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RESUMO

A hipertensdo, uma das doencas mais comuns em todo o mundo, é uma doenca cronica
onde a pressdao sanguinea elevada pode afetar a salde. A enzima conversora de
angiotensina | (ECA) pode aumentar a pressdo arterial através da conversdo da
angiotensina | no potente vasoconstritor angiotensina Il. Sendo assim, a inibi¢cdo da
atividade da ECA ¢ considerada uma abordagem terapéutica Gtil para combater a
hipertensdo. Alpinia zerumbet, uma planta aromética abundante no nordeste do Brasil, é
comumente utilizada na medicina popular devido suas propiedades diuréticas e
hipotensivas. Além disso, varios estudos relatam atividade antihipertensiva para esta
espécie. Dessa forma, Alpinia zerumbet pode ser uma importante fonte de inibidores de
ECA. Sabendo disso, resolveu-se investigar os extratos dos rizomas desta espécie na
busca de compostos inibidores de ECA. A prospeccdo quimica do extrato hexanico do
rizoma permitiu o isolamento de cinco substancias: Um estilbeno denominado (E)-3,5-
dimetoxiestilbeno, inédito na espécie em estudo; um diterpeno de esqueleto labdano
denominado (E)-15,16-bis-norlabda-8,11-dieno-13-ona; uma chalcona denominada
2’,4’-dihidroxi-6’-metoxi-3’-(3’-metil-6"’-metil-etil-2’’-ciclohexenil)chalcona; um
esteroide denominado [-sitosterol, comumente encontrado em plantas; e um
hidrocarboneto aromatico da classe kavapirona denominado 5,6-dehidrokawain. Na
determinacdo estrutural dos compostos isolados, foram empregadas técnicas
espectromeétricas de analise unidimensionais [ressonancia magnética nuclear (RMN) de
'H e 13C, e técnicas bidimensionais (*H-'H-COSY, HSQC, HMBC, NOESY). Também
foram realizados os testes de inibicdo da enzima conversora de angiotensina,
antioxidante, de inibicdo da enzima acetilcolinestarase e larvicida dos extratos
hexanicos e etandlicos dos rizomas de Alpinia zerumbet. Os dois extratos apresentaram
potencial de inibicdo da enzima conversora de angiotensina e antioxidante. Somente o
extrato hexanico apresentou atividade larvicida, com CLso 823,1 ppm. Nenhum dos

extratos em estudo apresentou potencial de inibi¢ao da enzima acetilcolinesterase.

Palavras-chave: Alpinia Zerumbet; hipertensdo; ECA; antioxidante; enzima

acetilcolinesterase.



ABSTRACT

Hypertension is one of the most common diseases in the world, is a chronic disease in
which high blood pressure can affect health. The angiotensin | converting enzyme
(ACE) can increase blood pressure through the conversion of angiotensin | to the potent
vasoconstrictor, angiotensin 1. Thus, inhibition of ACE activity is considered a useful
therapeutic approach to combat hypertension. Alpinia zerumbet, a herb abundant in
northeastern Brazil, is commonly used in folk medicine due to its diuretic and
hypotensive properties. Moreover, several studies reported for this species
antihypertensive activity. Thus, Alpinia zerumbet can be an important source of ACE
inhibitors. Knowing this, we decided to investigate the extracts of the rhizomes of this
species in the search for compounds ACE inhibitors. Prospecting chemical hexane
extract of the rhizome allowed the isolation of five substances: A stilbene, named (E) -
3,5-dimethoxystilbene, unprecedented in the species in this study, a labdane diterpene
skeleton called (E) -15.16-bisnorlabda- 8,11-diene-13-one; one chalcone called 2°,4’-
dihydroxy-6’-methoxy-3’-(3”’-methyl-6’- methyl - ethyl -2°’-cyclohexenyl) chalcone; a
steroid called B-sitosterol, commonly found in plants, and an aromatic hydrocarbon
class kavapirone, called 5,6- dehidrokawain. In the structural determination of
individual compounds, spectrometric techniques were employed dimensional analysis
[nuclear magnetic resonance (NMR) 1H and 13C and two dimensional techniques (1H-
1H COSY, HSQC, HMBC, NOESY). Inhibition angiotensin converting enzyme,
antioxidant potential, inhibition of acetilcolinestarase and larvicidal tests of ethanol and
hexane extracts of the rhizomes of Alpinia zerumbet were tested. The two extracts
showed potential for inhibition of angiotensin converting enzyme and antioxidant
potential. Only the hexane extract showed larvicidal activity with LCsy 823.1 ppm.
None of the extracts studied showed potential inhibition of the enzyme

acetylcholinesterase.

Keywords: Alpinia  Zerumbet; hypertension; ACE; antioxidant; enzyme

acetylcholinesterase.
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1. INTRODUCAO

A hipertensdo, uma das doengas mais comuns em todo o mundo, é uma doenca
cronica onde a pressdo sanguinea elevada pode afetar a salide. Essa doenca esté associada
a varios fatores de risco, como acidentes vasculares cerebrais, doencas do coracao,
insuficiéncia renal e aneurisma (GUYTON & HALL, 2006). Existem muitos fatores que
podem causar hipertensdo, tais como o sedentarismo, estresse e a obesidade visceral, que
ndo se restringem aos idosos (EGAN et al., 2004). A enzima conversora de angiotensina |
(ECA) é peca chave no controle da pressdo sanguinea: o sistema renina-angiotensina, que
controla o volume extracelular e a vaso-constrigdo arterial (GANTEN et al., 1984). A
enzima conversora de angiotensina | (ECA) é um decapeptideo que pode aumentar a
pressao arterial através da conversdo da angiotensina | no potente vasoconstritor
angiotensina Il (octapeptideo) e pela degradacéo de um peptideo hipotensor, a bradicinina
(SKEGGS et al., 1956). Por isso, a inibi¢cdo da atividade da ECA é considerada ser uma
abordagem terapéutica Util para combater a hipertensdo. Varios inibidores de ECA
quimicamente sintetizados s&o atualmente utilizados no tratamento de pacientes
hipertensos, entretanto estas drogas podem provocar varios efeitos colaterais indesejaveis
(KAPEL et al., 2006). Além disso, os IECAs tradicionais podem chegar a custar até 140
reais mensais. Por essas razdes, a busca por antihipertensivos do tipo IECAs em plantas
medicinais e alimentos podem ser uma forma muito Util de alternativa terapéutica aliando
eficacia a um baixo custo operacional.

Produtos naturais sdo reconhecidamente importante fontes de IECAs. Uma série
de compostos de plantas foram identificados possuindo atividade inibidora da ECA,
como taninos hidrolisaveis, fenilpropandides, proantocianidinas, flavondides, xantonas,
acidos graxos, terpenoides, alcaldides, oligossacarideos, peptideos/aminoacidos, entre
outros (NYMAN et al. , 1998).

Alpinia zerumbet (sinonimia: Alpinia speciosa), membro da familia
Zingiberaceae, € uma planta aromética abundante no nordeste do Brasil, onde é
comumente conhecida como “colonia”. Infusdes ou decocgdes de folhas de A. zerumbet
sdo comumente utilizadas por suas propiedades diuréticas e hipotensivas (MATOS et al.,
2001). Decoccdo de folhas de A. zerumbet apresentaram uma ligeira diurese e diminuicdo
da pressdo arterial em voluntarios saudaveis, sem afetar parametros de funcdo renal
(LARANJA et al., 1991).

O dleo essencial de Alpinia zerumbet possui acdo comprovada na regulacdo da

pressdo arterial. Essa acdo € atribuida ao constituinte majoritario, terpinen-4-ol
1



(LAHLOU et al., 2002). Tratamento com o 6leo essencial de Alpinia zerumbet e com este
principal constituinte, terpinen-4-ol, diminuiu a hipertenséo arterial em ratos. Okamura et
al. (1992) em seu trabalho sobre atividade biologica de monoterpenos descreve a-
terpineol , composto presente no 6leo Alpinia zerumbet , como inibidor da ECA
(LAHLOU et al., 2003).

Produtos naturais também tém ganhado importancia na procura de fitoterapicos
com atividade antioxidante e inibitéria da enzima acetilcolinesterase (AChE).

Atualmente, a literatura revela atividade relativamente intensa na busca de
inibidores de AChE em extratos de plantas, verificando-se expressivo interesse no
isolamento e na identificagdo de novos inibidores (TREVISAN et al., 2003). Inibidores
da enzima acetilcolinesterase séo utilizados no tratamento na doenca Mal de Alzheimer,
procedimento esse baseado na hipdtese colinérgica. Essa hipdtese tem como base que,
apos o0 aumento da inibicdo dessa enzima, existirA um aumento da concentracdo de
acetilcolina no processo de sinapse e consequentemente diminui¢cdo na progressdo dos
sintomas da doenca (DOOLEY & LAMB, 2000).

Os canceres em adultos sdo, em sua maioria, carcinomas, que tém como locais
primarios tecidos de origem epitelial como: pulmao, seio, colon e Utero, refletindo a
vulnerabilidade seletiva destes tecidos aos insultos carcinogénicos, resultado de
exposicdo ininterrupta a fatores ambientais. Quimioprevencdo é o processo de inibir,
retardar ou inverter a carcinogénese na fase pré-maligna e objetiva deter ou inverter o
desenvolvimento e progressdo de células pré-cancerosas por uso de nutrientes néo
citotoxicos e/ou agentes farmacoldgicos durante o periodo de tempo entre iniciacdo e
progressao do tumor (KELLOFF et al., 1994).

