2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

A espécie foi coletada no Parque Metropolitano do Abaeté, na regido
metropolitana de Salvador, Bahia (Figura 03), sendo identificada pela professora
Maria Lenise S. Guedes e registrada no Herbario “Alexandre Leal Costa” do
Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia, sob o nimero ALCB —
52166.

Figura 15: Vista do Parque Metropolitano do Abaeté (regido proxima a de coleta)

38



2.2 Reagentes e Equipamentos

= Os reagentes utilizados foram das marcas Merck e Vetec, todos de grau
analitico.

= Realizamos as concentragdes dos extratos sob pressdo reduzida em rota-
evaporador BUCHI modelo R-3000.

= Para a trituragdo do caule utilizamos um moinho Thomas Wiley Laboratory
Mill-Model 4.

= Nas separagdes cromatograficas em coluna utilizamos silica gel 60 (70-230
mesh ASTM / 0,063-0,200 mm / 40-63 um, Merck).

= Nas analises por CCDC, utilizamos silica gel 60 GF (90% < 45 um, Merck).
Preparamos as placas cromatograficas espalhando uma suspensao da silica gel
descrita, em dgua destilada sobre placas de vidro de 20 por 20 cm.

= Nas analises por CCDP, utilizamos silica gel 60 PFs4 ¢ 366 (Merck). Preparamos
as placas cromatograficas espalhando uma suspensao da silica gel descrita, em
agua destilada sobre placas de vidro de 20 por 20 cm através de um espalhador
mecanico (Heidelberg), obtendo camadas de 1 mm de espessura.

= (Os cromatogramas em CD foram revelados através de irradiagdo de lampada
ultravioleta em comprimentos de onda de 254 e¢ 366 nm, assim como com
vapores de iodo.

= Obtivemos os espectros de RMN 'H, RMN "*C, DEPT 135, HETCOR e COSY
num espectrometro Varian (GEMINI 300), operando a 300 MHz para
hidrogénio e 75 MHz para carbono, utilizando TMS como referéncia interna e
cloroformio deuterado (CDCl;) como solvente (Nos espectros do acido
arjundlico o solvente utilizado foi a piridina deuterada).

= Para se obter os espectros de massas das substincias contidas nos oOleos

volateis, utilizamos um cromatografo a gas HP 6890 SERIES GC System,
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equipado com uma coluna capilar HP-5MS com 30 m de comprimento e 0,25
mm de didmetro interno e 0,25 pum de espessura de filme, interfaciado com um
detetor seletivo de massas HP 5873 Mass Seletive Detector (70 eV), com
1onizagao por impacto de elétrons.

Para se medir a proporcdo das substidncias contidas nos Oleos volateis
utilizamos um cromatdgrafo a gas HP 5890, com integrador HP 3396 SERIES
II, equipado com uma coluna capilar do tipo DB-17 (OV-17), com 30 m de

comprimento e 0,25 mm de diametro interno e 0,25 um de didmetro de filme .
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2.3 Obtencao dos Extratos

O caule da M. rotundifolia foi seco a temperatura ambiente e triturado (2576
g). Foram feitas trés extracdes sucessivas com hexano. Apos a filtragem e
evaporacao do hexano, obtivemos o extrato hexanico (4,5 g). Em seguida foram
feitas trés extracdes sucessivas com metanol. Apds a filtragem e evaporacao do
metanol, obtivemos o extrato metandlico (78 g). Solubilizamos o extrato
metanolico em uma mistura metanol / d4gua numa propor¢ao de 8:2 (v/v). Num
funil de separacdo, fizemos particdo liquido-liquido com diclorometano, sendo
retiradas trés por¢des da fase diclorometanica. Apos a filtragem e evaporagdo do
diclorometano, obtivemos o extrato diclorometanico (10,4 g). Posteriormente
fizemos nova parti¢do liquido-liquido da fase metandlica, utilizando trés por¢des de
acetato de etila. Apds a filtragem e evaporacdo do acetato de etila, obtivemos o

extrato em acetato de etila (4,9 g) (Figura 04).
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Caule moido
M. rotundifolia

)

i (Trés extragdes sucessivas com metanol) i

|| Sobrenadante || || Caule ||

i (Filtracao) i

|| Residuo solido || || Filtrado ||

I

i (Evaporagdo do solvente a pressdo reduzida) i

|| Metanol recuperado || || Extrato metanélico (78 g) ||

Metanol:Agua 8:2 (v/v)

i (Parti¢do com diclorometano — trés por¢oes) i

|| Fase metanol/agua

|| Fase diclorometanica ||

i (Evaporagao do solvente a pressio reduzida) i

Diclorometano Extrato
recuperado diclorometénico
(10,4 g)

\ 4
i (Particdo com acetato de etila — trés porgdoes) i

|| Fase metanol/agua || || Fase acetato de etila ||

I

i (Evaporagdo do solvente a pressdo reduzida) i

Extrato acetato

Acetato de etila
de etila (4,9 g)

recuperado

Figura 16: Esquema de preparagdo dos extratos diclorometanico e acetato de etila da Myrcia
rotundifolia
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2.4 Obtencio e Analise dos Oleos Volateis

Os 6leos de M. rotundifolia foram obtidos utilizando somente as folhas de
cada espécime que, depois de separadas do caule, foram acondicionadas sob
refrigeracao.

As folhas foram imersas em agua e acondicionadas em baldo de fundo
redondo. Fizemos hidrodestilagdes por cerca de 3 (trés) horas com as folhas do
espécime em cada coleta. Recolhemos ainda porg¢des de 6leo essencial com DCM.

Obtivemos os oleos volateis usando hidrodestilacdo, com uma aparelhagem

de destilacao adaptada do tipo Clevenger (Figura 17).

Figura 17: Aparelhagem adaptada tipo Clevenger (Foto: prof. Miguel Fascio).

