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RESUMO

Este trabalho descreve a reinvestigacao fitoquimica da espécie Lippia sidoides,
pertencente a familia Verbenaceae, visando o isolamento e a elucidagao
estrutural de novos ou conhecidos metabdlitos secundarios. O estudo quimico
realizado com o extrato etandlico das raizes e das folhas da espécie
possibilitou o isolamento de trés e a caracterizacdo de sete constituintes. Do
extrato etanodlico das raizes foi isolada a naftoquinona tecomaquinona I e, do
extrato etandlico das folhas foram isolados o monoterpeno 5-hidroximetil-2-
isopropilfenol, a flavanona naringenina, a mistura de flavondides eriodictiol e
hispidulina, e a mistura de di-hidrochalconas 3-hidroxifloridizina e floridizina. A
mistura de di-hidrochalconas foi submetida a reacédo de acetilagdo com anidrido
acético/piridina, resultando na acetilacdo de todas as hidroxilas. A
determinacao estrutural das substancias foi realizada através de técnicas
espectrométricas como: infravermelho (IV), espectrometria de massa (EM) e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13 (RMN
'3C), incluindo técnicas bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC) e comparacéo
com dados registrados na literatura. A atividade antioxidante das substancias
isoladas e do extrato etandlico das folhas foi avaliada pelo método de inibicdo
de radicais livres (DPPH), observando-se uma significativa atividade,
principalmente do extrato etandlico das folhas, da mistura de flavondides e da
mistura de di-hidrochalconas.

Palavras-chave: Lippia sidoides. Verbenaceae. Atividade antioxidante.



ABSTRACT

This work describes the phytochemical reinvestigation of the specie Lippia
sidoides, belonging to the family Verbenaceae, aiming at the isolation and
structural elucidation of secondary metabolites new or known. Chemical studies
conducted with the ethanolic extract of the roots and leaves of the species
allowed the isolation of tree and characterization of seven constituents. Of the
ethanolic extract of the roots was isolated the naphthoquinone tecomaquinone |,
and the ethanolic extract of the leaves was isolated the monoterpene 5-
hydroxymethyl-2-isopropylphenol, the flavanone naringenin, the mixture of
flavonoids eriodictyol and hispidulin, and the mixture of dihydrochalcones 3-
hydroxyphloridzin and phloridzin. The mixture of dihydrochalcones was
subjected to reaction acetylation with acetic anhydride/pyridine, resulting in the
acetylation of all hydroxyl. Structure determination of the substances was
performed by spectrometric techniques such as infrared (IR), mass
spectrometry (MS) and nuclear magnetic resonance of hydrogen (‘H NMR) and
carbon-13 (**C NMR) including two-dimensional techniques (COSY, HSQC and
HMBC) and comparison with data reported in the literature. The antioxidant
activity of the substances isolated and of the ethanolic extract of the leaves was
evaluated by method the inhibition of free radicals (DPPH), observing a
significant activity, especially of the ethanolic extract of the leaves, of the
mixture of flavonoids and the mixture of dihydrochalcones.

Keywords: Lippia sidoides. Verbenaceae. Antioxidant activities.
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1 — INTRODUCAO

Lippia sidoides, também conhecida como alecrim-pimenta, alecrim-do-
nordeste, alecrim-bravo e estrepa cavalo (Santos, 2004), trata-se de uma
espécie presente na vegetacdo da caatinga no Nordeste, sendo mais
encontrada no seu habitat natural entre os municipios de Mossor6-RN e
Tabuleiro do Norte-CE (Matos et al., 2004).

A exemplo de outras plantas do género, L. sidoides tem uso comprovado
na medicinal popular, principalmente como anti-séptico e antimicrobiano (Costa
et al., 2002). Suas preparacoes tém aplicacdo local em gargarejos, lavagens de
pele, couro cabeludo, mucosa e também como desodorante intimo ativo contra
varios tipos de agentes infecciosos (Matos et al, 2004). Auxilia ainda no
tratamento de acnes e odores desagradaveis (Matos, 2002). A eficacia desta
planta foi demonstrada principalmente pelo 6leo essencial das folhas, que
contém dois compostos fendlicos isoméricos, timol e carvacrol (Fig. 1), como

principais constituintes (Morais et al., 2009).

OH

\_/

OH

Timol Carvacrol

Figura 1 — Estruturas do Timol e do Carvacrol

Diversas atividades sdo relatadas para o 6leo essencial de L. sidoides,
tais como: antimicrobiana contra fungos e bactérias (Lemos et al., 1990),
larvicida contra o Aedes aegypti (Carvalho et al, 2003), antioxidante, anti-
inflamatéria (Monteiro et al., 2007), antigengivite (Rodrigues et al., 2009), entre

outras.

Estudos anteriores realizados com esta espécie relatam a presenca de
varios tipos de substancias, destacando-se os flavondides e as quinonas. No

entanto, também foram isoladas outras classes de metabodlicos secundarios,

Almeida, M. C. S.



Introdugéo — Capitulo 1

como triterpenos, lignanas, esterdides livres e glicosilados e acidos organicos
(Morais et al., 2009; Costa, 2001).

Apesar de existirem trabalhos na literatura acerca da composicao
quimica de L. sidoides, justifica-se uma reinvestigacao fitoquimica da espécie
por esta ser uma das plantas selecionadas pelo Governo do Estado do Ceara
(Costa et al., 2002) e pelo Sistema Unico de Saltde (SUS) para producéo de
fitoterapicos (Brasil, 2010).

O presente trabalho relata o isolamento e a determinacao estrutural dos
metabolicos secundarios do extrato etandlico das raizes e folhas de L. sidoides,
bem como a atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas e das
substancias isoladas frente ao radical DPPH.

A prospeccdo quimica do extrato etandlico das raizes e folhas de L.
sidoides resultou no isolamento de uma naftoquinona, um monoterpeno, uma
flavanona, uma mistura de flavondides e uma mistura de di-hidrochalconas. No
isolamento das substancias foram utilizados métodos cromatograficos

tradicionais, como cromatografia gravitacional sobre gel de silica.

A determinagao estrutural das substancias foi realizada através do uso
de técnicas espectrométricas como: infravermelho (IV), espectrometria de
massa (EM) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de
carbono-13 (RMN '3C), incluindo técnicas bidimensionais como COSY, HSQC
e HMBC.

Este trabalho é apresentado em seis capitulos seguido das referéncias
bibliograficas e anexos. Os capitulos estdo dispostos da seguinte forma:
Capitulo 1 — Introducéo; Capitulo 2 — Consideragdes Botanicas; Capitulo 3 —
Levantamento Bibliografico; Capitulo 4 — Resultados e Discusséao; Capitulo 5 —
Parte Experimental e Capitulo 6 — Conclusdes. Todas as referéncias
bibliograficas utilizadas estdo dispostas no final do trabalho e foram citadas
conforme as normas para apresentacao de trabalhos académicos da UFC.

Almeida, M. C. S.
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2 — CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 — Consideracoes Botanicas Sobre a Familia Verbenaceae

A familia Verbenaceae possui cerca de 175 géneros e 2800 espécies
difundidas nos trépicos e subtrépicos, nas regides temperadas do Hemisfério
Sul e poucas nas regides temperadas do Hemisfério Norte (Barroso, 1991). No
Brasil ocorrem aproximadamente 17 géneros e 250 espécies.

As espécies de Verbenaceae tém seu potencial econémico amplamente
explorado, tanto ornamental quanto terapéutico. Neste ultimo caso em virtude

do alto teor de dleos essenciais (Santos et al., 2009).

Segundo Barroso, G. M. a familia Verbenaceae é descrita como:

“Ervas perenes, com ou sem xilopddio, subarbustos, arbustos, lianas ou
arvores, com folhas opostas, verticiladas ou, raramente, alternadas, sem
estipulas, simples ou compostas de trés a sete foliolos. Flores com calice curto
ou longo, tubuloso, campanulado ou cilindrico, com ou sem estrias, de bordo 5-
denteado, com dentes iguais entre si, ou um deles mais curto do que o0s
demais, de bordo truncado, bilobado ou com quatro a cinco lobos mais ou
menos profundos. Corola infundibuliforme ou hipocrateriforme, com tubo reto
ou curvo, cilindrico ou mais ou menos dilatado na por¢cao mediana ou alargado
na fauce, com limbo dividido em quatro a cinco lobos mais ou menos iguais
entre si, de apice obtuso, arredondado ou emarginado, ou bilabiado, com o
labio anterior trilobado e o posterior reduzido. O fruto pode ser uma drupa ou
um esquizocarpo com cdélice persistente. Semente sem endosperma, com
embrido reto, eixo radicula-hipocétilo cilindrico e cotilédones mais ou menos

€arnosos ou crassos, lisos” (Barroso, 1991).

2.2 — Consideracoes Botanicas Sobre o Género Lippia

O género Lippia inclui aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e

pequenas arvores, distribuidas na América do Sul, América Central e Africa

Almeida, M. C. S.
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(Pascual et al., 2001). Espécies deste género destacam-se pelo aroma forte e

agradavel e seu aspecto atrativo no periodo de floracao.

As diversas espécies deste género apresentam as seguintes

caracteristicas:

“Apresentam-se quanto ao porte, desde ervas eréctas, procumbentes ou
reptantes, até subarbustos perenes ou anuais. Muito frequentemente glandulas
puntiformes segregadoras de éleo aromatico se dispdem, com maior ou menor
densidade sobre a superficie das folhas, independente da presenca de pélos.
As folhas sdo opostas ou verticiladas, simples com a margem crenada ou
serrada. As folhas tém corola alva até rubescente, sdo pequenas ou até muito
exiguas e estdo reunidas em inflorescéncias, ora em capitulos hemisféricos ou
subangulosos ou tetragonos, ora em espigas laxas ou racemos flacidos, com
bracteas imbricadas, variaveis na sua forma, tamanho e textura. O fruto € uma
capsula biloca, envolvida total ou parcialmente pelo célice aderente, bivalvo ou
integro podendo também apresentar-se nua, sendo geralmente muito pequena”
(Schauer, 1851).

2.3 — Consideracoes Botanicas Sobre a Espécie L. sidoides

L. sidoides apresenta-se como um grande arbusto caducifélio, ereto, muito
ramificado e quebradico, que mede de 2 a 3 m de altura, tipico de vegetacao

da regiao semi-arida do Nordeste.

Possui folhas picantes, simples, pecioladas, de 2 a 3 cm de comprimento e
sdo muito aromaticas devido as glandulas puntiformes produtoras de 6éleo
aromatico que se encontram sobre a sua superficie. Sao revestidas de pélos

em ambas as faces, pouco visiveis ao olho nu, mas com sensibilidade ao tato.

As flores sdo pequenas, esbranquicadas, variando de 1 a 2 mm, dispostas
em espigas de eixo curto nas axilas das folhas. Seus frutos do tipo aquénio sao

relativamente pequenos, cujas sementes raramente germinam. E multiplicada

Almeida, M. C. S.
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pelo processo de estaquia, usando-se preferencialmente os ramos mais finos
(Lorenzi et al., 2002). A Figura 2 apresenta foto da planta (A) e detalhes das
inflorescéncias (B) e folhas (C).

Fonte: Prof. Edilberto Rocha Silveira

Figura 2 — Fotografia de L. sidoides. Planta inteira — A; flores — B; folhas — C

Almeida, M. C. S.
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3 — LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

De acordo com pesquisa bibliografica, observou-se que na espécie
Lippia sidoides os flavondides e as quinonas encontram-se como principais
constituintes dentre os metabdlitos secundéarios, sendo que também foi
registrada a presenca de outros constituintes como triterpenos, lignanas,
esterdides livres e glicosilados e acidos organicos (Morais et al., 2009; Costa,
2001). A maioria dos trabalhos sobre atividade bioldgica desta espécie esta
relacionada ao seu Oleo essencial, praticamente nenhum relaciona as
atividades dos outros metabdlitos secundarios. Atividade citotéxica de duas
quinonas, tectol e lippsidoquinona, foi registrada por Costa et al. (2001).

Na Tabela 1 encontra-se 0 nome popular dos metabdlitos secundarios ja
isolados e identificados desta espécie e as suas estruturas sdo apresentadas
na Figura 3.

Almeida, M. C. S.
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Tabela 1 — Constituintes quimicos registrados na espécie L. sidoides

Classe Substancias Estrutura Referéncia
Flavonéide Quercetina 1 Costa et al., 2002
Flavonoide Luteolina 2 Costa et al., 2002
Flavonéide Glucoluteolina 3 Costa et al., 2002
Flavondide Cirsimaritina 4 Pascual et al., 2001
Flavondide Taxifolina 5 Costa et al., 2002
Quinona Tecomaquinona 6 Costa et al., 2001
Quinona Eter dimetiltectol 7 Costa, 2001
Quinona Lapachenol 8 Pascual et al., 2001
Quinona Deidrotectol 9 Costa, 2001
Quinona Lippisidoquinona 10 Costa et al., 2001
Quinona 6-0x0-3,4,4a,5-tetraidro-3-hidroxi- 11 Macambira et al.,

2,2-dimetilnafto-1,2-pirano 1986
Quinona Deidro-a-lapachona 12 Costa, 2001
Quinona Tectol 13 Costa et al., 2001
Quinona Tectol acetilado 14 Costa et al., 2001
Quinona Isocatalponol 15 Macambira et al.,

1986

Quinona Lapachol 16 Costa, 2001
Quinona Tectoquinona 17 Costa et al., 2001
Monoterpeno Carvacrol 18 Macambira, 1985
Esteréide B-sitosterol 19 Costa, 2001
Esteroide Glicosideo do B-sitosterol 20 Costa, 2001
Glicosilado
Triterpeno Acido 3-O-acetiloleandlico 21 Costa et al., 2002
Lignana Isolariciresinol 22 Costa et al., 2002
Ester aromatico ~ 3,4-dihidroxibenzoato de metila 23 Costa et al., 2002
Acido organico  Acido vanilico 24 Costa, 2001

aromatico

Almeida, M. C. S.
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Figura 3 — Estruturas dos constituintes quimicos registrados na espécie L. sidoides

Almeida, M. C. S.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Determinacao Estrutural dos Metabdlitos Secundarios Isolados de L.
sidoides

4.1.1 — Determinacgao Estrutural LSR-1

O tratamento cromatografico da fracdo diclorometano (EERD) do extrato
etanodlico das raizes (EERLS) de L. sidoides forneceu 15,0 mg de um solido

amorfo verde, sollvel em cloroférmio, com ponto de fusdo na faixa de 188-189 °C

e rotacdo 6tica ], =-15,2° (¢ 0,00105, CHCIs), que foi denominado LSR-1.