Uma grande variedade de compostos fendlicos, particularmente aqueles
encontrados em plantas medicinais, foi relatada por possuirem atividades
anticarcinogénica e antimutagénica. A maioria destes compostos fendlicos de ocorréncia
natural possui propriedades antioxidativas que parece contribuir para a quimioprevencao
e atividade quimioprotetiva (OWEN et al., 2000). Varios autores relatam atividades
antitumorais para rizomas do género Alpinia (GRAHAM et al., 2000; HEO et al., 2001; ;
HOUGHTON et al., 2007; YANG et al., 2008; KUO et al., 2010). Xu et al. (1996)
descobriram dois novos diterpenos do tipo labdano, denominados de Zerumina A e
Zerumina B. Pesquisas mais recentes realizadas com Curcuma amada Roxb., também
uma Zingiberaceae, referem a presenca da Zerumina B no rizoma desta espécie e atribui a

este composto pronunciada atividade citotoxica e antitumoral (ABAS et al., 2005).



Como varios estudos relatam atividade antihipertensiva de Alpinia zerumbet,
resolveu-se investigar os extratos dos rizomas desta espécie na busca de novos compostos
inibidores de ECA. Em adicdo, também foi objetivo do presente estudo avaliar o
potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, potencial antioxidante e potencial
larvicida dos extratos hexanico e etandlico dos rizomas dessa planta.



2. CONSIDERACOES BOTANICAS

A familia Zingiberaceae é constituida de 53 géneros e mais de 1.200 espécies
nativas de regides tropicais, especialmente do sul e sudeste da Asia expandindo-se
através da Africa tropical até a América do Sul e Central. O género Alpinia é o maior da
familia com mais de 200 espécies de ocorréncia na Malasia e nas ilhas do Oceano
Pacifico (KRESS et al., 2002).

A espécie Alpinia zerumbet (Pers.) Burtt & Smith é conhecida pelos nomes
vulgares de colbnia, paco-seroca, cuité-acu, pacova, gengibre-concha, cardamomo-do-
mato, cardamomo-falso, cana-do-brejo, cana-domato e paco-seroso (Machado 1996).

Albuquerque & Neves (2004) descrevem Alpinia zerumbet da seguinte forma:

Alpinia zerumbet é uma planta herbacea, perene, atingindo 2,5 m altura, rizomatosa,
com caule aéreo curto, folhas lanceoladas em disposicdo distica, de base aguda e
apice cuspidado, pubescentes nos bordos. As folhas sdo curto-pecioladas, com longa
bainha aberta e ligula desenvolvida. A sobreposicdo das bainhas origina um pseudo-
caule. Ladmina foliar - A epiderme, em visdo frontal, mostra células poligonais de
paredes retas, levemente espessadas, por vezes arqueadas ordenadas em fileiras.
Tricomas ocorrem somente nos bordos, e estdmatos, do tipo paracitico, acham-se em
densidade equivalente a 7,3/mmz2 na face adaxial, e a 149/mm2 na abaxial. Nesta face
encontram-se ainda estdmatos do tipo tetracitico. As células epidérmicas sobre as
regiGes costais tém dimensdes reduzidas, paredes suberificadas e encerram

corpusculos arredondados de natureza silicosa.

Figura 1: Fotografia da espécie Alpinia Zerumbet.



3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1 Levantamento Bibliografico dos metabolitos secundérios isolados do género

Alpinia

Neste capitulo serdo registradas as estruturas de todos diterpenos, chalconas

estilbenos e kavapironas isoladas do género Alpinia. A busca foi realizada no programa

computacional Scifinder scholar utilizando o termo “Alpinia diterpene”, para pesquisa

de compostos da classe de diterpenos, “Alpinia chalcone” para pesquisa de compostos

da classe das chalconas, “Alpinia stilbene”, para procura de compostos da classe de

estilbenos e “Alpinia kavapirone” para procura de compostos da classe das kavapironas
(Tabela 1).

Tabela 1. Chalconas, Diterpenos, Estilbenos e Kavapironas isoladas do género Alpinia.

N° Chalconas Espécies Referéncias

1 Calixina A Alpinia PRASAIN et al., 1998
blepharocalyx

2 Calixina B Alpinia KADOTA et al., 1996
blepharocalyx PRASAIN et al, 1998

PRASAIN et al, 1997

3 CalixinaH Alpinia PRASAIN et al, 1998
blepharocalyx

4  CalixinaY Alpinia katsumadai YANG et al., 2011

5 Calixina F Alpinia PRASAIN et al., 1998
blepharocalyx

6 Cardamonina Alpinia katsumadai NGO & BROWN, 1998

Calixina B

Alpinia rafflesiana
Alpinia
malaccensis
Alpinia speciosa
Alpinia pricei

Alpinia
blepharocalyx

ISRAF et al., 2007
NUNTAWONG &
SUKSAMRAM, 2008
KRISHNA&CHAGANTY,
1973

XIAO et al., 2011
CHANG et al., 2012

PRASAIN et al, 1998
PRASAIN et al, 1997




N° Chalconas Espécies Referéncias
8 Epicalixina H Alpinia PRASAIN et al, 1998
blepharocalyx
9 Flavokavaina B Alpinia pricei KUO et al., 2010
Alpinia mutica HSEU et al., 2012
Alpinia pricei MALEK et al., 2011
CHANG et al., 2010
10 Helicrisetina Alpinia katsumadai NGO & BROWN, 1998
NUNTAWONG &
SUKSAMRAM, 2008
11 Isorubrain Alpinia katsumadai HUA et al., 2009
12 Pinocembrina chalcona Alpinia katsumadai  XIAO et al., 2011
13 Pinostrobina chalcona Alpinia mutica MALEK et al., 2011
14 Rubrain Alpinia katsumadai HUA et al., 2009
15 Sumadain C Alpinia katsumadai HUA et al., 2009
16 Sumadain A Alpinia katsumadai HUA et al., 2008
17  Sumadain B Alpinia katsumadai HUA et al., 2008
18 6-hidroxicalixina F Alpinia PRASAIN et al., 1998
blepharocalyx
N° Diterpenos Espécies Referéncias
19 Alpindenoside A Alpinia KUO et al., 2009
densespicata
20 Alpindenoside B Alpinia KUO et al., 2009
densespicata
21 Alpindenoside C Alpinia KUO et al., 2009
densespicata
22 Alpindenoside D Alpinia KUO et al., 2009
densespicata
23 Calcaratarins A Alpinia calcarata KONG et al., 2000
24 Calcaratarin B Alpinia calcarata KONG et al., 2000
25 Calcaratarin C Alpinia calcarata KONG et al., 2000




N° Diterpenos Espécies Referéncias

26 Calcaratarin D Alpinia calcarata KONG et al., 2000

27 Calcaratarin G Alpinia calcarata KONG et al., 2004

28 Calcaratarin H Alpinia calcarata KONG et al., 2004

29 Coronarin A Alpinia NUNTAWONG &
malaccensis SUKSAMRAM, 2008

30 CoronarinC Alpinia chinensis SY etal., 1997

31 Coronarin E Alpinia chinensis SY etal., 1997
Alpinia NUNTAWONG &
malaccensis SUKSAMRAM, 2008
Alpinia javaicana  SIRAT et al., 1994
Alpinia zerumbet XU et al., 1996

32 (E)-15-nor-16-0x0-8(17),12-  Alpinia tonkinensis ZHANG & KONG, et al.,

33

34

35

36

37

38

labdadieno

(E)-12,15-Dihidroxilabda-
8(17)-13-dien-16-al

(E)-14,15-Dihidroxilabda-
8(17),12-dien-16-al

(E)-15-Hidroxilabda-
8(17),11,13-trien-16,15-olide

(E)-Labda-8(17), 12-diene-
15,16-dial

(E)-14,15-Epoxilabda-
8(17),12-dien-16-al

(E)-15,16-bisnorlabda-8,11-
dien-13-ona

Alpinia chinensis

Alpinia chinensis

Alpinia chinensis

Alpinia calcarata
Alpinia chinensis
Alpinia speciosa
Alpinia formosana
Alpinia galanga
Alpinia javaicana
Alpinia
malaccensis
Alpinia katsumadai
Alpinia zerumbet

Alpinia chinensis

Alpinia speciosa
Alpinia calcarata
Alpinia zerumbet
Alpinia formosana

2004

SY et al., 1997

SY etal., 1997

SY etal., 1997

HEMA & NAIR, 2009
SY etal., 1997
TAKAHASHI et al., 1980
ITOKAWA et al., 1988
MORITA & ITOKAWA,
1986

SIRAT et al., 1994
NUNTAWONG &
SUKSAMRAM, 2008
NGO & BROWN, 1998
CHOMPOO et al., 2011

SY etal.,, 1997

TAKAHASHI et al., 1980
KONG et al., 2000

XU et al., 1996
ITOKAWA et al., 1988




NO

Diterpenos

Espécies

Referéncias

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

(E)-15,16-Epoxilabda-
8(17),11,13-trien-16-ol

(E)-labda-8(17), 12-diene-15-
ol-16-al

(E,E)-15-Hidroxilabda-
8(17),11,13-trien-16-al

(E)-8B(17)-Epoxilabd-12-ene-
15,16-dial

Galanal A

Galanal B

Galactona

Hedyforrestin B

Noralpindenoside A

Noralpindenoside B

Zerumin A

Zerumin B

(12S)-15,16-epoxi-8(17),
13(16), 14-labdatrien-12-ol

15-Hidroxi-11,14-
peroxilabda-8(17),12-dien-
16-al

6pB-hidroxi-15,16-epoxi
8(17),11(trans),13(16), 14-
labdatetrano.