Com exce¢ao do oleo essencial obtido da espécie coletada em fevereiro de
2001, cuja massa de oleo obtido foi de 0,51 g em uma massa umida de 400 g de

folhas (rendimento de 0,13 %), os rendimentos dos 6leos obtidos foram baixos, ndo
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sendo possivel com a aparelhagem disponivel realizar as medidas de massa dos
0leos puros.

Com as por¢des de dleo essencial recolhidas com DCM, fizemos injecoes de
luL no cromatografo a gas HP 5890, utilizando-se como gis de arraste o
hidrogénio com fluxo de 1 mL/min. A temperatura de trabalho do detetor de
ionizagdo de chama foi 300 °C, sendo a mistura de gases de queima constituida de
hidrogénio, com fluxo de 30 mL/min; nitrogénio, com fluxo de 30 mL/min e ar
sintético, com fluxo de 300 mL/min. A temperatura do injetor foi mantida em 220
°C durante toda a analise. A programacgdo de temperatura do forno foi feita
iniciando-se com 60 °C, variando-se a uma taxa de 3 °C/min até a temperatura de
240 °C, mantendo-se 10 minutos nesta temperatura .

Para se fazer os espectros de massas das substancias contidas nos oleos
essenciais obtidos, utilizamos um cromatografo a gas HP 6890 SERIES GC
System, interfaciado com um detetor seletivo de massas HP 5873 Mass Seletive
Detector (70 eV). O gas de arraste utilizado foi o hélio, com uma vazao de 1 mL
por minuto.

Os constituintes presentes nos respectivos 6leos foram identificados por
comparagdo dos seus espectros de massas com a base de dados NIST 98 (NIST
Mass Spectral Library, 1998) e com os espectros de massas registrados na literatura
(Adams, 1995; Joulain & Konig, 1998). Fizemos também a comparacao dos indices
de retencao calculados para cada substancia com os tabelados.

Os indices de retengdo foram calculados através de uma modificacdo do
algoritimo proposto por Kovats (Kovats, 1958) como apresentado na expressao I
(Langas, 1993; Dool & Kratz, 1963), utilizando a série homodloga de

hidrocarbonetos lineares de CyoH,( (nonano) a C,sHs4 (hexacosano) como padrdes;
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rx — 'rz

1=100m|—————|+100Z
(D

em que:

t'rz <t'rx <URZ+m;

t’rx = tempo de retencao da substancia X;

t’rz = tempo de reten¢do do hidrocarboneto de menor massa molecular, que
elui imediatamente antes da substancia X;

t’rz +m = tempo de reten¢do do hidrocarboneto de maior massa molecular,
que elui imediatamente depois da substancia X;

m = diferenca entre o numero de atomos de carbono dos dois
hidrocarbonetos envolvidos;

Z = namero de atomos de carbono do hidrocarboneto com tempo de retengao

2
tRZ.
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2.5 Isolamento dos Constituintes Quimicos da Myrcia rotundifolia

2.5.1 Extrato Hexanico

Submetemos o extrato hexanico obtido do caule da M. rotundifolia a uma
coluna cromatografica preparativa em gel de silica (coluna filtrante), utilizando-se
como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila em gradiente crescente de

polaridade, sendo obtidas 20 fragdes (Figura 18).

Caule moido
M. rotundifolia

i (Trés extragdes sucessivas com hexano) i

|| Sobrenadante || || Caule ||
i (Filtragao)
|| Residuo sélido || Filtrado

i (Evaporagao do solvente a pressao reduzida) i

|| Hexano recuperado || || Extrato hexanico (4,5 g) ||

Gradiente crescente: Coluna cromatografica
Hexano / AcOEt

|| Fragdes FHR 1 a FHR 20 ||

Figura 18: Esquema de obtencdo e fracionamento do extrato hexanico da Myrcia rotundifolia
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2.5.1.1 Isolamento da Substancia I

As fracoes FHR 06 ¢ FHR 07 (Substancia I) da coluna filtrante foram

analisadas por CCDC e reunidas (22 mg) (Figura 19).

|| Extrato hexanico (4,5 g) ||

Gradiente crescente: Coluna cromatografica
Hexano / AcOEt

|| Fracdes FHR 1 a FHR 20 ||

|| FHR 06 - 07 ||

l

|| Substancia I (22 mg) ||

Figura 19: Esquema de isolamento da Substancia I
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2.5.1.2 Isolamento da Substancia I1

Nas fragoes FHR 15 a FHR 17, ap6s evaporagao do solvente, observamos a
formacao de cristais. Lavamos os cristais de cada fracao individualmente com
acetona, separando-se a parte soluvel em acetona dos cristais (Figura 20).

Através da analise por CCDC concluimos que as fragdes contendo
substancias soluveis em acetona eram todas iguais, sendo reunidas (168 mg).

Através da analise por CCDC concluimos que as fragdes contendo os cristais
eram todas iguais (Substancia II), sendo reunidas (752 mg).

O ponto de fusdao dos cristais contidos na fragdo FHR 16 est4d na faixa de
234,6 a 239,0 °C. Fizemos recristalizacdo em cloroformio a fim de obtermos

melhores cristais (Figura 20).
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“ FHR 15 a FHR 17 “

(individualmente)

(Lavagem com acetona)

(Cristais) (soluvel em acetona)
Ponto de fusdo
(FHR 16)
ix FHR 15a 17
Reuniao ,
FHR 15aFHR 17 “ (solavel em acetona)

Cristais (752 mg)

l

" Substancia 11 "

“ FHR 15 a FHR 17 “ “ FHR 15a 17 “

Reunido

Figura 20: Esquema de isolamento da Substancia II.
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2.5.1.3 Obtenc¢ao da Mistura das Substancias IIL IV, Ve VI

Selecionamos através de analise por CCDC a fracdo FHR 18 (2,1 g), para
separagao cromatografica em coluna em gel de silica, utilizando-se como eluente
uma mistura de hexano e acetato de etila em gradiente crescente de polaridade,
sendo obtidas 65 fragdes (Figura 21).

Na fragao FHR 18/P15 (17 mg), apds a evaporacao do solvente, observamos
a formacgao de cristais (Substancia II).

