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Resumo

A familia Apocynaceae apresenta uma grande diversidade de metabdlitos secundarios,
com potencial biolégico e farmacéutico, o que tem despertado grande interesse nos
estudos de seus géneros. O género Himatanthus possui treze espécies que estdo
amplamente distribuidas na regido norte do Brasil. A espécie da regido amazénica,
Himatanthus sucuuba, é latescente, arboérea, cujo tronco € ereto e a casca rugosa,
popularmente conhecida como sucuba, sucuuba ou janaguba. O latex, cascas e folhas
sdo utilizados na medicina popular como antitumoral, antifingico, antianémico,
vermifugo e no tratamento de gastrites e artrites. No presente estudo as raizes de H.
sucuuba foram utilizadas para a obtencdo dos extratos hexano, diclorometano e
metanol. Do extrato hexano foi isolada a mistura dos cinamatos de lupeol, a ¢ B-
amirina. O extrato diclorometano foi submetido a fracionamento cromatografico
fornecendo os iridoides plumericina, isoplumericina, plumieridina e o esterdide
sitosterol. Do extrato metanol foram isoladas, ap0s sucessivos fracionamentos, o
iridéide plumierideo, e os terpenos acetato de lupeol e a mistura dos acidos ursélico e
oleandlico. A atividade antioxidante foi avaliada por meio da capacidade de sequestro
do radical estavel 2,2- difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), utilizando quercetina como
padrdo. O extrato metanol das raizes secas/parte diclorometano foi o extrato com
melhor atividade antioxidante com a concentragdo de CSsy em 244, 56 ug/mL. No teste
de toxicidade frente a Artemia salina o extrato hexano obtido da raiz fresca, apresentou
a atividade mais pronunciada 111,06 pg/mL. A quantificacdo de iridéides em diferentes
espécies do género Himatanthus comprovou a presenca do plumierideo constituinte
majoritdrio em todas as espécies analisadas. As analises de diferentes amostras
realizadas pela cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao espectrdometro de
massas (CLUE-EM) conduziu a identificacdo dos iridoides 15-desmetilplumierideo e

plumierideo, presentes apenas nos frutos verdes da espécie H. sucuuba.

Palavras-chave: Apocynaceae; Himatanthus sucuuba; iridéides.



Abstract

The family Apocynaceae presents a wide variety of secondary metabolites with
potential biological and pharmaceutical activities, which has attracted great interest in
studies of their genres. The genus Himatanthus has thirteen species that are widely
distributed in northern Brazil. The species of the Amazon region, Himatanthus sucuuba
is a latex containing tree, whose trunk is erect and rough skin, popularly known as
sucuba, sucuuba or janaguba. The latex, barks and leaves are used in folk medicine as
antitumor, antifungal, anti-anemic, anthelmintic and for treatment of gastritis and
arthritis. In the present study the roots of H. sucuuba were used to obtain hexane,
dichloromethane and methanol extracts. From the hexane extract was isolated the
mixture of lupeol cinnamates, o and B-amyrin. The dichloromethane extract was
subjected to fractionation providing the iridoids plumericine, isoplumericine,
plumieridine and the steroid sitosterol. From the methanol extract were isolated after
successive fractionations, the iridoid plumieride and the terpenes lupeol acetate and the
mixture of ursolic and oleanolic acids. The antioxidant activity was evaluated by
sequestration capacity of the stable radical 2,2 - diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
using quercetin as standard. The methanol extract of the dried roots / the
dichloromethane extract was better with antioxidant activity with the concentration of
CS50 in 244.56 mg/mL. The toxicity test on Artemia salina hexane extract obtained
from the fresh root, showed activity more pronounced at 111.06 mg/mL. Quantification
of iridoids in different species of the genus Himatanthus proved the presence of
plumieride as the major constituent in all analyzed species. The analysis of different
samples analyzed by ultra efficient liquid chromatography coupled with mass
spectrometry (UPLC-MS) led to the identification of iridoid 15-desmethylplumieride
and plumieride, present only in the green fruits of the species H. sucuuba.

Keywords: Apocynaceae; Himatanthus sucuuba; iridoids.
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1. Introducéo

A familia Apocynaceae pode ser considerada uma das mais importantes fontes
vegetais de constituintes quimicos utilizados na medicina moderna. No Brasil ocorrem
41 géneros e aproximadamente 400 espécies (JUDD et al., 2009; VAN DEN BERG,
1993).

As espécies vegetais dessa familia sdo objetos de estudos quimicos, botanicos e
farmacéuticos, destacando-se na etnofarmacologia por seu uso no tratamento de doencas
do sistema nervoso central (Bonafousia albiflora), articulagdes (Bounafousia disticha) e
sistema cardiovascular (Catharanthus roseus) (GRENAND et al.,1987). Dentre as
classes quimicas mais encontradas na familia destacam-se os alcaldides, glicosideos
cardiotonicos e iridoides (DI STASI, C.L. & HIRUMA-LIMA, 2002).

Catharanthus roseus (Figura 1) é muito estudada por possuir alcaldides
bisidolicos (catharanthamina, vincaleucoblastina e leurocristina), responsaveis pela

atividade antitumoral (BRANDAO, et al., 2010; EL-SAYED et al, 1981).

Figura 1. Espécie Catharanthus roseus.

(Modificada de http://digilander.libero.it/ipdid/photos/catharanthus-roseus.htm)
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Outro género pertencente a familia Apocynaceae de grande relevancia quimica e
farmacoldgica é o género Himathanthus, este género é exclusivo da América do Sul e
morfologicamente € conhecido por possuir folhas simples, com Iaminas inteiras, sua
nervacdo é pinada com as nervuras secundarias unindo-se a arcos proeminentes. Os
fragmentos da casca do caule tém formato plano, superficie irregular, exibindo fendas
mais ou menos profundas na superficie externa (MARATTO et al., 2002).

O género Himatanthus possui quatorze espécies, sendo elas: H. obovatus, H.
stenophyllus, H. drasticus (H. fallax), H. lancifolius (H. fallax), H. fallax, H.
phagedaenicus, H. articulatus (H. sucuuba), H. speciosus, H. sucuuba, H. bracteatus
(H. speciosus), H. tarapotensis, H. semilunatus e H. attenuatus (SPINA, 2004). Este
género também se destaca por incluir espécies popularmente utilizadas como plantas
medicinais e que possuem grande diversidade de compostos farmacologicamente ativos,
entre eles alcaloides indolicos, iriddides e esteres triterpénicos (DI STASI, C.L. &
HIRUMA-LIMA, 2002; MARATTO et al.,, 2002). Dentre essas espécies podemos
destacar a H. lancifolius utilizada no tratamento de doencas da pele, asma, sifilis,
estimulante de contragGes uterinas e para regulacdo menstrual. Dois alcaldides a uleina
(1) e desmetoxiaspidospermina (2) (FRANCA et al., 2000) ja foram isolados. O latex
exsudado de H. articulatus é utilizado como antifingico, antibacteriano e no tratamento
de Ulceras, tumores, inflamacdes, sifilis, cancer e malaria. Do seu latex dessa espécie ja
foram isolados cinamatos de o ¢ B-amirna, cinamato de lupeol, acetato de lupeol e
cicloartenol (REBOUCAS, et al, 2012).

H. sucuuba é amplamente utilizada na medicina popular em diferentes localidades
na Amazonia, Peru e Colombia. O latex exsudado das cascas de H. sucuuba é utilizado

no tratamento de infec¢bes da pele e coceiras, enquanto que as folhas sdo utilizadas
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contra problemas de intestino e na expulsdo de vermes (SILVA et al., 2003; DI STASI,

C.L. & HIRUMA-LIMA, 2002).

Figura 2. Alcaloides isolados de Himatanthus lancifolius.

1.1. Himatanthus sucuuba (Spruce) Woodson

H. sucuuba (Figura 3) é uma espécie vegetal encontrada no Panama, Colémbia,
Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana Francesa, Bolivia e Brasil, é popularmente
conhecida como sucuuba, sucuba ou janaguba. Seu latex € utilizado pela populacao
como antiinflamatério, analgésico, no tratamento de tumores, Ulcera e tuberculose. Suas
cascas sdo utilizadas para o tratamento de ulceras, como analgésico e antitussigeno
(REBOUCAS et al, 2012; SILVA et al, 2010; SOARES et al, 2010; MIRANDA et al.,
2000; ELISABETSKY & CASTILHOS, 1990; VAN DEN BERG, 1993). E possuem

atividade leishmanicida comprovada (CASTILLO et al, 2007).
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Figura 3. Espécie Himatanthus sucuuba. Fonte: Arquivo pessoal.

Do latex da H. sucuuba ja foram isolados os iridoides fulvoplumierina,
plumericina (3) e isoplumericina (4) (que possuem atividade antifingica, antibiotica e
citotoxica), além de isoplumierideo, desmetilplumierideo (5), plumierideo (6) e
desmetilisoplumierideo (REBOUGCAS et al., 2012; SILVA, et al., 2003; SILVA, 2000;
VILEGAS et al., 1992; HAMBURGER, et al., 1991). Os triterpenos cinamato de lupeol
(7), cinamato de a-amirina (8), cinamato de p-amirina e acetato de lupeol (9) também
sdo encontrados nas cascas e no latex de H. sucuuba (possuem atividades anti-
inflamatdria e analgésica) (MIRANDA et al., 2000), e também sdo encontradas
substancias fenolicas, como o é&cido galico, catecol, quercitrina e miricetrina

(REBOUCAS et al, 2012; SILVA, 2000).
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Figura 4. Estruturas quimicas dos iridoides e triterpenos isolados de Himatanthus
sucuuba.
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1.2 Metabolitos secundarios

As células vegetais produzem dois tipos distintos de metabolitos, os primarios que
estdo presentes em todos os sistemas vivos e S0 essenciais para o crescimento e
desenvolvimento do organismo, e 0s secundarios que sao produtos resultantes de
metabolismos especificos (FERREIRA, V. F. & PINTO, A. C., 2010; LOBO, 2007;

GOBBO-NETO, L. & LOPES, N. P., 2007; DEWICK, 2002).