O espectro de absorcdo na regidao do infravermelho (Fig. 4, pag. 15)
apresentou banda de absorcdo em 1653 cm™, referente a deformacdo axial de
ligacdo C=0O de carbonila o,p-insaturada; absor¢cdes de deformacao axial de
ligacdo C-H em 2969 e 2922 cm™'; bandas em 1594 e 1548 cm™, compativeis
com ligagdo C=C de aromatico, além de absor¢cées de deformagédo axial de
ligacdo C—O em 1247 e 1038 cm™ e absor¢des de deformacdo axial de ligacdo
C-Cem 1279 cm™,

O espectro de RMN '®C-CPD [75 MHz, CDCl3] (Fig. 7, pag. 18) mostrou
vinte e nove sinais para 30 atomos de carbono, sendo seis na regido de carbonos
sp®, dos quais dois sdo de carbonos oxigenados (8¢ 76,0 e 68,1), e vinte e trés na
regido de carbonos sp® dos quais dois sdo de carbonos oxigenados (3¢ 143,7 e
148,2) e dois carbonilicos (6c 182,4 e 183,7). ApGs andlise comparativa entre os
espectros de RMN '®C-CPD e DEPT 135° (Fig. 8, pag. 19), verificou-se a
presenca de onze carbonos metinicos (CH), um sp® e dez sp?, quatro carbonos
metilicos (CHjs) e quatorze carbonos ndo hidrogenados (C), um sp° e treze sp®.

O espectro de massas (Fig. 9, pag. 20) obtido apresentou o pico do ion
molecular em m/z 448 Daltons. Este dado possibilitou confirmar a férmula
molecular do composto, C3oH2404, com IDH=19.

Almeida, M. C. S.
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O espectro de RMN 'H [300 MHz, CDCl3] (Figs. 5 e 6, pags. 16 e 17)
revelou sinais em &y 8,22 (dl, J=8,1 Hz, H-8), 8,18 (dI, J=8,1 Hz, H-5), 7,56 (dt,
J=8,1 Hz, H-7) e 7,48 (dt, J=8,1 Hz, H-6), indicando a presenca de anel aromatico
orto substituido. Apresentou ainda sinais em oy 5,46 (dl, J=9,3 Hz, H-12’), 5,60 (d,
J=9,7 Hz, H-12) e 6,17 (d, J=9,7 Hz, H-11), caracteristicos de hidrogénios
olefinicos, além de sinais em oy 1,58 (s, H-14), 1,62 (s, H-15), 1,65 (s, H-14’) e
2,06 (s, H-15’) de hidrogénios metilicos.

A presenca de duas carbonilas de cetonas conjugadas sugere um sistema
p-benzoquindnico, e os demais sinais de carbono atribui-se a um anel aromatico
que tem sua confirmagdo no espectro de RMN 'H pelos sinais & 8,08-8,16 (m, H-
5 e H-8), 64 7,71-7,79 (m, H-6" e H-7").

Com base nos dados obtidos e comparacdo com dados espectrais
registrados na literatura (Lemos et al, 1999; Almeida et al., 2010) (Tabela 2),
concluiu-se que a substancia LSR-1 trata-se de um raro pigmento verde natural
conhecido como tecomaquinona I, ja isolado anteriormente da espécie L. sidoides.

Almeida, M. C. S.
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LSR-1

Tabela 2 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN "*C e 'H (CDCls) de LSR-1

LSR-1 Literatura* (CDCIs)
c dc OH oc OH
1 143,7 - 143,5 -
2 112,9 - 112,7 -
3 111,5 - 111,3 -
4 148,2 - 148,0 -
5 123,3 8,18 (dl, J=8,1) 123,1 8,15 (d, J=8,3)
6 126,6 7,48 (dt, J=8,1 € 2,6) 126,4 7,45 (t, J=8,3)
7 128,2 7,56 (dt, J=8,1 € 2,6) 128,0 7,53 (t, J=8,3)
8 122,5 8,22 (dl, J=8,1) 122,3 8,18 (d, J=8,3)
9 127,9 - 127,7 -
10 126,0 - 125,8 -
11 1241 6,17 (d, J=9,7) 123,9 6,13 (d, J=9,6)
12 125,4 5,60 (d, J=9,7) 125,2 5,56 (d, J=9,6)
13 76,0 - 75,8 -
14 25,6 1,58 (s) 25,4 1,59 (s)
15 28,9 1,62 (s) 28,7 1,62 (s)
1’ 183,7 - 183,5 -

Almeida, M. C. S.
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© N O bR WN

9
10’
11’
12’
13’
14’
18’

136,7
135,9
182,4
126,9
133,7
133,7
126,1
133,4
132,2
68,1

117,8
142,1
26,2

19,1

8,08-8,16 (m)
7,71-7,79 (m)
7,71-7,79 (m)
8,08-8,16 (m)

6,44 (d, J=9,3)
5,46 (dl, J=9,3)
1,65 (s)
2,06 (s)

137,7
136,6
182,2
126,7
133,5
133,5
125,9
133,2
132,0
67,9

117,6
141,9
26,0

18,9

8,10
7,62
7,68
8,09

6,40 (d, J=9,3)
5,43 (d, J=9,3)
1,55 (s)
2,03 (s)

Deslocamentos quimicos (8¢ € dy) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
*Lemos et al., 1999

Almeida, M. C. S.
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4.1.2 — Determinacao Estrutural LSF-1

O tratamento cromatografico da fracdo acetato de etila (EEFA) do
extrato etandlico das folhas (EEFLS) de L. sidoides forneceu 11,0 mg de uma

resina verde, soluvel em cloroférmio, que foi denominado LSF-1.

O espectro de absorcao na regidao do infravermelho (Fig. 10, pag. 23)
exibiu uma banda de absorcdo em 3384 cm™, referente & deformacdo axial de
ligagdo O—H; bandas em 2942 e 2903 cm, caracteristica de deformagao axial
de ligacdo C—H; em 1605 e 1442 cm™, bandas compativeis com ligagdo C=C
de aromatico, além de absorcdes em 1250 e 1307 cm’' atribuidas a

deformacgdes axial de ligacdes C—O e C-C, respectivamente.

O espectro de RMN 'C-CPD [125 MHz, CDCls] (Fig. 12, pag. 25)
revelou um total de nove linhas espectrais para dez atomos de carbono, das
quais trés estdo na regido de carbonos sp?, sendo um carbono oxigenado (8¢
65,3), e seis estdo na regido de carbonos sp?, incluindo um carbono oxigenado
(8¢ 153,4). Andlise comparativa entre os espectros de RMN *C-CPD e DEPT
135° (Fig. 13, pag. 26), registrou a presenca de quatro carbonos metinicos
(CH), um sp® e trés sp? um carbono metilénico (CHz) sp®, dois carbonos
metilicos (CHs) e trés carbonos nido hidrogenados (C) sp®, conforme dispostos

na Tabela 3.
Tabela 3 — Padrdo de hidrogenacdo determinado através da analise
comparativa entre os espectros de RMN "*C-CPD e DEPT 135°de LSF-1
(0 CH CH, CHj; Formula
molecular
134,45 (C=C) 27,16 (C-C) 65,27 (C—OH) 22,78
139,69 (C=C) 114,28 (C=C) 22,78
153,46 (C-OH) 119,59 (C=C)
126,84 (C=C)
C3;HO C4H, CH;0 C-H; Ci0H140>

Almeida, M. C. S.
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O espectro de massas (Fig. 14, pag. 27) apresentou o pico do ion
molecular em m/z 166 Daltons. Este dado permitiu confirmar a férmula

molecular sugerida para o composto, C1oH1402, com IDH=4.

O espectro de RMN 'H [500 MHz, CDCls] (Fig. 11, pag. 24) exibiu sinais
em &y 6,82 (sl, H-6), 6,85 (d, J=7,7 Hz, H-4) e 7,17 (d, J=7,7 Hz, H-3), indicando
a presenca de um anel aromatico tri-substituido. Revelou ainda um sinal em &y
4,60 (s, H-7), caracteristico de hidrogénio metilénico carbindlico, além de um
dubleto em oy 1,24 (6H) e um septeto em &y 3,23 (1H), correspondente a um

grupo isopropila, —CH(CHs)..

Com base nas informacdes discutidas e nos dados descritos na Tabela 4,
chegou-se a conclusado de que a substancia LSF-1 se trata de um monoterpeno
derivado do timol, caracterizado como 5-hidroximetil-2-isopropilfenol, que ja foi
isolado da espécie Eupatorium fortunei (Jiang et al, 2006), e esta sendo

reportado pela primeira vez no género Lippia.

Almeida, M. C. S.
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Tabela 4 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN '*C e 'H (CDCls) de LSF-1

LSF-1
c oc OH
1 153,4 -
2 134,4 -
3 126,8 7,17 (d, J=7,7)
4 119,6 6,85 (d, J=7,7)
5 139,7 -
6 114,3 6,82 (sl)
7 65.3 4,60 (s)
8 272 3,23 (sep, J=6,8)
9 228 1,24 (d, J=6,8)
10 228 1,24 (d, J=6,8)

Deslocamentos quimicos (3¢ e dy) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz

B8
64

62

60 - HO

%T

58
56

54 -

52 9

T T T 1 T T T T ' T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

cm’”

Figura 10 — Espectro na regido do infravermelho de LSF-1
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4.1.3 — Determinacao Estrutural LSF-2

O fracionamento cromatografico da fracdo acetato de etila (EEFA) do
extrato etandlico das folhas (EEFLS) de L. sidoides forneceu 27,0 mg de um

sélido amorfo amarelado, soluvel em metanol, com ponto de fusdo na faixa de
229-231 °C e rotacdo otica [a]} = - 10,9° (¢ 0,0011, MeOH), que foi
denominado LSF-2.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 15, pag. 32)
revelou uma forte banda de absorcdo em 3134 cm’™, caracteristica de
deformagdo axial de ligacdo O-H; uma absorcdo em 1632 cm™ atribuida &
deformacao axial de ligagdo C=0 de carbonila conjugada; absorcées referentes
a deformagéo axial de ligagdo C=C de anel aromatico em 1603 e 1519 cm™,
assim como absorcoes de deformacgao axial de ligacdo C-O em 1082, 1158 e
1250 cm™' e absorcdes de deformacao axial de ligagdo C—C em 1312 cm™.

O espectro de RMN '®C-CPD [125 MHz, CDs;OD] (Fig. 17, pag. 34)
registrou um total de treze linhas espectrais para 15 atomos de carbono, sendo
duas na regido de carbonos sp®, incluindo um carbono oxigenado (8¢ 80,6), e
as demais na regido de carbonos sp?, quatro carbonos oxigenados (8¢ 159,1;
165,0; 165,6 e 168,4) e um carbonilico (6¢c 197,9). Ap6s analise comparativa
entre os espectros de RMN *C-CPD e DEPT 135° (Fig. 18, pag. 35), verificou-
se a presenca de cinco carbonos metinicos (CH), um sp® e quatro sp? um
carbono metilénico (CH,) sp® e sete carbonos ndo hidrogenados (C) sp?,
conforme dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 — Padrdao de hidrogenacdo determinado através da analise
comparativa entre os espectros de RMN *C-CPD e DEPT 135°de LSF-2

C CH CH-» Formula
molecular

103,50 (C=C) 80,60 (C-O) 44,16
131,22 (C=C) 96,31 (C=C)

Almeida, M. C. S.
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159,15 (C—OH) 97,19 (C=C)

165,02 (C-O) 116,47 (C=C)
165,60 (C—OH) 116,47 (C=C)
168,46 (C—OH) 129,17 (C=C)
197,92 (C=0) 129,17 (C=C)
C7H30, C7H;0 CH: Ci5H1205

O espectro de massas (Fig. 21, pag. 37) revelou o pico do ion molecular
em m/z 272 Daltons, confirmando a férmula molecular do composto, C15H120s,
com IDH=10.

O espectro de RMN 'H [500 MHz, CDs0D] (Fig. 16, pag. 33) apresentou
um conjunto de sinais em oy 5,88 (d, J=2,1 Hz, H-8), 5,89 (d, J=2,1 Hz, H-6),
6,81 (d, J=8,5 Hz, H-3' e H-5) e 7,30 (d, J=8,5 Hz, H-2' e H-6’), atribuidos a
hidrogénios aromaticos, sugerindo a presenca de dois anéis aromaticos.
Apresentou ainda sinais na regido de hidrogénios alifaticos, &4 5,31 (dd, J=13,0
e 2,9 Hz, H-2), 3,09 (dd, J=17,1 e 13,0 Hz, H-3ax) e 2,68 (dd, J=17,1 e 2,9 Hz,
H-3eq), que podem caracterizar o esqueleto de uma flavanona. Uma flavanona
apresenta um anel heterociclico em conformacgao preferencial de meia cadeira,
que justifica claramente as constantes de acoplamento observadas: J=17,1 Hz
(acoplamento geminal H-3ax/H-3eq), J=13,0 Hz (acoplamento axial-axial H-
2/H-3ax) e J=2,9 Hz (acoplamento axial-equatorial H-2/H-3eq) (subestrutura I).

Almeida, M. C. S.
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O espectro bidimensional de correlacdo homonuclear 'H — 'H COSY (Fig.
19, pag. 36) mostrou acoplamento orto entre os sinais de hidrogénios
aromaticos em 646,81 (d, J=8,5 Hz, H-3’ e H-5’) com 647,30 (d, J=8,5 Hz, H-2'
e H-6’) (subestrutura II). Através deste experimento foi possivel confirmar o
acoplamento geminal envolvendo os hidrogénios metilénicos em oy 2,68 (dd,
J=17,1 e 2,9 Hz, H-3eq) com &y 3,09 (dd, J=17,1 e 13,0 Hz, H-3ax), além dos
acoplamentos axial-axial em &y 5,31 (dd, J=13,0 e 2,9 Hz, H-2) com 3,09 (dd,
J=17,1 e 13,0 Hz, H-3ax) e axial-equatorial em oy 5,31 (dd, J=13,0 e 2,9 Hz, H-
2) com &y 2,68 (dd, J=17,1 e 2,9 Hz, H-3eq) (subestrutura I). Desta forma o
padrdao de substituicdo dos anéis foi determinado e confirmado através de
dados descritos na literatura (Almeida et al., 2005).