Através da analise por CCDC e por RMN 'H concluimos que as fragdes FHR
18/P36 a FHR 18/P40 eram todas iguais, sendo reunidas (229 mg). Submetemos
essas fracoes a uma nova separacdo cromatografica em coluna em gel de silica,
utilizando-se como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila em gradiente
crescente de polaridade, sendo obtidas 60 fragcdes (Figura 21). Através da andlise
por CCDC e por RMN 'H concluimos que as fragdes FHR 18/P36-40/FF27 a FHR
18/P36-40/FF31 eram todas iguais (Substancia III, Substancia IV, Substiancia V
e Substancia VI), sendo reunidas (117 mg) (Figura 21).
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|| FHR 18 (2,1 g) ||

Gradiente crescente: Coluna cromatogréﬁca
Hexano / AcOEt

|| FHR 18/ P36-40 || | FHR 18/P15 (17 mg) |

Coluna cromatografica Gradiente crescente: —
Hexano / AcOEt Substancia 11

“ FHR 18/P36-40/FF27-31 “

A 4

(117 mg)

i

Substancia III, Substancia IV,
Substincia V e Substancia VI

Figura 21: Esquema de isolamento das Substancias III, IV, V e VL
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2.5.2 Extrato Diclorometanico

Submetemos o extrato diclorometanico obtido do caule da M. rotundifolia a
uma coluna cromatografica filtrante em gel de silica, empacotada a seco,
utilizando-se como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila em gradiente

crescente de polaridade, sendo obtidas 16 fracoes (Figura 22).

Extrato diclorometanico (10,4 g)
M. rotundifolia

Gradiente crescente: C ,
oluna cromatografica
Hexano / AcOEt

v
|| Fragoes FAD 1 a FAD 16 ||

Figura 22: Esquema de fracionamento do extrato diclorometanico da M. rotundifolia.
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2.5.2.1 Obtenc¢ao da Mistura das Substancias VII e VIII

Através da anélise por CCDC concluimos que as fracoes FAD 3 e FAD 4
eram iguais, sendo reunidas (970 mg). Estas foram submetidas a um novo
fracionamento através de CC em gel de silica, utilizando-se como eluente uma
mistura de hexano e acetato de etila em gradiente crescente de polaridade, sendo
obtidas 76 fragdes (Figura 23).

Nas fracdoes FAD 3-4/38 a FAD 3-4/56, observamos a formacgao de cristais.
Lavamos os cristais de cada fragdo individualmente com hexano, separando-se a
parte soluvel em hexano dos cristais, de modo andlogo ao que foi feito com as
fracoes FHR 15 a FHR 17 (Figura 20).

Através da analise por CCDC e por RMN de 'H concluimos que as fragdes
contendo cristais eram todas iguais (Substancia II), sendo reunidas (180 mg).

Pela analise por CCDC concluimos que as fragdes soliiveis em hexano FAD
3-4/38 até¢ FAD 3-4/45 eram iguais, sendo reunidas (436 mg).

Através da analise por CCDC e por RMN de 'H concluimos que as fragdes
soltiveis em hexano FAD 3-4/46 at¢ FAD 3-4/56 eram iguais, sendo reunidas (139
mg). Em seguida fez-se particdo com metanol, separando-se a parte insoluvel em
metanol (41 mg) da parte solivel no mesmo (91 mg — Substancia VII e

Substancia VIII) (Figura 23).
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| FAD3aFAD4 (970 mg) |

Gradiente crescente: Coluna cromatografica
Hexano / AcOEt

|| FAD 3-4/1 a FAD 3-4/74 ||

'

|| FAD 3-4/38 a FAD 3-4/ 56 ||

(Lavagem com hexano)

Cristais (180 mg) (soltivel em hexano)

} i

|| Substéncia Il " FAD 3-4/46 a FAD 3-4/56
soluvel em hexano (139 mg)

| '

FAD 3-4/46 a FAD 3-4/56 FAD 3-4/46 a FAD 3-4/56
Insoltvel em metanol Solavel em metanol (91 mg)

:

|| Substncia VII + Substincia VIII ||

“ FAD 3-4/38 a FAD 3-4/56 “ “ FAD 3-4/38 a FAD 3-4/56 “

Figura 23: Esquema de isolamento das Substancias I1, VII e VIII.
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2.5.2.2 Isolamento da Substincia IX

Através da anélise por CCDC e por RMH 'H, concluimos que as fragdes
FAD 13 e FAD 16 eram iguais, sendo reunidas (5,7 g). Estas foram submetidas a
um novo fracionamento em coluna cromatografica filtrante em gel de silica,
utilizando-se como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila em gradiente
crescente de polaridade, sendo obtidas 12 fragdes (Figura 24).

Pela analise por CCDC e por RMH 'H, concluimos que as fragdes FAD 13-
16/B1 at¢ FAD 13-16/B12 eram iguais, sendo reunidas (3,5 g). Estas foram
submetidas a um novo fracionamento em CCP em gel de silica, utilizando-se como
eluente uma mistura de hexano e acetato de etila em gradiente crescente de
polaridade, sendo obtidas 26 fragdes (Figura 24).

