SIS VITA FORTIOR,

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA ORGANICA E INORGANICA
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA

VANESSA ARAUJO DE QUEIROZ

ESTUDO QUIMICO DE MARCETIA MUCUGENSIS WURDACK (MELASTOMATACEAE)

Fortaleza — Ceara
2011

Queiroz, V. A.



VANESSA ARAUJO DE QUEIROZ

ESTUDO QUIMICO DE MARCETIA MUCUGENSIS WURDACK

Queiroz, V. A.

(MELASTOMATACEAE)

Dissertacao submetida a Coordenagéo do
Curso de Pés-Graduacao em Quimica, da
Universidade Federalal do Ceara, como
requisito parcial para a obtengao do grau
de Mestre em Quimica. Area de
concentragao: Quimica Organica.

Orientadora: Profa. Dra. Nilce Viana
Gramosa Pompeu de Sousa Brasil.

Fortaleza — Ce
2011



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo madulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Q48e Queiroz, Vanessa Araujo de.
Estudo quimico de Marcetia mucugensis Wurdack (melastomataceae) / Vanessa Araujo
de Queiroz. — 2011.
113 1. - il. color.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias, Programa
de Pos-Graduacdo em Quimica, Fortaleza, 2011.
Orientagdo: Profa. Dra. Nilce Viana Gramosa Pompeu de sousa Brasil.

1. Marcetia mucugensis. 2. Flavonoides. 3. Melastomataceae. |. Titulo.

CDD 540

Queiroz, V. A.



VANESSA ARAUJO DE QUEIROZ

ESTUDO QUIMICO DE MARCETIA MUCUGENSIS WURDACK
(MELASTOMATACEAE)

Esta dissertacdo foi aprovada como parte dos requisitos necessarios a obtencao
do Grau de Mestre em Quimica, area de concentracdo Quimica Organica,
outorgada pela Universidade Federal do Ceara, em cuja Biblioteca de Ciéncias e

Tecnologia/UFC encontra-se a disposi¢ao dos interessados.

Aprovada em: 05/07/2011

BANCA EXAMINADORA:

Profa. Dra. Nilce Viana Gramosa Pompeu de Sousa Brasil
Universidade Federal do Ceara — UFC

Profa. Dra. Mary Anne Sousa Lima (UFC)
Universidade Federal do Ceara - UFC

Dr. Kirley Marques Canuto (EMBRAPA)
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — (EMBRAPA)

Queiroz, V. A.



Queiroz, V. A.

Agradeco a Deus por todos obstaculos
superados. Dedico este trabalho ao meus
pais, Anchieta e Maria Luisa, e ao meu
marido, Gleidson, pelo incentivo, amor e
paciéncia. Ao meu irmao, Junior e a
minha prima, Gracas, por todos o0s

momentos felizes.



AGRADECIMENTOS

A Deus por iluminar meu caminho e me conceder a sabedoria para seguir
sempre em frente, me dando forcas para superar as dificuldades mais inesperadas e
a alegria de viver sabendo que Ele sonda por mim.

Aos meus pais, Jose Anchieta de Queiroz e Maria Luisa Araujo Queiroz pelo
amor e carinho concedidos, pelas conversas que irdo sempre estar guardadas como
base para minha vida e por sempre acreditarem em mim.

Ao meu marido, Gleidson Lima Pinheiro, pelo amor, companheirismo,
dedicacgao e pelas palavras de tranquilidade nos momentos que mais precisei.

Ao meu irmao, Junior e a minha prima, Gragas, pelos momentos de risos e
conversas a toa, pela amizade e atencédo nas horas mais importantes.

A Professora. Nilce Viana Gramosa Pompeu de Sousa Brasil, por ter me
aceitado como orientanda, pela compreensido, atencdo e amizade. As horas de
conversa e confraternizagdes lembrarei com muito carinho.

Ao professor Edilberto Rocha Silveira pela dedicacao e atencao a pesquisa de
produtos naturais, pelos conselhos e livros emprestados.

A professora Mary Anne Sousa Lima pelas aulas, sugestdes e auxilio material
que contribuiram para o desenvolvimento deste projeto.

Aos professores Otilia Deusdénia P. Cavalcante, Gilvandeti Maria Pinheiro
Santiago, Telma Leda G. Lemos e Prof. Francisco José Queiroz Monte, pelas
disciplinas ministradas, atencao e colaboracdo no meu desenvolvimento intelectual.

Em especial aos meus amigos de grupo: Duvilardo, Jodo Vitor, Mariano,
Anténio Neto, Paulo Vitor, ao ex-integrante do grupo Clérton e a minha amiga
Anténia pela étima convivéncia, sugestdes, auxilio nos experimentos e alguns
destes foram essenciais no desenvolvimento deste trabalho.

Aos meus amigos antigos e novos Ayla, Ceica, Isabel, Karisia, Leonardo
Alcantara, Luciana, Patricia, Paula, Paulo e Ticiana, pela atencdo, apoio e
momentos divertidos que passamos juntos.

Aos funcionarios da UFC, Raimunda, Aurilana, Sr. Paulo, Célia e Orlando que
forneceram condi¢cdes adequadas para o desenvolvimento deste trabalho.

Aos érgaos financiadores CAPES, FUNCAP e CNPq.

A todos que por ventura ndo foram citados, mas que contribuiram de uma

forma ou de outra para a execucao deste trabalho.
Queiroz, V. A.



RESUMO

Este trabalho descreve o0 estudo quimico de Marcetia ~mucugensis
(Melastomataceae), planta restrita a campos rupestres, encontrada em Mucugé, na
Bahia. Varias espécies dessa familia s&do utilizadas para fins medicinais, como:
Miconia albicans (Sw.) Tr., usada contra reumatismo; Mouriri guianensis Aubl.,
utilizado contra ulceragdes, banhos poés-parto e infecgdes vaginais e Macairea radla
(Bonpl.) DC., usada contra escabiose e dermatoses. Além de apresentar plantas
com atividades farmacolégicas comprovadas, como: atividade antimicrobiana dos
extratos etanodlicos de Miconia albicans e Miconia rubiginosa e atividade antioxidante
e citotéxica de flavonoides presentes em Melastoma malabathricum L. A
investigagdo quimica de M. mucugensis foi realizada através do isolamento e
caracterizacao de metabdlitos secundarios presentes no extrato hidroalcodlico das
folhas coletadas na Chapada Diamantina-Bahia. Foram isolados o triterpeno
esqualeno, quatro polimetoxiflavonas: 5,3’-dihidroxi-3,6,7,8,4’,5’-hexametoxiflavona
(digicitrina), 5-hidroxi-3,6,7,8,3',4’,5’-heptametoxiflavona (gardenina A), 5-hidroxi-
3,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona, 5,7-dihidroxi-3,6,8,3,4’,5’-hexametoxiflavona e o
flavonol pentahidroxilado quercetina. O isolamento dos constituintes quimicos foi
realizado por métodos cromatograficos convencionais e a determinacao estrutural
das substancias isoladas realizada através do uso de técnicas espectrométricas
como: infravermelho (1V), espectrometria de massa (EM) e ressonancia magnética
nuclear de hidrgénio (RMN 'H) e carbono-13 (RMN 'C), incluindo técnicas
bidimensionais (COSY, HSQC, e HMBC) e comparagdo com os dados descritos na
literatura. Este trabalho apresenta o primeiro relato sobre o estudo fitoquimico de M.

mucugensis.