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HSQC (Fig. 20,
pag. 36) permitiu correlacionar, a uma ligacdo (‘Jcn), os sinais de cada
hidrogénio ao seu respectivo carbono (Tabela 6). Os hidrogénios em &y 5,31;
5,89; 5,88; 7,30 e 6,81 estdo correlacionados com os carbonos em &c 80,6;
97,1; 96,3; 129,1 e 116,4, respectivamente, e os hidrogénios em &4 3,09 e 2,67

com o carbono em &c 44,1.

Baseando-se em todas as informacdes espectrais obtidas e em dados
da literatura (Almeida et al., 2005; Almeida et al., 2010) (Tabela 6), verificou-se
que LSF-2 trata-se da flavanona naringenina, que esta sendo reportada pela

primeira vez na espécie L. sidoides.

Almeida, M. C. S.
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LSF-2

Tabela 6 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN '*C e 'H (CDsOD) de LSF-2

HSQC LSF-2 Literatura* ((CD3)>CO)

(0 oc OH oc OH

2 80,6 5,31 (dd, J=13,0 € 2,9) 80,0 5,45 (dd, J=12,8 e 3,0)

3 441  3,09(dd, J=17,1e13,0) 435 3,17 (dd, 17,1 ¢ 12,8)

2,68 (dd, J=17,1 e 2,9) 2,72 (dd, J=17,1 e 3,0)

4 197,9 - 197,3 -

5 165,6 - 165,3 -

6 97,1 5,89 (d, J=2,1) 96,9 5,95 (s)

7 168,4 - 167,4 -

8 96,3 5,88 (d, J=2,1) 95,9 5,95 (s)

9 165,0 - 164,4 -

10 103,5 - 103,3 -

1’ 131,2 - 130,8 -
2'/6’ 129,1 7,30 (d, J=8,5) 129,0 7,37 (d, J=11,3)
3'/5° 116,4 6,81 (d, J=8,5) 116,2 6,88 (d, J=11,3)

4 159,1 i 158,7 .

Deslocamentos quimicos (8¢ € &) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz

*Almeida et al., 2005

Almeida, M. C. S.
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Figura 20 — Espectro de RMN 'H, '*C — HSQC [500 MHz, CDs0D] de LSF-2

Almeida, M. C. S.
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4.1.4 — Determinacao Estrutural LSF-3

Do tratamento cromatografico da fracao acetato de etila (EEFA) do
extrato etandlico das folhas (EEFLS) de L. sidoides foi possivel isolar 22,0 mg
de um solido amorfo amarelado, soluvel em metanol, que foi denominado LSF-
3.

O espectro de absorcédo na regidao do infravermelho (Fig. 22, pag. 43)
apresentou banda de absorcdo em 3368 cm™, referente & deformacéo axial de
ligacdo O—H; uma banda em 1639 cm™ relacionada & deformacdo axial de
ligagdo C=0O de carbonila conjugada; absorcdes em 1606 e 1459 cm’
referentes a deformacdo axial de ligagdo C=C de anel aromatico, além de
absorcdes de deformagcao axial de ligagdo C—O em 1086, 1159 e 1252 cm™.

O espectro de RMN *C-CPD [125 MHz, CDsOD] (Fig. 24, pag. 45)
exibiu uma série de sinais caracteristicos de um sistema flavonoidico, muitos
dos quais apareceram em duplicata, levando a crer que LSF-3 tratava-se de
uma mistura de compostos. Entre os sinais de carbonos foram observados o de
uma metoxila (8¢ 61,0), um carbono sp® oxigenado (8¢ 80,5), um carbono sp°
ndo oxigenado (Sc 44,1) e treze carbonos sp® oxigenados, incluindo duas
carbonilas (6c 197,8 e 184,2). Analise comparativa entre os espectros de RMN
3C-CPD e DEPT 135° (Fig. 25, pag. 46), permitiu construir as Tabelas 7 e 8,

conforme descritas a seguir.

Tabela 7 — Padrdo de hidrogenacdo determinado através da analise
comparativa entre os espectros de RMN "*C-CPD e DEPT 135°de LSF-3A
(0 CH CH, Formula
molecular

106,00 (C=C) 80,58 (C-0O) 4419

131,90 (C=C) 96,30 (C=C)

146,61 (C-OH) 97,17 (C=C)

146,99 (C-OH) 114,84 (C=C)

165,53 (C-0O) 116,39 (C=C)

Almeida, M. C. S.
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166,36 (C—OH) 119,39 (C=C)
168,43 (C—OH)

197,85 (C=0)

CsH405 CsHsO CH; C15H1205
Tabela 8 — Padrdo de hidrogenacdo determinado através da analise
comparativa entre os espectros de RMN "*C-CPD e DEPT 135°de LSF-3B

(0 CH CH; Formula

molecular

106,00 (C=C) 95,42 (C=C) 61,08 (C-O)

123,32 (C=C) 103,46 (C=C)

132,00 (C-0O) 117,09 (C=C)

154,00 (C-OH) 117,09 (C=C)

154,66 (C-O) 129,50 (C=C)

158,74 (C-OH) 129,50 (C=C)

162,77 (C-OH)

164,93 (C-0)

184,29 (C=0)

CyH50:5 CesHs CH;0 C16H120¢

O espectro de RMN 'H [500 MHz, CD30D] (Fig. 23, pag. 44) mostrou
sinais em oy 5,85-7,74 referentes a hidrogénios aromaticos. Apresentou sinais
na regiao de hidrogénios alifaticos em &y 5,23 (dd, J=12,7 e 3,0 Hz, H-2), o4
3,03 (dd, J=17,1 e 12,7 Hz, H-3ax) e &4 2,66 (dd, J=17,1 e 3,0 Hz, H-3eq),
caracteristicos de uma flavanona. Apresentou também um singleto em dy 6,47
(H-3), caracteristico de uma flavona, devido a presenca do hidrogénio olefinico
em C-3, e um singleto em &y 3,86 (MeO-6), com integragcdo para trés

hidrogénios, referente ao grupamento metoxilico.

O espectro bidimensional de correlacdo homonuclear 'H — 'H COSY (Fig.
26, pag. 47) de LSF-3, assim como o de LSF-2, mostrou acoplamento geminal

entre os atomos de hidrogénios metilénicos em &4 2,66 (dd, J=17,1 e 3,0 Hz, H-

Almeida, M. C. S.
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3eq) com oy 3,03 (dd, J=17,1 e 12,7 Hz, H-3ax), acoplamento axial-axial em dy
5,23 (dd, J=12,7 e 3,0 Hz, H-2) com 3,03 (dd, J=17,1 e 12,7 Hz, H-3ax) e
acoplamento axial-equatorial em 6y 5,23 (dd, J=12,7 e 3,0 Hz, H-2) com 42,66
(dd, J=17,1 e 3,0 Hz, H-3eq). Mostrou também acoplamento orto entre os sinais
de hidrogénios aromaticos em oy 6,87 (d, J=8,6 Hz, H-3' e H-5’) com &4 7,74 (d,
J=8,6 Hz, H-2' e H-6).

O espectro bidimensional de correlagao heteronuclear HSQC (Figs. 27 e
28, pags. 47 e 48) foi fundamental na correlagcao dos sinais de hidrogénios com
seus carbonos correspondentes na mistura (Tabela 9). Neste experimento,
foram observadas as correlacées dos sinais de hidrogénios em oy 5,23; 5,85;
5,87;6,90; 7,74; 6,87 e 3,86 com os sinais de carbonos em ¢ 80,5; 97,1; 96,3;
114,8; 129,5; 117,0 e 61,0, respectivamente. Os carbonos em 6c 116,3 e 119,3
estdo correlacionados com os hidrogénios em oy 6,78, e dc 103,4 e 95,4 com
os hidrogénios &4 6,47. Ja os hidrogénios em &4 3,03 e 2,66 estdo

correlacionados com o carbono em 6¢c 44,1.

O espectro bidimensional de correlacao heteronuclear HMBC (Figs. 29 e
30, pags. 48 e 49) possibilitou correlacionar os sinais de hidrogénios e
carbonos a duas (*Jch) e a trés ligacdes (*Jcn). Os dados obtidos encontram-se

listados na Tabela 10.

Com base na discussédo exposta e através da andlise comparativa com
dados descritos na literatura (Agrawal et al., 1989; Oliveira et al., 2001; Almeida
et al., 2010) (Tabela 9), chegou-se a conclusdo que LSF-3 trata-se de uma
mistura de flavonodides, eriodictiol (LSF-3A) e hispidulina (LSF-3B), nas
proporcoes de 59,4% e 40,6%, respectivamente. As percentagens aproximadas
dos dois componentes da mistura foram calculadas através da integracdo dos
sinais de hidrogénios H-2 (04 5,23) e H-2°/6’ (04 7,74). Os flavondides eriodictiol

e hispidulina estao sendo reportados pela primeira vez na espécie L. sidoides.

Almeida, M. C. S.
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LSF-3A

LSF-3B

Tabela 9 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN *C e 'H (CDs;OD) de LSF-3A e LSF-3B

HSQC LSF-3A Lit. HSQC LSF-3B Lit.*(CDCl;+
((CD3)2CO) (CD;)-S0)

C dc OH dc dc OH dc
805 523 (dd, )~12,7 ¢ 3.0) 78,3 164,9 i 163,7
441 3,03(dd, J=17,1e127) 422 103,4 6,47 (s) 102,3

2,66 (dd, J=17,1 e 3,0)

4 197.,8 - 196,2 184,2 - 182,0
5 166,3 - 163,4 154,0 - 152,7
6  97.1 5,85 (d, J=2,0) 957 132,0 i 131,3
7 168,4 - 166,6 158,7 - 157,2
8 963 5,87 (d, J=2,0) 94.8 95.4 6,47 (s) 94,2
9 1655 : 162,8 154,6 : 152,3
10 106,0 - 101,7 106,0 - 104,0
1’ 131,9 - 129,4 123,3 - 121,2
2 114,8 6,90 (s) 114,2 129,5 7,74 (d, J=8,6) 128,4
3 146,9 - 1451 117,0 6,87 (d, J=8,6) 115,9
4 146,6 - 145,6 162,7 - 161,1
5 1163 6,78 (m) 1153 1170 6,87 (d, J=8.6) 115,9
6’ 119,3 6,78 (m) 117,8 129,5 7,74 (d, J=8,6) 128,4
MeO-6 - i i 61,0 3,86 (s) 59,9

Deslocamentos quimicos (8¢ € dy) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz

‘Agrawal et al., 1989
**Qliveira et al., 2001

Almeida, M. C. S.
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Tabela 10 — Correlagdes a longa distancia de LSF-3A e LSF-3B

HSQC LSF-3A HMBC LSF-3A HSQC LSF-3B HMBC LSF-3B

c dc OH Zden Jen dc OH ZJen Jen

2 80,5 5,23 (dd, J=12,7 e 3,0) H-3ax H-2', H-6’ 164,9 - H-3 H-2’, H-6’

3 44 1 3,03 (dd, J=17,1 e 12,7) - - 103,4 6,47 (S) - -

2,66 (dd, J=17,1 e 3,0)

4 197,8 - H-3ax, H-3eq H-2 184,2 - H-3 -

5 166,3 - H-6 - 154,0 - - -

6 97,1 5,85 (d, J=2,0) - H-8 132,0 - - H-8, MeO-6

7 168,4 - H-6, H-8 - 158,7 - H-8 -

8 96.3 5,87 (d, J=2,0) i H-6 95.4 6,47 (s) i i

9 165,5 - H-8 - 154,6 - H-8 -

10 106,0 - - H-6, H-8 106,0 - - H-8

1’ 131,9 - H-6’ H-5 123,3 - - H-3, H-3’, H-5’

> 114,8 6,90 (s) i H-2, H-6 1295 7,74 (d, J=8,6) i i

3 146,9 i H-2 H-5' 117,0 6,87 (d, J=8.6) i i

4 146,6 - H-5 H-2’, H-6’ 162,7 - H-3’, H-5’ H-2’, H-6’

5 1163 6,78 (m) i H2, H2 1170 6,87 (d, J=8.,6) i i

6& 1193 6,78 (m) i i 1205 7,74 (d, J=8.6) i i
MeO-6 - - - - 61,0 3,86 (s) - -

Almeida, M. C. S.
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4.1.5 — Determinacao Estrutural LSF-4

Do fracionamento cromatografico da fracao acetato de etila (EEFA) do
extrato etandlico das folhas (EEFLS) de L. sidoides foi possivel isolar 157,4 mg
de um solido amorfo amarelado, soluvel em metanol, que foi denominado LSF-
4,

O espectro de absorcédo na regidao do infravermelho (Fig. 31, pag. 60)
exibiu uma banda de absorcdo em 3411 cm™, referente & deformacdo axial de
ligacdo O—H; uma absorcdo em 1631 cm™, relacionada & deformacéo axial de
ligacdo C=0 de carbonila conjugada e uma banda em 2926 cm™, caracteristica
de deformacédo axial de ligacao C—H. Apresentou também absorcdes referentes
a deformagéo axial de ligacdo C=C de anel aromatico em 1517 e 1453 cm™,
além de absorcdes em 1074, 1200 e 1261 cm’', caracteristicas de deformacéo
axial de ligacao C-0O.

O espectro de RMN '®C-CPD [125 MHz, CDs;OD] (Fig. 35, pag. 64)
apresentou sinais caracteristicos de um sistema flavonoidico, muitos
duplicados, sugerindo que LSF-4 tratava-se de uma mistura de compostos de
estruturas semelhantes. Entre os sinais foram observados sete de carbonos
sp? oxigenados, dos quais uma carbonila (8¢ 206,8), além de sinais
caracteristicos de uma unidade de monossacarideo com absorcbées em dc
102,1; 74,8; 78,3; 71,2; 78,4 e 62,4, tipico de uma unidade B-D-glicopiranosila.
Analise comparativa entre os espectros de RMN '*C-CPD e DEPT 135° (Fig. 36,
pag. 65), levando em consideracao a intensidade dos sinais, permitiu construir
as Tabelas 11 e 12, conforme descritas a seguir.

