Cddigo da fracdo resultante Massa (mg)

3 RC1-69-01 0,3
4-5 RC1-69-02 18,3
6 RC1-69-03 0,1
22 RC1-69-04 0,5

6.1.4 Fracionamento de RC1-37-06 por cromatografia liquida em coluna de
silica gel
Obtiveram-se onze novas fragdes no fracionamento da fragdo RC1-37-

06 (item 5.2.4; Tabela 4), sendo aquela denominada RC1-89-05 (18,0 mg) a
unica que se apresentava pura de acordo com analises por CCD. Em decorréncia,

foi sendo submetida as andlises espectrométricas (itens 5.3.2 € 5.3.3).

TABELA 4 Fragdes resultantes do fracionamento por cromatografia em coluna
de silica da fragdo RC1-37-06

Fracdo eluida da coluna Cédigo da fracéo resultante Massa (mg)

2 RC1-89-01 2,1

3 RC1-89-02 5,7
4-6 RC1-89-03 43,7
7 RC1-89-04 11,7
8-10 RC1-89-05 18,0
11-12 RC1-89-06 6,6
14-16 RC1-89-07 4,7
17-21 RC1-89-08 3.4
22-25 RC1-89-09 1,5
25-37 RC1-89-10 3,4
MeOH RC1-89-11 8,2
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6.2 Elucidacéo estrutural das substéncias isoladas

As substancias isoladas da fracdo solivel em hexano do extrato de V.
brasiliensis, RC1-69-02 (actinoquinona) ¢ RC1-89-05 ((Z)-icos-13-enoato de
2,3-diidroxipropila), foram analisadas por espectrometria de massas (EM) e
ressondncia magnética nuclear (RMN) de 'H e de "*C (conforme descrito nos
itens 5.3.2 e 5.3.3). No caso especifico da substancia RC1-69-02, também foi
feita analise por espectroscopia de infravermelho (FT-IR). As substincias RC1-
69-02 ¢ RC1-89-05 foram identificadas conforme apresentado nos itens 6.2.1 e

6.2.2, respectivamente.

6.2.1 Elucidacéo estrutural da fragdo RC1-69-02 (actinoquinona)

No espectro de infravermelho de RC1-69-02 (Figura 66A, pagina 197)
era nitida a presenga de uma banda em 1720 cm™, provavelmente decorrente de
estiramento C=0 de cetonas. Também eram bastante visiveis duas bandas entre
1600-1650 cm™, que sugeriam a presenga de ligagdes C=C conjugadas em
sistemas assimétricos (Silverstein & Webster, 2000). Tais resultados pareciam
de acordo com o observado nas analises por RMN, ja que no espectro de 'H
(Figura 48A, pagina 179) se observavam sinais em o 5,11 ppm, referentes a
atomos de hidrogénio olefinicos (Tabela 5). De forma andloga, no espectro de
RMN de "C (Figura 53A) eram nitidos os sinais em & 187,7 ppm e 187,6 ppm,
referentes a atomos de carbono de grupos carbonilicos (Tabela 5). Os dados
sugeriam que a estrutura correspondesse a uma cetona aromatica com uma longa

cadeia isoprénica.
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TABELA 5 Deslocamentos quimicos (ppm), nimero de hidrogénios, multiplicidade dos sinais (s: simpleto; d: dupleto; ¢:
tripleto; dd: duplo dupleto; d/: dupleto largo; m: multipleto) e constantes de acoplamento (/) em Hz, obtidos
em CDCl; por RMN de hidrogénio ('H) e de carbono treze (’C) da fragio RC1-69-02 ¢ de dados da
literatura para a actinoquinona (Paula, 2007).

i L
N, 8\T|/ 1\T/ NP N = N N
6
o \5/“’\4/|3
|

RC1-69-02 Actinoquinona RC1-69-02
Ne H Bc 'H Ref. BC Ref. HMBC de H para C
1 - 187,8 (C)* - 187,7 (C)*
2 - 148,0 (C) - 147,9 (C)
3 6,46 (1 H, dd, J=1,7; 1,7 Hz) 132,0 (CH) 6,46 (1 H, dd, J=1,7; 1,7 Hz) 132,0 (CH) C1,C2, C10,Cl11
4 - 187,7 (C)* - 187,6 (C)*
5 2,02 (m) 39,7 (CH,)® 2,04 (m) 39,6 (CH,)® C4, C6, C10
6 - 134,9 (C)° - 134,8 (C)°
7 - 135,0 (C)° - 134,9 (C)°
8 2,02 (m) 39,6 (CH,)? 2,04 (m) 39,6 (CH,)® C1,C7,C9
9 - 140,6 (C)* - 140,5 (C)°
10 - 141,0 (C)° - 140,9 (C)*
11 3,12 (2 H, dI, J= 1,5 Hz) 27,5 (CH,) 3,12 (2 H, dd, J=1,0; 7,5 Hz) 27,4 (CH,) C1,C2,C3,C12
12 5,16 (1 H, ddd, J=1,2;2,5; 7,5) 118,2 (CH) 5,16 (1 H, ddd, J=1,0; 2,5; 7,5) 118,1 (CH) C11, C13, C33
13 - 134,9 (C)F - 134,9 (C)F

...continua...
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“TABELA 5, Cont.”

21’

2,02 (m)
2,02 (m)
5,11 (m)
2,02 (m)
2,02 (m)
5,11(m)
2,02 (m)
2,02 (m)
5,11 (m)

2,02 (m)
2,02 (m)
5,11 (m)
1,68 (d largo, J= 1 Hz)
2,02 (m)
2,02 (m)
1,62 (m)
1,60 (m)
1,60 (m)
1,60 (m)
1,55 (s largo)

39,7 (CH,)®
26,6 (CH,)"
123,8 (CH)®
134,9 (CO)F
39,7 (CH,)®
26,6 (CH,)"
124,2 (CH)®
135,4 (CO)F
39,7 (CH,)®
26,7(CH,)"
124,2 (CH)®
139,6 (C)F
39,7 (CH,)®
26,7 (CH,)"
124,4 (CH)®
131,2 (C)
25,6 (CH3)
12,3 (CHy)!
12,0 (CH)!
15,9 (CH;)'
16,0 (CH;)'
16,1 (CH5)!
16,2 (CH5)!
17,7 (CH,)

2,04 (m)
2,04 (m)
5,11 (m)
2,04 (m)
2,04 (m)
5,11 (m)
2,04 (m)
2,04 (m)
5,11 (m)

2,04 (m)
2,04 (m)
5,11 (m)
1,67 (d largo, J= 1 Hz)
2,04 (m)
2,04 (m)
1,62 (m)
1,60 (m)
1,60 (m)
1,60 (m)
1,55 (s largo)

39,7 (CH,)®
26,5 (CH,)"
123,8 (CH)®
134,9 (C)F
39,7 (CH,)®
26,6 (CH,)"
124,2 (CH)®
135,4 (CO)F
39,7 (CH,)®
26,7(CH,)"
124,2 (CH)®
139,6 (C)F
39,7 (CH,)®
26,7 (CH,)"
124,4 (CH)®
131,2 (C)
25,6 (CH;)
12,3 (CHy)"
12,0 (CH;)!
15,9 (CH,)'
16,0 (CH;)"
16,0 (CH;)"
16,1 (CH5)!
17,6 (CHs)

C13,C15,Cl16,C33
Cl14, Cle, C-17
Cl14,C15,C34

C17, C19, C20, C34
C18, C20, C21
C18, C19, C35

C21, C23,C24, C35
C22,C24, C25
C22,C23, C36

C25, C27,C28, C36
C26, C28
C26, C27

€28, C29, C37
Cs, C6, C7
C6, C7,C8
C12,C13,Cl4
C15,C16 C17,C18
C19, €20, C21, C22
€23, C24, C25, C26
€27, C28, C29, C30




Ao se examinar a Tabela 5, foi possivel notar semelhangas com os dados
de RMN da substincia plastoquinona-9 (Figura 1), uma quinona que ¢ parte
importante no transporte de elétrons durante a fotossintese realizada por plantas,
algas e cianobactérias, que possui uma longa cadeia com nove unidades

isoprénicas (Boers et al., 2002).

FIGURA 1 Estrutura da plastoquinona-9.

Enquanto no espectro da plastoquinona-9 se observava um largo tripleto
(/=1,7 Hz) em 5 6,47 ppm para o hidrogénio ligado ao anel, na actinoquinona o
hidrogénio correspondente ocasionava um duplo dupleto (/= 1,7; 1,7 Hz) em &
6,46 ppm, o que parecia bastante razoavel para a estrutura proposta. Outra
evidéncia que dava suporte a proposta apresentada era o sinal mais largo para a
fragdo RC1-69-02 que se encontrava em & 1,60 ppm e foi atribuido aos grupos
metila (17°, 21°, 25”). Valores estes de acordo com aqueles encontrados para os
grupos metila semelhantes da plastoquinona-9. Os grupos metila terminais da
substancia RC1-69-02 corresponderam as absor¢des em 1,68 ppm (C-30) e 1,55
ppm (C-29), o que estava em plena coeréncia com sinais em 1,68 ppm e 1,55
ppm para os grupos metila analogos da plastoquinona-9 (Boers et al.; 2002). Ja o

sinal dos hidrogénios do C-13’, grupo metila mais proximo ao anel, ¢ encontrado
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em & 1,62 ppm tanto para a RC1-69-02 quanto para a plastoquinona-9 (Boers et
al., 2002).

O sinal de hidrogénio do grupo metileno ligado ao anel (5 3,12 ppm) se
apresenta como um dupleto largo com constante de acoplamento igual a 7,5 Hz.
Estes valores também sdo encontrados para este grupo na plastoquinona-9 (&
3,12 ppm; J= 1,7; 7,2 Hz). De forma andloga, os sinais dos outros grupos
metilenos e dos grupos metinicos da cadeia isoprendide também estdo de acordo
com o encontrado na literatura para a plastoquinona-9 (Boers et al., 2002).

Entretanto, existem no espectro de RC1-69-02 sinais em & 134,8 ppm e
6 135,0 ppm, que ndo sdo observados para a plastoquinona-9. Segundo o DEPT,
tratam-se de atomos de carbono de hibridizagio sp> que ndo estio ligados a
hidrogénio. Ha também, a presenca de sinais em & 39,6 ppm (CH, segundo o
DEPT) que estdo ligados aos atomos de carbono citados acima (segundo
experimento de HMBC), além dos grupos CHj; ligados ao anel quinénico. Com
base nestes fatos, pode-se inferir que a fracdo RC1-69-02 apresenta em sua
estrutura o anel de uma diidronaftoquinona, diferente do anel da plastoquinona-
9.