Nas fracoes NPS 19 a NPS 23, fizemos extracdo com cloroférmio,
separadamente. Através de analise por CCDC e por RMH 'H, concluimos que as
fracdes NPS 19 a NPS 23 solaveis em cloroférmio eram iguais, sendo reunidas e as
fracoes NPS 19 a NPS 23 insoluveis em cloroférmio eram iguais (Substancia 1X),

sendo também reunidas (713 mg).
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FAD 13aFAD 16 (5,7 ) |

Gradiente crescente: Coluna cromatografica
Hexano / AcOEt
A 4
|| FAD 13-16/B1 - FAD 13-16/B12 (3,5 g) ||

Gradiente crescente: Coluna cromatografica
Hexano / AcOEt

Y
NPS 19-23 || @@ﬂ

Cloroformio ﬂ

NPS 19 — 23 soluvel NPS 19 — 23 insolavel
em cloroférmio em cloroférmio (713mg)

'

|| Substiancia IX ||

Figura 24: Esquema de isolamento da Substancia IX.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Constituintes Quimicos Isolados

A partir do caule da Myrcia rotundifolia, através do procedimento
experimental descrito anteriormente (p. 47-56), foram isoladas as seguintes

substancias (Figura 25):

Substancia I: ESQUALENO
Substancia II: FRIEDELINA
Substancia III: B-SITOSTEROL
Substancia IV: ESTIGMASTEROL
Substancia V: LUPENONA

Substancia VI: ACIDO BETULINICO
Substancia VII: LUPEOL

Substancia VIII: B-AMIRINA
Substancia IX: ACIDO ARJUNOLICO
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Esqualeno

Figura 25: Estruturas das substancias identificadas no caule de M. rotundifolia
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3.1.1. Identificacio e Determinacao Estrutural dos Constituintes Quimicos
Isolados

3.1.1.1 Identificacdo da Substancia I: ESQUALENO (Figura 26)
3 8 13

Figura 26: Estrutura do esqualeno

O espectro de RMN de 'H (Figura 27) apresentou sinais importantes na
1dentificacdo da Substancia I:

e Multipleto entre 5,10 e 5,14 ppm, sugerindo a presengca de hidrogénios
olefinicos;

e Multipleto entre 1,98 e 2,07 ppm, sugerindo a presenca de grupos
metilénicos ligados a carbonos olefinicos;

e Singleto em 1,68 ppm, atribuido a grupos metilicos ligados a carbonos
olefinicos;

e Singleto em 1,60 ppm, atribuido a 4gua associada ao cloroférmio deuterado,
utilizado como solvente;

e Singleto em 1,26 ppm, sugerindo a presenca de grupos metilénicos;

Os espectros de RMN de “C (Figura 28) e¢ DEPT 135° (Figura 29)
apresentaram sinais importantes que contribuiram para a identificagdo da

Substancia I;

e Sinais em 135,10; 134,89 e¢ 131,20 ppm, atribuidos a carbonos olefinicos,
que por compara¢do com o espectro de DEPT 135°, constatamos que se

tratavam de carbonos nao hidrogenados;
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e Sinais em 124,44; 124,34 ¢ 124,31 ppm, atribuidos a carbonos olefinicos,
que por comparagdo com o espectro de DEPT 135°, constatamos que se
tratavam de carbonos metinicos.
e Sinais em 39,76; 39,73; 29,69; 28,29; 26,80 e 26,70 ppm, que por
comparagdo com o espectro de DEPT 135°, constatamos que se tratavam de
carbonos metilénicos. O sinal em 29,69 ppm foi atribuido a presenca de
material graxo contaminando a amostra;
e Sinais em 25,65; 17,65; 16,03 e 15,99 ppm, que por comparacdo com o
espectro de DEPT 135°, constatamos que se tratavam de carbonos metilicos;
Como foram observados apenas quinze sinais no espectro de RMN de "°C,
inicialmente poderia sugerir que tratava-se de um sesquiterpeno. Nao obstante,
apés a diluigdo da amostra em cloroférmio P.A., fizemos uma inje¢do num
cromatografo a gas e em seguida no aparelho de CG-EM, sendo obtido seu espectro
de massas (Figura 30). No espectro de massas pudemos observar o pico do ion
molecular em m/z 410, compativel com uma substancia de férmula molecular
CsoHso.

Através da analise dos espectros de RMN de 'H, de "*C, DEPT 135° ¢
espectro de massas da substancia, e por compara¢do dos dados encontrados na
literatura (Sozzani & Disilvestro, 1988) constatamos que a Substincia I ¢ o

triterpeno esqualeno.
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Tabela 03: Dados de °C RMN do ESQUALENO [75 MHz, CDCl;, & (ppm)]

C ESQUALENO
1 25,65
2 131,20
3 17,65
4 124,44
5 26,80°
6 39,76
7 134,88
8 16,03°
9 124,31°
10 26,70°
11 39,76
12 135,10
13 15,99°
14 124,34
15 28,29

*0¢ Estes sinais podem estar trocados
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Figura 28: Espectro de RMN "°C do ESQUALENO
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Figura 30: Espectro de massas do ESQUALENO
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3.1.1.2 Identificacao da Substancia II: FRIEDELINA (Figura 31)

Figura 31: Estrutura da FRIEDELINA

O espectro de RMN de 'H (Figura 32) apresentou sete singletos em 0,72;
0,86; 0,88; 0,95; 0,99; 1,04 ¢ 1,17 ppm, indicando a presenga de sete grupos
metilicos na molécula, sugerindo tratar-se a mesma de um triterpeno. O espectro
apresentou ainda um multipleto entre 2,20 e 2,39 ppm, indicando a presenga de trés
hidrogénios a-carbonilicos, além de sinais entre 1,25 e 1,98 ppm, indicando a
presenca de hidrogénio metilénicos e metinicos na molécula.

O espectro de RMN de "C (Figura 33) apresentou sinais importantes na
1dentificacdo da substancia:

Sinal em 213,0 ppm, indicando a presenc¢a de carbono cetonico;

Sinal em 6,8 ppm, indicando a presenca de um grupo metilico bastante
protegido. Essa protecao foi atribuida ao efeito y-gauche da carbonila.

