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RESUMO

A familia Fabaceae compreende cerca de 727 géneros e 19.325 espécies
no mundo contendo muitos relatos na literatura sobre os estudos fitoquimicos de
varias espécies, porém ha uma escassez sobre a composi¢ao quimica de suas
madeiras. O género Pithecellobium possui aproximadamente 120 espécies, no
entanto os estudos quimicos sao limitados a dezessete espécies cujos relatos
sao de flavonoides, triterpenos, esteroides, saponinas e cumarinas. Visando
contribuir para o estudo fitoquimico da familia Fabaceae e do género
Pithecellobium, a madeira de Pithecellobium racemosum foi submetida ao
estudo fitoquimico e ensaio antibacteriano. O fracionamento cromatografico dos
extratos hexanico, metandlico e hidroalcoodlico dos residuos de P. racemosum
resultou no isolamento e identificacdo da espinasterona, espinasterol, derivado
esterificado do espinasterol, acido oleandlico e acido-3a,21a-dihidroxi-olean-12-
en-28-6ico, sendo este o primeiro relato da espinasterona, acido oleandlico e
acido-3a,210-dihidroxi-olean-12-en-28-6ico no género Pithecellobium. As
substancias isoladas foram identificadas por Ressonancia Magnética Nuclear

(RMN) uni e bidimensional.

Palavras-chaves: Fabaceae; Esteroides; Triterpenos; Ensaios antimicrobianos.



ABSTRACT

The Fabaceae family comprises about 727 genera and 19,325 species in
the world containing many reports in the literature about the phytochemical
studies of various species, however there is a shortage on the chemical
composition of their woods. The genus Pithecellobium has approximately 120
species, however chemical studies are limited to seventeen species whose
reports are of flavonoids, triterpenes, steroids, saponins and coumarins. In order
to contribute to the phytochemical study of the Fabaceae family and the genus
Pithecellobium, the wood of Pithecellobium racemosum was submitted to a
phytochemical study and antibacterial assay. The chromatographic fractionation
of hexane, methanolic and hydroalcoholic extracts of P. racemosum residues
resulted in the isolation and identification of spinasterone, spinasterol, esterified
derivative of spinasterol, oleanolic acid and 3a,21a-dihydroxy-olean-12-en- 28-
oic, this being the first report of spinasterone, oleanolic acid and 3a,21a-
dihydroxy-olean-12-en-28-oic in the genus Pithecellobium. The isolated
substances were identified by uni and bidimensional Nuclear Magnetic
Resonance (NMR).

Keywords: Fabaceae; Steroids; Triterpenes; Antimicrobial assays.
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1. INTRODUGAO

1.1 Aspectos relevantes

A Amazdnia abriga mais de 365 milhdes de hectares de florestas naturais,
de acordo com o Servigco Florestal Brasileiro (SFB, 2010). Na regiao é
encontrada a incidéncia de florestas densas e abertas, com diferentes
ecossistemas tais como: varzeas, matas de igap6 e entre outros (ADEODATO
et al., 2011). Devido a diversidade biolégica existente nas suas florestas e na
quantidade de espécies, o Brasil destaca-se na identificagdo de novos produtos,
tornando imenso o campo de pesquisa de novas substancias quimicas
biologicamente ativas. As substéncias bioativas apresentam potenciais
terapéuticos para o desenvolvimento de novos produtos com intuito de tratar
diversas patologias. Estima-se que cerca de 30% de todas as drogas avaliadas
como agentes terapéuticos sdo derivados de metabdlitos secundarios
(CALIXTO, 2005).

Os metabdlitos secundarios sdo encontrados em animais, plantas, fungos
e entre outros micro-organismos. As plantas apresentam variedade de
metabdlitos secundarios, tais como alcaloides, terpenos, antocianinas,
esteroides, flavonoides, quinonas e ligninas. Os estudos desses metabdlitos tém
encontrado aplicagbes como farmacos, corantes, aromas, inseticidas e parecem
ser 0s principais responsaveis pelas agbes analgésica, anti-inflamatéria,
antiviral, hipoglicemiante, antiespasmoddica e antialérgica (SANTOS, 2015;
CALIXTO et al., 1997).

Os estudos fitoquimicos realizados com diversas partes vegetativas das
plantas sdo frequentemente relatados utilizando-se cascas, folhas, sementes,
frutos, flores e raizes, porém ha escassos relatos sobre estudos com a madeira
(cerne ou alburno), devido a caréncia de material vegetal disponivel. Na busca
por alternativas de aproveitamento de residuos madeireiros, o grupo de pesquisa
‘Plantas da Amazénia: Quimica, Quimiossistematica e Atividade Biologica”,
coordenado pela Profa. Dra. Maria da Paz Lima do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazbnia (INPA), tem realizado estudos fitoquimicos com
espécies de residuos madeireiros buscando atividade de substancias

quimicamente ativas.
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Nesse contexto, surge a oportunidade de realizar a investigagao
fitoquimica dos residuos madeireiros de P. racemosum como fonte para a

extracao de substancias com potencial quimico e bioldgico.

1.2 Familia Fabaceae e subfamilia Mimosoideae

A familia Fabaceae compreende cerca de 727 géneros e 19.325 espécies
sendo considerada a terceira maior entre as Angiospermas do mundo, ficando
atras apenas das Asteraceae e Orchidaceae (SOUZA et., 2009). De acordo com
Lima (2000) apud Andrade e seus colaboradores (2009), Fabaceae tem uma
ocorréncia bastante representativa com cerca de 188 géneros e 2.100 espécies

em todos os biomas brasileiros, tornando-a a maior familia no Brasil.

Segundo Ignoato (2012), ha dois sistemas de classificagdo para a familia
Fabaceae. Um sistema reconheceu como uma unica familia que é dividida
tradicionalmente em trés subfamilias que sao: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Faboideae (ou Papilionoideae). O outro sistema de Cronquist, de 1988 e alguns
autores, classificaram em trés familias distintas (Fabaceae, Ceasalpiniaceae e
Mimosaceae).

Com base no sistema tradicional, a subfamilia Mimosoideae, enfoque
deste estudo, € a segunda maior da familia Fabaceae, tendo a ocorréncia de
3.270 espécies pertencentes a 82 géneros e quatro tribos (Mimoseae, Acacieae,
Ingeae e Mimozygantheae). De acordo com o Grupo de Filogenia das
Angiospermas (APG), as espécies desta subfamilia estdo amplamente
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do globo (MOBOT, 2012)
(Figura 1).

Pl

£ i _—

Fonte: http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb.

Figura 1. Distribuicdo das espécies da subfamilia Mimosoideae no mundo.
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Ha muitos relatos na literatura sobre estudos das espécies de Fabaceae,
mas ha uma escassez sobre os estudos dos metabdlitos secundarios oriundos
da madeira. Fitoquimicamente, a familia destaca-se por apresentar uma rica
composicado quimica de substancias bioativas, tais como: alcaloides,
flavonoides, saponinas, lignanas e terpenoides, sendo que a classe dos

flavonoides possui 0 maior numero de relatos na literatura.

1.3 Género Pithecellobium

O género Pithecellobium possui aproximadamente 120 espécies, porém
poucas foram estudadas fitoquimicamente (MA et al., 2007). De acordo com o
levantamento bibliografico realizado ha apenas dezessete espécies que foram
estudadas no género Pithecellobium, os quais relatam o isolamento e a

identificacao de flavonoides, triterpenos, esteroides, saponinas e cumarinas.

Os esteroides de Pithecellobium estéo distribuidos no cerne, casca da raiz,
raizes e ramos. A literatura relata a identificagdo de sitosterol, espinasterol,
estigmasterol e campesterol, bem como a identificagdo de derivados de
esteroides glicosilados (Tabela 1 e Quadro 1). Segundo o trabalho de Choi e
seus colaboradores (2017), relatam que o p-sitosterol, campesterol e
estigmasterol exercem atividade contra fungos fitopatogénicos Botrytis cinerea
causador do mofo cinzento, a Phytophthora infestans causadora requeima do
tomateiro, a Magnaporthe grisea causadora do brusone em trigos e Rhizoctonia

solani Kuhn responsavel pela queima-da-bainha.

Conforme mostra o Quadro 2, existem poucos registros de terpenoides no
género Pithecellobium. Um triterpeno do tipo lupano a partir de extrato de cascas
secas de Pithecellobium dulce, foi identificado como lupeol (8), e um triterpeno
oleanano, o acido equinocistico, que foi isolado a partir de extratos das cascas
das madeiras e raizes (Tabela 1 e Quadro 1) (KATEKHAYE et al., 2016;
GUNASKERA et al., 1982; KATEKHAYE e LADDAH, 2015). Estudos realizados
por Wu e seus colaboradores (2010), constataram que o acido equinocistico
apresenta um potente efeito cardioprotetor nos modelos de isquemia miocardica
aguda em ratos.
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Tabela 1. Esteroides e triterpenos relatados no género Pithecellobium.

Classe Substancia Ocorréncia

Sitosterol (1) P. dulce [Ce ]

P. dulce [Ce]'

Espinasterol (2) P. multiflorum [Ra]?

Estigmasterol (3) P. dulce [Ce]"
Campesterol (4) P. dulce [Ce]'
Esteroide ; : :
Mlstura dos esteroides sitosterol, P. dulce [Ce e Ca]'
estigmasterol e campesterol (1, 3 e 4)
Esteroide glicosilado (5) P. cauliflorum [R]?
3-0-[6'-O-palmitoil-B-D-glicosil]- . 3
espinasta-7-(23)-dieno (6) P. caulifiorum [R]
3-0-[6'-O-estearil-p-D-glicosil]- . 3
espinasta-7-(23)-dieno (7) P. caulifiorum [R]
P. dulce [Ca ]*
Lupeol (8) P. multifiorum [Ra]’
Triterpeno

Acido equinocistico (9) P. dulce [Ca]®

1-NIGAM e MITRA, 1998; 2-GUNASEKERA et al., 1982; 3- GOMES e ALEGRIO,
1998; 4- KATEKHAYE et al., 2016; 5-GUNASEKERA et al., 1982; 6-KATEKHAYE e
LADDHA, 2015.

[Ce]- cerne; [Ra]- raizes; [Ca]- cascas; [R]- ramos.



Quadro 1. Estruturas dos esteroides e triterpenos relatados no género

Pithecellobium.

o-F
RO ro ™o R R,
(5) H H
(6) H Palmitato
(7) H Estearato
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(8) (9)

Obs.: Continuagédo do Quadro 1 (p. 21).

Da casca da madeira de P. dulce foram identificadas duas substéncias com
o esqueleto de cumarina, o bergapteno (10) e o 4(2,3-dihidrogeraniloxi)-5(4(2,3-
dihidrogeraniloxi)fenil-bergapteno (11) (Tabela 2 e Quadro 2). O bergapteno,
consiste em uma furanocumarina que apresenta acao fotossensibilizante que
age no processo de repigmentagao da pele, sendo amplamente empregado no
tratamento de dermatoses, como é o exemplo do vitiligo, que é uma doenca
cutanea adquirida, caracterizada por maculas brancas que determina area de
despigmentacédo da pele (LEAO, 2005).

Tabela 2. Cumarinas identificados em P. dulce e P. multiflorum.

Substancia Ocorréncia

bergapteno (10) P. dulce [Ca]’
4(2,3-dihidrogeraniloxi)-5(4(2,3-
dihidrogeraniloxi)fenil-bergapteno (11)

1-KATEKHAYE e LADDHA, 2015.
[Ca]- cascas.

P. dulce [Ca]’
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Quadro 2. Estruturas das cumarinas relatadas no género Pithecellobium.

(10)

Outros metabdlitos identificados no género sao derivados glicosilados de
saponinas triterpénicas com esqueleto tipo oleanano, conforme mostra a Tabela
3 (p- 23 - 24). A partir dos extratos alcodlicos das sementes em po de P. dulce e
das raizes de P. lucidum, foi possivel a identificacdo de quinze saponinas (12-
26) (Quadro 3).

Tabela 3. Saponinas isoladas e identificadas em P. dulce e P. lucidum.

Substancia Ocorréncia

Pithedulosideo B (13) . dulce [Se]"?3

Pithedulosideo C (14) . dulce [Se]*?

Pithedulosideo D (15) . dulce [Se]*?

Pithedulosideo F (17) . dulce [Se]"?

Pithedulosideo G (18)

P
P
P
Pithedulosideo E (16) P. dulce [Se]"?
P
P. dulce [Se]?
P

Pithecellosideo (19) . dulce [Se]®

3-0O-[B-D-glucopiranosil-(1—2)-a-L- arabinopiranosil] 28-O P. dulce [Se]*®
[a-L-ramnopiranosil-(1—4)--D-glucopiranosil-(1—4)--D-
glucopiranosil acido equinocistico (20)

Acido oleandlico 3-O-p-D-glucopiranosil-(1—2)-o-L- P. dulce [Se]®
arabinopiranosideo (21)
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Pithelucosideo A (22)
Pithelucosideo B (23)
Pithelucosideo C (24)
Prosapogenina-10 (25)

Julibrosideo J29 (26)

P. lucidum [Ra]®
P. lucidum [Ra]®
P. lucidum [Ra]®
P. lucidum [Ra]®

P. lucidum [Ra]®

1- BARRERA-NECHA et al., 2003; 2- YOSHIKAWA et al., 1997; 3- SAHU et al., 1999;
4- SAHU et al., 1994; 5- SAXENA e SINGHAL, 1998; 6- MA et al., 2007
[Se]- sementes; [Ra]- raizes.

Obs.: Continuagéo da Tabela 3 (p. 23).

Quadro 3. Estruturas das saponinas identificadas no género Pithecellobium.