Alpinia chinensis

Alpinia calcarata
Alpinia formosana

Alpinia chinensis

Alpinia katsumadai

Alpinia galanga

Alpinia galanga

Alpinia galanga

Alpinia galangal

Alpinia katsumadai

Alpinia
malaccensis

Alpinia
densespicata

Alpinia
densespicata

Alpinia calcarata
Alpinia zerumbet

Alpinia zerumbet

Alpinia tonkinensis

Alpinia chinensis

Alpinia zerumbet

SY et al., 1997

KONG et al., 2000
ITOKAWA et al., 1988

SY et al., 1997

NGO & BROWN, 1998
MORITA & ITOKAWA,
1986

HARAGUCHI et al.,1996

MORITA & ITOKAWA,
1986
MORITA & ITOKAWA,
1986

MORITA & ITOKAWA,
1986
NGO & BROWN, 1998

NUNTAWONG &
SUKSAMRAM, 2008

KUO et al., 2009

KUO et al., 2009

HEMA & NAIR, 2009
KONG et al., 2000
Xu et al., 1995

XU et al., 1996

XU et al., 1996

PHAN, et al., 2005

SY etal.,, 1997

WEN et al., 1997




NO

Estilbenos

Espécies

Referéncias

54

55

56

57

58

59

60

61

(E)-3-metoxi-5-
hidroxiestilbeno

(E)-3,5-dihidroxiestilbeno
(E)-3,5-dimetoxiestilbeno

(E)-3,5-dihidroxi-12-
metoxiestilbeno

(Z) 3-metoxi-5-
hidroxiestilbeno

(2)-3,5-dihidroxiestilbeno
(2)-3,5-dimetoxiestilbeno

(E) 1-(1-terpinen-4-olil)-
3-metoxiestilbeno

Alpinia katsumadai
Alpinia calcarata

Alpinia katsumadai
Alpinia katsumadai

Alpinia katsumadai

Alpinia katsumadai

Alpinia katsumadai
Alpinia katsumadai

Alpinia katsumadai

NGO & BROWN, 1998
HEMA & NAIR, 2009

NGO & BROWN, 1998
NGO & BROWN, 1998

NGO & BROWN, 1998

NGO & BROWN, 1998

NGO & BROWN, 1998
NGO & BROWN, 1998

NGO & BROWN, 1998

NO

Kavalactonas

Espécies

Referéncias

62

63

64

65

5,6-dehidrokawain (DK)

Dihidro-5,6-dehidrokawain
(DDK)

Desmetoxiyangonin

Katsumadain

Alpinia zerumbet
Alpinia
malaccensis
Alpinia nutans

Alpinia zerumbet

Alpinia pricei

Alpinia katsumadai

KUSTER et al., 1999
NUNTAWONG &
SUKSAMRAM, 2008
UPADHYAY etal., 2011
HABSAH et al., 2003

KUSTER et al., 1999
ELZAAWELY et al., 2011
UPADHYAY etal., 2011

CHANG et al., 2010

LY etal., 2010
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinagéo estrutural de DHD1, DHD2 e DHD3

O fracionamento de EHAZ-DHD resultou no isolamento de trés substancias: um
solido de cor amarelada (DHDL), cristais incolores (DHD2) e um s6lido de cor amarelo
intenso (DHD3).

A substancia DHD1 é soltvel em cloroférmio e tem ponto de fusdo na faixa de
52,3-55,5 °C. No espectro de RMN 'H (Figura 3, p.19) observou-se sinais a 8y 7,51
(2H, dd, J = 7,26 Hz), 7,35 (2H, td, J = 7, 50 Hz), 7,25 (1H, t, J= 8,31 Hz), 6,67 (2H,
d, J = 2,40 Hz), 6,40 (1H, t, J = 2,10 Hz) que devido aos deslocamentos quimicos e
valores de J caracteristicos, sdo correspondentes a hidrogénios ligados a carbono
aromatico. O espectro também apresentou: dois sinais em dy 7,10 (1H, d, J= 16,20 Hz)
e oy 7,03 (1H, d, J= 15,75 Hz), que devido aos valores de J caracteristicos s&o
correspondentes a hidrogénios ligados a carbono olefinico; um sinal em 3,83 (6H, s),
que com base na integracdo e deslocamento quimico € referente a dois grupamentos
metoxila (O-CHj).

O espectro de RMN **C-BB (Figura 4, p. 20) apresentou 10 linhas espectrais,
entretanto as intensidades relativamente altas de quatro linhas (8¢ 161,22; 126,78;
104,83; 55,58) sugeriram que cada uma delas represente dois atomos de carbono e a
linha em ¢ 128,89, pela mesma razdo, represente trés atomos de carbono. Essas
suposicdes foram confirmadas através do espectro HSQC (Figura 6, p.21). Desta forma,
DHD1 possui dezesseis atomos de carbono em sua composicdo (Tabela 2, p. 18). Em
relacdo a absorcdo observada em oc 55,58, pode-se confirmar a presenca de dois
grupamentos metoxila (-OCH3) na estrutura. Todos os sinais, exceto este em d¢ 55,58,
se encontram na regido de carbono aromatico e olefinico.

A comparagéo do espectro de RMN **C-BB com o espectro de RMN **C-DEPT
135° (Figura 5, p.20) possibilitou a identificacdo de quatro carbonos ndo hidrogenados
(C), dez carbonos metinicos (CH), e dois carbonos metilicos (CHj3).

Apos analise dos dados espectrais, aléem da comparacdo com os dados da
literatura (Tabela 2, p.18), foi possivel sugerir para DHDL1 a estrutura de um estilbeno
(Figura 2) denominado (E)-3,5-dimetoxiestilbeno. Para confirmacdo desta suposi¢édo, 0s
espectros de HSQC e COSY *H x 'H foram analisados.
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Figura 2: Representagdo estrutural de trans-3,5-dimetoxiestilbeno.
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Os espectros de RMN bidimensional HSQC demonstram correlagdes *H x *C
onde sdo observados acoplamentos entre carbonos e hidrogénios ligados entre si
(SILVERSTEIN, 2000). O espectro de HSQC de DHD1 (Figura 6, p.21) possibilitou a
observacdo das seguintes correlagdes: o sinal de hidrogénio em 6y 7,51 com o sinal de
carbono em dc 126,78 (C-10, C-14), o sinal de hidrogénio em 6y 7,35 com o sinal de
carbono em dc 128,89 (C-11, C-13), o sinal de hidrogénio em 6y 7,25 com o sinal de
carbono em 6c¢ 127,93 (C-12), o sinal de hidrogénio em 6y 7,03 com o sinal de carbono
em oc 128,89 (C-7), o sinal de hidrogénio em &y 6,67 com o sinal de carbono em ¢
104,83 (C-6, C-2), o sinal de hidrogénio em 8y 6,40 com o sinal de carbono em dc¢
100,23(C-4) e o sinal de hidrogénio em 64 3,83 com o sinal de carbono em &¢ 55,58 (C-
3’, C-5”) (Tabela 2, p.18). Com base nos dados acima, foi possivel localizar a posi¢cdo
dos grupamentos metoxilas.

No espectro de RMN bidimensional COSY *H x *H (Figura 7, p. 22) foi possivel
observar a correlacdo entre o hidrogénio H-4 (34 6,40) com os hidrogénios H-6 e H-2
(61 6,67). Também foi possivel correlacionar os hidrogénios H-10 e H-14 (64 7,51) com
os hidrogénios H-11 e H-13 (64 7,35).

Diante de todos os dados espectrais, pode-se confirmar que DHDL1 trata-se do
estilbeno denominado (E)-3,5-dimetoxiestilbeno.

Esse composto ja foi isolado das partes aéreas de Alpinia katsumadai (NGO &
BROW, 1997), bem como de espécies de plantas de outros géneros, como do caule de
Pinus sylvestris (PARROTT et al., 2010) e da casca da raiz de Lonchocarpus chiricanus
(IOSET et al., 2001), mas é inédito na espécie em estudo, segundo consulta feita nos
sites académicos https://scifinder.cas.org e http://www.sciencedirect.com (acesso em
01/10/2012). Essa substancia é relatada sendo um potente larvicida, tdo quanto a
substancia rotenona (IOSET et al., 2001).
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Tabela 2: Deslocamento quimico de RMN '*C e seus respectivos hidrogénios

mostrados pelo espectro de HSQC e dados comparativos de RMN **C de DHD1 com os
descritos na literatura para (E)-3,5-dimetoxiestilbeno (NGO & BROW, 1997).

HSQC Literatura

C oc OH oc
1 139,58 - 139,40
2/6 104,83 016,67 (d, J =2,4 Hz) 104,60
3/5 161,22 - 161,00
3/5-OCH3 55,58 813,83(5) 55,40
4 100,23 6,40(t, J=2,1 Hz) 100,00
7 128,89 7,03 (d, J=15,75 Hz) 128,70
8 129,44 7,10 (d, J= 16,20 Hz) 129,20
9 137,36 - 137,10
10/14 126,78 7,51 (d, J= 7,26 Hz) 126,60
12 127,93 7,25 (t, J=8,31 Hz) 127,70
11/13 128,89 7,35 (t, J= 7,5 Hz) 128,70

18



Figura 3: Espectro de RMN *H (300MHz, CDCls) de DHD1.
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Figura 6: Espectro bidimensional HSQC (300, 75 MHz, CDCl; ) de DHD1.