Palavras-chave: Marcetia mucugensis. Flavonoides. Melastomataceae.
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ABSTRACT

This work describes the chemical composition of Marcetia mucugensisis
(Melastomataceae), a plant restricted to rocky fields and that can be found in
Mucugé, Bahia. Several species of this family are used for medicinal purposes, such
as Miconia albicans (Sw.) Tr. Used against rheumatism; Mouriri guianensis Aubl.
Used against ulcers, postpartum baths and vaginal infections and Macairea radla
(Bonpl.) DC. used against scabies and skin diseases. Besides presenting plants with
proven pharmacological activities such as antimicrobial activity of ethanol extracts of
Miconia albicans and Miconia rubiginosa and cytotoxic and antioxidant activity of
flavonoids present in Melastoma malabathricum L.The phytochemical investigation of
this plant was carried out through the isolation and characterization of secondary
metabolites present in the hydroalcoholic extract from the leaves collected in the
Chapada Diamantina, Bahia. The triterpene squalene, four polimethoxyflavones 5,3'-
dihydroxy-3,6,7,8,4',5'-hexamethoxyflavone  (digicitrin),  5-hydroxy-3,6,7,8,3',4',5'-
heptamethoxyflavone (gardenin A), 5-hydroxy-3,6,7,8,3',4'-hexamethoxyflavone, and
5,7-dihydroxy-3,6,8,3',4',5'-hexamethoxyflavone alone with quercetin were isolated.
The isolation of chemical constituents was performed by conventional
chromatographic methods, while the structural determination was carried out by
means of spectrometric techniques such as infrared (IR), mass spectrometry (MS) as
well as nuclear magnetic resonance hydrogen ("H NMR) and carbon-13 ('3C NMR),
including two-dimensional techniques (COSY, HSQC, and HMBC) and comparison
with the data described in the literature. This work is the first report about the

phytochemical study of M. mucugensis.
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1 INTRODUCAO

A natureza sempre despertou no homem um fascinio encantador, ndo sé
pelos recursos oferecidos para sua alimentacdo e manutengdo, mas por ser sua
principal fonte de inspiragdo e aprendizado. A busca por alivio e cura de doencgas
pela ingestdo de ervas e folhas talvez tenha sido uma das primeiras formas de
utilizagdo dos produtos naturais (VIEGAS JR., BOLZANI e BARREIRO, 2006)

A pratica da fitoterapia € importante para o reconhecimento do valor do
sistema de medicina tradicional e a identificagdo de plantas medicinais, a qual tém
mostrado um significativo poder de cura no seu estado natural ou como fonte de
novos agentes farmacoldgicos (ELVIN-LEWIS, 2001).

Em muitas comunidades o recurso terapéutico é a utilizagdo de plantas
medicinais, onde ainda hoje nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas
grandes cidades brasileiras as plantas medicinais sdo comercializadas em feiras
livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais (MACIEL et al.,
2002).

A familia Melastomataceae é constituida de 166 géneros e aproximadamente
4.570 espécies, concentradas principalmente na América, onde sao conhecidas
cerca de 2.950 espécies (RENNER, 1993; CLAUSING e RENNER, 2001). No Brasil
€ a sexta maior familia de Angiospermas com 68 géneros e mais de 1.500 espécies,
que se distribuem desde a Amazdnia até o Rio Grande do Sul, estando presente em
praticamente todas as formagdes vegetacionais (ROMERO e MARTINS, 2002).

Varias espécies de Melastomataceae apresentam potencial de uso em
recuperacdo e reflorestamento de areas degradadas, também proporcionam
caracteristicas ornamentais, sendo muito utilizadas no paisagismo urbano (CRUZ e
KAPLAN, 2004).

Dentre as espécies utilizadas para fins medicinais destacam-se: Miconia
albicans (Sw.) Tr. usada contra reumatismo; Mouriri guianensis Aubl. utilizada contra
ulceracdes, banhos poés-parto e infecgdes vaginais; Macairea radla (Bonpl.) DC.
usada contra escabiose e dermatoses; Tibouchina clavata (Pers.) Wurdack. utilizada
contra dores de garganta e T. semidecandra F. usada contra dores de cabeca e
cicatrizante (MORS et al., 2000).

Plantas desta familia possuem atividades farmacol6gicas, como: atividade

antimicrobiana dos extratos etandlicos de Miconia albicans e Miconia rubiginosa
Queiroz, V. A.
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(CELOTTO et al., 2003), atividade antioxidante e citotoxica de flavonoides como
naringenina, canferol, 3-O-D-glicosideocanferol presentes em Melastoma
malabathricum L. (SUSANTI et al., 2007). Extrato hexanico de Miconia ligustroides,
que apresentou os triterpenos B-amirina e a-amirina (Figura 1) com importante afeito
analgésico (CUNHA et al., 2003) e espécies como Osbeckia chinensis e Tibouchina

semidecandra, ricas em elagitaninos (YOSHIDA et al.,2010).

Figura 1 - Metabdlitos secundarios isolados de espécies da familia Melastomataceae

OH
HO\,i’g/‘/ HO. ]
OH (o] OH

Naringenina Canferol 3-0-D-glicosideocanferol

CH;™~OH

B-amirina o-amirina

M. mucugensis nao apresentou estudo fitoquimico descrito na literatura, mas
pode ser observado relatos anteriores de algumas espécies do género Marcetia
como M. velutina que apresentou o triterpeno B-amirina (COSTA et al., 2007); em M.
latifolia foi possivel ser observado flavonoides polimetoxilados através de
espectroscopia no ultravioleta (BARBOSA et al.,, 2009). Para M. canescens, M.
latifolia, M. macrophyla e M. taxifolia, foi relatada atividade antimicrobiana (LEITE et
al., 2008).

Queiroz, V. A.



19

A fim de descobrir os metabdlitos secundarios presentes em M. mucugensis,
foi realizado o estudo quimico desta planta, visando o isolamento e caracterizacéao
de substancias quimicas presentes nas folhas.

Este trabalho encontra-se dividido em Introducao; Considerac¢des Botanicas —
Capitulo 1; Revisdao bibliografica de flavonoides pertencentes a familia
Melastomataceae - Capitulo 2; Determinacdao Estrutural — Capitulo 3;
Procedimentos Experimentais — Capitulo 4; Conclusao — Capitulo 5 e Referéncias
Bibliograficas — Capitulo 6.

No primeiro capitulo sao relatadas informagbes botanicas sobre M.
mucugensis, o género Marcetia e a familia Melastomataceae.

O segundo capitulo aborda uma visdo geral sobre flavonoides e a revisao
bibliografica de espécies da familia Melastomataceae que possuem flavonoides.

O terceiro capitulo trata das determinacdes estruturais dos compostos
isolados, utilizando técnicas como Espectroscopia na regido do Infravermelho (IV),
Espectrometria de Massas (EM) e Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio-1
(RMN 'H) e de Carbono-13 (RMN 'C), incluindo técnicas bidimensionais como
COSY, HSQC e HMBC.

No quarto capitulo sdo descritas as técnicas utilizadas para o isolamento dos
constituintes fixos de M. mucugensis dentre elas a cromatografia classica, como a

cromatografia em coluna e sob pressao, utilizando gel de silica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
e Contribuir com o conhecimento quimico do género Marcetia, investigando os

principais metabdlitos secundarios das folhas da espécie M. mucugensis.

2.2 Especificos

e Obter o extrato hidroalcodlico das folhas de M. mucugensis;

e |solar os constituintes presentes no extrato utilizando técnicas de
cromatografia, como por exemplo, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE);

e Identificar o0s constituintes quimicos isolados utizando métodos
Espectrométricos como Espectrometria de Massas, Espectroscopia na regiao
do Infravermelho e Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *C uni e

bidimensional.
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3 CONSIDERACOES BOTANICAS
3.1 Consideracdes gerais sobre a familia Melastomataceae

A familia Melastomataceae possui distribuicdo pantropical, com
aproximadamente 166 géneros e 4.570 espécies, das quais dois tergcos sao
neotropicais. Constitui uma das principais familias da flora brasileira, com cerca de
68 géneros e 1.500 espécies, presentes nos mais variados ecossistemas (ROMERO
e MARTINS, 2002).

A familia Melastomataceae é formada por:

Arvores, arbustos, lianas ou ervas. Folhas opostas, geralmente
curvinérveas, com uma nervura central e nervuras laterais subparalelas
levemente arqueadas da base em diregdo ao apice. Flores actinomorfas,
dialipétalas, monoclinas, diplostémones, com hipanto desenvolvido;
estames freqlientemente com anteras de deiscéncia poricida, geralmente
falciformes e/ou com o conectivo conspicuo. Frutos capsulares ou
bacéceos, em geral com numerosas sementes (GIULIETTI et al., 2009).

Alguns géneros desta famila sdo abundantes em areas de Mata Atlantica,
como por exemplo, Miconia, Leandra e Tibouchina, outros em areas de cerrados e
campos rupestres como Microlicia, Lavoisiera, Marcetia, Cambessedesia e
Trembleya (SOUZA e LORENZI, 2008), onde sdo encontradas muitas espécies de
distribuicao restrita.