A maior parte dos metabolitos presentes nas plantas faz parte dos metabolitos
primarios, pois estes desempenham uma funcdo essencial no vegetal, tais como a
fotossintese, a respiracdo e o transporte de nutrientes. Podemos destaca-los como 0s
polissacarideos, acucares, proteinas e graxas (FERREIRA, V. F. & PINTO, A. C., 2010;

LOBO, 2007; GOBBO-NETO, L. & LOPES, N. P., 2007, DEWICK, 2002).

Os metabdlitos secundarios existentes nas plantas ndo sdo necessariamente
vitais para a sua vida, porém sdo de grande importancia para a comunicacdo das
espécies, na atracdo de organismos benéficos como polinizadores e na defesa contra
ataques de herbivoros ou outros predadores. Ainda, os metabo6litos secundarios possuem
acdo protetora em relacdo ao estresse provocado por mudancas de temperatura,
conteddo de A&gua, niveis de luz, exposicdo a UV e deficiéncia de nutrientes
(FERREIRA, V. F. & PINTO, A. C., 2010; LOBO, 2007; GOBBO-NETO, L. &
LOPES, N. P., 2007; DEWICK, 2002). Esses metaboélitos podem ser divididos em trés

classes principais: os terpenos, os compostos fendlicos e os alcaldides.

1.2.1 Iriddides
Os terpenos séo derivados de unidades de isoprenos (Cs), no entanto, estes ndo
estdo envolvidos na sua biossintese. Duas vias biossintéticas diferentes podem dar

origem aos isoprenos, a via do mevalonato, que tem como intermediario o &cido
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mevalonico, e a via do fosfato de deoxixilulose, descoberta recentemente. A
condensagao “cabeca-calda” entre as unidades de dimetilalil pirofosfato e o isopentenil
pirofosfato, catalisada por enzimas, forma a cadeia de geranil pirofosfato que €

precursora dos monoterpenos (DEWICK, 2002).

Mevalonic acid Deoxyxylulose
\ / phosphate
/R/\(}P‘P )\‘/\(}I‘P Hemiterpenes (Cs)
dimethylallyl PP isopentenyl PP
(DMAPP) (Cs) Y (IPP) (Cs)
Cio - Monoterpenes (Cg)
: Iridoids
PP —,
—— Cis e Sesquiterpenes (C)3)
IPP -
x 2
Cop —_— Diterpenes (Cag)
PP —,
x 2
Cas —_— Sesterterpenes (Cas)
i
Cap - Triterpenoids (Cag)
Steroids (Cg—Csg)
L
Can Tetraterpenes (Cyg)
Carotencids

Figura 5. Esquema da via biossintética dos terpenos (modificado de DEWICK, 2002).

Os iridoides sdo monoterpenos com esqueleto iridano, que é constituido de um
anel ciclopentano fundido a um heterociclico oxigenado de seis membros. O mecanismo
de formacédo do iridoide ocorre a partir do geraniol de uma maneira diferente da que

ocorre para 0s monoterpenos. A etapa de ciclizacdo é fundamental para o esqueleto,
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pois acontece devido ao ataque de um hidreto, facilitando a ciclizacdo do geraniol,

formando a estrutura iridodial (Figura 6) (DEWICK, 2002).

.. P hemigeetal
vig feparomylmtivn “\_] Formution
pu _/ and oxideiions :;L.- - . &
— f— — —
L L o A ' B ,.J(; a8
oy - " .
L TN towe T “,\I/“'-::uc:- -— K,-"J"\:f — 'T;HT"UH
H o H
-
N P }"# H ~CHO L my, OH ey, D
geranial (}"‘l iridodial imidodial iridodial
(lecio form) {enol Form) (hemizcrial form)

Figura 6. Mecanismo de ciclizacdo do geraniol (Modificado de DEWICK, 2002).

A estrutura iridotrial ¢ formada a partir de sucessivas oxidacbes, em que 0
hemicetal conduz a producdo do anel heterociclico (Figura 7). Porém, os iriddides
também podem ser encontrados na forma glicosilada, neste caso, o processo envolve
uma sequéncia de reacGes em que o grupo aldeido é oxidado e metilado formando assim

a deoxiloganina, que apds reacdes de hidroxilacao origina a loganina (DEWICK, 2002).

22



irichodial
ooto form)

irichstrizl
{keta Form)

hemigcstal

. foarmation
—f H
[
Ch

H A
e, OH

iridesdinl irichodiial
{enol Form) (hemiacetal formi)

kemiace el
Jfarmation

OHC

iridotrial
{hemizcetal farm)

Figura 7. Mecanismo de formacéo do iridotrial (Modificado de DEWICK, 2002).

A loganina é um intermedirio chave na biossintese de outros iriddides. A

secologanina, por exemplo, é produzida ap6s a clivagem do ciclopentano da loganina

(Figura 8) (DEWICK, 2002).

\

loganin

MeO,C

secologanin

HO K 3)
.H 02 H
NADPH >
) -0Gle =27, _OGle —
H - B
0 H H
MeO>C ~ e % o N

Enz—Fe
]

O)H .

HO\

Me McO,C

Figura 8. Mecanismo de formagé&o da secologanina (Modificado de DEWICK, 2002).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Realizar o estudo fitoquimico das raizes e frutos da espécie Himatanthus

sucuuba.

2.2. Objetivos especificos

Obter extratos a partir das raizes e frutos de H. sucuuba;

Aplicar técnicas cromatograficas e espectrométricas na avaliacdo e

fracionamento dos extratos e fracdes obtidos;

Aplicar métodos espectrométricos e espectroscOpicos para a identificacdo e

elucidacéo estrutural das substancias isoladas;

Testar a atividade antioxidante de extratos e substancias isoladas.
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3. Experimental

3.1. Materiais Utilizados
Cromatografia em Camada Delgada — CCD

Utilizaram-se cromatofolhas de aluminio com silica gel 60 e RP-18, ambas com
0,2 mm de espessura da Merck. Os reveladores empregados foram radiacéo ultravioleta
(254 e 365 nm), vanilina sulfdrica e glutamato monossaédico.
Cromatografia em Coluna - CC

Utilizaram-se colunas de vidro de tamanhos variados, dependendo das
quantidades de amostras a serem fracionadas.
Cromatografia liquida de média presséo — MPLC

Utilizou-se o aparelho Biichi Switzerland, com bomba Manager C-615 e Module
C-601 e Coletor de fracdo C-660. Fase estacionaria: C18 (Merck); Fase mdvel: Metanol
e Agua (TFA 0,05%) em diferentes proporcdes; Fluxo: 2,5 mL/min.
Cromatografia com fase Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas - CG-EM

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) foi
realizada em um cromatégrafo a gas Agilent Technologies 6896 N, nas seguintes
condigdes: Coluna capilar: HP-5 MS (5% difenil e 95% dimetil polisiloxano) com
dimensdes de 30 m x 25 mm x 0,25 um; Injetor: 250°C; Impacto de elétrons: 70 eV;
Gas de arraste: Hélio; Vazdo: 1,5 mL/min; Injecdo com divisdo de fluxo: 20/1;
Programa de Temperatura: 70°C - 305°C (5°C min™). Plataforma de Métodos Analiticos
da Fiocruz, Rio de Janeiro.
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia— CLAE

As analises foram efetuadas em um sistema integrado a um detector de feixe de

diodos (DAD - Shimadzu SPD-M10Avp) na regido de 200 a 600 nm e fluxo de 1
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mL/min. Todas as analises em CLAE foram efetuadas em coluna de fase reversa, C-18,
coluna Shimpack 4,6mm x 15 cm, particula de 5um, marca Shimadzu.

Os solventes, metanol ou acetonitrila, utilizados nas diferentes anélises por CLAE
foram de alta qualidade — grau CLAE/UV — TEDIA. A 4gua foi obtida por destilacao
em sistema Milli-g. Os solventes foram filtrados em filtro 0,45 um (Millipore®) antes da

utilizacdo. Plataforma de Métodos Analiticos da Fiocruz, Rio de Janeiro.

Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas —
CLUE - EM

As separagdes cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo Acquity
Ultraperformance LC (Waters®) equipado com um sistema de bombas binarias. As
andlises foram realizadas utilizando uma coluna BEH Acquity UPLC (C18) com
dimensdes: 50 mm X 2.1 mm, 1.7 um de particula. Espectrometro de massas do tipo
triplo-quadrupolo modelo Quattro Micro APl (Waters®). Foi utilizada uma fonte de
eletrospray (ESI) do tipo Z-spray. Faixa de scan: 250 a 600 Daltons; voltagem no
capilar: 3kV; temperatura da fonte: 150 °C, fluxo de gas no cone: (80L/h), fluxo de gas
de dessolvatacdo: (800 L/h); Temperatura de dessolvatacdo 350 °C. Gas Nitrogénio
(pureza >99%) foi utilizado como gas de nebulizacdo. Processador software MassLynx

v4.1. Laboratdrio Dalton de Espectrometria de Massas - Unicamp, Campinas.