JuL,,JJ AJL

—1 L)
B
=y (®-
]
. oA




Figura 7: Espectro bidimensional COSY (300 MHz, CDCl;) de DHD1.

/MMJL__J e M oo

o o ______/——hf)‘\.___
[
T e
] Y

AL
N

X,

A RAREE RS REARN ! RERSS ERRdS| \ T T \ r
80 7.5 7.0 65 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm

22




A substancia DHD2 é s6luvel em cloroformio e possui ponto de fusdo na faixa
de 145,6-148,2 °C. No espectro de RMN 'H (Figura 9, p.27) foi possivel identificar
sinais a &4 6,87 (1H, dd, J = 15,84 Hz/ J = 10,23 Hz), 6,10 (1H, d, J = 15,84 Hz), 4,80
(AH, d, J = 1,62 Hz), 4,41 (1H, d, J = 1,59 Hz) que devido aos valores de J e
deslocamentos quimicos caracteristicos sdo correspondentes a hidrogénio ligado a
carbono olefinico; trés sinais a oy 0,90(s), 0,88 (s), 0,85 (s), que com base nas
integracdes e deslocamentos quimicos caracteristicos, s&o correspondentes a
hidrogénios metilicos e um sinal em &y 2,27(s) relativo a um grupamento acetila (-
COCHpg).

Através do espectro de RMN *C-BB (Figura 10, p. 28) foram observadas 18
linhas espectrais. A comparacéo do espectro de RMN **C-BB com o espectro de RMN
13C-DEPT 135° (Figura 11, p.28) possibilitou a identificacdo de quatro carbonos néo
hidrogenados (C), quatro carbonos metinicos (CH), seis carbonos metilénicos (CH) e
quatro carbonos metilicos (CHs) (Tabela 3, p. 22). Baseado nesses dados e nos valores
de deslocamentos quimicos, foi possivel concluir que o sinal em d¢c 198,28(C) €
referente a carbonila de cetona conjugada, os sinais em ¢ 146,82(CH) e 133,81(CH)
sdo referentes a dupla que estd conjugada com essa carbonila, 0s sinais em oc
108,82(CH>) e 148,82(C) sdo referentes a uma ligacdo dupla dissubstituida e terminal e
0s sinais em o¢ 33,75, 27,41, 22,14 e 15,33 sdo referentes a grupamentos metilas. Com

base nesses dados, pdde-se deduzir as subestruturas 1 e 2;

N
1

1

=
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Tabela 3: Deslocamentos quimicos de RMN 13C de DHD2 por padrdo de

hidrogenagéo.

C CH CH; CH; Total
198,28 146,83 108,82 33,75
148,82 133,80 42,33 27,41
39,55 61,02 41,09 22,14
33,79 54,70 36,84 15,33
23,46
19,21
Cs C4H,4 CeH12 CaH12
-COCH3 Ci18H250

A partir dos dados obtidos na Tabela 3, p6de-se propor para DHD2 a férmula

molecular C1gH»50.

Apos andlise dos dados espectrais, além da comparacdo com os dados da literatura

(Tabela 4, p.26), foi possivel sugerir para DHD2 a estrutura de um diterpeno do tipo
labdano denominado (E)15,16-bisnorlabda-8,11-dieno-13-ona (Figura 8). Para
confirmacdo desta suposicéo, os espectros de HSQC, HMBC e COSY foram analisados.

A analise do espectro NOESY foi utilizada para mostrar o arranjo espacial dos

hidrogénios e dos grupos metila na estrutur

Figura 8: Representacdo estrutural de (E)15,16-bisnorlabda-8,11-dieno-13-ona.
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O espectro de HSQC de DHD2 (Figura 12, p.29) possibilitou a observacdo das
seguintes correlagdes: o sinal de hidrogénio em &y 2,50 com o sinal de carbono em ¢
61,03 (C-9) e os sinais dos hidrogénios em 6y 2,50 e 2,09 com o sinal de carbono em ¢
36,85 (C-7), além de outras correlagBes apresentadas na tabela 4.

O experimento HMBC fornece os acoplamentos 'H x **C a longa distancia, isto é,
a duas (“Jcn) ou trés (3Jcn) ligagdes. O espectro HMBC de DHD2 (Figura 13, p. 30) foi
essencial para a confirmacdo da posicdo das subestruturas 1 e 2 no esqueleto da
estrutura sugerida, pois foi observada a correlacdo entre o hidrogénio H-9 (64 2,50) com
os carbonos C-11(%Jch), C-12(cH) e C-173(%JcH). Também foi possivel observar a
correlacdo entre o hidrogénio H-9 com os carbonos C-8 (3Jcn), C-10 (3Jc), C-5 ((cn) e
C-20 (%Jc). Além dessas correlagdes, outras estdo expostas na tabela 4.

Com a analise do espectro de RMN bidimensional COSY *H x 'H (Figura 14, p.
31), foi possivel observar a correlagdo entre o hidrogénio H-11 com os hidrogénios H-
12 e H-9. Também foi possivel observar a correlagdo entre o hidrogénio H-7(dn 2,50)
com o outro hidrogénio H-7 (61 2,09), assim como a correlacéo entre o hidrogénio H-17
(61 4,80) com o outro hidrogénio H-17 (64 4,41), que é caracteristico dos hidrogénios
diasterotopicos.  Além disso, foi observada a correlagdo entre os hidrogénios
diasterotopicos do carbono C-7(64 2,50 e 2,09) com os hidrogénios diasterotopicos do
carbono C-17(d4 4,41 e 4,80), que é caracteristico de acoplamento a longa distancia do
tipo homoalilico.

Através do experimento NOESY (Figura 15, p 32) observou-se a correlacdo
espacial entre o hidrogénio H-11 com os hidrogénios H-14, H-17 e H-20, assim como a
correlacdo entre o hidrogénio H-12 com o hidrogénio H-9.

Diante de todos os dados espectrais, p6de-se concluir que DHD?2 trata-se do

diterpeno do tipo labdano denominado (E)15,16-bisnorlabda-8,11-dieno-13-ona.
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Essa substéncia ja foi isolada das sementes de Alpinia zerumbet (XU et al.,
1995) e dos rizomas de Alpinia formosana (ITOKAWA et al., 1987), bem como de

espécies de plantas de outros géneros, como das sementes de Amomum xanthioides
(KIM et al., 2010) e Curcuma mangga (MALEK et al., 2011).

Tabela 4: Deslocamento quimico de RMN '*C e seus respectivos hidrogénios

mostrados pelo espectro de HSQC, correlagbes a longa distancia (HMBC) e dados
comparativos de RMN **C-BB de DHD2 (75 MHz, CDCl;) com os descritos na
literatura para (E)-15,16-bisnorlabda-8,11-dieno-13-ona (ITOKAWA et al, 1987).

HSQC HMBC Literatura

C dc 3 “Jen Jen dc

1 41,10 36,6
2 19,22 19,0
3 42,34 42,0
4 33,79 - 33,6
5 5471 2,50; 0,90(s) 54,4
6 23,46 23,2
7 3685 2,09; 2,50 4,80(d); 4,41(d) 40,9
8 148,82 - 2,09; 2,50 148,5
9 61,03 2,50 4,80(d):4,41(d);6,10(d) 60,8

2,50: 0,90(s)
10 39,55 - 2,50 39,3
11 146,82  6,87(dd, J=15,84 2,50 146,5
J=10,23 Hz)
12 133,81  6,10(d, J=15,84 Hz) 2,50; 2,27(s) 133,5
13 198,28 - 6,10(d) 6,87(dd) 197,9
14 2741 2,27(s) 27,2
17 108,82 4,80(d, J=1,62 Hz) 2,09; 2,50 108,6
4,41(d, J=1,59 Hz)

18 33,75 0,88(s) 33,6
19 22,14 0,85(s) 21,9
20 15,33 0,90(s) 2,50 15,1

26



Espectro de RMN *H (300MHz, CDCls) de DHD2.
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Figura 10: Espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDCls) de DHD2.

o
) MO oD - YoNuanIT9TAZL D
=] CEEEYHnunaS s F goovaaonaQaso v
= o N N T e S S = R I T R S R S R

N \\\\\/H\////

—198.28

—148.82
—146.82
— 13381

AMWJWLWLWM

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

Figura 11: Espectro de RMN **C-DEPT 135° (75MHz, CDCls) de DHD2.
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Figura 12: Espectro bidimensional HSQC (300, 75 MHz, CDCl; ) de DHD?2.
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Figura 13

: Espectro bidimensional HMBC (300, 75 MHz, CDCl; ) de DHD2.
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Figura 14: Espectro bidimensional COSY (300 MHz, CDClIs) de DHD?2.
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Figura 15: Espectro bidimensional NOESY (300 MHz, CDCls) de DHD?2.
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A substancia DHD3 é soltvel em cloroférmio. O espectro de RMN *H (Figura
17, p. 36) apresentou um sinal em &y 14,55 (1H, s) que é caracteristico de hidrogénio de
hidroxila quelada; dois sinais em 6y 7,75(1H, d, J = 15,6 Hz) e 7,89 (1H, d, J = 15,6
Hz) que devido aos valores de J caracteristicos, sdo correspondentes a hidrogénio ligado
a carbono olefinico; trés sinais , todos na faixa de oy 7,40-7,60, os quais foram
associados a hidrogénios de sistemas aromaticos; um sinal em 64 3,91 (1H, s) referente
a um grupamento metoxila.