Tabela 11 - Padrdo de hidrogenacao determinado através da analise
comparativa entre os espectros de RMN "*C-CPD e DEPT 135°de LSF-4A

C CH CH-» Formula

molecular

106,96 (C=C) 71,23 (C-OH) 31,18
134,88 (C=C) 74,81 (C-OH) 46,97

Almeida, M. C. S.
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14436 (C-OH) 78,33 (C-OH) 62,45 (C-OH)
146,09 (C—OH) 78,48 (C-O)
162,38 (C-O) 95,62 (C=C)
164,65 (C-OH)  97.10 (C=C)
167,60 (C-OH) 102,16 (C-O)
206,80 (C=0) 116,49 (C=C)
116,81 (C=C)
120,92 (C=C)
CsH4O5 C10H1305 C3H,0 C21H24011

Tabela 12 — Padrdo de hidrogenacao determinado através da analise
comparativa entre os espectros de RMN *C-CPD e DEPT 135°de LSF-4B

C CH CH> Formula
molecular
106,96 (C=C) __ 71,23 (C-OH) 30,94
134,04 (C=C) 74,81 (C-OH) 46,97
156,00 (C-OH) 78,33 (C-OH) 62,45 (C-OH)
162,38 (C-O) 78,48 (C-O)
164,65 (C—OH) 95,62 (C=C)
167,60 (C-OH) 97,10 (C=C)
206,80 (C=0) 102,16 (C-O)
116,26 (C=C)
116,26 (C=C)
130,51 (C=C)
130,51 (C=C)
CH30, C11H1405 C3H;0 C21H24010

O espectro de RMN 'H [500 MHz, CDs;OD] (Figs. 32-34, pags. 61-63)
revelou sinais atribuidos a hidrogénios alifaticos em oy 2,82 (t, J=7,5 Hz, 2H-7),
642,87 (t, J=7,5 Hz, 2H-7) e 3,46 (m, 2H-8), compativeis com dois grupos CH>

ligados entre si e sendo um deles alfa a carbonila, além de sinais na regidao de

anel aromético, compreendidos entre oy 5,80-6,90, sugerindo tratar-se do

esqueleto basico Ph-CH»-CH»>-CO-Ph, caracteristico de di-hidrochalconas. Os
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sinais em oy 6,03 (d, J=2,1 Hz, H-3’) e 5,80 (d, J=2,1 Hz, H-5) indicam a
presenca de dois hidrogénios meta posicionados em um grupo fenila
tetrasubstituido. E a presenca de sinais na regido de hidrogénios
caracteristicos de acucares em oy 3,38-3,50, em &4 4,88 (d, J=7,1 Hz, H-1")
atribuido ao hidrogénio anomérico e, em &4 3,91 (d, J=12,3 Hz, H-6”) e 3,73 (dd,
J=12,3 e 5,2, H-6") atribuido ao grupo metileno, confirmam a presenca de uma

unidade de glicose na molécula.

A analise do espectro de RMN 'H (Figs. 32-34, pags. 61-63) da mistura
permitiu reconhecer os sinais correspondentes ao componente LSF-4A em &y
6,54 (d, J=1,7 Hz, H-2), 6,51 (d, J=8,0 Hz, H-5) e 6,40 (dd, J=8,0 e 1,7 Hz, H-6),
atribuido a um grupo fenila tri-substituido, com dois destes hidrogénios
acoplados em orto. Ja em LSF-4B os prétons do grupo arila apareceram em oy
6,90 (d, J=8,4 Hz, H-2/H-6) e &4 6,63 (dl, J=8,4 Hz, H-3/H-5), revelando um

sistema aromatico para-disubstituido na molécula.

O espectro bidimensional de correlagédo heteronuclear HSQC (Figs. 37 e
38, pag. 66) permitiu correlacionar os sinais de cada hidrogénio ao seu
respectivo carbono (Tabela 13). Neste experimento foram observadas
correlacées dos sinais de carbono em &c 116,4; 116,8; 120,9; 130,5 e 116,2
com os sinais de hidrogénio em ody 6,54; 6,51; 6,40; 6,90 e 6,63,

respectivamente, confirmando a idéia de uma mistura.

O espectro bidimensional de correlacao heteronuclear HMBC (Fig. 39,
pag. 67) permitiu correlacionar, a trés ligagdes (*Jcr), 0 hidrogénio em &y 4,88
(H-1") com o carbono em §c 162,3 (C-2’), definindo a localizagdo da unidade

glicosidica no anel A (C-2’) (subestrutura I) (Tabela 14).
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Estes dados, juntamente com os picos dos ions moleculares em m/z
451,1270 (M — H]) e m/z 435,1314 ([M - HJ]), revelados pelo espectro de
massas de alta resolucdo (modo negativo) (Fig. 40, pag. 68), permitiram
confirmar a féormula molecular C21H24011 € C21H24010 para LSF-4A e LSF-4B,

respectivamente.

Através das informacbes discutidas e comparagdo com dados da
literatura (Lu et al., 1997; Almeida et al., 2010) (Tabela 13), péde-se concluir
que LSF-4 trata-se de uma mistura de di-hidrochalconas, 3-hidroxifloridizina
(LSF-4A) e floridizina (LSF-4B), nas proporcoes de 67% e 33%,
respectivamente. As percentagens aproximadas dos dois componentes da
mistura foram calculadas através da integracao dos sinais de hidrogénios H-6
(64 6,40) e H-2/6 (34 6,90). A di-hidrochalcona 3-hidroxifloridizina est4 sendo
reportada pela primeira vez no género Lippia, enquanto que floridizina esta
sendo reportada pela primeira vez na espécie L. sidoides.

LSF-4A R=OH
LSF-4B R=H

Para comprovacao final, a mistura LSF-4A/LSF-4B foi submetida a
reacao de acetilagdo usando anidrido acético/piridina, obtendo-se os derivados
acetilados LSF-4A-Ac/LSF-4B-Ac, respectivamente, com 85,9% de rendimento.

Almeida, M. C. S.
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O espectro de absor¢édo na regiao do infravermelho de LSF-4A-Ac/LSF-
4B-Ac (Fig. 41, pag. 69) revelou o desaparecimento da banda de absorcdo em
3411 cm™, referente aos grupos hidroxilas existentes em LSF-4A/LSF-4B.
Mostrou ainda o surgimento da carbonila através da absorcao intensa em 1750
cm’’, confirmando, desta forma, a acetilagdo dos grupos hidroxilas.

O espectro de RMN '°C-CPD [125 MHz, CDCls] (Fig. 43, pag. 71)
registrou a presenca de absorcdes em ¢ 168,0-171,2, referente a carbonos sp?
de carbonilas. Analise comparativa entre os espectros de RMN '*C-CPD [125
MHz, CDCIls] e DEPT 135° (Fig. 44, pag. 72) permitiu reconhecer a presenca

de absorcdes correspondente a metilas em d¢ 20,5-21,1.

O espectro de RMN 'H [500 MHz, CDCl3] (Fig. 42, pag. 70) de LSF-4A-
Ac/LSF-4B-Ac, quando comparado com o espectro de RMN 'H [500 MHz,
CDs;OD] (Fig. 32, pag. 61) de LSF-4A/LSF-4B, revelou absor¢des adicionais em

oy 1,96-2,25, referente as metilas dos grupamentos acetila.

O espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) (Fig. 45, pag.
73) dos derivados acetilados revelou os picos dos ions moleculares em m/z
811,1991 ([M + NaJ*, calc.: 811,2061) para LSF-4A-Ac e m/z 753,1958 ([M +
Na]*, calc.: 753,2007) para LSF-4B-Ac, comprovando a estrutura proposta para
LSF-4A/ LSF-4B.

Dados adicionais destes derivados acetilados obtidos por RMN 'H e *C
(Tabela 15) corroboraram para a completa caracterizagdo das estruturas como
sendo: 2’-O-B-D-27,3”,4”,6”-tetra-O-acetilglicopiranosil-3,4,4’,6’-tetra-O-acetildi-
hidrochalcona (LSF-4A-Ac) e 2’-O-B-D-27,3”,4”,6"-tetra-O-acetilglicopiranosil-
4,4’ 6'-tri-O-acetildi-hidrochalcona (LSF-4B-Ac) (Almeida et al., 2010).
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LSF-4A-Ac R=OAc R’=Ac
LSF-4B-Ac R=H R’=Ac

Almeida, M. C. S.
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Tabela 13 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN '*C e 'H (CDsOD) de LSF-

4A e LSF-4B
HSQC LSF-4A Lit.* HSQC LSF-4B Lit.*
((CD3)2S0) ((CD3)2S0)

C & OH dc dc OH dc
1 1348 - 132,5 134,0 - 131,5
2 1164 6,54 (d, J=1,7) 115,5 130,5 6,90 (d, J=8,4) 129,1
3 146,0 - 143,2 116,2 6,63 (dI, J=8,4) 114,9
4 1443 - 145,0 156,0 - 155,2
5 116,8 6,51 (d, J=8,0) 116,0 116,2 6,63 (dI, J=8,4) 114,9
6 120,9 6,40 (dd, J=8,0 e 1,7) 119,0 130,5 6,90 (d, J=8,4) 129,1
7 31,1 2,82 (t, J=7,5) 29,3 30,9 2,87 (t, J=7,5) 28,9
8 46,9 3,46 (m) 45,0 46,9 3,46 (m) 449
9 206,8 - 204,9 206,8 - 204,6
1 106,9 - 105,3 106,9 - 105,1
2 162,33 - 160,9 162,3 - 160,8
3 956 6,03 (d, J=2,1) 95,4 95,6 6,03 (d, J=2,1) 94,3
4  164,6 - 165,5 164,6 - 165,3
5 97,1 5,80 (d, J=2,1) 96,9 97,1 5,80 (d, J=2,1) 96,8
6 167,6 - 164,5 167,6 - 164,4
17 102,1 4,88 (d, J=7,1) 100,9 102,1 4,88 (d, J=7,1) 100,7
2" 748 3,38-3,50 (m) 73,3 74,8 3,38-3,50 (m) 73,1
3" 783 3,38-3,50 (m) 76,8 78,3 3,38-3,50 (m) 76,6
4 712 3,38-3,50 (m) 69,6 71,2 3,38-3,50 (m) 69,4
5" 78,4 3,38-3,50 (m) 77,4 78,4 3,38-3,50 (m) 77,2
6" 62,4 3,91 (d, J=12,3) 60,7 62,4 3,91 (d, J=12,3) 60,5

3,73 (dd, J=12,3 ¢ 5,2) 3,73 (dd, J=12,3 ¢ 5,2)

Deslocamentos quimicos (8¢ € dy) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
*Lu et al., 1997
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Tabela 14 — Correlagdes a longa distancia de LSF-4A e LSF-4B

3,73 (dd, J=12,3 e 5,2)

3,73 (dd, J=12,3 e 5,2)

HSQC LSF-4A HSQC LSF-4B HMBC LSF-4A/LSF-4B
c dc OH dc OH ZJen Jen
1 1348 i 134,0 i 2H7 _ H-5,2H8
2 1164 6,54 (d, J=1,7) 130,5 6,90 (d, J=8,4) : H-6, 2H-7
3 1460 : 116,2 6,63 (dl, J=8,4) H-2 H-5
4 1443 i 156,0 i H-5 H-6
5 1168 6,51 (d, J=8,0) 116,2 6,63 (dl, J=8,4) i i
6 1209 6,40 (dd, J80e17) 1305 6,90 (d, J=8,4) i H-2, 2H-7
7 311 2,82 (t, J=7,5) 30,9 2,87 (t, J=7,5) oH-8 i
8 46,9 3,46 (m) 46,9 3,46 (m) oH-7 i
9 206,8 - 206,8 - 2H-8 2H-7
1" 1069 i 106,9 i i H-3", H-5'
2 162,3 : 162,3 : : H-1
3 956 6,03 (d, J=2,1) 95,6 6,03 (d, J=2,1) : H-5'
4 1646 : 164,6 : H-3", H-5' i
5 97,1 5,80 (d, J=2,1) 97,1 5,80 (d, J=2,1) - H-3’
6 167,6 : 167.,6 : H-5 :
1” 102,1 4,88 (d, J=7,1) 102,1 4,88 (d, J=7,1) H-2” -
2" 748 3,38-3,50 (m) 74,8 3,38-3,50 (m) H-3" i
3" 783 3,38-3,50 (m) 78.3 3,38-3,50 (m) H-2", H-4" i
4” 71,2 3,38-3,50 (m) 71,2 3,38-3,50 (m) H-3”, H-5” -
5” 78,4 3,38-3,50 (m) 78,4 3,38-3,50 (M) 2H-6" -
6" 624 3,91 (d, J=12,3) 62.4 3,91 (d, J=12,3) H-5” i
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Tabela 15 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN '*C e 'H (CDCls) de LSF-4A-Ac e LSF-4B-Ac

HSQC LSF-4A-Ac HSQC LSF-4B-Ac HSQC LSF-4A HSQC LSF-4B
c oc OH oc OH oc OH oc OH
1 140,4 - 142,5 - 134,8 - 134,0 -
2 123,3 7,05 (dI, J=2,0) 129,6 7,27 (d, J=8,5) 116,4 6,54 (d, J=1,7) 130,5 6,90 (d, J=8,4)
3 142,0 - 121,6 6,96 (d, J=8,5) 146,0 - 116,2 6,63 (dl, J=8,4)
4 140,0 - 149,1 - 1443 - 156,0 -
5 123,6 7,07 (dl, J=8,5) 121,6 6,96 (d, J=8,5) 116,8 6,51 (d, J=8,0) 116,2 6,63 (dl, J=8,4)
6 126,8 7,11 (dd, J=8,5 € 2,0) 129,6 7,27 (d, J=8,5) 120,9 6,40 (dd, J=8,0e1,7) 130,5 6,90 (d, J=8,4)
7 28,8 2,90 (m) 28,9 2,90 (m) 31,1 2,82 (t, J=7,5) 30,9 2,87 (t, J=7,5)
8 45,6 3,13 (m) 45,9 3,13 (m) 46,9 3,46 (m) 46,9 3,46 (m)
9 200,2 - 200,4 ] 206,8 - 206,8 -
1 123,1 - 123,1 ] 106,9 - 106,9 -
2’ 154,4 - 154,4 - 162,3 - 162,3 -
3’ 107,0 6,68 (d, J=2,0) 107,0 6,68 (d, J=2,0) 95,6 6,03 (d, J=2,1) 95,6 6,03 (d, J=2,1)
4 152,1 - 152,1 - 164,6 - 164,6 -
5’ 111,8 6,78 (d, J=2,0) 111,8 6,78 (d, J=2,0) 97,1 5,80 (d, J=2,1) 97,1 5,80 (d, J=2,1)
6’ 148,0 - 148,0 - 167.,6 - 167.,6 -
1 99,5 5,01 (d, J=7,0) 99,5 5,01 (d, J=7,0) 102,1 4,88 (d, J=7,1) 102,1 4,88 (d, J=7,1)
2" 70,6 5,12-5,27 (m) 71,0 5,12-5,27 (m) 74,8 3,38-3,50 (m) 74,8 3,38-3,50 (m)
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3" 72,5 5,12-5,27 (m)