O espectro de massas da fragdo RC1-69-02 (Figura 67A, pagina 197),
diferentemente do apresentado na literatura para a actinoquinona (Paula, 2007),
ndo permitiu visualizar os picos dos ions [M+H]", [M+K]" ou mesmo [M+Na]",
que indicariam a massa molecular do composto. Entretanto foi possivel a
visualizagdo de um pico com m/z 187 dalton, que pode ser atribuido ao
fragmento do anel diidronaftoquinonico sozinho. Também foi possivel
identificar picos que podiam ser atribuidos a perda de unidades isoprénicas,
confirmando a possibilidade da estrutura se tratar de uma diidronaftoquinona
ligada a unidades isoprénicas, apesar de ndo ser possivel confirmar o numero

destas unidades.
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Além das varias semelhancas da amostra RC1-69-02 com a
plastoquinona-9 que foram salientadas acima, vale relatar que a referida amostra
deu origem a sinais de 'H e °C que eram perfeitamente coincidentes com os
descritos para a actinoquinona (Paula, 2007), que foi isolada pela primeira vez
da fracdo soluvel em hexano das folhas de Actinostemon concolor (Spreng.)
Miill. Arg. (Euphorbiaceae). Em decorréncia, prop0s-se que teria sido esta a

substancia isolada.

6.2.2 Elucidacdo estrutural de RC1-89-05 ((2)-icos-13-enoato de 2,3-
diidroxipropila)
A fragdo RC1-89-05 foi isolada na forma de um 6leo incolor, cujo

espectro de massas (Figura 86A) apresentou picos com m/z 385 dalton ([M+H]")
e m/z 407 dalton ([M+Na]"). De acordo com os dados do espectro de RMN de
'H (Figura 68A), este composto mostrava absor¢des caracteristicas de acido
graxo, com um pico intenso em 6 1,26 ppm, atribuido a grupos metileno da
cadeia do acido graxo (Tabela 6). Havia um duplo dupleto em & 0,87 ppm,
atribuido a um grupo metila terminal, e outro duplo dupleto em 6 2,34 devido ao
metileno na posicdo « em relagdo a carbonila. Também podiam ser observados
sinais em O 5,34 ppm, que eram caracteristicos de hidrogénios olefinicos. Todos
estes sinais estavam de acordo com o encontrado na literatura para um acido
graxo monoinsaturado (Liu et al., 2006). Além disso, sinais parecidos com os de
uma unidade de glicerol eram observados [5 4,19 ppm (1H; dd; J=4,8; 11,6 Hz),
64,16 ppm (1H; dd; J=6; 11,6 Hz), 6 3,93 ppm (1H, m), & 3,69 ppm (1H; dd; J=
4; 11,6 Hz), 6 3,59 ppm (1H; dd; J= 6; 11,6 Hz)], o que sugeria a presenca de
um éster desse alcool (Liu et al., 2006).

Os dados do espectro de RMN de "C (Figura 71A, pagina 201)
corroboraram os resultados acima descritos (Tabela 6), pois os sinais em 3 63,3

ppm, & 65,1 ppm e & 70,2 ppm estavam de acordo com atomos de carbono de
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glicer6is monossubstituidos, com a unidade acila ligado ao carbono 1 do glicerol
(Vlahov, 1999). Além disso, o valor de deslocamento quimico encontrado para
os atomos de carbono alilicos (6 27,2 ppm) indicavam que a porg¢do acila possuia
uma ligagao dupla de configuracdo cis, uma vez que esta configuragdo desloca
os sinais dos grupos metilénicos centrais nao-pertubados (~d 29 ppm) cerca de &
2,5 ppm para a baixa frequéncia devido a forte interagdo estérica yentre tais
grupos. Ja a dupla ligagdo na configuragdo trans desloca os sinais cerca de 6 5,3
ppm para a alta freqiiéncia em relacdo ao isémero cis (Vlahov, 1999).

Comparando-se os dados obtidos com os encontrados na literatura,
concluiu-se que a fracdo RC1-89-05 podia ser identificada como sendo o éster
(Z)-icos-11-enoato de 2,3-diidroxipropila (Vlahov et al., 2002). Entretanto,
outros experimentos deverdo ser realizados para confirmar a posicdo da dupla
ligacdo, uma vez que os dados descritos para o éster (£)-icos-13-enoato de 2,3-
diidroxipropila também sdo muito proximos aos encontrados para RC1-89-05.
Poderdo ser feitas analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) ou medicdo do valor de 7, (tempo de relaxacdo
longitudinal) em experimentos de RMN de "°C, pois segundo Vlahov (1999) este
pardmetro indica a posicdo da dupla ligagdo e triacilglicerdis e acidos graxos
insaturados.

O éster (Z2)-icos-13-enoato de 2,3-diidroxipropila ¢ encontrado em
misturas de 6leos e acidos graxos encontrados em diversas plantas, tais como
Moringa oleifera (Vlahov et al., 2002). Entretanto, esta € a primeira vez que tal
composto ¢ isolado de uma espécie do género Vismia. Nao sdo encontrados na
literatura dados sobre a atividade de tal substancia frente a diferentes pragas e

doengas.
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TABELA 6 Deslocamentos quimicos (ppm), nimero de hidrogénios, multiplicidade dos sinais (s: simpleto; d: dupleto; ¢:
tripleto; dd: duplo dupleto; ddl: duplo dupleto largo; quint: quinteto, m: multipleto) e constantes de
acoplamento (J) em Hz, obtidos em CDCI; por ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio ('H) e
de carbono treze (°C) da fragio RC1-89-05 ¢ do (Z)-icos-11-enoato de 2,3-diidroxipropila (Liu et al., 2006;

Vlahov et al., 2002).
o]
3 1 ! 3 5 T g AT '
HO™ N 0T TN TN N TN N Mgt 16 18 a0
| 177 Mg
OH
RC1-89-05 (Z)-icos-11-enoato de 2,3- RC1-89-05 (Z)-icos-11-
diidroxipropila enoato de 2,3-
diidroxipropila

C 'H 'H Ref. Bc BC Ref.
1 4,19 (1H, dd, J= 4,8; 11,6 Hz) 4,22 (1H, dd, J=3,5; 11,5 HZ)1

4,16 (1H, dd, J= 6,0; 11,6 Hz) 4,16 (1H, dd, J=6,5; 11,5 Hz) " 65.1 (CHy)
2 3,93 (1H, m) 3,94 (1 H, m)' 70.2 (CH)
3 3,69 (1H, dd, J= 4,0; 11,6 Hz) 3,70 (1H, dd, J=4,0; 11,0 Hz)' 633 (Chly)

3,59 (1H, dd, J=6,0; 11,6 Hz) 3,61 (1H, dd, J=6,0; 11,0 Hz) ' ' 2
I 174.3 (C) 173.3
2 2,34 (2H, dd, J=17,0; 7,0 Hz) 2,36 (1H, , J= 8,0 Hz) ' 34.1 (CH,) 34.0
3 1,62 (2H, ddl, J= 6,8 Hz) 1,64 (2H, quint, J= 7,0 Hz) ' 24.9 (CH,) 248
4 1,26 (24H, m) 1,26-1,36 (m)" 29.22 (CH,)" n.fa
5 1,26 (24H, m) 1,26-1,36 (m)" 29.74 (CH,)’ nfa

...continua...
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6
7
g’
9’
10°
11’
12°
13’
14°
15°
16
17
18
19

20°

1,26 (24H, m)
1,26 (24H, m)
1,26 (24H, m)
1,26 (24H, m)
2,00 (4H, m)

5,34 (2H, m)

2,00 (4H, m)
1,26 (24H, m)
1,26 (24H, m)
1,26 (24H, m)
1,26 (24H, m)
1,26 (24H, m)
1,26 (24H, m)

0,87 (3H, dd, /= 6.8, 6.8 Hz)

1,26-1,36 (m) "
1,26-1,36 (m) '
1,26-1,36 (m) '
1,26-1,36 (m) "
2,01 (4H, m)'

5,36 (2H, m)'

2,01 (4H, m)"
1,26-1,36 (m)"
1,26-1,36 (m)"
1,26-1,36 (m)'
1,26-1,36 (m)'
1,26-1,36 (m)"
1,26-1,36 (m)"

0,87 (3H, t, J= 7,5 Hz)'

29.67 (CH,)
29.63 (CH,)
29.58 (CH,)"
29.50 (CH,)"
27.2 (CH,)
129.9 (CH)
129.8 (CH)
27.2 (CH,)
29.29 (CH,)"
29.25 (CH,)"
29.46 (CH,)"
29.40 (CH,)"
31.9 (CH,)
22.7 (CH,)
14.1 (CH,)

n.fa
n.fa
n.fa
n.fa
27.2%
129.9°
129.8°
27.2°
n.fa
n.fa
n.fa
n.fa
31.9
22.7*
14.1°

" Intercambiaveis; ' Liu et al., 2006, *Vlahov et al., 2002; n.f.a.- ndo fornecido pelo autor



6.3 Teste de oviposicao

Observou-se em testes preliminares realizados com varios extratos
vegetais para a selecdo daqueles ativos contra o bicho mineiro do cafeeiro, que
aquele proveniente de V. brasiliensis reduzia a oviposi¢ao do referido inseto em
folhas de cafeeiro. De fato, ao se repetir o teste com o extrato bruto, observou-se
grande reducdo na oviposi¢do do inseto (Tabela 7) que, aparentemente, se deu

em decorréncia da presenga da actinoquinona na sua composicao.

TABELA 7 Efeito do extrato das folhas de Vismia brasiliensis sobre a
oviposicdo de Leucoptera coffeella.

Tratamentos Ovos nas folhas tratadas (%)’
Lorsban (testemunha positiva) 0,0*
Extrato vegetal 33,8"
Tween 80 (testemunha negativa) 59,4¢

*-Valores seguidos da mesma letra ndo diferem estatisticamente segundo o teste de Scott
e Knott (1974) a 5 % de significancia.

Segundo trabalho desenvolvido no Grupo de Pesquisas de Produtos
Naturais do DQI/UFLA, a substancia actinoquinona, isolada tanto de Vismia
brasiliensis quanto de Actinostemon concolor, apresentou atividade de inibicdo
de oviposi¢io de bicho mineiro idéntica a observada para Lorsban®, que se trata
de um inseticida de uso comercial (Paula, 2007). Este resultado indica que a
atividade de V. brasiliensis contra o bicho mineiro possa ser devido a presenga
desta substincia na composi¢do do extrato metanodlico de suas folhas. Novos
testes deverdo ser realizados para investigar a potencial utilizagdo da

actinoquinona no controle do bicho mineiro do cafeeiro.
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7 CONCLUSAO

Um estudo inicial permitu verificar a atividade do extrato metanolico
das folhas de Vismia brasiliensis na oviposi¢ao do bicho mineiro do cafeeiro em
folhas de cafeeiro.