A comparacdo do espectro de RMN *C-BB (Fig. 18, p.37) com o espectro de
RMN **C-DEPT 135° (Fig. 19, p.37), possibilitou a identificacdo de oito carbonos néo
hidrogenados (C), doze carbonos metinicos (CH), dois carbonos metilénicos (CH,) e
quatro carbonos metilicos (CHg).

O espectro de RMN *C-BB (Figura 18, p.37) apresentou 26 linhas espectrais,
entretanto as intensidades relativamente altas de duas linhas (6¢c 129,05; 128,50)
sugeriram que cada uma delas represente dois atomos de carbono.

Apos andlise dos dados espectrais, além da comparagao com os dados da literatura
(Tabela 5, p.35), foi possivel sugerir para DHD3 a estrutura de uma substancia
pertencente a classe Chalcona, denominada 2’,4’-dihidroxi-6’-metoxi-3’-(3*’-metil-6"’-
metil-etil-2’-ciclohexenil)chalcona (Figura 16). Para confirmagdo desta suposi¢édo, 0s
espectros de HSQC, HMBC e COSY foram analisados.

Figura 16. Representacdo estrutural de 2’,4’-dihidroxi-6’-metoxi-3’-(3”’-metil-6"’-
metil-etil-2°’-ciclohexenil)chalcona.
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O espectro de HSQC de DHD3 (Figura 20, p.38) possibilitou correlacionar
0s sinais de carbono e hidrogénios diretamente ligados, assim como distinguir que o
sinal de hidrogénio em &y 6,88 (s) trata-se de uma hidroxila fendlica por ndo apresenta
nenhum correlagdo a sinais de carbono.

Através do experimento HMBC (Figura 21, p.39) foi possivel posicionar de
forma inequivoca a metéxila H-6 ao carbono em 6¢ 161,5 (C-6’); bem como posicionar
a hidroxila fenolica 4’-OH (64 6,88; s) ao carbono C-4°, através das correlacfes a duas e
trés ligacOes desta com os respectivos carbonos em &¢ 162,9 (C-4"), ¢ 110,2 (C-3”) e 6C
92,1 (C-5). O hidrogénio H-5" apresentou correlagcdes a duas ligacdes com os carbonos
em dc 162,9 (C-4°) e 6¢ 161,5 (C-6’) ¢ a trés ligagdes com os carbonos d¢ 110,2 (C-3") e
dc 105,9 (C-17), permitindo confirmar com plena certeza a posi¢do da hidroxila fenélica
e da metoxila. O experimento HMBC também foi essencial para confirmar a posi¢céo da
unidade monoterpenica, através das correlacdes entre os hidrogénios fenélico em 4’-OH
e H-5 com o carbono em 6¢ 110,2 (C-3).

Através do espectro COSY (Figura 22, p.40) observou-se acoplamentos
vicinais entre os hidrogénios H-8 com H-7 caracteristico de um sistema trans.
Observou-se ainda correlacdo entre H-2’’ com o hidrogénio metinico H-1"" ¢ deste com
hidrogénio metinico em H-6"’, que se correlaciona ao hidrogénio metinico H-8"’ ¢ este
com as metilas em H-9’ e H-10"".

Diante de todos os dados espectrais, pode-se confirmar que DHD3 trata-se

da chalcona denominada 2’,4’-dihidroxi-6’-metoxi-3’-(3’’-metil-6’’-metil-etil-2"’-

2 4
DHD3 .
' 6 OCH : 5

ciclohexenil)chalcona.

Esse composto ja foi isolado das cascas de Lindera umbellata
(SHIMOMURA, et al., 1988), mas é inédito na espécie em estudo, segundo consulta
feita nos sites académicos https://scifinder.cas.org e http://www.sciencedirect.com
(acesso em 19/10/2012).
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Tabela 5: Deslocamento quimico de RMN '*C e seus respectivos hidrogénios

mostrados pelo espectro de HSQC, correlagbes a longa distancia (HMBC) e dados
comparativos de RMN *C-BB de DHD3 (75 MHz, CDCls) com os descritos na
2°,6’-dihidroxi-4’-metoxi-3’-(3’-metil-6’-metil-etil-2"’-
ciclohexenil)chalcona. (SHIMOMURA et al., 1988).

literatura

para

HSQC HMBC Literatura
C oc OH “Jch *Jen oc
1 135,9 - H-7a H-8p 136,5
2 1285 7,60 (d, J=7,0 Hz) 129.1
3 129,0 7,40 (m) 129,7
4 130,1 7,40 (m) 130,8
5 129,0 7,40 (m) 129,7
6 1285 7,60 (d, J=7,0 Hz) 129,1
7 1420 7,75 (d, J=15,60 Hz) H-8p 1288
8 1283 7,89 (d, J=15,60 Hz) H-7a 142,6
9 193,0 - H-8B H-7a 193,8
I’ 105,9 - H-5’ 106,3
2’ 165,1 - 165,6
3 110,2 - 4’-OH 111,8
4’ 162,9 - H-5’; 4’-OH H-5’ 164,3
5 92,1 5,93 (s) 4-OH 92,1
6’ 161,5 - H-5’ 6’-OCHj; 162,1
2’-OH ; 14,55 () i
6°-OH - 6,88 (5) 55,9
#-OCH, 5509 3,91 (s) i
1 34,7 3,96 (M) 36,0
2 125,1 5,52 (s) 3H-7” 126,7
3 140,7 - 3H-7" 129,7
4 30,8 2,13 (m) 3H-7" 315
5 22,3 1,79 e 1,44(m) 23,8
6” 44,4 1,52 (m) H-9"; H-10" 42,7
7 23,8 1,79 (s) 23,6
8" 28,0 1,60 (m) H-9"; H-10"" 29,2
9 16,7 0,88 (d, J=7,20 Hz) H-10"’ 16,7
10> 21,9 0,86 (d, J=7,20 Hz) H-9’ 21,9
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Figura 17: Espectro de RMN *H (300MHz, CDCls) de DHD3.
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Figura 18: Espectro de RMN **C-BB (75MHz, CDCls) de DHD3.
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Figura 19: Espectro de RMN “*C-DEPT 135° (75MHz, CDCl;) de DHD3.
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Figura 20: Espectro bidimensional HSQC (300, 75 MHz, CDCl; ) de DHD3.
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Figura 21: Espectro bidimensional HMBC (300, 75 MHz, CDCl; ) de DHD3.
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Figura 22: Espectro bidimensional COSY (300 MHz, CDCl;) de DHD3.

Sl

L

A

40



4.2 - Determinacao estrutural de DD4 e DD5

O fracionamento de EHAZ-DD resultou no isolamento de duas substancias:
cristais em forma de agulhas (DD4) e o um sélido amarelado amorfo (DD5).

A substancia DD4 ¢ soltvel em cloroférmio e possui ponto de fusdo na faixa de
118-121 °C. O espectro de RMN *H (Figura 24, p. 43), expans&o na regido de 5y 0,5 a
2,45, (Figura 25, p.43) apresentou um sinal em &y 5,36 (1H, d, J = 7,1 Hz) que devido
ao valor caracteristico de J é correspondente a um hidrogénio ligado a carbono
olefinico, um multipleto em &4 3,53 correspondente a um dtomo de hidrogénio ligado a
carbono carbindlico; multipletos em &y 2,27; 2,04; 1,86; 1,52 e 1,12 relativos a
hidrogénios de carbonos metilénicos; hidrogénios de grupos metilas em oy 1,05 (S);
0,93(d, J = 6,39 Hz), na faixa de 0,87 a 0,83 e em &4 0,68 ().

A comparacdo do espectro de RMN *C-BB (Fig. 26, p.44) com o espectro de
RMN '*C-DEPT 135° (Fig. 27, p.44), possibilitou a identificacdo de dois carbonos n&o
hidrogenados (C), nove carbonos metinicos (CH), dez carbonos metilénicos (CH>) e seis
carbonos metilicos (CHs).

A anélise do espectro de RMN *C-BB apresentou 28 linhas espectrais, onde duas
delas s&o atribuidas a carbonos olefinico [6¢ 141,02 (C) e 121,95 (CH)], uma referente a
carbono sp® oxigenado (8¢ 72,0) e as demais referentes a carbonos alifaticos
compativeis a esqueletos oriundos do encadeamento do isopreno.

Com a comparacéo dos dados de RMN **C-BB da substancia DD4 com os dados
da literatura (Tabela 6, p.42), pode-se concluir que a substancia em questdo trata-se do

B-sitosterol (Figura 23), um esterdide muito comum em plantas.

Figura 23: Representacdo estrutural do B-sitosterol.
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Tabela 6: Dados comparativos de RMN **C-BB de DD4 (75 MHz, CDCls) com os
descritos na literatura para p-sitosterol (MACARI, 1990).

C 6c DD3 dc p-sitosterol
1 37,51 37,2
2 29,90 31,6
3 72,0 71,7
4 42,56 42,3
5 141,0 140,7
6 121,9 121,6
7 31,92 31,8
8 32,17 31,8
9 50,41 50,1
10 36,76 36,4
11 21,34 21,1
12 40,04 39,7
13 46,12 42,3
14 57,03 56,7
15 24,54 24,2
16 28,48 28,1
17 56,34 56,1
18 12,20 11,9
19 19,63 19,3
20 36,39 36,0
21 19,03 18,7
22 34,21 33,9
23 26,38 26,1
24 46,1 45,8
25 29,44 29,1
26 20,05 19,6
27 19,29 18,9
28 23,34 23,0
29 12,10 11,9
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Figura 24: Espectro de RMN *H (300MHz, CDCls) de DDA4.
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Figura 25: Expansdo do espectro de RMN 'H (300MHz, CDCl;) de DD4 na regido de oy

0,2 a 2,45.

