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RESUMO

Marcetia macrophylla € uma planta endémica da Bahia pertencente a familia
Melastomataceae. O extrato hidroalcodlico das folhas de M. macrophylla foi submetido
a sucessivas cromatografias resultando no isolamento e identificag¢do de seis metabdlitos
secunddrios: o triterpeno esqualeno, a mistura esteroidal B-sitosterol e estigmasterol, o
flavonéide quercetina, a isoflavona 4°,5,7-trihidroxi-6,8-dimetilisoflavona e o derivado
do 4acido gélico, galato de etila. Os metabdlitos foram isolados através de métodos
cromatograficos cldssicos, tais como: cromatografia de adsor¢do em coluna, particio
liquido-liquido e cromatografia de exclusdo. A elucidacdo estrutural foi efetuada através
dos métodos espectroscopicos 1V, EM e RMN 'H e 13C, uni e bidimensional, e
comparagdo com os dados descritos na literatura. Este € o primeiro relato do estudo

fitoquimico de M. macrophylia.

Palavras-chave: Marcetia macrophylla. Melastomataceae. Flavondide. Isoflavona.



ABSTRACT

Marcetia macrophylla is an endemic plant of Bahia belonging to the Melastomataceae
family. The hydroalcoholic extract of Marcetia macrophylla leaves was subjected to
successive chromatographic analysis to afford six secondary metabolites: the triterpene
squalene, the steroidal mixture of B-sitosterol and stigmasterol, the flavonoid quercetin,
the isoflavone 4',5,7-trihydroxy-6,8-dimethylisoflavone and the gallic acid derived,
ethyl gallate. The metabolites were isolated by conventional chromatographic methods
such as adsorption column chromatography, liquid-liquid partition and exclusion
chromatography. The identification of these compounds was possible by IR, MS and 'H
and °C NMR, uni and bidimensinal, and comparison with literature data. This is the

first report of phytochemical studies of Marcetia macrophylla.

Keywords: Marcetia macrophylla. Melastomataceae. Flavonoid. Isoflavone.
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INTRODUCAO

Diferentes civilizacdes antigas da Asia, Africa, Europa e América ja mostravam
um profundo conhecimento no uso de plantas para fins terapéuticos (GALLARDO et
al., 2004). A importancia das plantas, contudo, vai além de seu uso para fins medicinais.
Destacam-se também como matérias primas para fabricacio de tintas e cosméticos, bem
como seu uso na inddstria de alimentos (PINTO et al., 2002).

O Brasil € detentor de um litoral riquissimo e da maior floresta equatorial e
tropical imida do planeta, concentrando uma grande diversidade de produtos naturais.
A Quimica de Produtos Naturais €, dentro da Quimica brasileira, a drea mais antiga,
mas que ainda continua sendo bastante promissora (PINTO ez al., 2002).

Dentre as familias de Angiospermas do Brasil, a Melastomataceae é a sexta
maior, com 68 géneros e mais de 1.500 espécies, apresentando uma boa distribui¢do
geografica no territério brasileiro (ROMERO; MARTINS, 2002). No mundo, esta
familia tem distribuicdo pantropical, sendo constituida por cerca de 170 géneros e 4.500
espécies, onde sdo conhecidas cerca de 3000 espécies (RENNER, 1993).

Algumas espécies desta familia sdo empregadas na medicina popular, dentre
elas, destacam-se: Miconia albicans (Sw.) Tr., usada contra reumatismo; Mouriri
guianensis Aubl., utilizada em banhos pds-parto e contra ulceracdes e infecgdes
vaginais; Macairea radla (Bonpl.) DC., usada contra escabiose e dermatoses;
Tibouchina clavata (Pers.) Wurdack., utilizada contra dores de garganta e Tibouchina
semidecandra F., usada como cicatrizante e contra dores de cabeca (MORS et al, 2000
apud CRUZ; KAPLAN, 2004). Entretanto, existem poucos estudos etnomedicinais,
fitoquimicos e farmacolégicos desta familia (CRUZ; KAPLAN, 2004).

Plantas da familia Melastomataceae apresentaram atividades farmacolédgicas de
seus extratos e metabolitos secunddrios, como: atividade antimicrobiana dos extratos
etanolicos de Miconia albicans e Miconia rubiginosa (CELOTTO et al., 2003);
atividade antioxidante e citotoxica de flavondides presentes em Melastoma
malabathricum L. (SUSANTI et al., 2007); atividade antileishmania do extrato
hidroalcodlico de Miconia langsdorffii Cogn. e de triterpenos isolados da mesma
espécie (PEIXOTO et al., 2011); também apresenta plantas como Miconia ligustroides,

da qual seu extrato hexanico possui importante efeito analgésico (CUNHA et al., 2003).
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Na literatura, para a familia Melastomataceae, foram encontrados relatos de
flavonéides isolados de Melastoma malabathricum L. (SUSANTI et al., 2007);
elagitaninos das espécies Osbeckia chinensis e Tibouchina semidecandra (YOSHIDA;
AMAKURA; YOSHIMURA, 2010) e triterpenos das espécies Miconia ligustroides e
Miconia langsdorffii Cogn. (CUNHA et al., 2003; PEIXOTO et al., 2011).

Foram observados alguns estudos fitoquimicos e farmacoldgicos para o género
Marcetia do qual pertence a espécie em estudo. Relatos anteriores mostraram a presenga
do triterpeno P-amirina em Marcetia velutina (COSTA et al., 2007); em Marcetia
latifolia foi possivel observar flavondides polimetoxilados através de espectroscopia no
ultravioleta (BARBOSA et al., 2009). No extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia
mucugensis foram isolados 4 flavonéides polimetoxilados [5,3’-dihidroxi-3,6,7,8,4°,5’-
hexametoxiflavona (digicitrina), 5-hidroxi-3,6,7,8,3’,4°,5’-heptametoxiflavona
(gardenina A), 5-hidroxi-3,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona, 5,7-dihidroxi-3,6,8,3’,4’,5’-
hexametoxiflavona], um flavondide polihidroxilado (quercetina) e um triterpeno
(esqualeno)(QUEIROZ, 2011). Para Marcetia canescens, M. latifolia, M. macrophylla e
M. taxifolia, foi relatada atividade antimicrobiana (LEITE et al., 2008).

Dentro desse contexto, o presente trabalho tem como objetivo contribuir para o
conhecimento quimico do género Marcetia, a partir do isolamento e caracterizacdo dos
metabdlitos secundérios presentes nas folhas de Marcetia macrophylla Wurdack. Esta
espécie nunca foi estudada do ponto de vista quimico, deste modo, este trabalho

contribui para a classificagdo quimiossistemdtica desta espécie.
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1 CONSIDERACOES BOTANICAS

1.1 Consideracoes gerais sobre a familia Melastomataceae

A familia Melastomataceae possui distribuicio pantropical, com
aproximadamente 170 géneros e 4500 espécies, das quais dois ter¢os sdo neotropicais.
Constitui uma das principais familias da flora brasileira, com cerca de 68 géneros e mais
de 1.500 espécies, presentes nos mais variados ecossistemas (ROMERO; MARTINS,
2002).

De acordo com Giulietti et al. (2009), a familia Melastomataceae é formada por:

Arvores, arbustos, lianas ou ervas. Folhas opostas, geralmente curvinérveas,
com uma nervura central e nervuras laterais subparalelas levemente arqueadas
da base em direcdo ao dpice. Flores actinomorfas, dialipétalas, monoclinas,
diplostémones, com hipanto desenvolvido; estames freqiientemente com
anteras de deiscéncia poricida, geralmente falciformes e/ou com o conectivo

conspicuo. Frutos capsulares ou baciceos, em geral com numerosas sementes.

1.2 Consideracoes gerais sobre o género Marcetia

Plantas deste género tém uma forte preferéncia por habitat rupestre e muitas
manifestam uma forte tendéncia em apresentar distribui¢des endémicas. Sdo descritas
28 espécies pertencentes a este gé€nero, sendo a Bahia o estado em que a maioria delas é
endémica (LEITE ez al., 2008). A maioria das espécies cresce na Cadeia do Espinhaco e
principalmente na Chapada Diamantina-BA, onde 80% das espécies sdo endémicas

(KRUCKEBERG; RABINOWITZ, 1985).

Segundo Martins (1989), o género Marcetia se apresenta como:

Arbustos e subarbustos eretos, prostrados, raramente ervas, com xilopddio
algumas vezes bem desenvolvidos. Caule e ramos quadrangulares a
subcilindricos. Folhas opostas, decussadas, raramente em pseudo-fasciculos,
pecioladas ou sésseis. Inflorescéncias muito variadas, dispostas nos dpices de
ramos principais ou laterais, raramente ao longo de todo o ramo com flores
isoladas ou reunidas.
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1.3 Consideracoes gerais sobre a espécie Marcetia macrophylla Wurdack

A espécie é endémica da Bahia, tem distribuicdo restrita a campos rupestres
situados em altitudes entre 700 e 1000 m (FIGURA 1, p. 22). E encontrada em Andarai,
Leng6is, Mucugé e Palmeiras (Bahia). M. macrophylla floresce e frutifica
principalmente de novembro a marco. A espécie tem uma caracteristica bem peculiar
que ¢é a presenca de p€los bem densos e sericeos, formando faixas ao longo das nervuras
principais na face inferior das folhas e a presenca também de pélos na metade superior
da pétala, estes sdo glandulares e esparsos (MARTINS, 1989).

E uma planta que se apresenta como um subarbusto ou arbusto ereto, com cerca
de 1 a 2 m de altura e muito ramificado. Possui folhas ovaladas, coridceas e elipticas,
geralmente em torno de 9 nervuras. Apresenta flores tetrameras, com pétalas roseas e
anteras amarelas de dpice tubuloso. Fruto com hipanto constrito no dpice (MARTINS,

1989) (FIGURA 2, p. 23).
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Figura 1 - Fotos de Marcetia macrophylla Wurdack: (a) planta em seu habitat natural;
(b) e (c) detalhe para as folhas e inflorescéncias.

Fonte: Prof. Edilberto Rocha Silveira.

Figura 2 — Tlustracido de Marcetia macrophylla Wurdack: a) aspecto do ramo; b) hipanto
e calice; ¢) estame do ciclo externo, em vista lateral; d) estame do ciclo interno, em vista
lateral; e) pétala; f) bractea; g) bractéola; h) gineceu.
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1989.
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Fonte: MARTINS
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste levantamento bibliografico sdo apresentados estudos etnomedicinais, de
atividade bioldgica e quimicos realizados em espécies da familia Melastomataceae no
Brasil. Os dados fornecidos foram coletados de artigos publicados até marco de 2012

através de pesquisas realizadas nos sites cientificos http://www.scifinder.cas.org e

http://www.webofscience.com e, também, de teses e dissertacdes da Biblioteca Digital

Brasileira de Teses e Dissertagcdes através do site da biblioteca da UFC

www.biblioteca.ufc.br.