O estudo fitoquimico da fragdo do extrato solivel em hexano das folhas
de Vismia brasiliensis levou a purificagdo e identificacdo parcial de uma
diidronaftoquinona e de um éster monoacilico do glicerol, sendo que uma
substancia idéntica ou analoga a primeira ¢ responsavel por parte da atividade
inseticida do extrato metanolico das folhas de Actinostemon concolor contra o
bicho mineiro do cafeeiro. Portanto esta substancia também deve ser responsavel
por parte da atividade inseticida do extrato metandlico das folhas de V.
brasiliensis.

Estudos futuros deverdo ser realizados com o objetivo de elucidar
totalmente as estruturas das substancias mencionadas e de avaliar melhor a
eficiéncia das mesmas e do extrato bruto de V. brasiliensis no controle do

referido inseto.
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CAPITULO 4

FLAVONOIDES ISOLADOS DA FRAQAO SOLUVEL EM METANOL
DO EXTRATO METANOLICO DAS FOLHAS DE Vismia brasiliensis
CHOISY (CLUSIACEAE)

1 RESUMO

Como algumas plantas do género Vismia sao conhecidas por
apresentarem atividade antibacteriana e antifingica, o extrato metandlico das
folhas de Vismia brasiliensis Choisy (Clusiaceae) foi testado contra as bactérias
Aeromonas  hydrophila ATCC 7966, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Pseudomonas aerugionosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 25923
e contra o fungo Aspergillus ochraceus. Como o extrato se mostrou ativo contra
A. hydrophila, B. subtilis e A. ochraceus, e geralmente a fracdo soluvel em
metanol de extratos vegetais possui varios flavonodides, que sdo substincias
conhecidas por apresentarem atividade contra fungos e bactérias, realizou-se um
estudo fitoquimico desta fracdo para se isolar as substincias presentes em V.
brasiliensis responsaveis por suas atividades antifungicas e antibacterianas.
Consequentemente, isolaram-se trés flavondides: epicatequina, vitexina e a
quercitrina, sendo todos conhecidos por possuirem atividade antibacteriana.
Como tais substincias também se mostraram ativas contra 4. ochraceus, foram
consideradas responsaveis pela atividade antimicrobiana do extrato metanolico
de V. brasiliensis.
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FLAVONOIDS ISOLATED FROM THE METHANOL SOLUBLE
FRACTION OF THE METHANOLIC EXTRACT OF VISMIA
BRASILIENSIS CHOISY (CLUSIACEAE) LEAVES

2 ABSTRACT

Due to the antibacterial and antifungal activities presented by plant
species of the Vismia genus, the methanolic extract of leaves from Vismia
brasiliensis Choisy (Clusiaceae) was tested against the bacteria Aeromonas
hydrophila ATCC 7966, Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomonas
aerugionosa ATCC 27853 and Staphylococcus aureus ATCC 25923 and the
fungus Aspergillus ochraceus. Since the extract was active against A.
hydrophila, B. subtilis and A. ochraceus, and the methanolic soluble fraction of
plant extracts usually contains flavonoids, which are well-known by their
activities against fungi and bacteria, a phytochemical study was carried out in
order to isolate the antifungal and antibacterial substances present in V.
brasiliensis. Consequently, three flavonoids with antibacterial activities
previously described in the literature were isolated: epicatechin, vitexin and
quercitrin. Since these substances also showed activity agains A. ochraceus, the
antimicrobial activity of the V. brasiliensis extract was attributed to such
flavonoids
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3 INTRODUCAO

Apesar de haver varias classes antimicrobianos disponiveis para uso
agrondmico e farmacologico, muitas doencas vém tornando-se de dificil
controle. Entre as causas deste problema esta o uso incorreto de antimicrobianos
que pode, por exemplo, acarretar o surgimento de organismos resistentes aos
produtos atualmente disponiveis. O desenvolvimento de resisténcia ¢ um
fendmeno bioldgico natural, sendo acentuado pelo uso desmedido e irracional
dos produtos. A resisténcia bacteriana é preocupagdo mundial e, dentre as
medidas que devem ser tomadas para evita-la ou diminui-la, estd o
desenvolvimento de novos antibacterianos (Wannmacher, 2004).

Como as plantas produzem inimeras substancias biologicamente ativas,
tem-se nos produtos de origem vegetal uma fonte importante de varias estruturas
quimicas como alcaldides, saponinas, flavondides e taninos. Apesar do
desenvolvimento nas areas de sintese orgdnica, microbiologia industrial e
biologia molecular, parte das substancias ativas permanece sendo obtida a partir
de matérias-primas vegetais, seja pela dificuldade em se obter sinteticamente
moléculas com a mesma estereoquimica, seja pela inviabilidade econdmica
(Calixto, 2000).

Consequentemente, buscou-se contribuir para o desenvolvimento de
novos antimicrobianos a partir do estudo do extrato de Vismia brasiliensis
Choisy, ja que, apesar de outras espécies do mesmo género terem apresentado
atividades contra bactérias e fungos , ndo havia relato de atividade antibacteriana
ou antifingica por parte de tal planta. Em decorréncia, inicialmente se testou a
atividade do extrato metandlico das folhas de V. brasiliensis contra alguns
microorganimos de importancia agrondmica e farmacologica e, a seguir, e
realizou-se um estudo fitoquimico da fracdo solivel em metanol do extrato

bruto.
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4 REFERENCIAL TEORICO

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. S0 onipresentes em células
fotossintetizantes ¢ podem ser comumente encontrados em frutas, folhas,
sementes, talos, chas, vinhos, prépolis e mel. Por séculos, preparacdes nas quais
estes compostos sdao os principais constituentes ativos fisiologicamente tém sido
usadas para o tratamento de varias pragas e moléstias. Consequentemente, essa
classe de produtos naturais se tornou alvo de muitas pesquisas com vistas ao
desenvolvimento de novos farmacos, o que resultou na identificacdo de varios
flavondides com atividade antifungica, antiviral e antibacteriana. Para
exemplificar se pode citar o trabalho de Rao et al. (2007), que isolaram das
raizes de Saussurea lappa (Decne.) Sch. Bip. diversos flavonoides glicosilados
com atividade contra Aspergillus ochraceus, fungo responsavel pela
contaminagdo de graos de café com ocratoxinas, substancias neurotoxicas. Ja Lu
et al. (2002) isolaram das partes aérias de Hypericum perforatum L. os
flavonodides quercitrina, rutina, kaempferol, entre outros, que apresentaram
atividade contra Helminthosporium sativum, fungo causador da sarna prateada
na batata. Tal praga desenvolveu resisténcia contra o principal fungicida
comercial, o benzotiazol, elevando a sarna prateada ao nivel de principal doenca
no cultivo da batata. Também trabalhando com fungos que atacam o cultivo da
batata, Chiruvella et al. (2007) observaram que o flavondide glicosilado luteolin-
7-O-glicosideo se mostrou ativo contra Alternaria alternata, que se trata de um
fungo responsavel por doengas em varias culturas. A galantangina, um flavonol
comumente encontrado em amostras de propolis, mostrou atividade inibidora
contra Aspegillus tamaru, A. flavus, Cladosporium sphaerospermum, Penicillum

digitatum e P. italicum (Afolayan & Meyer, 1997).
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Existem também diversos estudos sobre a atividade de flavondides
contra bactérias. No trabalho de Kuete et al. (2008), com Ficus chlamydocarpa
Mildbr. & Burret e F. cordata Thunb., por exemplo, foram isolados, entre outros
compostos, os flavonodides genisteina, luteolina e catequina. Todos estes
compostos foram ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Ja
Rigano et al. (2007), comprovaram o efeito de quercetina-3-O-f-D-rutinosideo,
narigenina-7-O-f-D-glucosideo e kaempferol-3-O-f-D-rutinosideo, extraidos de
Marrubium globosum Montbr. Et Auch. Ex Benth como os principais agentes
antibacterianos desta planta, que se mostrou ativa contra Bacillus subtillis e

Pseudomonas syringae.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais e equipamentos utilizados

A ndo ser quando mencionado de outra forma no texto, hexano, acetato
de etila, metanol e 4cido acético eram de grau analitico (P.A.), enquanto a agua
empregada foi destilada. Nos fracionamentos por cromatografia em coluna (CC)
se empregou a resina de poliestireno Amberlite XAD-16 (Sigma-Aldrich) e
silica-C18 (Phenomenex). No fracionamento por CC utilizando silica-C18 foram
utilizados agua (H,O) ultrapura do tipo I e solventes de grau CLAE-UV:
metanol (MeOH), acetonitrila (ACN) e acido acético (AcOH). As analises em
cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas em aparelho
semi-preparativo da marca Shimadzu, equipado com detector de UV-visivel do
tipo DAD SPD-M20A, com duas bombas LC-6AD, injetor manual do tipo
Rheodyne 77251, coluna de silica-C18 Phenomenex Gemini® semi-preparativa
(21,2 mm x 250 mm x 5 um) e analitica (4,6 mm x 250 mm x 5 um). Para tanto,
empregou-se agua (H,O) ultrapura do tipo I e os solventes de grau CLAE-UV

acima mencionados.

5.2 Fracionamento da fracéo soltvel em metanol (RC1-07-02)

5.2.1 Fracionamento de RC1-07-02 por cromatografia liquida em coluna de
resina de poliestireno Amberlite XAD-16
A fragdo do extrato bruto solivel em metanol (RC1-07-02), obtida do

fracionamento por extragdo com solventes do extrato bruto de V. brasiliensis
(ver item 5.4 do capitulo 2), foi submetida a fracionamento por cromatografia
em coluna com 5,0 x 20,0 cm de Amberlite XAD-16. Para tanto, 8,07 g de
amostra foram solubilizados em 50 mL de metanol e colocou-se a solugdo
resultante em baldo de fundo redondo de 250 mL contendo 16,0 g de Amberlite

XAD-16. A mistura obtida foi concentrada até secura em evaporador rotatorio.
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O residuo final foi adicionado ao topo da coluna, através da qual, com
velocidade linear aproximada de 5,1 cm/min, foram passados 500 mL de agua,
500 mL de metanol, 500 mL de acetato de etila e 500 mL de hexano/acetato de
etila 3:1. Coletaram-se 4 fragdes de 500 mL que foram concentradas e

liofilizadas por 48 horas (RC1-45-02 a RC1-45-05, Tabela 1 do item 6.1.1).