A comparacao dos dados espectrais obtidos com os dados encontrados na
literatura (Akihisa et al, 1992) permitiu identificar a Substancia II como sendo o

triterpeno FRIEDELINA.
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Tabela 04: Dados de RMN de "°C da FRIEDELINA [75 MHz, CDCl,, §

(ppm)]

C FRIEDELINA
1 22,3
2 41,5
3 213,2
4 58,2
5 42,1
6 41,3
7 18,2
8 53,1
9 37,4
10 59,4
11 35,6
12 30,5
13 39,7
14 38,3
15 32,4
16 36,0
17 30,0
18 428
19 35,3
20 28,1
21 32,7
22 39,2
23 6,8
24 14,6
25 17,9
26 20,2
27 18,6
28 32,1
29 35,0
30 31,8
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Figura 33: Espectro de RMN de °C da FRIEDELINA
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3.1.1.3 Identificacdo das Substancias III (B-SITOSTEROL), 1V
(ESTIGMASTEROL), V (LUPENONA) e VI (ACIDO BETULINICO)
(Figura 34)

Acido betulinico Lupenona

Figura 34: Estruturas das Substancias B-SITOSTEROL, ESTIGMASTEROL, ACIDO
BETULINICO e LUPENONA

O espectro de RMN de 'H (Figura 35) apresentou singletos em 0,66; 0,79;
0,81; 0,83; 0,84; 0,86; 0,87; 0,90; 0,92 e 0,99 ppm, atribuido aos grupos metilicos
das substancias presentes na da mistura. Observamos também um singleto em 1,26
ppm, atribuido a presenca de material graxo na mistura.

Entre 1,27 ppm e 2,40 ppm observamos multipletos, atribuidos aos

hidrogénios dos grupos metinicos € metilénicos da molécula.
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Um multipleto em 5,31 ppm foi atribuido aos hidrogénios olefinicos do -

sitosterol e do estigmasterol no carbono C-5 das respectivas moléculas.

Em 4,71 e 4,58 ppm, observamos dois singletos largos e de baixa

intensidade, atribuidos a hidrogénios vinilicos, sugerindo a presengca (em

quantidades reduzidas) de substancias com esqueleto carbonico diferente dos

esqueletos dos esterdides B-sitosterol e estigmasterol.

O espectro de RMN de "°C (Figura 36) mostrou sinais que contribuiram na

identificacdao dos quatro principais componentes da mistura:

Sinal em 218,4 ppm atribuido a carbonila em C-3 da lupenona;

Sinal em 181,5 ppm atribuido a carboxila em C-3 do acido betulinico;

Sinais em 150,3; 150,4; 109,6 e 109,7 ppm atribuidos ao carbonos olefinicos
C-20 e C-29 do 4cido betulinico e da lupenona;

Sinais em 140,7 e 121,6 ppm atribuidos ao carbonos olefinicos C-5 e C-6 do
B-sitosterol e do estigmasterol;

Sinal em 79,0 ppm atribuido ao carbono carbindlico C-3 do acido betulinico;
Sinal em 71,7 ppm atribuido aos carbonos carbindlicos C-3 do B-sitosterol e
do estigmasterol,

Sinais entre 57,0 e 11,9 ppm, atribuidos aos outros carbonos metinicos,

metilénicos e metilicos das substancias presentes na mistura;

A anélise dos dados de RMN 'H e de °C e a comparagio destes com a

literatura (Olea & Roque, 1990) permitiu a identificacdo em mistura do -sitosterol

(Macari et al, 1990), estigmasterol (Wright et al, 1978), 4cido betulinico (Siddiqui
et al, 1988) e lupenona (Olea e Roque, 1990);
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Tabela 05: Dados de RMN de "C das Substancias B-SITOSTEROL,
ESTIGMASTEROL, ACIDO BETULINICO ¢ LUPENONA [75 MHz, CDCl;, &

(ppm)]

C B-sitosterol | Estigmasterol Acido Betulinico Lupenona
1. 37,2 37,2 38,7 39,6
2. 31,5 31,5 274 34,2
3. 71,7 71,7 79,0 218.,4
4. 42,3 42,3 38,8 47,3
5. 140,7 140,7 55,2 54,9
0. 121,6 121,6 18,3 19,6
7. 31,5 31,5 34,2 33,5
8. 31,9 31,9 40,8 40,7
9. 50,1 50,1 50,4 49,8
10. 36,1 36,5 37,2 36,5
11. 21,1 21,0 20,9 21,4
12, 39,7 39,9 25,6 25,1
13. 42,3 42,3 38,3 38,1
14. 56,7 56,7 42,5 42,8
15. 24,3 24,3 30,5 274
16. 28,2 28,9 32,2 35,5
17. 56,0 55,9 56,3 42,9
18. 11,8 12,2 46,8 48,2
19, 19,3 19,0 49,2 47,9
20. 37,2 40,6 150,3 150,4
21. 18,7 21,2 29,7 29,7
22, 34,0 138,2 37,1 39,9
23. 26,1 129,7 27,9 26,6
24. 45,8 50,4 15,3 21,0
25. 29,2 29,7 16,0 15,8
26. 19,8 21,2 16,1 15,9
27. 19,2 19,3 14,7 14,5
28. 23,0 25,5 181,5 18,0
29. 11,9 12,1 109,6 109,7
30. - - 19,3 19,3
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Figura 35: Espectro de RMN 'H da mistura de p-SITOSTEROL, ESTIGMASTEROL, ACIDO
BETULINICO e LUPENONA
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Figura 36: Espectro de RMN "°C da mistura de B-SITOSTEROL, ESTIGMASTEROL, ACIDO
BETULINICO e LUPENONA
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Figura 37: Ampliacdo da regido de 50 a4 85 ppm do espectro de RMN '°C da mistura de P-
SITOSTEROL, ESTIGMASTEROL, ACIDO BETULINICO ¢ LUPENONA
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Figura 38: Ampliacdo da regido de 100 a 220 ppm do espectro de RMN *C da mistura de f-
SITOSTEROL, ESTIGMASTEROL, ACIDO BETULINICO ¢ LUPENONA
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3.1.1.4 Identificacio das Substancias VII (LUPEOL), VIII (B-AMIRINA)
(Figura 39)

-amirina

Figura 39: Estruturas das Substancias VII e VIII

O espectro de RMN de 'H (Figura 40) apresentou singletos 0,75; 0,78; 0,82;
0,86; 0,94; 0,96; 0,99; 1,01 e 1,69 ppm, atribuido aos grupos metilicos das
substincias presentes na mistura. Observamos também um singleto em 1,26 ppm,
atribuido a presen¢a de material de natureza graxa na mistura.