Espectros de massas — EM
Espectrometro de Massas Synapt HDMS — Waters — analisador por tempo de véo
(TOF), método de ionizacdo por eletrospray — ESI, nas seguintes condigdes: Voltagem

no capilar: 3 kV; Voltagem no cone: 40-10 V; VVoltagem no cone extrator: 4 V; Energia
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de colisdo: 6-35 eV; Processador de dados: Software MassLinx 4.1. Laboratorio Dalton
de Espectrometria de Massas - Unicamp, Campinas.

Espectrometro de Massas GCT Premier — Waters — analisador por tempo de v6o
(TOF), método de ionizacdo por Impacto de Elétrons — IE. Laboratério Dalton de
Espectrometria de Massas - Unicamp, Campinas.

Espectrometro de Massas LCQ fleet — Thermo — analisador ion-trap, método de
ionizacdo por lonizagdo Quimica em Pressdo Atmosférica — APCI, nas seguintes
condigcOes: Voltagem no capilar: 10 V; Voltagem no cone: 40-10 V; Fluxo de 30
pL/min. Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas (Central Analitica) —

UFAM — Manaus.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) *H e *C

Os espectros de RMN foram obtidos em aparelho Bruker de 400 MHz para *H e
100 MHz para **C - Plataforma de Métodos Analiticos da Fiocruz, Rio de Janeiro.

Para outros experimentos de RMN foram utilizados equipamentos modelo ARX-
250 e DRX-400 (Bruker) de 250 e 400 MHz para *H, respectivamente, e 100 MHz para
3C. As anélises envolvendo estes equipamentos foram realizadas no Laboratério de

RMN do Instituto de Quimica da Unicamp, Campinas.

3.2. Coleta e Preparo dos Extratos
3.2.1. Raizes

As raizes de H. sucuuba (Figura 9) foram coletadas na Reserva Florestal Adolpho
Ducke, situada no Km 26 da Rodovia AM-010. O material foi comparado com o ponto
de GPS e a uma exsicata catalogada sob o nimero 180453 do herbéario do Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazonia. Parte do material vegetal foi moido fresco (1,038
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Kg), e o restante (0,790 Kg) foi seco em estufa com circulagdo de ar a 60 °C e

posteriormente triturado para obtencao dos extratos.

Figura 9. Raizes de Himatanthus sucuuba (Fonte: Arquivo Pessoal).

Extragbes sucessivas do material vegetal foram efetuadas por maceragdo em
frasco tipo Mariote com solventes de polaridade crescente, por um periodo de 5 dias
para cada solvente. Ap0s filtracdo, os solventes foram concentrados sob pressdo

reduzida em evaporador rotatorio para obtencdo dos extratos brutos.

Frescas
(1,04 Kg)

Torta Torta

(Descartada) (Descartada)

Figura 10. Fluxograma para a obtencéo dos extratos.
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O extrato metanol (EMRS) foi submetido a uma extragéo liquido-liquido utilizando

agua:metanol (8:2) e diclorometano, gerando duas fracbes, que ap6s a remocdo do

solvente utilizando evaporador rotatério sob pressdo reduzida, foram codificadas como

EMRSA e EMRSD:

Figura 11. Fluxograma para a obtencdo dos extratos.

Tabela 1. Tabela dos extratos obtidos das raizes de H. sucuuba.

Extratos obtidos a partir das raizes de H. sucuuba

Extratos Descricdo dos extratos Massa ()
EHRF Extrato hexano das raizes frescas. 4,05
EDRE Extrato diclorometano das raizes 4,68
frescas.
EMRF Extrato metanol das raizes frescas. 40,34
EHRS Extrato hexano das raizes secas. 5,19
EDRS Extrato diclorometano das raizes 4,25
frescas.
Extrato metanol rai
EMRSA xtrato metanol das raizes 8 44
secas/aquoso.
EMRSD Extrato metanol das raizes 1,16

secas/diclorometano.
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3.2.2. Frutos
Os frutos foram coletados no setor sul do Campus da Universidade Federal do
Amazonas. Sendo estes, verdes e maduros (Figura 12) e com aproximadamente 20 cm

de comprimento.

Figura 12. Frutos coletados da espécie H. sucuuba.

Os frutos verdes foram separados em casca (271,32 g), semente (225,00 g) e polpa
(304,14 ). Posteriormente, foram macerados com uma solucdo hidroalcoolica
(Metanol:Agua 8:2), originando os extratos FVC (5,76 g), FVS (8,44 g) e FVP (6,32 g),
respectivamente.

Os frutos maduros foram separados em casca (94,90 g) e polpa (186,12 Q).
Posteriormente, foram macerados com uma soluc&o hidroalcéolica (Metanol:Agua 8:2),

originando os extratos FMC (2,55 g) e FMP (0,68 g), respectivamente.
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3.3. Analise dos extratos
3.3.1. Teste antioxidante - DPPH

A atividade antioxidante foi realizada segundo metodologia descrita por
MENSOR e colaboradores (2001) com modificagbes, monitorando o consumo do
radical estavel DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) através do decréscimo da
absorbéancia de solugdes em diferentes concentracdes. As medidas da absorbancia foram
feitas em um espectrofotdmetro UV-Vis Termoplate TP-reader, tendo como controle
positivo quercetina comercial. Um volume de 30 pL de quercetina foi adicionado a um
dos 96 pocos de uma placa de Eliza, em seis concentracfes diferentes (100; 50; 25;
12,5; 6,25; 3,12 pg/mL), seguidos de 170 pL de etanol, proporcionando a leitura do
branco. Em seguida, foram adicionados 100 pL de DPPH e a leitura da absorbancia da
mistura reacional foi realizada a 517 nm apds 30 minutos. O mesmo procedimento foi
realizado para os extratos EHRF, EMRF, EHRS, EDRS, EMRSA e EMRSD. O controle
negativo foi preparado apenas utilizando 200 pL de etanol e 100 uL de DPPH. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.

Os valores das absorbancias foram convertidos em porcentagem da capacidade de

sequestro (%CS), determinada pela seguinte equagao:

Abs amostra — Abs branco
05 = 100 — x 100
Abs controle

A CSs foi determinada por interpolacdo da curva de calibragdo: capacidade de

sequestro versos a absorbancia da amostra.
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3.3.2. Teste frente a Artemia salina

O bioensaio com A. salina foi baseado na técnica descrita por Meyer e
colaboradores (1982) com modificagfes. Em um aquario de vidro, os cistos de A. salina
(10 mg) foram incubados na solucédo salina (38 g de sal marinho sintético dissolvidos
em 1L de agua destilada), sob iluminacéo artificial a 28°C (Figura 13). Apos 24 horas
foram transferidos os nauplios (primeiro estagio larval) para outro aquario contendo
solucdo salina e mantendo-os em nova incubacdo por mais 24 horas, sob iluminacéo
artificial de 28°C. Apds a segunda incubacdo, obtém-se apenas o estagio de

metanauplios dos microcrustaceos.

Figura 13. Cistos incubados em solugéo salina.

Foram preparadas, em triplicata, solugdes dos extratos a serem testados em seis
concentragOes diferentes (1000, 750, 500, 250, 100 e 50 pg/mL), utilizando
dimetilsulfoxido (DMSQO) como solvente. Essas solugdes foram adicionadas em tubos
contendo 5 mL de solugdo salina com 10 larvas de A. salina em estagio metanauplios.
As amostras foram submetidas a iluminag&o artificial durante 24 horas (Figura 14), apos
esse periodo foram contabilizadas as larvas vivas e mortas (individuos iméveis e/ou

depositados no fundo do tubo). Foram utilizados dois controles negativos: solucéo
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salina e solucdo de DMSO 1% e como controle positivo Lapachol, ambos contendo 10
larvas de A. salina em estdgio metanauplios. Todas as andlises foram realizadas em

triplicata.

Figura 14. Amostras submetidas a iluminag&o artificial.

A partir dos valores dos microcrustaceos vivos e mortos em cada concentracdo
testada, determinou-se a CLso (com 95% de confianca) através do método PROBIT de
analise. As amostras testadas quanto a sua toxicidade foram os extratos EHRF, EDRF

EMRF, EHRS, EDRS, EMRSA e EMRSD.

3.3.3. Extrato hexano das raizes frescas - EHRF

O extrato hexano (400 mg) foi fracionado em coluna com gel de silica (220-440 mesh)
eluido com hexano, acetato de etila e metanol, em ordem crescente de polaridade. Obteve-se 14
fracdes, que apos a analise por CCD em gel de silica, observou-se que as fragcdes 3 (20,0 mg) e
10 (9,8 mg) apresentaram um Unico spot, indicando a presenga de uma Unica substancia. As

fragcdes foram codificadas como HS 1 e HS 2, respectivamente.

33



Coluna Cromatografica
em Gel de silica

Eluente: Hexano, AcOEt e
MeOH

Fracao 10

HS 2

Figura 15. Fluxograma do isolamento das amostras HS 1 e HS 2.

3.3.4. Extrato diclorometano das raizes frescas — EDRF

O extrato diclorometano (4,7 g) foi fracionado em coluna com gel de silica (70-230
mesh), eluida com diclorometano, acetato de etila e metanol, em ordem crescente de
polaridade. Apos a andlise por CCD em gel de silica das 49 fracdes obtidas, as que
apresentaram perfil cromatografico semelhante foram reunidas. A fracdo 2 forneceu
uma mistura codificada HS 3. A fracéo 8 apresentou um precipitado na amostra liquida,

que foi submetido a lavagens com hexano e acetato de etila para purificagdo do mesmo,

sendo codificado HS 4.
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Coluna Cromatografica
em Gel de silica

Eluente: Diclorometano,
AcOEt e MeOH

Fracdo 8

HS 4

Figura 16. Fluxograma do isolamento das amostras HS 3 e HS 4.

