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RESUMO

Este trabalho descreve o primeiro estudo fitoquimico e bioldgico das partes aéreas de
Macrolobium latifolium (Vogel). Os extratos organicos obtidos por particdo do extrato bruto
metanolico das folhas e do caule de M. latifolium foram submetidos a testes de atividade
biologica in vitro, de letalidade frente ao microcrustaceo A. salina, avaliagdo da atividade
antioxidante medida por meio do método de sequestro do radical DPPH, inibicdo da
acetilcolinesterase pelo método em microplaca de avaliacdo da inibicdo da enzima, e atividade
antimicrobiana frente as bactérias Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonela e Escherichia coli, por meio da determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM) detectada com auxilio do revelador resazurina. Paralelamente, foi também determinado
do teor de fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu. Nenhum dos extratos apresentou
toxicidade frente aos nauplios, os extratos em AcOEt apresentaram atividades em concentracéo
de 10pg.mL™* frente ao radical DPPH, os extratos em AcOEt e em BuOH do caule apresentaram
concentragdo minima de <125ug.mLtinibitéria frente a Salmonela, frente a P. aeruginosa o0s
extratos da folha apresentaram menores valores de CIM. Os teores de compostos fendlicos totais
nos extratos de M. latifolium variaram de 46,438 + 0,006 a 446,668 + 0,018 mg EAG/g de
Extrato. Assim, os extratos foram submetidos a técnicas cromatogréaficas usuais empregando-
se silica gel e/ou Sephadex LH-20 como suportes e, a partir destes procedimentos, foram
isolados os triterpenos friedelina e taraxerol, a mistura de esteroides composta por -sitosterol,
campesterol e estigmasterol, flavonoides, dentre eles a apigenina e uma nova cumarina
glicosilada. Todos os compostos tiveram suas estruturas elucidadas por meio da analise dos
dados dos espectros de RMN de *H e de 3C, HSQC e HMBC, espectros na regi&o do IV e na
regido UV-Vis e Espectrometria de massas. Fracdes com mistura de acidos graxos e/ou
triglicerideos foram submetidas a transesterificacdo por hidrolise basica e posterior
esterificacdo cida e o produto da reacéo foi submetido a CG e CG/EM de modo a determinar
a composicdo dos ésteres metilicos e esteroides presentes.

Palavras-chave: Macrolobium latifolium, atividade antioxidante, antimicrobiana,

anticolinesterasica, cumarina c-glicosilada, flavonoides



ABSTRACT

This work describes the first phytochemical and biological study of aerial parts of Macrolobium
latifolium (Vogel). The organic soluble fractions were obtained by partition from the crude
methanolic extract from the leaves and the stem of M. latifolium and they were submitted to in
vitro biological tests, cytotoxic by the Brine shrimp essay, antioxidant activity measured by
DPPH method, inhibition of acetylcholinesterase employing the spectrometric assay and
antimicrobial evaluation on the bacteria Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella and Escherichia coli, through determination of the minimum inhibitory
concentration (MIC) detected with the aid of the resazurin based assay. In parallel, the total
phenolic content was also determined by the Folin-Ciocalteu method. None of the extracts
presented toxicity in the BST, the extracts in EtOAc presented activities in concentration of
10pg.mL? against the DPPH radical, the extracts in EtOAc and BuOH of the stem had a
minimum concentration of <125pg.mL* inhibition against Salmonella, compared to P.
aeruginosa leaves extracts had lower MIC values. Total phenolic compounds contents in M.
latifolium extracts ranged from 46.438 + 0.006 to 446.668 + 0.018 mg EAG / g extract. Thus,
the extracts were submitted to the usual chromatographic techniques using Silica gel and/or
Sephadex LH-20 as solid supports and, from these procedures permitted to isolate the
triterpenes friedelin and taraxerol, the mixture of steroids composed of B-sitosterol, campesterol
and stigmasterol, flavonoids, including apigenin and a new C-glycosylated coumarin. The
structures of all compounds were elucidated by the *H, **C, HSQC and HMBC NMR spectra,
IR and UV-vis region spectra data analysis and also mass spectrometry. Fractions with mixed
fatty acids and/or triglycerides were subjected to transesterification in two steps, by basic
hydrolysis and subsequent acid esterification, and the reaction product was subjected to GC and

GC/MS in order to determine the composition of the methyl esters and steroids present.

Keywords: Macrolobium latifolium, antioxidant activity, antimicrobial, anticholinesterase,

glycosylated coumarin, flavonoids
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade brasileira ndo é conhecida com precisdo tanto do ponto de vista
boté&nico, quanto do ponto de vista quimico-bioldgico, apesar das plantas medicinais brasileiras
serem altamente promissoras. Ambientes tropicais, como 0s biomas brasileiros, oferecem um
grande potencial para compostos biologicamente ativos, contribuindo para a descoberta de
novas estruturas (BOLZANI, 2012).

Embora haja uma diminuicdo na busca por novas estruturas obtidas de produtos
naturais, estes continuam a desempenhar um papel significativo no processo de descoberta e
desenvolvimento de novas drogas, além disso tem-se que estruturas basicas provenientes de
produtos naturais resultaram em drogas aprovadas contra uma infinidade de doencas do homem,
por ser, muitas vezes, a inspiracdo para muitos agentes terapéuticos (NEWMAN; CRAGG,
2016). Além disso, os produtos naturais ratificam a biodiversidade como sendo uma fonte rica

de novas estruturas moleculares.

No Brasil, sdo reconhecidos 221 géneros e 2.807 espécies de leguminosas, sendo a
familia com maior riqueza de espécies nos biomas Amazonia e Caatinga (BFG, 2015). A
familia, Leguminosae, é considerada importante econdmica e ecologicamente, por apresentar
diversas espécies ricas em proteinas, carboidratos e 6leos, em sua maior parte utilizadas na

alimentacdo humana e animal (LEWIS et al., 2005).

O género Macrolobium, descrito por Johann C.D. von Schreber em 1789, é
exclusivamente neotropical e possui cerca de 80 espécies (ESTRELLA et al., 2012). No Brasil,
esta representado por 35 espécies dentre estas 17 sdo endémicas, sendo que o bioma Amazodnia

concentra a maioria das espécies de Macrolobium (BFG, 2015).

O género é constituido de espécies arbdreas e arbustivas (SILVA, 2016) e algumas
destas tém sido alvo de diversos estudos como a investigacdo da ocorréncia de diversas classes
de produtos naturais nas cascas de 29 especies arboreas, dentre elas Macrolobium acaciifolium
e M. angustifolium, enquanto na primeira ocorrem antocianina, catequina e tanino condensado,
na segunda ocorrem tanino condensado e tanino pirogalico, porém as estruturas dessas
substancias ndo foram determinadas (BARBOSA, 2006) .
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Um estudo taxonémico das espécies de Macrolobium ocorrentes no Brasil, incluindo
chave de identificacdo, descrigdes morfoldgicas, comentérios, mapas de distribuicdo geogréfica
e material examinado foi realizado em 2016, em que foi observado que a espécie M. rigidum €
endémica, restrita a Bahia (Mata Atlantica) e que em relacao a etimologia, o epiteto especifico
“rigidum” faz alusdo aos foliolos rigido-coridceos da espécie (SILVA, 2016). No entanto as
informagdes encontradas sobre a espécie até entdo estdo somente relacionadas a boténica, ndo

existem estudos quimicos.

A busca por novas estruturas que sejam mais eficazes e que apresentem menores efeitos
colaterais requer varias etapas que comprovem a real atividade bioldgica destas substancias
assim, visando o uso de compostos ativos como prototipos para o desenvolvimento de farmacos
tanto para obtencéo de novos farmacos, como para servir de modelo estrutural na quimica de
medicamentos (NEWMAN; CRAGG, 2016) os testes in vitro tém acelerado a descoberta de

novas substancias biologicamente ativas (Houghton et al., 2004).

Os testes in vitro surgiram como forma réapida e segura de se avaliar a atividade
bioldgica de diversos compostos e sao estratégias necessarias na selecao inicial de substancias
que possam ser utilizadas como farmacos ou modelos de farmacos além de auxiliar na escolha
dos extratos de espécies de planta para estudos quimicos e farmacoldgicos aprofundados e

permitir comprovar e quantificar a presenga de substancias bioativas (BEDNARCZUK, 2010).

Por conta disso, sem acompanhamento de dados biolédgicos, a descoberta de novos
medicamentos provenientes de plantas torna-se mais complexa, o que resume o trabalho apenas

a fitoquimica sendo necessario retornar os estudos para avaliar as atividades bioldgicas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Aspectos gerais sobre a Espécie

A familia Leguminosae é dividida em trés subfamilias, Caesalpinioideae, Mimosoideae
e Papilionoideae (ou Faboideae), distinguidas morfologicamente. Porém, do ponto de vista
boténico ainda hd um impasse em relagdo a classificacdo pois alguns autores consideraram as
trés subfamilias como familias: Caesalpiniaceae, Mimosaceae e Fabaceae. Por esse motivo é
encontrado em algumas bibliografias a referéncia a familia Fabaceae. Entretanto, essa
classificacdo ndo é aceita por varios outros autores em virtude dessas familias ndo formarem
grupos monofiléticos (SILVA, 2016).

A subfamilia Caesalpinioideae inclui aproximadamente 2.250 espécies e 171 géneros,
dentre eles encontra-se o género Macrolobium, que foi descrito por Johann C.D. von Schreber
(1789) e compreende cerca de 70-80 espécies, ocorrentes em varios ambientes: campina,
campinarana, savana natural (lavrado), praia, restinga, floresta de varzea, floresta de igap6 e
floresta de terra firme (FELIX-DA-SILVA et al., 2013; FERREIRA & FLORES, 2013), nas
localidades de Honduras, Costa Rica, Panam4, Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa,
Brasil, Colémbia, Equador, Peru e Bolivia (DA SILVA et al., 2017). No Brasil, o bioma da
Amazdnia concentra a maioria das espécies de Macrolobium, representado por 35 espécies nas
quais 17 sdo endémicas. Macrolobium pertence a ordem Fabales, familia Leguminosae,
subfamilia Caesalpinioideae, tribo Detarieae (LPWG, 2013a).

Em relacdo as informacBes sobre algumas espécies do género é encontado que M.
acaciifolium é utilizado na medicina popular, também conhecida como arapari, faveira arapari,
fava de tambaqui e suas cascas apresentam propriedade antidiarreica, ja M. latifolium (6leo-
comumbd) tem papel ecoldgico e ornamental, indicada para reflorestamento (Souza et al.,
2011). M. latifolium é endémica do Brasil, ocorre na Bahia, Espirito Santo e Minas Gerais em
ambientes de restinga e Floresta Ombréfila Densa, e em relacdo a etimologia, 0 epiteto
especifico “latifolium” (latus = largo, amplo, grande + folium = folha) faz alusdo a largura da

lamina foliolar (SILVA, 2016).
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2.2 O género Macrolobium

Foi constatada, através de pesquisa bibliografica, a inexisténcia de estudos quimicos em
relacdo a qualquer uma das espécies que compde 0 género. A busca pela palavra
“Macrolobium” fornece um resultado limitado de publicaces em que a maior parte dos artigos
trazem apenas informacdes sobre categorizacdo de espécies, identificagdo de novas espécies,

morfologia e interacdo destas com o ambiente ou 0s animais.

Algumas referéncias tratam da correlacdo entre o desenvolvimento das espécies e o
ambiente no qual estdo inseridas, se relacionam também ao desenvolvimento, ciclo de
nutrientes, sazonalidade, tipo de floresta dentre outras caracteristicas. Também foram
encontradas referéncias que tratam sobre a conservacdo e condi¢des de crescimento e do uso

das plantas como fonte de alimentacéo para algumas espécies animais.

Foram identificadas algumas espécies do género Macrolobium no estado do Amapa, tais
como M. acaciifolium (Benth.) Benth, M. angustifolium (Benth.) R.S. Cowan, M. bifolium
(Aubl.) Pers., M. campestre Huber, M. huberianum Ducke, M. multijugum (DC.) Benth, M.
pendulum Willd. ex Vogel, M. campestre Huber e M. pendulum, confirmadas a partir da anélise
dos espécimes depositados em 10 herbarios nacionais e estrangeiros, sendo endémicas do
Brasil. Também foram identificadas novas ocorréncias de espécies como M. angustifolium e M.
pendulum para este estado (DA SILVA et al., 2017).