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

o-ara'Sgli'—

a—ara'—2ara’Sgli'—
o—xil'—2ara’—Sgli'—
o—ara'—2ara’—Sgli'—
o—xil'—2ara’Sgli'—
o—ara'—2ara’'°gli' 2gli'—
o—xil'—2ara'—Sgli' 2gli'—
o—ara'—2ara’—Sgli'—
p—gli'—2ara’—

B—gli'—2ara’—

R, R,
OH H

H H

H H

OH H

OH H

H

H H

OH S-1

H H
a-ram'—Agli'Agli'— H
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O
HO )
O oH e
Fuc ¥ oH Gl
HO o 0
S R1 aa() o Q
© OH
. Ram
OH Xil HO
HO HO R;O0 OH
OH I
Rq R, Rs;
22 OH S-2 B—quin'—3
23 OH S-1 B—gli'—3
24  OH S-3 B-gli'—2
25  OH S-2 B-gli'—2
26 NHAc  S-2 B—glil—3
(0]
S-3: =
OH
OH

OH

Obs.: Continuacdo do Quadro 3.
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A literatura relata a ocorréncia de vinte e trés substancias pertencentes a
classe dos flavonoides encontradas em folhas e galhos (Tabela 4) (MIN-WON et
al., 1992; LI et al., 2006; KANG et al., 2014; YU-XI WANG et al., 2017). Os
flavonoides de Pithecellobium se dividem em cinco tipos de esqueletos
principais: as flavan-3-ol, flavanas, flavonas, flavanonas, flavonois e derivados
de flavan-3-ol (Quadro 4).

Em relacdo a atividade bioldgica, as substancias (-)-5,3'4'5'-
tetrahidroxiflavan-7-galato (37) e (2R,3R)-7-O-galoilplumbocatequina A (23)
apresentaram in vitro, efeitos inibitérios moderados contra a neuraminidase do
virus da influenza H1IN1 (KANG et al., 2014). A neuraminidase do virus da gripe
facilita a disseminacédo do virus recém-sintetizado no hospedeiro e € um alvo

importante para o controle fase inicial da infec¢ao (XU et al., 2008).

Tabela 4. Classes de flavonoides identificados no género Pithecellobium.

Tipos Substéancia Ocorréncia

P. lobatum [Fo] ; P.

(+)-Catequina (27) clypearia [Fo]* - 'Ga]*

Catequina-3'-O-galato (28) P. lobatum [Fo]"

Catequina-4'-O-galato (29) P. lobatum [Fo]"

Galocatequina-7,3’-di-O-galato (30) P. lobatum [Fo]"
Flavan-3-ol

P. lobatum [Fo]"; P.

Galocatequina-7,4’-di-O-galato (31) clypearia [Fo]* e [Ga]*

P. clypearia [Fo]* e

(2R,3S)-5,7,3'-trimetoxcatequina (32) [Ga]*

P. clypearia [Fo]* e

(2R,3S)-catequina-7-galato (33) [Ga]*

(-)-(2R,3S)-galocatequina-7-galato P. clypearia [Fo]** e
(34) [Ga]*
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-)>-(2S)-5,7,3',4',5'-pentahidroxiflavan

P. clypearia [Fo]* e

(
(35) [Ga]*
o ' 1 I_ H H _7_ . 2.
Flavana (-)-5,3',4',5'-tetrahidroxiflavan-7-galato  P. clypgar/a [IZo] ; P.
(36) clypearia [Fo]
7,4'-di-O-galoilltricetiflavan (37) P. clypearia [Fo]*?
i 4
Thevetiaflavon (38) ﬁé ;}’{Peaf'a [Fol*e
. : 4
Eter luteolino-5,3'-dimetilico (39) [F(’é ;’{Peafla [Fol*e
] 4
Quericitrina (40) Eéac]l‘%/peana [Fol*e
Flavona
N P. clypearia [Fo]* e
Mirricitrina (41) (Gal*
] 4
Luteolina (42) [F(’é ;’{Peafla [Fol*e
i P. clypearia [Fo]* e
Quercetina (43) (Gal’
(2R,3R)-7,8,3',4'-tetrahidroxidihidro- ~ P. clypearia [Fo]* e
Flavononol
flavanol (44) [Ga]*
i 4
Naringenina (45) 'Ezg]lfpear’a [Fol” e
Flavanona

(2S)-5,7-dihidréxiflavanona-7-O-B-D-
glucopiranosideo (46)

P. clypearia [Fo]* e
[Ga]*

Epigalocatequina galato (47)
Derivado de
flavan-3-ol > 3R).7.0-galoilplumbocatequina A
(48)

P. clypearia [Fo]®

P. clypearia [Fo]?

1-Min-Won et al., 1992; 2-Li et al., 2006; 3-Kang et al., 2014; 4-Yu-Xi Wang et al.,

2017.
[Fo]- folhas; [Ga]- galhos.

Obs.: Continuagao da Tabela 5.
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Quadro 4. Flavonoides relatados no género Pithecellobium.

27 H H H H H 3 H OH H OH
28 H G H H H 36 G OH H OH
29 H H G H H 37 G OH G OH
30 G G H H H
31 G H G H H
32 CH, OCH, H H CH,
33 G OH H H H
34 G OH H OH H
R4
OH
Rs

38 OH OCH, H H H

39 OH OCH, H OCH, H

41 OH OH ORam OH OH
42 OH OH H OH H
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OH
OH
44
OH
OH
HO o
O OH
I/O
OH -
o
OH
OH
47
o)
48

OR,

N\
W

OH

45
46

OH
OGlc

OH
H

OH
OH

OH

G: galato

o—%

OHO

CHj

HO OH

O-Ram: O-ramnose

HO .
OO

OH

HO
OH

O-Glc: O-glicose

Obs.: Continuacdo do Quadro 5.
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1.4 Espécie Pithecellobium racemosum Ducke

A espécie Pithecellobium racemosum Ducke, € conhecida popularmente
como angelim-rajado, angelim-bordado, Chico-pires, ingarana e sucupira, e é
uma das maiores arvores da Amazénia podendo chegar de 50 a 60 metros de
altura. E nativa da Amazénia, com ocorréncias confirmadas na regido norte
(Amazonas, Amapa, Para e Rondoénia), nordeste (Maranhdo) e centro-oeste
(Mato Grosso). Abundante nos tipos de vegetagao como: campinarana e floresta
de terra firme (REFLORA, 2018).

Fonte: http://reflora.jbrj.gov.br/reflorallistaBrasil/PrincipalUC/PrincipalUC.do#CondicaoTaxonCP.
Figura 2. Ocorréncia da P. racemosum nas regides brasileiras.

Segundo dados do MOBOT (2018) e REFLORA (2018), a espécie

apresenta trés sinonimias botéanicas (Lista 1).

Lista 1. Sinonimias da espécie Pithecellobium racemosum.

Sinonimias

Abarema racemosa (Ducke) Kleinhoonte
Marmaroxylon racemosum (Ducke) Killip ex Record

Zygia racemosa (Ducke) Barneby & J.W. Grimes
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Com relacio aos estudos fitoquimicos, tem-se apenas o trabalho realizado
por Khan e seus colaboradores (1997), os quais relatam o estudo fitoquimico do
extrato etandlico da casca do caule de um espécime coletado em Manaus, onde
descrevem o isolamento e a identificacdo de duas substancias derivadas de
saponina contendo trés acucares, 3-O-[a-L-arabinopiranosil (1-2)] [a-L-
arabinopiranosil (1-6)]-2-acetoamido-2-desoxi-p-D-glucopiranosil oleandlico (49)
e 3-O-[a-L-arabinopiranosil (1-2)]-[a-L-arabinopiranosil (1-6)]-2-acetamido-2-

desoxi-pB-D-glucopiranosil acido equinocistico (50) (Quadro 6).

Quadro 5. Metabdlitos secundarios identificados em P. racemosum.

HO OO
OH
o) HO
NH
HO — oF >:o
OH
OH
Substancia Subslgtumte
1
3-O-[a-L-arabinopiranosil (1-2)] [a-L-arabinopiranosil (1-6)]-2- H
acetoamido-2-desoxi-B-D-glucopiranosil oleandlico (49)

3-O-[a-L-arabinopiranosil (1-2)]-[a-L-arabinopiranosil  (1-6)]-2- OH

acetamido-2-desoxi-B-D-glucopiranosil acido equinocistico (50)
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1.1 Atividade biolégica

O aumento da prevaléncia da resisténcia antimicrobiana frente a
patdgenos, esta se tornando um problema cada vez mais sério decorrente da
utilizacdo descomedida de antibidticos. Uma das medidas para combater essa
problematica seria desenvolver novos antimicrobianos a partir de estudos de
metabdlitos secundarios provenientes das plantas (BAKAR et al., 2012; KUMAR
et al., 2012).

As plantas sdo uma importante fonte de substancias biologicamente ativas,
muitas das quais sao utilizadas para o desenvolvimento de novos produtos a
serem comercializados mundialmente. O potencial antimicrobiano das plantas
esta diretamente relacionado a diversidade estrutural de seus metabdlitos.
Muitos centros de pesquisas vém desenvolvendo estudos sobre o potencial
antimicrobiano de produtos naturais (ROZATTO, 2012; ELOFF, 1998).

Ha muitos relatos sobre estudos de metabdlitos secundarios procedentes
de partes vegetativas das plantas que apresentam atividades antimicrobianas.
Dentre estudos descritos na literatura, encontram-se estudos com as espécies
do género Pithecellobium. Segundo os estudos de Bakar e colaboradores
(2012), os extratos metandlicos de folhas, vagens e sementes de P. jiringa
apresentaram atividades antibacterianas contra Klebsiella pneumonia,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Bacillus subtilis, porém o extrato de folhas
apresentou concentracdo inibitéria minima notavel em relagdo aos extratos de
vagens e sementes.

O estudo realizado com P. dulce forneceu uma analise fitoquimica
preliminar dos extratos brutos que exibiram um grau variavel de atividade
antimicrobiana contra cinco Gram positivos (Bacillus subtilis, Enterococcus
faecalis, Micrococcus Iuteus, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis), sete Gram negativos (Aeromonas hydrophila, Alcaligenes faecalis,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonella typhimurium). De acordo com esse estudo, os autores
verificaram que as analises fitoquimicas preliminares de diferentes extratos
revelaram a presenca de flavonoides, taninos, terpenos e entre outros (KUMAR
et al., 2012).
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Desse modo, levando em consideragao a grande importancia de se avaliar
o potencial antimicrobiano para os metabdlitos secundarios, tém-se a
necessidade de buscar substancias que sejam mais efetivas no combate as
diversas enfermidades que acometem o0s seres humanos. Portanto,
considerando os estudos realizados com espécies do género Pithecellobium
apresentarem atividades contra varios tipos de patdogenos, ha a necessidade de
investigar a atividade antibacteriana das substancias isoladas provenientes dos

residuos madeireiros P. racemosum contra micro-organismo teste.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

v" Realizar estudos fitoquimicos dos residuos madeireiros de Pithecellobium
racemosum (Fabaceae), buscando isolar substancias e avaliar as atividades

antibacterianas.

2.2 Objetivos especificos

v Realizar os fracionamentos cromatograficos dos extratos hexanico,

metandlico e hidrometandlico da espécie;

v' |dentificar e/ou elucidar as estruturas quimicas das substancias isoladas

por meio de técnicas espectroscopicas e espectrométricas;
v Realizar ensaio de atividade antibacteriana com as substancias isoladas;

v Avaliar as propriedades tecnologicas da madeira dos residuos

madeireiros de P. racemosum.
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3. METODOLOGIA
3.1 Materiais utilizados
Solventes: Nas analises cromatograficas, utilizaram-se solventes
comerciais (hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol) destilados no
LQPN-INPA. Para os experimentos de RMN foram empregados solventes

deuterados (Sigma- Aldrich).

Cromatografia em Camada Delgada (CCD): Utilizaram-se cromatofolhas
de aluminio com silica gel 60 (Merck), com indicador de fluorescéncia F2s4. Os
reveladores empregados foram radiagao ultravioleta (254 e 365 nm), vanilina
sulfurica e vapores de iodo.

Cromatografia em coluna (CC): Foram utilizadas colunas de vidro de
diversas alturas e didmetros, dependendo da quantidade de amostra a serem

fracionadas.

Fases Estacionarias para Cromatografia em Coluna: Silica gel 60 (230-
400 mesh) da Merck; Sephadex LH-20 da Sigma-Aldrich e celulose

microcristalina Avicel (Merck).

3.2 Equipamentos

Evaporador rotativo: Yamato, modelo RE500, equipado com banho
Yamato BM 200.

Balanga analitica: marca Shimadzu, com capacidade de até 320 g.
Moinho: marca Marconi, modelo MA-340.
Chapa de aquecimento: marca Fisaton, modelo 753A.

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectroscopia
de Massas (CLAE/EM): Os espectros de massas de alta resolugdo foram
obtidos em um espectrometro MicroTOF-QIl (Bruker Daltonics), fonte de
ionizagdo ESI| e o cromatografo utilizado foi o Prominence UFLC (Shimadzu)
equipado com detector de arranjo de diodos (DAD) SPDM-20A e injetor
automatico SIL-20A, com coluna Shim-pack XR-ODS (2 yum x 50 ym) da Central
Analitica do Laboratério Tematico de Quimica de Produtos Naturais (CA-LTQPN)
do INPA.
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Espectrometro de Massa (EM): os experimentos espectrométricos foram
realizados no Laboratério de Espectrometria de Massas na Central Analitica da
UFAM. No desenvolvimento das analises foi utilizado um espectrometro de
massas LQC Fleet (Thermo Scientific, CA, EUA), usando fonte de ionizagéo
eletrospray (ESI) no modo positivo, com faixa de detecgéo de 100-1000 Da. Os
espectros de massas foram processados através do programa através do
Xcalibur 2.1. As amostras foram preparadas na concentragdo de 1 mg/mL em
metanol (grau CLAE da marca TEDIA) e 20 pL foram retirados e diluidos em 980
ML de metanol. As condigbes tipicas do equipamento foram as seguintes:
voltagem do capilar em 30 V, voltagem de pulverizagéo de 5,0 kV, temperatura

do capilar a 275 °C, gas de revestimento nitrogénio (N2).

Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): os
espectros de RMN foram obtidos por meio de espectrémetros da Bruker, Fourier-
300 (300 MHz — "H e 75 MHz — '3C) da CA — LTCPN do INPA.