Apresentou também um singleto em 1,69 ppm, atribuido aos hidrogénios
metilicos em C-24.

Observamos dois multipletos em 3,2 ppm e em 3,6 ppm, atribuidos aos
hidrogénios a-carbinolicos das substancias.

Observamos um dubleto em 4,57 e 4,67 ppm, atribuido aos hidrogénios
vinilicos da molécula de lupeol. Observamos também um tripleto em 5,17 atribuido
ao hidrogénio olefinico da molécula de B-amirina.

O espectro de RMN de "*C (Figura 41) mostrou sinais que contribuiram na
identificagcdo dos dois componentes da mistura:

e Sinais em 150,9 e 109,3 ppm atribuidos aos carbonos olefinicos do lupeol;
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e Sinais em 145,1 e 121,7 ppm atribuidos aos carbonos olefinicos da [3-
amirina;

e Sinal em 79,0 ppm atribuido aos carbonos carbinodlicos do lupeol e da B-
amirina;

e Sinais em 55,3 ¢ 55,1 ppm atribuidos aos carbonos nao hidrogenados C-5 do
lupeol e da B-amirina, respectivamente;

e Sinais entre 51,0 e 15,0 ppm atribuidos aos outros carbonos sp’ das
moléculas de lupeol e B-amirina.
A andlise dos dados de RMN 'H e de °C e a comparacio destes com a

literatura permitiu a identificagdo em mistura do lupeol (Reynolds et al/, 1986) e da

B-amirina (Mahato & Kundu, 1994).

73



Tabela 06: Dados de °C RMN do LUPEOL e da B-AMIRINA (75 MHz /

CDCl;)
C LUPEOL | B-AMIRINA
1 38,7 38,7
2 27,4 27,3
3 79,0 79,0
4 38.8 38,7
5 55,3 55,1
6 18,3 18,3
7 342 32,7
8 40,8 38,8
9 50,4 47,6
10 37.1 37,4
11 20,9 23,5
12 25,1 121,7
13 38,0 145,1
14 42,7 41,7
15 27,3 26,1
16 35,5 27,9
17 42,9 32,6
18 483 472
19 47,9 46,8
20 150,9 31,0
21 29,8 34,7
22 40,0 37,2
23 28.1 28,0
24 15,4 15,5
25 16,1 15,6
26 15,9 16,9
27 14,5 26,0
28 18,0 28,4
29 109,3 33,3
30 19,3 23,7
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Figura 40: Espectro de RMN 'H da mistura de LUPEOL e B-AMIRINA
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Figura 41: Espectro de RMN °C da mistura de LUPEOL e B-AMIRINA
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3.1.1.5 Identificacdo da Substincia IX (ACIDO ARJUNOLICO) (F igura 42)

Figura 42: Estrutura do ACIDO ARJUNOLICO

O espectro de RMN de 'H (Figura 43) apresentou um singleto em 5,36 ppm,
com integragdo para um hidrogénio, atribuido ao hidrogénio olefinico da
Substancia IX.

Apresentou também um conjunto de sinais em 4,11; 4,05 ¢ 4,02 ppm, com
integracdo para trés hidrogénios, atribuidos aos hidrogénios ligados nos carbonos
carbinolicos C-2 e C-3, e a um dos hidrogénios do C-23 na Substancia IX.
Observamos ainda um dupleto em 3,60 ppm (10,14 Hz), integrando para um
hidrogénio, atribuido ao outro hidrogénio do C-23. Os sinais dos hidrogénios em C-
23 aparecem separados no espectro de RMN de 'H por que esses hidrogénios estio
ligados a um carbono diretamente ligado a um centro quiral, portanto sao
diastereotopicos.

Observamos ainda no mesmo espectro um conjunto de sinais entre 2,20 e
1,20 ppm atribuidos aos outros hidrogénios metinicos e metilénicos da Substancia
IX.

Os espectros de DEPT 135 (Figura 45) e de RMN "°C (Figura 44) mostraram
sinais que foram importantes na identificagdao da Substancia IX:

e Sinal em 179,9 ppm atribuido ao carbono carboxilico em C-28;
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Sinais em 144,5 e 122,1 ppm atribuidos aos carbonos olefinicos,
caracteristicos de insaturacdo entre os carbonos C-12 e C-13 no esqueleto
triterpénico oleanano (Mahato & Kundu, 1994);

Sinais em 77,8; 68,5 ¢ 66,2 ppm atribuido aos carbonos carbinolicos da
Substancia IX; pela anélise do espectro de DEPT 135 concluimos que os
sinais em 77,8 e 68,5 ppm sdo de carbonos metinicos, ao passo que o sinal
em 66,21 ppm de carbono metilénico. O sinal em 77,8 ppm foi atribuido ao
carbono C-3, que apesar de sofrer efeito de desprotecdo pela vizinhanga do
carbono carbinolico C-2 em 3 também sofre efeito de protecdo devido ao
efeito y da hidroxila em C-23. O sinal em 68,5 foi atribuido metinico em C-2.
O sinal em 66,2 ppm foi atribuido ao carbono metilénico C-23, que sofre
efeito y-gauche da hidroxila em C-3. Além disso, observamos um sinal de
carbono metilico em 13,9 ppm, atribuido ao carbono em C-24, que sofre
efeito y-anti da hidroxila em C-23;

Observamos ainda dois sinais de carbonos metinicos em 47,8 ¢ 47,6 ppm.
Como no 4cido oleanolico o sinal do carbono de C-5 estd em 55,2 ppm,
concluimos que um dos dois sinais descritos sdo referentes ao carbono em C-
5, que esta sofrendo um efeito de protecdo do tipo y-gauche. No esqueleto
oleanano hé apenas duas possibilidades, neste caso, do efeito y-gauche em C-
5: a presencga de hidroxila em C-7a ou a presenca de uma hidroxila em C-23;
como o sinal do carbono em C-6 do 4cido oleanolico aparece em 18,3 ppm,
sendo o carbono metilénico mais protegido do espectro, e nds observamos
um sinal de carbono metilénico em 18,2 ppm, concluimos que a hidroxila
encontra-se no carbono C-23 da Substancia IX. Com isso, um dos sinais
acima mencionados (47,8 ou 47,6 ppm) sdo atribuidos ao carbno C-5;

Observamos ainda sinais entre 47,2 ¢ 13,9 atribuidos conforme a Tabela.