Outra referéncia trata da proposta para conservagdo do nome M. grandiflorum
(Gilbertiodendron grandiflorum) contra M. straussianum (Leguminosae-Caesalpinioideae),
com base também em estudos taxondmicos (DE LA ESTRELLA & DEVEZA, 2012). Assim
como o anterior, outro trabalho desses autores também classificado nessa categoria trata da
reavaliacdo morfoldgica do status taxondmico do género Pellegriniodendron (Harms) J.
Léonard (Leguminosae — Caesalpinioideae — Detarieae) e sua inclusédo em Gilbertiodendron J.
Léonard (DE LA ESTRELLA; DEVEZA; WIERINGA, 2012). Applequist (2013), também
concorda com a permanéncia do nome M. grandiflorum, no intitulado Relatério do Comité de

Nomenclatura de Plantas Vasculares:65.
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Dentre os trabalhos publicados um refere-se ao tratamento taxondmico feito também
através da analise morfol6gica na qual foi testado o monofiletismo do género no qual a espécie
M. latifolium € citada juntamente com M. rigidum, sendo consideradas espécies unijugadas da
restinga costeira da Bahia e do Espirito Santo no Brasil e sdo agrupados com M. parvifolium,
também colocado por Cowan (1953) em um grupo estreitamente relacionado (MURPHY,
2018). Estudos taxondmicos propdem a sinonimizagcdo de Macrolobium campestre var.
arirambense R.S. Cowan, M. campestre var. arboreum R.S. Cowan, M. campestre var.
longibracteatum R.S. Cowan e M. campestre var. meio R.S. Cowan sob M. campestre Huber
(GURGEL, 2016).

Uma avaliacdo da formacdo de anéis de crescimento anuais de Macrolobium
acaciifolium foi desenvolvido afim de determinar a idade das arvores e comparar as taxas anuais
médias de incremento em didmetro com fatores hidroldgicos e climaticos em trés regides de
florestas alagaveis na Amazénia central (BATISTA et al 2012), bem como o estudo do estado
de conservacdo de 14 espécies, com mapas de distribuicdo de cada uma delas (VAN DER
BURGT, 2015).

Outras referéncias descrevem o trabalho de analise da zigomorfia floral de algumas
espécies (TUCKER, 2002), sendo que dois deles trazem o registro no novas espécies:
Macrolobium herrerae Zarucchi sp (ZARUCCHI, 1990), M. aracaense (FARRONAY, 2018).
Além desses trabalhos de registro de novas espécies hd a avaliacdo o valor ecoldgico,
taxonémico e filogenético e caracterizacdo da morfologia do frutos, sementes, plantulas e
mudas de Macrolobium acaciifolium, M. bifolium e M. pendulum (FEITOZA et al., 2014).

O conjunto de dados obtidos da literatura sobre o género Macrolobium ratifica a
auséncia de informacgBes sobre estruturas quimicas isoladas nas espécies desse género,
mostrando a lacuna existente em relacdo ao estudo de espécies endémicas com a finalidade de

explorar o potencial quimico-bioldgico dos biomas brasileiros.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Contribuir para o conhecimento quimico e determinacdo do potencial bioldgico da

espécie Macrolobium latifolium;

3.2 Objetivos especificos

e Preparar extratos brutos em MeOH das folhas e do caule de M. latifolium;

e Obter fases organicas de diferentes polaridades (DCM, AcOEt e BuOH) a partir dos
extratos brutos em MeOH das folhas e do caule de M. latifolium;

e Fracionar por meio de métodos cromatograficos 0s extratos obtidos por particdo das
folhas e do caule de M. latifolium;

e Realizar o isolamento, a purificacdo e a elucidacdo por métodos espectroscopicos e
espectrométricos a estrutura quimica das substancias puras, semi-puras ou em misturas
obtidas no fracionamento das fases organicas existentes nos extratos M. latifolium;

e Submeter os extratos organicos obtidos por particdo e os compostos isolados a atividade
antioxidante, citotoxica frente a Artemia salina, anticolinesterasica e antimicrobiana

frente a diferentes bactérias;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Especificacdo dos materiais e equipamentos utilizados

O material vegetal foi seco em estufa de secagem e esterilizacdo com circulacédo
mecanica, modelo 320-SE. Para moagem do material vegetal foi utilizado moinho Thomas
Wiley Laboratory Mill-Model4.

Os solventes empregados no preparo dos extratos, nos processos de particdo, nas
eluicdes cromatogréaficas em placa e em coluna, recristalizacao e purificacdo (acetona, hexano,
metanol, cloroférmio, acetato de etila, diclorometano e butanol) foram de grau analitico das
marcas Merck, Exodo cientifica e Tedia. Nas analises por CLAE-EM e DAD foram empregados
solventes (metanol e acetonitrila) grau HPLC, procedéncia Tedia Brazil e Baker. Para
evaporacdo dos solventes a pressao reduzida, foram utilizados os evaporadores rotatérios das
marcas BUCHI modelo 461, e IKA LABORTECHINIK modelo HB4 basic.

Os reagentes e padrdes empregados nas avaliaces das atividades bioldgicas foram das
seguintes marcas: DPPH e p-caroteno (Sigma), Acido linolénico (Aldrich Chem. Co.), Acido
galico (Riedel), BHT (Acros Organics), Quercetina (Sigma), Agar e Caldo Muller Hinton
(Acumedia) e os cistos de A. salina do fabricante Miramar, adquiridos no AQUARIUS FISHES.

Para realizacdo dos testes antimicrobianos foram utilizadas as seguintes cepas padrao:
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonella enterica ATCC
6017, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.

Nas separac6es por cromatografia em coluna (CC), os adsorventes utilizados como fase
estacionaria foram: gel de silica 60 (0,063-0,200 mm) da Aldrich. Sephadex LH-20 da
Pharmacia para permeacéo e gel de silica Flash com didmetro de particula entre 0,040-0,063
mm da Merck. Para a separacdo CC em fase reversa foi utilizado o cromatografo de media

performance Isolera One da marca Biotage.

Para as cromatografias em camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de aluminio
pré-fabricadas 20x20 de gel de silica fluorescente PF 254-366 60 F254 das marcas da
Macherey-Nagel e Acros. As amostras submetidas as placas de CCD foram reveladas com luz

na regido do ultravioleta (254 e 365 nm) e reveladores quimicos: reagentes de Liebermann-
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Burchard (uma solucéo 0,2% de &cido sulfdrico concentrado em anidrido acético), Cloreto de
Aluminio (AICIs) e vapores de lodo.

Nas placas de cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foram utilizadas
placas de gel de silica 20x20 de 1 mm de espessura da Sorbent Technologies, nas quais as

amostras foram reveladas por irradiacdo com luz UV (254 e 366 nm).

Os espectros na regido do 1V foram obtidos no equipamento IRAffinity-1 da Shimadzu,
as leituras na regido UV-vis foram feitas no espectrofotdmetro de UV-vis Varian Cary 50
guando em cubetas e no leitor de microplacas de elisa EL 800 da BioTek para os testes feitos

em microplaca, disponiveis nos laboratérios do Instituto de Quimica da UFBA.

Os espectros de RMN e de massas foram obtidos da Central Analitica da Universidade
de Sao Paulo (USP) e também no Instituto de Quimica da UFG, as andlises de massas foram
realizadas no equipamento Amazon Speed ETD da Bruker, quando infusdo direta, e as analises
de RMN nos equipamentos de RMN de 300 MHz e 500 MHz também da Bruker.

As anélises em CG/DAD foram realizadas no Instituto de Quimica da UFBA no
equipamento GG-2010 Plus da Shimadzu, os cromatogramas e espectros de massa obtidos por
meio do CLAE-EM, no equipamento CLAE Shimadzu acoplado ao equipamento Esquire 3000
Plus, e do CG-MS, no CG-EM QP2010 Ultra SHIMADZU com analisador quadrupolo de
impacto de elétrons de baixa resolucdo, também foram provenientes das analises realizadas na
Central analitica da USP.

21



4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS

4.2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

A espécie Macrolobium latifolium foi coletada no Recéncavo da Bahia, Municipio de
Varzedo, margem do Rio Cai Camardo (12°57°35,9°’S, 39°26°54,9”W). Foi identificada pela
professora Maria Lenise Silva Guedes e a exsicata encontra-se registrada no Herbario
“Alexandre Leal Costa” do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia, sob
identificacdo Vog. n° ALCB119122 Guedes, (coleta # M.L.23274).

4.2.2 Preparo dos extratos

As partes aéreas de M. latifolium foram coletadas, identificadas e suas exsicatas
depositadas e registradas. As partes da planta foram estabilizadas pelo processo de secagem em
estufa com circulacdo mecénica durante 2 dias a uma temperatura de 40°C e em seguida
submetidas separadamente ao processo de moagem, sendo obtido 380,19 de caule e 380,259 de
folha. Posteriormente os metabdlitos da folha e do caule foram extraidos por meio de
maceracao feita com metanol (2,3L e 1,8L para cada parte) 3x durante o periodo de 48 horas.
Os extratos metandlicos obtidos pela filtracdo do material foram secos e pesados, sendo a massa
do extrato metanolico bruto das folhas 28,65269 (7,54%) e a do caule 21,1834g (5,57%).
Ambos foram submetidos a parti¢do liquido-liquido, sendo solubilizados em MeOH:H20 7:3 e
extraidos com CHCl>, AcOEt e butanol.

Os extratos metanolicos bruto das folhas e do caule foram extraidos com CH2Cl> (5x de
200ml) ap6s a completa evaporacao do CH2Cl, foram pesados obtendo uma massa de 10,3998g
(folhas), 3,8253¢g (caule) das fases soltveis em diclorometano (DCM). As fases hidroalcodlicas
residuais das particbes com DCM forram submetidas a evaporacéo sob pressao reduzida para
eliminacdo de excesso de MeOH e em seguida foi feita a extragdo com AcOEt (5x de 100mL),
foram entdo pesados ap6s a completa evaporacdo do solvente obtendo 0,5016g (folhas) e
0,7685¢ (caule) de fases organicas soluveis AcOEt, para ambas extracdes houve a formacéo de
precipitado sendo 2,0099g (folhas) e 1,2211g (caule). As fases aquosas foram mais uma vez

submetidas a evaporagdo sob pressdo reduzida para retirar excesso de volume e, em seguida,
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extraidas com butanol (4x 100ml) que foram pesados ap0s a evaporagdo do butanol obtendo-se
0,8024g (folhas) e 0,9812g (caule), nesta etapa somente na particdo das folhas foi obtido um

precipitado com massa de 0,8054g.

Ao final do processo das particdes, foram obtidos seis extratos de polaridades distintas
(extrato em diclorometano, extrato em AcOEt e extrato em butanol) das folhas (Fig 2, p. 25) e
do caule (Fig 1, p. 24), além de mais 3 precipitados, dois provenientes das etapas de particdo
dos extratos das folhas e o0 outro de uma das etapas de particdo dos extratos provenientes do

caule.

Os extratos foram submetidos a processos de separacdo em CCD a fim de determinar
os melhores sistemas de solventes para futura separacdo cromatografica, purificacdo e
isolamento. As fracbes obtidas por colunas cromatograficas foram monitoradas por

cromatografia em camada delgada comparativa, utilizando reagentes reveladores.
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Figura 1: Esquema de obten¢&o dos extratos do caule
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Figura 2: Esquema de obtencg&o dos extratos das folhas

Secagem das folhas de M. latifolium em estufa a 40°C
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5. DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS DE M. latifolium

A determinacdo do teor de fenolicos totais pode ser realizada por meio diversos
métodos, sendo o que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteau (RFC) o mais utilizado. O reagente
consiste de mistura de acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual o molibdénio e o
tungsténio encontram-se no estado de oxidacdo 6%, apresentando coloragdo amarela. Em
solucdo alcalina, frente a agentes redutores, como os compostos fenolicos, ocorre uma reagdo
de oxirreducdo com a formacdo de novos complexos de molibdénio-tungsténio azuis
[(PMoW1104)*, cuja a mudanca de coloragdo permite a determinacdo da concentragio das
substancias redutoras através da utilizacdo de espectroscopia na regido do visivel (SOUSA,
2007; DE OLIVEIRA, 2009).