L00S"0
L¥%S°0
6889°0
990L°0

6118°0

T€€8°0
679870
T1L8°0 \_
L8LB"0

0

0

86T6"°
196"

\
8596°0
9L86°0
BSA/
96£0°T 1////|
mdmo.ﬁuuuun
1590°T —=
82L0° T Humm“u
7€60°T L\\\]
8621°T
9LST'T
€E6T'T
sszz'1
1292°1
1L62°T
LTTE'T
7867 T
66771
58871
€925°T
22v9' 1
599°T
1289°1
V0L T
0Tz8'T
ATTR
£98°1
9LS6° T
S666°T
£0%0°2

998C° ¢ ——
08LE C—

(\ﬁ

bl

[
—

|

o~
=)
IS

wn
@
w

‘\

—
-
-

|

R

o
w
o

L\\W

43



Figura 26: Espectro de RMN *C-BB (75MHz, CDCl5) de DDA4.
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Figura 27: Espectro de RMN **C-DEPT 135° (75MHz, CDCls) de DDA4.
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A substancia DD5 ¢é soltvel em cloroférmio e possui ponto de fusdo na faixa de
137-139 °C. No espectro de RMN *H (Figura 28, p. 48) foi possivel identificar sinais a
oy 5,50(1H, d, J=2,07 Hz), 5,96 (1H, d, J= 2,01 Hz) e na faixa de 7,31 a 7,53 (5H, m)
que devido aos valores de J e deslocamento quimico caracteristico sdo referentes a
hidrogénios ligados a carbono aromético; um sinal a 6y 6,58 (1H, d, J= 16,02Hz) que
devido ao valor de J caracteristico € correspondente a hidrogénio ligado a carbono
olefinico; um sinal em 3,83 (3H, s), que com base no deslocamento quimico e
intensidade do mesmo, € referente a grupamento metoxila (-OCHy).

O espectro de RMN *C-BB (Figura 29, p. 49) apresentou 12 linhas espectrais,
entretanto as intensidades relativamente altas de duas linhas (oc 127,66 e 129,65)
sugeriram que cada uma delas represente dois atomos de carbono. Desta forma, DD5
possui 14 atomos de carbono em sua composicdo (Tabela 7, p.47). Para o sinal
observado em 6¢ 56,13, pdde-se constatar a presenca do grupo metoxila na estrutura.

A comparacdo do espectro de RMN **C-BB com o espectro de RMN **C-DEPT
135° (Fig. 30, p.49), possibilitou a identificacdo de quatro carbonos ndo hidrogenados
(C), nove carbonos metinicos (CH) e um carbono metilico (CHj3).

Apos andlise dos dados espectrais, além da comparacao com os dados da literatura
(Tabela 7, p.47), foi possivel sugerir para DD5 a estrutura de uma substancia
pertencente a classe Kavapirona, denominada 5,6-dehidrokawain (Figura 28). Para

confirmacdo desta suposicéo, os espectros de HSQC, HMBC, COSY foram analisados.

Figura 28: Representacdo estrutural de 5,6-dehidrokawain.
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O espectro de HSQC de DD5 (Figura 31, p.50) possibilitou a observacdo das
seguintes correlacGes: o sinal de hidrogénio em 6y 3,83 com o sinal de carbono em ¢
56,13 (-OCHpg), o sinal do hidrogénio em &y 5,50 com 0 sinal de carbono em d¢ 89,08
(C-3), o sinal do hidrogénio em 6y 5,96 com o sinal de carbono em d¢ 101,52 (C-5) e 0

sinal do hidrogénio em &y 6,58 com o sinal de carbono em d¢ 118,87 (C-7).
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Através do espectro de HMBC de DD5 (Figura 32, p.51) foi possivel confirmar a
posicdo do grupamento metoxila, pois foi observada a correlacéo a longa distancia entre
o hidrogénio da metoxila (54 3,83) com o carbono C-4 (*Jc). Além dessa correlagéo,
outras estdo expostas na tabela 7.

Com a analise do espectro de RMN bidimensional COSY *H x 'H (Figura 33, p.
52), foi possivel observar a correlacdo entre o hidrogénio H-3 com o hidrogénio H-5,
assim como a correlagéo entre o hidrogénio H-7 com o hidrogénio e H-8.

Diante de todos os dados espectrais, pode-se confirmar que DD5 trata-se da
kavalactona 5,6-dehidrokawain. Essa substancia ja foi isolada anteriormente dos
rizomas de Alpinia zerumbet (ITOWAKA et al., 1981) e Alpinia nutans (HABSAH et
al., 2003), assim como de espécies de outros géneros, como das folhas de
Piper methysticum (LI et al., 2011) e Lindera uhbellata (ICHINO et al., 1987). Essa
substancia ¢ relatada na literatura apresentando atividade antiulcera, antiplaquetaria e
antifangica (TAWATA et al., 1996). Upadhyay et al. (2011), investigando substancias
com atividade inibitoria contra as enzimas HIV-integrase e neuraminidase (substancias
estas isoladas dos rizomas de Alpinia zerumbet), revelaram que a substéncia 5,6-
dihidrokawain apresentava forte inibicdo contra a enzima integrase e significativa
inibicdo contra a enzima neuraminidase, existindo possibilidade na concepc¢éo de drogas

contra esse virus.
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Tabela 7: Deslocamento quimico de RMN '*C e seus respectivos hidrogénios
mostrados pelo espectro de HSQC, correlagbes a longa distancia (HMBC) e dados
comparativos de RMN **C-BB de DD5 (75 MHz, CDCls) com os descritos na literatura
para 5,6-dehidrokawain (DHARMARATNE et al., 2002).

HSQC HMBC Literatura
C oc OH “Jch *Jen oc
2 164,19 - 5,35(d) 164,20
3 89,08 5,50(d, J=2,07 Hz) 5,96(d) 89,20
4 171,29 - 5,50(d);5,96(d) 3,83(s) 171,40
5 101,52 5,96(d, J=2,01 Hz) 5,50(d) 101,80
6,58(d)
4 -OCH; 56,13 3,83(s) 56,30
6 158,87 - 5,96(d);6,58(d) 158,90
7 118,87 6,58(d, J=16,02 Hz) 5,96(d) 119,10
8 135,46 6,58(d) 135,80
9 136,03 - 135,60
10/14 127,66 127,80
12 129,65 129,80
13/11 129,11 129,20
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Figura 28: Espectro de RMN *H (300MHz, CDCl5) de DD5.
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Figura 29: Espectro de RMN **C-BB (75MHz, CDCl3) de DDS.
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Figura 31: Espectro bidimensional HSQC (300, 75 MHz, CDCl; ) de DD5.
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Figura 32: Espectro bidimensional HMBC (300, 75 MHz, CDCl; ) de DD5.
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Figura33: Espectro bidimensional COSY (300 MHz, CDCls) de DD5.

|
|

||

13



4.3 Ensaio para inibicdo da enzima conversora de angiotensina

O teste de inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA) foi realizado
com 0s extratos hexanico e etandlico dos rizomas de Alpinia zerumbet. De acordo com

os resultados obtidos, ambos os extratos apresentaram potencial de inibig&o da enzima.

4.4 Atividade de inibi¢édo da enzima acetilcolinesterase

O objetivo desse ensaio é encontrar substancias que apresentam a propriedade de
inibir a enzima acetilcolinesterase, inibicdo que esta diretamente ligada ao tratamento da
doenca Mal de Alzheimer (RHEE, 2001). E baseado em procedimento descrito por
Ellman et al., (1961).

O teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase foi realizado com o0s extratos
hexanico e etanolico dos rizomas de Alpinia zerumbet. As reacdes que estdo envolvidas

nesse método estdo apresentadas na Figura 34.

Figura 34: Mecanismo para a reacao enzimatica do teste de Ellman.
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+
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04 5

s
j¥N" (CHa)z

5 - tios-2-nitrobenzoato

De acordo com os resultados obtidos, ambos os extratos apresentaram-se

inativos contra a enzima.
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4.5 Avaliacéo qualitativa da capacidade sequestradora de radicais livres (DPPH)

O ensaio DPPH tem sido amplamente utilizado para prever atividades
antioxidantes por causa do curto tempo para analise.

O teste se baseia na diminuicdo na absorbéancia do radical 1,1-difenil-2-
picrihidrazina causada pela sua reducdo por uma substancia antioxidante. Devido a
presenca impar de elétron, a solucdo contendo o radical DPPH tem uma cor violeta
caracteristica com absorcdo a 517nm. Apos sua reacao com o antioxidante, a cor violeta
passa a ser amarela, diminuindo gradualmente a absortividade a 517nm (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 2007). As reacfes que estdo envolvidas nesse método estdo
apresentadas na figura 35.

Figura 35: Reac0es envolvidas na avaliagdo qualitativa da capacidade seqiestradora de

radicais livres.

—_— M— MOz + Eo»

. H

DPPH DPPH-H

O ensaio qualitativo para captura de radicais livres foi realizado com os extratos
hexanico e metanolico dos rizomas de Alpinia zerumbet, onde se obteve resultado

positivo para ambos 0s extratos.
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4.5 Teste Larvicida frente ao Aedes aegypti

Os resultados de atividade larvicida foram analisados no programa EXCEL e
interpretados em valores de CLs, (Concentracdo Letal para 50% da populagdo em
estudo).