3.3 Material botanico

3.3.1 Coleta e identificagao
Os residuos madeireiros foram fornecidos pelo Laboratorio de Tecnologia
da Madeira (LTM) do INPA. O espécime foi previamente identificado com base
na Xiloteca do Laboratério de Tecnologia da Madeira (COTI-INPA), tendo como

responsavel Jorge Alves de Freitas, pesquisador e anatomista de madeira.

Na identificagdo macroscopica foram observadas caracteristicas gerais e
anatébmicas. No estudo das caracteristicas gerais foi analisado cor, brilho, odor,
gra, textura, densidade, dureza e desenho, utilizando-se madeira seca. As
analises das caracteristicas anatdomicas foram realizadas através de um corpo
de prova, o qual foi observado a simples vista e complementada pelas
observagdes dos tecidos lenhosos com o auxilio de uma lupa 10 x de aumento.

3.3.2 Determinacao das propriedades fisicas

As propriedades fisicas foram fornecidas pelo Laboratério de Tecnologia
da Madeira (LTM) do INPA. As propriedades fisicas determinadas foram a
densidade basica e a estabilidade dimensional. No disco de cada amostra de
residuo foram obtidos corpos de prova orientados nas dimensdes de 2 cm x 2

cm x 3 cm considerando a distribuigao dos raios (R).
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3.3.2.1 Determinacao da Densidade basica
A densidade basica € um importante parametro para avaliacdo da
qualidade da madeira. E a relacéo entre a massa seca (g) pelo volume saturado

(cm?) de uma amostra, como € demonstrado pela férmula a seguir:
— Ms 3
Ppas = (g/cm?)
Vsat
Onde:

P pas= densidade basica; ms= massa seca; vsat= volume saturado.

A saturacdo da amostra foi realizada em agua por um periodo até a
saturacdo do volume verde, a densidade foi determinada pelo método de
deslocamento de liquido com imersao em agua (método de medig¢ao indireta)
com o corpo de prova fixado em um suporte, em seguida foi realizada a secagem
em estufa a uma temperatura de 90 °C até atingir o peso constante, para
obtencao do peso seco utilizando-se uma balanga semi-analitica com precisao
de 0,01 g.

3.3.2.2 Determinagao da Estabilidade dimensional

A estabilidade dimensional da madeira pode ser caracterizada pela
contragdo ou inchamento da madeira, quando em contato com a agua. Desse
modo, a estabilidade dimensional foi determinada através dos mesmos corpos
de prova que foram obtidos na determinagao da densidade. Os corpos de prova
foram medidos com um paquimetro digital com duas medi¢des em cada face

(tangencial e radial).

Sentido radial

Sentido tangencial

Fonte: arquivo pessoal (2019).

Figura 3. Sentido radial e tangencial da madeira.
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Assim, determinou-se e calculou-se as contragbes tangencial e radial
através das equacdes a seguir:
Rt = 2bsa—Plecx 10
Dtsqt
Onde:
Rt = retratibilidade tangencial (%); Dtsat = dimensdo na dire¢cao tangencial, na
condicao saturada (mm); Dtsec = dimensdo na diregdo tangencial, na condi¢ao

seca (mm).

Drgqt— Dr.
RT’ — sat sec x 100

Drsqt
Onde:
Rt = retratibilidade radial (%); Drsat = dimenséo na direg¢édo radial, na condigcéo

saturada (mm); Drsec = dimensao na dire¢ao radial, na condi¢gao seca (mm).

3.3.3 Obtencao dos extratos vegetais
Apods a coleta e identificacdo do material vegetal (Figura 4), realizou-se a
trituragdo do material por meio do moinho de 4 facas e posteriormente, pesou-
se e submeteu-se o material a uma maceragao a frio com solventes organicos
por ordem crescente de polaridade em hexano e metanol durante 7 dias em cada
solvente, e em metanol:agua (1:1) por 3 dias, conforme demonstra o Esquema
1 (p. 39).

Fonte: arquivo pessoal (2017).

Figura 4. Material vegetal concedido pelo Laboratério de Tecnologia da
Madeira (COTI-INPA).
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Pithecellobium
racemosum
(1.220 g)

= Maceragao em Hexano por 7 dias;
=  Filtracao;
= Evaporagao do solvente.

PRH

(0,61 g) Torta residual

= Maceragao em Metanol por 7 dias;
= Filtragao;
= Evaporagdo do solvente.

PRM

(4,44 g) Torta residual

= Maceragdo em Metanol:Agua por 3 dias;
=  Filtracao;
= Evaporagao do solvente.

A

PRMA

(1,34 g) Torta residual

Esquema 1. Obtencio dos extratos da amostra de Pithecellobium racemosum.



3.4 Extratos de Pithecellobium racemosum: Analises em CCD e

fracionamentos cromatograficos

Nas analises prévias dos extratos de P. racemosum por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), o extrato hexanico apresentou um perfil cromatografico
promissor devido a predominancia de uma substancia com fluorescéncia em luz
ultravioleta de comprimento 254 nm. Sendo assim, iniciou-se o fracionamento

cromatografico pelo extrato hexanico.

3.5 Extrato hexéanico de Pithecellobium racemosum (PRH)
3.5.1 Fracionamento cromatografico do extrato hexéanico

O extrato hexanico obtido foi fracionado em coluna de silica gel (230-400
mesh) e eluida em hexano, acetato de etila e metanol em gradientes crescentes
de polaridade (Esquema 2, p. 41), fornecendo 32 fragdes que foram reunidas de
acordo com as analises realizadas por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD). Posteriormente, as fragbes foram pesadas e codificadas, como
apresentado na Tabela 6 (p. 42).

As fragbes 13 (PRH-13) e 22 (PRH-22) foram as mais promissoras nas
analises em CCD. A fragédo 13 foi submetida a um tratamento em acetona a frio,
0 que permitiu a obtengdao de um soélido, o qual mostrou-se purificado apoés
analise por CCD e foi codificado como PRH-13 (2,2 mg) — substancia 1
(Esquema 2, p. 41). A fracédo 22 (PRH-22) foi fracionada em coluna de silica gel
(230-400 mesh), eluida em sistema isocratico com DCM:AcOEt (95:5),
resultando em 10 fragdes que foram reunidas por similaridade de perfil

cromatografico através da avaliagdo em CCD em 6 novas fragdes (Tabela 5).

Tabela 5. Reunido das fragdes de PRH-22.

Fragoes reunidas Caédigos Massa (mg)
1 PRH-22.1 14,6
2 PRH-22.2 21,2
3 PRH-22.3 24,6
4 PRH-22.4 3,2
5-6 PRH-22.5 1,4
7-10 PRH-22.7 16,7

A subfracdo 3 apds analise de CCD, constatou-se a presenca de uma
mancha maijoritaria, sendo codificada como PRH-22.3 (24,6 mg) — substancia 2

(Esquema 2, p. 41).
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PRH
(0,61 g)

Coluna de silica gel
(230-400 mesh)
h=42cm @=2cm
Empacotada em hexano

H H:A H:A H:A H:A H:A H:A H:A A A:M A:M A:M A:M M
(98:2) (97:3) (95:5) (90:10) (80:20) (70:30) (1:1) (98:2) (90:10) (80:20) (1:1)
1-3 4-13 14-17 18 19-20 | | 21-23 | | 24-25 26 27 28 29 30 31 32
i EFr. 22
Fr. 13 : === s=e=is
. Tratamen‘to <_:om: PRH-22
Acetona a frl—o— _:_ _ (62,9 mg)
4 Substancia 1 \\\ Coluna de silica gel
. (230-400 mesh)
I PRH-13 ] chﬁg)oa h=37 cm@=1,5¢cm
A (2,2 mg) 4 Empacotadaem DCM
—————— Fr.3
110 f------"----- :

,/~ Substancia 2 \‘
{ PRH-223
‘\ (24,6 mg) ,,'

-

Legenda: h = Altura, @ = Diametro,

H = Hexano, A = Acetato de Etila, M = Metanol

Esquema 2. Fracionamento cromatografico de PRH.
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Tabela 6. Reunido das fragdes de PRH.

Fragcdes reunidas Caédigos Massa (mg)
1 PRH-1 34,9
2 PRH-2 33,7
3 PRH-3 6,1
4 PRH-4 2,7
5 PRH-5 0,8
6 PRH-6 0,7
7 PRH-7 0,5
8 PRH-8 0,5
9 PRH-9 6,9

10-12 PRH-10 7,6
13 PRH-13 2,2
14 PRH-14 4.4
15 PRH-15 49
16 PRH-16 1,2
17 PRH-17 57
18 PRH-18 6,5
19 PRH-19 10,8
20 PRH-20 20,9
21 PRH-21 6,4
22 PRH-22 62,9
23 PRH-23 44,2

24-32 PRH-24 141,5

Obs.: Descrigao da Tabela (p. 40).



3.6 Extrato metandlico de Pithecellobium racemosum (PRM)

3.6.1

Fracionamento cromatografico do extrato metanélico

O extrato metandlico (PRM) foi fracionado em uma coluna de silica gel

(230-400 mesh) e eluida em hexano, acetato de etila e metanol em gradientes

crescentes de polaridade (Esquema 3), fornecendo 58 fragdes que foram

analisadas por CCD. Para a observacao das fluorescéncias presentes, as placas

cromatograficas foram visualizadas por meio da luz ultravioleta (254 e 365 nm)

e empregou-se vanilina sulfurica para revelagdo das manchas.

PRM
(4,44 9)

]_

Coluna de silica gel
(230-400 mesh)
h=35cm @=2,5cm
Empacotada em hexano

E

H:A
(98:2)
H:A
(95:5)
H:A
(90:10)
H:A
(80:20)
H:A
(70:30)
H:A
(60:40)
H:A
(50:50)

é

i

v 47-49
(98:2)
A:M
(90:10)
A:M
(80:20)
A:M
(70:30)
A:M
(60:40)

.

;

>
<

50:50
( ) 57

:

s |

- o

- -

- -~
vy

-~ Substancia 3 N

PRM-16

. (1163mg) .’

~o -

- =

PRM-40
‘.. (620mg) .’
( ™)
PRM-44
Esquema 4
\ J
(~ ™)
PRM-54
Esquema 5

Legenda: h = Altura, @ = Diametro, |= Largura,
H = Hexano, A = Acetato de Etila, M = Metanol

Esquema 3. Fracionamento cromatografico de PRM.
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Assim, 58 fracbes foram analisadas e posteriormente reunidas de acordo
com as analises realizadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD).
Estas fracoes foram pesadas e codificadas, como apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Reunido das fragdes de PRM.

Fragoes reunidas Cadigos Massa (mg)
1 PRM-1 20,2
2 PRM-2 10,6
3 PRM-3 8,6
4 PRM-4 6,0
5-8 PRM-5 17,8
9 PRM-9 14,4
10 PRM-10 14,6
11 PRM-11 7,8
12-13 PRM-12 27,9
14 PRM-14 21,3
15 PRM-15 34,8
16-19 PRM-16 116,3
20-22 PRM-20 24,2
23 PRM-23 7.1
24-26 PRM-24 9,1
27 PRM-27 15,2
28 PRM-28 6,4
29-30 PRM-29 19,1
31-35 PRM-31 22,5
36-38 PRM-36 28,9
39 PRM-39 10,9
40 PRM-40 62,0
41 PRM-41 39,3
42 PRM-42 18,5
43 PRM-43 19,2
44 PRM-44 18,0
45 PRM-45 159,8
46 PRM-46 338,0
47 PRM-47 81,0
48 PRM-48 217 1
49-53 PRM-49 900,0
54-55 PRM-54 677,8
57 PRM-57 338,0

58 PRM-58 666,2
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A fragdo PRM-9 (Esquema 3, p. 43) contendo soélido de cor branca,
mostrou-se pura apos analise por CCD e apresentou as mesmas caracteristicas

do solido PRH-13 (Substancia 1) isolado anteriormente.

Nas fracdes 16-19, observou-se a presenca de material sélido branco que
analisadas por CCD apresentaram uma mancha maijoritaria, sendo codificado
como PRM-16 (116,3 mg) — substancia 3 (Esquema 3, p. 43).

A fragao 40 contendo material sélido e coloracdo branca, mostrou-se pura
apo6s analise por CCD e foi codificado como PRH-40 (62,0 mg) — substancia 4

(Esquema 3, p. 43).

A fragéo 44 foi submetida a um fracionamento em coluna de silica gel (230-
400 mesh), eluida em diclorometano, acetato de etila e metanol em gradientes
crescente de polaridade, resultando em 14 fracbes que foram analisadas por
CCD e reunidas por similaridade de perfil cromatografico em 7 novas fragdes
(Tabela 8, p. 46), das quais a subfragdo 10 apresentou-se purificada apés
avaliacdo em CCD, sendo codificada como PRM-44.10 (6,1 mg) — substancia 5

(Esquema 4).
PRM-44
(18 mg)
Coluna de silica gel
(230-400 mesh)
h=30cm @=1,2cm
Empacotada em DCM
D D:A D:A D:A A A:M A:M
(98:2) (90:10) (70:30) (90:10) (1:1)
1-4 5-7 8 9 10 11-13 14
|
]
]
]
! o ~
] - ~
' k10 ,/ Substancia5 "

PRM-44.10
A N ( 611 mg) 4

e e

\

/

Legenda: h = Altura, @ = Diametro, I= Largura,

D = Diclorometano, A = Acetato de Etila, M = Metanol

Esquema 4. Fracionamento cromatografico de PRM-44.
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Tabela 8. Reunido das fragdes de PRM-44.

Fragcdes reunidas Caédigos Massa (mg)

1 PRM-44.1 0,3

2 PRM-44.2 0,9

3-4 PRM-44.3 21

5-7 PRM-44.5 1,6

8 PRM-44.8 2,1

9 PRM-44.9 1,9

10 PRM-44.10 6,1

11-13 PRM-44.11 1,0

14 PRM-44.14 2,0

Obs.: Descricdo da Tabela vide a pagina 45.