3.2 Consideracoes gerais sobre o género Marcetia

Plantas deste género tém uma forte preferéncia por habitat rupestre e muitos
manifestam uma forte tendéncia em apresentar distribuicdes endémicas. Existem 27
espécies pertencentes ao género Marcetia, das quais a maioria cresce na Cadeia do
Espinhago e principalmente na Chapada Diamantina-BA, onde 80% das espécies
sao endémicas (KRUCKEBERG e RABINOWITZ, 1985; MARTINS, 1989).

Segundo Martins (1989), o género Marcetia apresenta:

Arbustos e subarbustos eretos, prostrados, raramente ervas, com xilopédio
algumas vezes bem desenvolvidos. Caule e ramos quadrangulares a
subcilindricos. Folhas opostas, decussadas, raramente em pseudo-
fasciculos, pecioladas ou sésseis. Inflorescéncias muito variadas, dispostas
nos apices de ramos principais ou laterais, raramente ao longo de todo o
ramo com flores isoladas ou reunidas (MARTINS, 1989).
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3.3 Consideracoes gerais sobre a espécie Marcetia mucugensis Wurdack

A espécie é endémica da Bahia, tem distribuicdo restrita a campos rupestres
situados em altitudes inferiores a 1000 m, se ndo encontrada em Andarai, Lencois e
Mucugé na Bahia (Figura 2). M. mucugensis provavelmente floresce e frutifica em
dois periodos distintos, de dezembro a fevereiro e entre junho a setembro
(MARTINS, 1989).

E uma planta que se apresenta como um subarbusto ereto, muito ramificado,
com 40 a 100 cm de altura e folhas opostas ou em pseudo-fasciculos, pecioladas,
peciolos com 1 a 2 mm de comprimento. Apresenta pétalas brancas com a base
rosada ou avermelhada (Figura 3), ovais, apice arredondado e terminado com pélo
glandular (WURDACK, 1977).

Figura 2 - M. mucugensis Wurdack em seu habitat natural

Fonte: Prof. Edilberto Rocha Silveira
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Figura 3 - M. mucugensis Wurdack: detalhe para as folhas e inflorescéncias

Fonte: Prof. Edilberto Rocha Silveira
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA DE FLAVONOIDES PERTENCENTES A FAMILIA
MELASTOMATACEAE
Os flavonoides pertencentes as espécies da familia Melastomataceae séo
relatados neste capitulo. Os dados fornecidos foram obtidos de artigos publicados
até o ano de 2010, através de pesquisas buscadas no Scifinder e nos sites
cientificos Science direct (http.//www.sciencedirect.com) e Web of Science

(http://www.isiwebofknowledge.com).

4.1 Flavonoides: Definicao e Biossintese

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem vegetal, responsaveis pela maioria dos
corantes amarelos, vermelhos e azuis naturais. Tém propriedades estimulantes na
circulacdo e agem na reduc¢ao da fragilidade dos capilares (VASCONCELOS et al.,
2004).

Sao encontrados principalmente em frutas, verduras, temperos e chas
(SANTOS, 2006). A sua estrutura basica é formada por um nudcleo flavano,
constituido de quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis (Ce-C3-Cg), sendo
dois anéis fendlicos substituidos (A e B) e um pirano (cadeia heterociclica) acoplado
ao anel A (Figura 4). Os anéis A e B séo hidroxilados e podem conter substituintes
metoxilados (HERRMANN et al., 2001).

Figura 4 - Estrutura basica de um flavonoide

Os efeitos bioguimicos e farmacol6gicos dos flavonoides s&do muito vastos,
dentre estes se destacam as acdes antioxidante, anti-inflamatéria e antiplaquetaria,
além de efeitos antialergénicos. Quando em alimentos, os flavonoides agem de
forma a poupar o consumo de vitamina C, evitando a formacao de radicais livres
(KOO e SUHAILA, 2001).

Ha aproximadamente 8000 flavonoides relatados na literatura. Eles

apresentam origem biossintética mista, com parte da molécula proveniente da rota
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do acido chiquimico e parte do acido mevalénico, com estrutura quimica baseada no
esqueleto 2-fenilcromano. Um derivado do acido cinamico (fenilpropano), sintetizado
a partir do acido chiguimico, age como precursor na sintese de um intermediario ao
qual sao adicionados trés residuos de acetato, via acido malbnico, com posterior
ciclizacao da estrutura (DI CARLO et al., 1999) (Figura 5).

Figura 5 - Biossintese de Flavonoide
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4.2Flavonoides presentes na familia Melastomataceae

Varios estudos em espécies da familia Melastomataceae tém sido realizados,
como o estudo quimico e biolégico do extrato das folhas de Miconia alypifolia que
revelou a presencga de quatro flavonoides: trifolina, hiperina, 7-O-glicosideoapigenina
e 3-O-diglicosideocanferol (Tabela 1), que apresentaram atividade antioxidante
(MANCINI et al., 2008). Nishijima e colaboradores (2009) observaram que Mouriri
pusa desempenha um papel importante no potencial anti-hemorragico contra o
veneno de Bothrops jararacas, uma vez que o extrato metanodlico e as fracoes
flavonoidicas (quercetina e miricetina) das folhas apresentaram capacidade de
neutralizacao total do veneno.

De acordo com Susanti e colaboradores (2007), foram isolados trés
compostos do extrato acetato de etila das flores de Melastoma malabathricum:
naringenina, canferol e astragalina. Do extrato metandlico foram obtidos astragalina
e 3-0-(2”,6”-di-O-p-trans-cumaroil)glicosideocanferol. Os extratos apresentaram
atividade antioxidante estimavel, além do primeiro ter apresentado consideravel
inibicdo de células cancerigenas.

Os resultados obtidos por RODRIGUES et al. (2008) mostraram que algumas
espécies de Miconia podem ser uma fonte util na busca de extratos e compostos
com atividade antimicrobiana, como por exemplo, os extratos metandlicos das folhas
de M. rubiginosa e M. stenostachya e o extrato cloroférmico das folhas de M.
Cabucu. Segundo MONTENEGRO et al. (2007), o extrato metandlico bruto de
Clidemia sericia apresentou os flavonoides glicosilados 2”,6”-O-digalloilvitexina e 2”-
O-galloilvitexina com moderada atividade antimalarica.

A familia Melatomataceae apresentou 13 espécies que possuiam flavonoides,
dentre os quais se encontrou 2 flavonas, 1 biflavona (Quadro 1), 36 flavonas
glicosiladas (Quadro 2), 2 flavanonas (Quadro 3) e 4 flavondis (Quadro 4). Neste
conjunto foram observados 45 flavonoides, encontrados preferencialmente nas
folhas, dos quais prevaleceram flavonas glicosiladas isoladas principalmente de
Mouriri pusa.

Nesse contexto, pode-se observar que poucos estudos foram feitos com
espécies da familia Melastomataceae, principalmente com as espécies pertencentes
ao género Marcetia como por exemplo, Marcetia latifélia que foi apenas observado
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flavonoides polimetoxilados através de espectroscopia no ultravioleta (BARBOSA et

al., 2009).

Tabela 1 - Espécies da familia Melastomataceae que apresentam flavonoides

Espécie Parte da Substancias Referéncias
Planta
Clidemia Folhas - 2”,6”-0O-digalloilvitexina (10) MONTENEGRO
sericea et al., 2007
- Isovitexina (12)
- 2”-O-galloilvitexina (11)
- Rutina (34)
- Vitexina (13)
Henriettella Ramos - 4’ 5,7-Trihidroxi-6,8-dimetilisoflavona (1) MACKOVA et
fascicularis al., 2006
Melastoma Nao - Quercetina (45) CHAO e YAN-
dodecandrum determinado XIONG, 2003
- Canferol (44)
- Avicularina (37)
Melastoma Flores - Naringenina (41) SUSANTI et
Malabathricum al., 2007
- Canferol (44)
- Astragalina (32)
- 3-0-(2”,6”-di-O-p-trans-cumaroil)
glicosideocanferol (33)
Miconia Folhas - 7-O-glicosideoapigenina (18) MANCINI et
alypifolia al., 2008
- 3-O-diglicosideocanferol (19)
- Trifolina (35)
- Hiperina (31)
Miconia Folhas -3-O- B-xilopiranosil-(1—2)-O- a - RODRIGUES et
cabucu rhamnopiranosideoquercetina (4) al., 2007
RODRIGUES et
- Quercitrina (27) al., 2008
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- Miricitrina (28)
-3-O-B-D-glicopiranosideoquercetina (29)

-3-O-B-D-(6”-cumaroil)-
glicopiranosideocamferol (5)