4 68,3 5,12-5,27 (m)

5” 72,7 3,88 (m)

6" 62,0 4,23 (dd, J=12,0 e 5,5)

4,17 (dt, J=12,0)

AcO 168,0-171,2 -
Ac 20,5-21,1 1,96-2,25

72,5
68,3
72,7

60,5

168,0-171,2
20,5-21,1

5,12-5,27 (m)
5,12-5,27 (m)
3,88 (m)

4,23 (dd, J=12,0 e 5,5)
4,17 (dt, J=12,0)

1,96-2,25

78,3
71,2
78,4
62,4

3,38-3,50 (M)
3,38-3,50 (M)
3,38-3,50 (M)
3,91 (d, J=12,3)
3,73 (dd, J=12,3 € 5,2)

78,3 3,38-3,50 (m)
71,2 3,38-3,50 (m)
78,4 3,38-3,50 (M)
62,4 3,91 (d, J=12,3)

3,73 (dd, J=12,3 € 5,2)

Deslocamentos quimicos (8¢ € dy) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
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Figura 44 — Espectro de RMN "*C-DEPT 135°[125 MHz, CDCls] de LSF-4-Ac
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4.2. Atividade Antioxidante

O extrato etandlico das folhas (EEFLS) e as substancias isoladas (LSR-1,
LSF-1, LSF-2, LSF-3A/LSF-3B e LSF-4A/LSF-4B) foram submetidos ao teste
de atividade antioxidante utilizando o método do sequestro do radical DPPH
(Hegazi et al., 2002). Através dessa metodologia foi observada atividade
significativa na concentragdo de 1 mg/mL para o extrato etandlico das folhas
(EEFLS), para a mistura de flavonoides (LSF-3A/LSF-3B) e para a mistura
de di-hidrochalconas (LSF-4A/LSF-4B) com inibicdo de 99,9% de radicais.
A Tabela 16 mostra os resultados obtidos no ensaio antioxidante, juntamente
com os valores de ICsy (concentracado da substancia que inibe 50% do radical
DPPH). Os dados mostram que dentre as substancias testadas, a que se
revelou mais ativa foi a mistura de di-hidrochalconas com ICso de 2,50 x 107
mg/mL, resultado superior ao padrdo Trolox. A alta atividade antioxidante
encontrada para o extrato etandlico das folhas de L. sidoides pode ser atribuida
a presenca de substancias flavonoidicas, o que justifica em parte o uso desta
espécie na medicina popular.

Tabela 16 — Resultado do teste da atividade antioxidante

Concentracao (mg/mL)

Substancias 1,0 0,1 ICs50 (mg/mL)
EEFLS 99,9% 99,5% 1,63 X10%+1,5x 10
LSR-1 NA NA NA
LSF-1 NA NA NA
LSF-2 64,7% 25,2% 0,72+0,11*

LSF-3A/LSF-3B 99,9% 99,6% 1,62 X 10%+£1,4x 10
LSF-4A/LSF-4B 99,9% 99,8% 250x10%+2,6 x 10™*
Trolox 99,9% 99,8% 26X10°%+23x10™*
Vitamina-C 99,8% 92,8% 43X10%+1,9x10%

NA — n&o apresentou atividade

*Desvio padrao
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5 - PARTE EXPERIMENTAL

5.1 — Material Vegetal

O trabalho de pesquisa realizado teve como objetivo o estudo quimico
da espécie vegetal Lippia sidoides, onde foram utilizadas as seguintes partes
da planta: raizes e folhas. As raizes foram coletadas no municipio de Apodi-RN,
e as folhas, no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal do Ceara
(UFC). As exsicatas devidamente determinadas encontram-se depositadas no
Herbario Prisco Bezerra do Departamento de Biologia (UFC), onde foram
identificadas pelo professor Afranio Gomes Fernandes e registrada sob o
namero 25149.

5.2 — Métodos Cromatograficos

5.2.1 — Cromatografia em Coluna (CC)

As cromatografias de adsorcdo em coluna foram executadas utilizando
gel de silica 60, com granulometria de 70-230 mesh, da marca Vetec
(cromatografia gravitacional). O comprimento e o didmetro das colunas
variaram de acordo com as quantidades das amostras a serem

cromatografadas e com a quantidade de gel de silica empregada.

Os solventes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram:
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas
binarias em proporcoes crescente de polaridade. Os solventes utilizados nos
procedimentos eram de qualidade P. A. ou destilado.

5.2.2 — Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Nas cromatografias em camada delgada (CCD), foram usadas placas de
vidro com dimensdes de 10 x 5 cm, revestidas em uma das faces por gel de
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silica 60 G da marca VETEC, codigo 1094, e cromatoplacas de gel de silica 60,

2-25 um, com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm (Merck).

As revelagbes das substancias nas cromatoplacas foram realizadas pela
pulverizacao com solucédo de vanilina (CgHgOs) e acido perclérico (HCIO4) em

etanol (C2HgO), seguido de aquecimento com soprador térmico.

Os extratos e as fragdes resultantes das colunas cromatograficas foram
concentrados sob pressao reduzida em evaporador rotativo Fisaton — modelo
801.

5.3 — Métodos Espectrométricos

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em
equipamentos da Central Analitica do Departamento de Quimica Organica e
Inorgéanica da Universidade Federal do Ceara, e do Centro Nordestino de
Aplicacao e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREN/UFC).

5.3.1 — Espectrometria no Infravermelho (IV)

Os espectros de absorcao na regido do infravermelho foram obtidos em
espectrémetro Perkin-Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000, utilizando pastilhas
de brometo de potassio (KBr) e filme de cloreto de s6dio (NaCl) para andlise

das amostras.

5.3.2 — Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos em
espectrdmetro de massa modelo QP5050A da SHIMADZU, operando em
impacto eletrdnico de 70 eV.

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em
espectrébmetro de massa equipado com fonte de ionizagdo por electronspray
(EM-IES), modelo LCMS-IT-TOF (225-07100-34) da SHIMADZU.
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5.3.3 — Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H)
e carbono-13 (RMN *C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrémetro
Bruker, modelo DRX-500 e DPX-300, operando na freqiéncia de 300 e 500
MHz para hidrogénio e 75 e 125 MHz para carbono-13.

Os solventes deuterados utilizados na dissolucdo das amostras e
obtencado dos espectros foram: cloroférmio (CDCI3) e metanol (CDsOD). Os
deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados nos espectros de RMN 'H pelo pico de hidrogénio pertencente a
fracdo ndo deuterada dos solventes: cloroformio (&4, 7,27) € metanol (&y, 4,87;
3,31) e para os espectros de RMN '3C pelos picos de carbono-13 dos solventes:
cloroférmio (8¢, 77,23) e metanol (&¢, 49,15).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio foram indicadas segundo a
convengao: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), dI
(dubleto largo), dt (dubleto triplo), t (tripleto), sep (septeto) e m (multipleto).

O padrao de hidrogenacédo dos carbonos foi determinado através da
utilizacdo da técnica DEPT 135° (CH e CH3; com amplitudes em oposicao aos
CH.). Os carbonos nao hidrogenados foram caracterizados pela subtracao dos
sinais do espectro da técnica DEPT 135° pelos sinais do espectro da técnica
BB. Segundo a convencao: C (carbono ndo hidrogenado), CH (carbono

metinico), CH. (carbono metilénico) e CH3 (carbono metilico).
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5.4 — Métodos Fisicos
5.4.1 — Ponto de Fusao

Os pontos de fusdao das substancias isoladas foram determinados em
equipamento da Microquimica, modelo MQAPF 302. As determinagdes foram
realizadas a uma velocidade de aquecimento de 1 °C/min e os valores obtidos

nao foram corrigidos.
5.4.2 — Rotacao Otica

As rotacbes Oticas foram obtidas em polarimetro digital da Perkin-Elmer

341 a temperatura de 20 °C e concentracdo de g/mL de solvente.
5.5 — Atividade Antioxidante: Método de Seqliestro do Radical DPPH

A metodologia utilizada no teste de atividade antioxidante foi a do
sequestro de radicais livres, semelhante a descrita por Hegazi et al., (2002),
onde o radical utilizado foi o DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) (Fig. 46, pag. 79)
na concentracdo de 60 umol.L™". Solugdes em concentragdes de 0,001; 0,005;
0,01; 0,05; 0,1 e 1,0 mg/mL foram preparadas pela dissolugcdo das amostras
em metanol, e 1,0 mL de cada solugdo foi misturada a outra solucao
metandlica de DPPH (1,0 mL), na concentracdo de 60 umol.L™". Foram
realizadas medidas de absorbancia na faixa de 520 nm em espectrofotdmetro
de UV, apds 30 min. A percentagem de inibicao foi obtida por comparacao da
absorcao da solugdo contendo amostra, em relacao a uma solucao controle de

DPPH sem amostra.
Percentagem de inibicdo = (1 — Abs. da amostra/Abs. do DPPH) x 100

Os resultados mostrados na Tabela 16 (pag. 74) representam a média
aritmética de 3 leituras. Como padrdes positivos de referéncia utilizaram-se
Trolox (acido 6-hidréxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) e Vitamica-C
(acido ascérbico) (Fig. 46, pag. 79).
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Figura 46 — Estruturas do DPPH, Trolox e Vitamina-C
5.6 — Estudo dos Metabdlitos Secundarios de L. sidoides
5.6.1 — Preparacao dos Extratos
Raizes (2,0 kg) e folhas (208,5 g) foram secos a temperatura ambiente,
triturados e submetidos a extragdo com etanol a frio. Em seguida, foram
concentrados sob pressdo reduzida, fornecendo os respectivos extratos

(Tabela 17).

Tabela 17 — Dados referentes aos extratos obtidos de L. sidoides

Extrato Sigla Peso (g) Rendimento (%)
Etandlico das EERLS 56,0 g 2,8%
raizes
Etandlico das folhas EEFLS 36,89 17,6%

5.7 — Fracionamento Cromatografico de EERLS

O extrato EERLS (56,0 g) foi adsorvido em gel de silica, pulverizado em
gral de porcelana e submetido a coluna filtrante, utilizando como eluentes:
hexano, CH2Cl,, AcOEt e MeOH, puros, nesta ordem de polaridade. As fracoes
coletadas foram concentradas sob pressao reduzida e os pesos obtidos estao
descritos na Tabela 18.
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Tabela 18 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERLS

Eluente Fracao Peso (g)
Hexano EERH 1,29
Diclorometano EERD 1459
Acetato de etila EERA 8,29
Metanol EERM 22,09
Total 459 ¢
Rendimento (%) 82,0%

5.7.1 — Fracionamento Cromatografico de EERD

Parte da fracao EERD (5,0 g), obtida do fracionamento cromatografico
do extrato EERLS, foi adsorvida em gel de silica, pulverizada em gral de
porcelana e devidamente acondicionada sobre gel de silica em coluna
cromatografica. A eluicdo foi realizada empregando os solventes: hexano,
AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de
polaridade. Foram coletadas um total de 19 fracdes, reunidas depois de
concentradas sob pressdo reduzida e analisadas por CCD. A fragdo F4 foi
recromatografada para o isolamento da substancia LSR-1.

5.7.2 — Fracionamento Cromatografico de F4 e Isolamento de LSR-1

A fracdo F4 (231,3 mg) foi adsorvida em gel de silica, pulverizada em
gral de porcelana e acondicionada sobre gel de silica para fracionamento
cromatografico. Os solventes empregados na eluicdo das fracdes foram:
hexano, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias, aumentando
gradativamente a polaridade, resultando em 60 fracoes. As fragcdes F11-17
foram reunidas, ap6s analise em CCD, obtendo-se 61,0 mg de material, que foi
posteriormente submetido a tratamento cromatogréafico. Os solventes utilizados
na eluicdo foram os mesmos da coluna anterior, sendo coletadas 58 fracoes.
Apos analise em CCD, as fragbes F3-12 foram reunidas, resultando em 15,0
mg de sélido amorfo verde, solivel em CHCI3; e com ponto de fuséo na faixa de
188-189 °C, codificado de LSR-1.
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Fluxograma 1 — Rota esquemaética do isolamento da substancia LSR-1, obtida

a partir do extrato etandlico das raizes de L. sidoides

Material Vegetal
(Raizes)
2,0 Kqg

1. Secagem e trituracédo
2. Extracdo com etanol
3. Evaporacado do solvente

[ Extrato Etandlico (EERLS) ]

(56,0 9)
Desprezada
Cromatografia Filtrante Gravitacional
Hexano CH.Cl, AcOEt MeOH

EERH EERD EERA EERM
(1,2 9) (14,5 g) (8,2 9) (22,0 g)

EERD

(5,0 9)

Sucessivas colunas
cromatograficas

|

LSR-1
(15,0 mg)
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5.8 — Fracionamento Cromatografico de EEFLS

Parte do extrato EEFLS (36,0 g) foi adsorvido em gel de silica,
pulverizado em gral de porcelana e submetido a fracionamento cromatografico
em funil de Buchner utilizando como eluentes hexano, AcOEt e MeOH, puros,
nesta ordem de polaridade. As fracdes coletadas foram concentradas sob
pressao reduzida e os pesos obtidos estdo descritos na Tabela 19.