A fracdo PRM-54 foi submetida a cromatografia de exclusdo em Sephadex
LH-20 eluida em acetona e metanol (1:1), da qual obteve-se 15 fragdes
(Esquema 5, p. 47). A subfragdo PRM-54.4 apresentou-se como solido de
coloragdo laranja escuro, o qual foi submetido a coluna de celulose
microcristalina eluida em hexano e gradiente de hexano e metanol, gerando 16
fragbes (Esquema 5, p. 47). A subfragdo PRM-54.4.7, contendo material solido
foi submetido a coluna de silica em gel (230-400 mesh), eluida em um sistema
isocratico de diclorometano:acetato de etila (95:5) resultando em 13 fragdes
(Tabela 9, p. 48). Conforme demonstra o Esquema 5 (p. 47), a subfragdo PRM-
54.4.7.8 (6,1 mg) apresentou-se como material solido branco e apos analise por
CCD, constatou-se as mesmas caracteristicas do so6lido PRM-40 (Substancia

4) isolado anteriormente.
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PRM-54
(677,8 mg)

Acetona:MeOH
(1:1)

A 4

Coluna Sephadex LH-20
h=42cm @=2,5cm

1-15

h=16,5cm @=0,6 cm
Empacotada em DCM

__________ Fra___,
1
1
PRM-54.4
(14 mg)
Coluna de celulose microcristalina
h=42cm @=2cm
H H:M M
(95:5) |
1-5 6-14 15-16
T
|
1
I PV ~
' DCM:AcOEt < N
' ¢ Substanciad
' Fr78 | PRM-54.4.7 1 (95:5) JEGEE Fr 613 S
9.7 ; A.7.
©7mg) | ‘.. (61mg)
Coluna de silica gel . i
(230-400 mesh)

Legenda: h = Altura, @ = Diametro, |= Largura,
D = Diclorometano, A = Acetato de Etila, M = Metanol

Esquema 5. Fracionamento cromatografico de PRM-54.4.7.8.
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Tabela 9. Reunido das fragdes de PRM-54.4.7.

Fragoes reunidas Caodigos Massa (mg)
1 PRM-54.4.7 1 0,3
2 PRM-54.4.7.2 0,2
3 PRM-54.4.7.3 0,4
4 PRM-54.4.7 .4 1,0
5 PRM-54.4.7.5 0,5
6 PRM-54.4.7.6 0,1
7 PRM-54.4.7.7 1,1
8-13 PRM-54.4.7.8 6,1

Obs.: Descri¢cdo da Tabela vide a pagina 41.

3.7 Extrato hidroalcodlico de Pithecellobium racemosum (PRMA)

3.71

Fracionamento cromatografico do extrato hidroalcodlico

O extrato hidroalcodlico (PRMA) foi fracionada em uma coluna de

Sephadex LH-20 e eluida em hexano e gradientes de hexano:metanol (Esquema

6), fornecendo 12 fragbes reunidas por CCD, pesadas e codificadas, como

apresentado na Tabela 10 (p. 49).
PRMA-5

(1,34 g) ]

Coluna de Sephadex LH-20
h=42cm @=2,5¢cm

A 4

(2]

(95:2)

4-5

D:A

A
(80:20) -7

D:A
(70:30) -

D:A

(1:1)

{1 9
Fr. 5-6 A
{10}
PRMA5 | %
(63,3 mg) J AM
(95:5) =
Coluna de silica gel A:M
(230-400 mesh) 95:5
h= 37 cm @= 1,5 cm (A.M) 13-14
Empacotada em DCM (90.'10)
(70:30) ‘fT
A:M J| S
"D (478

D:A @ )
(90:10) L
—{ e }

PRMA-5.3

Esquema 7

J

—— am

1
1
:
1
: Fr. 6-9
1
1
1
!

PRMA-5.6

—
\

N

o (6,9mg) ,/'

Legenda: h = Altura, @ =
Diametro, |= Largura,
D = Diclorometano, A = Acetato de
Etila, M = Metanol

Esquema 6. Fracionamento cromatografico de PRMA.
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Tabela 10. Reunido das fragdes obtidas de PRMA.

Fragcdoes reunidas Caédigos Massa (mg)
1-4 PRMA-1 12,1
5-6 PRMA-5 63,3
7 PRMA-7 11,0
8 PRMA-8 58,9
9 PRMA-9 43,2
10 PRMA-10 232,7
11 PRMA-11 209,3
12 PRMA-12 135,0

A fragdo PRMA-5 foi submetido a uma coluna de silica gel (230-400 mesh),
eluida em diclorometano, acetato de etila e metanol em gradientes crescente de
polaridade originando 18 fragbes (Esquema 6, p. 48), reunidas com base em
analise de CCD (Tabela 11). As fragdes 6-9 reunidas e codificadas em PRMA-
5.6, se apresentou como um solido branco e apds analise de CCD, verificou-se

que se tratava do mesmo sélido do PRM-40 (Substancia 4) .

Tabela 11. Reunido das fracdes obtidas de PRMA-5.

Fragcoes reunidas Cadigos Massa (mg)
1-4 PRMA-5.1 27,2
6-9 PRMA-5.6 6,9
10-11 PRMA-5.10 8,4
12-18 PRMA-12 20,8
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A subfracdo 3 codificada como PRMA-5.3 foi considerada promissora,
sendo submetida a um novo fracionamento em coluna de silica gel (230-400
mesh), eluida hexano e metanol em gradientes crescente de polaridade,
fornecendo 22 fragdes (Esquema 7 e Tabela 11). A PRMA-5.3.22 contendo
material sélido foi analisada por CCD e verificou-se que apresentava o mesmo

perfil cromatografico que a PRH-22.3 (Substancia 2) isolado previamente.

PRMA-5.3
(18,5 mg)
- Coluna em silica gel
(230-400 mesh)

h=42cm @=2cm
Empacotada em hexano

H H:M H:M
1 1(95:5) 191
1 2-19 20-25

————
- -~
~

,/~ Substancia 2 \\
{  PRMA53.22 |
. (B0omg)

~ -
S ——-

Esquema 7. Fracionamento cromatografico de PRMA-5.3.

Tabela 12. Reunido das fragdes obtidas de PRMA-5.3.

Fragcoes reunidas Caédigos Massa (mg)
1-4 PRMA-5.3.1 3,8
5-12 PRMA-5.3.5 29
13-15 PRMA-5.3.13 2,1
16 PRMA-5.3.16 1,0
17-20 PRMA-5.3.20 2,1
21 PRMA-5.3.21 0,7
22 PRMA-5.3.22 3,0
23 PRMA-5.3.23 1,3
14-15 PRMA-5.3.14 1,6
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4. Ensaios biolégicos
4.1 Ensaio antibacteriano - Teste de difusao em agar
O ensaio antibacteriano foi realizado em colaboragdo com a plataforma de
Bioensaios do Instituto Lednidas e Maria Deane — FIOCRUZ Amazbnia, sob a
coordenacao da Profa. Dra. Patricia Puccinelli Orlandi Nogueira. As amostras
PRH-22.3, PRM-40 e PRM-16 foram submetidas a avaliacdo de atividade
antibacteriana cepas padrdes de 10 bactérias gram-positivas na concentragéo

inicial da amostra de 1 mg/mL no pogo (Tabela 13).

Tabela 13. Lista das cepas bacterianas gram-positivas.

Bactérias Gram-Positivas Cepas

Bacillus subtilis subsp. subtilis (CT) ATCC 6051

Enterococcus faecalis (streptococcus faecalis) ATCC 4083
Streptococcus pyogenis ATCC 19615
Streptococcus mutans (CT)-INCQS:00446 ATCC 25175
Listeria inocua ATCC 33090
Listeria monocytogenes ATCC 15313
Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953
Staphylococcus aureus ATCC 80958
Staphylococcus sumulans ATCC 27851
Staphylococcus resistente a meticilina ATCC 33591

As linhagens foram cultivadas previamente em caldo Brain Heart Infusion
(BHI) (HIMEDIA). As culturas microbianas foram, ent&do, diluidas em meio de
cultura conforme a escala de 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC mL). Todos os

ensaios foram feitos em triplicata.

A determinacao da atividade antibacteriana foi realizada pelo método de
difusdo em agar, pela técnica do pogo, segundo Grove e Randall (1955), com
modificagdes. Nesse meio de cultura soluvel em DMSO, utilizou-se 10% de
diclorometano (CH2Cl2) para auxiliar na solubilizacdo das amostras testadas.
Utilizou-se o meio de cultura Agar Mieller Hinton (AMH) (HIMEDIA) para a
realizagc&o dos testes. Como controle positivo foram utilizadas as drogas TIENAM
(imipenem + cilastatina sddica) na concentragao de 500 pyg/mL. As placas foram

51



incubadas a 37 °C por 24 horas, e entao foi adicionado as placas uma solucao
corante de cloreto de trifenil tetrazolio (CTT) a 0,01% acrescido de 0,1% de agar
bacterioldgico, ocorrendo uma reincubagao por 30 minutos. Apds a conversao
de coloragio na sobrecamada foi feita a medigao dos halos de inibigéo.

A determinacgao da atividade antimicrobiana a presenca de halo de inibicdo

igual ou superior a 5 milimetros (Tabela 15).

Tabela 14. Critério de avaliagao da atividade antimicrobiana, pelo método de

difusdo em agar.

Diametro (mm) Resultado
Acima 20 Boa atividade
Entre 15 a 20 mm Moderada atividade
Entre 5a 15mm Pouco atividade

Auséncia do halo Inativo
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificagao cientifica da espécie

A identificagdo botanica da espécie madeireira foi efetuada com base nas
técnicas especificas aplicada na identificacdo macroscopica. Esse trabalho de
identificacdo anatémica gerou um laudo técnico (N° 04/2018), que confirma que

a espécie madeireira é Pithecellobium racemosum Ducke.

Nome Cientifico: Pithecellobium racemosum Ducke.

= Zygia racemosa (Ducke) Barneby & Grimes.

A espécie Pithecellobium racemosum Ducke pertence a subfamilia
Mimosoideae, apresenta dentre outros o nome vulgar de angelim, angelim-
bordado; angelim-pintado, angelim-rajado, chico-pires, sucupira etc.

A espécie madeireira possui coloragdo amarelo claro a marrom-alaranjado,
coberto por estrias castanho escuras que conferem uma beleza distinta. O brilho
da madeira é de baixo a médio, e ndo possui nenhum odor ou sabor. A madeira
€ muito pesada e dura, sendo dificil de trabalhar com ferramentas manuais
devido a sua densidade alta.

A descricdo macroscopica para a espécie estudada é de parénquima axial
paratraqueal, predominantemente vasicéntrico, aliforme, com confluéncias
curtas e obliquas, ocasionalmente em finas linhas terminais. Parénquima radial
em disposicado irregular. Poros pequenos a meédios, predominantemente

solitarios, multiplos de 2-3, obstruidos por resina da cor do lenho (Figura 5).

Figura 5. Macrofotografia do plano Transversal (10 X) de Pithecellobium
racemosum Ducke.
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5.2.Propriedades Tecnolégicas

A espécie Pithecellobium racemosum apresentou densidade basica igual a
0,81 g/cm?, que é considerada uma densidade basica alta. Assim, a espécie P.
racemosum é classificada como madeira de alta densidade.

De acordo com Moreschi (2012), a densidade basica serve como referéncia
para o conhecimento sobre qualidade e classificacdo de uma madeira, sendo
assim é uma das propriedades mais importantes, pois tendo conhecimento sobre
esse parametro, a madeira pode ter utilidade como matéria-prima industrial ou
para 0 consumo energético. Como a espécie P. racemosum possui uma
densidade basica alta e suas caracteristicas tecnoldgicas bem conhecidas, esta
foi amplamente utilizada como matéria-prima industrial com demandas
especificas a ser utilizada na confeccdo de assoalhos, construgcdo civil,
laminados, faqueados, marcenaria de luxo, carpintaria, cabo de talheres,
bengalas, dormentes etc (INPA/CPPF, 1991).

Quadro 6. Propriedades tecnoldgicas de Pithecellobium racemosum.

Propriedades fisicas
Espécie Densidade | Contragdo | Contracéo Fator
basica tangencial radial anisotropico
(g/cmd) (%) (%)
Pithecellobium
0,81 12,4 6,54 1,90
racemosum

Dentre as propriedades fisicas mais importantes a serem analisadas, € o
fator anisotrépico, que € definido pela relagédo direta das contragdes tangencial
e radial (T/R) (SILVA et al., 2006). O fator anisotropico de P. racemosum foi 1,90,
0 que significa que a referida espécie € de excelente qualidade, pois quanto
maior o coeficiente de anisotropia, menor é a resisténcia mecanica aos defeitos

de secagem como empenamento da madeira.
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5.3.Estruturas das substincias identificadas

Os estudos fitoquimicos com os residuos de P. racemosum resultaram no
isolamento e na identificacdo de cinco substancias (Quadro 7), sendo as
substancias 1 e 2 isoladas a partir do extrato hexanico, as substancias 3-5
oriundas do extrato metandlico. O extrato hidroalcodlico também forneceu 2 e 4.

A determinacéo estrutural dessas substéncias foi realizada com base nas
técnicas de RMN unidimensionais ('H e '3C) e/ou bidimensionais (HSQC e

HMBC), aliada a espectrometria de massas de alta resolugao (EMAR).

Quadro 7. Metabdlitos secundarios identificados em P. racemosum.

w29

(2) Espinasterol
W29

(1) Espinasterona

Substancia R

(4) Acido Oleandlico H

(5) Acido-30,210-dihidroxi-olean-12-  OH
en-28-dico

55



5.4. Rendimentos dos extratos de P. racemosum

Os rendimentos dos extratos hexanico, metandlico e hidroalcodlico estao
descritos de acordo com a tabela abaixo, e através de analise do perfil

cromatografico decidiu-se estuda-las, pois demonstraram-se promissoras.

Tabela 15. Codigos e massas dos extratos madeireiros de P. racemosum.

Massa Extratos Rendimento

S I (), Codigo Massa (g) (el
PRH 0,61 0,05

1.220 PRM 4,44 0,36
PRMA 1,34 0,08

5.5. Identificagao da substancia 1

A substancia 1 (Figura 6) foi isolada do extrato hexanico e metandlico
[Esquemas 2 (p. 36) e 3 (p. 38)], apresentou-se como um sélido branco amorfo
e soluvel em diclorometano. Na analise em CCD foi possivel detectar apenas
uma absorcdo no UV 254 nm, e apods revelagdo em vanilina sulfurica uma

mancha de cor amarela e com Rf= 0,53 quando eluida em Hex:AcOEt (8:2).