- 5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona-(6-C-6")-5"-
hidroxi-3'”,4",7"”-trimetoxiflavona (3)

- 3-O- B-xilopiranosil-(1—2)-O-0—
rhamnopiranosideomiricetina (6):

Miconia Folhas - Quercitrina (27) RODRIGUES
rubiginosa et al., 2008
- 3-O-B-arabinofuranosideoquercetina (7)
- 3-O-a-arabinopiranosideoquercetina (8)
- 3-O-B-arabinopiranosideoquercetina (30)
- Hiperina (31)
- 3-O-a-rhamnopiranosil-(1—4)-O-B-
galactopiranosideoquercetina (9)
Mouriri Folhas -3-O-B-D-galactopiranosideomiricetina (36) SANTOS et
elliptica al., 2008
- 3-O-B-glicopiranosideomiricetina (38)
- Miricitrina (28)
- Hiperina (31)
- 3-O-B-xilopiranosideoquercetina (39)
- Quercitrina (27)
Mouriri pusa Folhas - 5,6,4’-trihidroxi-7-metoxi-flavona (2) ANDREO et
al., 2006
- Canferol (44) SANTOS et
al., 2008

- 3-O-B-D-arabinopiranosidecanferol (15)

- 6,8-dihidroxicanferol-3-O-B-D-
glicopiranosideo (16)

-3-O-B-D-glicopiranosideoquercetina (29)
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- 4-O-B-D-arabinopiranosideoquercetina (17)
- 3-O-B-D-galactopiranosideomiricetina (36)
- 3-O-B-glicopiranosideomiricetina (38)
-Miricitrina (28)

- 3-O-B-xilopiranosideoquercetina (39)

- 3-O-B-arabinopiranosideoquercetina (30)
- Quercitrina (27)

- Quercetina (45)

- Miricetina (42)

- Avicularina (37)

- Trifolina (35)

- Hiperina(31)

- Rutina (34)

ANDREO et
al., 2006
SANTOS et
al., 2008

Osbeckia
aspera

Folhas

- Hiperina (31)
-3-O-B-D-glicopiranosideoquercetina (29)

- 3-O-(3”-O-acetil-g-
galactopiranosideo)quercetina (20)

- Astragalina (32)
- tilirosideo (21)

- 3-0-(2”7,6”-di-O-p-trans-
cumaroil)glicosideocanferol (33)

- Quercetina (45)

- Canferol (44)

GRAYER et
al., 2008

Sarcopyramis
bodinieri

Nao
determinado

- Quercetina (45)
- Isorhamnetina (43)

-3-O-B-D-glicopiranosideoquercetina (29)

WAN et al.,
2009
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-3-O-B-D-glicopiranosideoisorhamnetina (22)
- 3-O-(6"-acetil)-p-D-
glicopiranosideoquercetina (23)

- 3-O-(6"-O-E-p-cumaroil)-p-D-
glicopiranosideoquercetina (24)

- 3-O-(6"-acetil)-B-D-
glicopiranosideoisorhamnetina (25)

- 3-O-(2"-acetil)-B-D-
glicopiranosideoisorhamnetina (26)

Tibouchina Folhas - 7-O-galactosideoluteolina (14) MOTTA et al.,
pulchra 2005
- Canferol (44)
- Trifolina (35)
- Astragalina (32)
- Quercetina (45)
- Quercitrina (27)
-3-O-B-D-galactopiranosideomiricetina (36)
Trembleya Folhas - 5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavanona (40) VENTURA et
laniflora al., 2007

Quadro 1 - Flavonas e biflavona isoladas de espécies da familia Melastomataceae

4’,5,7-Trihidroxi-6,8-dimetilisoflavona (1)

- Henriettella fascicularis - Mouriri pusa

5,6,4’-trihidroxi-7-metoxi-flavona (2)
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Cont. Quadro 1

OCH;

5-hidroxi-4’,7-dimetoxiflavona-(6-C-6")-5"-
hidroxi-3"”,4,7""-trimetoxiflavona (3)

- Miconia cabucu

Quadro 2 - Flavonas glicosiladas isoladas de espécies da familia Melastomataceae

3-O- B-xilopiranosil-(1—2)-O- a -

rhamnopiranosideoquercetina (4) 8-0O-B-D-(6"-cumarail)-

glicopiranosideocanferol (5)

- Miconia cabucu , .
- Miconia cabucu

3-O- B-xilopiranosil-(1—2)-O-a— 3-O-B-arabinofuranosideoquercetina (7)
rhamnopiranosideomiricetina (6):

- Miconia cabucu - Miconia rubiginosa

Queiroz, V. A.

31



3-0O-a-arabinopiranosideoquercetina (8)

- Miconia rubiginosa

2”,6”-O-digalloilvitexina (10)

- Clidemia sericea

Isovitexina (12)

- Clidemia sericea

Queiroz, V. A.

3-O-a-rhamnopiranosil-(1—4)-O-
galactopiranosideoquercetina (9

- Miconia rubiginosa

2”-O-galloilvitexina (11)

- Clidemia sericea

Vitexina (13)
- Clidemia sericea
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7-O-galactosideoluteolina (14)

- Tibouchina pulchra

6,8-dihidroxicanferol-3-O-B-D-
glicopiranosideo (16)

- Mouriri pusa

7-O-glicosideoapigenina (18)

- Miconia alypifolia
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3-0O-B-D-arabinopiranosidecanferol (15)

- Mouriri pusa

4’-O-B-D-arabinopiranosideoquercetina
(17)

- Mouriri pusa

3-O-diglicosideocanferol (19)

- Miconia alypifolia
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3-0O-(3"-O-acetil-B-

galactopiranosideo)quercetina (20) tilirosideo (21)

- Osbeckia aspera - Osbeckia aspera

— o _ 3-O-(6"-acetil)-B-D-
3-O-B-D-glicopiranosideoisorhamnetina (22) glicopiranosideoquercetina (23)

- Sarcopyramis bodinieri var. - Sarcopyramis bodinieri var.

3-0O-(6"-O-E-p-cumaroil)-p-D- 3-0O-(6"-acetil)-B-D-
glicopiranosideoquercetina (24) glicopiranosideoisorhamnetina (25)

- Sarcopyramis bodinieri var. - Sarcopyramis bodinieri var.
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3-O-(2"-acetil)-B-D-
glicopiranosideoisorhamnetina (26)

- Sarcopyramis bodinieri var.

Miricitrina (28)

- Miconia cabucu
- Mouriri pusa
- Mouiriri elliptica

3-O-B-arabinopiranosideoquercetina (30)

- Miconia rubiginosa
- Mouriri pusa
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quercitrina (27)

- Miconia cabucu

- Miconia rubiginosa

- Tibouchina pulchra
- Mouriri pusa

- Mouiriri elliptica

3-O-B-D-glicopiranosideoquercetina (29)

- Miconia cabucu
- Mouiriri pusa
- Osbeckia aspera
- Sarcopyramis bodinieri var.

l OH
HO
o)
O OH
OH

(¢) HO

Hiperina (31)

- Miconia rubiginosa
- Mouriri pusa
- Mouriri elliptica
- Miconia alypifolia
- Osbeckia aspera
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Astragalina (32)

- Melastoma malabathricum
- Tibouchina pulchra

- Miconia alypifolia

- Osbeckia aspera

OH
OH OH
OH
OH
o
Om}l

OH

Rutina (34)

- Clidemia sericea
- Mouriri pusa

3-0O-B-D-galactopiranosideomiricetina (36)
- Tibouchina pulchra

- Mouriri pusa
- Mouriri elliptica

Queiroz, V. A.

3-0-(27,6”-di-O-p-trans-
cumaroil)glicosideocanferol (33)

- Melastoma malabathricum
- Osbeckia aspera

Trifolina (35)

- Tibouchina pulchra
- Mouriri pusa
- Miconia alypifolia

HO OH
Avicularina (37)

- Mouriri pusa
- Melastoma dodecandrum
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3-O-B-glicopiranosideomiricetina (38) 3-O-B-xilopiranosideoquercetina (39)

- Mouriri pusa - Mouriri pusa
- Mouiriri elliptica - Mouriri elliptica
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Quadro 3 - Flavanonas isoladas de espécies da familia Melastomataceae

5-hidroxi-7,4’-dimetoxiflavanona (40) Naringenina (41)

- Trembleya laniflora - Melastoma malabathricum L.
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Quadro 4 - Flavonois isolados de espécies da familia Melastomataceae

Miricetina (42) Isorhamnetina (43)

- Mouriri pusa . o
P - Sarcopyramis bodinieri var.