5.2.2 Andlise em CLAE-DAD da fracdo RC1-45-03.

A fim de se verificar o perfil cromatografico da fragdo RC1-45-03,
realizou-se analise em CLAE-DAD com o uso da coluna analitica. Para tanto,
RC1-45-03 (5,0 mg) foi dissolvida em 10 mL de 4agua contendo 0,1 % de acido
acético, obtendo-se uma concentracdo de aproximadamente 0,5 mg/mL de
material. Foram injetados 20 pl. da amostra. Realizou-se um gradiente
exploratdrio, com fluxo de 0,75 mL/min, de MeOH 0% por 3 minutos; MeOH 0
% a MeOH 100 % em 27 minutos; e MeOH 100 % por 10 minutos (item 6.1.2).

5.2.3 Fracionamento de RC1-45-03 por cromatografia liquida em coluna de
silica-C18
A fragdo RC1-45-03 foi submetida a fracionamento por cromatografia

em coluna com 5,0 x 15,0 cm de silica-C18. Para tanto, 1,85 g de amostra foram
dissolvidos em 5,0 mL de uma solu¢do de metanol/agua 20:80 contendo 0,1 %
(v/v) de acido acético. Esta solugdo foi entdo adicionada ao topo da coluna,
através da qual, com velocidade linear aproximada de 5,1 cm/min, foram
passadas solugdes de metanol/agua contendo 0,1 % (v/v) de &cido acético
(20:80, 300 mL; 50:50, 300 mL; 80:20, 200 mL) e 200 mL de metanol contendo
0,1 % (v/v) de acido acético. Coletaram-se 23 fragdoes de 50 mL, que foram
agrupadas conforme semelhanca apds andlise de seu perfil cromatografico por
CLAE-DAD com o uso da coluna analitica. As solucdes obtidas foram
concentradas e liofilizadas por 48 horas, resultando em 10 fra¢cdes (RC1-129-01

a RC1-129-10, Tabela 2 do item 6.1.3).
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5.2.4 Fracionamento de RC1-129-03 em CLAE-DAD preparativo

Apés ajuste das condicdes em CLAE-DAD com o uso da coluna
analitica, a fracdo RC1-129-03 foi fracionada em CLAE-DAD preparativo,
utilizando-se coluna semi-preparativa e combinagdes de metanol/agua contendo
0,1 % (v/v) de acido acético, com fluxo de 15 mL/min, como eluente: MeOH 35
% por 10 minutos; MeOH 35 % a MeOH 100 % em 0,10 minutos; ¢ MeOH 100
% por 15 minutos. Para tanto, RC1-129-03 (497,9 mg) foi dissolvida em 10 mL
de solucdo aquosa de MeOH/H,0O (35:65), contendo 0,1 % de acido acético,
obtendo-se uma concentracdo de aproximadamente 49,8 mg/mL de material.
Foram coletadas 3 fragoes (RC1-129-03-01 a RC1-129-03-03, Tabela 11 do item
6.1.4), sendo que, apds analise em CLAE-DAD (coluna analitica, MeOH 10 %
por 3 minutos; MeOH 10 % a MeOH 100 % em 17 minutos; MeOH 100 % por
10 minutos; todos os eluentes com 0,1 % (v/v) de acido acético; fluxo de 0,75
mL/minuto; varredura de comprimento de onda de 200 a 400 nm), a amostra
RC1-129-03-02 foi considerada pura e submetida as analises por métodos

espectrométricos.

5.2.5 Fracionamento de RC1-129-06 em CLAE-DAD preparativo

Apos ajuste das condigdes em CLAE-DAD equipado com a coluna
analitica, a fracdo RC1-129-06 foi fracionada em CLAE-DAD preparativo,
utilizando-se coluna semi-preparativa e combinagdes de metanol/agua contendo
0,1 % (v/v) de acido acético, com fluxo de 15 mL/min, como eluente: MeOH 50
% por 11 minutos; MeOH 50 % a MeOH 100 % em 0,10 minutos; ¢ MeOH 100
% por 9 minutos. Para tanto, RC1-129-06 (97,5 mg) foi dissolvida em 10 mL de
solugcdo aquosa de MeOH/H,O (45:55), contendo 0,1 % de acido acético,
obtendo-se uma concentragdo de aproximadamente 9,8 mg/mL de material.
Foram coletadas 6 fragcdes (RC1-129-06-01 a RC1-129-06-06, Tabela 3 do item
6.1.6), sendo que, apds andlise em CLAE-DAD (coluna analitica; MeOH 45 %
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por 15 minutos; MeOH 45 % a MeOH 100 % em 0,1 minutos; MeOH 100 % por
10 minutos; todos os eluentes contendo 0,1 % (v/v) de acido acético; fluxo de
0,75 mL/minuto; varredura de comprimento de onda de 200 a 400 nm) a amostra
RC1-129-06-03 foi considerada pura e submetida as analises por métodos

espectrométricos.

5.2.6 Fracionamento de RC1-129-08 em CLAE-DAD preparativo

Apods o ajuste das condigdes em CLAE-DAD com o uso da coluna
analitica, a fracdo RC1-129-08 foi fracionada em CLAE-DAD preparativo,
utilizando-se a coluna semi-preparativa e metanol/agua 65:35 contendo 0,1 %
(v/v) de acido acético, com fluxo de 15 mL/min, como eluente. Para tanto, RC1-
129-08 (111,1 mg) foi dissolvida em 10 mL de solu¢do aquosa de MeOH/H,0O
(65:35), contendo 0,1 % de acido acético, obtendo-se uma concentragdo de
aproximadamente 11,1 mg/mL de material. Foi coletada uma fragdo (RC1-129-
08-01), sendo que, apds analise por CLAE-DAD (coluna analitica; MeOH 65 %
contendo 0,1 % (v/v) de acido acético por 20 minutos; fluxo de 0,75 mL/minuto;
varredura de comprimento de onda de 200 a 400 nm), a amostra RC1-129-08-01

foi considerada pura e submetida as analises por métodos espectrométricos.

5.3 Andlises espectrométricas das substancias isoladas

As elucidagdes estruturais das substincias isoladas foram feita por meio
de espectrometria de massas (EM) e espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e espectroscopia de ultravioleta, cujos espectros correspondentes

foram diretamente obtidos do CLAE-DAD.
5.3.1 Espectrometria de massas

Foram feitas analises no modo positivo € no modo negativo, do tipo

MS', MS? e MS®, em aparelho Agilent 1100 LC/MS Trap equipado com
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interface do tipo electrospray (EM-ES). Cerca de 0,5 mg das substancias
isoladas foram dissolvidos em 1 mL de metanol contendo 0,1 % de acido
acético. Injetaram-se 20 pL diretamente na interface com fluxo de 0,5
mL/minutos. A pressdo do nebulizador (N2) era de 15 psi (pound-force per
square inch), enquanto o fluxo e a temperatura do gas de secagem (N;) eram

mantidos em 10 L/minutos e 300 °C. A voltagem da agulha foi de 3500 V.

5.3.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

As analises por RMN foram realizadas em espectrometro Bruker
DRX400 Avance, operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para "C. As
substancias foram dissolvidas em DMSO-d; € colocadas em tubos de RMN de 5
mm. Realizaram-se experimentos unidimensionais e bidimensionais,

empregando-se os picos dos solventes como referéncia: 6y 2,50 ppm e 5. 39,43

5.4 Teste de verificacdo da atividade antibacteriana do extrato bruto de V.
brasiliensis (RC1-04-01)
Para a realizagdo do trabalho foram empregados quatro isolados obtidos

da American Type of Culture Collection (ATCC): Aeromonas hydrophila ATCC
7966, Bacillus subtilis ATCC 6633, Pseudomonas aerugionosa ATCC 27853 ¢
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Inicialmente, tais bactérias foram
espalhadas em meio TSA, contido em placas de Petri. Apos 24 horas a 28 °C,
transferiu-se uma colénia de cada bactéria para tubo contendo uma solugéo
formada por 10 mL de caldo Miiller-Hilton (Becton Dickison, lote 41404193)
enriquecido com solugdo aquosa de MgCl,.6H,0 (0,8 g/mL) e CaCl,.2H,0 (0,7
g/mL). Apds 24 horas a 37 °C, as suspensdes resultantes foram diluidas com
agua destilada estéril até alcancarem o valor de 0,5 da escala MacFarland, que
era equivalente a 1x10° UFC/mL. 0,1 mL de cada suspensio resultante foi

adicionada a 0,9 mL de caldo Miiller-Hilton suplementado com cations
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divalentes conforme mencionado acima, e se utilizaram as suspensoes finais nos
experimentos.

Dissolveu-se o extrato (20 mg) em 200 pL. de DMSO (dimetilsulfoxido
P.A.) durante 40 minutos e, a seguir, adicionaram-se 6 pL. da solu¢do resultante
a 184 pL de caldo Miiller-Hilton suplementado com os cations divalentes, que
estavam contidos nas cavidades da primeira coluna de uma placa de
polipropileno com 96 cavidades. Nas colunas de 2 a 7 foram colocados 95 pL do
caldo suplementado com os cations e se transferiram 95 pL das cavidades da
primeira para as da segunda coluna. Apds homogeneizar os conteudos das
cavidades da segunda coluna, 95 pL de cada uma delas foram transferidos para a
terceira coluna e se repetiu o processo até a sétima coluna. A seguir,
adicionaram-se 5 pL de cada suspensdo bacteriana a 1x10" UFC/mL (uma
bactéria por linha) e se manteve a placa a 37 °C durante 24 h. A menor
concentragdo do extrato que ndo permitia o crescimento bacteriano, segundo
avaliacdo visual, foi denominada concentragdo inibitéria minima (CIM). Para
facilitar tal avaliacdo, adicionaram-se 25 puL de solu¢do aquosa de cloridrato de
trifeniltetrazolium (Sigma) a 2 mg/mL ao conteudo de cada cavidade, para que
aquelas sem a presenga de bactérias ativas apresentassem coloragdo rosada apds
cinco minutos.

Os experimentos foram realizados em duplicata, tendo DMSO e
cloranfenicol (Sigma) a 400 pg/mL em caldo Miiller-Hilton como testemunhas
negativa e positiva, respectivamente. Para esterilizar a solucdo de cloranfenicol
passou-se a mesma por membrana de 0,22 um (Milipore, 25 mm de didmetro,
hidrofilica). Além disso, em uma fileira se empregou apenas o meio de cultura e
em outra a solu¢do do extrato e meio de cultura sem qualquer adicdo de
antibidtico ou das suspensdes de bactéria. Como nenhum crescimento
microbiano foi observado nas cavidades correspondentes, ficou claro que ndo

estava havendo contaminagdes do experimento com outros microrganismos.
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Imediatamente ap6s a supracitada avaliagdo, transferiram-se 100 puL. do
conteudo de cada cavidade para placa de Petri contendo meio de cultura soja-
triptcaseina-agar (TSA, Merck) e espalhou-se o liquido com o uso de alga de
Drigalski. Apo6s 24 h a 37 °C, avaliou-se o experimento por observagao visual. A
menor concentragdo de cada amostra na cavidade que evitou o crescimento
bacteriano no meio TSA foi denominada concentragdo bactericida minima

(CBM).