Tabela 19 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EEFLS

Eluente Fragéo Peso (g)
Hexano EEFH 099¢
Acetato de etila EEFA 5,49
Metanol EEFM 19,79
Total 26,09
Rendimento (%) 72,2%

5.8.1 — Fracionamento Cromatografico de EEFA

Parte da fracdo EEFA (2,0 g), obtida do fracionamento cromatografico do
extrato EEFLS, foi adsorvida em gel de silica, pulverizada em gral de porcelana
e devidamente acondicionada sobre gel de silica em coluna cromatografica. A
eluicdo foi realizada empregando os solventes: hexano, AcOEt e MeOH, puros
ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas
157 fragbes que foram concentradas sob pressao reduzida e reunidas apés
analise em CCD. As fracbes F28-38, F39-45, F48-76 e F110-121 foram
recromatografadas para o isolamento das substancias LSF-1, LSF-2, LSF-3 e
LSF-4, respectivamente.

5.8.2 — Fracionamento Cromatografico de F28-38 e Isolamento de LSF-1
A fracdo F28-38 (112,6 mg) foi adsorvida em gel de silica, pulverizada

em gral de porcelana e submetida a fracionamento cromatografico sobre gel de
silica. A eluicao foi realizada com o uso dos solventes: hexano, AcOEt e MeOH
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puros ou em misturas binarias, em escala crescente de polaridade, obtendo-se
62 fracdes. ApOs andlise em CCD, as fragbes F17-20 foram reunidas,
resultando em 11,0 mg de uma resina verde, soluvel em CHCIs3, codificada de
LSF-1.

5.8.3 — Fracionamento Cromatografico de F39-45 e Isolamento de LSF-2

A fragdo F39-45 (105,0 mg) foi adsorvida em gel de silica, pulverizada
em gral de porcelana e acondicionada sobre gel de silica para tratamento
cromatografico. Os solventes usados na eluicdo durante o fracionamento foram:
CH.Cl,, AcOEt e MeOH puros ou em misturas binarias, aumentando
gradativamente a polaridade, obtendo-se 71 fracdes. Apos anédlise em CCD, as
fracdes F23-31 foram reunidas, resultando em 27,0 mg de um sélido amorfo
amarelado, soluvel em MeOH e com ponto de fusdo na faixa de 229-231 °C,
codificado de LSF-2.

5.8.4 — Fracionamento Cromatografico de F48-76 e Isolamento de LSF-3

A fracdo F48-76 (280,0 mg) foi adsorvida em gel de silica, pulverizada
em gral de porcelana e devidamente acondicionada sobre gel de silica em
coluna cromatografica. A eluicao foi realizada com o uso dos solventes: hexano,
CHCl,, AcOEt e MeOH puros ou em misturas binarias, em escala crescente de
polaridade, obtendo-se 136 fracdes. As fragcdes F41-44 foram reunidas, apds
andlise por CCD, resultando em 22,0 mg de um solido amorfo amarelado,
soluvel em MeOH, codificado de LSF-3.

5.8.5 — Fracionamento Cromatografico de F110-121 e Isolamento de LSF-4

A fracao F110-121 (437,8 mq) foi adsorvida em gel de silica, pulverizada
em gral de porcelana e submetida a fracionamento cromatografico sobre gel de
silica. Os solventes empregados na eluicao das fracées foram: hexano, AcOEt
e MeOH puros ou em misturas binarias, em gradiente crescente de polaridade,

obtendo-se 99 fragdes. As fracbes F32-41 foram reunidas, ap6s comparacao
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em CCD, obtendo-se 157,4 mg de um sélido amorfo amarelado, solivel em
MeOH, codificado de LSF-4.

5.8.6 — Obtencao do Derivado de LSF-4

5.8.6.1 — Reacao de Acetilacao de LSF-4

Cerca de 50,0 mg de LSF-4 foi dissolvida em anidrido acético/piridina
(2,0/1,0 mL) em um baldo de fundo redondo de 50 mL. A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo magnética por 24 h a temperatura ambiente. Em seguida,
o material foi lavado com solugéo saturada de sulfato de cobre para eliminacao
da piridina residual, e extraido com acetato de etila (2 x 10 mL). A fase
organica foi lavada com agua destilada para a retirada de sulfato de cobre,
seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada sob pressao reduzida.
O produto obtido foi purificado em coluna cromatografica empregando gel de
silica como adsorvente e acetato de etila como eluente, obtendo-se 73,0 mg
(85,9%) do derivado acetilado, denominado LSF-4-Ac.
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Fluxograma 2 — Rota esquematica do isolamento das substancias LSF-1, LSF-2
e LSF-3, obtidas a partir do extrato etandlico das folhas de L.
sidoides

Material Vegetal
(Folhas)
208,5¢g

1. Secagem e trituragao
2. Extracao com etanol
3. Evaporacgao do solvente

Desprezada

(36,8 g)

[ Extrato Etanélico (EEFLS) ]

Cromatografia Filtrante a Vacuo

Hexano

EEFH
(0,9 9)

AcOEt

EEFA
(5,4 9)
EEFA
(2,09)

MeOH

EEFM
(19,7 g)

Fracionamento cromatografico

F 28-38 F 39-45 F 48-76 F 110-121
(112,6 mg) (105,0 mg) (280,0 mg) (437,8 mg)
|
Coluna Coluna Coluna Coluna
cromatografica cromatografica cromatografica cromatografica

LSF-4
(157,4 mg)
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6 — CONCLUSOES

O estudo fitoquimico desenvolvido neste trabalho abordando a espécie
Lippia sidoides permitiu verificar que a planta é rica em flavonéides, conforme

foi relatado na pesquisa bibliogréfica.

O estudo do extrato etandlico das raizes resultou no isolamento e
caracterizacao da naftoquinona tecomaquinona I (LSR-1) e, o estudo do extrato
etandlico das folhas possibilitou o isolamento e identificacdo do monoterpeno 5-
hidroximetil-2-isopropilfenol (LSF-1), da flavanona naringenina (LSF-2), da
mistura de flavonoides eriodictiol (LSF-3A) e hispidulina (LSF-3B), e da mistura
de di-hidrochalconas 3-hidroxifloridizina (LSF-4A) e floridizina (LSF-4B). Das
substancias isoladas e caracterizadas, duas estdo sendo reportadas pela
primeira vez no género Lippia (5-hidroximetil-2-isopropilfenol e 3-
hidroxifloridizina), quatro sao inéditas na espécie Lippia sidoides (naringenina,
eriodictiol, hispidulina e floridizina) e uma ja foi isolada anteriormente da
espécie (tecomaquinona I).

A mistura de di-hidrochalconas, acetilada com anidrido acético/piridina,
forneceu o produto esperado com rendimento de 85,9% e acetilacdo de todas
as hidroxilas, comprovando a estrutura proposta para LSF-4A/LSF-4B.

O extrato etandlico das folhas, a mistura de flavonéides (LSF-3A/LSF-3B)
e a mistura de di-hidrochalconas (LSF-4A/LSF-4B) apresentaram significativa
atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH, enquanto que a
naftoquinona LSR-1 e o monoterpeno LSF-1 ndo apresentaram atividade. A
alta atividade antioxidante encontrada para o extrato etandlico das folhas de L.
sidoides pode ser atribuida a presenca de substancias flavonoidicas, o que
justifica em parte o uso desta espécie na medicina popular. Das substancias
testadas, a que se revelou mais ativa foi a mistura de di-hidrochalconas (LSF-
4A/LSF-4B), com ICso de 2,50 x 10° mg/mL, semelhante a dos padrdes

testados.
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Os resultados apresentados neste trabalho motivam a continuagcédo do
estudo fitoquimico de L. sidoides, na busca de novos compostos com atividade
farmacolégica, visto que o Oleo essencial desta espécie possui inumeras

propriedades medicinais.

O trabalho de pesquisa realizado resultou em um trabalho publicado na
revista Quimica Nova com o seguinte titulo “Flavonéides e outras substancias

de Lippia sidoides e suas atividades antioxidantes”.

R=OAc R'=Ac LSF-4A-Ac
R=H R'=Ac LSF-4B-Ac
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FLAVONOIDS AND OTHER SUBSTANCES FROM Lippia sidoides AND THEIR ANTIOXIDANT ACTIVITIES.
The chemical investigation of the ethanol extracts of stems, roots and leaves of Lippia sidoides led to the isolation of:
steroid B-sitosterol, naphthoquinone tecomaquinone, monoterpene carvacrol, flavonoid 4',5,7-trihydroxyflavanone

(naringenin), 3',4',5,7-tetrahydroxyflavanone and 4',5,7-trihydroxy-6-methoxyflavone flavonoids mixture, and
3,4,4° 6’ -tetrahydroxydihydrochalcone-2’-O-B-D-glucopyranoside and 4,4°,6’-trihydroxydihydrochalcone-2’-O- 3-D-glucopyranoside
dihydrochalcones mixture. Their structures were characterized on the basis of spectral data, mainly 'H and *C NMR (1D and 2D)
and mass spectra. The ethanol extract and isolated compounds were evaluated for their antioxidative properties using the method of

inhibition of free radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl).

Keywords: Lippia; Verbenaceae; chalcones.

INTRODUCAO

O género Lippia (Verbenaceae), possui cerca de 200 espécies de
ervas, arbustos e pequenas drvores, que sdo naturais da América do
Sul e Central.! Espécies deste género destacam-se pelo aroma forte
e agraddvel e seu aspecto atrativo no periodo de floragdo. A espécie
Lippia sidoides é conhecida popularmente como alecrim-pimenta
e ¢ encontrada no sertdo nordestino, principalmente nos estados do
Ceard e Rio Grande do Norte. Estudos anteriores realizados com
esta espécie relataram a presenca de flavonoides, quinonas, triter-
penos, lignanas, esteroides livres e glicosilados e dcidos orginicos.>
A exemplo de outras plantas do género, a referida espécie tem uso
comprovado na medicina popular, principalmente como antisséptico
e antimicrobiano.” As folhas e flores constituem a parte medicinal
desta planta. Seu 6leo essencial possui elevado valor comercial,
tendo o timol e o carvacrol como constituintes principais, os quais
apresentam propriedades antisséptica, antimicrobiana, antiflingica,
antioxidante, anti-inflamatdria e larvicida.? O chd ou a tintura diluida
desta espécie € também usado no tratamento de problemas de pele.*
Apesar de existirem vdrios trabalhos na literatura® acerca da sua
composi¢do quimica, o presente trabalho constitui uma reinvestiga-
¢do fitoquimica da espécie por esta ser uma das plantas selecionadas
pelo Governo do Estado do Ceara? e pelo Sistema Unico de Satide
(SUS) para producdo de fitoterdpico,® além de permitir avaliagdo
comparativa dos perfis fitoquimicos da planta cultivada e daquela
coletada no seu habitat natural.

Neste trabalho registra-se o resultado obtido do estudo fito-
quimico dos talos, das raizes e das folhas da espécie L. sidoides,
descrevendo-se o isolamento e a identificacio da naftoquinona
tecomaquinona (1), do flavonoide 4’,5,7-tri-hidroxiflavanona (2,
naringenina), da mistura de flavonoides 3’,4’,5,7-tetra-hidroxifla-
vanona (3) e 4°,5,7-tri-hidroxi-6-metoxiflavona (4), e da mistura de
di-hidrochalconas 2’-O-B-D-glicopiranosil-3,4,4’,6’-tetra-hidroxi-
di-hidrochalcona (5) e 2’-O-f3-D-glicopiranosil-4,4’ ,6’-tri-hidroxi-di-

*e-mail: tlemos @dqoi.ufc.br

hidrochalcona (6), além do B-sistosterol e do carvacrol. Ensaios de
atividade antioxidante foram realizados com o extrato etandlico das
folhas (LSFE) e os compostos isolados, empregando-se o método do
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila).”

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os pontos de fusdo foram determinados em equipamento da Mi-
croquimica, modelo MQAPF 302. As determinag¢des foram realizadas
a uma velocidade de aquecimento de 4 °C/min e os valores obtidos
ndo foram corrigidos.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho (IV) foram
obtidos em espectrometro Perkin Elmer, modelo FT-IR Spectrum
1000, utilizando pastilhas de KBr e filme de NaCl para analise das
amostras.

Os espectros de RMN 'H e *C, uni (1D) e bidimensionais (2D),
foram obtidos em espectrometros Bruker, modelo Avance DPX-300 e
DRX-500, operando na frequéncia de 300 e 500 MHz para hidrogénio
(H), e de 75 e 125 MHz para carbono-13 (**C), respectivamente. Na
dissolugdo das amostras utilizou-se como solvente CDCI, e CD,0D.

Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletronico a
70 eV em espectrometro Shimadzu, modelo QP5050A e em espec-
trometro Shimadzu, modelo LCMS-IT-TOF, equipado com fonte de
ionizacdo por electronspray.

A determinacdo da rotagdo Optica foi realizada em um polarimetro
341 da Perkin Elmer, a temperatura de 20 °C.

Nas cromatografias de adsor¢io em coluna (CC) foram utilizadas
gel de silica 60 (63-200 wm). Os tamanhos das colunas (comprimento
e diametro) variaram de acordo com as quantidades de amostras a
serem cromatografadas e adsorventes empregados. Para a elui¢ao
das amostras foram usados os seguintes solventes de qualidade P.A.
(Synth): hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puros ou
em misturas bindrias em gradiente de polaridade crescente. Para as
cromatografias em camada delgada (CCD) utilizou-se gel de silica
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60 G sobre suporte de vidro e gel de silica 60 F ., sobre poliéster. As
revelacdes das substincias foram realizadas pela aspersdo em solugdo
dcida de vanilina, seguida de aquecimento com soprador térmico.

Material vegetal

A espécie estudada, Lippia sidoides, foi coletada no Horto de
Plantas Medicinais da Universidade Federal do Ceara (UFC). A ex-
sicata de nimero 25149 encontra-se depositada no Herbdrio Prisco
Bezerra do Departamento de Biologia (UFC).

Extracio e isolamento dos constituintes quimicos

Talos (551,0 g), raizes (2,0 kg) e folhas (208,5 g) foram separados,
secos, submetidos a extragcdo com etanol a temperatura ambiente e,
em seguida, foram concentrados sob pressdo reduzida, fornecendo
respectivamente: LSTE (27,7 g), LSRE (56,0 g) e LSFE (36,8 g).