Esta substéancia foi identificada com base no espectro de unidimensionais
(RMN de 'H e '3C) e bidimensional (HSQC e HMBC). Através dos dados obtidos
com os espectros de RMN de 'H (Figura 7), é possivel verificar um perfil tipico
de esteroide, onde foi possivel verificar, os valores correspondentes a seis
metilas com sinais nas regides entre & 1,05-0,58 e sinais de hidrogénios
olefinicosem & 5,20 (1H, dd; J =15,2 Hz; J = 8,7 Hz), 5,19 (1H, m) e 5,07 (1H,
dd; J=15,2 Hz; J = 8,8 Hz).

Os sinais dos carbonos foram todos observados pelos mapas de correlagao
HSQC (Figura 7) e HMBC (Figura 8), sendo os deslocamentos em & 117,00 (C-
7), 138,08 (C-22) e 129,52 (C-23) caracteristico de carbonos com hibridizagéo
sp2. O mapa de contornos HSQC mostra as correlagdes entre o hidrogénio em
0 5,19 com o carbono em & 117,2 (C-7), além das correlagdes entre os
hidrogénios em & 5,20 e 5,07 com os carbonos em & 138,08 (C-22) e 129,52 (C-
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23), respectivamente. No HMBC verificou-se as correlagdes entre o sinal do

hidrogénio em & 1,05 (H-21) com o deslocamento do carbono em 6 40,85 (C-20).

Os dados espectrais obtidos para a substancia 1 foram semelhantes aos
apresentados por Thuy e colaboradores (2008) (Tabela 16, p. 58) permitindo
assim, identificar 1 como Espinasterona (24o(S)-etil-5a-colesta-7,trans-22-dien-

3-ona), sendo este seu primeiro relato no género de Pithecellobium.

O 6

Figura 6. Estrutura da Espinasterona.
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Tabela 16. Dados de RMN de 'H, '3C e HMBC da espinasterona.

o 1H 13C - 13C
N 5 (ppm);muit.J (Hz)*  s(ppm)z  HMBC 5 (ppm)*
A Thuy et al.
Substancia 1 (2008)
1,46 (m)
1 214(ddd-13.1:5.7: 2.1) 38,8 38,79
2,30 (m)
2 2,37 (dd: 14,4: 6,1) 38,1 38,15
3 212.1 211,68
4 2,23 (m) 44.3 44.3
5 184 (s) 1H 42.9 42,88
5 1,84 (s) 2H 30,1 30.10
7 5,19 (. 5,3) 1H 117.0 116,88
8 139,5 139.33
9 1.79-1,73 (m) 488 48,85
10 34.4 34.44
11 161 (s) 217 2176
1,31 (s)
12 2.082.01 [m) 39.3 39,35
13 43.3 43.37
14 1,84 (s) 1H 55.0 5502
15 1,53-1,46 (m) 23,0 23,02
16 1,25 (s) 29,7 28,55
17 128 (s) 559 55 85
18 0,58 (s) 124 C-12,C-13,C17 11,98
C-8, C-9, C-10,
19 1,02 (sf) 3H 123 1o odsoas 1234
20 2.03-2,01 (m) 408 40,86
21 1,02 (sl) 3H 214 21.76
22 5,20 (dd: 15.2: 8,7) 138,1 137,92
23 5,07 (dd: 15,2: 8,8) 129.5 129.37
24 1,52 (m) 512 5125
25 1,52 (m) 31.9 31.91
26 0,84 (d- 6,2) 19,0 C-27. C-28 19,06
27 0,86 (d : 6,4) 211  C-24.C-25 C-26  21.45
1,19-1,12 (m)
28 T431' 16 (m) 25 4 25 45
29 0,84 (t: 7.3) 12.5 12,34

1* 75 MHz, CDCls; 2* 300 MHz, CDCls; 3* 100 MHz, CDCls; 4* 400 MHz, CDCls.
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PRH-13 (1H; CDCl3; 2,2 mg)
07/06/2018
Op. Sabrina
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Figura 7. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCI3) de PRH-13.
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BROUKER
(. ><)

Current Data Parameters

NAME PRH_13

EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20180€07
Time™ 15.51
INSTRUM FOURIER300
PROBHD S5 mm DUL 13C-1
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 32

DS 0

SWH €103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 31.623

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 292.4 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFOl1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 w

F2 - Processing parameters
SsI 65536

SF 300.2000000 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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Figura 8. Ampliagéo dos sinais de RMN de 'H de PRH-13 na regi&o de
hidrogénios olefinicos.

- W FMHY A4 M o
™ ® TTHhON M SO 0
N © NTMM 4 O ® @©
=] ® @®O® @@ ~~ w
- © o000 ©0 ©O° =]
Yo N2
I\)
T T T T T T T T T T
1.00 0.95 0.90 0.85 0.80 0.76 0.70 0.65 0.60 ppm

6.00

Fl

[}
)
o~ o

Figura 9. Ampliagéo dos sinais de RMN de 'H de PRH-13 na regi&o de
hidrogénios metilicos.
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PRH-13 (13C; CDCl1l3; 2,2 mg)

07/06/2018
Op. Sabrina BRUKER
~ N o L) =3
— wno w S CNLLINOOLANTN AN A—AAONNON O
~ aw o ~ e AN geNnaTeSnTenN T Y9
— R N — LA LNNONDDLTHAONAMNAA—ANN NN Current Data Parameters
\[ | NS | Wz e 2
PROCNO 1
F2 - Acguisition Parameters
Date_ 20190131
Time 15.26
12 47 INSTRUM FOURIER300
\ PROBHD S mm DUL 13C-1
2541 PULPROG zgpg30
TD 327¢&8
SCLVENT cDhCl3
NS 71680
19,00 DS 0
SWH 24414.0863 Hz
31,88 FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.€71088¢€ sec
RG S01.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 263.8 X
Dl 0.10000000 sec
38,13 D11l 0.03000000 sec
D31 0.0000087S sec
D40 0.03084430 sec
L4 20
212,12 LS >
42 86 P32 $0.00 usec
TDO 1

o] 4425 3005

CHANNEL £1
75.4828982 MHz
13c
8.7S5 usec
$0.0029%835 W

======== CHANNEL £2 ========

SFo2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 ©0.00 usec
PLW2 20.00000000 w
PLW12 0.1€6806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
w W‘ sI 32768
Y sF 75.4853500 MHz
T T T T T

T T T T T T T T T T T T T T T T 1 sss 0 =
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 ppm 22 ° .00 =z
BC 1.40

Figura 10. Espectro de RMN de '*C PRH-13 (75 MHz, CDClI3).
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PRH-13
15/06/2018
Op. Sabrina

1] J e

(H5QC-edit ;

CDC13; 2,2 mg)
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Figura 11. Mapa de correlagdes de HSQC editado de PRH-13.

Current Data Parameters

NAME PRH_13
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20190131
Time 15.26
INSTRUM FOURIER300
PROBHD S mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30
TD 32768
SOLVENT CDC13
NS 71680
DS 0
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187
bW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 293.8 K
D1 0.10000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20
LS 2
P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL fl sSsssssss
SFOl 75.4928982 MHz
NUCl 13¢C
Pl 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W

== CHANNEL £f2 ========

300.2012008 MHz

NUc2 1H
CPDPRG [2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 w
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 3.00 Hz
GB 0
PC 1.40
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Figura 13. Ampliacao da regido de hidrogénios olefinicos do mapa de correlagao de
HSQC-edit de PRH-13.
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Figura 12. Ampliacao da regido de hidrogénios metilicos do mapa de
correlagado de HSQC-edit de PRH-13.
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PRH-13 (HMBC; CDC13;

16/06/2018
Op. Sabrina
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1
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Figura 14. Mapa de correlagoes de HMBC de PRH-13.

Current Data Farameters

NAME PRH_13
EXPNO 300
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180616
Time 17.40
INSTRUM FOURIER300
PROBHD S mm DUL 13C-1
PULPROG hmbegplpndgf
0 2048
SOLVENT cpCcl3
NS 440
DS 1€
SWH €103.516 Hz
FIDRES 2.580232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG $01.187
oW 81.520 usec
DE 10.00 usec
TE 256.6 K
CNST2 145.0000000
CNST13 7.0000000
Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344628 sec
Dé 0.07142857 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.000007€4 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000530 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00003010 sec
N0 0.00003010 sec

£1
srol 300.2015513 Muz
Nucli ix
Pl 7.64 usec
P2 15.28 usec
PLW1 20.00000000 %

L £2

sSro2 75.4932760 MHz
Nuc2 13c
3 9.30 usec
PLWN2 50.00000000 %
====== GRADIENT CMANNEL =====
GENAM(1]) SINE.100
GENAM(2]) SINE.100
GPNAM([3] SINE.100

50.00 %
GPZ2 30.00 &
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 wu

Fl - Acquisition paramete:rs
k1 256

sro1 75.49328 MHz
FIDRES 129.775742 Hz
% 220.037 ppm
FnMCDE QF

F2 - Processing parameters
sz

sP 300.1555515 MHz
wow SINE

888 o

s Q0 Hz

- o

PC 1.40

Fl - Processing parameters
sz 1024

M2 or

sr 75.4853358 MHz
wow SINE

ssB ]

p-1 O Hz

(-] o
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5.6 ldentificagao da substancia 2

A substancia 2 (Figura 16) foi isolada do extrato hexanico e hidroalcodlico
[Esquemas 2 (p. 36) e 7 (p. 45)], e apresentou-se como sélido branco, em CCD
apresenta uma mancha roxa com Rf= 0,5 (Figura 15) quando eluida em
diclorometano e revelada em vanilina sulfurica e fluorescéncia em luz UV 365

azul.

Fonte: arquivo pessoa (018).
Figura 15. Sélido branco da subfracao 3 (PRH-22.3) e CCD.

O espectro de RMN de 'H (Figura 17) da substancia 2 apresentou perfil
tipico de esteroide, pois apresentou sinais caracteristico de metilas nas regides
entre 6 1,03-0,55 e dois sinais nas regides de hidrogénios olefinicos em & 5,06
(1H, dd, J = 15,1 Hz, J = 8,5 Hz), 5,19 (dd; J = 15,1, J = 8,6) e 5,16 (m). Além
dos sinais caracteristicos de esteroides, esta substancia apresentou um
multipleto em & 3,65 caracteristico de hidrogénio oximetinico da posi¢ao-3, o que
permitiu diferencia-la do esteroide identificado anteriormente neste trabalho
(substancia 1).

O espectro de RMN de '3C apresentou sinais de 29 atomos de carbono dos
quais quatro sinais sado caracteristicos de carbonos olefinicos sugerindo a
presenca de duas insaturagbes em C-7 e C-8 (6 117,5 e 138,2) e a outra entre
C-22 e C-23 (0 129,4 e 139,6). O sinal do carbono carbindlico do esteroide foi
verificado em & 71,1 (C-3).
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Os dados de espectrometria de massas de alta resolugdo (modo positivo
de ionizag&o) sugeriram a formula molecular C29H470 para a substéncia 2, com
o pico do ion molecular [M+H]* de m/z 411,3618 (Figura 21).

A partir dos dados espectrais e espectrométricos obtidos de PRH-22.3 em
comparagédo com os deslocamentos quimicos de RMN de 'H e '3C registrados
por Ragasa e Lima (2005) (Tabela 17, p. 67), foi possivel identificar e propor a
estrutura do Espinasterol ((22E)-estigmasta-7,22-dien-3p-ol) (Figura 16),
esteroide que ja havia sido previamente relatado no género de Pithecellobium
pelos trabalhos de Nigam e  colaboradores (1968) e Gunasekera e
colaboradores (1982).

W29

Figura 16. Estrutura do Espinasterol.
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Tabela 17. Dados de RMN de 'H e '3C do espinasterol.

N© 13C 1H 13C 1H
S (ppm)" & (ppm); muit. J (Hz)> & (ppm)* & (ppm); mult. J (Hz)*

Substancia 2 Ragasa e Lima (2005)

1 37,1 1,09; 1,80 37,2 1,09; 1,82

2 31,4 1,38; 1,77 (m) 31,5 1,39; 1,77

3 71,0 3,65 (m) 71,1 3,59

4 37,9 1,38; 1,70 38,0 1,27, 1,77

5 40,2 1,41 (m) 40,3 1,40

6 29,6 1,21; 1,74 (m) 29,7 1,22; 1,74

7 117,4 5,16 (m) 117.,5 5,15

8 139,5 139,6

9 49.4 1,65 (m) 495 1,65

10 34,2 34,2

11 21,5 1,48 (m) 21,6 1,48

12 39,4 1,24; 2,02 39,6 1,23; 2,02

13 43,2 43,3

14 55,1 1,80 (s) 55,1 1,81

15 23,0 1,41; 1,52 23,0 1,40; 1,52

16 28,5 1,25 (2H) 28,5 1,25 (2H)

17 55,8 1,25 55,9 1,25

18 12,0 0,55 (s) 12,0 0,55 (s)

19 13,0 0,80 (s) 13,0 0,80 (s)

20 40,8 2,03 (m) 40,8 2,05

21 21,3 1,03 (d; 6,60) 21,4 1,03 (d; 6,8)

22 138,1 5,19 (dd; 15,1; 8,6) 138,1 5,16 (dd; 15,2; 8,8)

23 129,4 5,06 (dd; 15,1; 8,5) 129,5 5,02 (dd; 15,2; 8,4)

24 51,2 1,55 (m) 51,2 1,55

25 31,8 1,53 (m) 31,9 1,55

26 21,1 0,85 (d; 6,4) 21,1 0,85 (d; 6,4)

27 18,9 0,82 (d; 5,7) 19,0 0,84 (d: 6,0)

28 25,4 1,16; 1,42 (m) 25,4 1,18; 1,42

29 12,2 0,80 (t, 7,3) 12,2 0,81 (t; 7,2)

1* 75 MHz, CDCls; 2* 300 MHz, CDCls; 3* 100 MHz, CDCls; 4* 400 MHz, CDCls.
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PRH-22.3 (1H; CDC13; 24,6 mg)
13/07/2018
Op.: Sabrina
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Figura 17. Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl3) de PRH-22.3.