O

Canferol (44) Quercetina (45)

- Melastoma malabathricum L. - Tibouchina pulchra

- Tibouchina pulchra - Mouriri pusa

- Mouriri pusa - Osbeckia aspera

- Osbeckia aspera - Sarcopyramis bodinieri var.
- Melastoma dodecandrum - Melastoma dodecandrum
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5. DETERMINACAO ESTRUTURAL

5.1 Determinacao estrutural de FMU-1

O tratamento cromatografico da fracdo hexanica (FMUA-H), obtida a partir do
extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia mucugensis resultou na obtencdo de
5,0 mg de um dleo incolor, soluvel em cloroférmio e homogéneo em CCD,
denominado de FMU-1.

O espectro na regiao do infravermelho de FMU-1 (Figura 6) apresentou duas
bandas intensas referentes a deformacao axial de ligacdo C-H de carbono metilico
em 2942 e 2918 cm™, uma banda em 2851cm™ atribuida as deformagéo axial da
ligacdo C-H de carbono metilénico sp®> e uma banda em 1636 cm™ referente &
vibracao de deformacéo axial de ligacado C=C de alceno.

O espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) de FMU-1 (Figura 7) apresentou
sinais em 6y 5,13 (m, 6H), sugerindo a presenca de hidrogénios olefinicos, sinais em
Oy 2,05 (m, 20H) sugerindo a presenca de hidrogénios metilénicos ligados a
carbonos olefinicos, 2 singletos em 64 1,69 (s, 6H) e 6 41,61 (s, 18H) atribuidos a
dois hidrogénios de carbonos metilicos.

O espectro de RMN '*C-CPD (75 MHz, CDCl;) de FMU-1 (Figura 8)
apresentou 12 linhas espectrais, que ao serem comparados com o0s deslocamentos
quimicos dos dados de RMN '3C descritos na literatura (Tabela 3) possibilitou a
identificagdo dos 5 sinais correspondentes a carbonos olefinicos, dentre estes, 3
sinais em o¢ 135,4 (C-6 e C19); 135,1 (C-10 e C-15); 131,4 (C-2 e C-23) e 2 sinais
em O¢c 124,7 (C-3 e C-22); 124,6 (C-7, C11, C-14 e C-18). Foi observado também 4
sinais em 6¢ 39,9 (C-5, C-9, C-16 e C-20); 28,5 (C-12 e C-13); 27,1 (C-8 e C-17);
26,95 (C-4 e C-21) referentes a carbonos metilénicos e trés sinais em 6¢ 25,9 (C-1 e
C-24); 17,9 (C-25 e C-30); 16,2 (C-26 a C-29) referentes a carbonos metilicos
(Tabela 2).
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Tabela 2 - Deslocamento quimico RMN C-CPD de FMU-1 com padrio de hidrogenacio baseado
nos dados da literatura (SAITOA et al., 2007)

C (olefinico) | CH (olefinico) CH, CHs
135,4 (x2) 124,7 (x2) 39,9 (x4) | 25,9 (x2)
135,1 (x2) 124,6 (x4) 28,5 (x2) | 17,9 (x2)
131,4 (x2) 27,1 (x2) | 16,2 (x4)

26,9 (x2)
6C 6CH 10CH> 8CHjs

Formula molecular: CzgHsg

A férmula molecular C3oHso foi proposta a partir dos dados espectroscépicos
obtidos para FMU-1 e esta de acordo com o pico do ion-molecular m/z 410 Daltons,
observado no espectro de massas (Figura 9), sugerindo que este composto se
tratava de uma estrutura simétrica. Para FMU-1 foi observado indice de deficiéncia
de hidrogénio (IDH) igual a 6, justificado pela presenca de 6 ligacdes duplas. Desta
forma, foi possivel correlacionar a estrutura de FMU-1 a um triterpeno de cadeia
aberta.

De acordo com as informacbes acima discutidas e comparando-as com 0sS
dados descritos na literatura (CURSINO et al., 2009; SAITOA et al., 2007), foi
possivel propor que o referido composto trata-se do triterpeno esqualeno, relatado

pela primeira vez no género Marcetia.

Esqualeno
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Tabela 3 - Dados de FMU-1 de RMN 'H, "*C (300 x 75 MHz, CDCl;) comparados com os dados da
literatura (500 x 125 MHz, CDCls) para o Esqualeno

SAITOA et al., 2007 | CURSINO et al., 2009

C 5c SH 5 SH’
1=24 25,9 1,69 (s; 6H) 25,6 1,8
2=23 131,4 - 131,0 -
3=22 1247 5,13 (m; 2H) 124,0 5,0
4 =21 26,9 2,05 (m; 4H) 26,6 2,0
5=20 39,9 2,05 (m; 4H) 39,6 2,0
6=19 135,4 - 135,0 -
7=18 124,6 5,13 (m; 2H) 124,0 5,0
8=17 27,1 2,05 (m; 4H) 26,6 2,0
9=16 39,9 2,05 (m; 4H) 39,6 2,0
10=15 | 135,1 - 135,0 -
11=14 | 124,6 5,13 (m; 2H) 124,0 5,0
12=13 28,5 2,05 (m; 4H) 28,2 2,0
25=30 17,9 1,61 (s; 6H) 17,6 1,7
26 =29 16,2 1,61 (s; 6H) 15,9 1,7
27 =28 16,2 1,61 (s; 6H) 15,9 1,7
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Figura 6 - Espectro de absorgéo na regiao do infravermelho de FMU-1(KBr, cm'1)
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Figura 8 - Espectro de RMN "*C-CPD (75 MHz, CDCls, 6) de FMU-1
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5.2 Determinacao estrutural de FMU-3

O tratamento cromatografico da fragdo diclorometano (FMUA-D), obtida a
partir do extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia mucugensis, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia, levou a obtencdo de um sélido amarelo,
solavel em cloroférmio, denominado de FMU-3, com ponto de fusdo na faixa de
117,2-118,5 °C.

O espectro de absorcao na regiao do infravermelho (Figura 12) apresentou
uma banda larga em 3448 cm™ relativa a deformacéo axial de ligagdo O-H, bem
como, duas bandas em 2937 e 2833 cm™' referentes & deformacéo axial de ligagdo
C-H de carbono sp® e outra em 1375 cm’ referente & deformagéo angular simétrica
de ligagcdo C-H de CHs. Ainda no mesmo espectro, foi observada uma banda em
1653 cm' referente a deformacéo axial de ligagdo C=0 conjugada, bandas em 1595
e 1470 cm™ referentes & deformacéo axial de ligagdo C=C de aromatico. As bandas
em 1246 e 1057 cm’' sdo compativeis com as deformagdes axiais assimétrica e
simétrica de ligacao C-O-C.

A andlise do espectro de RMN *C-CPD (125 MHz, CDCls) de FMU-3 (Figura
13) mostrou a presenca de 19 linhas espectrais que ao serem comparadas com o
espectro de RMN "*C-DEPT (6=135) (125 MHz, CDs;OD) (Figura 14) possibilitou a
identificacdo do sinal relacionado ao carbono carbonilico conjugado em &¢ 179,6 (C-
4), confirmado pelo espectro no infravermelho em 1653 cm™. Apresentou também 12
linhas espectrais entre ¢ 155,6 e 106,5 referentes a carbonos sp?, dos quais 7
foram atribuidos a carbonos aromaticos oxigenados em §¢ 153,5 (C-3' e C-5'); 153,3
(C-7); 149,4 (C-5); 145,1 (C-9); 141,3 (C-4"); 136,5 (C-6); 133,1 (C-8), 1 sinal de
carbono aromatico hidrogenado em é¢c 106,5 (C-2' e C-6') e 2 sinais de carbonos
aromaticos nao oxigenados em 6¢c 107,8 (C-10) e 125,8 (C-1'). Os 6 sinais entre dc
62,2 e 56,5 foram relacionados a sete carbonos metilicos oxigenados (Tabela 4).
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Tabela 4 - Deslocamento quimico de RMN '*C-CPD de FMU-3 com padrio de hidrogenagao [(RMN

'3C-CPD e DEPT (6 = 135), 5, CDCl,

, 125 MHz)]

C CH CH;
179,6 (C=0) 106,5 (x2) 62,2 (C-0)
155,6 (C-O) 61,9 (C-0)

153,5 (C-0) (x2) 61,3 (C-0)
153,3 (C-0) 61,2 (C-0)
149,4 (C-O) 60,5 (C-O)
145,1 (C-O) 56,5 (C-0) (x2)
141,3 (C-0)

139,5 (C-O)
136,5 (C-O)
133,1 (C-O)
125,8
107,8
13C 2CH 7CHs

Formula molecular: CooHz40149

A anélise do espectro de RMN 'H (CDCls;, 500 MHz) de FMU-3 (Figura 15),
revelou um sinal em &y 7,52 (s, 2H) caracteristico de hidrogénio aromatico.