2.1 Estudos Etnomedicinais de plantas da familia Melastomataceae no Brasil

A abordagem etnofarmacoldgica consiste em combinar as informacdes
adquiridas de usudrios de plantas medicinais (comunidade e especialistas tradicionais),
com estudos quimicos e farmacoldgicos. Este método permite a formulacdo de
hipdteses quanto a atividade farmacoldgica e as substancias ativas (ELISABETSKY,
2003).

Os estudos etnomedicinais descritos nesta revisdo dizem respeito aos usos, na
medicina popular, de espécies desta familia, existentes no Brasil. Observando estudos
na familia Melastomataceae (TABELA 1, p. 25), foi possivel afirmar que as indica¢des
populares mais comuns sio: o combate a dores e a afeccdes na pele, como formulagio
topica. Os géneros que merecem mais destaque em relacdo ao uso popular foram:

Tibouchina, Clidemia e Miconia.
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Tabela 1 — Espécies medicinais da familia Melastomataceae no Brasil e seus usos

ESPECIE PARTE USOS REFERENCIA
Aciotis longifolia folhas eripsela AMOROZO0, 1997 apud CRUZ,;
Tr. KAPLAN, 2004
Bellucia folhas, leucorréia, MORS et al., 2000 apud CRUZ;
grossularioides (L.) frutos vermes KAPLAN, 2004
Tr. intestinais
Clidemia folhas ulceragdes MORS et al., 2000 apud CRUZ;
blepharoides DC. KAPLAN, 2004
Clidemia hirta (L.) folhas, palpitagdes, PIVA, 2002 apud CRUZ; KAPLAN,
G. Don flores e males dos rins, 2004
frutos bexiga,
leucorréia
Leandra lacunosa folhas adstringente MORS et al., 2000 apud CRUZ;
Cogn. KAPLAN, 2004
Macairea radula folhas escabiose, MORS et al., 2000 apud CRUZ;
(Bonpl.) DC. dermatoses KAPLAN, 2004
Miconia albicans folhas eupéptico, ALBUQUERQUE MELLO, 1971;
(Sw.) Tr. reumatismo MORS et al., 2000; VIEIRA;
MARTINS, 2000; STALCUP, 2000
apud CRUZ; KAPLAN, 2004
Miconia folhas resfriado, BOSCOLO, 2003 apud CRUZ;
cinnmonifolia (DC.) febre KAPLAN, 2004
Naudin
Mouriri guianensis  folhas, ulceracoes, BERG, 1993; MORS et al., 2000 apud
Aubl. cascas banhos pés- CRUZ; KAPLAN, 2004
parto,
infeccoes
vaginais
Nepsera aquatica folhas hematiria MORS et al., 2000; AMOROZO, 2002
Naud. apud CRUZ; KAPLAN, 2004
Tibouchina aspera folhas, sedativa, MORS et al., 2000 apud CRUZ;
Aubl. flores béquica KAPLAN, 2004
Tibouchina clavata  folhas dores de MORS et al., 2000 apud CRUZ;
(Pers.) Wurdack garganta KAPLAN, 2004
Tibouchina folhas dores de PIVA, 2002 apud CRUZ; KAPLAN,
semidecandra F. cabeca, 2004
cicatrizante
Tibouchina folhas  dores em geral MARODIN ez al., 2001 apud CRUZ;
urvilleana (DC.) KAPLAN, 2004
Cogn.

FONTE: CRUZ; KAPLAN, 2004.
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2.2 Atividades Biologicas em plantas da familia Melastomataceae no Brasil

As atividades biolégicas mostradas neste levantamento referem-se a extratos,
fragcdes ou compostos puros. Apenas os géneros Marcetia € Miconia t€m atividade
biol6gica documentada, de acordo com o levantamento realizado (TABELA 2).
Observou-se, também, que as atividades bioldgicas mais comuns nesta familia sdo

antimicrobiana, antioxidante e analgésica (TABELA 2).

Tabela 2 — Atividades Bioldgicas de Espécies da familia Melastomataceae no Brasil

ESPECIE SUBSTRATO ATIVIDADE REFERENCIA
Marcetia canecens folhas' antimicrobiana LEITE et al., 2011
Marcetia latifolia folhas' antimicrobiana LEITE et al., 2011
Marcetia folhas' antimicrobiana LEITE et al., 2011
macrophylla
Marcetia taxifolia folhas' antimicrobiana LEITE et al., 2011
Miconia albicans antioxidante PIERONI et al., 2011
Miconia cabucu folhas” antimicrobiana, RODRIGUES, 2007;

analgésica RODRIGUES et al.,
2008
Miconia fallax acidos ursolico e antioxidante, FURTADO et al., 2008
oleandico citotoxica
Miconia extrato antileishmania PEIXOTO et al., 2011
langsdorffii hidroalcodlico;
acidos ursolico e
oleandico
Miconia extrato hexanico® e analgésica, CUNHA et al., 2003;
ligustroides diclorometﬁnico4; antimicrobiana CUNHA et al., 2010
acidos ursélico e
oleandico
Miconia rubiginosa folhas® antimicrobiana, RODRIGUES, 2007;
antituberculose, RODRIGUES et al.,
analgésica no 2008
SNC
Miconia folhas® antimicrobiana RODRIGUES et al.,
stenostachya 2008

1- Extrato das folhas com a mistura dos solventes metanol, hexano e acetato de etila;
2- Extrato das folhas com a mistura dos solventes metanol e cloroférmio;
3- O extrato hexanico das partes aéreas apresentou atividade analgésica (CUNHA, 2003);

4- O extrato diclorometanico das partes aéreas apresentou atividade antimicrobiana (CUNHA, 2010).
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2.3 Constituintes Quimicos de plantas da familia Melastomataceae no Brasil

Este levantamento sobre a quimica de Melastomataceae apresenta as substancias
quimicas isoladas de espécies desta familia no Brasil (TABELA 3, p. 28). Os géneros
em que se observaram estudos quimicos foram: Marcetia, Miconia e Trembleya.
Estudos realizados, até a presente data, revelaram que as classes de compostos
fitoquimicos mais comuns nas espécies da familia Melastomataceae no Brasil sdo:
flavondides (58,0 %); triterpenos (29,0 %); esteréides (6,5 %); acido gilico e derivados,
por exemplo, taninos e elagitaninos (6,5 %) (TABELA 3, p. 28). E importante destacar
que estes dados estdo condizentes com os da literatura a respeito das classes
fitoquimicas mais freqiientes nesta familia no mundo. Dentre as quais se destacam: os
flavondides, os triterpenos, os esterdides e os taninos e elagitaninos (SIRAT et al.,
2010).

Com relag@o aos flavonodides, pdde-se observar que houve uma predominéncia
de flavonoides polimetoxilados em espécies do género Marcetia. Ja no género Miconia,
os flavondides em sua maioria estdo conjugados com uma ou mais unidades de agucar
(TABELA 3).

Os triterpenos ocorreram nos géneros Miconia, Trembleya e Marcetia. Os
triterpenos do género Miconia encontrados foram, em sua maioria, de esqueleto ursano
e oleonano. Ja os do género Trembleya, tinham esqueleto ursano, oleanano e lupano.
Verificou-se, em Marcetia, a presenga de um triterpeno de cadeia aberta (esqualeno) e
um pentaciclico (fridelina) (TABELA 3).

Foram relatados esterdides apenas no género Trembleya, assim como, derivados

do 4cido gélico apenas em Miconia (TABELA 3).
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Tabela 3 — Substincias isoladas da familia Melastomataceae no Brasil

SUBSTANCIA

ESPECIE(S)

REFERENCIA(S)

acido ursoélico (1)

Miconia fallax
Miconia langsdorffii

Miconia ligustroides

FURTADO et al., 2008
PEIXOTO et al., 2011
CUNHA et al., 2010

acido 3-O-acetil ursélico (2)

Miconia ligustroides

CUNHA et al., 2010

ursolato de metila (3)

Miconia ligustroides

CUNHA et al., 2010

acido oleandico (4)

Miconia fallax
Miconia langsdorffii

Miconia ligustroides

FURTADO et al., 2008
PEIXOTO et al., 2011
CUNHA et al., 2010

o-amirina (5)

Trembleya laniflora

VENTURA et al., 2007
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SUBSTANCIA

ESPECIE(S)

REFERENCIA(S)

-amirina (6)

Trembleya laniflora

VENTURA et al., 2007

fridelina (7)

Marcetia formosa

ROCHA et al., 2007

A

lupeol (8)

Trembleya laniflora

VENTURA et al., 2007

A AnAs oy

esqualeno (9)

Marcetia

mucugensis

QUEIROZ, 2011

HO

>

[B-sitosterol (10)

Trembleya laniflora

VENTURA et al., 2007

HO

e

estigmasterol (11)

Trembleya laniflora

VENTURA et al., 2007
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SUBSTANCIA ESPECIE(S) REFERENCIA(S)
Marcetia QUEIROZ, 2011
mucugensis

quercetina (12)
OCH; Trembleya VENTURA et al.,
H;CO, ‘ 0 O laniflora 2007
OH O
5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (13)
OCH; Marcetia QUEIROZ, 2011
o OCH; o O o mucugensis
OCH;
H;CO ‘ I OCH3
OH O
5,7-dihidroxi-3,6,8,3’,4’,5’-hexametoxiflavona (14)
Marcetia QUEIROZ, 2011
mucugensis
Marcetia QUEIROZ, 2011
mucugensis
Marcetia QUEIROZ, 2011
mucugensis

gardenina A (17)
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SUBSTANCIA ESPECIE(S) REFERENCIA(S)
Miconia cabucu RODRIGUES,
2007
OCHj;
5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona-(6-C-6’")-5"-
hidroxi-7’’,3"",4’"’ -trimetoxiflavona (18)
Miconia cabucu RODRIGUES,
2007
canferol-3-O-f-(6’"-cumaroil)-
glicopiranosideo (19)
Miconia cabucu RODRIGUES,
2007
Miconia cabucu RODRIGUES,
2007
miricetina-3-0-a-ramnopiranosil-(2—1)-0-f-
xilopiranosideo (21)
Miconia cabucu RODRIGUES,

Miconia rubiginosa 2007
RODRIGUES,
2007

quercetina-3-0-a-ramnopiranosideo (22)
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SUBSTANCIA ESPECIE(S) REFERENCIA(S)
Miconia cabucu RODRIGUES,
2007

Miconia rubiginosa RODRIGUES,
2007

Miconia rubiginosa RODRIGUES,
2007

HO
(6]

quercetina-3-0-a-arabinopiranosideo (25)

Miconia rubiginosa RODRIGUES,
2007

Miconia rubiginosa RODRIGUES,
2007

quercetina-3-0-a-arabinofuranosideo (27)
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SUBSTANCIA ESPECIE(S) REFERENCIA(S)
OH Miconia cabucu RODRIGUES,
OH
O 2007
0 OH
o OH
N OH
OH
0
quercetina-3-0-a-ramnopiranosil-(2—1)-O-
S-xilopiranosideo (28)
o Miconia rubiginosa RODRIGUES,
O~ on 2007
OH
0
OH
quercetina-3-0-a-galactopiranosil-(4—1)-O-
a-ramnopiranosideo (29)
OH Miconia rubiginosa RODRIGUES,
OH
2007
HO O
1668
OH
epicatequina (30)
HO_ __O Miconia rubiginosa RODRIGUES,
Miconia cabucu 2007
RODRIGUES,
HO OH
OH 2007

acido gélico (31)
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3 DETERMINACAO ESTRUTURAL

3.1 Determinacao estrutural de MMA-1

O tratamento cromatografico da fragdo hexanica (MMAFEAH), obtida a partir
do extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia macrophylla resultou na obtencdo de
24,1 mg de um O6leo incolor, solivel em cloroférmio e homogéneo em CCD,
denominado de MMA-1.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) de MMA-1 apresentou sinais em dy
5,12, sugerindo a presenga de hidrogénios olefinicos; sinais em Jdy 2,04 sugerindo a
presenca de hidrogé€nios metilénicos; 2 simpletos em dy 1,69 (s, 3H) e oy 1,61 (s, 3H)
atribuidos a hidrogénios de carbonos metilicos (FIGURA 4, p. 36).