5.5 Teste da atividade do extrato bruto de V. brasiliensis, da fracéo soltvel
em metanol (RC1-07-02) e das substancias isoladas da mesma contra o
fungo Aspergillus ochraceus

O extrato (2 mg) e as substancias isoladas (0,5 mg) foram dissolvidos

em 500 pL de uma solugdo aquosa de Tween 80 a 1 % (g.mL™"), resultando em
solucdes das quais se removeram aliquotas de 200uL para serem misturadas a 40
uL de uma suspensio de esporos de A. ochraceus a 5,0 x 10° esporos/mL. Nas
cavidades de placa Elisa de 96 cavidades, previamente esterilizada e carregada
com 200 pL de meio de cultura CYA autoclavado (500 mL de agua destilada,
0,5 g de K,HPOy4, 5 mL de concentrado Czapeck, 0,5 mL de solugdo de metais
Czapeck, 2,5g de extrato de levedura, 15 g de sacarose e 7,5 g de Agar
bacteriologico) em cada cavidade, foram acrescentados 20 pL das suspensdes de
amostras a serem avaliadas mais os esporos. Apds 48 horas a 25 °C, com
fotoperiodo de 12 h, em uma cémara de germinacdo artificial, as amostras que
preveniram o crescimento fingico segundo avalia¢do visual foram consideradas
ativas. Este experimento foi realizado em duplicata, usando solu¢do aquosa de
Tween 80 a 1 % (g/mL) como controle negativo e solu¢do aquosa de cloreto de

benzalconio a 1,0 g/mL como controle positivo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Fracionamento da frac&o soltvel em metanol (RC1-07-02)

6.1.1 Fracionamento de RC1-07-02 por cromatografia liquida em coluna de
resina de poliestireno Amberlite XAD-16
Dentre as varias fragdes obtidas apos eluicdo de RC1-07-02 (Tabela 4)

através de coluna de Amberlite XAD-16, conforme descrito no item 5.2.1,
optou-se por ndo trabalhar com a denominada RC1-45-02 (fracdo aquosa, Tabela
1), pois segundo a experiéncia adquirida pelo Grupo de Pesquisas em Produtos
Naturais do DQI/UFLA com o estudo de outras plantas, a maior parte do
conteudo de tal fragdo deveria ser composta por carboidratos, que ndo eram o
alvo do presente trabalho. Dentre as outras fragdes, a de cddigo RC1-45-03
apresentava a maior massa, sendo por isto, submetida a analise cromatografica

em CLAE-DAD com a coluna analitica conforme descrito no item 5.2.2.

TABELA 1 Fragdes resultantes do fracionamento por cromatografia em coluna
de resina de poliestireno-divinilbenzeno Amberlite XAD-16 da
fra¢do solivel em metanol (RC1-07-02).

Fracao eluida da Cddigo da fracao Massa
coluna resultante (mg)
Agua RC1-45-02 1257,9
Metanol RC1-45-03 1978,9
acetato de etila RC1-45-04 602,0
Hexano/ Acetato de etila RC1-45-05 214,8
3:1)
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6.1.2 Andlise em CLAE-DAD analitico da fracdo RC1-45-03

Observou-se a presenca de varias substancias (Figura 1) com o perfil de
flavonoides segundo os espectros de ultravioleta obtidos. Em decorréncia,
procedeu-se a novo fracionamento conforme descrito nos itens 3..2.2 e 3.2.3.
Como a massa da fracdo era muito elevada para a coluna semi-preparativa
disponivel para o fracionamento em CLAE-DAD, optou-se pela realizacdo de

um fracionamento em coluna de silica-C18 em bancada.

AU
65-[Extract-215nm, 4nm (L.00)
(Ch1-254nm,4nm (1.00

(Ch2-315nm, 4nm (1.00)

60-]
55-]
50

459

404

FIGURA 1 Cromatograma da fragdo RCI1-45-03, obtido durante andlise em
CLAE-DAD equipado com coluna analitica de silica-C18.
Gradiente MeOH/H,O: MeOH 0 % 3 min, MeOH 0 % — MeOH
100 % 27 min, MeOH 100 % 10 min. Fluxo: 0,75 mL/min.
Comprimentos de onda monitorados: 215, 254, 315 e 340 nm.
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6.1.3 Fracionamento de RC1-45-03 por cromatografia liquida em coluna de
silica-C18
Analises em CLAE-DAD das fragdes provenientes do fracionamento por

cromatografia em coluna de RC1-45-03 (item 5.2.3; Tabela 2) permitiram
observar que aquelas denominadas RC1-129-03, RC1-129-06 ¢ RC1-129-08
possuiam boas relagdes massa/complexidade, tendo sido submetidas a novos

fracionamentos conforme descrito nos itens 5.2.4, 5.2.5 e 5.2.6.

TABELA 2 Fragdes resultantes do fracionamento por cromatografia em coluna
de silica-C18 da fracdo RC1-45-03

Fracdo eluida da coluna  Cddigo da fracdo resultante Massa (mg)

3-5 RC1-129-01 133,2
6-8 RC1-129-02 20,1
9 RC1-129-03 497,9
10 RC1-129-04 362,2
11 RC1-129-05 121,3
12-13 RC1-129-06 97,5
14 RC1-129-07 55,9
15-17 RC1-129-08 111,1
18-20 RC1-129-09 269,3
21-23 RC1-129-10 28,0

6.1.4 Fracionamento de RC1-129-03 em CLAE-DAD preparativo

Tendo como objetivo principal purificar as substancias correspondentes
aos picos com tempos de reten¢do de 11 min e 16,5 min (Figura 2), submeteu-se
a fragdo RC1-129-03 a fracionamento em CLAE-DAD preparativo, sendo obtido

o cromatograma mostrado na Figura 3.
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FIGURA 2 Cromatograma da fragdo RC1-129-03, obtido durante analise em
CLAE-DAD equipado com coluna analitica de silica-C18.
Gradiente MeOH/H,0: MeOH 35 % 10 min, MeOH 35 % —
MeOH 100 % 0,10 min, MeOH 100 % 15 min. Fluxo: 0,75
mL/min. Comprimentos de onda monitorados: 215, 254, 315 e
340 nm.

RC1-118-03-01

1250 RC1-129-03-03

RC1-118-03-02

/

1000

s

B0

L L L D D I
oo 5 5l Th 100D 125 5 175 min

FIGURA 3 Cromatograma da fragdo RC1-129-03, obtido durante fracionamento
em CLAE-DAD equipado com coluna semi-preparativade silica-
C18. Gradiente MeOH/H,0: MeOH 35 % 10 min, MeOH 35 % —
MeOH 100 % 0,10 min, MeOH 100 % 15 min. Fluxo: 15 mL/min.
Comprimentos de onda monitorados: 215, 254, 315 e 340 nm.
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Dentre as trés fragdes obtidas, ficou claro no cromatograma (Figura 3)
que a primeira e a ultima fragdo ndo se tratavam de substincias puras. Ja aquela
denominada RC1-129-03-02, com massa apresentada na Tabela 3, foi analisada
em CLAE-DAD com coluna analitica, o que permitiu observar a presenga de

apenas um pico no cromatograma correspondente (Figura 4).

TABELA 3 Dados obtidos para as fragdes da amostra RC1-129-03

Cadigo Fracgéo Tempo de Massa (mg)
retencdo (min)
RC1-129-03-01 1 3,48-7,50 114,3
RC1-129-03-02 2 7,50-10,83 16,1
RC1-129-03-03 3 16,66-18,26 334,6
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FIGURA 4 Cromatograma da fragdo RC1-129-03-02, obtido durante analise em
CLAE-DAD equipado com coluna analiticade silica-C18. Gradiente
MeOH/H,0: MeOH 10% 3 min, MeOH 10 % — MeOH 100 % 17
min, MeOH 100 % 5 min. Fluxo: 0,75 mL/min. A monitorados: 215,
254,315 e 340 nm.

6.1.5 Fracionamento de RC1-129-06 em CLAE-DAD preparativo

Apesar da fracdo RC1-129-06 ndo ter sido a de maior massa durante o
fracionamento de RC1-45-03, o seu perfil cromatografico (Figura 5) era bastante
simples, o que motivou o seu fracionamento em CLAE-DAD. Os alvos
principais eram as substancias correspondentes aos picos em 9 min ¢ 11 min
(Figura 5). Inicialmente, pensou-se também na possibilidade de se isolar as
substancias correspondentes aos picos em 4 min € 21 min, mas como pode ser
observado no cromatograma obtido durante o fracionamento (Figura 6), o tltimo
pico parecia devido a mais de uma substancia, o que também foi verificado para
o pico em 11 min. J& para o primeiro pico, a massa de material corresponente era

muito pequena (Tabela 4). Apesar da massa ser menor que a esperada, a fragdo
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RC1-129-06-03 (Tabela 4) se mostrou pura segundo analise em CLAE-DAD

equipado com coluna analitica (Figura 7).
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300
200
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FIGURA 5 Cromatograma da fragdo RC1-129-06, obtido durante analise em
CLAE-DAD equipado com coluna analitica de silica-C18.
Gradiente MeOH/H,0: MeOH 50 % 11 min, MeOH 50 % —
MeOH 100 % 0,10 min, MeOH 100 % 9 min. Fluxo: 0,75
mL/min. Comprimentos de onda monitorados: 215, 254, 315 e
340 nm.
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FIGURA 6 Cromatograma da fragdo RC1-129-06, obtido durante fracionamento
em CLAE-DAD equipado com coluna semi-preparativa de silica-
C18. Gradiente MeOH/H,O: MeOH 50 % 11 min, MeOH 50 % —
MeOH 100 % 0,10 min, MeOH 100 % 9 min. Fluxo: 15 mL/min.
Comprimentos de onda monitorados: 215, 254, 315 e 340 nm.

TABELA 4 Dados obtidos para as fragdes da amostra RC1-129-06

Cédigo Fracao Tempo de Massa (mg)
retencdo (min)
RC1-129-06-01 1 2.39-5.25 2,5
RC1-129-06-02 2 5.25-8.63 18,3
RC1-129-06-03 3 8.63-9.12 4,6
RC1-129-06-04 4 9.12-9.63 18,6
RC1-129-06-05 5 9.63-10.78 32
RC1-129-06-06 6 12.48-18.94 48,4
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FIGURA 7 Cromatograma da fragdes RC1-129-06-03, obtido durante analise em
CLAE-DAD equipado com coluna analitica de silica-C18.
Gradiente MeOH/H,O: MeOH 45 % 15 min, MeOH 45 % —
MeOH 100 % 0,1 min, MeOH 100 % 10 min. Fluxo: 0,75 mL/min.
A monitorados: 215, 254, 315 ¢ 340 nm.