Current Data Parameters

NAME PRH_22_3

EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180713

Time 8.19
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mua DUL 13C-1
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 32

Ds 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 3.22351

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 1018.3 K

D1 1.00000000 sec
DO 1

======== CHANNEL fl ========
SFOl 300.2019513 MHz
NUCl 1H

Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W
F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300.2000000 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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Figura 18. Ampliacdo dos sinais de RMN de 'H de PRH-22.3 na regido de

hidrogénios olefinicos e oximetinico.
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Figura 19. Ampliagdo dos sinais de RMN de 'H de PRH-22.3 na regi&o de
hidrogénios metilicos.
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PRH-22.3 (13C; CDCl1l3; 24,6 mg)
13/07/2018
Op.: Sabrina
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PRH_22_3
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F2 - Acquisition Parameters

Date_
Time

INSTRUM

PROBHD

PULPROG

TD

SOLVENT

NUC2

PCPD2
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PLW12

. -
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Figura 20. Espectro de RMN '3C de PRH-22.3 (75 MHz, CDCls).

CPDPRG (2

20180713

8.26
FOURIER300

5 mm DUL 13C-1
2gpg30

32768

CDC13

24576

0

24414.063
0.745058
0.6710886
501.187
20.480
10.00
1018.3
0.10000000
0.03000000
0.00000875
0.03084430
20

2
90.00
1

Hz
Hz
sec

usec
usec
K
sec
sec
sec
sec

usec

CHANNEL fl ========

75.4928982
13C

8.75
50.00299835

CHANNEL £2 ========

300.2012008
1H

waltzlé
90.00
20.00000000
0.16806000

msamAns

0.13613001

75.4853500
EM

3.00
1.40

F2 - Processing parameters
32768

MH2z

Hz
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Figura 21. Espectro de Massas de Alta Resolugao de PRH-22.3 (ESI, modo positivo).
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5.7 ldentificagado da substancia 3

A substancia 3 (Figura 22) apresentou-se como solido branco amorfo e foi
isolada do extrato metandlico, conforme o Esquema 2 (p. 41). Em CCD
apresenta uma mancha de coloracdo roxa com Rf= 0,3 quando eluida em
Hex:AcOEt (9:1).

A identificagao desta substancia foi realizada mediante as analises de RMN
de 'H, '3C, HSQC-edit, HMBC, DEPT e espectrometria de massas. A partir do
espectro de RMN de 'H (Figura 24) surgiu a hipétese de que a fragdo PRM-16
se tratava de outro esteroide. Pois, foi possivel destacar através do espectro de
RMN de 'H (Figura 23), entre outros sinais, um multipleto em & 3,66 (1H, m)
caracteristico de hidrogénio oximetinico. E sinais referentes as regides de
metilas em & 1,04-0,55 e sinais referente aos trés hidrogénios olefinicos em &
5,06 (dd, J = 15,1 Hz, J = 8,5 Hz), 5,19 (dd; J= 15,1 Hz; 8,5 Hz) e 5,16 (m).

O espectro de RMN de '3C (Figura 24) apresenta sinais de carbonos
olefinicos com insaturagdes em C-7 e C-8 (6 117,5 e 139,6) e entre C-22 e C-23
(d 129,4 e 138,2). Além desses sinais, o espectro de RMN de '3C apresentou
sinal em & 71,1 caracteristico de carbono carbindlico em C-3 de esteroides.
Através do mapa de contorno de HSQC editado, verificou-se a correlagédo do
hidrogénio em & 3,66 com o carbono carbindlico (C-3), e como o espectro de
RMN de 3C também forneceu um sinal em & 179,3 que indica um deslocamento
caracteristico de carbonila de éster, foi sugerido a possibilidade de uma cadeia

lateral presente na estrutura.

Com o experimento de HMBC, foi possivel verificar correlagdes importantes
para a confirmacdo da cadeia lateral. O sinal em & 2,35 (H-2’) apresenta
correlagado com o sinal em & 179,3 (C-1'), 29,7 (C-n’) e 24,7 (C8’) (Figura 28).

No experimento DEPT nao foi possivel quantificar o numero de metilenos,
devido a sobreposi¢ao de sinais, assim para determinagdo do tamanho da cadeia
lateral foi necessario a analise por espectrometria de massas. A substancia 3
(PRM-16) quando analisada por espectrometria de massas no modo positivo
utilizando fonte de ionizagao eletrospray (ESI), produziu o ion molecular em m/z
553 ([M+1]*) e os fragmentos em m/z 413 ([M+X]"), correspondente a massa
molecular do esteroide protonado, 395 ([M-X-H20]*) e 327 ([M-X-CeH13]*),
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conforme no esquema 8. Com base nos dados da espectrometria de massas, é
possivel propor a férmula molecular da substancia 3 em C3gHes40O2. O pico do ion
molecular em m/z 553 ([M+1]*) e o fragmento em m/z 413 ([M+2]"), indica a perda
de CoH170 referente a cadeia lateral do derivado de espinasterol (Esquema 8, p.
81).

A partir dos dados espectrométricos e espectroscopicos obtidos com
posterior comparagdo com dados de Ragasa e Lima (2005) (Tabela 18, p. 74),

foi possivel identificar o 33-nonanoato de espinasterol (Figura 22).

29

21/,1’

Figura 22. Estrutura do 3B-nonanoato de espinasterol.
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Tabela 18. Dados de RMN de 'H e '3C do 3B-nonanoato de espinasterol.

C 1H 5 13C
e (pp?n)1* 5 (ppm); mult. J (Hz)? alule 5 (ppm)**
Substéncia 4 Ragasa e Lima (2005)
1 37,10 1,85-1,81 (m) 37,2
2 31,94 1,25; 1,54 (m) 31,5
3 71,12 3,66 (m) 71,1
4 37,89 1,25; 1,75 (m) 38,0
5 40,22 1,38 (m) 40,3
6 29,71 1,27, 1,77 29,7
7 117,48 5,17 (m) 117,5
8 139,56 139,6
9 49,40 1,63 (M) 495
10 34,19 34,2
11 21,53 1,55 (m) 21,6
12 39,43 2,02-1,98 (m) 39,6
13 43,27 43,3
14 55,11 1,79 (m) 55,1
15 23,01 1,49; 1,43 (m) 23,0
16 28,54 1,25 (s) 28,5
17 55,84 1,25 (s) 55,9
18 12,28 0,55 (s) C-20, C-13; C-14 12,0
C-1, C-5, C-6, C-
19 13,07 0,80 (m) 9,C-10. C-11 13,0
20 40,88 2,04 (m) 40,8
21 21,38 1,04 (d; 6,68) C-22, C-17, C-20 21,4
22 138,20 5,16 (dd; 15,11; 8,46) 138,1
23 129,42 5,02 (dd; 15,19; 8,54) 129,5
24 51,24 1,53 (m) 51,2
25 31,88 1,53 (m) C-24 31,9
26 18,99 0,81 (d; 6,4) 21,1
27 18,99 0,81 (d; 6,4) 19,00
28 25,42 1,41; 1,16 (m) 25,4
29 14,16 0,88 (t; 6,5) C-24, C-25, C-26 12,2
1' 179,25
2 33,96 2,35 (t; 7,37) c-1', C-2', C-4'
3' 24,70 1,65-1,60 (m)
4'-6' 29,71 1,25 (s)

7 21,13 0,86 (m)

1* 75 MHz, CDCls; 2* 300 MHz, CDCls; 3* 100 MHz, CDClz 4* 400 MHz, CDCls.
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PRM-16 (1H; CDC13; 13,7 mg)
19/10/2018
Op. Sabrina
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Figura 23. Espectro de RMN 'H de PRM-16 (300 MHz, CDCls).
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Current Data Parameters

NAME PRM-16

EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20181019
Time 11.05
INSTRUM FOURIER300
PROBHD S mm DUL 13C-1
PULPROG zg

TD 65536
SOLVENT CDC13

NS 32

Ds 0

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 5.4637¢6

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 291.6 K

D1 1.00000000 sec
TDO 1
=zmzs=== CHANNEL f]1 ==ss==z===
SFOl 300.2019513 MHz
NUC1 1H

Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W

F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300.2000000 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

BC 1.00
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PRM-16 (13C; CDC13; 13,7 mg)
23/10/2018
Op. Sabrina
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Figura 24. Espectro de RMN '3C de PRM-16 (75 MHz, CDClz3).

Current Data Parameters

NAME PRM-16

EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20181023

Time 11.07
INSTRUM FOURIER300
PROBHD S mm DUL 13C-1
PULPROG zgpg30

TD 32768
SOLVENT CDC13

NS 18688

DS Q0

SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
RG 501.187

DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 290.9 K

D1 0.10000000 sec
D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
D40 0.03084430 sec
L4 20

L5 2

P32 90.00 usec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 75.4928982 MHz
NUC1 13C

Pl 8.75 usec
PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W

F2 - Processing parameters
sI 32768

SF 75.4853500 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 3.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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PRM-16 (DEPT135; ¢DCl1l3; 13,7 mg)
29/10/2018
Op. Sabrina
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Figura 25. Espectro de DEPT-135° de PRM-16 (75 MHz, CDCls).
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Current Data Parameters

NAME PRM-16

EXPNO 4
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20181029
Time 9.38
INSTRUM FOURIER300
PROBHD S mm DUL 13C-1
PULPROG deptl3S

TD €5536
SOLVENT cDpel3

NS €144

Ds 0

SWH 24414.0€3 Hz
FIDRES 0.372529 Hz
AQ 1.3421773 sec
RG $01.187

DwW 20.480 usec
DE 10.00 usec
TE 294.0 K
CNST2 145.0000000

D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D14 0.00001114 sec
D33 0.00000825 sec
D34 0.00344053 sec
D35 0.00345340 sec
L4 40

P32 90.00 usec
DO 1
======== CHANNEL f1 ========
SFol 75.4928978 MHz
NUC1 13¢

Pl 8.75 usec
P2 17.50 usec
PLW1 50.00299835 w
======== CHANNEL f2 —=======%
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé

P3 8.25 usec
P4 16.50 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 w
PL¥W12 0.16806000 w

F2 - Processing parameters
sI 32768

sr 75.4853500 MHz
wow EM

8sB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40
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PRM-16 (HSQC;

06/02/2019

Op. Sabrina
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Figura 26. Mapa de correla¢cdes de HSQC de PRM-16 (75 MHz, CDClIs).

Current Data Parameters
NAME PRM-16

EXPNO 200
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20190206
Time’ B8.44
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG hsgcgpph
2048

SOLVENT cpc13
NS 92
DS 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz

0.1677722 sec
RG 501.187
DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 296.1 K
CNST2 145.0000000
DO 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D4 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D34 0.00001860 sec
D36 0.00100000 sec
D37 0.00000083 sec
D38 .00001745 sec
D42 0.00000166 sec
D43 0.00002128 sec
D44 0.00120000 sec
D4S 0.00051614 sec
INO 0.00003490 sec
L4 1
P35 75.00 usec

L f1
SFOl 300.2019513 MHz
NUC1 1H
Pl 7.64 usec
P2 15.28 usec
PLW1 20.00000000 W

c L £2

SFO2 75.4921437 MHzZ
NUC2 13cC
CPDPRG[2 garp
P3 9.30 usec
P4 18.60 usec
PCPD2 75.00 usec
PLW2 50.00000000 W
PLW12 0.80352998 W
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1] SINE.100
GPNAM([2] SINE.100
GPNAM[3] SINE.100
GPZ1 0.00 %
GPZ2 30.00 &
GPZ3 20.10 %
Ple 1000.00 usec

Fl1 - Acquisition parameters
TD 56

SFO1 75.49214 MHz
FIDRES 111.926933 Hz
SW 189.777 ppm
FnMODE TPPI

F2 - Processing parame:ers
sSI

SF 300.2000000 MHz
WDW QSINE
SSB 2

LB 0 Hz

GB o

PC 1.40

Fl1 - Processing parameters
SI 1024
MC2 TPPI

SF 75.4853500 MHz

wDwW QSINE
SSB 2
LB 0 Hz

GB o



PRM-16 (HMBC; CDCl3; 13,7 mg)
06/02/2019
Op. Sabrina
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Figura 27. Mapa de correlagées de HMBC de PRM-16 (75 MHz, CDCls).
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Current Data Parameters
AME PRM-16

N
EXPNO 300
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20190206

Time 16.34
INSTRUM FOURIER300
PROBHD S5 mm DUL 13C-1
PULPROG hmbcgplpndgf

TD 2048
SOLVENT CcDC13

NS 188

Ds 16

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG 501.187

DwW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 296.2 K
CNST2 145.0000000
CNST13 7.0000000

DO 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.07142857 sec
Dlé 0.00020000 sec
D31 0.00000764 sec
D32 0.00001528 sec
D33 0.00000930 sec
D36 0.00100000 sec
D38 0.00003010 sec
INO 0.00003010 sec

===m==== CHANNEL fl

SFO1 300.2019513 MHz
NUC1 1H

Pl 7.64 usec
P2 15.28 usec
PLW1 20.00000000 w
======== CHANNEL f2 ========
SFO2 75.4932760 MHz
NUC2 13cC

P3 9.30 usec
PLW2 50.00000000 W
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM([1] SINE.100
GPNAM([2] SINE.100
GPNAM([3] SINE.100

GPZ1 50.00 %
GPZz2 30.00 %
GPZ3 40.1 ]
Plé 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
TD 255

SFOl 75.49328 MHz
FIDRES 130.284668 Hz
sw 220.037 ppm
FnMODE QF

F2 - Processing parameters
SI 4q

SF 300.2000000 MHz
WDW SINE

SSB o

LB 0 Hz

GB o

PC 1.40

Fl - Processing parameters
SI 1024

MC2 QF

SF 75.4853500 MHz
WDW SINE
SSB o

LB 0 Hz

GB o
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Figura 28. Ampliacdo do mapa de contornos de HMBC de PRM-16.
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Figura 29. Espectro de Massas da substancia 3 (ESI, modo positivo).
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5.8 ldentificagado da substancia 4 (PRM-40)

A substancia 4 (Figura 30) foi obtida conforme o fracionamento cromatografico
do extrato metandlico e hidroalcodlico descrito pelos [Esquemas 3 (p. 43), 5 (p. 47) e
6 (p. 48)] e apresentou-se como um soélido branco e com solubilidade em piridina.
Quando analisada em CCD detectou-se apenas uma absorgéo no UV 254 nm, e apos
revelagado em vanilina sulfurica uma mancha de cor roxa e com Rf= 0,55 quando eluida
em DCM:AcOEt (8:2).