O espectro de RMN "*C-CPD (125 MHz, CDCls) de MMA-1 (FIGURA 5, p. 36)
apresentou 15 linhas espectrais, que ao serem comparadas com os dados fornecidos
pelos espectro de RMN °C DEPT-135 (FIGURA 6, p. 37) foi possivel a identificacio
de 3 sinais correspondentes a carbonos ndo-hidrogenados (d¢ 135,32; 135,12; e 131,46),
3 sinais referentes a carbonos metinicos (oc 124,65; 124,55; e 124,51), 5 sinais
referentes a carbonos metilénicos (dc 39,99; 39,97; 28,51; 27,01; 26,90) e 4 sinais
referentes a carbonos metilicos (dc 25,92; 17,90; 16,27; 16,23). Através destes dados
foi possivel deduzir a férmula minima C;sH,s para o composto (TABELA 4, p. 35).

Através do espectro de massas (FIGURA 7, p. 37), verificou-se que o pico ion-
molecular de MMA-1 tem um valor m/z 410, compativel com a férmula molecular
C30Hsp, exatamente o dobro do valor da formula minima calculada. Sugerindo que este
composto se trata de uma estrutura simétrica. Para esta férmula molecular, tem-se um
IDH igual a 6, justificado pela presenca de 6 ligagdes duplas. Desta forma, foi possivel
correlacionar a estrutura de MMA-1 a um triterpeno de cadeia aberta.

De acordo com as informagdes acima discutidas e comparando-as com os dados
descritos na literatura (CURSINO et al., 2009) (TABELA 5, p. 35), foi possivel propor
que o referido composto trata-se do triterpeno esqualeno (FIGURA 3, p. 36), precursor
biossintético de esterdides e triterpenos ciclicos (MOSSI et al., 2010; SIMOES et al.,

2004), isolado anteriormente na espécie Marcetia mucugensis (QUEIROZ, 2011).
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Tabela 4 - Deslocamentos quimicos RMN "“C-CPD de MMA-1 com padrio de

hidrogenagio (RMN "“C-CPD e DEPT-135; 125 MHz, CDCl3)

C CH CH, CH;
135,32 124,65 39,99 25,92
135,12 124,55 39,97 17,90
131,46 124,51 28,51 16,27

27,01 16,23
26,90
3C 3CH 5CH, 4CH;3

Formula molecular minima: CisHos

Tabela 5 - Dados de RMN 'H e "*C (500 x 125 MHz, CDCls) de MMA-1 comparados
com os dados da literatura” para o Esqualeno

MMA-1 esqualeno

C oc OH oc" on’"
1=24 25,92 1,68 (s; 3H) 25,29 1,8

2=23 131,46 - 131,43 -
3=22 124,65 5,12 (m; 1H) 124,65 5,0
4=21 26,90 2,04 (m; 2H) 26,90 2,0
5=20 39,99 2,04 (m; 2H) 39,98 2,0

6=19 135,32 - 135,30 -
7=18 124,55 5,12 (m; 1H) 124,54 5,0
8=17 27,01 2,04 (m; 2H) 27,01 2,0
9=16 39,97 2,04 (m; 2H) 39,96 2,0

10=15 135,12 - 135,10 -
11=14 124,51 5,12 (m; 1H) 124,52 5,0
12=13 28,51 2,04 (m; 2H) 28,50 2,0
25 =30 17,90 1,58 (s; 3H) 17,89 1,7
26 =29 16,27 1,58 (s; 3H) 16,26 1,7
27 =28 16,23 1,58 (s; 3H) 16,21 1,7

“CURSINO et al., 2009 (300 x 75 MHz, CDCl3)



Figura 3 — Estrutura quimica do esqualeno
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Figura 6 - Espectro de RMN 3C DEPT-135 (125 MHz, CDCl;) de MMA-1

Figura 7 - Espectro de Massas (70 eV) de MMA-1.
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3.2 Determinacao estrutural de MMA-2

MMA-2 foi obtido pelo tratamento cromatografico da fra¢do hexnica do extrato
hidroalcodlico das folhas de M. macrophylla e se apresentou como um sé6lido amorfo,
branco e solivel em cloroférmio com massa de 10,0 mg.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (FIGURA 9, p. 40)
apresentou uma banda larga em 3400 cm™ compativel com deformacio axial de ligagdo
O-H; absor¢des em 2934 e 2866 cm™ caracteristicas de deformagdo axial de ligacdo
Cyp3-H; uma banda de absor¢do fraca em 1667 cm’ que pode ser associada a
deformacdo axial C=C de alceno; além da banda em 1047 cm'l, compativel com
deformacdo axial de C-O.

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) de MMA-2 (FIGURA 10, p. 40)
mostrou vdrios sinais na faixa de ¢ 0,65 a 2,35 de hidrogénios de grupos metilicos e
metilénicos possivelmente de ntcleo triterpénico ou esteroidal. Foram visualizados
também dois duplos dupletos na regido de hidrogénios olefinicos J 5,16 (1H, dd, J= 15
e 9 Hz) e 5,02 (1H, dd, J= 15 e 9 Hz). Também na regido de hidrogénios olefinicos, foi
observado um sinal em ¢ 5,35 (d, J= 3 Hz, H-6).

O espectro de RMN "*C-CPD (75 MHz, CDCl;) de MMA-2 (FIGURA 11, p. 41)
mostrou sinais em J 141,0 e 121,9 atribuidos a carbonos de ligacdo dupla trissubstituida,
enquanto que os sinais em ¢ 1385 e 129,5 foram atribuidos a ligacdo dupla
dissubstituida. Observou-se ainda, um sinal em J 72,0 atribuido a carbono carbinélico.
Foram observadas, ao todo, 38 linhas espectrais e, em andlise comparativa com o
espectro de RMN *C DEPT-135 (FIGURA 12, p- 41), foi possivel identificar a
presenca de 3 carbonos nao hidrogenados (C), 14 carbonos metinicos (CH), 14 carbonos
metilénicos (CH,) e 7 carbonos metilicos (CHj3). Pensou-se, pela grande quantidade de
atomos de carbono e o padrdo do espectro de RMN 'H, que MMA-2 possa se tratar de
uma mistura de esterdides.

Com os dados de infravermelho, RMN 'H, RMN ""C-CPD ¢ RMN "°C DEPT-
135 e em comparagdo com os dados da literatura (LUCIANO, 2009) (TABELA 6, p.
39), foi possivel identificar MMA-2 como sendo a mistura dos esterdides -sitosterol e
estigmasterol (FIGURA 8, p. 40). Eles sdo os fitoesterdis mais comuns em vegetais e
tém sua importancia na reducdo da absor¢do do colesterol, diminuindo, desta forma, os
riscos de doengas cardiovasculares (LOTTENBERG, 2009). Eles ja foram encontrados
em Melastomataceae, na espécie Trembleya laniflora (VENTURA et al, 2007).
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Tabela 6 - Dados de RMN "°C (75 MHz, CDCl;) de MMA-2 comparados com os dados
da literatura® para os esteréides B-sitosterol e estigmasterol

C | DEPT-135 | 6c MMA-2 dc” B-sitosterol dcMMA-2 | 8¢° estigmasterol

1 CH, 37,5 37,5 37,5 37,5

2 CH, 29,1 29,1 29,1 29,1

3 CH 72,0 72,0 72,0 72,0

4 CH, 42,5 42,5 42,5 42,5

5 C 141,0 140,9 141,0 140,9
6 CH 121,9 121,9 121,9 121,9
7 CH, 31,9 31,9 31,9 31,9

8 CH 32,1 32,1 32,1 32,1

9 CH 50,4 50,4 50,4 50,4

10 C 36,7 36,7 36,7 36,7

11 CH; 21,3 21,3 21,3 21,3

12 CH, 39,9 39,9 40,0 39,9

13 C 42,5 42,5 42,5 42,5

14 CH 57,0 57,1 57,1 57,1

15 CH, 245 24,6 245 24,6

16 CH, 28,5 29,1 29,1 29,1

17 CH 56,3 56,2 56,3 56,2

18 CH3 12,1 12,0 12,1 12,3

19 CH; 19,6 19,6 19,6 19,6
20 CH 36,7 36,7 40,7 40,7
21 CH; 19,3 19,3 19,3 19,3
22 CH,/CH 34,2 32,1 138,5 138.,5
23 CH,/CH 26,3 25,6 129,5 129,5
24 CH 46,1 46,1 51,5 51,5

25 CH 294 29,1 29,4 29,1

26 CH; 19,0 19,2 19,2 19,2
27 CH; 214 21,3 214 21,4
28 CH, 23,3 23,3 25,6 25,6
29 CH; 12,2 12,2 12,2 12,4

* - LUCIANO, 2009 (CDCl;, 75 MHz)



Figura 8 — Estruturas quimicas do B-sitosterol e estigmasterol (respectivamente)
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Figura 9 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de MMA-2
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Figura 11 - Espectro de RMN Bc.cpD (75 MHz, CDCl;) de MMA-2
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3.3 Determinacio estrutural de MMA-3

A partir de sucessivas cromatografias de adsorcdo da fragago MMAFEAD, foi
possivel isolar 42,5 mg de um sélido amarelo soliivel em metanol denominado MMA-3.