6.1.6 Fracionamento de RC1-129-08 em CLAE-DAD preparativo

Ao se fracionar a fragdo RC1-129-08 o alvo principal era a substancia
correspondente ao pico em 6,5 min (Figura 8), que ja parecia corresponder a
grande parte da fracdo. Para tanto, fizeram-se varias inje¢des seqiienciais no

CLAE-DAD e coletou-se sempre o pico de maior intensidade (Figura 9).
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FIGURA 8 Cromatograma da fracdo RC1-129-08, obtido durante analise em
CLAE-DAD equipado com coluna analitica de silica-CI18.
Gradiente MeOH/H,0: MeOH 65 % 15 min, MeOH 65 % —
MeOH 100 % 0,10 min, MeOH 100 % 10 min. Fluxo: 0,75
mL/min. Comprimentos de onda monitorados: 215, 254, 315 e

340 nm.
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FIGURA 9 Cromatograma da fragdo RC1-129-08, obtido obtido durante o seu
fracionamento em CLAE-DAD equipado com coluna
semipreparativa de silica-C18. Isocratica MeOH/H,O: MeOH 65 %
11 min. Fluxo: 15 mL/min. Comprimentos de onda monitorados:
215, 254, 315 e 340 nm. Foram feitas inje¢cdes da amostra a cada 2,5

minutos.
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Por se mostrar pura segundo analise em CLAE-DAD (Figura 10), a
fragdo RC1-129-08-01, com massa de 40,7 mg, foi analisada pelo emprego de

métodos espectrométricos.
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FIGURA 10 Cromatogramas da fragdo RC1-129-08-01, obtido durante analise
em CLAE-DAD equipado com coluna analitica de silica-C18.
Isocratica MeOH/H,O: MeOH 65 %. Fluxo: 0,75 mL/min.
Comprimentos de onda monitorados: 215, 254, 315 e 340 nm.

6.2 Elucidacéo estrutural das substancias isoladas

As substancias isoladas da fragdo solivel em metanol do extrato
metanolico de V. brasiliensis, RC1-129-03-02, RC1-129-06-03 e RC1-129-08-
01, foram analisadas por espectrometria de massas (EM) e de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e de "°C, conforme descrito nos itens 5.3.2 e

5.3.3.
6.2.1 Elucidacéo estrutural da fragdo RC1-129-03-02 (epicatequina)

No espectro de massas obtido no modo positivo (Figura 102A, pagina

229) foi observado um pico em m/z 291 dalton, que foi atribuido a [M+H]".
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Verificou-se também que o ion podia ser fragmentado para gerar quatro sinais.
Um deles, em m/z 279 dalton, correspondia a perda de 18 dalton, que foi
atribuida a perda de uma molécula de agua. Os outros trés fragmentos, com m/z
165, 139 e 123 dalton, eram coerentes com os dados da literatura para a
fragmentagdo dos flavondides epicatequina e catequina (Ek et al., 2006). Estes
dados eram semelhantes aos encontrados para a fragdo RC1-117-02, identificada
como epicatequina no item 4.4.3, do capitulo 2 da presente tese.

Tal como a epicatequina, a fracdo RC1-129-03-02 apresentava, no
espectro de RMN de 'H (Figura 89A, pagina 217), sinais em & 6,85 ppm,
0 6,64 ppm, 3 5,89 ppm e J 5,71 ppm, que foram atribuidos aos atomos de
hidrogénios aromaticos (Tabela 5).

Os sinais dos atomos de hidrogénio das posigdes 2 ¢ 3 do nucleo
flavondide sdo de extrema importidncia para diferenciar a epicatequina da
catequina, pois para a primeira estes sinais se encontram em 6 4,74 ppm ¢ o 4,00
ppm respectivamente. Ja para a catequina, encontram-se em 6 4,54 ppm e 6 3,52
ppm, respectivamente (Watanabe, 1998). Para o composto isolado, RC1-129-03-
02, estes sinais se encontravam em 0 4,72 ppm e 6 4,00 ppm, indicando tratar-se
da epicatequina.

Os resultados acima mencionados foram corroborados pelo
deslocamento quimico do carbono da posi¢do 2 da amostra RC1-129-03-02 (76
ppm), pois segundo Souza et al. (2008) o mesmo atomo de carbono da catequina
e da epicatequina tem deslocamento quimico de 84 e 76 ppm, respectivamente.

A epicatequina é muito conhecida, tendo sido isolada de diferentes
espécies. Como exemplo se pode citar Vismia guianensis (Aubl.) Seem.
(Gonzales Gonzales et al., 1980), Allanblackia monticola Mildbr. Ex Engl.
(Ngouela et al.,, 2005), 4. gabonensis Bamps (Azebaze et al., 2008),
Calophyllum brasilienses Cambess. (Pretto et al., 2004), Mesua ferrea L. (Singh
et al., 1993) e Vangueria infausta Burch. (Mbukwa et al., 2007). Neste ultimo
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trabalho sdo mostrados dados que comprovam a atividade da epicatequina contra
Candida albicans e C. mycoderma, além da atividade antioxidante desta

substancia (Mbukwa et al., 2007).
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TABELA 5 Deslocamentos quimicos (ppm), nimero de hidrogénios, multiplicidade dos sinais (s: simpleto; d: dupleto; ¢:
tripleto; dd: duplo dupleto; m: multipleto) e constantes de acoplamento (J) em Hz, obtidos em DMSO-d; por
ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (‘H) e de carbono treze (*°C) da fragio RC1-129-03-02
e da epicatequina (Watanabe, 1998).

TH
T,/sl\T./OH
N R\l
O ]
6\5/10\4/3 o
OH
RC1-129-03-02 Epicatequina RC1-129-03-02
H 'H Ref. B¢ HMBC COSY
2 4,73 (1H, s) 474 (1H, s) 78,1 (CH) C2’,C3’,C6, C4 H4a, H4b
3 4,00 (1H, s) 3,99 (1H, m) 64,9 (CH) C4 H2, H4a, H4b
4a 2,68 (1H, dd, J= 4.4; 16,4 Hz,) 2,46-2,71 (2H, m) 28,2 (CH2) 2 H3
4b 2,47 (%) 2,46-2,71 (2H, m) 28,2 (CH2) 2 H3
5 156,2 (C)
6 5,71 (1H, d, J= 2 Hz) 5,73 (1H, d, J= 2 Hz) 94,1 (CH) Cs8 HS
7 155,8 (C)
8 5,89 (1H, d, J= 2 Hz) 5,89 (1H, d, J=2 Hz) 95,1 (CH) C6 H6
9 156,5 (C)
10 98,5 (C)
1’ 130,6 (C)
2’ 6,67 (2H, m) 6,68 (2H, d, J= 8 Hz) 114,8(CH) C2.C3°, C6’
3’ 1444 (C)
4 144,5 (C)
5 6,90 (1H, 1) 6,89 (1H, d, J= 8 Hz) 114,9(CH) C2,C2°,C3
6 6,67 (2H, m) 6,68 (2H, d, J= 8 Hz) 118,0 (CH) C2,C3, C6’




6.2.2 Elucidacéo estrutural da fracdo RC1-129-06-03 (vitexina)

No espectro de RMN de 'H (Figura 105A, pagina 231) de RC1-129-06-
03, dois sinais em 6 7,94 ppm (d, J= 8,5 Hz, H2’ ¢ H6’) e o 6,88 (d, J= 8,5 Hz,
H3’ e H5’) sugeriam um anel B de flavondides tipo A,;B,. Além disso, dois
simpletos observados em 6 6,66 ppm e 6 6,18 ppm foram atribuidos a atomos de
hidrogénio nas posi¢des 3 e 6 do nucleo do flavonoide, respectivamente. O sinal
em O 4,69 ppm foi atribuido ao hidrogénio anomérico da glicose. Notavam-se
também, outros sinais que foram atribuidos a uma unidade glicosidica (Tabela
6).

No espectro de °C (Figura 108A, pagina 234), o carbono da carbonila
foi detectado em & 181,6 ppm, enquanto e os outros sinais de carbonos sp” se
encontravam entre 6 95,0 ppm e 3 165,0 ppm. Apesar dos sinais referentes aos
deslocamentos dos carbonos 10, 6 e 17, para a vitexina, ndo poderem ser
observados no espectro de RMN de "C, eram nitidamente detectados nos
experimentos bidimensionais de correlagdo a curta (HMQC) e longa distancia
(HMBC) entre 'H ¢ °C (Figuras 123A a 126A, paginas 247 a 250). Logo, todos
os dados de RMN indicavam que a fragdo RC1-129-06-03 se tratava de um
flavonoide C-glicosidico, com os seis sinais de carbono sp® da porgio glicosidica
fornecendo sinais em & 81,6 ppm, & 78,7 ppm, & 73,4 ppm, & 70,9 ppm, & 70,5
ppme d 61,2 ppm.

Desse modo, a interpretagdo dos dados dos espectros de RMN levou a
atribui¢do da estrutura do flavondide glicosilado vitexina a substancia isolada, o
que estava em pleno acordo com os dados apresentados na literatura (Krafczyk
& Glomb, 2008). Tais resultados foram corroborados pelas analises por
espectrometria de massas (Figuras 116A e 117A, pagina 242), ja que foram
obtidos picos com m/z 431 dalton [M — H]" no modo negativo e m/z 433 dalton

[M + H]" no modo positivo.
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TABELA 6 Deslocamentos quimicos (ppm), nimero de hidrogénios, multiplicidade dos sinais (s: simpleto; d: dupleto; t:
tripleto; dd: duplo dupleto; m: multipleto) e constantes de acoplamento (/) em Hz, obtidos em DMSO-d; por
ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio ('H) e de carbono treze (**C) da fragio RC1-129-06-03
e da vitexina (Krafczyk & Glomb, 2008).