A determinacdo do teor de fendlicos totais nas amostras dos extratos de M. latifolium
foi feita utilizando o método de Folin-Ciocalteu (SLINKARD E SINGLETON,1977),
utilizando a metodologia descrita de acordo com a literatura (SOUSA, 2007). Em um tubo de
ensaio foram adicionados 100 pL de solucdo de cada um dos extratos (1000 mg. L™ em
metanol), 500 pL do RFC e 5 mL de agua destilada. Apds a agitacdo da mistura por 1 minuto
foram adicionados 2 mL de solugdo de carbonato de sodio a 15% (m/v) e a mistura foi
novamente agitada por um minuto antes da adi¢do de 2,4mL de &gua destilada para completar
o volume de 10 mL, o mesmo procedimento foi realizado para cada uma das concentracdes do

padréo acido galico que variaram de 10 a 500 mg. L.

Apb6s 2h de incubacdo no escuro a temperatura ambiente, foi feita a medida
espectrométrica no comprimento de onda de 750 nm. O branco da reagdo foi preparado com
todos os reagentes exceto a amostra. O teor de compostos fenodlicos totais foi determinado a
partir da equacao da curva de calibracdo construida por padrées de acido galico (10 a 500 mg.
L) obtida por regressdo linear e expressos em miligramas de equivalentes de acido galico por
grama de extrato (mg EAG/g de Extrato). Todas as amostras foram analisadas em triplicata e
os dados desta andlise foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), usando teste Tukey
com (p < 0.05). O teor de compostos fendlicos totais foi determinado a partir da equacéo da
curva de calibragdo, y = 0,0008x - 0,0169 (R?= 0,9989) construida por padrdes de acido galico
(10 a 500 mg. L*) obtida por regresséo linear, ao substituir o valor de absorbancia obtida para
cada extrato na concentragdo de 1000 mg. L*. Os resultados foram expressos em miligramas

de equivalentes de &cido galico por grama de extrato (mg EAG/g de Extrato).
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6. ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DE M. latifolium

6.1 Fracionamento do extrato em DCM das folhas

O extrato DCM obtido das folhas de M. latifolium foi submetido a separacéo por CC
em gel de silica 60 A, como eluente uma mistura de DCM e MeOH em gradiente crescente de
polaridade. Foram coletadas dessa coluna 99 fracdes de 150 mL cada que foram agrupadas com
base no perfil observado na CCD utilizando como reveladores o reagente de Liebermann-
Burchard, vapores de 12 e visualizagdo com luz UV resultando em 10 frac@es, cujos codigos e

valores de massa estdo descritos na Tabela 1, p.26.

Tabela 1: Fracionamento do extrato em DCM das folhas

Codigo Fracdes reunidas Massa (mg) Eluente
DFP901 1-5 365,0 CHCl>
DFP902 6-9 664,1 CHCl;
DFP903 10-23 806,8 CHCl>
DFP904 24-25 118,4 CH:ClI;
DFP905 26-30 220,2 CHCl;
DFP906 31-50 421,2 CH:ClI;
DFP907 51-63 41,0 CH2Cl,:MeOH (95:5)
DFP908 64-73 3340,6 CH2Cl2:MeOH (9:1)
DFP909 74-90 2073,7 CH:Cl2:MeOH (8:2)
DFP910 91-99 207,3 CH2Cl>:MeOH (7:3)

Todas as fracdes obtidas foram submetidas a mais uma separacdo em CC, exceto a
primeira fracdo, DFP901, que se apresentou em forma de 6leo de coloracdo amarela. Devido a
polaridade e ndo separacdo em CCD sugeriu-se que se tratava de uma mistura de triglicerideos
e acidos graxos que foi submetida a transesterificacdo e esterificacdo para determinacdo dos
constituintes. As fracdes de 02 a 10 apresentaram coloracdo verde escuro, 0 que pode ser
atribuido a presenca de clorofila e com aspecto oleoso. Da fracdo DFP902, foi isolada a
substancia DFP1603 (18,8 mg), a substancia DFP1303 (35,5 mg) foi obtida do fracionamento
da DFP903 e o posterior fracionamento da fragdo DFP1304, na qual foi isolada a substancia
DFP1504 (54,7 mg) e a substancia DFP1503 (16,1 mg) que por meio de CCDC foi detectado
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que se tratava da mesma substancia obtida na coluna anterior, a DFP1503. Nos resultados é
considerado o primeiro codigo DFP1503 referente as 2 fragdes da mesma substéncia que foi

isolada. A figura 3, p. 28 mostra um esquema da obtencédo dessas substancias.

Extrato em DCM - Folha

DFP901 —_ DEP903
DFP902
DFP1303
DFP1603 35,5 mg
Mistura de acidos 18.8 mg DFP1304
graxos submetidos a
transesterificacéo e
posterior :
determinacdo dos DEP1504 DEP1503 igual
estéres analogos a DFP1303
54,7 mg i

Figura 3: Esquema do fracionamento do extrato em DCM das folhas

6.1.1 Reacdo de transesterificacdo da mistura de triglicerideos e esterificacdo dos &cidos
graxos — DFP901

A reacdo de transesterificacdo foi feita conforme a metodologia anteriormente descrita
(CORREIA et al. 2008) em duas etapas, primeiro foi feita a reacdo de etandlise dos
triglicerideos e posteriormente a reacdo de esterificacdo. Para reacdo de etandlise foram
adicionados 40 mg da mistura a uma solucdo de EtOH(95%)/KOH (100mL/300mg) que foi
submetida a refluxo por duas horas. Com o auxilio do evaporador rotativo o volume da mistura
reacional foi reduzido em 80% e foram adicionados 20 mL de &gua para posterior extracao.
Foram realizadas extracfes com CHCI3 (3x 50 mL), para remocéo de insaponificaveis. A fase
aquosa alcalina foi tratada com 1mL de HClcon afim de tornar o pH acido para protonar o0s
carboxilatos e permitir a obtencdo dos &cidos graxos livres por extragdo com CHCIs (3x 100
mL).

O CHClIz foi removido e a massa total obtida na etapa anterior (32 mg) foi submetida a

reacdo de esterificacdo, para isso foram adicionados 35mL de MeOH e 0,75 mL de H>SO4 e 0
baldo reacional foi novamente submetido a refluxo durante duas horas. Ao término da reacao,
apos o resfriamento, foram adicionados 20 mL de solucdo saturada de NaCl e a mistura
reacional foi submetida a extragdo com CHCIz (3x 60 mL). A mistura extraida foi filtrado em
Na>SO4 anidro e obtido apos a retirada do solvente a baixa pressdo, obtendo-se 28,2 mg de 6leo.
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6.2 Fracionamento do extrato em AcOEt das folhas

O extrato em acetato de etila obtido das folhas de M. latifolium foi submetido a
separagdo por CC em fase reversa C18, no cromatografo de média performance (Isolera), como
eluente uma mistura de dgua e MeOH em gradiente crescente de metanol. Foram coletadas
dessa coluna 21 fracdes que foram agrupadas com base no perfil observado na CCDC utilizando
como reveladores o Cloreto férrico, vapores de |2 e visualizagdo com luz UV resultando em 10
fracdes, que apresentavam coloracao vermelha escura, em formato sélido amorfo e solGveis em

metanol, cujos cddigos e valores de massa estdo descritos na Tabela 2 (p. 29).

Tabela 2: Fracionamento do extrato em AcOEt das folhas

Codigo Fracdes reunidas Massa (mg) Eluente
AFP541 1 7,3 H20
AFP542 2 5,2 H>0:MeOH (95:5)
AFP543 3 47,1 H>0:MeOH (95:5)
AFP544 4 62,4 H20:MeOH (9:1)
AFP545 5-6 67,7 H>0:MeOH (9:1)
AFP546 7-9 40,9 H>0:MeOH (85:15)
AFP547 10-11 13,9 H20:MeOH (8:2)
AFP5418 12-17 24,3 H20:MeOH (7:3)
AFP5419 18-19 28,0 H20:MeOH (7:3)
AFP5410 20-21 18,4 H20:MeOH (1:1)

A fracdo AFP544, foi submetida a uma nova separa¢do em CC em gel de silica 60 A,
usando como eluente uma mistura de DCM e MeOH em gradiente crescente de polaridade
(Tabela 3, p. 30), na qual foi isolada a substancia AF4P54 (5,7 mg), que apresentou-se como

um sélido amorfo, assim como as outras fracGes coletadas.
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Tabela 3: Fracionamento da fracdo AFP544

Codigo Fracoes reunidas Massa (mg) Eluente
AF4P541 1 3,7 H20
AF4P542 2 1.4 H20:MeOH (95:5)
AF4P543 3-4 9,1 H>0:MeOH (95:5)
AF4P54 5 5,7 H,0:MeOH (9:1)
AF4P545 6-7 20,6 H,0:MeOH (9:1)

6.3 Fracionamento do extrato em DCM do caule

O extrato em DCM do caule também foi submetido a separagdes em CC, porém devido ao baixo

rendimento dos constituintes isolados até 0 momento néo foi possivel identifica-los.

6.4 Fracionamento do extrato em AcOEt do caule

A massa de 300 mg do extrato em acetato de etila obtido do caule de M. latifolium foi

submetido a separagdo por CC em gel de silica 60 A, como eluente uma mistura de cloroférmio

e MeOH em trés proporcgdes (Tabela 4, p. 30) com o objetivo de particionar o extrato em 3

partes, ja que o perfil observado na CCD era de uma amostra polar. As fracbes 1 e 2

apresentaram-se em forma de 6leo e amareladas, a fracdo 3 apresentou-se como um sélido

amorfo de coloragdo marrom escura.

Tabela 4: Fracionamento do extrato em AcOEt do caule

Cddigo Fracao Massa (mg) Eluente
CHCl3:MeOH
ACP621 1 95,6 (85-15)
CHCl3:MeOH
ACP622 2 27,2 (8:2)
CHCl3:MeOH
ACP623 3 32,0 (7:3)

A fracdo ACP621 foi submetida a separagdo por CCDP, sendo o eluente uma mistura
de CHCI3:MeOH (95:5). Foram recolhidas 10 fracOes (Tabela 5, p. 31), dentre elas foram
isoladas as fracdes ACF6 (9,2 mg) e ACF7 (5,5 mg) que se mostram puras em anélises por
CCD (ou CLAE) (Fig. 4, p. 31).
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Tabela 5: Fracionamento da fracdo ACP621

Codigo Massa (mQ) Codigo Massa (mg)
ACF1 11,2 ACF6 9,2
ACF2 4,8 ACF7 5,5
ACF3 4.8 ACF8 11,8
ACF4 4,5 ACF9 21,2
ACF5 6,7 ACF10 21,6

Extrato em AcOEt (300mg) - Caule

FRACAO ACP621

ACP646 (9,2 ACP647 (5,5
mg) mg)

Figura 4: Esquema do fracionamento do extrato em AcOEt do caule
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7. DETERMINACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA PARA EXTRATOS E
CONSTITUINTES ISOLADOS

7.1 Avaliacgao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante determinada através do método do sequestro do radical DPPH
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995) segundo a metodologia anteriormente descrita na literatura
(ALVES, 2010). O teste avalia a capacidade de a amostra reduzir o radical DPPH, de coloracao
parpura, a 2,2-difenil,1-picril hidrazina, de coloracdo amarela, o declinio da coloracdo é
monitorada pelo decréscimo da absorbancia com o auxilio de um espectrdbmetro no
comprimento de onda de 517 nm. Foram avaliadas diferentes concentra¢oes (10 a 250 mg. L™?)

de amostra.