Observou-se a presenca de seis sinais caracteristicos de metoxila em oy 4,12 (s,
3H); 3,97 (s, 3H); 3,97 (s, 3H); 3,96 (s, 3H); 3,96 (s, 3H) e 3,91 (s, 3H) (Figura 16) e
ainda uma hidroxila quelada em &y 12,32.

A férmula molecular CooH2401¢ foi proposta a partir da unido dos dados

espectroscopicos e esta de acordo com o pico do ion-molecular m/z 448 Daltons

observado no espectro de massas (Figura 17), apresentando IDH igual a 11. Um

desses justificado pela presenca de uma carbonila, oito referentes a dois anéis

aromaticos, e os outros dois a uma ligacdo dupla e um anel. Desta forma, foi

possivel correlacionar a estrutura de FMU-3 a um flavonoide do tipo flavona,

contendo a estrutura basica de 15 atomos de carbono num padréo Ce-Cs-Cs. (Figura

10).

Queiroz, V. A.



46

Figura 10 - Esqueleto base de uma flavona

Os padroes de substituicao dos anéis A e B foram propostos a partir da
analise dos espectros de RMN de 'H e '°C. Através do espectro HSQC (500 x 125
MHz, CDClIs) (Figuras 18 e 19) foi possivel atribuir os sinais de hidrogénio aos seus
respectivos carbonos. Neste espectro foram observados os acoplamentos do sinal
dos hidrogénios em &y 7,52 (H-2' e H-6") com o sinal dos carbonos em 6¢ 106,5 (C-2'
e C-6').

O espectro HMBC (500 x 125 MHz, CDCIs) (Figuras 20 e 21) mostrou as
correlacdes dos hidrogénios com os carbonos a duas (?J) e trés (3J) ligacdes. Desse
modo, puderam-se observar algumas correlagdes importantes para o assinalamento
inequivoco dos deslocamentos de 'H e '*C para o FMU-3, como a correlagdo do
hidrogénio em oy 7,52 (H-2' e H-6') com os carbonos em 6¢ 125,8 (C-1'); 141,3 (C-
4";153,5 (C-3'e C-5') e 155,6 (C-2).

O espectro HMBC também exibiu correlagdes de hidrogénio de metoxila em
Oy 4,12 com o carbono em 6¢ 153,3 (C-7), de dois hidrogénios em dy 3,97 com os
carbonos em 6 ¢ 133,1 (C-8) e 6¢ 141,3 (C-4'), respectivamente. Dos hidrogénios em
On 3,96 com os carbono em 6 ¢ 136,5 (C-6); 153,5 (C-3' e C-5') e do hidrogénio em
0n 3,91 com o carbono em &6 ¢ 139,5 (C-3) (Figura 11).

Figura 11 - Correlagbes observadas no espectro HMBC para FMU-3

OCH;
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No espectro HSQC s6 foi possivel correlacionar os hidrogénios metoxilicos
em oy 4,12 (7-OMe); 3,96 (3'-OMe e 5'-OMe) e 3,91 (3-OMe) com seus respectivos
carbonos em 6¢c 61,9; 56,5 e 60,5. As posicoes das metoxilas referentes aos
hidrogénios 6-OMe, 8-OMe, 4'-OMe foram feitas por andlise dos seus
deslocamentos quimicos e podem ter seus valores trocados. (Tabela 5).

Levando em consideracao as informacdes acima discutidas e comparando-as
com os dados de RMN de *C das estruturas (1) e (2) (AGRAWAL, 1989) e de RMN
'H de gardenina A da literatura (FANG et al.,1986), conclui-se que o referido
composto  trata-se do flavonoide  denominado  5-hidroxi-3,6,7,8,3',4',5'"-
heptametoxiflavona (Gardenina A), isolado anteriormente de Gutierrezia
microcephala, (FANG et al.,1986), porém esta sendo relatado pela primeira vez no
género Marcetia.

A Gardenina A nao possui dados de carbono descritos na literatura, entdo
estes dados foram comparados com parte das estruturas dos flavonoides 5-hidroxi-
3,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona (1) e 5-hidroxi-3,7,8,3’,4’,5’-hexametoxiflavona (2).
Na estrutura (1) foram considerados os valores de deslocamento dos carbonos C-2
ao C-10 e na estrutura (2) foram observados C-1’ ao C-6’.

Gardenina A
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Tabela 5 - Dados de RMN 'H, '*C e correlagées de HSQC e HMBC (*J e ®J) (500 x 125 MHz, CDCl3)
de FMU-3, comparado com os valores da literatura de RMN 'H e ®C para a 3-metoxiflavona

Gardenina A
AGRAWAL, 1989 FANG et
al.,1986
HSQC HMBC 3 "2 ‘Gardenina A

c Ac &1 2J °J &c éc &1

2 155,6 - - H-2', H-6' 155,5 155,9 -

3 139,5 - - 3-OCH; 138,0 138,5 -

4 | 1798 - - - 178,6 178,1 i

5 149,4 - - - 148,1 154,3 -

6 136,5 - - 6-OCHj 135,5 98,9 -

7 153,3 - - 7-OCHj 152,4 157,3 -

8 133,1 - - 8-OCHjs 132,4 127,5 -

9 145,1 - - - 144.4 148,6 -

10 107,8 - - - 106,8 104,1 -

1 125,7 - - - 122,1 125,2 -

2 106,5 | 7,52 (s; 1H) - - 110,9 105,6 7,50 (s; 1H)

3 153,5 - H-2' 3-OCHs; 148,5 152,7 -

4 141,3 - - |H-2, H-6', 40CH3 151,4 139,9 -

5' 153,5 - H-6' 5-OCHs, 111,7 152,7 -

6' 106,5 | 7,52 (s; 1H) - - 122,0 105,6 7,50 (s; 1H)
3-OMe | 60,5 | 3,91 (s; 3H) - - - - 3,90 (s; 3H)
6-OMe | 61,2 | 3,96 (s; 3H) - - - - 3,90 (s; 3H)
7-OMe | 61,9 | 4,12 (s; 3H) - - - - 3,90 (s; 3H)
8-OMe | 61,3 | 3,97 (s; 3H) - - - - 4,04 (s; 3H)
3-OMe | 56,5 | 3,96 (s; 3H) - - - - 3,90 (s; 3H)
4-OMe | 62,2 | 3,97 (s; 3H) - - - - 3,99 (s; 3H)
5-OMe | 56,5 | 3,96 (s; 3H) - - - - 3,90 (s; 3H)

12,32 (s, - - - -
5'-OH - 1H) -

(Carbonos metoxilicos) &c: 61,7; 61,4; 60,6; 59,7; 55,7

P(Carbonos metoxilicos) &c: 60,8; 60,2; 59,9; 55,9

(a) Flavonoide 5-hidroxi-3,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona - DMSO-dg
(b) Flavonoide 5-hidroxi-3,7,8,3’,4’,5’-hexametoxiflavona - DMSO-ds
(c) CDCls

Gardenina A 1) (2)
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Figura 12 - Espectro de absorcao na regiao do infravermelho de FMU-3 (KBr).
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Figura 14 - Espectro de RMN "®C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de FMU-3
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Figura 16 - Espectro de RMN H- expanséo (500 MHz, CDCI;) de FMU-3
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Figura 18 - Espectro HSQC (500 x 125 MHz
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Figura 20 - Espectro HMBC (500 x 125 MHz, CDCl;) de FMU-3
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Figura 21 - Espectro HMBC - expanséo
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5.3 Determinacao estrutural de FMU-2

O tratamento cromatografico da fracdo FMUA-D, obtida a partir do extrato
hidroalcodlico das folhas de Marcetia mucugensis, foi possivel obter 10,2 mg de um
sélido amarelo escuro, soluvel em cloroférmio, homogéneo em CCD, com ponto de
fusdo na faixa de 173,1-174,2 °C, denominado de FMU-2.