O espectro de absorcdo na regidao do infravermelho (FIGURA 18, p. 47) exibiu
uma banda larga em 3283 cm™ caracteristica de deformacio axial de ligagio OH, uma
banda em 1660 cm™ referente 2 deformacio axial de ligagio C=0 e as bandas em 1614,
1510 e 1457 cm™ compativeis com deformagio axial de C=C de anel aromético.

O espectro de RMN "°C-CPD de MMA-3 (125 MHz, CD;0D) (FIGURA 19, p.
47) exibiu quinze linhas espectrais, sendo todas referentes a carbonos sp>. A absor¢io
em ¢ 177,5 foi atribuida a carbonila de cetona conjugada, enquanto os deslocamentos
em o0 165,7; 162,6; 158,4; 148,9; 148,2; 146,4; 137,4 foram associados a carbonos
oxigenados (TABELA 7).

Através da comparacio do espectro de RMN "“C-CPD com o de RMN "C-
DEPT 135 (FIGURA 20, p. 48) foi verificado que dos 15 carbonos da estrutura, 10 sdo

nao-hidrogenados e 5 sdo carbonos metinicos (TABELA 7).

Tabela 7 - Deslocamento quimico de MMA-3 com padrio de hidrogenacdo [(RMN
3C-CPD e DEPT (0 = 135), 6, MeOD, 125 MHz)]

C | CH
1775 (C=0) 121,8
165.7 (C-0) 1164
162,6 (C-0) 116,2
158,4 (C-0) 99,4
148,9 (C-0) 94,6
148,2 (C-0)

146,4 (C-0)
1374 (C-0)
124,3
104,7

10C 5CH
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O espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) (FIGURAS 21, p. 48, e 22, p. 49)
mostrou um conjunto de sinais em ¢ 7,72 (1H, d, J= 2,0 Hz); 6 7,62 (1H, dd, J= 8,5 ¢
1,9 Hz) e 6 6,88 (1H, d, J= 8,5 Hz); 6 6,37 (1H, d, J= 1,8 Hz) e 6 6,17 (1H, d, J= 1,9
Hz). Verificou-se que todos os 5 sinais presentes no espectro de RMN de 'H de MMA-3
estdo na regido de hidrogénios aromaéticos.

Analisando-se conjuntamente os espectros de RMN 'H e COSY (500 MHz,
CD;0D) (FIGURA 23, p. 49), pdde-se constatar um acoplamento entre os hidrogé€nios
de deslocamento ¢ 7,72 (1H, d, J= 2,0 Hz) e ¢ 7,62 (1H, dd, J= 8,5 ¢ 1,9 Hz), bem
como, deste dltimo com o hidrogénio em ¢ 6,88 (1H, d, J= 8,5 Hz), sugerindo, assim,
um sistema de spins ABX (FIGURA 14a, p. 44). Foi possivel verificar também o
acoplamento entre dois dupletos em ¢ 6,37 (1H, d, J= 1,8 Hz) e 6 6,17 (1H, d, J= 1,9
Hz), compativeis com hidrogénios aromdticos meta-posicionados (FIGURA 14b, p. 44).

Inferiu-se, desta forma, através dos dados fornecidos pelos espectros de absorc¢ao
na regido do infravermelho (a presenga dos grupos funcionais hidroxila e carbonila, bem
como, a presenca de anel aromdtico) e pelos espectros de RMN de 'H e COSY
(evidenciando a presenca de hidrogénios ligados a anel aromitico), *C-CPD e RMN
BC-DEPT 135 (a presenca de 15 4tomos de carbono na molécula, sendo 10 C e 5 CH),
que o esqueleto base da substdncia MMA-3 pode se tratar de um flavondide (FIGURA
13).

Figura 13 - Estrutura bédsica de um
flavonodide
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Figura 14 - Hidrogénios aromdticos: (a) sistema ABX; (b) hidrogénios
aromdticos metaposicionados
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O espectro bidimensional HSQC (500 x 125 MHz, CD;0D) (FIGURA 24, p. 50)
possibilitou correlacionar os sinais dos hidrogénios aromaticos em dy 7,72; 7,62 ¢ 6,88
com 0s seus respectivos carbonos em dc 116,2; 121,8 e 116,2 (FIGURA 15a); bem
como, os dos hidrogénios em dy 6,37 e 6,17 com os carbonos dc 94,6 e 99.4;

respectivamente (FIGURA 15b).

Figura 15 - Subestruturas mostrando as correlagbes do HSQC entre os
hidrogénios e seus respectivos carbonos: (a) no sistema ABX; (b) no anel
aromdtico contendo os hidrogénios metaposicionados
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Com base no espectro HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D) (FIGURAS 25, p. 50, e
26, p. 51) foi possivel determinar o acoplamento de hidrogé€nios arométicos com
carbonos. O hidrogénio em dy 7,72 (H-2’) com os carbonos em dc 148,2 (C-4’); 146,4
(C-3’) e 121,8 (C-6’). Do hidrogénio em oy 7,62 (H-6") com os carbonos em dc 148,2
(C-4’) e 116,2 (C-2°). Do hidrogénio em dy 6,88 (H-5") com os carbonos dc 148,2 (C-
4’); 146,4 (C-3) e 124,3 (C-1’). Do hidrogénio em dy 6,37 (H-8) com os carbonos em
oc 165,7 (C-7); 158,4 (C-9); 104,7 (C-10) e 99,4 (C-6). E, por dltimo, do hidrogénio dy
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6,17 (H-6) com os carbonos em dc 165,7 (C-7); 162,6 (C-5); 104,7 (C-10) e 94,6 (C-8)
(FIGURA 16, p. 45) (TABELA 8, p. 46).

Figura 16 — Subestruturas mostrando as correlacdes do HMBC entre os hidrogénios e
carbonos a duas e trés ligagdes, inclusive valores de deslocamento quimico,
evidenciando as correlagcdes dos hidrogénios de deslocamento quimico: (a) 7,72; (b)
7,62; (c) 6,88; (d) 6,37; e (e) 6,17

OH
H OH H
11622 1482,
1243
% H) Y
H
762
() (b)
HO_ 1657
o1 H” 162:
(d (e)

De acordo com os dados espectroscopicos apresentados do composto em questao
e com base na andlise comparativa dos dados de RMN de 'H e 13C descritos na literatura
(AGRAWAL, 1989; QUEIROZ, 2011) (TABELA 8, p. 44), foi possivel caracterizar o
composto MMA-3 como o flavonol quercetina (FIGURA 17, p. 46). E um importante
flavonol que pode ser encontrado em muitos alimentos comuns, incluindo magas, nozes,
repolho e muitos outros (LAKHANPAL; RAI 2007); com importantes atividades
comprovadas, como: antioxidante, antiinflamatéria, antiviral, antitumoral e antitlcera
(SIMOES et al., 2004). Ja foi anteriormente isolada na espécie Marcetia mucugensis

(QUEIROZ, 2011).
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Figura 17 — Estrutura quimica da quercetina

Tabela 8 - Dados de RMN 'H, °C e correlagdes de HSQC e HMBC (*J e *J) (500 x 125 MHz, CD;0D) de
MMA-3, comparado com os valores da literatura de RMN 'He C para a quercetina.

MMA-3 quercetina (literatura)
HSQC HMBC a b
#C| oc P 7 7 dc o
2 1489 - - - 147,5 -
3 1374 - - - 136,5 -
4 177,5 - - - 176,5 -
5 162,6 - H-6 - 161,0 -
6 994 6,17 (1H; d; J=1,9 Hz) - H-8 99,5 6,18 (1H; d; J=1,7 Hz)
7 165,7 - H-8, H-6 - 166,0 -
8 94,6 6,37 (1H; d; /= 1,8 Hz) - H-6 94,5 6,39 (1H; d; J=1,7 Hz)
9 1584 - H-8 - 156,7 -
10 104,7 - - H-8, H-6 104,0 -
1" 1243 - - H-5' 123,0 -
2' 116,2 7,72 (1H; d; J =2,0 Hz) - H-6' 116,0 7,73 (1H; d; J = 1,8 Hz)
3" 146,4 - H-2' H-5' 145,7 -
4' 148,2 - H-5° H-2',H-6' 148,1 -
5" 116,4 6,88 (1H; d; J = 8,5 Hz) - - 116,5 6,88 (1H; d; J = 8,5 Hz)
6' 121,8 7,62 (1H; dd; J= 8,5 Hz; 1,9 Hz) - H-2' 121,0 7,63 (1H; dd; J = 8,5 Hz; 1,8 Hz)

*- AGRAWAL, 1989 (CD;0D)
® - QUEIROZ, 2011 (500 x 125 MHz, CD;0D)



Figura 18 - Espectro de absorc¢do na regido do infravermelho de MMA-3
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Figura 20 - Espectro de RMN ""C-DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de MMA-3
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Figura 24 — Espectro HSQC (500 X 125 MHz, CD;0D) de MMA-3 (a) e sua expansao (b)
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Figura 25 — Espectro HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D) de MMA-3
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Figura 26 - Espectro HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D) de MMA-3 (expansao)
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3.5 Determinacao estrutural de MMA-4

Através de cromatografias de adsor¢do com silica gel da fragdo MMAFEAD,
produzida por particionamento do extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia
macrophylla, foi possivel o isolamento de 9,3 mg de um sélido amarelo denominado
MMA-4.

O espectro de absorcdo na regidao do infravermelho (FIGURA 35, p. 60) exibiu
uma banda larga em 3368 cm™, caracteristica de deformacdo axial de ligacio OH; uma
banda em 1650 cm'l, referente a deformacdo axial de ligacdo C=0, revelou ainda,
bandas em 1613, 1553 e 1430 cm'l, compativeis com deformacdo axial de C=C de anel
aromadtico.

Na andlise do espectro de massas de MMA-4 (FIGURA 36, p. 60), verificou-se
um valor de m/z 298 para o pico do ion molecular.

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;0D) (FIGURA 37, p- 60) mostrou um
conjunto de sinais em ¢ 7,37 (2H, d, J= 8,6 Hz) e J 6,85 (2H, d, J= 8,6 Hz), com padrdo
de hidrogénios aromaticos para-dissubstituidos (PAVIA et al., 2010), bem como um
simpleto bastante desprotegido em ¢ 8,12 (1H, s).