Tabela 8. Valores de CLsq para extratos de Alpinia Zerumbet.

EXTRATO Rockfeller (CLso) QUIX (CLso)
Hexanico SA* 823,1 ppm
Etandlico SA SA

S.A- Sem atividade

Os resultados mostraram que apenas o0 extrato hexanico do rizoma de Alpinia
zerumbet obteve atividade contra apenas um tipo de larva (QUIX), com CLs de 823,1
ppm como mostrado na Figura 36.

Figura 36. Analise da atividade larvicida do extrato hexanico de Alpinia Zerumbet.
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Cavalcanti et al. (2004), propbe que extratos com CLs abaixo de 100 ppm sao
considerados importantes para a atividade larvicida. Entretanto, Silva et al. (2004)
propde que os testes sejam feitos com as fragdes do extrato, pois estes apresentam
melhores resultados que 0s extratos brutos. Sendo assim, pode-se pensar em avaliar a
atividade larvicida das fracGes do extrato hexanico, ja que o mesmo apresentou CLsy de
823,1 ppm.
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5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Material Botanico

Este trabalho foi baseado no estudo quimico dos rizomas de Alpina zerumbet.

Os rizomas de Alpina zerumbet foram coletados no Horto de plantas medicinais
“Professor Francisco José de Abreu Matos” da Universidade Federal do Ceard pelo
servidor Francisco de Sales Lima, em Junho de 2011. O Horto tem como responsével a
Professora Mary Anne Medeiros Bandeira.

A certificagdo boténica da espécie de planta em estudo foi realizada pelos
Doutores Edson Paula Nunes e Martins Peres do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceara. A exsicata referente a coleta da espécie encontra-se
depositada no Herbario “Prisco Bezerra” do Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Cear4, registrada com nimero 10858.

5.2 Métodos Cromatograficos

5.2.1 Cromatografia de Adsorcao

Para fracionamento dos extratos brutos e purificacdo das substancias, foram
utilizadas cromatografias de adsorcédo em coluna aberta (CC) e adsor¢do em sistema de
filtracdo a vacuo, utilizando gel de silica 60 (63-200 pum) da marca Vetec. O
comprimento e didmetro de cada coluna variaram de acordo com a quantidade de
amostra a ser cromatografada e, consequentemente, a quantidade de silica a ser
utilizada.

As fracdes obtidas em CC foram purificadas em cromatografia de camada
delgada preparativa (CCDP), utilizando placas de gel de silica 60 (5-40 um), em suporte
de vidro (20x20 cm) com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm, da marca
Merk.

As amostras, depois de cromatografadas, foram analisadas em cromatografia de
camada delgada (CCD), utilizando cromatoplacas de gel de silica 60 (5-40 um) em
suporte de aluminio da marca Merck. As placas cromatograficas foram reveladas em
solucdo de Vanilina [5g de vanilina em solucdo de etanol puro /acido perclorico 10%

(2:1)], sequida de aquecimento em chapa aquecedora.
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O eluentes utilizados foram: hexano, dicloremetano, acetato de etila e metanol,
puros ou combinados em propor¢cdes de modo a obter uma gradiente crescente de

polaridade.

5.3 Métodos Fisicos

5.3.1 Ponto de Fuséao

As substancias isoladas tiveram seus pontos de fusdo determinados em
equipamento MQAPF-301 da Microquimica, a uma taxa de aquecimento de 5°C/min.

5.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN)

Os espectros uni- e bidimensionais de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN *H) e carbono 13 (RMN **C) foram obtidos em espectrometro da
Bruker, modelo DPX-300, pertencente ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN), operando na freqliéncia de 300 MHz
para 'H e 75 MHZ para ©*C.

Foi utilizado cloroformio deutereado (CDCIs) na dissolucdo das amostras para
obtencdo dos espectros.

Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em parte por milhdo (ppm) e
referenciados nos espectros RMN *H pelo pico do hidrogénio pertencente a fracdo néo
deuterada do solvente cloroformio (5 7,27) e para os espectros de RMN **C pelos picos

de carbonos -13 do solvente cloroférmio (6 77,00).

5.4 Estudo dos constituintes quimicos ndo volateis dos rizomas de Alpinia zerumbet

5.4.1 Preparacao dos extratos de Alpinia zerumbet

Depois de totalmente secos, 5,5 kg dos rizomas de Alpinia zerumbet foram
triturados, divididos em dois mariotes e submetidos a extracdo a frio com hexano (3x 9

L) e em seguida com etanol (3 x 9 L). As solucdes obtidas foram filtradas e em seguida
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concentradas em evaporador rotativo. O extrato obtido pela extragdo com hexano foi
nomeado EHAZ (171,17 g) e o obtido pela extracdo com etanol EEAZ(150,46 g).

Fluxograma 1 — Obtencdo dos extratos hexanico e etandlicos dos rizomas de Alpinia

zerumbet.

Rizomas de Alpinia
zerumbet

Extracdo com hexano

y

Filtragdo /
Concentragdo em
evaporador rotativo

Extrato Hexanico
(EHAZ)

A

Torta

A 4

Extracdo com EtOH

Filtragdo /
Concentragdo em
evaporador rotativo

A 4

Extrato Etanodlico
(EEAZ)

5.4.2 Fracionamento cromatografico de EHAZ

\ 4

Residuo

Parte do extrato EHAZ (50,1289 g) foi adsorvido em 50 g de gel de silica com o

auxilio de um gral de porcelana e em seguida, acondicionados em 100 g de gel de silica

em um sistema de filtracdo a vacuo. Apoés eluicdes com hexano, dicloromeno, acetado

de etila e metanol, foram obtidas 4 fracGes (Tabela 9).

Tabela 9: Massa das fracdes obtidas com o fracionamento do extrato hexanico de

Alpinia. zerumbet.

Solvente Fracdo Massa(qg) Rendimento (%)
Hexano EHAZ-H 16,7673 33,52
CH.Cl, EHAZ-D 14,4341 28,86
AcOEt EHAZ-A 7,6898 15,36
MeOH EHAZ-M 1,0840 2,16
Total 39,95 79,90
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5.4.3 Fracionamento cromatografico de EHAZ-D

Parte da fracdo EHAZ-D (7,0508g) foi adsorvida em 14 g de gel de silica com o
auxilio de um gral de porcelana e em seguida, com o auxilio de um funil,
acondicionados em 100 g de gel de silica em uma coluna de vidro. Apos eluigdes com
hexano, dicloromeno, acetado de etila e metanol, em combinacgdes variadas, foram

obtidos sete fracfes (Tabela 10)

Tabela 10: Massa das fragdes obtidas com o fracionamento de EHAZ-D.

Solvente Fracao Massa(qg) Rendimento (%0)
Hexano EHAZ-DH 0,1231 1,71
Hexano/CH,Cl; (1:1) EHAZ-DHD 2,1119 30,14
CH,Cl, EHAZ-DD 0,7890 11,14
CH,CI,/AcOEt (1:1) EHAZ-DDA 2,8361 40,42
AcOEt EHAZ-DA 0,2264 3,14
AcOEt/MeOH (1:1) EHAZ-DAM 0,2709 3,85
MeOH EHAZ-DM 0,0230 0,32
Total 6,35 90,70

Apos andlise das fracdes obtidas em CCD, as fragdes EHAZ-DHD e EHAZ-DD

foram escolhidas para serem fracionadas em CC.

5.4.4 Fracionamento cromatografico de EHAZ-DHD e isolamento de DHD1,
DHD2 e DHD3

A fracdo EHAZ-DHD (2,1119 g) foi adsorvida em 2g de gel de silica com o
auxilio de um gral de porcelana e em seguida, com o auxilio de um funil,
acondicionados em 40 g de gel de silica em uma coluna de vidro. Apos eluicdes com
hexano, diclometano, acetato de etila e metanol, em combinagbes variadas, obteve-se
515 fracBes (coletadas em frascos de 10 ml), que foram reunidas e pesadas conforme

mostra a Tabela 11 (pagina 60).

59



Tabela 11: Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHAZ-DHD.

Solvente Fracdo Fr. Reunidas Massa(g)
Hexano 1-5 H1(40-75) 0,0472
Hexano/ CH,Cl, (5%) 6-10 H2(76-95) 0,0310
Hexano/ CH,Cl, (10%) 11-16 H3(96-120) 0,1234
Hexano/ CH,Cl;, (20%) 17-53 H4(121-165) 0,0380
Hexano/ CH,Cl, (25%) 54-74 H5(166-175) 0,0330
Hexano/ CH,Cl; (30%) 75-136 H6(176-255) 0,1162
Hexano/ CH,Cl; (35%) 137-155 H7(256-275) 0,1157
Hexano/ CH,Cl; (40%) 156-237 H8(276-295) 0,1397
Hexano/ CH,Cl, (50%) 238-258 H9(296-360) 0,3451
Hexano/ CH,Cl, (60%) 259-331 H10(361-410) 0,0902
Hexano/ CH,Cl, (65%) 332-347 H11(411-455) 0,0920
Hexano/ CH,Cl, (75%) 348-379 H12(455-515) 0,1085
Hexano/ CH,Cl, (85%) 380-411

CHCl, 412-439

CHCl, /AcOEt(10%) 440-481

CHCl,/ AcOEt (30%) 482-492

CHCl,/ AcOEt (50%) 493-515

Apos andlise das fracdes obtidas em CCD, a fracdo H3(96-120) foi submetida a
uma cromatografia de adsorcdo em CCDP, onde foi possivel isolar um sélido amarelado
(DHD1-6 mg). A fracdo H6(176-255) também foi submetida a uma cromatografia de
adsorcdo em CCDP, onde foi possivel isolar cristais incolores (DHD2-8 mg). De forma

analoga, da fracdo H4 foi possivel isolar um solido de cor amarelo intenso (DHD3- 5

mQ).