A identificacdo da substancia foi realizada com base na analise dos dados de
RMN 1D ['H (Figura 31) e '3C (figura 34)], 2D [HSQC (Figura 35), HMBC (Figura 36)],
espectrometria de massas (Figura 37) e comparagdo com os dados relatados na
literatura (Tabela 19, p. 85).

O espectro de RMN de 'H apresentou um tripleto em & 5,48 (t, J = 3,2) referente
ao H-12, que é um sinal caracteristico de triterpeno com esqueleto olean-12-eno. Além
do sinal em & 3,31 (dd; J = 13,7 e 3,9 Hz) referente a H-18, que é vizinho a dois
hidrogénios diastereotépicos (H-19a e H-19b), desse modo o H-18 acopla com os dois
hidrogénios diastereotopicos resultando em um duplo dubleto. Esta substéncia
apresentou também um multipleto em & 3,45 que é caracteristico de posigéo 3 para
hidrogénio oximetinico da posi¢do-3 e a para a hidroxila ligada em C-3, pois quando
o hidrogénio 3 esta na posi¢cédo a seu deslocamento quimico ocorre em & 3,10 - 3,20
ppm (MAHATO e KUNDU, 1994). O espectro apresentou sinais entre 6 0,86 — 1,21
ppm referentes aos hidrogénios metilicos totalizando assim 7 metilas.

O espectro de RMN de '3C apresentou um sinal referente ao carbono oxigenado
em 0 77,82 (C-3), sete sinais de carbonos n&o hidrogenados, sete carbonos metilicos,
cinco carbonos metinicos e dez carbonos metilénicos. Os sinais em & 122,3 e 144,6
sugere a presenca de uma dupla ligagao entre os carbonos C-12 e C-13, que indica
ser um triterpeno pentaciclico, pois a maioria dos triterpenos do tipo oleanano sao

mono-olefinicos por possuir a presencga de dupla ligagao nesta posigéo.

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos foram
confirmadas e realizadas mediante as analises das correlagbes observados no
espectro HSQC. Com os dados das correlagdes do HMBC, foi possivel verificar
correlagdes importantes como o sinal em & 3,29 (H-18) apresenta correlagdo com os
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carbonos em & 144,6 (C-13) e 46,4 (C-17), com os carbonos em 6 122,3 (C-12), 41,9
(C-14) e 180,0 (C-28) e com o carbono em & 23,4 (C-11).

A analise do espectro de massas de alta resolugao (modo positivo de ionizag&o)
indicou pico do ion molecular em m/z 457, e as fragmentagbes em m/z 439, 411 e
393 que correspondem respectivamente, a perda de uma molécula de agua (m/z 439:
[(M+H)-H20]*), a perda de HCOOH (m/z 411: [(M+H)-HCOOH]*) e a perda de uma
molécula de H20 e HCOOH (m/z 393: [(M+H)-H20-HCOOH)]*), sugerindo a férmula
molecular C3oH490s3 (Figura 37).

A partir das analises dos dados espectrais e espectrométricos em comparagao
com os descritos na literatura (SEEBACHER et al., 2003), identificou-se PRM-40 como
acido oleandlico (acido 3pB-hidroxi-ole-12-em-28-6ico), sendo este o primeiro relato

desse triterpeno no género Pithecellobium.

2% 30

Figura 30. Estrutura do acido oleandlico.
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Tabela 19. Dados de RMN de 'H, 3C e HMBC do acido oleandlico.

N© 13C 1H HMBC - 13C
& (ppm)" & (ppm); mult. J (Hz)* & (ppm)*
Substancia 4 Seebachor et

1 38,7 1,57 (m) 39,0
2 27,9 1,81 (m) 28,1

3 77,8 3,43 (m) C-24,C-23 78,2
4 39,1 39,4
5 55,6 0,82 (s) 55,9
6 18,5 1,31 18,8
7 33,9 1,43 C-15 33,4
8 39,5 39,8
9 47.9 1,66 (. 9,12) C-8, C'1% g('; 1,C-25, 482
10 37,1 37,4
11 23,4 1,98 23,8
12 122,3 5,48 (t, 3,12) C-9,C-14 122,6
13 1446 1448
14 41,9 42,2
15 28,1 1,22 (s) C-28 28,4
16 23,4 1,93 23,8
17 46,4 46,7

C-11, C-12, C-13, C-14,

18 41,8 3,29 (dd; 13,69; 3,97) o7, 028 42,1

19 46,2 1,78 C-14, C-20, C-30 46,6
20 29,8 31,0
21 33,0 1,25 (s) 34,3
22 30,7 1,81 33,2
23 28,5 1,21 (s) C-3, C-4, C-5,C-24 28,8
24 16,3 1,00 (s) C-3, C-4, C-5, C-9, C-23 16,5
25 15,3 0,86 (s) C-1,C-5,C-9, C-10 15,6
26 17,2 1,00 (s) 17,5
27 25,9 1,25 () C-13, C-14, C-15 26,2
28 180,0 180,0
29 33,0 0,92 (s) C-19, C-20, C-22, C-30 33,4
30 23,5 1,00 (s) 23,8

1* 75 MHz, Piridina-ds; 2* 300 MHz, Piridina-ds; 3* 75 MHz, Piridina-ds 4* 600 MHz, Piridina-ds.
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PRM-40 (1H; Piridina; 10.2 mg) c/ sup. H20

MHz

Hz

11/04/2019 BRUKER
Op. Zelina
Current Data Parameters
NAME PRM-40
EXPNO 12
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20190411
o - 3 ~mm MNANDONN VT DONVNMENHNYVONHNIOVLINVNOMO® T T W Time 10.19
3 < 2 RS SASSSRS MR eS e e 8nnNonmas N Adwawo~NGQ  INSTRUM FOURIER300
© ~ ~ BwvY mBmamnme LT T T R e o i i O O i e O 0 O i i R P~ P4 PULPROG zgeppr
I \Z A2 e N 85556
SOLVENT Pyridine
NS 64
DS 4
SWH 6103.516
FIDRES 0.093132
AQ 5.3687091
RG 14.681
DW 81.920
DE 10.00
TE 292.4
Dl 2.00000000
D12 0.00002000
P4l 2000000.00
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 300.2015326
NUC1 1H
Pl 7.64
PLW1 20.00000000
PLW9 0.00004670
F2 - Processing parameters
SI 65536
SF 300.2000000
WDW EM
SSB 0
LB 0.30
GB 0
PC 1.00

T T T T T T T T T T T T T T T T T

8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm
| I 1L )11 J |
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Figura 31. Espectro de RMN 'H de PRM-40 (300 MHz, Piridina).
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Figura 32. Ampliagao dos sinais de RMN de 'H de PRM-40 na regido do H-12, H-3

e H-18, respectivamente.
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Figura 33. Ampliacdo dos sinais de RMN de 'H de PRM-40 na regido dos

hidrogénios metilicos.
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PRM-40 (13C; Piridina; 10.2 mg)

10/04/2019
Op. Magno
Current Data Parameters
NAME PRM-40
EXPNO 2
PROCNO 1
Ll ) (v]
% n " a VENONVONIOAVANORIDINDNNNDNAA  F2 - Acquisition Parameters
2 3 S o PR RORMNNS R BOR B a0 0~ oy Date corsnet
- - - ~ N TTTTONNNNOMNONNNNNNNNAAA~ Time 11.29
STESESSSN\\0N /=== INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg30
TD 32768
SOLVENT Pyridine
NS 12555
33,02// 23,51 DS 0
SWH 24414.063 Hz
FIDRES 0.745058 Hz
AQ 0.6710886 sec
46,22 32,95 RG 501.187
DW 20.480 usec
DE 10.00 usec
1232 33,03 TE 292.7 K
Dl 0.20000000 sec
o D11 0.03000000 sec
D31 0.00000875 sec
e oe D40 0.02710625 sec
L4 20
L5 5
P32 90.00 usec
TDO 1
mzzz=zz== CHANNEL fl ========
SFO1l 75.4928982 MHz
HO NUC1 13C
R Pl 8.75 usec
2854 1633 PLW1 50.00299835 W
======== CHANNEL f2 m==mzzz==
SFO2 300.2012008 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 90.00 usec
PLW2 20.00000000 W
PLW12 0.16806000 W
PLW13 0.13613001 W
F2 - Processing parameters
SI
SF 75.4853500 MHz
WDW EM
SSB 0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T LB 1.00 Hz
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm gg 0 1.40

Figura 34. Espectro de RMN de '3C (75 MHz, Piridina) da substancia 4.
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PRM-40 SHSQC Piridina; 10.2 mg)
9

11/04/20
Op. Zelina
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Mapa de contornos de HSQC de PRM-40 (75 MHz, Piridina).

L ™)
BRUKER
(>

Current Data Parameters
P!

NAME -4
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 20190411
ime™ .28
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG hsqcgpph
L) 2048
SOLVENT Pyridine
NS
Ds
SWH 6103.5 Hz
FIDRES 2.9802. Hz
AQ 0.16777 sec
RG 501.1
DW 81.920 usec
DE usec
K
CNST2 145
. sec
Dl . sec
D4 sec
D11 . 0l sec
D13 . sec
D16 . 200 sec
D21 . 8 sec
D31 . 7 sec
D32 . sec
D33 . sec
D34 sec
D36 . sec
D38 . sec
D41 1 sec
D42 . 3 sec
D43 . 1 sec
D44 . 4 sec
D4S . 16 sec
INO . 33 sec
14
P35 75.00 usec
CHANNEL f1
SFOl 300.2019513 MHz
NUC1 1H
Pl 7.64 usec
P2 15.28 usec
PLW1 20.00000000 W
CHANNEL £2
SFO2 75.4921437 MHz
NuC2 13¢C
CPDPRG(2 garp
P3 9.30 usec
P4 18.60 usec
PCPD2 75.00 usec
PLW2 50.00000000 W
mmmm== GRADIENT CHANNEL ==m===
GPNAM(1] RECT.1
GPNAM(2] RECT.1
GPNAM(3] RECT.1
21 30.00 &
GP22 80.00 %
GP23 20.10 %
P16 1000.00 usec

Fl - Acquisition parameters
TD 256

sFol 75.49214 MHz
FIDRES 118.013596 Hz
£ 200.097 ppm
FnMODE TPPI

F2 - Processing parameters
s1 4
SF 300.2000000 MHz
QSINE
2
1B 0 Hz
PC 1.40

Fl - Processing parameters
s1 1024

MC2 TPPI

SF 75.4853500 MHz
wWDW QSINE

ssB

1B 0 Hz

GB o



PRM-40 (HMBC; Piridina; 10.2 mg)

23/05/2019 -

Op. Zelina Current Data Parameters
NAME PRM-40
EXPNO 300
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date 20190423

3 8 @ S5 2388868 Time™ 17.33
© ~ ~ 0 60 BEOOO 00 INSTRUM FOURIER300
| | | - =\ PROBHD 5 mm DUL_13C-1
PULPROG hmbcgplpndqgf
TD 048
SOLVENT Pyridine
NS 158
DS 16
SWH 6103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
A AQ 0%3;7;3; sec
Mo m RG .
PP DW 81.920 usec
28.1 = 10 DE 10.00 usec
. TE 292.8
285 = - CNST2 145.0000000
29.8 = L 20 CNST13 7.0000000
30.7 — DO 0.00000300 sec
S o] Dl 1.00000000 sec
33.0 = . = 30 D2 0.00344828 sec
33.0- - — D6 0.07142857 sec
3407 ] D16 0.00020000 sec
71/ B 40 D31 0.00000764 sec
* = L4 . D32 0.00001528 sec
38.7 — = D33 0.00000930 sec
39.1 - ® = 50 D36 0.00100000 sec
39.5/ D38 0.00003010 sec
‘1‘. { INO 0.00003010 sec
41.9 - 60 ======== CHANNEL fl ========
46.2 SFOL 300.2019513 MHz
464 = 70 NUC1 1H
i Pl 7.64 usec
47.9 P2 15.28 usec
55.6 - L K 2 PLW1 20.00000000 W
77.8 - 80
e HANNEL f2 ========
75.4932760 MHz
- 90 13¢
9.30 usec
PLW2 50.00000000 W
-100
====== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1] SINE.100
-110 GPNAM (2] SINE.100
GPNAM (3] SINE.100
GP21 50.00 %
~120 GP22 30.00 %
122.3 ot . e 8 o - 9 GPz3 40.10 %
Plé 1000.00 usec
-130
Fl - Acquisition parameters
=140 SFOl 75.49328 MHz
FIDRES 129.775742 Hz
144.6— T . s L A sW 220.037 ppm
— Y ] . ® [ =150 FnMODE QF
F2 - Processing parameters
=160 SI
SF 300.2000000 MHz
WDW o SINE
SsB
170 1B 0 Hz
GB
180.0— - - - 180 EC 140
Fl1 - Processing parameters
T T T T T T T T T T T T T T T T T T lsaéz zogg‘
9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 20 15 1.0 ppm SF 75.4853500 MHz
WDW SINE
SSB 0
1B 0 Hz
GB 0

Figura 36. Mapa de contornos de HMBC de PRM-40.
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Figura 37. Espectro de Massas de Alta Resolugao da substancia 4 e proposta de fragmentacgéo (ESI, modo positivo).