M f—on

HO/!JOH H \o
H/ /H ’
2" —1' ,
o H/\ L
H°\7©8\9/0\2/1\:2/3
6\5/10\4/3
L
OH (0]
RC1-129-06-03 Vitexina
'H 3c 'H Ref. B3C Ref.
2 163,5 163.,9
3 6,66 (1H, s) 102,2 6,70 (1H, s) 102,4
4 181,6 182,0
5 155,9 156,0
6 6,18 (1H, s) 98,1 6,22 (1H, s) 98,1

...continua...
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7

8

9

10
1’
2
3
4
5
6’
1
o
3»
4
57
6”

7,94 (2H, d, J = 8,5 Hz)
6,88 (2H, d, J= 8,5 Hz)

6,88 (2H, d, J = 8,5 Hz)
7,94 (2H, d, J = 8,5 Hz)
4,69 (1H, d, J = 10,0Hz)

3,86 (1H, dd, J=9,0; 9,0 Hz)

3,28 (2H, m)

3,37 (1H, dd, J=8,7; 8,7 Hz)

3,28 (2H, m)

3,76 (1H, d, J= 11,0 Hz) e 3,53 (1H, dd,

J=5,7; 11,7 Hz)

163,5
104,6
160,3
103,0
121,5
128,7
115,1
161,1
115,1
128,7
73,4
70,9
78,7
70,5
81,6

61,2

8,01 (2H, d, J= 8,7 Hz)
6,87 (2H, d, J= 8,7 Hz)

6,87 (2H, d, J= 8,7 Hz)

8,01 (2H, d, J= 8,7 Hz)

4,67 (1H, d, J= 9,8 Hz)

3,81 (1H, ¢, J=9,7 Hz)
3,29 (1H, m)

3,37 (1H, £, J=9,2 Hz)
3,23 (1H, m)

3,75 (1H, dd, J=2,2; 11,9 Hz) e 3,51 (1H, dd,

J=6,0; 11,7 Hz)

162,5
104,0
160,4
104,6
121,6
128,9
115,8
161,1
115,8
128,9
73,3
70,8
78,6
70,5
81,8

61,3




Apesar de a substancia ja ter sido isolada de Onobrychis montana subsp.
Scardica (Griseb.) P.W. Ball (Godevac et al., 2008), Crataegus pinnatifida var.
major N.E.Br (Liu & Yu, 2006) e Commelina communis L. (Shibano et al.,
2008), este ¢ o primeiro relato da sua produgdo por uma planta do género
Vismia. Encontra-se na literatura relato de atividade da vitexina contra as
bactérias Bacillus subtillis e Aeromonas hydrophila, além de sua atividade

contra Candida albicans (Kuete et al., 2008; Lu et al., 2008).

6.2.3 Elucidacéo estrutural da fragdo RC1-129-08-01 (quercitrina)

No espectro de RMN de 'H da fragio RC1-129-08-01 (Figura 119A,
pagina 243) eram observados sinais em & 7,33 ppm, & 7,28 ppm e & 6,89 ppm,
que foram atribuidos a atomos de hidrogénio do anel B de um flavondide.
Observavam-se também, sinais em & 6,41 ppm e & 6,23 ppm, que foram
atribuidos a atomos de hidrogénio do anel C de um flavonoide. Estes dados
indicavam a que a aglicona do composto isolado se trata de um flavonoide
tetrahidroxilado ou pentahidroxilado. A auséncia de sinais que pudessem ser
atribuidos a atomos de hidrogénio nas posicdes 2 ¢ 3 do anel A indicavam a
presenca de uma dupla ligagdo entre os atomos de carbono 2 e 3, além da
existéncia de uma hidroxila na posi¢do 3. Portanto, este flavondide, na verdade
um flavonol, possuia como aglicona uma 3,5,7,3’4’-pentaidroxiflavona,
conhecida como quercetina (Ek et al., 2006).

A presenca de sinais entre d 3,00 ppm e & 5,50 ppm indicava a presenga
de uma ou mais unidades glicosidicas. A presenca de um sinal em & 0,84 ppm,
que correspondia a trés atomos de hidrogénio, mostrava que provavelmente a
unidade glicosidica ligada a aglicona se tratava de uma ramnose.

O espectro de "*C (Figura 122A, pagina 246) confirmou os dados
encontrados no espectro de RMN de 'H. O carbono da carbonila foi detectado

em & 177,7 ppm e os outros sinais de carbono sp’ foram detectados entre & 98.0

113



e 8 165.0 ppm. E importante salientar que os sinais de carbono das posi¢des 2 e
3 ndo apareciam no DEPT 135°, confirmando que se tratavam de atomos de
carbono de hibridizagdo sp” sem 4tomos de hidrogénio ligados a eles, conforme
mencionado anteriormente. Os atomos de carbono sp® da por¢io glicosidica
tinham deslocamento quimico iguais a 8 101,8 ppm, & 71,2 ppm, & 70,5 ppm, &
70,3 ppm, & 70,0 ppm e & 17,5 ppm, sendo que este ultimo sinal confirmava a
presenga da ramnose.

Comparando-se os dados obtidos no presente trabalho com dados da
literatura (Ek et al., 2006), pode-se concluir que a fragdo RC1-129-08-01 se
tratava do flavondide O-glicosilado Quercetina-3-O-L-ramnose, também
conhecido como quercitrina. Os dados de EM (Figura 129A) confirmaram esta
estrutura, uma vez que foram observados sinas em m/z 447 dalton no modo
negativo, que foram atribuidos a [M-H]".

Apesar de esta estrutura ser conhecida, este ¢ o primeiro relato de tal
substancia no género Vismia. Encontram-se na literatura relatos de atividade da
quercetrina contra as bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis e
Aeromonas hydrophila, além de sua atividade contra Aspergillus niger,
Alternaria alternata, Candida albicans e outros fungos (Kuete et al., 2008; Lu et

al., 2008).
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TABELA 7 Deslocamentos quimicos (ppm), nimero de hidrogénios, multiplicidade dos sinais (s: simpleto; d: dupleto; t:
tripleto; dd: duplo dupleto; m: multipleto) e constantes de acoplamento (J) em Hz, obtidos em DMSO-d; por
ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio (‘H) e de carbono treze (**C) da fragdo RC1-129-08-01
e da quercitrina (Ek et al., 2006).

3 ot
H7" ~—~4—7 ~OH
OH 0 3
R
5 4 O H
or T
7 9 2 2 OH
Hoo e SNo \|1./ \|3./
6' 4'
57 o
RC1-129-08-01 Quercitrina
'H Bc 'H Ref. B3C Ref.
2 157,2 (C) 157,3
3 134,2 (C) 134,0
4 177,7 (C) 178,2
5 161,2 (C) 161,0
6 6,23 (1H, s0) 98,7 (CH) 6,20 (d, J=2,1 Hz) 98,5
7 164,2 (C) 163,9

...continua...
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8
9
10
1’
2
3
4
5
6
17
9
3»
4
57
6”

6,41 (1H, sl)

7,33 (1H, d, J=1,6 Hz)

6,89 (1H, d, J= 8,2 Hz)
7,28 (1H, dd, J= 1,6; 8,2 Hz)
5,28 (1H, s)

4,00 (1H, s7)

3,54 (1H, dd, J=3, 9 Hz)
3,17 (1H, dd, J= 9, 9 Hz)
3,21 (1H, m)

0,84 3H, d, J= 6 Hz)

93,6 (CH)
156,4 (C)
104,0 (C)
120,7 (C)

115,6 (CH)
145.2 (C)
1484 (C)

115,4 (CH)
121,0 (C)

101,8 (CH)
70,0 (CH)

70,3 (CH)

71,2 (CH)

70,5 (CH)

17,5 (CH3)

6,39 (d, J=2,1 Hz)

7,29 (d, J=2,1 Hz)

6,86 (d, J= 8,3 Hz)
7.25 (dd, J= 8,3; 2,1 Hz)
5,25 (d, J= 1,6 Hz)
3,97 (d, J= 3,3 Hz)
3,5 (dd, J= 9,3 Hz)
3,14 (dd, J= 9,4 Hz)
3,2 (m, J= 6 Hz)
0,81 (d, J= 6,1 Hz)

93,5
156,3
104,0
120,7
115,4
144.8
148,1
115,2
120,9
101,6
69,9
70,2
71,0
70,5
17,3




6.3 Teste de verificacdo da atividade antibacteriana do extrato bruto de V.
brasiliensis (RC1-04-01)
Observou-se em testes preliminares realizados com varios extratos

vegetais para a selecdo daqueles com potencial atividade antibacteriana, que
aquele proveniente de diferentes espécies do género Vismia reduzia o
crescimento bacteriano de algumas espécies. Entretanto ndo havia dados a
respeito de atividade antibacteriana de Vismia brasiliensis. Portanto, foram
realizados testes do extrato bruto (RC1-04-01) contra Aeromonas hydrophila
ATCC 7966, Bacillus subtilis ATCC 6633 e Pseudomonas aerugionosa ATCC
27853 (Tabela 8).

TABELA 8 Atividade do extrato bruto de Vismia brasiliensis (RC1-04-01)
contra Aeromonas hydrophila ATCC 7966, Bacillus subtilis
ATCC 6633 e Pseudomonas aerugionosa ATCC 27853.

RC1-04-01 Cloranfenicol
L CIM CBM
Bactéria (Lg/mL)  (ug/mL) CIM (ug/mL)
A. hydrophila 750 750 23,75
B. subtilis 187,5 187,5 47,5
P. aeruginosa * *
S. aureus * * 95

* Nao inibiram o crescimento nas concentragdes testadas. Logo, ndo se realizou o
experimento para determinar CBM.

Observou-se atividade inibitoria do extrato RC1-04-01 apenas para A.
hydrophila e B. subtilis, com CIM de 750 pg/mL e 187,5 pg/mL,
respectivamente. Tal atividade pode ser parcialmente atribuida a presenca das
substancias catequina, vitexina e quercitrina na composi¢do do extrato bruto,

uma vez que sdao encontrados relatos na literatura das atividades destas
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substancias frente a bactérias (Basile et al., 1999; Ogundipe et al., 2001; Sadik et
al., 2003).

6.4 Teste da atividade antifingica do extrato bruto de V. brasiliensis, da
fracdo solavel em metanol (RC1-07-02) e das substancias isoladas da
mesma frente Aspergillus ochraceus

Como mencionado anteriormente, um dos fatores que motivaram o

estudo do extrato bruto de V. brasiliensis foi a atividade antifungica relatada na
literatura para outras espécies do género Vismia (Kuete et al., 2007; Nagen &
Ferreira, 1993). Em decorréncia, realizaram-se estudos preliminares de tal
extrato, 0 que permitiu observar que o mesmo era capaz de impedir o
crescimento do fungo Aspergillus ochraceus, que acarreta a contaminagdo de
graos de café com substancias de elevada toxicidade (Bayman et al., 2002).
Como a fracdo soluvel em metanol de plantas em geral é rica em flavondides,
que sdo substancias com conhecida atividade antifungica (Chiruvella et al.,
2007; Lu et al., 2007; Rao et al. 2007), prop0Os-se trabalhar com esta fracao do
extrato bruto de V. brasiliensis com vistas a isolar flavonoides ou analogos com
atividade contra A. ochraceus. De fato, tanto o extrato bruto quanto a fracdo do
mesmo que era solivel em metanol se mostraram ativas contra o referido fungo
quando empregadas em concentragdo unica, no teste realizado em laboratorio.
De forma analoga, observou-se que as trés substancias isoladas (epicatequina
(RC1-129-03-02), vitexina (RC1-129-06-03) e quercitrina (RC1-129-08-01))
também eram ativas contra o fungo. Os resultados encontrados para as trés
substancias estavam de acordo com dados da literatura, segundo os quais tais
substancias tinham apresentado atividade contra os fungos Helminthosporium
sativa e Candida albicans (Mbukwa et al. 2007; Rao et al., 2007). Os resultados
apresentados deixam 6bvio que o extrato bruto, a sua fracdo solivel em metanol
e as substancias isoladas de tal fragdo eram ativas in vitro contra A. ochraceus.