3.3.5. Extrato diclorometano das raizes secas — EDRS

O extrato diclorometano (4,0 g) foi submetido ao fracionamento cromatografico em
coluna, utilizando como fase estacionaria gel de silica (70-230 mesh) e como fase mével
diclorometano, acetato de etila e metanol em ordem crescente de polaridade. A analise
por CCD em silica das 38 fracfes obtidas levou a reunido das fracdes de 13 a 23 (115,8
mg), que foram submetidas a um novo fracionamento cromatografico em coluna
utilizando gel de silica (70-230 mesh) e como fase mdvel hexano, acetato de etila e
metanol, fornecendo 25 fracGes. A fracdo 7 apresentou um Unico “spot” quando

analisada em CCD em gel de silica e foi codificada como HS 5.
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Coluna cromatografica
em Gel de Silica

Eluente: DTcIorometano,h
AcOEt e MeOH

Reunido 13-
(115,8 mg)

Coluna cromatografica
em Gel de Silica

Eluente: Hexano, AcOEt
e MeOH

Fracdo 7

HS 5

Figura 17. Fluxograma do isolamento da amostra HS 5.

3.3.6. Extrato metanol das raizes secas/aquoso — EMRSA

Apos anéalise do extrato EMRSA (4,0 g) em CCD - RP-18, este foi fracionado por
permeacdo em gel de Sephadex LH-20, utilizando como fase mdvel os solventes &gua e
etanol em diferentes proporg¢des, dando origem a 46 fragdes.

A fracdo 24 (100,0 mg) ap6s andlise por CCD em RP-18 foi submetida a um novo
fracionamento em coluna (MPLC) utilizando como fase estacionaria C-18 e tendo como
fase movel metanol e dgua (TFA 0,05%) em diferentes proporc¢des, dando origem a 7
fracBes codificadas AB. A fracdo AB 7 foi analisada e apresentou um Unico spot em

CCD - RP-18 e foi codificada como HS 6.
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As fracOes de 25 a 29 (311,0 mg) foram reunidas apds anélise por CCD em RP-18 e
codificadas 25-29. Posteriormente, 25-29 foi submetida a um novo fracionamento em
coluna (MPLC) utilizando como fase estacionéria C-18 e tendo como fase movel
metanol e 4gua (TFA 0,05%) em diferentes proporcées, dando origem a 55 fragoes.

Apo6s anélises por CCD em RP-18 as fragBes semelhantes foram reunidas e

codificadas, de 18 a 19 (HS 7) e a fragéo 54 (HS 8).

Sephadex LH-20

Solventes:
Agua:MeOH
racio 24 racdo 25-29
(100,0 mg) (311,0mg)
C-18 (MPLC) C-18 (MPLC)
Solventes: Agua (TFA™— — Solventes: Agua (TFA
0,05%) e MeOH 0,05%) e MeOH

AB7 Fracdo 18-19
HS 6 HS 7
Fragdo 54
HS 8

Figura 18. Fluxograma do isolamento das amostras HS 6, HS 7 e HS 8.

3.3.7. Analises CLAE

As analises dos extratos e padrfes foram realizadas utilizando uma coluna de C-
18 e como fase movel acetonitrila:agua (TFA 0,05%), em composicdo gradiente de 5%
a 25% de acetonitrila em 20 minutos, 25% de acetonitrila por 5 minutos, 25% a 40% de

acetonitrila em 15 minutos e de 40% a 70% em 20 minutos. Utilizando uma injecéo de
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20 pL com fluxo de 1mL/min, com monitoramento em 230 nm. Solventes de grau
HPLC e 4gua Milli-Q foram utilizadas nos estudos cromatograficos.

Os padroes utilizados foram previamente isolados e identificados pelo grupo de
pesquisa. Os iridoides, o plumierideo, a plumieridina e a mistura de plumericina e
isoplumericina foram solubilizados utilizando Agua:Metanol (1:1) e preparados em uma
solucéo estoque.

Os extratos das vérias partes vegetais das diferentes espécies, como H. drasticus,
H. obovatus, H. bracteatus e H. sucuuba foram obtidos no banco de extratos do grupo
de pesquisa. Foram retirados 30 mg de todos os extratos e solubilizados em 1 mL de
metanol. Posteriormente esses extratos foram centrifugados e analisados nas condigcdes

cromatogréaficas acima.

3.3.8. Frutos
Anélise por cromatografia em camada delgada — CCD

Os extratos FVC, FVS, FVP, FMC e FMP foram analisados por cromatografia em
camada delgada utilizando-se cromatofolhas de aluminio com gel de silica 60 (Merck).
Foram utilizados os padrfes de agucares rhamnose, sacarose, galactose e arabinose.
Como eluente cromatografico utilizou-se a mistura de n-butanol, acido acético e agua
(8:3:2). O revelador utilizado foi vanilina sulfdrica.
Anélises por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometro
de massas — CLUE-EM

As separagdes cromatograficas foram realizadas em um cromatografo Acquity
Ultraperformance LC (Waters®) equipado com um sistema de bombas binarias. As
analises foram realizadas utilizando uma coluna BEH Acquity UPLC (C18) com
dimensBes: 50 mm X 2.1 mm, 1.7 pum de particula. O método cromatografico

empregado consistiu do gradiente crescente listado a seguir: 5 - 100% de acetonitrila em
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um gradiente crescente em quatorze minutos, com fluxo de 0,4 mL/min. Os solventes
utilizados foram agua com 0,1% de &cido férmico (A) e acetonitrila pura (B). O sistema
de CLUE est4 acoplado a um espectrdbmetro de massas do tipo triplo-quadrupolo
modelo Quattro Micro APl (Waters®). Foi utilizada uma fonte de eletrospray (ESI) do
tipo Z-spray. As analises de EM foram adquiridas no modo positivo de polaridade
devido a natureza das substancias da amostra. Os dados foram obtidos no modo SCAN
usando uma faixa de 250 a 600 Daltons. As condicdes de ionizagdo da fonte foram:
voltagem no capilar: 3kV; temperatura da fonte: 150 °C, fluxo de gas no cone: (80L/h),
fluxo de gés de dessolvatacdo: (800 L/h); Temperatura de dessolvatacdo 350 °C. Gas
Nitrogénio (pureza >99%) foi utilizado como gas de nebulizacdo. Os dados obtidos
foram processados no software MassLynx v4.1.

Preparo das amostras

Os extratos dos frutos, extrato metanol das raizes frescas e o iriddide plumierideo
isolado neste trabalho foram utilizados para as analises cromatograficas e
espectrométricas. De cada extrato foi retirado 1 mg e solubilizado em 1 mL da solucédo

metanol, agua e &cido formico (9:9:1).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Avaliacdo do potencial antioxidante

Os resultados da avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos estdo dispostos
na Tabela 2 e foram expressos em capacidade de sequestro (CSsp), que é a concentracao
do extrato necessaria para diminuir a concentracdo inicial de DPPH em 50%. Quanto
maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a CSsp € maior a sua atividade
antioxidante. O padrdo utilizado para a determinacdo da atividade antioxidante foi a
quercetina comercial que apresentou CSso igual a 3,28 + 0,38 pg/mL. O extrato que
apresentou melhor resultado foi o extrato metanol das raizes secas/parte diclorometano
(EMRSD) com CSso em 265,62 ug/mL, indicando a baixa capacidade de sequestro do

radical pelas substéncias presentes nesses extratos.

Tabela 2. Resultado do teste antioxidante.

Extratos CSso = DP (ug/mL)
EHRF 2638,36 + 0,49
EMRF 10541,53 £ 0,56
EHRS 2118,01 £ 0,58
EDRS 1438,48 + 0,75

EMRSA 849,55 + 0,55

EMRSD 265,62 £ 0,12

DP (desvio padréo).
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4.2. Teste de atividade frente a Artemia salina

Os resultados do ensaio de toxicidade foram expressos em CLsp (que € a
concentracdo letal para 50% dos individuos, com intervalo de confianca de 95%) e estéo
dispostos na Tabela 3. Os extratos hexano das raizes frescas (EHRF), metanol das raizes
secas/parte diclorometano (EMRSD) e hexano das raizes secas (EHRS) mostraram
toxicidade nas concentracbes de 111,0 pg/mL, 276,0 pg/mL e 380,8 pg/mL,
respectivamente. Os extratos metanol das raizes frescas (EMRF) e metanol das raizes
secas/parte aquosa (EMRSA) apresentaram ClLso 1079,2 e 1012,3 pg/mL,

respectivamente, sendo consideradas atoxicas (Meyer et al., 1982).

Tabela 3. Resultado do teste de toxicidade frente a Artemia salina.

Amostras CLso ug/mL
EHRF 1111
EDRF 866,8
EMRF 1059,2
EHRS 380,8
EDRS 707,0
EMRSA 1012,3
EMRSD 276,0

Lapachol 30,1
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4.3. ldentificacdo das fracdes isoladas
Amostra HS 1

A substancia codificada como HS 1 (20,0 mg) foi isolada do extrato hexano
obtido das raizes frescas de H. sucuuba na forma de um solido amorfo de coloragédo
branca.

O espectro de RMN *H (Figura 19) de HS 1 apresenta sinais na regido entre & 7,35
e 7,55 ppm que sdo caracteristicos de hidrogénios de anel aromatico. O par de sinais
duplos observados em & 7,68 ppm (J=16,0 Hz) e 6 6,45 ppm (J=16,0 Hz) indicaram a
presenca de uma ligacdo dupla com configuracdo E (Silva, 2000; Silva et al., 1998).
Dois multipletos em 6 4,64 e & 4,49 ppm foram atribuidos a hidrogénios olefinicos
caracteristicos do grupo isopropenila (Silva, 2000; Silva et al., 1998). A regido do
espectro entre 6 0,8 e 1,16 ppm apresentou varios sinais caracteristicos de hidrogénios

metilicos.