Foi preparada uma solu¢io de DPPH em metanol 40 pg. mL, da qual foram retirados
2,7 mL e adicionados a 0,3 mL da solucdo amostra ou padrdo nas diferentes concentracfes
contidas em cubetas de poliestireno. A medida da absorbancia foi feita em espectrofotdmetro
UV/Vis no comprimento de onda 517 nm, usando como controle positivo o padrdo de acido
galico nas mesmas concentracdes das amostras. As leituras foram realizadas no momento do
contato da solucdo de DPPH e a amostra (to) e apds 30 minutos (ts0). O branco (controle) foi
preparado somente com metanol (Fig 5, p. 33). Todas as amostras foram analisadas em triplicata
e os dados submetidos a analise de varidncia (ANOVA), usando teste Tukey com (p < 0.05). A

porcentagem do sequestro do radical livre (% SRL) foi calculada através da equacéo:

AO — 430
— %100
A *

0

%SRL =
Sendo:

Ay Absorbéncia inicial do controle no to

As,: Absorbancia da amostra no tso
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2,7mL da solugdode DPPH +
0,3mL de MeOH (Controle)

"\_J
Preparo dasolugdo

de DPPH 40mg.mL*
em MeOH

Leitura espectométrica em 517nm,
sendo registrada a absorvancia no
inicio e apos 30 min de reagio

2,7mL da solucédo de DPPH +
0,3mL de extrato (solubilizado
em MeOH)

Figura 5: Avaliacdo da atividade antioxidante

7.2 Avaliacdo da atividade inibitoria da enzima Acetilcolinesterase

A avaliacdo da atividade inibitdria da enzima Acetilcolinesterase (AChE) foi feita a
partir do método descrito por Ellman et al., (1961), que propde um método fotométrico de
deteccdo da acdo inibitdria da enzima AChE. Utilizando-se como substrato a acetiltiocolina,
um analogo do substrato natural ACh. A atividade enzimética foi avaliada atraves do aumento
da coloragcdo amarela decorrente da hidrélise da acetiltiocolina a tiocolina. A tiocolina reage
entdo com ion 5,5’-ditiobis-[2-nitrobenzoato] (reagente de Ellman), produzindo o ion colorido

5-tio-2-nitro-benzoato cuja reacdo pode ser acompanhada em 405 nm.

O teste foi realizado em microplaca, foram depositadas em cada uma das cavidades 13
pL de iodeto de acetiltilcolina (15 mM), 62 pL de acido 5-5’-ditiobis-[2-nitrobenzéico] (3 mM),
25 pL de tampéo fosfato pH 8 com 0,1% de soro de albumina bovina e 20 uL da amostra a ser
testada nas concentragdes de 15 a 1000 mg. Lt. Ap6s 10 minutos de incubagdo da microplaca
a 37 °C, foi realizada a leitura da placa no leitor de microplacas no comprimento de onda de
405 nm e entdo foram adicionados 12 pL da enzima (0,22 U/mL) foi registrada a absorvancia

final apds mais 5 minutos de incubagdo na mesma temperatura anterior (Fig 6, p. 34).

A fisostigmina foi usada como padrédo positivo de referéncia e o teste foi realizado em
triplicata para cada uma das amostras e o padrdo. A absorvancia da amostra foi corrigida,
subtraindo-se a absorvancia do respectivo branco.

AChE — AChl

ol = —— "
% AchgE - F 100
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Sendo:
AChE': a absorvancia medida na auséncia do inibidor

AChI: a absorvancia medida na presenca do inibidor

100uL de solugHo dos extratos em
Il solugHo aquosa10%MeOH \\

13uL de lodeto >
de acetilcolina
15(mM)

s |
620l de 4cido 55 e
ditiobis-[2-

nitrobenzéico] (3mM) Incubada em estufa a 37°C durante 10 minutos

Leitura espectrométrica em 405nm.

Preparodaenzima AChE

25 L de sorode &, %
albumina bovina Ry T .
0,1% em tampio v R |
) fosfato pH 8 \ > \,,

Enzima AChE (1000 U/mL)
preparada em 150 mL de
tamp3o fosfato pH 8 + (0,22 U/mL)
150mg de soro de

" | albumina  bovina e | /

N estocada a 42C J
"\ J/

. '

Enzima AChE

Figura 6: Determinagdo da atividade inibitoria frente a acetilcolinesterase

7.3 Teste de letalidade frente a Artemia salina

A toxicidade dos extratos e das substancias isoladas foi avaliada de conformidade com
0 teste de letalidade de Artemia salina (Meyer et al., 1982). A metodologia sugeriu que 0s
nauplios de A. salina fossem coletados e apds o periodo de incubagdo em dgua do mar artificial

de 48 horas, estes foram colocados em contato com as amostras durante 24 horas.

O aquario adaptado para a eclosdo dos ovos de A. salina é dividido em dois
compartimentos, os ovos foram depositados no compartimento protegido da luz, e com a
eclosdo, ap6s 48h de incubacdo, os nauplios migraram para o compartimento iluminado. Foi
feita a transferéncia de exatos 10 nauplios para cada tubo de ensaio contendo 5 mL das amostras
dos extratos em diferentes concentracdes (25 a 500 mg. L) que também foram preparados em
solucgéo salina e acrescido de 10% de DMSO para auxiliar na solubilizagdo das amostras. O
controle negativo também foi preparado com a mesma quantidade de DMSO, porém livre da
amostra. Os nauplios foram mantidos em contato com a amostra durante o periodo de 24 horas
e foi feita a contagem dos nauplios vivos e mortos (Fig 7, p. 35). Todas as amostras foram

analisadas em triplicata.
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Eclosdo dos nauplios durante 48 horas
em solugdosalina

Com— |

| J

10 naupliosemcontato  Contagem dos nauplios
com a amostradiluidaem vivos e mortos

Qtidurante 24 horas //

Figura 7: Teste de letalidade frente a A. salina

7.4 Avaliago da atividade antimicrobiana

As suspensdes bacterianas foram padronizadas a partir da cultura de 24 horas a 37 °C em
uma mistura de CMH (Caldo Miller Hinton) (6,75 g) e agar (2%) em 250 mL de &gua destilada
que foi esterilizada em autoclave. Com o auxilio de alcas de platina esterilizadas cada uma das
culturas dos microrganismos foram transferidas para os tubos contendo 5 mL de solucédo salina
(0,9%) também esterilizada, as padronizacdes das suspensdes foram feitas comparando-as com
0 tubo 0,5 da escala McFarland (aproximadamente 1,0 x 108 UFC/mL) por meio da leitura
espectrométrica no comprimento de onda 625 nm (T% 81). Posteriormente, foi realizada uma
diluicdo 1:10, em CMH, obtendo-se uma suspenséo de 1,0 x10” UFC/mL, a qual foi utilizada

NOS ensaios.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pela técnica de diluicdo em
microplacas (96 orificios) de acordo com a metodologia descrita segundo a horma M7-A6 do
Manual 38 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006) para as bactérias aerdbicas,

com modificagdes.

As amostras foram preparadas em CMH acrescido de 100 pL. de DMSO nas concentragdes

de 30 a 1000 mg. L. Os orificios das microplacas foram preenchidos com 80 pL de amostra e
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20 pL das suspensdes dos microrganismos padronizadas ap6s a diluicio em CMH. As
microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas.

Como controle positivo foi utilizado a amoxicilina e o cloranfenicol, nas mesmas
concentracdes das amostras testadas. Também foi realizado o controle negativo do solvente. Os

testes foram realizados em triplicata.

A determinacao da CIM foi feita a partir da adicdo de 30uL de solugdo aquosa revelador
resazurina (100 pg. mL™Y) e leitura apos 2 horas. A presenca de cor azul representa auséncia de
crescimento e de cor rosa, presenca de crescimento bacteriano (PALOMINO et al., 2002), a

menor concentracdo na qual foi observada a coloragéo azul foi determinada como a CIM (Fig.

8, p. 36).
» \

n

i »

v : v ‘_U_l Solugio de 2mg de
extrato em 0,1mL
de DMSO + 1,9mL
de CMH

<f

Cepas microbianas
mantidas em glicerol
(-20°C)

Padronizagdo da suspensdo
bacteriana em 0,5 da escala
McFarland com leitura

Cepas repicadas em Espectrométrica em 625nm

3 8
Agar Muller Hinton e 1,0 x 10%UFC/mL.
Incubados por 24h a 37°C ‘ ‘

Diluigdo da  suspensdo
padronizada em 10mL de
CMH

20pL de suspensdo + 80uL da solugdo
da amostra, padrdes e branco.

O branco foi preparado em 0,1mL de
Leitura apés 24h com o revelador DMSO + 1,9mL de CMH.

resazurina.

20pL de solugdo aquosa 0,7% em

cada inéculo.

Figura 8: Avaliacdo da atividade antimicrobiana

36



8. RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Identificacdo dos constituintes quimicos isolados de M. latifolium

8.1.1 Identificacdo da composicdo da mistura acidos graxos dos triglicerideos

Foi obtida, do extrato em DCM das folhas, a primeira fracdo cromatografica, DFP901,
em forma de 6leo de coloracdo amarela, por meio da separacéo deste extrato em CC utilizando
como eluente o CH2Cl,, que foi identificada como uma mistura de triglicerideos e outras
substancias, cujo espectro na regido do infravermelho apresentou bandas de absorcéo em 1734
cm?, atribuida ao estiramento da ligagdo C=0 do grupamento acila de ester, bandas em 2929 e
2850 cm* de estiramento da ligagdo Csp®-H, a banda larga devido a ligagdo de hidrogénio
intermolecular em 3450 cm™ atribuida ao estiramento O-H, além da banda em 1109 cm™
atribuida as vibracfes do estiramento C-O de alcool secundario, 0 que indica a presenca de
hidroxilas na cadeia carb6nica de metabolitos presentes ou do glicerol (Fig. 9, p. 37).

60
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Figura 9: Espectro na regido do infravermelho em filme da mistura de triglicerideos e acidos graxos obtida do extrato das folhas
em DCM

Assim, a mistura foi submetida a uma reacdo de transesterificacdo, na qual os ésteres
metilicos (28,2mg) foram obtidos (70,5% de rendimento), e separacdo cromatografica por CG
para que a identificacdo pudesse ser feita por comparacdo dos tempos de retencdo da amostra
(Fig 10, p. 38) com os tempos de retencdo dos padrdes de esteres de &cidos graxos F.A.M.E.
(Fig 11, p. 38) acrescido da comparagdo com os espectros de massa obtidos das bibliotecas
NIST 14 com similaridade superior a 90%, cujas correspondéncias (Tabela 7, p. 39) mostraram

que os &cidos graxos identificados apresentam cadeia carbonica saturada (Fig 12, p. 40).
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Pode-se verificar pelo cromatograma que a fracdo € rica em componentes. Apesar do
indicativo da presenca de alcool secundario a partir do espectro na regido do 1V, os acidos
graxos identificados além de ndo apresentar este grupo na sua estrutura, sdo saturados. A
presenca deste estiramento pode ser atribuida ao B-sitosterol (Rt 32,511) presente na mistura
em proporg¢do equivalente a do Octadecanoato de metila, 0 que esta coerente pois deste extrato
também foi isolada uma mistura de esteroides. Pela area relativa dos picos no cromatograma da
mistura de ésteres derivados de &cidos graxos o componente majoritario da mistura € o acido

palmitico.

Tabela 6: Identificacdo dos éteres metilicos de &cidos graxos

Pico Tempo de Porcentagem relativa Esteres metilicos
retencdo (%)

1 18,552 7,52 Laurato de metila
2 22,167 43,28 Palmitato de metila
3 25,701 17,15 Octadecanoato de metila
5 28,017 5,36 Docosanoato de metila
6 31,156 11,83 Tricosanoato de metila
7 34,144 14,86 Tetracosanoato de metila

39



<< Target>>

Line#2 R.Time:12.350(Scan#:1171) MassPeaks:26
RawMode:Averaged 12.342-12.358(1170-1172) BasePeak:74.00(33835)
BG Mode:None Group 1 - Event 1 Scan

Target Spectrum
100

J'dl$l$l$

P o® Loemolus 1 14 171

183

/\/\/\/\/\)\o’

o

140 150

25T

10 20 30 40 50 60 70 S0 90 100 110 120 1
<< Target>>

Line#5 R.Time:16.817(Scan#:1707) MassPeaks:79

RawMode:Averaged 16.808-16.825(1706-1708) BasePeak:74.00(308831)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event | Scan

Target Spectrum

160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

35288

o
10

<< Target >>

Line#: 11 R.Time:18.758(Scan#:1940) MassPeaks:62

RawMode: Averaged 18.750-18.767(1939-1941) BasePeak:74.00(116041)

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

Target Spectrum
100

43
ST

41
:‘41 [JI |.|l I mmn |"|JI 115 1 | 157 171 185 id
T T T T T

— Iral$l$l$l

1
0 30 0 70 % 110 130

<< Target >>

Line#:16 R.Time:22.167(Scan#:2349) MassPeaks:63
RawMode:Averaged 22.158-22.175(2348-2350) BasePeak:74.00(46158)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

Target Spectrum
100+

80; 87

143
I I O R N 241 255
:

269

Ao

3n
!