Logo, apresentaram potencial para uso futuro no desenvolvimento de produtos
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para o controle do referido fungo, o que sugere que novos estudos devam ser
realizados com V. brasiliensis a fim de se averiguar melhor a atividade

antifungica de seus metabdlitos.
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7 CONCLUSAO

O trabalho realizado confirmou a acdo esperada do extrato metandlico
das folhas de Vismia brasiliensis contra bactérias e fungos. Tal atividade era
esperada, pois foram isoladas de outras espécies deste género substancias com
atividades antifungicas e antibacterianas. A fragdo solivel em metanol também
teve sua atividade contra Aspergillus ochraceus comprovada. Esta atividade era
esperada, uma vez que ¢ conhecido que a fracdo metandlica do extrato
metandlico de diversas plantas sdo ricas em flavondides, que se tratam de
substancias com atividade comprovada contra diversos fungos, sejam eles
fitopatogénicos ou patogénicos ao homem.

O estudo fitoquimico da fracao do extrato soluvel em metanol das folhas
de Vismia brasiliensis permitiu a purificacdo e identificagdo de um flavan-3-ol
(epicatequina), uma flavona C-glicosilada (Vitexina) e um flavonol O-
glicosilado (Quercitrina). Todas as trés substancias possuem atividade
antibacterianas e antifungicas descritas na literatura, sendo responsaveis por
parte das atividades antifiingica e antibacteriana do extrato metanolico das folhas

de V. brasiliensis.
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9 CONCLUSOES GERAIS

O extrato metandlico das folhas de Vismia brasiliensis Choisy
(Clusiaceae) se mostrou extremamente promissor para o desenvolvimento de
novos produtos para o controle de pragas e doengas, uma vez que apresentou
atividade contra fungo (A4spergillus ochraceus), bactérias (Aeromonas
hydrophila e Bacillus subtillis) e inseto (bicho mineiro do cafeeiro).

O estudo fitoquimico do referido extrato permitiu um aumento no
numero de informagdes sobre as plantas do género Vismia, ja que foram isoladas
e identificadas duas xantonas, trés flavonoides, uma diidronaftoquinona ¢ um
monoaciléster do glicerol. Todas estas substincias apresentaram atividades
bioldgicas, podendo vir a serem utilizadas como modelos para o
desenvolvimento de novas estruturas quimicas com atividades mais
pronunciadas contra insetos e microrganismos. Destas substancias, uma delas
(vismiofuranoxantona) se trata de uma substancia inédita, com atividade contra
Aspergillus ochraceus, que é um fungo responsavel por perdas na cultura
cafeeira. Experimentos deverdo ser realizados no futuro para avaliar o real
potencial destas substancias e de V. brasiliensis para emprego na obtengdo de
produtos mais eficientes que aqueles atualmente disponiveis para o controle de

insetos, fungo e bactérias causadores de pragas e doencas em geral.
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FIGURA 1A Espectro de RMN de 'H de RC1-112-02 (vismiofuranoxantona) em DMSO-d (600 MHz).



6¢l

@ W o— )
@ e @ P~ /]
= o o =
I~ I~ o w ]
3
\
2"—1"
J |
OH 3—
HO : o 4/ \0
| N Naa 3"
R e \
7 8a 9 2
5 Ny N
. O OH
\ | |
|
.
I |
| i .I
I (L L
J ;
_,_‘,_,..-H'r_' P R
L L L
- =} o
[=} w (]
= th o
T T T T T T T T T T T
750 7.00 G.50

ppm (1)
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FIGURA 14A Espectro de ultravioleta de RC1-112-02 (vismiofuranoxantona),
obtido em metanol durante analise em CLAE-DAD.
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FIGURA 15A Espectro de massas de RC1-112-02 (vismiofuranoxantona) no
modo positivo.
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FIGURA 16A Espectro de massas de RCI-112-02 (vismiofuranoxantona),
obtido no modo positivo, apés fragmentacdo do ion com m/z
327 dalton por impacto com atomos de hélio.
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FIGURA 17A Espectro de massas de RC1-112-02 (vismiofuranoxantona) obtido
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FIGURA 18A Espectro de massas de RC1-112-02 (vismiofuranoxantona) obtido
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dalton por impacto com atomos de helio.
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metanol, durante analise em CLAE-DAD.
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FIGURA 45A Espectro de massas (EM-ES) de RC1-117-02 (epicatequina),
obtido no modo positivo.
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FIGURA 47A Espectro de massas (EM-ES) de RC1-117-02 (epicatequina),
obtido no modo negativo.
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FIGURA 53A Espectro de RMN de "*C de RC1-69-02 (actinoquinona) em CDCls, 126 MHz.
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FIGURA 68A Espectro de RMN de 'H de RC1-89-05 ((Z)-icos-11-enoato de 2,3-diidroxipropila) em CDCls;, 400 MHz.
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FIGURA 86A Espectro de massas (EM-ES) de RC1-89-05 ((Z)-icos-11-enoato
de 2,3-diidroxipropila), obtido no modo positivo.
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FIGURA 88A Espectro de massas (EM-ES) de RC1-89-05 ((Z)-icos-11-enoato
de 2,3-diidroxipropila), obtido no modo positivo, apos
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FIGURA 89A Espectro de RMN de 'H de RC1-129-03-02 (epicatequina) em DMSO-d, 400 MHz.
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FUGURA 92A Espectro de RMN de *C de RC1-129-03-02 (epicatequina) em DMSO-d,, 400 MHz.
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FIGURA 93A Mapa de correlagio heteronuclear de curta distincia (¢gHSQC) "H x C (400 x 100 MHz) de RC1-129-03-
02 (epicatequina) em DMSO-d.
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FIGURA 94A Expansio do mapa de correlagio heteronuclear de curta distincia (gHSQC) 'H x C (400 x 100 MHz) de
RC1-129-03-02 (epicatequina) em DMSO-ds.
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FIGURA 99A Mapa de correlagio homonuclear 'H x 'H (gCOSY) de RC1-129-03-02 (epicatequina) em DMSO-ds, 400
MHz.
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FIGURA 100A Expansio de correlagio homonuclear 'H x 'H (gCOSY) de RC1-129-03-02, (epicatequina) em DMSO-
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FIGURA 101A Espectro de ultravioleta de RC1-129-03-02 (epicatequina),
obtido em metanol durante andlise em CLAE-DAD.
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FIGURA 102A Espectro de massas (EM-ES) de RC1-129-03-02 (epicatequina),
obtido no modo positivo.
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FIGURA 103A Espectro de massas (EM-ES) de RC1-129-03-02 (epicatequina),
obtido no modo positivo, apos fragmentacdo do ion com m/z
291 dalton por impacto com atomos de hélio.
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FIGURA 104A Espectro de massas (EM-ES) de RC1-129-03-02 (epicatequina),
obtido no modo negativo.
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FIGURA 105A Espectro de RMN de 'H de RC1-129-06-03 (vitexina) em DMSO-d, 400 MHz.
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FIGURA 108A Espectro de RMN de "°C de RC1-129-06-03 (vitexina) em DMSO-d,, 100 MHz.
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FIGURA 116A Espectro de massas (EM-ES) de RC1-129-06-03 (vitexina),
obtido no modo positivo.
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FIGURA 117A Espectro de massas (EM-ES) de RC1-129-06-03 (vitexina),
obtido no modo negativo.
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FIGURA 119A Espectro de RMN de 'H de RC1-129-08-01 (quercitrina) em DMSO-dj, 400 MHz.
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FIGURA 120A Expansio de espectro de RMN de 'H de RC1-129-08-01 (quercitrina) em DMSO-ds, 400 MHz.
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FIGURA 121A Expansio de espectro de RMN de 'H de RC1-129-08-01 (quercitrina) em DMSO-ds, 400 MHz.



cob il —

L0 —

8z00s
8€E°0L —
85 0L —
gl L —
GE6'9L —
Zi9es —
$69°96 —
2827101
cLowdl —
FEFSLL —
6C9SLL —

80408 —
gL0LElL
FLLFEL
1916 —
OLFer —
BEFEPlL —
617 asl —
LT LG —
S5 19l

6.2 P9L —
ZL0EL

889 Ll

I
2y 5 B
AN
T \ o Z\ /5
&8 0 N/
£\ _/
/N
0‘4/0 \O
O
N\
\
2

246

50

I
100

I
150

ppm (i)

FIGURA 122A Espectro de RMN de "°C de RC1-129-08-01 (quercitrina) em DMSO-d,, 400 MHz.
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FIGURA 123A Mapa de correlagio heteronuclear de curta distancia (¢HSQC) 'H x "*C (400 x 100 MHz) de RC1-129-
08-01 (quercitrina) em DMSO-dj.
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FIGURA 124A Expansio do mapa de correlagdo heteronuclear de curta distancia (gHSQC) 'H x "*C (400 x 100 MHz) de
RC1-129-08-01 (quercitrina) em DMSO-dg.



61¢

i a5 T -
50
- 100
- OH o 3
- 2 [_A
. H7 ~—4—"~0H
on o Wi :
He | e
WS -
= T/ \‘10/ \‘T/ L 150
7 : : 9 2 2 OH B
vo” NP N \‘1./ \T/ . i
6'\:5./“'\OH L
- 200
_pon‘ it

LI B LA ) L L L O Y I
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 30 2.0 1.0 0.0

ppm -:j".“2]-
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FIGURA 126A Expansio do mapa de correlagdo heteronuclear de longa distancia (¢gHMBC) 'H x "°C (400 x 100 MHz)
de RC1-129-08-01 (quercitrina) em DMSO-dj.
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FIGURA 129A Espectro de massas (EM-ES) de RC1-129-08-01 (quercitrina),
obtido no modo negativo.
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FIGURA 130A Espectro de massas (EM-ES) de RC1-129-08-01, obtido no
modo negativo, ap6s fragmentacdo do ion com m/z 447 dalton

por impacto com atomos de hélio.
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FIGURA 131A Espectro de massas (EM-ES) de RC1-129-08-01, obtido no
modo negativo, apos fragmentacdo do ion com m/z 325

dalton.
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