=
=}
1

J10.010.esp

o o o o o
13 o ~ ® ©
PPYPRTTY FYTTE FYTTY FYPPY PRUTY FYURY FYTRY FRUTY FTUTY FOUTY AT

o
i
1

Normalized Intensity

o
w

1
=7.38

o
N
1

QS Bo o
I3 @ Q
014 h HeQ 7585339
E o
o 1 UL
3 — —
3.11 6.07 7.85 297 1.25 0.931.01
Lol I Ll I Lo

........ IR B a L B L o L L B L B L e L L L L L L L L L L LR e LR s e
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 10 0.5 0

Figura 19. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) da amostra HS 1.

A anélise dos espectros de RMN **C e DEPT- 135° e 90° forneceu Vvarios sinais

de carbono como 6 128,1 (C-2’e C-6°), 128,9 (C-3’ ¢ C-5"), 130,1 (C-4’) e 134,7 ppm
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(C-17) o que confirmou a unidade cinamoila. Dois pares de deslocamentos quimicos em
124,4 (CH) e 139,7 (C) ppm e 121, 7 (CH) e 145,2 (C) ppm, correspondem as ligacOes
duplas dos esqueletos ursano e oleanano, respectivamente, enguanto 0s sinais
correspondentes a ligagdo dupla de triterpenos com o esqueleto lupano ocorre em &

109,4 (CH,) e 151,0 (C) ppm.

A partir desses resultados e por comparagdo com dados descritos na literatura
(Silva, 2000; Silva et al., 1998), é possivel afirmar que a amostra HS 1 é uma mistura

constituida por cinamatos de lupeol, a ¢ B-amirina (Figura 20).

Figura 20. Estrutura quimica dos triterpenos cinamato de lupeol, o ¢ f-amirina

Amostra HS 2
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A amostra HS 2 (8,0 mg) foi isolada do extrato hexano obtido das raizes frescas
de H. sucuuba na forma de um so6lido amorfo de coloragdo branca, este sélido foi

submetido a analise utilizando RMN H e *C.

Ao analisar o espectro de RMN **C e DEPT-135° foi possivel observar um sinal
em 52,6 ppm caracteristico de grupo metoxila. Sinal em 165,6 ppm referente a um
carbono de grupo carbonila, e sinais em 128,4 e 130,9 ppm caracteristicos de anel
aromatico. Observou-se também, um sinal em 19,6 ppm, o que indicou a presenca do

grupo metila na estrutura.

O espectro de RMN *H (Figura 21) forneceu dois sinais na regi&o de aromaticos,
entre 7,02 e 7,41 ppm. Um sinal simples em 3,90 ppm caracteristico de hidrogénio do

grupo metoxila.
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Figura 21. Espectro de RMN *H (400 MHz, CDs0D) da amostra HS 2.

Sao observados sinais caracteristicos do grupo cinamoil pela presenca de dois

sinais duplos em 7,9 (d, J= 11,8 1H) e em 6,6 ppm (m, 1H). Segue a abaixo uma
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proposta estrutural para a amostra HS 2 (Figura 22) baseado em dados presentes na
literatura (Tabela 4) (SILVA, 2000; SIQUEIRA, 1999). Porém, esse resultado ndo é

conclusivo.

Tabela 4. Dados de RMN de *H da amostra HS 2.

Sinais & (ppm) RMN 'H 5 (oppm) RMN °C/ DEPT
observados J(Hz) 135°
1 138,0/C
2 7,02 (m; 1H) 128,4/CH
3 138,4/C
4 7,33 (dd, J=1,2; 5,3; 1H) 132,0 CH
5
6 7,41 (d, J=5,3; 1H) 130,9/CH
7 7,41 (d, J=5,3; 1H) 1446 | CH
8 6,60 (m; 1H)
9 165,6 / C
10 2,03 (dd, J=1,3; 7,0; 3H) 19,6 / CHs
-OCH3 3,90 (s, 3H) 52,6 / CHs

Dados obtidos em aparelho de 400 MHz em CD30D.

Figura 22. Cinamoil
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Amostra HS 3

A substancia codificada como HS 3 (10,4 mg) foi isolada do extrato diclorometano
obtido das raizes frescas de H. sucuuba, na forma de um solido amorfo de coloragdo
branca. Este sélido foi submetido & anélise por CG-EM, onde foi possivel observar no
cromatograma (Figura 23) a presenca de apenas duas substancias com tempos de

retencdo (tg) em 27,87 e 28,36 minutos.
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Figura 23. Cromatograma das substancias com tempos de retencdo em 27.87 e 28.36
minutos.

Os espectros de massas (Figura 24) obtidos pela técnica de impacto de elétrons

para as substancias detectadas entre 27 e 28 minutos, apresentaram 0 mesmo ion

+ . )
molecular em m/z 290 [M]" compativel com a formula molecular de C15H140s.
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Abundance Scan 2954 (27.873 min): EM02_10_0815.D\data.ms

Abundance Scan 3012 (28,366 min): EM02_10_0815.D\data.ms
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Figura 24. Espectros de massas das substancias isoplumericina (tg 27.87 min.) e
plumericina (tr 28.36 min.)

De acordo com dados de comparacéo da biblioteca do aparelho, a amostra HS 3
é uma mistura dos iridoides plumericina e isoplumericina, classe de metabolitos muito
comuns isolados da espécie. Por meio do espectro de massas foram observados
fragmentos para as substancias em m/z 258 que é proveniente da perda de -MeOH

(Figura 25), e em m/z 230 proveniente da perda de -HCO,CHj3 (Figura 26).

~

~
~
~
~

m/z 290

Figura 25. Proposta de fragmentagéo para o pico m/z 258.
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m/z 290

Figura 26. Proposta de fragmentacéo para o pico m/z 230.

O pico observado em m/z 193 foi resultante da perda do anel da lactona (Figura
27) e o ion em m/z 139, que foi observado em maior abundéncia para o iridoide
plumericina (tg 28.36 min.) (POPOV & HANDJIEVA, 1983), ocorre devido a clivagem

do ciclopenteno (Figura 28).

m/z 193

Figura 27. Proposta de fragmentacdo para o pico m/z 193.
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o

m/z 139

Figura 28. Proposta de fragmentacao para o pico m/z 139.

No espectro de RMN *H (Figura 29) da amostra HS 3 sdo observados sinais de

hidrogénios metilicos, olefinicos e carbindlicos.
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Figura 29. Espectro de RMN de *H da substancia HS 3.

Na regido entre 6 5,50 — 6,10 (Figura 31) foram observados sinais em 6 5,65 (ddd, J

= 2,4; 5,2; 5,1 Hz) referente ao hidrogénio H-7 acoplando com os hidrogénios H-6, H-5
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e H-9, e em 6 6,05 (dd, J = 2,1; 5,3 Hz) referénte ao hidrogénio H-6 acoplando com os

hidrogénios H-5 e H-7 (Figura 30).

16 16
15COOCH, 15COOCHS,

Figura 30. Acoplamentos dos hidrogénios H-6 e H-7.
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Figura 31. Ampliacéo do espectro de RMN 'H nas regides de & 5,50 - 6,10 ppm.

Os sinais simples em & 7,44 e 7,45 foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos (H-

3) de cada molécula e 0os em & 3,77 e 3,78 corresponderam aos hidrogénios do grupo
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metoxila. Os sinais em & 3,44 (m) e 6 4,01 (m) foram atribuidos aos hidrogénios H-9 e

H-5, respectivamente, em junc¢éo do anel (Figura 32).
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Figura 32. Ampliacéo do espectro de RMN “H nas regides de & 3,40 — 4,05 ppm.

O sinal duplo em & 5,57 (d, J = 6,7 Hz) foi atribuido ao hidrogénio ligado ao
carbono metinico (H-1) que esta acoplando com o H-9. Os sinais duplos em 6 2,10 (d, J
=7,2 Hz) ¢ 6 2,32 (d, J = 7,2 Hz) (Figura 33) correspondem aos hidrogénios metilicos

do C-14 que acoplam com os hidrogénios do C-13.

51



_§Fid isoplumericina.001.esp
055 3
0.50 5
0.45 5
0.40 3
2 0353
[%) = (=}
feut E =
£ 0304 8 3 s
= 3 N o IS
g o ol
= 0.259
15 3
<} E
Z 0.20 3
0.15 3
0.10 3
0 3 —
354 333
I [
R I L H o B A E e R ERams E
2.45 2.40 2.35 2.30 2.25 2.20 2.15 2.10 2.05 2.00 195
Chemical Shift (ppm)

Figura 33. Ampliacdo do espectro de RMN 'H nas regides de & 1,95 — 2,45 ppm.

A anlise dos dados de RMN *H quando comparados com a literatura (SILVA et
al., 1998) (Tabela 5), confirmam que a amostra HS 3 é uma mistura constituida dos

iridéides plumericina e isoplumericina (Figura 34).

Tabela 5. Dados de RMN de 'H da amostra HS 3 em comparagdo com os dados da plumericina e
isoplumericina descritos na literatura (SILVA et al., 1998).

H Plumericina® Isoplumericina’ Amostra HS 1°
H-1 5,56 (d, J=6,0) 5,56 (d, J=6,0) 5,57 (d, J=6,72)
7,44 (s)?
H-3 7,42 (s) 7,42 (s) b
7,45 (S)
H-5 4,0 (m) 4,0 (m) 4,01 (m)
H-6 6,04 (dd, J=2,0:5,0) 6,04 (dd, J=2,0:5,0) 6,05 (dd, J=2,16; 5,36)
5,65 (ddd, J=2,40;
H-7 5,64 (dd, J=2,0;5,0) 5,64 (dd, J=2,0: 5,0)
5,20; 5,18)
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H-9 3,42 (dd, J=9,0;6,0) 3,42 (dd, J=9,0;6,0) 3,42 (m)
4,87 (s)?