354

T T T L} reiy L sl i il
10 30 50 70 9 110 130 150 170

<< Target >>

Line#:17 R.Time:22.942(Scan#:2442) MassPeaks:57

RawMode:Averaged 22.933-22.950(2441-2443) BasePeak:74.00(30984)

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

Target Spectrum
100

1250 270

290 310

330

350

370

T+
87

269

Y ANAAAAAAAAA

283

325
1

801
607
407
20+

1

8
4 | 143
-‘:jl B bk o os | e o s
0 3 50 70 9 10 130 150 1210 230 250
<< Target >>
Line#18 R.Time:23.750(Scan#:2539) MassPeaks:83
RawMode:Averaged 23.742-23.758(2538-2540) BasePeak:74.00(72037)
BG Mode:Calc. from Peak Group 1 - Event 1 Scan

Target Spectrum

270

1290 310

330

350

_ 35888

43

il

57

JALI " .I..l.l o

e et
T

101

143
s | oam om

185 19
. 1

213

227

241255 283 297 35 39 382

T
0

30

50

T
70

90

110

130 150 170

190

T
210

230 250
Figura 12: EM obtidos da analise por CG-MS com respectivas estruturas

T
270

T
290 310

330

350

gl
370

40



8.1.2 Identificagdo DFP1303

Foram isoladas 51,6 mg dessa substancia como um sélido branco amorfo que foi obtido
por meio de duas colunas sucessivas, nas quais a terceira fracdo (DFP903) da primeira coluna
do extrato em DCM foi submetida a uma separacdo cromatografica, em que no sistema de
solventes CH2CI2:MeOH 99:1 foi obtida a terceira fragcdo, DFP1303, com 35,5 mg, a quarta
fracdo dessa mesma coluna também foi submetida a mais uma CC e foi obtida a amostra
DFP1503 com 16,1 mg, que por CDD comparativa concluiu-se que se tratava da mesma

amostra anterior.

Devido a baixa polaridade do solvente no qual foi obtido o extrato, foi utilizado o
revelador de Liebermann-Burchard e, para essa amostra, houve reacdo positiva, sugerindo
tratar-se de um triterpeno ou esterdide. A amostra foi submetida a analise de RMN dos nucleos
de carbono 13 e hidrogénio. A analise dos dados do espectro de **C RMN (Fig. 15, p. 45)
permitiu comprovar a natureza triterpénica desta substancia através da presenca de trinta sinais

de carbonos.

O espectro de RMN de *3C apresentou sinais em ¢ 158,1 e 116,9 que sugeriu a presenca
de ligacdo dupla na estrutura (Fig. 17, p. 46), também sugerida pelo espectro de RMN de *H
dessa substancia (Fig. 14, p. 44) que apresentou um sinal em 615,53 (dd, J=8,2 e 3,2 Hz) que
também sugere a presenca de hidrogénio olefinico, confirmando a presenca de uma ligacdo
dupla trisubstituida. Além dos sinais em 6y 2,03 (dt, J= 12,7; 3,2 ¢ 3,2 Hz) e 61 1,90 (dd, J=
14,7 e 3,2 Hz) dos hidrogénios vicinais (Fig. 16, p. 46)

O sinal em &c 79,1 foi atribuido ao carbono oxigenado, cujas constantes de acoplamento
do hidrogénio ligado a este em 6w 3,19 (dd, J = 11,3 e 4,6 Hz) sugere que a hidroxila se encontra
na orientagdo beta. Além de oito sinais em 64 0,80; 0,82; 0,91; 0,91; 0,93; 0,95; 0,98; 1,09 (s)
(Fig 18, p. 46) atribuidos a oito grupos metilas ligados a carbonos quaternarios indicaram que

a estrutura apresenta um esqueleto oleano.

Comparando-se os deslocamentos quimicos obtidos por meio dos espectros de RMN de
13C e de 'H, principalmente da dupla ligacdo e das metilas presentes nos espectros com o0s

dados da literatura (Tabela 8, p. 41) permitiram identificar a substancia como o 3-taraxerol.
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Figura 13:Estrutura do 3p-Taraxerol
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Tabela 7: Dados de RMN de H e de *C (CDCls, 300 MHz) da Substancia DFP1303 e comparagdo com 0s
dados da literatura

C 3p-taraxerol 6+ de DFP1303 3p-taraxerol §c
(SWAIN et al., (OLADOYE
2012) et al., 2015)
1 - - 37,7 38,0
2 - - 27,7 27,1
3 3,20 (m) 3,19 (dd, J=11,3e 4,6 79,1 79,1
Hz)
4 - - 39,0s 39,0
5 - - 55,5 55,5
6 - - 18,8 18,8
7 - - 35,1 35,1
8 - - 38,8 38,8
9 - - 48,8 48,7
10 - - 35,8 35,8
11 - - 17,5 17,5
12 - - 37,7 37,7
13 - - 37,6 37,6
14 - - 158,1 158,1
15 5,52 (dd, J=8,0e 3,2 5,53 (dd,J=8,2¢3,2 116,9 116,9
Hz) Hz)
16 1,90 (dd) 1,91 (dd, J=14,7€ 3,2 36,7 36,7
Hz) e 2,03 (dt,
J=12,7;3,2¢e 3,2 Hz)
17 - - 38,0 38,0
18 - - 49,3 49,3
19 - - 41,3 41,3
20 - - 28,8 28,8
21 - - 33,7 33,7
22 - - 33,1 33,1
Me-23 0,96 0,98 28,0 28,0
Me-24 0,91 0,96 15,44 15,5
Me-25 0,96 0,95 15,4 15,4
Me-26 0,89 0,91 29,9 29,9
Me-27 1,07 1,09 25,9 25,9
Me-28 0,80 0,80 29,8 29,8
Me-29 0,93 0,93 33,3 33,4

Me-30 0,89 0,91 21,3 21,3
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8.1.3 Identificagdo da mistura DFP1504

Foram isolados 54,7 mg da substancia DFP1504 que se apresentou como um sélido
branco amorfo, esta foi obtida a partir do fracionamento da quarta fracdo (DFP1304) obtida da
terceira fracdo (DFP903) do primeiro fracionamento do extrato em DCM. Devido a baixa
polaridade do solvente no qual foi obtido o extrato, foi utilizado o revelador de Liebermann-
Burchard havendo entdo reacdo positiva, sugerindo tratar-se de um triterpeno ou esterdide. Foi
realizada uma CCD comparativa dessa amostra com substancias ja identificadas em diversas
fontes (ALVES, 2012; ARAUJO NETO, 2016) que foi eluida com mistura de Hex/AcOEt 8:2
(Fig. 19, p. 47), cujo Rf encontrado para ambas as amostras foi de 0,42 sugerindo tratar-se da

mesma mistura.

Figura 19: CDD comparativa entre a amostra DFP1504 e a amostra identificada anteriormente por ARAUJO NETO (2016)

Foi realizada a analise de CG-EM afim de comprovar a composi¢do da mistura. Nas
analises por CG-EM foram identificados 3 picos majoritarios no cromatograma obtido (Fig. 20,
p. 48) identificados em comparacdo com os espectros de massa obtidos da biblioteca NIST 14
com similaridade superior a 90%, cujas correspondéncias estdo mostradas na tabela 9 (p. 49).
Onde foi observado que além do B-sitosterol e estigmasterol em sua composicdo foi também
detectado 0 campesterol em propor¢do maior do que o estigmasterol, sendo o B-sitosterol o

majoritario.
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Figura 20: Cromatograma da mistura de esteroides DFP1504

Nos fitoesteroides identificados pela biblioteca como p-sitosterol e campesterol, a
clivagem da ligacdo C17-C20 produz o fragmento (M* — R = 273), a quebra das liga¢des no
anel D que forma o fragmento composto pelos atomos C15, C16 e C17 do anel D juntamente
com a cadeia lateral R (M*— R = 43), que aparece como pico base para o B-sitosterol (DARNET
& RAHIER, 2004) (Fig 23, p. 50) e também para o campesterol (Fig 21, p. 49). Para o
estigmasterol (Fig 22, p. 49) ndo foi identificado o ion molecular em 414, no entanto o espectro

de 'H RMN apresentou sinais que foram atribuidos a esta estrutura.

Para comprovacdo inequivoca da composi¢do da mistura foi registrado o espectro de
RMN de H (Fig. 24, p. 51), através da analise desse espectro pode-se verificar a presenca do
multipleto em 61 3,53 (H-3) que pode ser atribuido ao atomo de hidrogénio ligado ao carbono
oxigenado e pelo sinal em on 5,37 (d, J = 5,16 Hz, H-6) referente ao hidrogénio olefinico
caracteristico de fitoesterdis com dupla ligacdo entre os carbonos 5 e 6. Os sinais de menor
intensidade 6+ 5,04 (dd, J=8,3 e 15,4 Hz) e 61 5,17 (dd, J = 8,3 e 15,4 Hz) podem ser atribuidos
aos hidrogénios olefinicos H-22 e H-23, respectivamente, da cadeia lateral do estigmasterol.
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Os singletos identificados em 61 0,66, 0,68, 0,78, 0,80, 0,83, 0,89, 0,91 e 0,99 foram
atribuidos aos grupos metilicos das substancias presentes na mistura. A analise dos dados de H

RMN e a comparacdo com dados da literatura (GRECA et al., 1990) confirmam a composicao
da mistura.
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Figura 21: Espetro de massas do campesterol
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Figura 22: Espectro de massas do stigmasterol
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Figura 23: Espectro de massas do B-sitosterol

Tabela 8: Identificacdo da mistura DFP1605

i e i
270 290 310

330 350 370 390 410
m'z

Pico Tempode % éarea Esteroides
retencao
1 30,511 7,64 Campesterol
2 31,185 1,15 Stigmasterol

3 32,542
Interferentes -

89,77
1,44

[-sitosterol
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8.1.4 ldentificacdo de DFP1603

Foram obtidos 18,8 mg de DFP1603 que se apresentou como um sélido cristalino branco
em forma de agulhas. Essa substancia foi obtida do fracionamento da segunda fracdo (DFP902)
do extrato em DCM. Devido a polaridade do solvente no qual foi obtido o extrato, foi realizado
0 teste frente ao revelador de Liebermann-Burchard que apresentou resultado positivo,

sugerindo tratar-se de um triterpenoide ou esteroide.

O espectro na regido do IV (fig. 25, p. 52) apresentou bandas de absor¢do em 1712 cm-
! atribuida ao estiramento da ligacdo C=0 de grupo ceto além de estiramentos atribuidos a
ligacdo Csp3-H em 2924 e 2870 cm™.
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Figura 25: Espectro na regido 1V de DFP1603

Os sinais referentes a DFP1603 no espectro de RMN de H (Fig. 26, p. 53) apesentam-
se majoritariamente na regido entre oy 0,7 e 61 2,4, caracteristica de hidrogénios metilicos de
substancias de baixa polaridade (Fig. 27, p. 54) (Tabela 10, p. 58).

Foi identificada uma metila que se apresenta como dubleto em &+ 0,88 cujo espectro de
HSQC permitiu verificar a correlagdo com o carbono em &¢ 6,8 ppm, esse valor é indicativo de

protecdo causada pelo grupo ceto vicinal. A andlise dos dados do espectro de HSQC e HMBC
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permitiu comprovar a natureza triterpénica desta substancia através da presenga de trinta sinais
de carbonos. Estes dados s&o indicativos que se trata de um triterpeno com esqueleto friedelano.

Por meio da andlise dos espectros bidimensionais HSQC (Fig 29, p. 55) e HMBC (Fig
30, p. 55) foram identificadas e atribuidas as correlacdes entre os hidrogénios e carbonos da

estrutura.

Através das correlagdes dos H a-carbonilicos registrados em &4 2,39 (ddd, J=13,7; 5,1
e 1,9, Hz, H-2 eq.), 01 2,31 (ddd, J=13,7; 7,2 e 1,20Hz, H-2 ax.) e on 2,25(q, J= 6,73-Hz, H-
4) (Fig. 29, p. 52) foi identificado um sinal em 6 213,4 (C-3) que indica a presenga de uma
carbonila, numa regido caracteristica de cetonas (Fig. 30, p. 57). As correlacfes obtidas através
dos espectros bidimensionais permitiram atribuir corretamente os sinais e confirmar a

localizag&o dos grupos substituintes.
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Figura 26: Espectro RMN de *H (500 MHz, CDCI3) de DFP1603
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Assim, através de comparacdo com dados da literatura a substancia DFP1603 foi
identificada como friedelan-3-ona (Friedelina) (ALMEIDA et al, 2011).
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Figura 32: Estrutura da friedelina
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Tabela 9: Dados de RMN de *H (54, CDCl3, 500 MHz) de DFP1603 e comparagdo com os dados da literatura.