77



Pela analise dos espectros de RMN 'H, DEPT 135 ¢ RMN "C e por
comparacdo com os dados encontrados na literatura (Kundu & Mahato, 1993)
pudemos concluir que a Substancia IX trata-se do triterpeno acido 2a.,3[3,23-
trihidroxi-olean-12-en-28-6ico, que por ter sido isolado pela primeira vez de
Terminalia arjuna (Combretaceae) (King et al, 1954), recebeu o nome de acido
arjunolico.

A Terminalia arjuna ¢ uma arvore de 18 a 27 metros de altura muito
abundante na India, pais em que ¢ usada na medicina popular por mais de trés
séculos como ténico cardiaco. Avaliagdes clinicas j4 foram realizadas indicando o
beneficio de sua utilizagdo no tratamento de doengas da artéria coronaria, parada
cardiaca e possivelmente hipercolesteromia (7Terminalia arjuna, 1999). Além disso
ja foram comprovadas atividades antibacteriana (Samy & Ignacimuthu, 2001),
antimutagénica (Kaur et al, 2002) e antioxidante (Chaminda et al, 2001).

Entre os constituintes ativos da 7. arjuna estdao alguns triterpenoides, como o
acido arjunolico, assim como flavonoides, protoantocianidinas e outros (7erminalia
arjuna, 1999).

Foi também isolado de outras espécies do mesmo género: Terminalia, T.
tomentosa (Row & Rao, 1962), T. alata (Anjaneyulu et al, 1986) T. brassii e T.
Complanata (Collins et al, 1992) e T. chebula (Kundu & Mahato, 1993), além de
outros géneros da familia Combretaceae: Combretum leprosum (Facundo et al,
1993). Foi isolado ainda em espécies de outras familias como Elaeagnus oldahmi
da familia Elaeagnaceae (Ruo et al, 1976), Myrianthus arboreus da familia
Urticaceae (Ojinnaka et al, 1984) e Anamirta cocculus da familia Menispermaceae
(Jayasinghe ef al, 1993). Ha relatos do seu isolamento em dois géneros de
Myrtaceae, Syzygium: S. samarangense (Srivastava et al, 1995) e S. cordatum

(Candy et al, 1968) e Eucalyptus perriniana (Furuya et al, 1987).
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Algumas atividades biologicas ja foram estudadas e atribuidas ao acido
arjunolico. Como fitoalexina (Resende ef al, 1996), em tratamento de cardiopatias
em ratos (Sumitra et al, 2001), na inibigdo do crescimento de insetos (Bhakuni et

al, 2002) e no tratamento do cancer de pele (Diallo et al, 1999).

79



Tabela 07: Dados de RMN de °C do ACIDO ARJUNOLICO [75 MHz,
CsDsN, 6 (ppm)]

C | ACIDO ARJUNOLICO
1 4772
2 68,5
3 77,8
4 432
5 478
6 18,2
7 32,8
8 39,5
9 47.6
10 38,0
11 23,3
12 122,1
13 144,5
14 41,9
15 27,9
16 23,6
17 46,3
18 41,6
19 46,1
20 30,6
21 33,9
22 32,8
23 66,2
24 13,9
25 17,0
26 17,2
27 25,8
28 179,9
29 33,0
30 23,5
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Figura 43: Espectro de RMN de 'H do ACIDO ARJUNOLICO

Figura 44: Espectro de RMN de *C do ACIDO ARJUNOLICO
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Figura 45: Espectro de DEPT 135 do ACIDO ARJUNOLICO
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3.2 Anilise dos Oleos Volateis

Foram 1identificadas 40 substancias nos diferentes o6leos, sendo um
monoterpeno (a-pineno), um aldeido alifatico (E-2-hexenal), um éster fenolico
(salicilato de metila), 21 sesquiterpenos hidrocarbonetos e 16 sesquiterpenos
oxigenados. Nao foi possivel a identificagdo de 12 substincias.

Quatro sesquiterpenos foram encontradas nos 6leos de quase todas as coletas
em quantidade relativamente grande; o a-copaeno, que com exce¢do da coleta
realizada em marg¢o de 2002 (03/02) em que apareceu em pequena quantidade
(tragos), apareceu em quantidade acima de 5 % nas demais coletas; o -cariofileno
e o germacreno D apareceram em quantidades sempre acima de 10 % e 12 %,
respectivamente; o d-cadineno foi entre estes sesquiterpenos o que teve uma maior
variagdo de percentual relativo, sendo que nao foi detectado na coleta de maio de
2002 (05/02), apareceu como um dos componentes menores (3,6 %) em outubro de
2001 (10/01), mas foi encontrado em quantidades acima de 20 % nas demais
coletas.

Foram observados sinais acima de 45 minutos em alguns cromatogramas
(Figuras 46, 48, 49 e 51) que foram atribuidos, pela andlise dos espectros de
massas, a hidrocarbonetos de cadeia linear oriundos da contamina¢ao do
diclorometano utilizado nessas andlises. A fim de confirmar a contaminagdo por
parte do DCM injetamos o mesmo “puro” (Figura 52) e constatamos a presenca dos
mesmos sinais.

As substancias identificadas, os dados de indices de retencdo e as
percentagens de cada substincia nos respectivos 6leos estdo mostradas na Tabela
08. As estruturas das substancias identificadas, assim como o0s respectivos

espectros de massas, estio mostradas na Tabela 09 (p. 87 — 99).
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Tabela 08: Percentuais relativos e Indices de Kovats das substincias contidas nos
0leos volateis obtidos das folhas de Myrcia rotundifolia, coletadas no Parque do

Abaeté.