H-10 5,30 (sl) 5,30 (sl) .
5,11 (s)

7,17 (qd, J=1,6; 7,26)°

6,82 (qd, J=1,0 ;7,38)"

2,10 (d J=7,24)*

H-13 7,14 (dg, J=1,0; 7,0) 6,80 (qd, J=1,0; 7,0)

H-14 2,01 (d, J=7,0) 2,01 (d, J=7,0) X
2,32 (d, J=7,24)
3,77 (s)
COOCH; 3,76 (5) 3,76 (5)
3,78 (5)

'Dados obtidos em aparelho de 300 MHz em CDCls. “Dados obtidos em um aparelho de 400 MHz, em CDCls;
J(Hz).2Dados obtidos para plumericina. "Dados obtidos para isoplumericina.
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Figura 34. Estrutura do iridéide plumericina e isoplumericina.
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Amostra HS 4

A substancia codificada HS 4 foi isolada do extrato diclorometano das raizes
frescas de H. sucuuba como um sélido amorfo de coloragdo branca. O espectro de
massas (Figura 35) para a amostra HS 4 apresentou o pico do ion molecular m/z 309

[M+H]", compativel com a formula molecular de Cy5H1605.
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Figura 35. Espectro de Massas de HS 4 por APCI-MS(+).

No espectro de RMN *H (Figura 36) da substancia HS 4 s&o observados sinais de

hidrogénios metilicos, olefinicos e carbindlicos.
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Figura 36. Espectro de RMN de *H da substancia HS 4.

O espectro de RMN *C (Figura 37) apresentou carbonos metilicos, metinicos,

carbinélicos e carbonilicos.
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Figura 37. Espectro de RMN de *3C da substancia HS 4.
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Nas ampliaces do espectro de RMN *H nas regides de & 4,30 — 6,50 (Figura 38)
sdo observados sinais em 6 5,55 (d, J = 5,4 Hz) ¢ 6 6,37 (d, J = 5,4 Hz) referentes aos

hidrogénios olefinicos vicinais (H-7 e H-6, respectivamente).

4.405
4,393
4,378
4.363

=i

mom Mmool ool

mmmmmmmm

by

J U\WJJ A

rrrrerprrrrre|

™ T T T T T
5.0 4‘.9 4.8 4.7 4.6 4.5 4.4 4.3 =i

T
:54 53 62 ﬁl ﬁﬂ 59 58 57 56 55 5‘1 53 ?,5.1)
3
\’:‘r = =}
=1

d ok
Figura 38. Ampliacéo do espectro de RMN de *H nas regides de & 4,30 — 6,50.
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O hidrogénio metinico em & 2,75 (dd, J = 4,0 e 7,6 Hz) apresenta acoplamento

com o hidrogénio carbinolico em 4,94 (d, J = 4,0 Hz).
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Figura 39. Ampliacéo do espectro de RMN de ‘H nas regides de & 1,20 — 4,00 ppm.

Os sinais simples em & 7,47 e 3,68 foram relacionados aos hidrogénios
olefinicos e aos hidrogénios do grupo metoxila, respectivamente. Esses sinais,
juntamente com os demais hidrogénios assinalados foram associados com a estrutura de

um grupo ciclopentenodiidropirano tipico de esqueletos de iridoides (Figura 40)

(SAMPAIO-SANTOS & KAPLAN, et al., 2001).

Figura 40. Estrutura do nacleo ciclopentenodiidropirano
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Figura 41. Ampliacéo do espectro de RMN de ‘H nas regides de & 6,90 — 7,65 ppm.

As correlacdes *H-*C a longa distancia observadas no mapa de correlacdes de
HMBC (Figura 42) foram observadas para os sinais olefinicos em 6 5,55 (H-7) com 0s
carbonos 6 38,3 (C-5), 139,8 (C-6), 95,9 (C-8) e 50,1 (C-9) e de 6 6,37 (H-6) com C-5,
C-8 ¢ com o carbono em 6 129,2 (C-7). O hidrogénio em & 3,74 (H-5) apresentou
correlagdo com os carbonos em & 151,9 (C-3), 6 107,9 (C-4), C-6, C-7 e C-8 ao passo
que o outro sinal metinico em & 2,75 (H-9) apresentou correlagdo com 6 91,4 (C-1), C-
4, C-5 e C-8, 0 que corrobora com a afirmacao de que estes hidrogénios estdo ligados
aos carbonos das junc@es entre os anéis ciclopenteno e diidropirano do esqueleto basico
dos iridoides. O hidrogénio em 6 4,94 (H-1) correlacionou com C-3 e C-5, ao passo que
o hidrogénio em & 7,47 (H-3) acoplou com C-1, C-4, C-5, C-9 ¢ com o carbono em 6
166,4 (C-15). Apenas o sinal em & 3,68 (H-16) além de H-3 apresentou correlagdo com

C-15 indicando que um éster metilico estaria ligado a C-4 (Figura 43).
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Figura 43. Correlacdes de longa de distancia 'H-'*C para o nucleo
ciclopentenodiidropirona.

O hidrogénio em & 7,07 (H-10) ndo presente no anel ciclopentenodiidropirano
apresentou correlagdo chave no mapa de HMBC com C-8, além de 6 137,5 (C-11), 6
170,4 (C-12) e 6 61,4 (C-13). O deslocamento tipico de hidrogénios olefinicos deste

sinal, bem como o sinal de hidrogénio carbinélico em & 4,38 (q, J = 5,7 Hz) e que
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possui correlagdo com C-10 (6 148,0) levaram a suposi¢ao de um iridoéide de esqueleto
do tipo plumérico (Figura 44) (SAMPAIO-SANTOS & KAPLAN, et al., 2001), o qual
possui uma juncdo de anéis do tipo spiro em C-8, esta evidéncia foi suportada pelas
correlagdes por HMBC observadas. A presenga de um hidrogénio metilico em 6 1,26 (d,
J = 5,7 Hz) acoplando com H-13 (6 4,38) juntamente com as correlagdes de ambos com
6 137,5 (C-11) e 6 170,4 (C-12) (Figura 44) pertencentes a um sistema carbonilico a,f3-

insaturado, confirmaram o esqueleto plumérico.

Figura 44. Correlacdes de HMBC para o restante do esqueleto plumérico.

A comparacdo dos dados de RMN de HS 4 com dados descritos na literatura
(Tabela 6) levaram a identificacdo desta sobstancia como sendo o iriddide plumieridina
(Figura 45).

Tabela 6. Dados de RMN de 'H e *3C de HS 4 em comparagdo com os dados da
plumieridina descritos na literatura (BOROS et al., 1991).

HS 4! Plumieridina®
(BOROS et al,
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1991)

Posicéo H HSQC/ HMBC ™H
lSC

1 4,94(d, J=4,0) 91,36 C3,C5 5,33(d, J = 4,0)

2 - - - -

3 7,47(s) 151,87 C1, C4, C5, 7,47(d, J= 2,0)

C9, C15

4 - 107,95 - -

5 3,74 (bq, 38,33 C3, C4, Cs, 3,94 (bg, J = 8,0
J=7,2) C7,C8

6 6,37 (dd, 139,80 C5, C7,C8 6,38(td, J = 6,0)
J=5,4)

7 5,55 (d, 129,19 C5, C6, C8, 5,33(d, J=6,0)
J=5,4) C9

8 - 95,90 - -

9 2,75 (dd, J= 50,13 C1, C4, C5, 3,10(q, J = 8)

4,0e7,6Hz) C8
10 7,07 (5) 148,05 C8, C11, 7,29(9,3=1,0)
C12,C13

11 - 137,55 - -

12 - 170,37 - -

13 4,38 (q, 61,43 C10, C11, 4,82(bg, J = 7,0)
J=5,7) Cl4

14 1,26 (d, 22,38 Cl11, C12, 1,47(d, J =7,0)
J=6,4) C13

15 - 166,42 - -

OCH, 3,68 (5) 51,15 C15 3,53

!Dados obtidos em um aparelho de 400 MHz para RMN 'H e 100 MHz para RMN *C, solvente DMSO-

d6, J(Hz). *Dados obtidos em um aparelho de 100 MHz para RMN *H, solvente piridina—d.
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Figura 45. Estrutura do iridéide plumieridina.
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Amostras HS 5

A substancia codificada HS 5 foi isolada a partir do refracionamento das fragdes
provenientes do extrato diclorometano das raizes secas de H. sucuuba no formato de um

solido de coloracéo branca.

No espectro de massas (Figura 46) foi possivel observar o ion molecular em m/z
414, compativel com a férmula molecular CyHs0O. Com a andlise do espectro de
massas € possivel observar padrdes de fragmentacao no esqueleto esteroidal. O primeiro
caso ocorre com a formagdo do fon base m/z 396 decorrente da perda de agua [M-18]".
O pico em m/z 255 é caracteristico do ion formado pela perda da cadeia lateral e o pico
em m/z 213 corresponde a saida da cadeia lateral mais trés atomos de carbono

(DIEKMAN & DJERASSI, 1967).

AMDHS7 EI'ID 77 (2.550) Cm (74:78-19:53) TOF MS El+

396.4593 2.47e5
100

414.4574

329.3895 381.4478

%

255.2766 303.3878
' 415.5033

213.2181

273.2923

330.3951

145.1407 159.1577
163.1825

231.2350

105.1012 416.5024

91.0859

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Figura 46. Espectro de massas (EI-MS) da substancia HS 5.
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No espectro de RMN de H (Figura 47) da amostra HS 5 sdo observados sinais de
hidrogénios metilicos além de sinais referentes aos hidrogénios metinicos, metilénicos,

olefinicos e carhindlicos.
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Figura 47. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCI3) da amostra HS 5.