O espectro de absorgao na regiao do infravermelho (IV) (Figura 23) exibiu
bandas semelhantes as de FMU-3. Uma absorcéo intensa referente a deformacao
axial da ligacdo O-H de hidroxila fenélica foi observada em 3406 cm™. Além dessa
absorcao, observou-se bandas de deformacdes axiais de ligacdo C-H de carbono
sp® em 2943 e 2843 cm™' e de ligagdo C=0 em 1646 cm™'. Mostrou ainda absorcdes
de deformacéo axial de ligacdo C=C de aromatico em 1594 e 1479 cm™ e bandas
em 1212 e 1050 cm™ compativeis com a deformagao axial assimétrica e simétrica de
ligacdo C-O-C.

Observando o espectro de RMN '*C-CPD (125 MHz, CDCls) (Figura 24)
verificou-se a presenca de 21 linhas espectrais, apresentando um carbono a menos
que o observado para FMU-3. Das absorcdes observadas, uma em &c 179,6 (C-4)
era referente a carbonila de cetona conjugada, enquanto que as 14 linhas na faixa
de o6c 155,6 — 105,1 foram relacionadas a carbonos insaturados. As linhas
observadas em 6¢ 155,6 (C-2); 153,3 (C-7); 152,3 (C-5"); 149,5 (C-3'); 149,3 (C-5);
145,1 (C-9); 139,5 (C-3); 138,2 (C-4"); 136,4 (C-6); 133,1 (C-8) foram atribuidas a
carbonos oxigenados e as linhas em &¢ 62,3; 61,9; 61,4; 61,3; 60,5 e 56,2 séo
referentes a grupos metoxila.

A anéalise comparativa dos espectros de RMN '*C-CPD com o espectro de
RMN '*C-DEPT (6 = 135) (125 MHz, CDCls) (Figura 25) de FMU-2 revelou a
presenca de 13 absorcdes relativas a carbonos ndo hidrogenados, 2 de carbonos
aromaticos hidrogenados e 6 de carbonos metilicos (Tabela 6).
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Tabela 6 - Deslocamento quimico de RMN '*C-CPD de FMU-2 com padrio de hidrogenagao [(RMN
'3C-CPD e DEPT (6 = 135), 5, CDCls, 125 MHz)]

C CH CH;
179,6 (C=0) 109,0 62,3 (C-0)
155,6 (C-O) 105,1 61,9 (C-0)
153,3 (C-0) 61,4 (C-0)
152,3 (C-0) 61,3 (C-0)
149,5 (C-O) 60,5 (C-O)
149,3 (C-0) 56,2 (C-O)
145,1 (C-O)

139,5 (C-O)
138,2 (C-0)
136,4 (C-O)
133,1 (C-O)
126,2
107,7
13C 2CH 6CHs

Formula molecular: C>1H>x049

No espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de FMU-2 (Figuras 26 e 27) foi
observado um sinal em 6y 12,33 caracteristico de hidrogénio de hidroxila quelada,
dois dubletos centrados em &y 7,47 (d, 1H) e 7,42 (d, 1H) tipicos de hidrogénios
aromaticos, ambos apresentando constante de acoplamento (J = 1,8 Hz),
caracteristico de acoplamento meta e um sinal em 6y 5,96 (s; 1 H), atribuido a uma
hidroxila. Ainda no espectro de RMN 'H de FMU-2 foram observados sinais em oy
4,11 (s, 3H); 4,02 (s, 3H); 3,96 (s, 6H); 3,95 (s, 3H) e 3,90 (s, 3H) tipicos de
metoxilas.

A unido dos dados espectroscépicos descritos para FMU-2, juntamente com o
ion molecular obtido no espectro de massas (Figura 28) em m/z = 434 Daltons,
permitiram propor a férmula molecular C21H2201¢. Desta forma, foi possivel atribuir
para FMU-2 um indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 11, oito desses
justificados pela presenca de dois anéis aromaticos, uma insaturacao referente ao

anel alifatico, uma a ligacao dupla e uma a carbonila.

No espectro de HSQC (500 x 125 MHz, CDClIs) (Figuras 29 e 30) de FMU-2
foram observadas correlacées C-H a uma ligacéo, relacionando os hidrogénios aos
seus respectivos carbonos, cujos dados estdo descritos na Tabela 7.
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A andlise do espectro de correlagao heteronuclear (*H, *C) HMBC (500 x 125
MHz, CDCls3) (Figura 31) permitiu verificar o acoplamento do sinal de hidrogénio em
Oy 7,47 (H-2") com os carbonos em &¢c 105,1 (C-6'; 3J); 138,2 (C-4'; 3J); 149,5 (C-3';
2)) e 155,6 (C-2; %J); do hidrogénio em &y 7,42 (H-6') com os carbonos em &¢ 109,0
(C-2'; %); 126,2 (C-1'; 2J); 138,2 (C-4'; °J); 152,3 (C-5'; J) e 155,6 (C-2; %) (Figura
22).

Figura 22 - Subestruturas mostrando correlagées observadas no HMBC para FMU-2

O sinal de hidrogénio em &y 5,96 apresentou correlagées com os carbonos
em 8¢ 109,0 (C-2'; 3J); 138,2 (C-4'; 3J) e 149,5 (C-3'; 2J), confirmando a presenca de
uma hidroxila no anel B, bem como, levando em consideragédo que no espectro de
HSQC néo foi observado correlagdo desse hidrogénio com os carbonos.

No espectro de HMBC ainda foi possivel verificar correlacdes dos hidrogénios
de metoxilas em &4 4,11 com carbono em ¢ 153,3 (C-7; 3J); 64 3,96 com o carbono
em &c 133,1 (C-8; 3J); 64 3,95 com os carbonos em &c 136,4 (C-6; 3J) e 152,3 (C-5';
3J), evidenciando a presenca de trés metoxilas no anel A. A metoxila em &y 4,02
apresentou correlagdo com o carbono em 8¢ 138,2 (C-4"; %), verificando a presenca
de duas metoxilas no anel B. O sinal da metoxila em &y 3,90 apresentou
acoplamento com o carbono em &c 139,5 (C-3;°J), justificando a desprotecdo deste
sinal de carbono (Figura 32).

Quando comparados os deslocamentos quimicos de hidrogénio de FMU-2
com os da literatura (FANG et al., 1986), observou-se uma troca nos valores de

deslocamento entre H-2’, H-6’ e os hidrogénios metoxilicos 7-OMe, 8-OMe.
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Através dos dados discutidos anteriormente foi sugerida a estrutura de uma
hexametoxiflavona dihidroxilada. A comparagcdo com os dados de RMN 'H e °C
registrados para FMU-3 e os dados de RMN de '*C das estruturas (1) e (3)
(AGRAWAL, 1989) e de RMN 'H de digicitrina da literatura (FANG et al., 1986),
permitiu caracterizar FMU-2 como 5,3'-dihidroxi-3,6,7,8,4',5'-hexametoxiflavona
(digicitrina), isolado anteriormente de Digitalis purpurea (MEIER e FUERST, 1962),
Polygonum orientale (KUROYANAGI e FUKUSHIMA, 1982), Gutierrezia
microcephala (FANG et al.,1986) e descrito pela primeira vez no género Marcetia.

A Digicitrina ndo possui dados de carbono descritos na literatura, entdo foram
consideradas, como base de comparacao, parte das estruturas dos flavonoides 5-
hidroxi-3,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona (1) e 5,7,3’-trihidroxi-3,6,8,4’,5'-
pentametoxiflavona (3). Na estrutura (1) foram considerados os valores de
deslocamento dos carbonos C-2 ao C-10 e na estrutura (2) foram observados C-1’
ao C-6’.

Digicitrina
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Tabela 7 - Dados de RMN 'H, "*C e correlagdes de HSQC e HMBC (°J e %) (500 x 125 MHz, CDCl3)
de FMU-2, comparado com os valores da literatura de RMN 'H, "*C para 5,3"-dihidroxi-3,6,7,8,4',5"-
hexametoxiflavona.