Ikovats Substiancia Area(%)
02/01| 10/01 | 03/02 | 05/02 | 07/02 | 10/02
876 E-2-hexenal 0,6 6,8 1,6 43 2,7 | Tragos
937 a.-pineno 0,2 | Tragos | - Tragos | - -
1192 Salicilato de metila - Tragos - - - -
1337 O-elemeno 0,3 - Tracos | Tragos - -
1347 o-cubebeno 2,3 - Tragos | Tragos | Tragcos | 1,0
1373 o.-copaeno 13,5 | Tragcos | 6,7 5,1 6,4 6,4
1387 B-cubebeno 1,5 - Tragos - 1,1 -
1390 B-elemeno - 1,1 - - Tracos -
1405 Nao identificada 0,5 - - - - -
1416 [-cariofileno 16,1 | 24,2 19,5 10,7 12,7 14,2
1447 | 4BH,100H-guaia-1(5),6-dieno | 0,3 - Tragos - 1,0 2,5
1451 a-cariofileno 2,0 2,8 2.9 - 2,0 -
1456 E-B-farneseno 1,5 - Tragos - - -
1459 Seicheleno - - Tragos - 1,7 -
1471 7aH,10BH-cadina-1(6),4- 1,4 - 2,9 - 2,0 -
dieno
1474 y-muuroleno 1,0 | Tragos | Tragos - 1,0 -
1478 Germacreno D 12,0 | 18,7 15,7 14,9 16,3 12,8
1488 Cis-B-guaieno 0,8 - Tragos - 1,4 -
1494 Biciclogermacreno 1,4 3,9 | Tragos - 2.4 i
1498 o-muuroleno 1,4 1,0 | Tragos - 1,3 -
1508 Nao identificada 0,5 - - - - -
1512 y-cadineno - - Tragos - - -
1525 d-cadineno 27,3 3,6 26,6 - 21,6 27,2
1533 Cadina-1,4-dieno 1,6 - 4,2 18,3 - -
1541 o-calacoreno - - Tragos - - -
1555 Germacreno B - 1,0 - - - -
1576 Espatulenol - 0,9 - - - -
1582 Oxido de cariofileno - 4.9 5,4 - - -
1587 E-dehidro-apofarnesol 1,6 - - - - -
1590 Carotol - 1,5 | Tragos - - -
1593 Nao identificada - - Tragos - - -
1593 Nao identificada - 1,3 - - - -
1597 Guaiol - 7,0 - - -
1601 cis-dihidro-occidentalol - 2,5 - - - -
1602 N.L - - Tragos - - -
1608 cis-isolongifolanona - - Tragos - - -
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Tabela 08: Continuagao

1627 1-epi-cubenol - | Tragos| 6,7 - - -
1634 Naio identificada 1,7 - - - - -
1641 T-muurolol - 8,1 4,8 - - -
1646 a-muurolol - 1,1 Tracos - - -
1648 Nao identificada 0,8 - - - - -
1652 Naio identificada 0,1 - - - - -
1654 a-cadinol - | Tragos | Tragos - - -
1659 Nao identificada 0,3 1,0 | Tragos - - 4.8
1667 Bulnesol - | Tragos - - - -
1671 Nao identificada - - Tragos - - 6,3
1678 Khusinol - - Tragos - - -
1683 a-bisabolol - - Tragos - - 9,4
1685 Epi-a-bisabolol - - 8,3 - 4,3 3,0
1701 Nao identificada - Tragos - - - 1,0
1725 Naio identificada - - - - - 2,9
1798 14-hidroxi-8-cadineno - - Tragos | Tragos | 1,8 6,2
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Tabela 09: Espectros de massas e estruturas das substancias identificadas nos oleos
essenciais estudados
Substincia / espectro de massas

Estrutura
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Tabela 09: Continuacao
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Tabela 09: Continuacao
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CONCLUSOES

Foram identificados no extrato hexanico e na fase em diclorometano do caule
da Mpyrcia rotundifolia dois esterdides: [3-sitosterol e estigmasterol; e sete
triterpenos: esqualeno, friedelina, lupenona, 4cido betulinico, lupeol, B-amirina e o
acido arjunolico.

A composic¢ao quimica do 6leo essencial obtido das folhas da M. rotundifolia
ndo apresentou variagdo significativa durante as diferentes coletas do ano, havendo
uma predominancia de alguns sesquiterpenos como o-copaeno, [-cariofileno,
germacreno D e d-cadineno, cuja soma das quantidades nos respectivos o0leos
variou de 30,7 % em maio de 2002 a 68,9 % em fevereiro do mesmo ano.

A fase em acetato de etila obtida por particdo do extrato metanodlico, a fase
mais polar do extrato metanolico e algumas fragdes do extrato hexanico e da fase
em diclorometano da M. rotundifolia ainda ndo foram estudadas. Este estudo sera

feito com os trabalhos de doutorado.
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ANEXO — Cromatogramas dos 6leos essenciais estudados, obtidos no CG-DIC

N I \

Figura 46: Cromatograma do 6leo essencial obtido das folhas de Myrcia rotundifolia coletada em

28/10/2001

]
Figura 47: Cromatograma do 6leo essencial obtido das folhas de Myrcia rotundifolia coletada em

12/02/2001
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Figura 48: Cromatograma do 6leo essencial obtido das folhas de Myrcia rotundifolia coletada em
14/03/2002
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Figura 49: Cromatograma do 6leo essencial obtido das folhas de Myrcia rotundifolia coletada em
21/05/2002
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Figura 50: Cromatograma do dleo essencial obtido das folhas de Myrcia rotundifolia coletada em

17/07/2002
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Figura 51: Cromatograma do dleo essencial obtido das folhas de Myrcia rotundifolia coletada em

17/10/2002
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FW
Figura 52: Cromatograma do diclorometano utilizado na coleta das amostras de 6leos essenciais

das folhas de Myrcia rotundifolia coletadas em 28/10/2001, 14/03/2002, 21/05/2002 e
17/10/2002
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