A presenca de varios sinais sobrepostos caracteristicos de grupos metilas na regido
mais blindada mostrou perfil espectral de HS 5 de estrutura esteroidal (FAIZI et al.,
2001). A amostra apresentou sinais de hidrogénios olefinicos em 6 5,35 (d, J= 5,0 Hz,
H-6), hidrogénios carbindlicos 6 3,53 (m, H-3) e o acumulo de sinais na regido entre &
0,6 - 2,4 foram referentes aos varios hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos

existentes.

O espectro de RMN **C (Figura 48) e o DEPT 135° (Figura 49) da amostra HS 5
indicaram a presenca de 29 atomos de carbono, sendo o sinal & 71,8 referente a um

carbono carbindlico (C-3), dois sinais de carbono sp? em & 140,8 ¢ & 121,7 referentes &
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C-5 e C-6 da insaturacdo do esqueleto esteroidal e dois sinais de carbonos metilicos em

611,9e6 12,0.
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Figura 48. RMN de ~°C (100 MHz, CDCl3) da amostra HS 5.
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Figura 49.DEPT 135° do espectro de **C da amostra HS 5.
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Comparando os dados espectrais com dados coletados da literatura (DE-
EKNAMKUL, W. & POTDUANG, B. 2003.; NASSER, 2007) (Tabela 7), é possivel

afirmar que a amostra HS 5 é o sitosterol (Figura 50).

Tabela 7. Dados de RMN de *C e DEPT 135° de HS 5 em comparacio com os dados
descritos na literatura (NASSER, 2007).

% °C (ppm)® 8 °°C (ppm)’
Posicéo B3C-DEPT 135°*
HS 3 NASSER, 2007
1 37,30 CH, 37,22
2 31,71 CH, 31,63
3 71,84 CH 71,80
4 42,30 CH, 42,19
5 140,80 140,72
6 121,74 CH 121,71
7 31,95 CH, 31,87
8 31,95 CH 31,87
9 50,20 CH 50,10
10 36,54 36,48
11 21,13 CH, 21,07
12 39,82 CH, 39,66
13 42,40 42,26
14 56,81 CH 56,85
15 24,33 CH, 24,34
16 28,30 CH, 28,91
17 56,10 CH 55,93
18 11,90 CH, 12,03
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" Dados obtidos em aparelho de 400 MHz para "H e 100 MHz para o ~°C, CDCls. “ Dados obtidos em

aparelho de 125 MHz, CDCls.

Amostra HS 6

Figura 50. Estrutura do sitosterol.
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A substancia codificada HS 6 foi isolada a partir do refracionamento da fracéo
24, proveniente do extrato metanol das raizes secas de H. sucuuba parte aquosa, na

forma de um sélido com coloracao escura.

No espectro de RMN *H obtido em CD30D, é possivel observar um sinal duplo
em & 1,41 ppm (J=6,5 Hz) caracteristico de hidrogénios metilicos. Um sinal simples em
& 3,75 ppm referente aos hidrogénios do grupo metoxila e a presencga de sinais entre 6
3,0 e 4,5 ppm atribuidos aos hidrogénios da unidade glicosidica determinada como -
glicose devido a presenca de um sinal duplo em 6 4,67 ppm (J=8,0 Hz) atribuido ao

hidrogénio anomérico (H-1) (SILVA, 2000) (Figura 51).

PENS—— P | | |

Figura 51. Ampliacdo do espectro de RMN *H na regido de 4,45 a 4,78 ppm.

O sinal duplo com deslocamento quimico em 5,27 ppm (J=5,0 Hz) referente ao
hidrogénio do carbono metinico e um conjunto de duplos dubletos em & 5,51 (dd,
J=5,5; 2,0 Hz) e & 6,46 ppm (dd, J=5,5; 2,5 Hz) (Figura 52) sdo caracteristicos de

hidrogénios do esqueleto de iriddides (SAMPAIO-SANTOS & KAPLAN, et al., 2001).
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Figura 52. Ampliacéo do espectro de RMN *H na regido de 5,0 a 7,6 ppm

Na Figura 52 é possivel observar dois sinais duplos em & 7,35 ppm (H-3, J=1,5
Hz) caracteristico do nucleo ciclopentanodiidropirano e 6 7,50 ppm (H-10, J=1,5 Hz)
correspondente ao hidrogénio de ligacdo dupla (SAMPAIO-SANTOS & KAPLAN, et
al., 2001). Comparando os dados espectrais com dados coletados da literatura (SILVA,
2000) (Tabela 8), € possivel afirmar que a amostra HS 6 é o iridéide plumierideo

(Figura 53).

Tabela 8. Dados de RMN *H de HS 6 em comparacéo com os dados descritos na
literatura (SILVA, 2000).

Plumierideo’
Posicéo HS 6*
(Silva, 2000)
1 5,45 (d, J=4,9) 5,27 (d, 3=5,0)
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3 7,55(d, J=1,2) 7.35 (d, J=1,5)

5 4,10(m) 3,92 (m)

6 6,65(dd, J=5,5; 2,3) 6,46 (dd, J=5,5; 2,5)

7 5,70(dd, J=5,8; 2,3) 5,51 (dd, J=5,5; 2,0)

9 3,14(dd, J=7,8; 4,9) 2,94 (dd, J= 7,75; 5,0)

10 7,70 (d, J=1,7) 7,50 (d, J=1,5)

13 4,75 (qd, J=6,0; 1,5) 4,55 (qd, J=6,5; 1,5)

14 1,61 (d, J=6,3) 1,41 (d, J=6,5)
OCHj, 3,94 (s) 3,75 (s)

1 4,86 (1H, J=8,0) 4,67 (d, J=8,0)

"Dados obtidos em um aparelho de 200 MHz para RMN *H solvente CD;0D, J(Hz). *Dados obtidos em
um aparelho de 500 MHz para RMN *H, CD;0D, J(Hz).

OH

Figura 53. Estrutura do iridéide plumierideo.

Amostra HS 7

A substancia HS 7 foi isolada a partir do refracionamento de 25-29, proveniente
do extrato metanol das raizes secas de H. sucuuba parte aquosa, na forma de sélido com

coloragdo amarela.
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O espectro de massas (Figura 54) apresentou um pico em m/z 468, compativel
com a férmula molecular C3,Hs,0,. Os fragmentos no espectro foram caracteristicos do
esqueleto lupano. O fragmento m/z 189 originou de varias possibilidades de
rompimento de ligagdes. O fragmento m/z 408 foi originado a partir do rearranjo de

McLafferty (PAVIA, et al., 2010), proveniente do ion molecular m/z 468.

AM1 EI D 72 (2.384) Cm (68:75) TOF MS El+
189.1919
468.4906
107.1141
| 93.0956 121.1324 203.2245
357.3550
135150 442.4368
81.0939
249.2428 297.3134 408.4668
393.4143
276.2658 298.3283
325.3613
o T h“\ el m“ l ‘H‘\ ‘\‘\ h -

90 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470

Figura 54. Espectro de massas da amostra HS 7.

No espectro de RMN de *H (Figura 55) da amostra HS 7 foram observados dois

singletos em & 4,75 (H-29a) e 6 4,62 (H-29b) atribuidos aos hidrogénios da dupla C-29.

Em & 2,01 foi possivel observar um singleto intenso correspondente aos

hidrogénios do grupo metila da fungéo acetato.
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Figura 55. Espectro de RMN *H (400 MHz, em cloroférmio-d) da amostra HS 7.

A comparagao dos dados de RMN de *H e de massas da amostra HS 7 com dados
previamente descritos na literatura (SILVA et al., 1998) levaram a identificacdo deste

como sendo o triterpeno acetato de lupeol (Figura 56).

21

8]
~

24 23

Figura 56. Estrutura do acetato de lupeol.

Amostra HS 8
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A substancia codificada HS 8 foi isolada do fracionamento das fragdes 25-29
provenientes do extrato metanol das raizes secas de H. sucuuba parte aquosa, na forma

de um solido amorfo de coloragédo branca.

O espectro de massas (Figura 57) obtido pela técnica de inser¢do direta por
impacto de elétrons para a amostra HS 8 apresentou fragmentos em m/z 248 e m/z 203 e

o ion molecular em m/z 456 [M] " compativel com a formula molecular C3oH4gOs.

AM3 EI D 94 (3.117) Cm (92:95-72:80) TOF MS El+
2.12e5
100 248.1666 e
203.1731
S
133.1036 207.1817 |249.1739
189.1662
175.1529
119.0838 438.3557456.3674
81.0817 300.2182 395, 3164
L M |y 1 | 77320 L Jmssn
0 ! \\ 1 O T 1 el ) H\‘ b [T ‘ ‘m/z
50 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

Figura 57. Espectro de massas (IE-TOF) da amostra HS 8.

A auséncia do pico base em m/z 189 sugeriu que a amostra HS 8 é uma mistura de
triterpendides &cidos com esqueletos do tipo ursano e oleanano (GALOTTA, 1998). Os
fragmentos em m/z 411, proveniente da perda de COOH e m/z 203 foram indicativos de
que o grupo carboxila esta localizado nos anéis D ou E da amostra (BUDZIKIEWICZ,

et al., 1963), a representacao da fragmentacao esta apresentada na Figura 58.
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Figura 58. Esquema das fragmentagdes da amostra HS 8.