Verificou-se, também, pelo espectro de RMN 'H (FIGURA 37, p. 60), a
presenga de dois simpletos ¢ 2,23 (3H, s) e ¢ 2,12 (3H, s), que, baseado nos valores das
integrais para cada e nos valores de deslocamentos quimicos, possivelmente se tratam
de dois hidrogénios metilicos diferentes sofrendo algum efeito desprotetor. Estes
valores de deslocamento quimico sdo compativeis com hidrogénios metilicos ligados a
anel aromatico (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

O espectro de RMN C-CPD de MMA-4 (125 MHz, CD;0D) (FIGURA 38, p.
61) exibiu quatorze linhas espectrais, sendo treze pertencentes a carbonos sp> e uma
pertencente a carbono sp3. A absor¢do em ¢ 182,8 foi atribuida a carbonila de cetona
conjugada, enquanto que os deslocamentos em ¢ 161,7; 158,9; 158,4; 155,1; 154,9
foram associados a carbonos oxigenados (TABELA 9, p. 53). Uma absorc¢do em 0 8,1
foi atribuida a carbono metilico, entretanto verificou-se pelo espectro de RMN 'H a
existéncia de duas metilas, o que leva a supor que o valor de J 8,1 seja referente a dois
carbonos com o mesmo valor de deslocamento quimico. Desta forma, chega-se a um

total de 17 dtomos de carbono para a molécula de MMA-4.
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Através da comparacido do espectro de RMN BC-CPD com o de RMN "C-
DEPT 135 (FIGURAS 38 e 39, p. 61) foi verificado que, dos 17 carbonos da estrutura,

10 sdo ndo-hidrogenados, 5 sdo carbonos metinicos e 2 metilicos (TABELA 9).

Tabela 9 - Valores de deslocamento quimico de C de MMA-4 com padrio de
hidrogenagdo [(RMN 3C-CPD e DEPT (0 = 135), 6, MeOD, 125 MHz)]

C | CH | CH;
182,8 (C=0) 154,9 (C-0) 8,1
161,7 (C-0) 131,6 8,1
158,9 (C-0) 131,6
1584 (C-0) 116,4
155,1 (C-0) 116,4

1244
123,8
108,7
106,3
103,2
10C 5CH 2 CH;

Pelos dados fornecidos pelos espectros de absor¢do na regido do infravermelho
(a presenca dos grupos funcionais hidroxila e carbonila, bem como a presenca de anel
aromitico) e pelos espectros de RMN de 'H (evidenciando a presenca de hidrogénios
ligados a anel aromético), *C-CPD e RMN "*C-DEPT 135 (a presenga de 17 dtomos de
carbono na molécula, sendo 10 C e 5 CH), pdde-se pensar num esqueleto tipo
flavonéide. Entretanto, o fato de o espectro de RMN de 'H apresentar um simpleto de
deslocamento quimico muito desprotegido (J 8,12) pode indicar que a estrutura se trate
na verdade de uma isoflavona (FIGURA 27, p. 54), pois essa classe de produtos naturais
apresenta como caracteristica essencial, além dos hidrogénios aromaéticos, um simpleto

muito desprotegido em torno de ¢ 8,3 bem peculiar (CALDERON et al., 2002).
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Figura 27 - Estrutura basica de uma isoflavona

Analisando-se conjuntamente os espectros de RMN 'H e COSY (500 X 500
MHz, CD;0D) (FIGURAS 37, p. 60, e 40, p. 62), pdde-se constatar um acoplamento
orto entre os hidrogénios de deslocamento em ¢ 7,37 (2H, d, J= 8,6 Hz) e 6 6,85 (2H, d,

J= 8,6 Hz), compativel com um sistema aromatico para-dissubstituido (FIGURA 28).

Figura 28 — Subestrutura de sistema
aromadtico para-dissubstituido evidenciando
acoplamento orto entre os hidrogénios

X

O espectro bidimensional HSQC (500 x 125 MHz, CD;0D) (FIGURAS 41, p.

62, e 42, p. 63) possibilitou correlacionar o simpleto do hidrogénio em ¢ 8,12 (H-2) ao
seu respectivo carbono em ¢ 154,9 (C-2) (FIGURA 29, p. 55), carbono anteriormente
identificado como oxigenado, reforcando a idéia da estrutura de MMA-4 se tratar de

uma isoflavona.
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Figura 29 — Subestrutura de isoflavona
mostrando a correlagdo HSQC entre hidrogénio
em 0 8,12 e seu respectivo carbono.
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Foi possivel também, através do espectro de HSQC (FIGURAS 41, p. 62, e 42,

p- 63), relacionar os sinais dos hidrogénios do anel aromético para-dissubstituido em dy
07,37 (H-2’ e H-6’) e 6,85 (H-3’e H-5") com os seus respectivos carbonos em dc 131,6
(C-22eC-6)e 116,4 (C-3’e C-5°). Partindo da hip6tese de MMA-4 ser uma isoflavona,
os dois substituintes do anel para-dissubstiuido seriam: o carbono 3 da isoflavona,
ligado ao 1’ do anel para-dissubstiuido, e algum grupo protetor orto-para ligado na
extremidade 4’ do anel para-dissubstituido, certamente uma hidroxila, para justificar os

deslocamentos relativamente distantes dos hidrogénios aromaticos (FIGURA 30).

Figura 30 — Subestrutura de isoflavona mostrando
as correlagdes HSQC entre os hidrogénios
aromdticos do anel para-dissubstituido e seus
respectivos carbonos

O espectro de HSQC (FIGURAS 41 e 42) também mostrou as correlagdes entre
os hidrogénios metilicos d 2,23 (3H, s) e 2,12 (3H, s) com o sinal em J 8,1, indicando
dois carbonos com o mesmo deslocamento quimico. Partindo-se da hipdtese que estas
duas metilas estdo ligadas a anel aromético, como foi sugerido anteriormente, e que elas

ndo pertencem ao anel aromatico para-dissubstituido; elas deverdo pertencer, desta
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forma, ao outro anel aromético presente na isoflavona, restando saber a localizacdo
delas e dos outros possiveis substituintes que poderdo estar presentes na estrutura.

Com base no espectro HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D) (FIGURAS 43, 44, p.
63, e 45, p. 64) foi possivel observar o acoplamento de hidrogé€nios arométicos com
carbonos. O hidrogénio em Jy 6,85 (H-3’ e H-5") com os carbonos em dc 158,9 (C-4°),
123,8 (C-1") e 116,4 (C-3’ e C-5) (FIGURA 31a). Do hidrogénio em dy 7,37 (H-2’ e
H-6’) com os carbonos em dc 158,9 (C-4’), 131,6 (C-2’ e C-6’) e 124,4 (C-3); este
acoplamento com o carbono em 124,4 (C-3) € mais provavel para os hidrogénios mais
préximos (H-2’ e H-6’), pois os hidrogénios H-3" e H-5" estdo a 4 ligagdes do carbono
C-3 (FIGURA 31b).

O hidrogénio de deslocamento dy 8,12 acopla com o carbono carbonilico em dc
182,8 (C-3); com o carbono oxigenado de deslocamento dc 155,1 (C-9) e com um
carbono nao-hidrogenado em 124,4 (C-3). Sendo confirmada, assim, sua posi¢do como
hidrogénio H-2, ligado ao carbono C-2 da isoflavona (FIGURA 31c) (TABELA 10, p.
59).

Figura 31 — Subestruturas da isoflavona mostrando as correlacdes do HMBC entre os
hidrogénios e carbonos a duas e trés ligacdes, inclusive valores de deslocamento quimico,
evidenciando as correlagdes dos hidrogénios de deslocamento quimico: (a) 6,85; (b) 7,37;
(c) 8,12

H
123:8 H
11624
1589
H ) OH
H
685
(a) (b) (©)

Os hidrogénios metilicos de deslocamento quimico Jdy 2,23 acoplam com o
carbono dc 155,1 (C-9). Esta informacdo é importantissima, conferindo a esta metila
uma localizac¢@o no carbono 8, pois é o tinico local (a distincia de duas ou trés ligacdes)
onde um substituinte metilico do anel aromatico poderia acoplar com o carbono C-9. Os
hidrogénios desta metila acoplam também com o carbono ndo-hidrogenado de

deslocamento quimico dc 103,2 (C-8), indicando que estd diretamente ligado a metila.
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Existe ainda um outro acoplamento destes hidrogénios metilicos com um carbono
oxigenado dc 161,7 (C-7), que pelas informagdes de deslocamento quimico se trata de

um carbono hidroxilado (FIGURA 32).

Figura 32 — Subestrutura mostrando as correlacdes do HMBC
entre os hidrogénios metilicos em dy 2,23 e carbonos a duas e
trés ligacdes, inclusive valores de deslocamento quimico

2:23

Os hidrogénios metilicos de deslocamento quimico Jdy 2,12 acoplam com o
carbono dc 161,7 (C-7), um carbono hidroxilado. Os hidrogénios desta metila acoplam
também com o carbono ndo-hidrogenado de deslocamento quimico dc 108,7 (C-6).
Existe ainda um outro acoplamento destes hidrogénios metilicos com um carbono
oxigenado dc 158,4 (C-5), que pelas informagdes de deslocamento quimico se trata de

um carbono hidroxilado (FIGURA 33).

Figura 33 — Subestrutura mostrando as correlacdes do HMBC
entre os hidrogénios metilicos em dy 2,12 e carbonos a duas e
trés ligacdes, inclusive valores de deslocamento quimico

HO
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De acordo com os dados espectroscopicos do composto em questdo apresentados
e também através de comparagdo com os dados de RMN de BC e 'H descritos na
literatura (CALDERON er al., 2002) (TABELA 10, p- 59), foi possivel caracterizar o
composto MMA-4 como a isoflavona 4°,5,7-trihidroxi-6,8-dimetilisoflavona (FIGURA
34).

Esta substancia tem cardter inédito no gé€nero Marcetia, entretanto ja foi
encontrada em Melastomataceae, na espécie Henriettella fascicularis (CALDERON et

al., 2002). Segundo a literatura, esta isoflavona possui atividade antiestrogénica

(CALDERON et al., 2002).

Figura 34 — Estrutura quimica da 4’°,5,7-trihidroxi-6,8-
dimetilisoflavona

CH;
HO o)
H;C '
OH O
OH
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Tabela 10 - Dados de RMN 'H, "°C e correlagdes de HSQC e HMBC (*J ¢ *J) (500 x 125 MHz,
CD;0OD) de MMA-4, comparado com os valores da literatura de RMN 'H e Bc para a 4°,5,7-
trihidroxi-6,8-dimetilisoflavona.