C Friedelina 8H (ppm) de DFP1603  Friedelina  &¢ (ppm)
(ALMEIDA et al., (ALMEIDA
2011) etal., 2011)
1 1,68 (dg; J = 13,0; 1,69 (dd; J=12,9; 22,3 22,6
5,1;H-1b) 5,1;H-1eq)
2 2,39 (ddd; J = 13,7, 2,39 (ddd, J=13,7; 41,5 42,0
5,1;1,9; H-2a) 5,1;1,9Hz, H-2 eq.)
2,29 (m; J=13,8; 2,31 (ddd, J=13,2;
13,6 6,5; H-2b) 7,2; 1,2Hz, H-2 ax.)
3 - - 213,2 2134
4 2,24 (q; J=6,5; H-4) 2,25 (q, J=6,7Hz; H- 58,2 58,3
4)
5 - - 42,1
6 1,75 (m; H-6a) 1,75 (m; H-6ax) 41,3 41,6
1,27 (m; H-6b) 1,26 (m; H-6eq)
7 1,59 (m; H-7a) 1,57 (m; H-7ax) 18,2 18,2
1,47(m; H-7b) 1,50 (m; H-7eq)
8 1,44 (m; H-8a) 1,40 (m; H-8ax e eq) 53,3 53,3
1,39 (m; H-8b)
9 - - 37,5
10 1,55 (m; H-10) 1,55 (m; H-10) 59,5 59,4
11 1,38 (m; H-11) 1,38 (m; H-11) 35,6 35,4
12 1,35 (m; H-12) 1,35 30,5 30,7
13 - - 39,7
14 - - 38,3
15 1,47 (m; H-15a) 1,47 (m; H-15ax) 32,8 32,7
1,27 (m; H-15b) 1,25 (m; H-15eq)
16 1,54 (m; H-16a) 1,55 (m; H-16ax) 36,0 35,6
1,36 (m; H-16b) 1,35 (m; H-16eq)
17 - - 30,0
18 1,56 (m; H-18) 1,56 (m; H-18) 42,8 42,8
19 1,37 (m; H-19) 1,37 (m; H-19) 35,4 35,4
20 - - 28,2
21 1,49 (m; H-21) 1,49 (m; 2H-21) 32,4 32,7
22 1,48 (m; H-22) 1,49 (m; 2H-21) 39,3 39,6
Me-23 0,87 0,88(d, J=6,8Hz, H- 6,8 6,8
(d; J=6,5Hz; H-23) 23)
Me-24 0,73 (s; H-24) 0,73(s; H-24) 14,7 14,5
Me-25 0,88 (s; H-25) 0,90 (s; H-25) 17,9 18,0
Me-26 1,01 (s; H-26) 1,01(s; H-26) 20,3 20,1
Me-27 1,05 (s; H-27) 1,05(s; H-27) 18,7 18,7
Me-28 1,18 (s; H-28) 1,18(s; H-28) 32,1 31,9
Me-29 1,00 (s; H-29) 1,00(s; H-29) 31,8 31,7
Me-30 0,95 (s; H-30) 0,95(s; H-30) 35,0 35,1
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8.1.5 Determinacéo estrutural de AF4P54

Foram isolados 5,4 mg da substancia codificada como AF4P54, que se apresentou como
um sélido amorfo. Esta substéncia foi obtida a partir do fracionamento da quarta fracéo
(AFP544) em CC no sistema CH2Cl2:MeOH 9:1 que foi obtida a partir da separagdo em CC em
fase reversa, no sistema 7:3 H.O:MeOH, do extrato em AcOEt das folhas. Devido a polaridade
do solvente do qual foi obtida, a amostra foi testada frente ao cloreto férrico e apresentou
resultado positivo indicando a presencga de grupos fendlicos. Sua estrutura foi determinada a
partir da anélise de dados espectrométricos e comparag¢do com dados da literatura.

A andlise do espectro de RMN de *H (Fig. 33, p. 59) permitiu verificar que os sinais de
AF4P54 encontram-se na regido o1 3,0 a 8,2. Também permitiu observar dois dubletos (6n 6,34
e o1 6,21) na regido de hidrogénios ligados a sistema aromatico cuja constante de acoplamento
(J=2,0 Hz) é indicativo de acoplamento em meta. Verificou-se também a presenca de singleto
em dx 8,11 (Fig. 34, p. 60) e a presencga de uma unidade de agucar pelos sinais na regido entre
on 3,0 e 5,4, cujo pico em 8w 5,32(d, J=1,5 Hz) é caracteristico de hidrogénio anomerico de um

glicosideo.
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80 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 iS5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 33: Espectro de RMN de 'H de AF4P54 [CD30OD, § (ppm)]
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Figura 34: Ampliacéo do espectro de RMN de 'H de AF4P54

Uma proposta estrutural pode ser sugerida com o auxilio dos espectros de correlacéo.
Pelo espectro de HSQC pode-se verificar as correlagbes entre os hidrogénios ligados
diretamente aos carbonos da estrutura (Fig. 40, p. 65) (Tabela 11, p. 65). Esses dados foram
importantes para determinar a multiplicidade de cada carbono e reconhecer os hidrogénios
diretamente ligados a eles. O espectro de correlacdo bidimensional HMBC evidenciou

correlagdes que permitiram identificar carbonos vizinhos néo hidrogenados.

Os dados acima, aliados ao espectro de massas de alta resolucdo para esta substancia
(Fig 40, p. 63), cujo ion molecular foi registrado em MS (m/z): 339,0708 permitiu determinar
a formula molecular C1sH1609 (calculado para 339.0716). Considerando o sinal indicativo de
glicosideo identificado no espectro de RMN de *H, a formula estrutural resultante sugere que a

estrutura se trata de uma cumarina C-glicosilada.

A presenca de mais um sinal desprotegido em 61 8,11 ndo atribuido ao anel aromético
sugeriu que o ndcleo da estrutura seria uma cumarina, cujo valor de deslocamento para carbono
ligado diretamente a ele observado no espectro de HSQC (8¢ 148,0) é indicativo de desprotecédo
devido a localizacdo P a carbonila desta classe de substancia. No espectro bidimensional
HMBC (Figura 41, p. 66) é possivel identificar que este hidrogénio apresenta correlacdes com
trés carbonos. O ndo hidrogenado oc 159,3, identificado como o carbono oxigenado, outra
correlacdo com o sinal em 6¢ 178,9, que foi atribuido ao carbono do grupo acila e com o sinal
em ¢ 140,5 atribuido ao carbono a em relagdo ao grupo acila. Estas correlagdes permitiram

localizar inequivocamente o H-4 e C-4 da substancia.
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Os hidrogénios em on 6,34 e on 6,21 (J=2,0 Hz) apresentaram correlagcbes que
permitiram identificar determinar inequivocamente a posic¢ao dos substituintes na estrutura e 0s
carbonos vizinhos ndo hidrogenados, que pode ser verificado no espectro HMBC ampliado
(Figura 42, p. 67), sendo possivel identificar que cada um dos hidrogénios se correlacionam

com quatro carbonos.

Devido a correlacdo de ambos os hidrogénios com o sinal de carbono em &¢ 166,2, foi
proposto que se trata do carbono orto nao hidrogenado em relacédo a eles. Outro sinal no qual
ambos apresentam correlacdo € o carbono ndo hidrogenado registrado em 8¢ 106,6, que por
apresentar absorcdo em regido relativamente mais protegida, foi sugerido que ele se tratava do
carbono 10, vizinho a oxigénios ligados a carbono aromatico (C-5 e C-9) o que justifica o sinal
registrado, que € um indicativo de protecdo por efeito de ressonancia que estes grupos provocam
na posicdo orto. Deste modo, estes dados permitem determinar inequivocamente as posicoes

das hidroxilas fenélicas no anel cumarinico.

Outra correlagdo importante observada no espectro HMBC foi do H-8 (61 6,34) e 0
carbono vizinho C-9 (8¢ 159), indicativo de carbono sp? oxigenado. Esse dado permitiu atribuir
o0 deslocamento quimico do H-8 inequivocamente. Além disso, na correlacéo do hidrogénio em
dH 6,21 (H-6), e C-8 (8¢ 95,3) pode-se observar que 0 mesmo também apresenta correlagdo
com o sinal em &c 163,6 (C-5). Todos esses dados permitem concluir que se trata de um

derivado de uma 5,7-di-hidroxicoumarina, com um acucar glicosilado no anel lactonico.

A posicao do glicosideo na estrutura foi determinada a partir das correlagdes observadas
no espectro HMBC do hidrogénio ligado ao carbono anomérico (6n 5,32) e os carbonos
registrados em &¢ 140,5 e 72,0 que permitiram localizar o agucar na posi¢do C-3 do nucleo

cumérico (Fig 43, p. 68).

Deste modo pode-se concluir que se trata de um derivado C-glicosilado de uma
cumarina. O acucar foi identificado como sendo a glicose através da comparacao dos sinais de
RMN de C-13 registrados no HSQC com dados da literatura (Tabela 11, p. 65). O anémero alfa
foi determinado pela constante de acomplamento de J = 1,5 Hz observada para o H-1’da glicose.
Assim, o conjunto dos dados espectrais permitiram concluir que a substancia AF4P54 é a 3-

aC-glicosil-5,7-di-hidroxicumarina, isolada pela primeira vez.
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De modo a subsidiar a estrutura proposta foram realizados os célculos de deslocamento
de carbono para estruturas similares (Fig 35, p. 61), onde foi possivel ratificar a substituicdo do
anel aromatico nas posicdes 5 e 7, devido a presenca da hidroxila na posi¢édo 8 indicar protecdo
orto no carbono C-9 além disso, os deslocamentos calculados para os carbonos C-9 e C-10 para
as estruturas 2A e 2B apresentaram-se muito proximos dos valores obtidos por meio da analise
dos espectros da substancia isolada. Outro aspecto observado é que a presenga de um oxigénio
ligado diretamente ao C-3 implicaria numa protecdo do C-4, o que confirma ser um C-

glicosideo.

HO 105,2 143.6

156,6

103,2
160,09 ~O

OH

Figura 35: Deslocamentos quimico (em Hz) de carbonos de estruturas similares

Algumas cumarinas C-glicosiladas ja foram isoladas de plantas, a exemplo do
Daurosideo D, 5,7 di-hidroxicoumarina 6-C-B-glucopirandsideo, a primeira cumarina C-
glicosilada isolada que foi obtida da Huplophyllum dauricum (Fig. 36 A, p 63) (VDOVIN et.
al, 1983), cujos dados espectrométricos obtidos sdo similares ao da estrutura isolada neste
trabalho, sendo os sinais dos carbonos C-9 e C-10 os mais préximos, ratificando a proposta de
que a estrutura se trata da 5,7-di-hidroxicumarina. Essa mesma estrutura foi posteriormente
isolada da Morus lhou Koidz e o similar 8-C-B-glucopiranosideo do natural 6-C-pB-
glucopirandsideo foi sintetizado (Fig. 36 B, p 63) (MAHLING et. al, 1995). No entanto, para
ambas estruturas é visto que os valores de deslocamendo do hidrogénio anomérico de cada uma

delas difere do obtido para a cumarina isolada em questéo ja que ambas sao -glicosiladas.
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HE < OCH; H 7.96 (d, J=9,5 Hz)

He.08 (4, 7=9.5 Hz)

6,33 [Hﬁ

7.92 (d, J=10,0 Hz)
H

4,70 (d, J=9.5 Hz) H 109,2
HO H1.97 (4, 7=9,0 Hz)

H
A 6,25 () B HO HO

Figura 36: Estruturas e deslocamentos (em Hz) das cumarinas: A- Daurosideo D e estrutura B do similar obtido por meio de
sintese

Os dados espectrométricos foram também comparados com dados de estruturas
similares e foi encontrado que valor de deslocamento quimico do hidrogénio anomérico esta de

acordo com o de cumarinas C-glicosiladas sintéticas (Fig 37, p. 63) (SAHA et. al, 1999).