5.4.5 Fracionamento cromatografico de EHAZ-DD e isolamento de DD4 e DD5

A fracdo EHAZ-DD (0,7790 g) foi adsorvida em 1g de gel de silica com o
auxilio de um gral de porcelana e em seguida, com o auxilio de um funil,
acondicionados em 20 g de gel de silica em uma coluna de vidro. Apos eluicdes com

hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH em concentragdes variadas, obtiveram-se 342 fracGes
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(coletadas em frascos de 10 ml), que foram reunidas e pesadas conforme mostra a
Tabela 12.

Tabela 12: Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHAZ-DD.

Solvente Fracdo Fr. Reunidas Massa(g)
Hexano/CH,Cl,(10%) 1-13 D1(150-185) 0,0536
Hexano/CH,Cl, (15%) 14-23 D2(186-204) 0,0582
Hexano/CH,Cl,(20%) 24-35 D3(205-240) 0,1200
Hexano/CH.Cl,(25%) 36-46 D4(241-342) 0,2156
Hexano/ CHCl, (30%) 47-77

Hexano/ CH,Cl, (40%) 78-100

Hexano/ CH,Cl, (50%) 110-119

Hexano/ CH,Cl, (55%) 120-128

Hexano/ CH,Cl, (60%) 129-138

Hexano/ CH,Cl, (65%) 139-166

Hexano/ CH,Cl, (70%) 167-176

Hexano/ CH,Cl, (75%) 177-193

Hexano/ CH,Cl, (85%) 194-213

Hexano/ CH,Cl, (90%) 214-223

Hexano/ CH,Cl, (95%) 224-262

CH,Cl,/AcOEt (5%) 264-283

CH,CI,/AcOEt (10%) 284-300

CH,CI,/AcOEt (15%) 301-318

CH,CI,/AcOEt (25%) 319-392

CH,CI,/AcOEt (45%) 320-329

AcOEt (100%) 330-342

A fracdo D1 (180-185) apresentou cristais em forma de agulhas. Esse material
foi purificado com hexano (DD4-10 mg). Ja a fracdo D2(186-204) apresentou um sélido

amarelado amorfo. Essa fracdo também foi purificada com hexano (DD5-16 mg).
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Fluxograma 2- Esquema de isolamento dos constituintes quimicos DHD1, DHD2,
DHD3, DD4 e DD5, partindo do extrato hexanico dos rizomas de Alpinia zerumbet.

Extrato Hexanico(EHAZ)

(50,1289g)
v
A\ 4 \ 4 A\ 4 \ 4
EHAZ-H EHAZ-D EHAZ-A EHAZ-M
(16,7673g) (7,0508) (7,6898g) (1,0840g)
v
\4 A A Y \ 4 Y A\ 4

EHAZ-DH EHAZ-DHD EHAZ-DD EHAZ-DDA EHAZ-DA EHAZ-DAM EHAZ-DM
(0,1231g) (2,1119g) (0,7790g) (2,8361g) (0,2264g) (0,2771g) (0,0230g)

A 4

DHD2

0,0080 g
DHD3
0,0050 g

\4 \ 4

DD4 DD5

0,0100 g 0,0160 g

DHD1
0,0060 g
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5.5 Ensaio para inibi¢ao da enzima conversora de angiotensina

O ensaio da inibicdo da enzima de conversdo da angiotensina foi realizado de
acordo com a metodologia desenvolvida por LAHOGUE et al., 2010. Este experimento
foi realizado no Centro Aleméo de Pesquisa do Céancer (DKFZ- Heidelberg, Alemanha)
pela professora Maria Teresa Salles Trevisan.
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5.6 Ensaio para inibi¢éo da enzima acetilcolinesterase dos extratos

Este ensaio € baseado em procedimento descrito por Ellman et al.(1961),
adaptado para CCD por Rhee et al. (2001). E considerado um método colorimétrico e
que pode ser utilizado de forma qualitativa e quantitativa, mas nesse trabalho foi
utilizada somente a forma qualitativa. E um método réapido e sensivel para a selecio de
amostras com acgdo anticolinesterasica.

A metodologia consiste em retirar uma aliquota de 5ul dos extratos na
concentra¢do 10 mg/ml e aplicar em uma cromatoplaca. Apds a evaporacdo do solvente,
foi borrifado uma mistura (1:1) de iodeto de acetilcolina (ATCI) 1mmol.L™ com o
reagente de Ellman (acido 5,5’ — Ditiobis- (2 —nitrobenzbico, DTNB, 1 mmoI.L'l),
deixando em repouso por 3 minutos para a secagem da placa. Em seguida foi borrifado
a enzima acetilcolinesterase (3U/ml). Apds 10 minutos, ocorre 0 surgimento de uma
coloracdo amarela, porem, onde ha inibicdo da enzima, observa-se um halo branco em
torno dos “spots” onde foram aplicadas as amostras. Em 20-30 minutos a coloragédo
desaparece. Como controle positivo, foi utilizado solu¢do do padrdo sal de Eserina
(2mg/ml) e como controle negativo, foram utilizados solventes. Na Figura 37 estdo

apresentadas as etapas desse método.

Figura 37: Etapas do ensaio da metodologia modificada por Rhee.

— Cromatoplaca

1. Aplicacdo das amostras
l 2. Evaporacao do solvente
3. Pulverizagéo das solucgéo (1:1) de ATCI + DTNB

l 4. Borrifou-se a enzima
acetilcolinesterase (3U/ml)
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5.7 Avaliacdo qualitativa da capacidade sequestradora de radicais livres (DPPH)

Os ensaios para avaliagdo qualitativa da capacidade seqlestradora de radicais
livres frente ao radical sintético 1,1-difenil-2-picril-hidrazina (DPPH) foram realizados
de acordo com a metodologia descrita por Soler-Rivas e cols.(2000). Apos preparacdo
dos extratos (10mg/ml), 2 ul de cada amostra foram aplicados em cromatoplaca. Ap6s
evaporagdo do solvente, foi borrifado solu¢cdo metanolica a 0,4 mM do radical sintetico
DPPH, em seguida secada a temperatura ambiente.

O surgimento de manchas amareladas, sob um fundo roxo nos spots da amostras
indicou resultado positivo. Como controle positivo, foi utilizado acido ascérbico 2 pl,
2mg/ml em MeOH. Na Figura 38 estdo apresentadas as etapas desse método

Figura 38: Etapas do ensaio da metodologia descrita por Soler-Rivas

—» Cromatoplaca

l 1. Aplicacdo das amostras
2. Evaporacéo do solvente

l 3. Aplicacéo da solugdo DPPH
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5.8 Teste Larvicida (utilizando as larvas de Aedes aegypti)

Neste teste, foi avaliado o potencial larvicida dos extratos hexanicos e etanolicos
dos rizomas de Alpinia zerumbet. Para isto, foram utilizados dois tipos de larvas: as
denominadas Rockfeller, que funcionaram como grupo controle, por se tratar de uma
populacdo de larvas que ndo sdo contaminadas e as denominadas QUIX, que sdo larvas
mais resistentes, coletadas em Quixeramobim-Ce. Essas larvas foram cedidas pelo
Nucleo de Vetores da Secretaria de Saude do Estado do Ceara (NUVET).

O ensaio para avaliagdo do potencial larvicida dos extratos foi realizado de
acordo com a metodologia descrita por Cavalcanti et al. (2004). Foram preparadas
solucBes de 100, 250, 500 e 1000 ppm dos extratos com agua e DMSO. Essas amostras
foram colocadas em frascos de vidro (50mL) e logo apos, foram colocadas 25 larvas de
Aedes aegypti (3° estagio) dos dois grupos em contato com as solucBes por 24h. Logo
apos esse periodo foram feitas as contagens das larvas que morreram. Os testes foram

feitos em triplicata.
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6. CONCLUSAO

O estudo cromatogréfico do extrato hexanico dos rizomas de Alpinia zerumbet
possibilitou o isolamento de cinco substéncias:

Um estilbeno denominado (E)-3,5-dimetoxiestilbeno, inédito na espécie em
estudo; um diterpeno de esqueleto labdano denominado (E)-15,16-bisnorlabda-8,11-
dieno-13-ona; uma chalcona denominada 2’,4’-dihidroxi-6’-metoxi-3’-(3*’-metil-6"’-
metil-etil-2*’-ciclohexenil)chalcona ???; um esterdide denominado [-sitosterol,
comumente encontrado em plantas; e um hidrocarboneto aromatico da classe
kavapirona denominado 5,6-dehidrokawain.

Foi possivel avaliar o potencial de inibicdo de ECA, de inibicdo da enzima
acetilcolinestarase, antioxidante e larvicida dos extratos hexanicos e metanolicos dos
rizomas de Alpinia zerumbet.

Os dois extratos (hexanico e etandlico) apresentaram potencial de inibicdo da
enzima conversora de angiotensina e antioxidante.

Somente 0 extrato hexanico apresentou atividade larvicida, com CLsp 823,1
ppm.

Nenhum dos extratos em estudo apresentou potencial de inibicdo da enzima

acetilcolinesterase.
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