MMA-4 4’ .5,7-trihidroxi-6,8-isoflavona
HSQC AMBC (literatura®)
#C | dc o 7 T dc dn
2 1549 8,12 (1H; s) - - 153,8 8,35 (1H; s)
3 124,4 - - - 121,4 -
4 1828 - - - 180,5 -
5 158,4 - H-6 - 152,8 -
6 1087 - - H-8 107,0 -
7 161,7 - H-8, H-6 - 159.,9 -
8 103,2 - - H-6 101,5 -
9 1551 - H-8 - 156,5 -
10 106,3 - - H-8, H-6 104,3 -
' 1238 - - H-5' 121,8 -
26> 131,6 7,37 (2H;d;J = 8,6 Hz) - H-6' 130,1 7,36 (2H; d; J = 8,6 Hz)
3.5 1164 6,85 (2H;d; J=8,6 Hz) H-2' H-5' 115,0 6,85 (2H; d; J = 8,6 Hz)
4 158,9 - H-5 H-2',H-6' 156,5 -
CHs-6 8,1 2,12 (3H; s) 7,9 2,10 (3H; s)
CH;-8 8,1 2,23 (3H; s) 8,0 2,20 (3H; s)

*- CALDERON et al., 2002 (500 x 125 MHz, DMSO-ds)



Figura 35 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho de MMA-4
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Figura 36 - Espectro de Massas de MMA-4 (IE, 70 eV)
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Figura 37 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CD50D) de MMA-4
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Figura 38 - Espectro de RMN C- CPD (125 MHz, CD3OD) de MMA-4
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Figura 39 - Espectro de RMN "°C DEPT-135 (125 MHz, CD;0D) de MMA-4
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Figura 40 - Espectro COSY (500 x 500 MHz, CD;0D) de MMA-4
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Figura 41 - Espectro HSQC (500 x 125 MHz, CD;0D) de MMA-4
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Figura 42 - Espectro HSQC (500 x 125 MHz, CD3;0D) de MMA-4 (expansio)
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Figura 43 - Espectro HMBC (500 x 125 MHz, CD;0OD) de MMA-4
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Figura 44 - Espectro HMBC (500 x 125 MHz, CD30D) de MMA-4 (expansoes 1)
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Figura 45 - Espectro HMBC (500 x 125 MHz, CD;0D) de MMA-4 (expansdes 2)
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3.4 Determinacao estrutural de MMA-5

Através de sucessivas cromatografias, utilizando resina de sephadex LH-20 e
silica gel, da fracdo acetato de etila obtida do extrato hidroalcodlico das folhas de
Marcetia macrophylla, foi possivel o isolamento de 28,7 mg de um sélido amorfo de
cor marrom denominado MMA-5.

O espectro de absorcdo na regidao do infravermelho (FIGURA 50, p. 70) exibiu
uma banda larga em 3290 cm™ caracteristica de deformagio axial de ligacio OH, uma
banda em 1704 cm™ referente a deformagdo axial de ligagio C=0 e bandas em 1614,
1520 e 1468 cm™ compativeis com deformagio axial de C=C de anel aromético.

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CD;0D) (FIGURA 52, p. 70) mostrou
apenas 3 sinais. Um simpleto, um tripleto e um quarteto. O tripleto tem deslocamento
quimico ¢ 1,34 ppm e integracdo para 3 hidrogénios, e o quarteto tem deslocamento ¢
4,27 ppm e integracdo para 2 hidrogénios. Pela integracdo, sugere-se que o tripleto (0
1,34) corresponda a hidrogénios de um grupo CHj e que o quarteto (d 4,27) seja de um
CH,. Ambos, o tripleto e o quarteto, tém acoplamento vicinal (J= 6 Hz e J= 7 Hz,
respectivamente). Isto evidencia que os hidrogénios do tripleto e do quarteto acoplam
entre si, sugerindo, assim, a presenca de um grupo etila na molécula. Outro fator
interessante € o deslocamento quimico dos hidrogénios em ¢ 4,27 ppm. Esta regido é
bem caracteristica de hidrogé€nios ligados a carbonos oxigenados. Pode-se deduzir,
entdo, que a referida substancia apresenta um grupo etoxila na molécula.

Ainda na andlise do espectro de RMN 'H, foi possivel observar a presenca de
um simpleto, como j4 anteriormente citado, que apresenta deslocamento quimico na
regido de hidrogénios aromadticos em ¢ 7,05 com integragdo para 2 hidrogénios.
Sugerindo, assim, a presenca de anel aromatico na molécula.

O espectro de RMN "*C-CPD de MMA-5 (75 MHz, CD;0OD) (FIGURA 53, p.
71) exibiu sete linhas espectrais, sendo que, cinco estio na regido de carbono sp” e duas
estdo na regido de carbono sp’. O espectro apresentou um absor¢do em o 168,7 ppm
referente a grupamento carbonilico. Apresentou também quatro picos na regido de
carbonos aromaticos, sendo dois associados a carbonos oxigenados (J 146,6 e 6 139,8) e
dois a carbonos ndo oxigenados (6 122,0 e  110,2). Mostrando-se, a primeira vista,
incompativel com anel benzénico, pois para isto deveriam existir seis carbonos

aromdticos. Pensou-se, entdo, na possibilidade de o anel benzénico ter alguma simetria.
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Através da comparacido do espectro de RMN BC-CPD com o de RMN "C-
DEPT 135 (FIGURA 54, p. 71), foi verificada a presenga de um pico associado a
carbono metilico e um pico associado a carbono metilénico, confirmando o que foi
previsto pela andlise do espectro de RMN 'H. Verificou-se, também, a presenca de um
pico para carbono metinico (6 110,2); entretanto, pelo espectro de RMN 'H, viu-se que
existem dois hidrogénios aromdticos e ndo um como se verifica no espectro de RMN
BC-DEPT 135. Percebeu-se, entio, que o pico referente a carbono metinico (6 110,2) no
espectro de RMN "“C-DEPT 135 se refere a dois carbonos e que existe sim anel
benzénico, que se apresenta com simetria, como pensado anteriormente. Baseado nisto,
devera existir mais um pico no espectro de RMN “C-CPD que corresponde a 2

carbonos equivalentes (TABELA 11).

Tabela 11 - Deslocamento quimico de RMN "“C-CPD de MMA-5 com padrio de
hidrogenagao [(RMN 3C-CPD e DEPT (0 = 135), §, MeOD, 75 MHz)]

C CH CH, CH;
168,7 (C=0) 110,2 (CH)(x2) 61,8 (OCH,) 14,8 (CHz)
146,6 (C-0)(x2)
139,8 (C-0)
122,0 (C)
5C 40 2CH 1CH, 10 1CH;

Com as observagdes feitas até o momento, foi verificada a presenca dos
seguintes grupos: um anel aromdtico, um grupo carbonila e um grupo etoxila (FIGURA
46, p. 67). Isto permite encontrar um IDH de 5 para esta molécula. Como existem ao
todo 9 carbonos na molécula, encontra-se, através do IDH, que o nimero de hidrogénios
¢ 10. Sabendo-se que o nimero de oxigénios na molécula é 5 (TABELA 11), chega-se a
uma férmula molecular CoH;¢Os. Isto pode ser confirmado pelo espectro de massas da
molécula (FIGURA 51, p. 70), que mostra um pico fon molecular de massa m/z 198,

correspondendo, assim, a férmula molecular prevista.
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Figura 46 — Fragmentos presentes na estrutura de MMA-5: (a) anel benzénico;
(b) carbonila; (c) etoxila
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Analisando-se o espectro COSY (300 MHz, CD;OD) (FIGURA 55, p. 72),
pdde-se constatar um acoplamento entre os hidrogénios de deslocamento ¢ 4,27 (2H, q,
J= 17,0 Hz) e 6 1,34 (3H, t, J= 6,0 Hz). Confirmando o que se havia sugerido pela
anlise do espectro de RMN 'H.

O espectro bidimensional HSQC (300 x 75 MHz, CD;0D) (FIGURA 56, p. 72)
possibilitou correlacionar os sinais de hidrogénio em dy 7,05 (H-2 e H-6); 4,27 (H-8) e
1,34 (H-9) com os seus respectivos carbonos em déc 110,2 (C-2 e C-6); 61,8 (C-8) e 14,8
(C-9) (FIGURA 47) (TABELA 12, p. 69).

Figura 47 — Subestruturas mostrando as correlagdes do HSQC entre os hidrogénios e
seus respectivos carbonos: (a) no anel aromadtico; (b) no grupo etoxila
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Com base no espectro HMBC (300 x 75 MHz, CD;0D) (FIGURA 57, p. 73) foi
possivel determinar o acoplamento de hidrog€nios com carbonos a uma distincia de
duas e trés ligacdes, bem como, a posicdo das hidroxilas na molécula. Foi possivel
verificar os acoplamentos a duas ligagdes do grupo etila, sendo que os hidrogénios do

grupo CHj3 acoplam com o carbono do CH; e vice-versa- hidrogénios em Jy 1,34 (C-9)




68

com o carbono em dc 61,8 (C-8); hidrogénios em dy 4,27 (C-8) com o carbono em dc
14,8 (C-9). Um acoplamento importante € do hidrogénio em dy 1,34 (C-9) com o
carbono carbonilico em dc 168,7 (C-7); evidenciando a presenca de um grupo éster na
molécula. Os hidrogénios aromaticos da molécula em dy 7,05 (H-2 e H-6) acoplam com
todos os carbonos aromaticos: oJc 146,6 (C-3 e C-5); 122,0 (C-1); 139,8 (C-4) e 110,2
(C-2 e C-6). Ele acopla também com o carbono carbonilico em Jc 168,7 (C-7),
evidenciando que a carbonila estd diretamente ligada ao anel aromético (FIGURA 48)

(TABELA 12, p. 69).

Figura 48 - Subestruturas mostrando as correlagdes do HMBC entre os hidrogénios e
carbonos a duas e trés ligacdes, contendo os valores de deslocamento quimico de 'He
B, para os fragmentos: (a) oy 7,05 e (b) oy 1,34 e oy 4,27.

(@ (b)

A partir da andlise dos dados espectroscopicos do composto em questdo foi
possivel caracterizar o composto MMA-5 como o galato de etila (FIGURA 49, p. 69),
um composto derivado do dcido gélico. A estrutura caracterizada foi confirmada através
de comparagdo com dados da literatura (OOSHIRO et al., 2009).

O galato de etila apresenta atividade antimicrobiana (OOSHIRO et al., 2009) e,
apesar de derivados de 4cido gdlico, taninos e elagitaninos serem comuns em
Melastomataceae (ISAZA; ITO; YOSHIDA, 2004; YOSHIDA; AMAKURA;
YOSHIMURA, 2010), este é o primeiro relato no género Marcetia. E razodvel,
entretanto, considerar a hipdtese que este composto possa se tratar de um artefato
produzido durante a obten¢do do extrato, em virtude de os solventes utilizados terem
sido etanol e 4gua e do composto obtido ter sido um composto etoxilado (PIZZOLATTI

et al, 2002).