R, Rs

o - R=R,=R;=0H e R;=H - 5,20 ppm (J= 3,6 Hz)
B -R,=R,=R;=OH e R=H - 5,01 ppm (J= 9,8 Hz)

Figura 37: Dados espectometricos de cumarinas C-glicosiladas obtidas por sintese

itens, | 30643-AFP4000001.d: -MS, 1.2-1.5min #145-176

x10 ] 339.0708
204
154

1.0

054

192.0075

0.0 y y Al - . i i
100 200 300 400 500 mz

Figura 38: Espectro de massas de alta resolucdo de AF4P54
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Tabela 10: Dados de RMN de AF4P54

C/Préton SH dc HMBC (H—C)
1 - -
2 - 178,9
3 - 140,5
4 8,11 148,0 3,2e9
5 - 163,6
6 6,21 (d, J=2,0 Hz) 100,2 10,6,8e7
7 - 166,2
8 6,34 (d, J=2,0 Hz) 95,3 9,5, 10,6
9 - 159,3
10 - 106,6
SH dc (PFEFFER,
1980)
C(1%) 5,31 (d, J=1,5Hz) 102,1 100,02 3e2
C2’) |4,14(dd,J=3,3e1,5Hz2) 72,0 72,20 3’
C(3) 3,46 (m) 74,0 74,11
C4) 3,76 (m) 71,5 70,55
C(5%) 3,85 (m) 72,4 72,46
C(6”) 3,61 (m) 58,5 61,57

Figura 39: Estrutura da 3a-C-glicosil-5,7-di-hidroxicumarina
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Figura 41: Ampliacéo do espectro de HMBC de AF4P54 [CDsOD, § (ppm)]
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8.1.6 Identificacdo de ACF7

A substancia ACF7 foi obtida a partir da CCDP realizada com primeira fracdo da
particdo do estrato em AcOEt do caule obtida pela eluicdo em sistem 8:2 CHCl3:MeOH. Esta
amostra apresentou-se como um solido amorfo amarelo e, devido a polaridade do solvente no
qual foi obtido o extrato, foi realizado o teste frente ao cloreto férrico em que a amostra reagiu

positivamente, indicando a presenga de grupos fendlicos.

O Espectro de Massas, ionizagéo por eletrospray, registrado no modo negativo apresenta
ion molécular em m/z 269,02 (M-H) (Fig 52, p. 76). O espectro de RMN de *H dessa substancia
(Fig. 45, p. 70) apresentou sinais na regido entre on 6,1 e 6n 8,0, cujas constantes de
acoplamento permitiram identificar sinais caracteristicos de anel aromatico 1,4-dissubstituido
em dn 7,73 (2H; d; J=8,5 Hz) e 61 6,82 (2H; d; J=8,5 Hz), tipicos do anel B de flavonoides p-
substituidos. Os sinais em &n 6,29 (1H; d; J=2,1 Hz) e 61 6,06 (1H; d; J=2,0 Hz) caracterizaram
os hidrogénios com acoplamento em posicao meta do anel A de flavonoides, ja o sinal em 6n
6,45 (1H, s) foi atribuido ao H-3 a-carbonilico do anel C (fig. 46, p. 71).

Foram registrados também os espectros de correlacdo bidimensional HMBC (Fig. 48,
p. 72) e HSQC (Fig. 47, p. 72). No espectro de correlagdo HSQC foram obtidos os valores de
deslocamento dos carbonos por meio das correlagdes entre os hidrogénios ligados diretamente
aos carbonos da estrutura (Fig. 49, p. 73). Ja o espectro de HMBC evidenciou correlacdes que

permitiram identificar os carbonos vizinhos nédo hidrogenados (Fig. 50, p. 74).

Através da comparacdo dos dados obtidos com os dados da literatura (OWEN et al.,
2003) descritos na Tabela 11 (p. 75) a substancia ACF7 foi identificada como apigenina (Fig.
51, p. 75).

69



[} 1
.42 EhE ZFAL| LsE

[ II

| | [

J | I

D (s)
4450

Afd) B (d) c(d)

F.7322 & B3 &.0&814
E(d)
&.,2545
. L]

M- -
g 2% ETozzx
M- - =1 iy -

oV 2 o RF

| I M D,

Oy [t [

L == — L O

= = =& =

= = sz

T T T T T T T T
B r & 5

4
1 {ppm)

Figura 45: Espectro de RMN de *H de ACF7 [CD30D, & (ppm)]




i i
! /]
..' fd' —
IIIIII |I I| ll.'( Ilr
vy J - -~ A
A (d) B {d) D {s} E{d} C{d}
Ak s &.56203 G450 £.2345 6,06 14

60634
6.0594

w=h 8288
= 8114
.29 66
6.2924

| ne
g
i ¢

7.B 7.6 74 7.2 7.0 E 8.6 &4 8.2 &.0

Figura 46: Ampliacéo do espectro de RMN de H de ACF7 [CD30D, & (ppm)]

71



—————— —_———— —————— —_———
12 1 10 9 & 3
f2 (ppm}

Figura 47: Espectro de HSQC de ACF7 [CDsOD, & (ppm)]

. JJJ | .*_J' MUJJUL_._

0

-—10

. w20
1T -30
) Lo

Lso

Lo

' L7
Len

i T
£2 (ppm})

Figura 48: Espectro de HMBC de ACF7 [CDsOD, é (ppm)]

T T T T

10 k] & 7 &

-

fL (ppm)

f1 (ppm)

72



- 75
80
s
-0
} l@ﬁ

I 100
105
110

F115

F120

125

- -130

135

~140

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5
f2 (ppm)

Figura 49: Ampliacéo do espectro de HSQC de ACF7 [CDsOD, & (ppm)]

1 {ppm)



6,82

Hys ) 3 AU ) oH

.
128,1 161.6
115,9
64,5121
2 6' [128,1 6,82 m
3 H 773
6,06 H 162,0[182.1T[a 1024 645
OH o) : §
9:5 I g:ﬂ . S:E . Slﬂ

2 {ppm)
Figura 50: Ampliacéo do espectro de HMBC de ACF7 [CDsOD, 6 (ppm)]

~100
Lllﬂ
Lllﬂ
—130
—140
=150
=160

=170

~-190

— 200

74

F1 (ppm)



Tabela 11: Dados de RMN [CDsOD, & (ppm), multiplicidade, J (Hz)] de *3C e de 'H da substancia ACF7 e
comparacdo com dados da literatura

o Apigenina dc (500 MHz, Apigenina OH
'S (OWEN et CDCl3, d) de (OWEN et al.,

3 al., 2003) ACF7 2003) oH

o dc

1 122,72 121,8 - -

2’ 129,19 128,1 7,88 7,73 (d, J=8,48)
3’ 116,78 115,9 6,95 6,82 (d, J=8,46)
4 162,16 161,6 - -

5 116,78 115,9 6,95 6,82(d, J=8,46)
6’ 129,19 128,1 7,88 7,73(d, J=8,48)
2 165,30 164,5 - -

3 103,78 102,4 6,64 6,45 (s)

4 183,07 182,1 - -

5 162,64 162,0 - -

6 99,71 100,3 6,21 6,06(d, J=1,98)
7 165,27 167,4 - -

8 94,78 94,6 6,48 6,29(d, J=2,11)
9 158,76 158,4 - -

10 104,91 103,1 - -

OH
HO o)
OH o)

Figura 51: Estrutura da apigenina
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8.2 Determinacao do teor de fendlicos totais

A composicdo quimica de uma espécie depende, dentre outros fatores, das condicOes
ambientais, do estagio de desenvolvimento dos 6rgdos da planta, mas também pode ser induzida
por fatores externos. A presenca de alguns metabdlitos secundarios, tais como 0s compostos
fendlicos, pode surgir em defesa da planta contra a herbivoria e a quantidade de fendlicos pode
estar diretamente associada a idade da planta, para as folhas jovens h4 uma maior quantidade

de compostos fenolicos quando comparado as folhas mais maduras (MATSUKI, 1996).

O teor dos fenolicos totais nas partes aereas de M. latifolium apresentou uma
distribuicdo qualitativamente variavel. Os teores de compostos fendlicos totais nos extratos de
M. latifolium variaram de 46,438 = 0,006 a 446,668 + 0,018 mg EAG/g de extrato. As maiores
concentracdes de compostos fenolicos foram encontradas nos extratos em BuOH das folhas e
do caule, sendo as menores encontradas nos extratos em AcOEt de ambas as partes da planta
(Tabela 12, p. 77).

Tabela 12: Teor de fendlicos totais de M. latifolium

Fendlicos Totais (mg EGA/ g de extrato) + intervalo

Extratos de confianga
Folhas Caule
AcOEt 46,438 + 0,006 76,625 + 0,011
BuOH 102,125 + 0,016 446,688 + 0,018
DCM 90,375+ 0,012 258,375 + 0,002

Como observado na Tabela 6 anterior, os teores de fendlicos nos extratos do caule foram
superiores aos teores nas folhas, isso pode ser atribuido ao estagio de desenvolvimento da planta
de maior maturidade ou devido a ndo necessidade de protecdo contra a herbivoria. Além disso,
a variacdo dos teores de fenolicos nos extratos das partes aéreas de M. latifolium podem ocorrer
por conta de a sintese dessas substancias pelos Orgdos vegetais ser induzida por fatores
ambientais como o clima, intensidade de chuvas e luminosidade, fertilidade do solo,
disponibilidade de nutrientes, além de fatores bioldgicos como a possibilidade de diferentes
tipos celulares regularem a propria sintese de fendlicos (MATSUKI, 1996; QUEIRES, 1998).
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Apesar de ndo ser um ensaio especifico, o ensaio de Folin-Ciocalteau é o0 método mais
utilizado na determinacdo de compostos fenolicos. Além dos compostos fendlicos, tais como
fenois simples, acidos fendlicos (derivados do acido benzoico e cinamico), cumarinas,
flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas, dentre os
compostos ndo fenolicos que podem reduzir o reagente de Folin-Ciocalteau estdo os acidos
organicos, aglcares, carotenoides, aminoacidos e o sulfato ferroso além de algumas substancias
inorganicas (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

Para o extrato em DCM, devido a baixa polaridade do solvente de extracdo quando
comparado com 0s outros ndo é esperado a presenca de compostos polares, tais como 0s
fendlicos, por isso resultado para o extrato DCM ndo pode ser caracterizado como um resultado
positivo com presenca de polifendis e sim que compostos ndo fendlicos podem ter interferido

na andlise, contribuindo de maneira aditiva.
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8.3 Avaliacao das atividades bioldgicas dos extratos e dos constituintes isolados

8.3.1 Determinacéao da atividade antioxidante

Os radicais sdo produzidos naturalmente e encontram-se envolvidos em processos de
producdo de energia, regulacdo do crescimento celular, fagocitose, sinalizacéo intercelular e
sintese de substancias bioldgicas importantes, no entanto, seu excesso, ocasionado por alguma
disfuncdo bioldgica, apresenta efeitos prejudiciais que estdo relacionados com vérias
patologias, tais como artrite, choque hemorragico, doencas do coracgdo, catarata, disfuncdes
cognitivas, cancer e AIDS, podendo ser a causa ou o fator agravante do quadro geral
(BARREIROS et al., 2005).

O excesso de radicais € combatido por compostos antioxidantes que sdo encontrados
naturalmente no organismo humano e em alimentos, sendo responsaveis pela protecdo do
organismo contra agao oxidativa desses radicais. Sao substancias que previnem e/ou regeneram
a estrutura do substrato oxidavel (CHORILLI et al., 2007). Nas plantas, alguns metabolitos as
protegem da acdo oxidante, podem também inibir o aparecimento de células cancerigenas, além
de retardar o envelhecimento celular no homem (PYRZYNSKA; PEKAL, 2013).

Os extratos em AcOEt, BuOH, e DCM dos caules e folhas de M. latifolium foram
submetidos ao ensaio de atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical estavel 2,2-
difenil,1-picrilhidrazil (DPPH). A capacidade de sequestrar o radical DPPH exibida pelos
extratos, expressa em percentual de sequestro do radical livre (%SRL), encontram-se nas
figuras 53 (p. 79) e 54 (p. 80).