91



5.9 Identificacao da substéancia 5 (PRM-44.10)

A substancia 5 (Figura 38) foi obtida conforme o fracionamento
cromatografico do extrato metandlico, conforme descrito no Esquema 4 (p. 45),
e apresentou-se como um solido branco e com solubilidade em acetona. Na
analise em CCD detectou-se apenas uma absorcdo no UV 254 nm, e apds
revelagdo em vanilina sulfurica uma mancha de cor roxa e com Rf= 0,7 quando
eluida em Hex:AcOEt (6:4). Esta amostra foi identificada por meio de analises
espectroscopicas de RMN de 'H (Figura 39) e 3C (Figura 40), HSQC (Figura
41), HMBC (Figura 42) e comparagao com os dados reportados na literatura
(Tabela 20, p. 94).

Os dados do espectro de RMN de 'H mostram um tripleto em & 5,31 (t; J
= 3,6 Hz) referente ao H-12 e um duplo dubleto em & 3,09 (dd; J=14,5¢e 4,1 Hz)
referente ao H-18 e sinais entre 6 0,77 — 0,98 ppm referentes aos hidrogénios
metilicos, bem como o sinal de um duplo dubleto em & 3,18 (dd; J= 10,0 e 5,3
Hz) caracteristico de hidrogénio oximetinico em a na posi¢céo-3. Apesar de PRM-
44.10 apresentar sinais semelhantes ao acido oleandlico, esta substancia
apresentou um singleto largo em & 4,56 caracteristico de hidrogénio oximetinico,

0 que permitiu sugerir um grupo hidroxila adicional a estrutura.

O espectro de RMN de '3C apresenta sinais caracteristicos do esqueleto
oleanano, como os sinais da dupla ligagédo em C-12 e C-13 (6 122,0 e 144,0),
sendo que o primeiro possui hibridizagao sp? e o segundo é um nao hidrogenado.
A comparacgéo com os dados da literatura (MAHATO e KUNDU 1994; MIMAKI et
al.,, 2004) permitiu sugerir as seguintes atribuicbes: o sinal em & 177,6 foi
atribuido ao carbono carboxilico (C-28), o sinal em & 77,7 foi atribuido ao carbono
carbindlico (C-3) e o sinal em & 74,0 foi atribuido a outro carbono carbinélico. As
atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos foram
realizadas mediante as analises das correlagbes observados no mapa de

correlagao HSQC.

Os dados de HMBC permitiram sugerir a posigdo da hidroxila adicional da
estrutura, pois os sinais em 0 3,09 do H-18 e & 1,91 do H-22 correlacionam com
o sinal 6 74,0 referente ao carbono C-21. A posi¢ao de substituigao deste grupo

hidroxilico na estrutura dessa substancia foi proposta baseada na inspecao dos
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valores de carbonos oximetinicos de diversos derivados do acido oleandlico e
seus efeitos de protecao e desprotegcédo nos carbonos relacionados (MIMAKI et
al., 2004; LEE et al., 2002; MAHATO e KUNDU, 1994; PIOZZI et al., 1985;
WANG et al., 2011). Dessa forma, a substancia 5 foi identificada como acido-

3a,21a-dihidroxi-olean-12-en-28-6ico.

30

9
-,
-
A

Figura 38. Estrutura do acido-3a,21a-dihidroxi-olean-12-en-28-6ico.

93



Tabela 20. Dados de RMN de 'H e 3C do acido-3a,21a-dihidroxi-olean-12-en-

28-oico.

13¢ 1H 13¢ 1H

N°  &(ppm)"” & (ppm); mult. J (Hz)* & (ppm)* & (ppm); mult. J (Hz)*
Substancia 5 Mimaki et al (2004)

1 38,5 1,64 (m) 39,0
2 27,2 1,58 (m) 2H 28,1
3 77,7 3,18 (dd: 10,0; 5,3) 78,1 3,47 (dd: 10,6; 5,4)
4 38,6 - 39,4 -
5 55,4 0,80 (s) 55,9
6 18,2 1,42 (s); 1,37 (m) 2H 18,8
7 33,0 1,59 (m) 2H 33,5
8 39,3 - 39,7 -
9 46,7 1,69 (£ 9,3) 48,2
10 36,9 - 37,4
11 23,2 1,91 (dd; 8,8; 3,2) 23,9
12 122,0 5,31 (t. 3,6) 122,5 5,60 (t; 3,2)
13 144,0 145,1
14 41,3 42,6
15 30,3 1,29 (m) 28,8
16 31,8 1,83 (m) 27 4
17 47,8 ---- 47,2 ----
18 40,6 3,09 (dd; 14,5; 4,1) 42,1 3,53 (dd;13,9; 3,2)
19 46,5 2,39 (dd: 14,2; 12,8) 41,7 2,62 (dd: 13,9; 13,9)
20 35,4 - 35,9 ----
21 74,0 4,56 (sl) 73,8 3,81 (dd: 2,7; 2,7)
22 35,1 1,91 (dd; 8,8; 3,2) 40,4 2,39 (dd; 14.,4; 2,7)
23 32,5 0,88 (s) 28,8 1,25 (s)
24 15,5 0,78 (s) 16,6 1,04 ()
25 15,0 0,94 (s) 15,7 0,94 (s)
26 16,7 0,78 (s) 17,6 1,08 (s)
27 26,3 1,42 (s) 25,7 1,40 (s)
28 177,6 - 180,3 -
29 27.8 0,98 (s) 28,5 1,27 (s)
30 23,8 0,98 (s) 25,1 1,16 (s)

1* 75 MHz, Acetona; 2* 300 MHz, Acetona; 3* 100 MHz, Piridina-ds; 4* 500 MHz, Piridina-ds.
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PRM-44.10 (1H sup; Acetona; 6.1 mg)

02/05/2019
Op. Magno
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Figura 39. RMN de 'H de PRM-44.10 (300 MHz, Acetona).

Current Data Parameters

NAME PRM-44.10
EXPNO 12
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20190502

Time 15.29
INSTRUM FOURIER300
PROBHD 5 mm DUL 13C-1
PULPROG zgcppr

TD 65536
SOLVENT Acetone

NS 32

DS 4

SWH 6103.516 Hz
FIDRES 0.093132 Hz
AQ 5.3687091 sec
RG 17.9125

DW 81.920 usec
DE 10.00 usec
TE 1007.3 K

D1 2.00000000 sec
D12 0.00002000 sec
P41 2000000.00 usec
TDO 1
s======== CHANNEL fl EEmm====
SFoO1l 300.2008861 MHz
NUC1 1H

Pl 7.88 usec
PLW1 20.00000000 W
PLW9 0.00001000 W

F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 300.2000000 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 0 Hz

GB 0

PC 1.00
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PRM-44.10 (13C; Acetona; 6.1 mg)

02/05/2019
Op. Magno
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Figura 40. Dados de RMN de '3C de PRM-44.10 (75 MHz, Acetona).
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BRUKER
Current Data Parameters
NAME PRM-44.10
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150502
Time 15.41
INSTRUM FOURIER300
PROBHD S mm DUL 13C-1
PULPROG 2gpg30
TD 32768
SOLVENT Acetone
NS 43008
Ds 0
SWH 24414.0€3
FIDRES 0.745058
AQ 0.6710886
RG 501.187
D 20.480
DE 10.00
TE 1007.3
D1 0.30000001
D11 0.03000000
D31 0.00000875
D40 0.02336821
L4 20
LS 8
P32 $0.00
TDO 1

CPDPRG[2
PCPD2
PLW2
PLW12
PLW13

sI
SF
wWDW
sse
Le
GB

CHANNEL £1 ===

75.4928982
13¢
.75 usec
50.002959835 w
CHANNEL £2 ==
300.2012008 MHz
14
waltzlé
50.00 usec
20.00000000 w
0.1€80€000 w
0.13613001 w
F2 - Processing parameters
32768
75.4853500 MHz
EM
0
1.00 Hz
0
1.40

PC

99



PRM-44.10 (HMBClH sup; Acetona; 6.1 mg)
14/05/2019 -

Current Data Parameters
op * Magno NAME PRM-44.10
EXPNO
PROCNO
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20190514
Tine 16.46
INSTRUM FOURIER300

PROBHD S mm DUL 13C-1
PULPROG hmbecgplpndgf
2048

TD
SOLVENT Acetone
NS 200
oS 16
SWH €103.516 Hz
FIDRES 2.980232 Hz
AQ 0.1677722 sec
RG $01.187
hﬂﬂ m oW 81.920 usec
A pp DE 10.00 usec
TE .6 R
- 10 CNST2 145.0000000
CNST13 8.0000000
. = o0 0.00000300 sec
.O % ' L ol 1.00000000 sec
S - 2 2 0:06250000 sec
D . sec
. v L D16 0.00020000 sec
% D31 0.00000764 sec
- -~ . - 30 32 0.00001528 sec
e . - D33 0.00000930 sec
@ ; o D36 0.00100000 sec
. p3g 0.00002880 sec
. ‘e — .- . 3] - 40 N0 0.00002880 sec
. - = CHANNEL £1 =
e o - L 50 300.20195
— 7.64 usec
. i 15.28 usec
- 60 20.00000000 W
======== CHANNEL fz ========
- SFO2 75.4932760 MHz
-~ 70 NuUc2 13c
P3 ©.30 usec
- e - PLW2 50.00000000 W
- ce
' ' - 80 == GRADIENT CHANNEL ====
GENAM[1) SINE.100
GPNAM[2) SINE.100
L 90 GPNAM[3]) SINE.100
Gpzl $0.00 %
Gp22 30.00 &
6p23 40.10 &
» 100 Plé 1000.00 usec
Fl1 - Acquisition parameters
™D 256
110 SFOl 75.49328 MHz
FIDRES 135.633682 Hz
swW 229.969 ppm
FnMODE oF
— ee e -120 F2 - Processing parameters
sI
SF 300.1999983 MHz
~130 WDW SINE
ssB 0
LB 0 Hz
GB 0
- 140 BC 1.40
= bl ~ * Fl1 - Processing parameters
sI 4096
-150 MC2 oF
SF 75.4853499 MHz
T T T T T T T T T T T 's'gg o SINE
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm s 0 iz

Figura 41. Mapa de contornos de HSQC de PRM-44.10 (75 MHz, Acetona).
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6. Ensaio de Avaliagcao antibacteriana

6.1.Ensaio antibacteriano — Teste de difusdo em agar

O ensaio antimicrobiano foi realizado com as substancias isoladas:
espinasterol (2), 3B-nonanoato de espinasterol (3) e acido oleandlico (4), o qual
foi desenvolvido por meio do teste de difusdo em agar realizado frente a
bactérias gram-positivas.

Nesse teste nenhuma das amostras apresentou atividade na concentragao
testada de 1 mg/mL. Apesar das substéncias ndo apresentarem atividade, ha
relato de atividade da substancia 4 frente as bactérias gram-positivas (Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguis, S. aureus e S. epidermidis) (KIM et al., 2015;
KUREK et al., 2009; HORIUCHI et al., 2007; JIMENEZ-ARELLANES et al., 2007;
FONTANAY et al., 2008).

Segundo Kim e colaboradores (2015), o acido oleandlico inibe o
crescimento de L. monocytogenes, E. faecium e E. faecalis, além de indicar
resultados de mortalidade para essas bactérias, o que possibilitou inferir que o
acido oleandlico afeta a membrana celular bacteriana. No ensaio realizado por
esses autores, as concentragdes inibitorias minimas foram determinadas pelo
meétodo de diluicdo em caldo. Os resultados obtidos por Kim e colaboradores
(2009) quando comparados com os deste trabalho, demonstram que método de
diluicdo em caldo possibilitou a visualizagao da atividade inibitéria da amostra
em menores concentracdes, porém, 0 mesmo nao ocorreu no método de difusao
em agar testada neste trabalho. A auséncia de uma zona de inibi¢do nao significa
necessariamente que a amostra seja inativa frente ao micro-organismo testado,
pois pode ser que a difusao nao foi completa, e isso pode ser relacionado com a
dificuldade de difusdo da amostra no meio da cultura sélida devido a natureza
quimica ou caracteristicas lipofilicas das substancias isoladas (Moreno et al.,
2006; Rios et al., 1988).

De acordo com a literatura, o acido oleandlico inibe o crescimento e a
sobrevivéncia de muitas bactérias, particularmente as do tipo gram-positivas.
Pois, o acido oleandlico afeta a morfologia celular e aumenta a autélise das
células bacterianas (KUREK et al., 2009).
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7. CONCLUSAO

Os estudos realizados com Pithecellobium racemosum no presente
trabalho conduziram o isolamento e a identificacdo de trés esteroides:
espinasterona, espinasterol e 3p-nonanoato de espinasterol, bem como o
isolamento e a identificagdo de dois triterpenos: acido oleandlico e acido-3a,21a-
dihidroxi-olean-12-en-28-6ico. Sendo que a espinasterona, o 33-nonanoato de
espinasterol, o acido oleandlico e o acido-3a,21a-dihidroxi-olean-12-en-28-6ico

sdo reportados pela primeira vez no género Pithecellobium.

Este trabalho contribui para o conhecimento prévio da composi¢cao quimica
da espécie P. racemosum. Uma vez que € o segundo registro de estudo

fitoquimico descrito na literatura.

Na busca pelos estudos das propriedades tecnoldgicas da espécie P.
racemosum através das determinacdes da densidade basica e da estabilidade
dimensional, evidenciou-se que por tratar-se de uma madeira com alta
densidade e fator anisotropico de excelente qualidade, agregou-se valor para a

demanda da reutilizagao do residuo madeireiro.

Visando a avaliagao do potencial antibacteriano das substancias isoladas,
as amostras submetidas ao teste de difusdo em agar nao apresentaram atividade
frente as bactérias testadas. Apesar disso, € importante salientar que auséncia
de uma zona de inibigdo nao significa necessariamente que a amostra seja
inativa, por isso € interessante avaliar a difusdo das substdncias a serem

testadas ou até mesmo cogitar outros métodos antibacterianos.

Desse modo, esta pesquisa descreveu a importancia dos estudos dos
metabdlitos secundarios desta espécie, bem como as propriedades tecnoldgicas

que agregam valor aos residuos madeireiros.
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