Figura 49 - Estrutura quimica do galato de etila
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Tabela 12 - Dados de RMN 'H, "°C e correlagdes de HSQC e HMBC (°J e *J) (300 x 75 MHz,
CD;0D) de MMA-5, comparado com os valores da literatura de RMN 'H e °C para o galato de

etila.
MMA-5 galato de etila (Literatura)”
HSQC HMBC
#C | oc o 27 7 de o
1 122,0 - H-2,6 - 121,8 -
2,6 1102 7,05 (2H; s) - H-2,6 110,0 7,04 (2H; s)
3,5 146,6 - H-2,6 - 146,5 -
4 139,8 - - H-2,6 139,8 -
7(CO) 168,7 - - H-8; H-2,6 168,6 -
8(CH,) 61,8 4,27 (2H;q;J=7,0 Hz) H-9 - 61,6 4,26 (2H;q;J=7,3Hz)
9(CH;) 14,8 1,34 3H;t;J=6,0 Hz) H-8 - 14,6 1,33 B3H; t; J=7,3 Hz)

* - OOSHIRO et al., 2009 (600,05 x 150,80 MHz, CD;0D)
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Figura 50 - Espectro de absorc¢do na regido do infravermelho de MMA-5
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Figura 52 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CD3;0D) de MMA-5
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Figura 53 - Espectro de RMN "“C-CPD (75 MHz, CD;0D) de MMA-5
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Figura 54 - Espectro de RMN "°C DEPT-135 (75 MHz, CD;0D) de MMA-5

— 110.18
—61.83
it JGT

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 ppm




Figura 55 - Espectro COSY (300 x 300 MHz, CD;0D) de MMA-5
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Figura 56 - Espectro HSQC (300 x 75 MHz, CD;0D) de MMA-5
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Figura 57 - Espectro HMBC (300 x 75 MHz, CD;0D) de MMA-5
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Métodos Cromatograficos

4.1.1 Cromatografia Liquida em Coluna (CC)

As cromatografias de adsorcao foram realizadas utilizando-se gel de silica 60 (®
63-200 um), da Vetec para a cromatografia em coluna e gel silica 60 (® 40-63 um) da
Merck para cromatografia sob média pressao (cromatografia flash). Os comprimentos e
os didmetros das colunas variaram de acordo com as aliquotas das amostras e as
quantidades de silica a serem utilizadas. Para a eluicdo foram utilizados os solventes:
hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila € metanol assim como misturas
bindrias desses solventes em ordem crescente de polaridade. Todos os solventes eram de

qualidade P. A.

4.1.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Foram utilizadas cromatoplacas de gel de silica 60 (® um 2 — 25 um) sobre
aluminio da Merck (com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm). Utilizou-se
também CCD em placas de vidro empregadas de dimensdes 10 x 5 cm, que foram feitas
utilizando-se gel de silica 60 (® 2 — 25 um).

A revelac@o das substincias foi feita por exposi¢do a irradiagdo na faixa do
ultravioleta (UV) em aparelho Spectroline modelo ENF 240 C/F, com dois
comprimentos de onda (365 e 312 nm) e por aspersdo com solugdo de vanilina
(CgHgO3) em acido perclérico (HCIO,) e etanol (C,HsOH), seguida de aquecimento em

chapa elétrica a 100°C por aproximadamente 5 minutos.

4.1.3 Cromatografia de Exclusdo

Os fracionamentos por cromatografia de exclusdo foram feitos em gel de

dextrana Sephadex LH-20, utilizando-se metanol puro como fase mével.
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4.2 Métodos Espectroscopicos

4.2.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IV)

Os espectros na regido do IV foram obtidos em Espectrometro Perckin Elmer
modelo FT-IR Espectrum 100 no Laboratério de Espectrometria de Massa do Nordeste
(LEMANOR) do Departamento de Quimica Organica e Inorginica da Universidade
Federal do Ceard, utilizando filme de KBr para andlise de amostras liquidas e acessorio

de refletancia total atenuada (ATR) para amostras sélidas.

4.2.2 Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massas foram obtidos em cromatégrafo gasoso acoplado a
espectrometro de massa (CG-EM) Shimadzu, modelo QP 2010 através de impacto
eletronico a 70 eV, do Laboratério de Bioinorganica do Departamento de Quimica

Orgéanica e Inorganica da Universidade Federal do Cear4.

4.2.3 Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e
Carbono-13 (RMN 13 (), unidimensionais e bidimensionais foram obtidos a temperatura
ambiente, em espectrOmetros Bruker, modelos Avance DPX-300 e Avance DRX-500,
pertencentes ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso de Ressonancia Magnética
Nuclear (CENAUREMN), operando na freqii€éncia do hidrogénio a 300,13 MHz e
500,13 MHz, e na freqiiéncia do carbono a 75,47 MHz e 125,75 MHz, respectivamente.

Os espectros unidimensionais de RMN '“C-CPD foram efetuados sob
desacoplamento total de hidrogénios. Quantidades variadas de amostra foram
dissolvidas em 0,6 mL de solvente deuterado (CDCl; ou CD3;0D) e acondicionadas em
tubos de RMN de 5 mm. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por
milhdo (ppm) e referenciados para o RMN 'H pelo picos dos hidrogénios pertencentes
as moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes cloroférmio (& 7,27) e metanol (o
3,31). Nos experimentos de RMN C, os deslocamentos foram referenciados pelos

picos centrais dos carbonos-13 dos solventes cloroférmio (6 77,23) e metanol (49,17).
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As multiplicidades das bandas de absorcdo dos hidrogé€nios nos espectros de
RMN 'H foram indicadas segundo a convencdo: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), q
(quarteto) e m (multipleto).

O padrao de hidrogenagdo dos carbonos em RMN BC foi determinado a partir
da utilizacdo da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)
variando o &ngulo de nutacdo (0) de 135°, descrito segundo a convengio: C (carbono
nao-hidrogenado), CH (carbono metinico), CH, (carbono metilénico) e CH; (carbono
metilico). Os carbonos nao-hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo do

espectro DEPT 135° do espectro de BC-CPD.

4.3 Estudo dos constituintes fixos de Marcetia macrophylla

4.3.1 Coleta do Material

As folhas de Marcetia macrophylla, selecionadas para o estudo, foram coletadas
na Chapada Diamantina- Bahia em fevereiro de 2009, pelo Prof. Edilberto Rocha
Silveira do DQOI-UFC. A classificag@o botanica foi realizada pela Profa. Maria Lenise
Silva Guedes do Instituto de Biologia do Departamento de Botanica da Universidade
Federal da Bahia. A exsicata referente a coleta encontra-se depositada no Herbario
Alexandre Leal Costa, no Departamento de Biologia da Universidade Federal da Bahia,

sob o registro de nimero 94836.

4.3.2 Obtencdo do extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia macrophylla —
MMAFEA

Na preparacdo do extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia macrophylla,
1,49 Kg das folhas secas e trituradas foram extraidas com solucéo de etanol-dgua (7:3)
por sete dias, seguidos por duas extragdes com etanol. O extrato bruto foi obtido a partir
da remocdo do solvente em rota-evaporador sob pressdo reduzida, dando 133,38 g

(8,95%) de um material marrom escuro, viscoso denominado MMAFEA.
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4.3.3 Tratamento cromatogrdfico de MMAFEA

Uma aliquota de 101,86 g do extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia
macrophylla foi dissolvida em 900 mL da mistura de solventes metanol/dgua destilada
(7:3) e fracionada por parti¢do utilizando: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-
butanol. Foram obtidas 5 fracdes, que foram concentradas em rota-evaporador sob
pressdo reduzida e analisadas por CCD. As fracdes obtidas foram denominadas
MMAFEAH, MMAFEAD, MMAFEAAE, MMAFEAB ¢ MMAFEAAQ (TABELA
13).

Tabela 13 - Particionamento do extrato hidroalco6lico MMAFEA

FRACAO ELUENTE PESO (g)
MMAFEAH Hexano 9,7
MMAFEAD Diclorometano 8,3

MMAFEAAE Acetato de Etila 13,6
MMAFEAB n-Butanol 10,7
MMAFEAAQ Agua 33,6
TOTAL 75,9
RENDIMENTO 74,5 %

4.3.4 Fracionamento cromatogrdfico de MMAFEAH

Uma aliquota de 9,0 g de MMAFEAH foi adsorvida em 44,0 g de gel de silica e
acondicionada em uma coluna de didmetro interno de 7,5 cm sobre 81,4 g de gel de
silica. A elui¢éo foi realizada com os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol. Foram obtidas 4 fracdes que foram concentradas sob pressio reduzida em rota-

evaporador e, posteriormente, foram pesadas (TABELA 14, p. 78).
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Tabela 14 - Fragdes da coluna cromatografica de MMAFEAH

FRACAO SIGLA ELUENTE VOLUME (mL) PESO (g)
1 MMAFEAH-H H 500 1.8
2 MMAFEAH-D D 900 4,4
3 MMAFEAH-AE AE 300 1,8
4 MMAFEAH-M M 700 0,7

Legenda: H=Hexano; D=Diclorometano; AE= Acetato de Etila; M=Metanol

4.3.4.1 Isolamento de MMA-1

A fracio 1 (MMAFEAH-H, 1,8 g) foi adsorvida em 3,7 g de gel de silica e
acondicionada em uma coluna de didmetro interno de 3,0 cm sobre 37,0 g de gel de
silica. A elui¢do foi realizada com os solventes hexano, diclorometano e acetato de etila,
utilizando os solventes puros ou misturas bindrias em ordem crescente de polaridade.
Foram obtidas 64 fracdes de 8 mL, que apds andlise comparativa por CCD foram

reunidas em 16 fragdes, conforme suas semelhancas de Rf (TABELA 15, p. 79).
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Tabela 15 - Fracdes da coluna cromatografica de MMAFEAH-H

FRACAO ELUENTE PESO (mg)
1-2 H-100% 0,4
3 H-100% 2,5
4 H-100% 15,7
5-8 H-100% 17,1
9-12 H-100% 1,3
13-14 H/D-5% 6.3
15-23 H/D-5% 24,1
24-27 H/D-10% 1,8
28-29 H/D-20% 1,0
30 H/D-20% 1,5
31-32 H/D-20% 75,5
33-38 H/D-50% 582,5
39-45 H/D-50% 726,9
46-47 D-100% 21,4
48-57 D-100% 61,9
58-64 D/AE-50% 13,0

Legenda: H=Hexano; D=Diclorometano; AE= Acetato de Etila

A fracdo 15-23 (24,1 mg) denominada MMA-1, apresentou-se como um 6leo
incolor, solivel em cloroférmio e homogéneo em CCD. Andlise por RMN 'He "C
(unidimensionais) e comparacdo com dados obtidos da literatura permitiu identifici-la
como sendo o triterpeno esqualeno. O fluxograma 1 (p. 80) mostra o isolamento de

MMA-1.