No espectro de RMN *H (Figura 59) foi observado um congestionamento de

sinais na regido mais blindada do espectro, caracteristico de triterpenos.
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Figura 59. Espectro de RMN *H (400 MHz, solvente CDCls) da amostra HS 8.
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O espectro apresentou varios sinais entre & 0,79 — 1,09 ppm referentes aos
hidrogénios metilicos, um sinal em 6 5,31ppm referente aos hidrogénios olefinicos e
um multipleto em 6 3,22 ppm caracteristico de hidrogénios oximetinicos (SILVA,
2007).

O conjunto de dados espectrais permitiu a identificacdo da amostra HS 8, apds
comparagdo com dados da literatura, como uma mistura dos triterpenos acido ursélico

(Figura 60) e &cido oleandlico (Figura 61).
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Figura 60. Estrutura do &cido ursolico.
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Figura 61. Estrutura do acido oleandlico.
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4.4. Analises CLAE

Os padrbes utilizados foram previamente isolados e identificados acima:

plumierideo, plumieridina e mistura de plumericina e isoplumericina. Essas substancias

foram solubilizadas utilizando agua:metanol (1:1), e cinco concentracgdes diferentes (1,0

mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,125 mg/mL; 0,0625 mg/mL e 0,03125 mg/mL)

foram preparadas. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Apds a obtencao dos

cromatogramas (Figura 62) as curvas de calibracdo foram tracadas. Através destas, foi

possivel a obtencdo das equacdes regressivas da reta (y = mx + b) e os coeficientes de

correlagdo (R) de cada curva (Tabela 9). Este coeficiente indica uma correlacdo

positiva, ou seja, uma proporcionalidade entre 0 aumento da concentracdo e 0 aumento

da area porcentual da substancia.

Tabela 9. Tabela das equacdes regressivas dos padrdes.

Substancia Tempo de EquagaONde R
retencdo (minutos) regressao
Plumierideo 14.41 y = 71,675x + 27,024 0,8910
Plumieridina 17.40 y = 59,796x + 11,915 0,9444
Plumericina 26.60 y = 25,891x + 6,1031 0,9537
Isoplumericina 27.50 y = 38,225x + 12,321 0,9407
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Figura 62. Cromatograma dos padrées dos iridéides.

As andlises foram realizadas com extratos de diferentes espécies do género

Himatanthus. O extrato do fruto de H. drasticus apresentou em sua composi¢do uma

concentracdo consideravel do iridéide plumierideo (tg= 14, 4 minutos) de 0,356 mg/mL.

Nos frutos e cascas da espécie H. sucuuba essa concentracdo foi um pouco menor, de

0,283 e 0,267 mg/mL, respectivamente. Outro iridoide encontrado em concentracdo

razoavel nas raizes e cascas de H. sucuuba nas concentracfes de 0,282 e 0,207 mg/mL,

respectivamente, foi o iridéide plumieridina (tg=17,4 minutos). A identificacdo de

outros iridoides nas demais espécies foi observada em concentragdo relativamente

baixa, como a isoplumericina (tg=27,5 minutos), identificada no extrato hexano das

folhas de H. sucuuba. Essas analises comprovaram o iridoide plumierideo como

substancia majoritaria em todas as espécies analisadas, e mesmo em baixa concentracéo,
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substancias com atividades farmacoldgicas comprovadas (exemplo: isoplumericina, que

possui atividade citotdxica e leishmanicida (CASTILLO et al, 2007; MIRANDA et al.,

2000)) sédo identificadas nas demais espécies estudadas do género Himatanthus. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Tabela das espécies analisados do género Himatanthus.

Extrato Area % Concentracéo Padrao
(mg/mL)

Cascas (H. bracteatus) 40,041 0,182 Plumierideo
Frutos (H. drasticus) 52,576 0,356 Plumierideo
Sementes (H. drasticus) 28.434 0,020 Plumierideo
Cascas (H. obovatus) 29,628 0.036 Plumierideo
Cascas (H. sucuuba) 46.190 0.267 Plumierideo
Frutos (H. sucuuba) 47.284 0.283 Plumierideo
Folhas (H. sucuuba) 29.480 0.034 Plumierideo
Raiz (H. sucuuba) 28.799 0.282 Plumieridina
Cascas da raiz (H. sucuuba) 24.289 0.207 Plumieridina
Cascas (H. drasticus) 28.439 0.020 Plumierideo
Extrato hexano/folhas (H.

17.331 0.131 Isoplumericina
sucuuba)
Extrato hexano/raizes (H. 12.929 0.016 Isoplumericina
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sucuuba)

4.5. Analise dos frutos de H. sucuuba

Cromatografia em camada delgada (CCD)

Através da analise por CCD dos extratos dos frutos (FVC, FVS, FVP, FMC e
FMP) e padrdes (Figura 63) foi observada a presenca de aglUcares. A sacarose, um
acucar comum em plantas foi observado em todos os extratos. As manchas verdes
foram associadas a revelagcdo caracteristica dos iridoides, classe quimica comum no
género (BRANCO & HEGGIE, 2007). Esses resultados preliminares sdo promissores e

serao utilizados para estudos posteriores com esse 6rgao vegetal de H. sucuuba.

Figura 63. CCD dos padrdes e extratos dos frutos verdes e maduros de H. sucuuba.

Anélises CLUE-EM

O método desenvolvido utilizando a técnica de CLUE-EM proporcionou a analise
dos iridoides dos frutos de H. sucuuba. As condic¢des aplicadas conduziram a uma boa
separacdo de picos que foram identificados pelos espectros de massas obtidos, e seus

respectivos ions moleculares e fragmentacfes caracteristicas de iriddides em todos os
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extratos. O cromatograma obtido para o iridéide plumierideo apresentou apenas um pico
com tempo de retencdo de 1,96 minutos, seu espectro de massas (EM) apresentou
fragmentacdes caracteristicas do iridoide (m/z 471 [M+H]"; m/z 309 (100%); m/z 291

(61%), caracteristico da perda de glicose no iriddide) (Figura 64).
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Figura 64. Cromatograma do iriddide plumierideo.

Ao analisar os cromatogramas dos frutos de H. sucuuba foi possivel observar
através do tempo de retencdo e do padrdo de fragmentacdo a presenca do iriddide
plumierideo apenas nos extratos dos frutos verdes (Figura 65). Nos cromatogramas dos
extratos dos frutos verdes também foi identificado outro iridéide com o tempo de
retencdo menor (tr = 1,09 minutos), o 15-desmetilplumierideo (m/z 457 [M+H]"; m/z
295 (100%) perda de uma glicose desidratada; m/z 277). Esses iriddides tem 0 mesmo
esqueleto principal, porém diferem apenas em seu substituinte ligado ao carbono C-4. O
iridoide 15-desmetilplumierideo possui um grupo &cido —COOH, sendo o primeiro a
eluir, devido a maior interacdo com a fase movel, quando comparado ao outro iridoide

(SILVA et al., 2007).
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Figura 65. Cromatogramas dos extratos dos frutos verdes.

A anélise do cromatograma do extrato das raizes de H. sucuuba (Figura 66)
possibilitou a identificacdo dos iridéides plumierideo (tR = 1,96 minutos, m/z 471
[M+H]+; m/z 309 (100%); m/z 291 (61%)) e do seu isdmero isoplumierideo (tR = 2,32
minutos, m/z 471 [M+H]+; m/z 309 (100%); m/z 291 (61%)) que foram diferenciados
devido aos seus respectivos tempos de retencdo. Isso ocorre devido a estereoquimica
presente no carbono C-8, pois na estrutura do isoplumierideo o oxigénio esta mais

préximo do H-1, diminuindo a polaridade da estrutura.
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Figura 66. Cromatograma do extrato das raizes de H. sucuuba.
A avaliacdo dos perfis cromatogréaficos dos frutos e raizes de H. sucuuba foi de
grande importancia, pois permite uma comparacao direta entre diferentes partes de uma
mesma espécie vegetal com o objetivo de identificar substancias com atividades

bioldgicas comprovadas e aplicacfes etnofarmacoldgica existentes.
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5. Conclusao

Himatanthus sucuuba, alvo deste trabalho de pesquisa, é encontrada na Amazonia,
mais especificamente no estado do Amazonas. Possui ampla utilizacdo na medicina
popular e apresenta diversas classes de metabolitos secundarios na constituicdo quimica
de suas partes vegetativas. O estudo fitoquimico dessa espécie proporcionou o
isolamento e a identificacdo dos iridéides plumericina, isoplumericina, plumieridina e
plumierideo, classe de metabolitos muito comum em espécies do género, e 0s terpenos
cinamatos de lupeol, a e B-amirina, sitosterol, acetato de lupeol, acidos ursolico e
oleandlico.

Os valores obtidos para a atividade antioxidante do extrato metanol das raizes
secas/diclorometano (CSs50=265,62 ug/mL) indicaram pouca atividade antioxidante do
extrato, sugerindo a baixa capacidade de sequestro do radical pelas substancias
presentes no extrato.

O teste com Artemia salina, os extratos EHRF, EMRSD e EHRS com as
concentracdes letais de 111,0, 276,0 e 380,8 pg/mL, respectivamente, foram
considerados moderadamente ativos.

A substancia predominante nos diferentes extratos analisados das espécies H.
drasticus, H. bracteatus, H. obovatus e H. sucuuba, foi o iridoide plumierideo. Além
deste, foram identificados o iridoide isoplumericina e plumieridina, sendo o ultimo
inédito na espécie H. sucuuba.

Através da analise por CLUE-EM foi possivel a identificacdo dos iridoides 15-
desmetilplumierideo e plumierideo, presentes apenas nos frutos verdes da espécie H.

sucuuba, o que indica uma nova fonte de estudos e obtencéo desses metabdlitos.
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