LSTE (18,0 g) foi adsorvido em gel de silica e submetido a fra-
cionamento cromatografico em funil de vidro sinterizado utilizando
como eluentes hexano, diclorometano e metanol puros em ordem
crescente de polaridade, fornecendo as respectivas fracdes (432,0 mg,
691,0 mg, 4,6 g) apds destilacdo do solvente sob pressdo reduzida.
A fracdo diclorometano (691,0 mg) foi submetida a uma coluna
cromatografica em gel de silica, usando-se eluentes puros e misturas
bindrias de hexano/diclorometano (0-100%, v/v), diclorometano/
acetato de etila (0-100%, v/v) e acetato de etila/metanol (0-100%,
v/v). As fragdes obtidas foram analisadas em CCD usando como
eluentes hexano/diclorometano (3/7), hexano/acetato de etila (9/1;
8/2;7/3; 5/5), diclorometano (100%) e diclorometano/acetato de etila
(9/1; 8/2), as quais foram reunidas de acordo com suas similaridades,
resultando no isolamento do esteroide B-sitosterol (40,0 mg).

LSRE (56,0 g) foi adsorvido em gel de silica e submetido a fra-
cionamento cromatografico em funil de vidro sinterizado utilizando
como eluentes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol
puros em ordem crescente de polaridade, fornecendo as respectivas
fracdes (1,2g; 14,5g; 8,2g; 22,0g) apds destilagdo do solvente sob
pressdo reduzida. Parte da fracdo diclorometano (5,0 g) foi submetida
a uma coluna cromatogrifica em gel de silica, usando-se eluentes
puros e misturas bindrias de hexano/acetato de etila (0-100%, v/v)
e acetato de etila/metanol (0-100%, v/v). Foram coletadas um total
de 19 fracdes que, apds andlise por CCD em hexano/acetato de etila
(8/2; 5/5; 2/8), acetato de etila (100%) e acetato de etila/metanol
(8/2; 5/5; 2/8), foram reunidas em 9 fragdes (F1 a F9). A fracdo F4
eluida com hexano/acetato de etila 6/4 foi submetida a sucessivas
colunas cromatograficas em gel de silica, resultando no isolamento
de 1 (15,0 mg).

LSFE (36,8 g) também foi adsorvido em gel de silica e subme-
tido a fracionamento cromatografico em funil de vidro sinterizado
utilizando como eluentes hexano, acetato de etila e metanol puros
em ordem crescente de polaridade, fornecendo as respectivas fracdes
(883,0 mg; 5,4 g; 19,7 g) apds destilagdo do solvente sob pressdo
reduzida. Parte da fracdo acetato de etila (2,0 g) foi submetida a uma
coluna cromatografica em gel de silica, usando-se eluentes puros e
misturas bindrias de hexano/acetato de etila (0-100%, v/v) e acetato
de etila/metanol (0-100%, v/v). Foram obtidas 157 fracdes que, apds
analise em CCD em hexano (100%), hexano/acetato de etila (9/1;
7/3), diclorometano/acetato de etila (8/2), acetato de etila (100%) e
acetato de etila/metanol (9/1), foram reunidas em 20 frac¢des (F1 a
F20). As fragdes F2-F14 eluidas com hexano/acetato de etila (9/1;
8/2;7/3;6/4;5/5;4/6;3/7,2/8; 1/9), acetato de etila (100%) e acetato
de etila/metanol (9/1) foram recromatografadas em gel de silica,
usando-se eluentes puros e misturas bindrias de hexano/diclorometano
(0-100%, v/v), diclorometano/acetato de etila (0-100%, v/v) e acetato
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de etila/metanol (0-100%, v/v), levando ao isolamento do monoter-
peno carvacrol (60,0 mg), de 2 (27,0 mg), da mistura (22,0 mg) 3/4
(59% / 41%), e da mistura (157,0 mg) 5/6 (67% / 33%).

Acetilacao de 5/6

A mistura 5/6 (50,0 mg) foi dissolvida em anidrido acético/
piridina (2,0/1,0 mL) e mantida sob agitagdo magnética por 24 h a
temperatura ambiente. Ap6s adi¢do de sulfato de cobre e extracio
com acetato de etila (2 x 10 mL), a fase organica foi lavada com
dgua, tratada com sulfato de sédio anidro e concentrada sob pressdao
reduzida. Os produtos 5a/6a, provenientes da mistura 5/6, foram
purificados em coluna cromatografica empregando gel de silica
como adsorvente e acetato de etila como eluente, obtendo-se 73,0
mg (85,9%) do derivado acetilado.

Atividade antioxidante pelo método de sequestro de radical
DPPH

Para avaliagdo da atividade antioxidante foi utilizado o método
de sequestro de radical DPPH e comparacio com padrdes positivos,
usando a metodologia proposta por Hegazy e El-Hady.” Amostras
do extrato etandlico das folhas (LSFE) e das substancias isoladas
(1, 2, 3/4 ¢ 5/6) nas concentragdes de 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1 e
1,0 mg/mL foram dissolvidas em metanol e 1,0 mL de cada amostra
foi adicionada a uma solucdo metandlica de DPPH (1,0 mL), na
concentracio de 60 WM. Foram realizadas medidas de absorbancia
na faixa de 520 nm em espectrofotometro de UV, apds 30 min. A
percentagem de inibicao foi obtida por comparagio da absor¢ao da
solucdo contendo amostra, em relagdo a uma solucdo controle de
DPPH sem amostra.

Os resultados mostrados na Tabela 2 representam a média aritmé-
tica de 3 leituras. Como padrdes positivos de referéncia utilizaram-se
Trolox e Vitamica-C, adquiridos da Sigma Aldrich.

Tecomaquinona (1)

Solido amorfo verde; solubilidade: cloroférmio; Rf = 0,5 (hexano/
diclorometano 1/1); p.f. 188-189 °C; [oc]f)“ -15,2°(c0,00105, CHCl,);
IV (filme de NaCl), v, (cm™): 2969; 2922; 1653; 1594; 1548; 1247,
RMN 'H e BC: de acordo com a literatura.’

Naringenina (2)

Solido amarelo; solubilidade: metanol; Rf = 0,43 (diclorometano/
acetato de etila 4/1); p.f. 229-231 °C; [a]? -10,9° (¢ 0,0011, MeOH);
IV (pastilha de KBr), v, (cm™): 3134; 1603; 1519; 1461; 1312;
RMN 'H (500 MHz, CD,OD) - SH (H, multiplicidade, J em Hz,
integracdo): 7,29 (H-2’, 6’; d; 8,5; 2H); 6,81 (H-3", 5°; d; 8,5; 2H);
5,88 (H-6; d; 2,1; 1H); 5,87 (H-8; d; 2,1; 1H); 5,31 (H-2;dd; 12,9 ¢
2,7; 1H); 3,09 (H-3 axial; dd; 17,1 e 12,9; 1H); 2,67 (H-3 equatorial;
dd; 17,1e2,7; 1H); RMN “C (125 MHz, CD,0D) - 8 : 197,9 (C-4);
168,5 (C-7); 165,6 (C-5); 165,0 (C-9); 159,2 (C-4*); 131,2 (C-17);
129,2 (C-2’, 6’); 116,5 (C-3’, 57); 103,5 (C-10); 97,2 (C-6); 96,3
(C-8); 80,6 (C-2); 44,2 (C-3).

3’,4°,5,7-tetra-hidroxiflavanona (3) e 4°,5,7-tri-hidroxi-6-
metoxiflavona (4)

Sélido amarelo; solubilidade: metanol; Rf = 0,43 (diclorome-
tano/acetato de etila 3/2); IV (pastilha de KBr), v,, (cm™): 3368;
1639; 1606; 1459; 1365; RMN 'H (500 MHz, CD,0D) - §,, (H,
multiplicidade, J em Hz, integra¢do): 3: 6,90 (H-2’; s; 1H); 6,77
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(H-6’; m; 1H); 6,77 (H-5"; m; 1H); 5,87 (H-8; d; 2,4; 1H); 5,85
(H-6; d; 2,4; 1H); 5,23 (H-2; dd; 12,7 e 3,0; 1H); 3,03 (H-3; dd;
17,0 e 12,7; 1H); 2,66 (H-3; dd; 17,0 e 3,0; 1H); 4: 7,74 (H-2’;
d; 8,6; 1H); 7,74 (H-6’; d; 8,6; 1H); 6,87 (H-3’; d; 6,8; 1H); 6,87
(H-5’; d; 8,6; 1H); 6,47 (H-3; s; 1H); 6,47 (H-8; s; 1H); 3,89
(MeO-6; s; 3H); RMN PC (125 MHz, CD,0D) - SC: 3: 197.,9
(C-4); 168,5 (C-7); 166,4 (C-5); 165,5 (C-9); 147,0 (C-3’); 146,6
(C-47); 131,9 (C-17); 1194 (C-6); 117,0 (C-5"); 114,5 (C-2");
106,0 (C-10); 97,2 (C-6); 96,3 (C-8); 80,6 (C-2); 44,2 (C-3); 4:
184,2 (C-4); 164,9 (C-2); 162,8 (C-4); 158,7 (C-7); 154,7 (C-9);
154,0 (C-5); 132,0 (C-6); 129,5 (C-27); 129,5 (C-6"); 123,7 (C-
17); 117,1 (C-3%); 117,1 (C-5"); 106,0 (C-10); 101,5 (C-3); 95,4
(C-8); 59,6 (MeO-6).

2’-0-B-D-glicopiranosil-3,4,4’,6’-tetra-hidroxi-di-
hidrochalcona (5) e 2’-0-B-D-glicopiranosil-4,4’,6’-tri-
hidroxi-di-hidrochalcona (6)

Soélido amarelo; solubilidade: metanol; Rf = 0,69 (acetato de
etila/metanol 4/1); [a]X -77,7 ° (c 0,001, MeOH); 1V (pastilha de
KBr), v,,.. (em™): 3411; 2926; 1631; 1517; 1453; 1367; EM m/z:
5:451,1270 [M - H] (calc.: 451,1240), 6: 435,1314 [M - H] (calc.:
435,1291); RMN 'H e "*C: Tabela 1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento do extrato etanélico dos talos de L. sidoides
resultou no isolamento e identificagéo do esteroide -sistosterol.® Do
extrato etandlico das raizes foi isolada e identificada a naftoquinona
tecomaquinona (1), e do extrato etanélico das folhas foram isolados
e identificados o monoterpeno carvacrol,’ o flavonoide naringenina
(4°,5,7-tri-hidroxiflavanona, 2),'° a mistura de 3’,4’,5,7-tetra-hidro-
xiflavanona (3)!! e 4°,5,7-tri-hidroxi-6-metoxiflavona (4)'' e a mis-
tura de 2’-O-glicopiranosil-3,4,4’,6’-tetra-hidroxi-di-hidrochalcona
(5)"? e 2’-0O-glicopiranosil-4,4’,6’-tri-hidroxi-di-hidrochalcona
(6)"* (Figura 1). Estes compostos foram identificados por métodos
espectrométricos, tais como IV, EM e, principalmente RMN 'H e
BC (1D e 2D). A confirmagio destas estruturas baseou-se na andlise
comparativa com valores descritos na literatura.>$1?

O espectro na regido do IV [v, cm’! (KBr)] de 5/6 revelou
bandas de absor¢do em 3411 (OH), 1631 (C=0), 1517 e 1453
(C=C__ ). O espectro de RMN 'H revelou sinais de hidrogénios

arom.

5 R=OH, Ry=H (67%)
5a R=0Ac, Ri=Ac

6 R=R=H (33%)

6a R=H, Ri=Ac

2 2,3-di-hidro, Ry=Rp=H
3 2,3-di-hidro, Ry=H, Ro=OH (59%)
4 A28, R;=OMe, Ry=H (41%)

Figura 1. Substancias isoladas de Lippia sidoides e derivadas acetilados 5a e 6a
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alifaticos em 5H 2,82 (t, J=7,8 Hz, 2H) e 3,47 (t, J=7,8 Hz, 2H),
compativeis com dois grupos CH, ligados entre si e sendo um deles
alfa a carbonila, além de sinais de anel aromdtico, compreendidos
entre 8,5,96-7,06, sugerindo tratar-se do esqueleto basico Ph-CH,-
CH_-CO-Ph, caracteristico de di-hidrochalconas. Os sinais em §,,
6,19 (d, J=2,1 Hz, 1H) e 5,96 (d, J=2,1 Hz, 1H) indicaram a pre-
sen¢a de dois hidrogénios meta posicionados em um grupo fenila
tetrassubstituido. A andlise comparativa dos espectros de RMN "*C-
{'H} e RMN "*C-DEPT-135° mostrou sinais caracteristicos de uma
unidade de monossacarideo com absor¢des em 8. 102,0 (CH-17),
74,7 (CH-2”), 78,4 (CH-37), 71,1 (CH-4""), 78,4 (CH-5") e 62,4
(CH,-6"), tipico de uma unidade B-D-glicopiranosila. O acopla-
mento heteronuclear a longa distancia de H-1" (3, 5,02) com C-2’
(8. 162,78, 7] ) revelado pelo espectro de HMBC permitiu definir
a localizacd@o desta unidade glicosidica no anel A (C-2’). A andlise
do espectro de RMN 'H da mistura permitiu reconhecer os sinais
correspondentes ao componente 5 (Tabela 1) em §,,6,70 (d, J=1,7
Hz, H-2), 6,69 (d, J=8,0 Hz, H-5) e 6,56 (dd, J=8,0; 1,7 Hz, H-6),
indicando a presenca de um grupo fenila trissubstituido, estando
dois destes hidrogénios acoplados em orto; ja os sinais dos dtomos
de hidrogénio deste grupo arila em 6 apareceram em 6, 7,06 (d,
J=8,3 Hz, H-2/H-6) e §,,6,67 (d, J=8,3 Hz, H-3/H-5), compativeis
com um sistema aromdtico para-dissubstituido (tipico sistema
AA’BB’) na molécula. Estes dados, juntamente com os picos dos
fons moleculares em m/z 451,1270 ([M - HJ, 5, calc.: 451,1240) ¢
m/z435,1314 ([M - HJ, 6, calc.: 435,1291) revelados pelo espectro
de massas de alta resolucio (modo negativo) permitiram deduzir a
férmula molecular C, H,,0, e C, H, O, para$ e 6, respectivamente.
Assim, todos estes dados e os resultados adicionais fornecidos pelos
espectros de RMN °C ({'H} e DEPT-135°) e pelas experiéncias
2D ('"H-'H COSY, HSQC e HMBC), resumidos na Tabela 1, foram
usados para deduzir as estruturas dos componentes da mistura como
2’-0-B-D-glicopiranosil-3,4,4’,6’-tetra-hidroxi-di-hidrochalcona
(5) e 2°-0-B-D-glicopiranosil-4,4’,6’-tri-hidroxi-di-hidrochalcona
(6). Os dados da Tabela 1 permitiram também estabelecer a corre-
lagdo inequivoca dos deslocamentos dos atomos de hidrogénio e
carbono das duas di-hidrochalconas (5 e 6).