Fluxograma 1 - Isolamento de MMA-1

MMAFEAH

90¢g

Cromatografia em Coluna Filtrante
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MMAFEAH-H MMAFEAH-D
1,8g 4,48

MMAFEAH-AE
18¢g

MMAFEAH-M
0,7g

Cromatografia em Coluna

Demais [15-23]
Fragoes 24,1 mg
MMA-1

24,1 mg
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4.3.4.2 Isolamento de MMA-2

A fracdo 2 (MMAFEAH-D, 4,4 g) foi adsorvida em 3,5 g de gel de silica e
acondicionada em uma coluna de didmetro interno de 4,5 cm sobre 24,9 g de gel de
silica. A eluicdo foi realizada com os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol, utilizando os solventes puros ou misturas bindrias em ordem crescente de
polaridade. Foram obtidas 48 fracdes de 15 mL, que apds andlise comparativa por CCD

foram reunidas em 14 fracdes, conforme suas semelhancas de Rf (TABELA 16).

Tabela 16 - Fracdes da coluna cromatografica de MMAFEAH-D

FRACAO ELUENTE MASSA (mg)
1 H/D-50% 0,1
2 H/D-50% 60,4
3 H/D-50% 144,2
4-8 H/D-75% 2324
9-13 H/D-75% 803,3
14-17 D-100% 500,0
18 D-100% 87,3
19 D/AE-20% 12,3
20 D/AE-20% 61,8
21 D/AE-20% 31,3
22-23 D/AE-20% 852,5
24-30 D/AE-50% 441,4
31-41 AE/M-50% 156,3
42-48 M-100 % 42,7

Legenda: H=Hexano; D=Diclorometano; AE= Acetato de Etila; M=Metanol

A fracdo 18 foi submetida a uma recristalizacdo utilizando metanol como
solvente, resultando em 10,0 mg de um sélido branco, solivel em cloroférmio,
homogéneo em CCD, que passou a ser denominado MMA-2. Anélise por CCD, RMN
'H, infravermelho e comparacdo com dados obtidos da literatura permitiu identific-la
como sendo a mistura dos esterdides S-sitosterol e estigmasterol. O fluxograma 2 (p. 82)

mostra o isolamento de MMA-2.



Fluxograma 2 - Isolamento de MMA-2
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4.3.5 Fracionamento cromatogrdfico de MMAFEAD

6,9 g de MMAFEAD foram adsorvidos em 15,0 g de gel de silica e
acondicionados em uma coluna de didmetro interno de 4,0 cm sobre 58,0 g de gel de
silica. A eluicdo foi realizada com os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila,
metanol e dgua, utilizando os solventes puros ou misturas bindrias em ordem crescente

de polaridade (TABELA 17). Foram obtidas um total de 8 fracdes.

Tabela 17 - Fragdes da coluna cromatografica de MMAFEAD

FRACAO ELUENTE VOLUME (mL) MASSA (mg)
1 H- 100 % 200 15,6
2 H/D - 50 % 200 10,8
3 D-100 % 500 211,0
4 D/AE - 50 % 500 2622,7
5 AE - 100 % 900 1277,0
6 AE/M - 50 % 400 2182,4
7 M - 100 % 800 259,8
8 M/A - 50 % 500 41,7

H: Hexano; D: Diclorometano; AE: Acetato de Etila; M: Metanol; A: Agua

4.3.5.1 Isolamento de MMA-3 e MMA-4

2,6 g da fracdo 4 resultante da coluna de fracionamento de MMAFEAD
(TABELA 17) foram adsorvidos em 8,6 g de gel de silica e acondicionados em uma
coluna de didmetro interno de 4,3 cm sobre 17,8 g de gel de silica. A elui¢do foi
realizada com os solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, utilizando
os solventes puros e misturas bindrias em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas

8 fracdes (TABELA 18, p. 84).
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Tabela 18 - Fracdes da coluna cromatogréfica da fracdo 4 de MMAFEAD

FRACAO ELUENTE VOLUME (mL) MASSA (mg)

1 H-100 % 75 2,6

2 H/AE - 10 % 50 1,1

3 H/AE -20 % 50 1,2

4 H/AE - 35 % 100 511,0

5 H/AE - 50 % 100 1006,8

6 AE - 100 % 50 708,7

7 AE - 100 % 50 71,4

8 M -100 % 100 44,0

H: Hexano; D: Diclorometano; AE: Acetato de Etila; M: Metanol

Percebeu-se que, na fragdo 6, houve a formagdo de um precipitado no fundo do
frasco o qual continha a mistura dos solventes hexano e acetato de etila. Separou-se, por
filtracdo simples, o s6lido da mistura de solventes e, como resultado, foram obtidos 42,5
mg de um sdlido de cor amarelada, solivel em metanol, de aspecto homogéneo em
CCD denominado MMA-3. Através da andlise na regido dos espectros de
infravermelho, RMN 'H e "*C, Uni e Bidimensionais, e comparacdo com dados obtidos
da literatura (AGRAWAL, 1989; QUEIRQOZ, 2011), foi possivel identificar MMA-3
como o flavonol quercetina (FLUXOGRAMA 3, p. 85).

A fracdo 5 também apresentou-se como um precipitado em hexano e acetato de
etila. A mistura de solventes foi separada do sélido utilizando uma pipeta de Pasteur
com algoddo na ponta, resultando, assim, em 9,3 mg de um sélido amarelado, soliivel
em metanol e de unica mancha em cromatoplaca. Este sélido foi denominado MMA-4.
Por meio de andlises na regido do infravermelho, espectrometria de massas, RMN '"He
C, Uni e Bidimensionais, e comparacio com dados obtidos da literatura (CALDERON
et al., 2002), foi possivel identificar MMA-4 como a isoflavona: 4°,5,7-trihidroxi-6,8-
dimetilisoflavona (FLUXOGRAMA 3, p. 85).



Fluxograma 3 - Isolamento de MMA-3 e MMA-4
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4.3.6 Fracionamento cromatogrdfico de MMAFEAAE

O fracionamento cromatogrifico de MMAFEAAE foi realizado utilizando
cromatografia de exclusdo com resina de Sephadex LH-20, em que 6,0 g do material
foram dissolvidos em metanol e eluidos em metanol 100 %, numa coluna de 5,5 cm de
didmetro interno e 19,4 cm de altura da fase fixa. Foram obtidas 40 fracdes coletadas
em volumes variados, da seguinte forma: fragdo 1- 100 mL; fracdes 2 a 17- 30 mL cada;
fragdes 18 a 36- 50 mL cada; fracdo 37- 200 mL; fracdo 38- 500 mL; fragdo 39- 500
mL; fracdo 40- 2000 mL. As fracdes semelhantes foram reunidas apds andlise por
cromatografia de camada delgada. Este fracionamento cromatografico foi denominado

de Coluna Sephadex 1 ou, simplesmente, CS-1 (TABELA 19).

Tabela 19 - Fracdes reunidas da coluna cromatogrifica sephadex da fracdo
MMAFEAAE (CS-1) e suas massas

FRACAO MASSA (mg)

1 24,5

2 22,1
3-4 554,6
5-7 1008,0
8 469,7
9-12 11478
13-16 815,0
17-21 400,3
22-26 260,9

27-29 71,0
30-36 126,3
37-39 184.,8
40 182,8

A fracdo 8 obtida de CS-1 (469,7 mg) foi dissolvida em metanol, acondicionada
numa coluna de 2,2 cm de didmetro interno e 17,0 cm de altura da fase fixa (resina de
Sephadex LH-20) e eluida com metanol. Foram obtidas 23 fracdes que foram coletadas
em volumes de 10 mL, com exce¢do da dltima fracdo (fracdo 23) que foi coletada em

volume de 50 mL. Apds andlise por cromatografia de camada delgada, as fracdes de
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RF’s semelhantes foram reunidas e posteriormente pesadas. Este fracionamento

cromatografico foi denominado de Coluna Sephadex 2 ou CS-2 (TABELA 20).

Tabela 20 - Fragdes reunidas da coluna cromatografica CS-2 e suas massas

FRACAO MASSA (mg)

1-4 9.7
5-6 32,0

7-8 122,6

9 65,5

10-11 147,6
12-13 52,4
14-17 14,5
18-23 3.8

4.3.6.1 Isolamento de MMA-5

A fragao 7-8 de CS-2 (122,6 mg) foi adsorvida em 660 mg de gel de silica e, em
seguida, acondicionada em uma coluna de didmetro interno de 2,4 cm sobre 33,0 g de
gel de silica. A eluigdo foi realizada com os solventes hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol, utilizando os solventes puros ou misturas bindrias em ordem crescente
de polaridade. Foram obtidas 30 fracdes (TABELA 21, p. 88). Apds andlise por
cromatografia de camada delgada, as fracdes de Rf’s semelhantes foram reunidas e
posteriormente pesadas (TABELA 22, p. 88).

A fragdo 6-8 desta coluna cromatogrifica apresentou-se como um soélido
marrom, homogéneo em cromatoplaca, solivel em metanol que foi, posteriormente,
denominado de MMA-5. Por meio da andlise dos espectros de infravermelho, massas,
RMN 'H e "°C, Uni e Bidimensionais, e comparagdo com dados obtidos da literatura
(OOSHIRO et al., 2009), foi possivel identificar MMA-5 como o galato de etila, um
éster derivado do 4cido gilico (FLUXOGRAMA 4, p. 89).



Tabela 21 - Fracdes da coluna cromatogréfica da fracao 7-8 de CS-2

FRACAO ELUENTE VOLUME

1 H/AE-50% 50 mL

2 D-100% 50 mL

3 D-100% 50 mL

4 D/M-5% 50 mL

5 D/M-10% 50 mL
6-15 D/M-30% 10 mL por fragcdo
16-26 D/M-50% 10 mL por fracdo
27-30 M-100% 50 mL por fracdo

Tabela 22 - Fragdes reunidas da coluna cromatogréfica da fracdo 7-8 de CS-2 e
suas massas

FRACAO MASSA (mg)
15 55
6-8 28,7
9-10 11,9

11 5,9
12-14 6,0
15-17 4,5
18-20 4,0
21-23 5.6
24-26 42
27-29 3,4

30 19,2




Fluxograma 4 - Isolamento de MMA-5
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5 CONCLUSAO

O estudo quimico do extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia macrophylia,
através de métodos cromatograficos, resultou no isolamento e identificacdo de seis
metabdlitos secundarios.

Os constituintes isolados da planta estudada foram: o triterpeno esqualeno; a
mistura dos esterdides, B-sitosterol e estigmasterol; o flavondide quercetina; a
isoflavona, 4’,5,7-trihidroxi-6,8-dimetilisoflavona; e um derivado do 4cido gdlico,
galato de etila. Embora as seis substancias ja tenham sido descritas na literatura, todas
elas sdo relatadas pela primeira vez na espécie Marcetia macrophylla. A mistura dos
esterdides [-sitosterol e estigmasterol, o galato de etila e a 4°,5,7-trihidroxi-6,8-
dimetilisoflavona sdo relatados pela primeira vez no género Marcetia.

Os resultados confirmam a presenca de flavondides e tritepenos na familia
Melastomataceae e sugerem M. macrophylla como fonte promissora destes metabolitos

secundarios.
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