%SRL dos extratos do caule e o padrao
acido galico
100

L

10

%SRL
[~ -1
[=] (=] [=] Q

Concentragdo (ug.mL-1)

M Acido gdlico ®AcCOEt MBuOH HDCM

Figura 53: %SRL para os extratos do caule
79



%SRL dos extratos das folhas e o padrao
acido galico

%SRL

40
20 [
0 ~
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Concentracdo (pg-mL-1)

M Acido gdlico MACOEt WMBuOH EDCM

Figura 54: %SRL para os extratos das folhas

Todos os extratos apresentaram atividade antioxidante, sendo o extrato em AcOEt do
caule o mais ativo entre todos com %SRL comparavel ao padrdo acido galico nas concentracdes
de 250 a 150 pg. mL?, apresentado atividade em concentracdo de 10 ug. mL™?, assim como o
extrato em BUOH. Dentre os extratos das folhas o extrato em AcOEt foi 0o mais ativo. Os
extratos em DCM do caule e das folhas foram 0s menos ativos em todas as concentragdes
testadas, enquanto os extratos em BUOH apresentaram um percentual de sequestro de radicais
livre intermediario, sendo a %SRL proxima a do extrato em AcOEt do caule em todas as

concentragoes.

A baixa atividade do DCM diverge do resultado para fendis totais, corroborando a
hiptese de que naquele teste pode ter ocorrido reacbes de falso positivo. No entanto, a
consideravel atividade dos extratos do caule ratifica que ha uma maior concentracdo de
compostos redutores, tais como os fendlicos, nestes extratos do que nos extratos das folhas em
conformidade com os resultados observados de teores de fendlicos totais para cada um detes

extratos.

Foram determinados o valor de concentracdo inibitdria (Clso) para todos os extratos e 0
padrdo por meio da equacédo da reta obtida por regressao linear pelo gréafico do percentual de
sequestro do radical livre versus concentragdo da amostra (tabela 13, p. 81). O valor de Clso €
definido como a concentracgdo da substancia ou extrato requerida para decrescer a concentragdo
inicial de DPPH em 50%, assim quanto menor seu valor, maior o consumo de DPPH por uma

amostra resultando numa maior capacidade antioxidante. (SOUSA, 2007; IHA, 2008).
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Tabela 13: Valores de Clsp do padréo e dos extratos testados
Clso (ug. mLY)

Extratos
Folhas Caule
Acido galico 138,97
AcOEt 354,54 12,22
BuOH 397,21 105,34
DCM 1693,82 997,98

O extrato em AcOEt foi o que apresentou menores valores de Clso, 72,22 pg. mL™* para
caule e 354,54 pug. mL ™ para as folhas. O extrato em BuOH do caule apresentou valores de Clso
préximos aos dos extratos em AcOEt, 105,34 e 397,21 ng. mL™* para o caule e para as folhas
respectivamente, seguido pelos valores mais altos de Clso para os extratos em DCM de ambas
as partes. Estes resultados evidenciam que os metabolitos presentes nesses extratos atuam como
redutores do radical DPPH, indicando que esse extrato pode ser uma fonte promissora de

metabolitos com acdo antioxidante.

Apesar do extrato em AcOEt das folhas ter apresentado %SRL consideravel, a
substancia isolada a partir da particdo desse extrato ndo apresentou valores proximos (Fig 55,
p. 81), o valor de Clso de 456,82 pg. mL™? obtido também confirmam o fato de que essa
substancia ndo apresenta atividade antioxidante significante. Portanto, ndo foi isolado o(s)
composto(s) responsavel (is) pela atividade demonstrada no extrato ou entdo, a atividade se

deve a mistura de compostos polifendlicos.

%SRL de AF4P54

Figura 55: %SRL de AF4P54
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8.3.2 Determinacao da inibi¢éo da Acetilcolinesterase

As doencas neurodegenerativas estdo dentre as maiores causas de incapacidade e
mortalidade atualmente e dentre estas, encontra-se a Doenca de Alzheimer (DA), que tem
atraido grande atencdo dos pesquisadores por ser progressiva e incapacitante. Esta associada
aos problemas de memoria e disturbios de comportamento, sendo a idade seu principal fator de
risco (DIAS et al., 2015). Uma alternativa para o tratamento da DA é o aumento dos niveis de

Acetilcolina (ACh) no cérebro pela inibi¢do da acetilcolinesterase (AChE).

Um dos farmacos aprovado e disponivel comercialmente para o tratamento da DA é a
Galantamina (Reminyl®, 1), que atua inibindo a AChE (DIAS et al., 2015), que foi obtida a
partir de Galanthus woronowii (Amaryllidaceae) (PEARSON, 2001). Outros agentes
terapéuticos sdo conhecidos por ocorrerem em plantas utilizadas tradicionalmente para falta de

memoria e outro declinio cognitivo associado com velhice (Howes et al., 2003).

O padrdo positivo utilizado foi a fisostigmina, que € utilizada como medicamento para
o mal de Alzheimer. No gréafico observado na Figura 56 (p. 82) nota-se que, dentre 0s extratos
testados os extratos das folhas apresentaram maiores porcentagem de inibigdo quando
comparadas aos extratos do caule. O extrato em BuOH das folhas foi o que apresentou maior
%I dentre eles e além dele o extrato em AcOEt apresentou atividade até na menor concentragdo
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Figura 56: Porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase versus concentracdo em (ug.mL™) pelos extratos de M. latifolium

Também foi determinada a porcentagem de inibicdo da enzima pelas substancias

isoladas AFP54 e ACF7, além da mistura de acidos graxos. Apesar do extrato em AcOEt ter
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apresentado baixa atividade frente a enzima, a substancia AFP54 apresentou atividade
moderada quando comparada ao padréo fisostigmina (fig. 57, p 83).

1% da enzima acetilcolinesterase
100

80
60

40

M e kL

250

Eserina CAF4P54 Oleos graxos CIACF7

Figura 57: %I da acetilcolinestarase pelas substancias isoladas

Os valores de Clso para 0s extratos e para as substancias isoladas foram calculados
(Tabela 14, p. 83), apesar das porcentagens de inibicdo serem comparaveis ao padrdo, os valores
de Clso obtidos foram considerados altos. Para as substancias isoladas, todas apresentaram
valores de 1Cso acima do valor obtido para o extrato em AcOEt das folhas, que foi 0 maior
dentre os extratos, exceto o valor de Clsode 273,04 pg.mL™ obtido para a substancia AF4P54,

0 que chama atencdo do potencial desta estrutura para desenvolvimento de derivados
cumarinicos com atividade inibitéria de AChE.

Tabela 14: Valores de 1Cso do padréo e dos extratos

Clso (ug. mLY)

Extratos
Folhas Caule
Eserina 201,04
AcOEt 517,05 425,27
BuOH 304,17 508,28
DCM 511,25 463,29
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8.3.4 Determinagéo da atividade antimicrobiana

A utilizagdo de fitoterapicos, extratos vegetais, bem como outras formas alternativas de
tratamento médico como agentes antimicrobianos vem ganhando grande popularidade desde a
década de 1990. Existem duas razbes significativas para este quadro: a resisténcia dos
microorganismos as substancias antimicrobianas sintéticas e o potencial toxico que acarretam

em efeitos colaterais que elas apresentam (SILVA Jr. et al., 2009).

Entdo o objetivo é descobrir compostos com atividade comparada a dos farmacos
tradicionalmente utilizados, porém, com menor toxicidade e mais eficazes contra a resisténcia
de micro-organismos patogénicos. A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada por
meio da determinacdo da concentracdo minima da substancia ou do extrato vegetal necessaria

para inibir o crescimento do microrganismo-teste. (Ostrosky et al., 2008).

A determinacdo da concentracéo inibitéria minima (CIM) foi realizada através do ensaio

em microplaca utilizando como revelador a resazurina (Fig. 58, p. 84).
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Figura 58: Representacéo do ensaio revelado com resazurina

Os resultados de CIM das atividades antibacteriana (Tabela 15, p. 85) mostraram que a
todos os extratos das folhas apresentaram atividade frente a alguma das bactérias testadas, o
extrato em BuOH ndo apresentou atividade frente a Salmonela, no entanto apresentou CIM

<125 pg.mL* frente a P. aeruginosa e <250 pg.mL frente a S. aureus.

Frente a Salmonela os extratos do caule apresentaram as menores CIM, para os extratos
em AcOEt e BuOH apresentaram CIM de <125 pg.mL™. Frente a E. coli somente o extrato em

BuOH apresentou atividade na maior concentracdo testada.
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Tabela 15: Concentragdo minima inibitoria dos extratos frente as diferentes bactérias testadas

CIM (pug.mL™?)
Amostras Micro-organismos
S. aureus E. coli P. aeruginosa Salmonela

Padréo <30 <30 <30 <30

DCM Caule >1000 >1000 <1000 <250
AcOEt Caule >1000 >1000 <500 <125
BuOH Caule >1000 >1000 <1000 <125
DCM Folha <1000 >1000 <500 <1000
AcOEt Folha <1000 <1000 <250 <500
BuOH Folha <250 <1000 <125 >1000

Na literatura ndo é encontrada uma classificacdo consensual relacionada aos valores de
CIM, alguns autores classificam que: CIM até 0,5 mg/mL séo inibidores potentes; CIM entre
0,6 e 1,5 mg/mL s&o inibidores moderados; CIM acima de 1,6 mg/mL s&o inibidores fracos
(ALIGIANNIS et al., 2001). Por outro lado, foram encontrados dados em que valores <
1000pg/mL de CIM sao satisfatorios (WEBSTER et al.,2008). Assim, dos extratos testados 9
séo considerados inibidores potentes, sendo que as concentragdes acima de 1000ug/mL ndo

foram testadas.

As substancias isoladas também foram submetidas a avaliacdo da atividade
antimicrobiana frente as mesmas bactérias testadas para os extratos (Tabela 16, p. 85), no
entanto em concentragdes de 30 a 250 pg.mL™. Foi observado que a mistura de acidos graxos
apresentou atividade antimicrobiana frente a todas as bactérias nas maiores concentracoes, a
substancia AFP54 apresentou atividade frente a P. aeruginosa e a Salmonela com
concentragdes <250 e <150 pg.mL™. A substancia ACF7 ndo apresentou atividade frente a

nenhuma das bactérias.

Tabela 16: Concentracdo minima inibitoria das substancias isoladas frente as diferentes bactérias testadas

CIM (upg.mLt)
Amostras Micro-organismos
S. aureus E. coli P. aeruginosa Salmonela
Padréo <30 <30 <30 <30
AFP54 >250 >250 <250 <150
ACF7 >250 >250 >250 >250
A. graxos <250 <250 <250 <250
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8.3.5 Letalidade frente a Artemia salina

No uso popular, muitas plantas sdo utilizadas sem que haja um conhecimento sobre a
toxicidade destas, 0 que representa um risco a satde humana pelo fato de que ja é sabido que
muitas espécies apresentam riscos de intoxicacdo, tais como Bico de Papagaio (Euphorbia
pulcherrima Willd), Espirradeira (Nerium oleander L.), dentre outras. Além disso os testes de

toxicidade complementam os ensaios bioldgicos (Bednarczuk et al., 2010).

Este ensaio é utilizado na rotina dos laboratérios de pesquisa em produtos naturais
devido a sua aplicagdo como uma técnica de triagem bioldgica inicial com o objetivo de
selecionar e monitorar o estudo fitoquimico de extratos de plantas na busca por substancias
bioativas. Existe uma significante correlacdo entre o ensaio de letalidade da A. salina e a
inibicdo do crescimento de linhagens celulares de tumores humanos sélidos, por exemplo, o
que ratifica o valor deste bioensaio como uma ferramenta de triagem na pesquisa de novas
drogas antitumorais (SIQUEIRA et al., 1998).

Nenhum dos extratos testados, até mesmo na maior concentragdo (1000ug.mL™),
apresentou atividade citotoxica. Todos os nadplios se mantiveram vivos ap6s as 24h de teste.

Desta maneira, os extratos de M. latifolium foram considerados atdxicos.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho é o primeiro relato de estudo quimico realizado no género Macrolobium
através da espécie Macrolobium latifolium, o qual contribuiu para o conhecimento quimico e
determinacéo do potencial bioldgico da espécie e apresentou resultados promissores devido ao
isolamento de uma nova estrutura que apresenta diversas atividades biologicas. Este trabalho
ratifica a possibilidade de se encontrar novas cumarinas com potencial biologico, fato que
chama atencdo para o retorno aos estudos fitoquimicos de espécies endémicas, mesmo
utilizando ferramentas classicas, tendo em vista que no género o qual a espécie pertence nao

existem relatos de estudos quimicos.
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