O flavonoide 5 ja foi descrito na espécie Malus' e o flavonoide
6 nas espécies Symplocos lancifolia,** S. spicata'* e Lithophragma
affine.'* Dentre as substincias naturais isoladas, os flavonoides (2 -
6) estdo sendo registradas pela primeira vez na espécie L. sidoides.

A mistura contendo 5 e 6 foi submetida a reagdo de acetilagdo
usando anidrido acético/piridina, obtendo-se os derivados acetilados
5a e 6a, respectivamente. Os derivados acetilados 5a/6a compro-
varam a estrutura proposta com m/z 811,1991 ([M + NaJ*, calc.:
811,2061) para Sa e m/z 753,1958 ([M + Na]*, calc.: 753,2007)
para 6a. Dados adicionais destes acetilados obtidos por RMN
'H e "*C (Tabela 1) colaboraram para a completa caracteriza¢do
das estruturas como sendo: 2’-0-B-D-2,3",4” 6" -tetra-O-ace-
tilglicopiranosil-3,4,4’,6’-tetra-O-acetil-di-hidrochalcona (5a) e
2’-0-B-D-27,3,4” 67 -tetra-O-acetilglicopiranosil-4,4’,6’-tri-O-
acetil-di-hidrochalcona (6a).

O extrato etandlico das folhas e as substancias isoladas foram
submetidos ao teste de atividade antioxidante utilizando o método
do sequestro do radical DPPH.” Através dessa metodologia foi
observada atividade significativa na concentracio de 1 mg/mL
para o extrato etandlico (LSFE), para a mistura de flavonoides 3/4
e para a mistura de di-hidrochalconas 5/6 com inibicdo de 99,9%
de radicais. A Tabela 2 mostra os resultados obtidos no ensaio an-
tioxidante, juntamente com os valores de IC, . Os dados mostram
que dentre as substancias testadas, a que se revelou mais ativa foi
a mistura de di-hidrochalconas com IC_ de 2,50 x 10 mg/mL,

50
resultado superior ao padrdo Trolox. A alta atividade antioxidante



1880

de Almeida et al.

Quim. Nova

Tabela 1. Dados de RMN 'H e "*C de 5/6 (CD,OD) e 5a/6a (CDCL,), e de correlacdo heteronuclear HMQC e HMBC. Deslocamentos quimicos em SC e 5H
(ppm) e constantes de acoplamento (/) em Hz*

HSQC 5 HSQC 6 HMBC 5/6 HSQC 5a HSQC 6a
C 3, 3, 8, 3, U oy 8, 8, 3, 3,
1 134,87 134,03 2H-7 H-5;3H-8 140,47 142,58
2 11667  6,70(d, 1,7) 13038 7,06 (d, 8,3) H-6;2H-7 12332 7,05 (d, 2,0) 129,65 7.27(d, 8,5)
3 146,09 116,12 6,67(d,83) H-2 H-5 142,03 121,61 6,96 (d, 8,5)
4 144,36 156,00 H-5 H-6 140,02 149,13
5 11682 6,69 (d,8,0) 11612 6,67 (d,8.3) 123,81 7,06 (d, 8,5) 121,61 6,96 (d, 8,5)
6 120,78 6,56 (dd, 8,0;1,7) 13038 7,06 (d, 8,3) H-2;2H-7 12686  7,11(dd,8,5:2,0) 129,65 7,27 (d, 8,5)
7 31,05 2.82(t7.8) 31,05 2,82 (t, 7.8) 2H-8 28,74 2,90 (m) 28,84 2,90 (m)
8 4685  347(1,7.8) 4685 347 (t,7.8) 2H-7 4563  3,13(m)2.98 (m) 4593 3,13 (m) 2,98 (m)
9 206,79 206,79 2H-8 3H-7 200,26 200,46
I 10695 106,95 H-3;H-5 123,19
2 162,78 162,78 H-17 154,48
3 9548  6,19(d,2,1) 9548 6,19 (d, 2,1) H-5° 107,09 6,68 (d, 1,6) 107,09 6,68 (d, 1,6)
4 164,64 164,64 H-3"; H-5’ 152,11
5 9799  596(d,2,1) 97,99 5,96 (d, 2,1) H-3’ 111,78 6,77 (d, 1,6) 111,78 6,77 (d, 1,6)
6 167,59 167,59 H-5° 148,06
1” 102,02 502(d,7.1) 10202 502(d,7.1) H-2” 98,53 5,01 (d, 7,0) 5,01 (d, 7,0)
27 7467 3,50 (m) 74,67 3,50 (m) H-3" 70,62 525 71,06 525
37 7838 3,45 (m) 78,38 3,45 (m) H-2"; H-4” 72,54 527 72,56 527
4 71,09 3,40 (m) 71,09 3,40 (m) H-3"; H-5” 68,37 5,12 (m) 5,12 (m)
57 7843 3,35 (m) 78.43 3,35 (m) H-5" 72,70 3,88 (m) 72,71 3,88 (m)
67 6243 391(d 122) 6243 391, 12.2) 62,08 423 (dd, 12,0;55) 6046 423 (dd, 12,0;5.5)
3,73 (dd, 12,2; 5.3) 3,73 (dd, 12,2; 5.3) 4,15 (dt, 12,0) 4,15 (dt, 12,0)
Ac 21,19-20,51 225196  21,19-20,51 2,25-1,96

* O niimero de dtomos de hidrogénio foi deduzido com base na andlise comparativa dos espectros de RMN “C-{'H} e RMN "“C-DEPT.

Tabela 2. Resultado do teste da atividade antioxidante com extrato e subs-
tancias usando o método do sequestro de radical DPPH

Concentragdo (mg/mL)

Substancias 1,0 0,1 IC,, (mg/mL)
Trolox 99,9% 99,8% 2,6 X103
Vit-C 99,8% 92,8% 43X 107
LSFE 99,9% 99,5% 1,63 X 107
1 NA NA NA

2 64,7% 25,2% 0,72

3/4 99,9% 99,6% 1,62 X 10
5/6 99,9% 99,8% 2,50x 103

LSFE - Extrato EtOH das folhas; 1 — tecomaquinona; 2 — naringenina;
3/4 — mistura de flavonoides; 5/6 — mistura de di-hidrochalconas; NA — nédo
apresentou atividade.

encontrada para o extrato de L. sidoides pode ser atribuida a presenga
de substancias flavonoidicas, o que justifica em parte o uso desta
espécie na medicina popular.

CONCLUSAO
Estudo fitoquimico da espécie Lippia sidoides cultivada no

Horto de Plantas Medicinais-UFC resultou no isolamento e iden-
tificagdo de 6 compostos, dos quais 3 sdo inéditos na espécie [0

flavonoide naringenina (2), a mistura de flavonoides 3°,4°,5,7-tetra-
hidroxiflavanona (3) e 4°,5,7-tri-hidroxi-6-metoxiflavona (4) ¢ a
mistura de di-hidrochalconas 2’-O-f-D-glicopiranosil-3,4,4°,6’-te-
tra-hidroxi-di-hidrochalcona (5) e 2’-O-B-D-glicopiranosil-4,4’,6’-
tri-hidroxi-di-hidrochalcona (6)] e os outros ja foram reportados
[a naftoquinona tecomaquinona (1), o0 monoterpeno carvacrol e o
esteroide B-sitosterol].

O estudo apresentou alguns constituintes quimicos diferentes
daqueles ja registrados. Este fato pode estar relacionado a diferentes
locais de coleta, um no habitat natural e outro de planta cultivada.
Extratos, flavondides e outros constituintes apresentaram significativa
atividade antioxidante, semelhante a padrdes, no ensaio de inibicio
de radicais usando DPPH. Este representa o primeiro registro desta
atividade em substéncias isoladas desta espécie.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Esta disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, em forma de
arquivo PDF, com acesso livre.
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Introducao

A espécie Lippia sidoides (Verbenaceae) é conhecida
popularmente como alecrim-pimenta e é encontrada
no sertdo nordestino, principalmente nos estados do
Ceara e Rio Grande do Norte." Seu éleo essencial
possui elevado valor comercial, tendo o timol e o
carvacrol como constituintes principais, o0s quais
apresentam propriedades anti-séptica, antimicrobiana,
larvicida, antioxidante.? Em virtude destas
propriedades, este vegetal faz parte das plantas
selecionadas pelo Governo do Estado do Ceara e pelo
Sistema Unico de Saude (SUS) para producdo de
fitoterapico. O objetivo deste trabalho é relatar o
isolamento de constituintes desta espécie, bem como
reportar a atividade antioxidante pelo processo de
inibicdo de radical (DPPH)3 do extrato etandlico das
folhas e das substancias isoladas.

Resultados e Discussao

O extrato etandlico das folhas (37,0 g) foi adsorvido

em gel de silica e submetido a fracionamento
cromatografico utilizando como eluentes hexano,
AcOEt e MeOH puros ou em ordem crescente de
polaridade, fornecendo as respectivas fracbes apds
evaporacdo do solvente. A fragdo AcOEt (2,0 g) foi
submetida a sucessivas colunas cromatograficas em
gel de silica possibilitando o isolamento da mistura de
dihidrochalconas (157,0 mg), as quais foram
identificadas como 2’-O-B-D-glicopiranosil-3’,4,4’,6'-
tetrahidroxidihidrochalcona (1) e 2’-0O-B-D-
glicopiranosil-4,4’,6’-trihidroxidihidrochalconada (2)
(Figura 1). A elucidagao estrutural das substancias foi
realizada através de métodos espectrométricos, tais
como IV, EM e, principalmente RMN 'He ®C (1D e
2D), além de comparagdo com valores da literatura. O
extrato etandlico e as dihidrochalconas isoladas foram
submetidos a teste de atividade antioxidante frente ao
radical livre DPPH  (1,1-difenil-2-picril-hidrazila),
comparado com padrdes Trolox e Vitamina C. O
extrato EtOH e as substancias apresentaram
significativa atividade de inibicdo de radical DPPH,
cujos resultados encontram-se na Tabela 1. A mistura
1/2 apresentou atividade antioxidante semelhante ao
Trolox, o que pode justificar parcialmente o uso da
Lippia na medicina popular.
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Figura 1. Dihidrochalconas isoladas de L. sidoides.

1 R=OH (67%)
2R=H (33%)

Tabela 1. Determinacdo da atividade antioxidante do
extrato e dihidrochalconas usando radical livre DPPH.

Amostras ICso (Mg/mL)
Extrato EtOH 1,63x10?
Dihidrochalconas | 2,50 x 10°°
Trolox 2,6x10'3
Vitamina C 4,3x102

Conclusoes

O estudo fitoquimico das folhas da espécie Lippia
sidoides levou ao isolamento e identificacdo da mistura
de dihidrochalconas 1/2, que estdo sendo reportadas
pela primeira vez na espécie, sendo 1 inédita na
literatura. O extrato etandlico das folhas e a mistura de
dihidrochalconas apresentaram significativa atividade
antioxidante, com valores semelhantes aos padrdes.
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Introducao |

Lippia sidoides é uma espécie pertencente a
familia Verbenaceae, popularmente conhecida como
"alecrim pimenta". Caracteriza-se por ser um
arbusto, ereto, bastante ramificado e quebradico,
medindo aproximadamente de 2-3 m de altura’.
Comum na vegetacdo da caatinga compreendida
entre os municipios de Mossoré-RN e Tabuleiro do

Norte-CE®. Trata-se de uma planta aromatica
largamente  usada na  medicinal  popular,
principalmente por suas propriedades

antimicrobianas e antisséptica®>. O objetivo deste
trabalho é relatar o isolamento de constituintes desta
espécie, bem como reportar a atividade antioxidante
pelo processo de inibicdo de radical (DPPH) do
extrato etandlico das partes aéreas e das
substancias isoladas.

Resultados e Discussao |

O extrato etandlico das folhas, foi submetido a
sucessivas cromatografias em gel de silica,
possibilitando-se o isolamento e identificacdo do
monoterpeno carvacrol, do flavonéide narigenina 1,
além de uma mistura de dois flavonoides
identificados como 2,3-di-hidro-5,7-di-hidroxi-2(3,4-di-
hidroxifenil)croman-4-ona (taxifolina) 2 e 5,7-di-hidroxi-2-
(4-hidroxifenil)-6-metoxi-4 H-cromen-4-ona 3. O extrato
etandlico das raizes, apds cromatografia sucessivas
em silica gel resultou no isolamento e identificagéo
da naftoquinona tecomaquinona, previamente
reportada nesta espécie. A elucidacao estrutural das
substéncias foi realizada através de andlises
espectrométricas de Ressonancia Magnética uni
(RMN 'H e C) e bidimensional possibilitando
atribuicdo inequivoca dos sinais de 'H e '*C, por
Infravermelho (IV), e ainda por comparagcdo com
dados da literatura. O extrato etandlico e os
flavondides isolados foram submetidos a teste de
atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH
(1,1-difenil-2-picril-hidrazila), usando como padrdes
Trolox e Vitamina C. O extrato e as substancias
apresentaram significativa atividade de inibigdo de
radical DPPH com 1C5, (mg/mL) com 0,72 para
narigenina e 1,62x10 da mistura de flavondides 2 e
3, que estdo mostrados na Tab. 1.
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OH (e}

2-R=H, R'=0H
3-R=OH,R'=H

Tabela 1. Determinagéo da atividade antioxidante do
extrato e dos flavondides usando radical livre DPPH

Amostras IC5p (mg/mL)
Trolox 2,6x10”
Vitamina C 4,3x107
Extrato 1,63x107
Narigenina 0,72
2e3 1,62x107

Conclusoes |

O estudo fitoquimico das folhas da espécie Lippia

sidoides levou ao isolamento e a identificacdo dos
flavondides narigenina, e da mistura 2 e 3.que estédo
sendo reportados pela primeira vez na espécie O
extrato etandlico das folhas e mistura dos
flavonoides apresentaram significativa atividade
antioxidante, enquanto a narigenina apresentou
moderado atividade de inibi¢&o.
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