AGRAWAL, 1989

FANG et al.,1986

HSQC HMBC * °3 ‘Digicitrina

c Ac Sn 2 °J &c &c S

2 155,6 - - H-2', H-6' 155,5 | 154,7 -

3 139,5 - - 3-OCH;s 138,0 | 138,2 -

4 179,6 - - - 1786 | 178,5 -

5 149,3 - - - 148,1 | 147,9 -

6 136,4 - - 6-OCHjs 1355 | 131,4 -

7 153,3 - - 7-OCHs 152,4 | 150,7 -

8 133,1 - - 8-OCHjs 1324 | 127,8 -

9 145,1 - - - 1444 | 1446 -

10 107,7 - - - 106,8 | 103,6 -

1" 126,2 - H-6' - 1221 | 1251 -

2 109,0 | 7,47 (d; J=1,8 Hz; 1H) - H-6', 3'-OH 110,9 | 109,7 | 7,42 (d; J=2,5 Hz; 1H)

3 149,5 - H-2', 3'-OH - 148,5 | 150,9 -

4 138,2 - - H-2', H-6', 3-OH, 4-OCHz | 151,4 | 138,9 -

5' 152,3 - H-6' 5-OCHjs 111,7 | 153,0 -

6' 105,1 | 7,42 (d; J=1,8 Hz; 1H) - H-2' 122,0 | 103,9 | 7,48 (d; J=2,5 Hz; 1H)
3-OMe | 60,5 3,90 (s; 3H) - - - - 3,96
6-OMe | 61,4 3,95 (s; 3H) - - - - 3,90
7-OMe | 61,9 4,11 (s; 3H) - - - - 3,96
8-OMe | 62,3 3,96 (s; 3H) - - - - 4,11
4-OMe | 61,3 4,02 (s; 3H) - - - - 4,02
5-OMe | 56,2 3,95 (s; 3H) - - - - 3,96
5-OH - 12,36 (s, 1H) - - - - -
3-OH - 5,96 (s, 1H) - - - - -

(Carbonos metoxilicos) &¢: 61,7; 61,4; 60,6; 59,7; 55,7

P(Carbonos metoxilicos) &c: 61,2; 60,1; 59,9; 55,7

(a) 5-hidroxi-3,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona - DMSO-dg
(b) 5,7,3'-trihidroxi-3,6,8,4’,5’-pentametoxiflavona - DMSO-dg

(c) CDCls

Digicitrina
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Figura 23 - Espectro de absorgao na regiao do infravermelho de FMU-2 (KBr)
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Figura 25 - Espectro de RMN '3C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl3) de FMU-2
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Figura 26 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl,) de FMU-2
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Figura 27 - Espectro de RMN H - expanséo (500 MHz, CDCl;) de FMU-2
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Figura 28 - Espectro de Massas de Baixa Resolugdo de FMU-2
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Figura 29 - Espectro HSQC (500 x 125 MHz,
CDCl3) de FMU-2
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Figura 30 - Espectro HSQC — expansdo (500 x 125 MHz,
CDCl;) de FMU-2
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Figura 31 - Espectro HMBC (500 x 125 MHz, CDCl;) de FMU-2.
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5.4 Determinacao estrutural de FMU-4

O composto FMU-4 (28,9 mg) foi isolado a partir da fracdo FMUA-D, obtida a
partir do extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia mucugensis, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Este composto apresentou-se como um
sélido amarelado, soluvel em cloroférmio, com ponto de fusdo na faixa de 105,5-
107,3 °C.

O espectro de absorcao na regiao do infravermelho (1V) de FMU-4 (Figura 34)
apresentou bandas semelhantes as de FMU-2 e FMU-3. Uma banda intensa em
3433 cm™ referente & deformacdo axial de ligagdo O-H de hidroxila quelada e
duas bandas em 2937 e 2845 cm™' referentes & deformacéo axial de ligacdo C-H de
carbono sp>. No mesmo espectro foi observado ainda uma absorgdo em 1652 cm™,
atribuida a deformacéao axial de ligagdo C=0O conjugada, bandas em 1593 e 1472
cm” referentes & deformacdo axial de ligagdo C=C de aromatico. As bandas em
1275 e 1047 cm™ sdo compativeis com as deformacdes axiais assimétrica e
simétrica, respectivamente, de ligacdo C-O-C de éteres aromaticos, além disso,
observou-se uma absorcdo forte em 1147 cm™ atribuida & deformacdo axial da
ligacdo C-O de fenol.

O espectro de RMN '°*C-CPD (125 MHz, CD3OD) de FMU-3 (Figura 35),
revelou sinais correspondentes a 21 atomos de carbono, apresentando um carbono
a menos que o observado para FMU-3. A comparacdo do espectro de RMN *C-
CPD com o espectro de RMN "*C-DEPT (8 = 135) (125 MHz, CD30D) (Figura 36)
permitiu determinar o padrdo de hidrogenacado correspondente a 3 carbonos
aromaticos hidrogenados em 6¢ 122,6 (C-6"); 111,5 (C-2'); 111,3 (C-5"), 12 carbonos
nao hidrogenados, sendo o0s sinais em ¢oc 123,3 (C-1'); 107,7 (C-10)
correspondentes a carbonos sp? ndo oxigenados, bem como, um sinal em 8¢ 179,5
(C-4) referente a carbonila conjugada e os sinais em &¢c 156,0 (C-2); 153,1 (C-7);
151,9 (C-4'); 149,2 (C-3'); 149,2 (C-5); 145,0 (C-9); 139,0 (C-3); 136,4 (C-6); 133,0
(C-8) caracteristicos de carbonos sp® oxigenados. O espectro ainda apresentou 6
sinais entre dc 62,2 e 56,1 referentes a carbonos metilicos oxigenados (Tabela 8),
sendo esta a principal diferenca entre FMU-3 e FMU-4, onde o primeiro possui sete

metoxilas e o0 segundo 0 mesmo numero de metoxilas que FMU-2.
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Tabela 8 - Deslocamento quimico de RMN '*C-CPD de FMU-4 com padrao de hidrogenacao [(RMN
'3C-CPD e DEPT (6 = 135), 5, CDCls, 125 MHz)]

C CH CH;
179,5 (C=0) 122.,6 62,2 (C-0)
156,0 (C-O) 111,5 61,8 (C-0)
153,1 (C-O) 111,3 61,3 (C-0)
151,9 (C-O) 60,3(C-O)
149,3 (C-0) 56,2 (C-O)
149,2 (C-O) 56,1 (C-O)
145,0 (C-O)

139,0 (C-O)
136,4 (C-O)
133,0 (C-O)
123,3
107,7
12C 3CH 6CHs

Formula molecular: C>1H2,09

Na comparacdo do espectro de RMN 'H [500 MHz, CDCls] (Figura 37) de
FMU-4 com o de FMU-3 confirmou-se a auséncia de um sinal correspondente a
metoxila e apresentou absorgdes caracteristicas de hidrogénios aromaticos na faixa
de 6y 7,0 a 8,0; possuindo um hidrogénio a mais que FMU-3 com sinal em &y 7,0 (d;
J=8,6 Hz; 1H) referente ao carbono C-5'. O mesmo espectro apresentou ainda seis
absorcoes de metoxilas em &y 4,09 (s, 3H); 3,97 (s, 3H); 3,96 (s, 3H); 3,95 (s, 3H);
3,93 (s, 3H) e 3,87 (s, 3H) (Figura 38) e uma absorcdo em oy 12,37 evidenciando a
presenca de hidroxila quelada.

O espectro de massas, obtido por impacto eletrénico a 70 eV (Figura 39),
apresentou o pico do ion molecular em m/z 418 Daltons, confirmando a féormula
molecular Cz1H2209. A molécula apresentou indice de deficiéncia de hidrogénio
(IDH) igual a 11 graus de insaturagéo, oito referentes a dois anéis aromaticos, uma
ao anel alifatico, uma a ligacao dupla e uma a carbonila. Pela unido dos dados pbéde-
se observar que o composto tratava-se de uma flavona hexametoxilada.

As constantes de acoplamento observadas para os hidrogénios em oy 7,84
(dd; J=8,6 Hz; 1,6 Hz; 1H); 7,78 (d; J = 1,6 Hz; 1H); 7,0 (d; J = 8,6 Hz; 1 H), bem
como, as correlagdes do espectro homonuclear COSY (Figura 40), permitiram propor

que esses hidrogénios formavam um sistema do tipo ABX.
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O espectro HSQC (500 x 125 MHz, CDCl3) (Figuras 41 - 43) possibilitou
correlacionar os sinais de hidrogénio aos seus respectivos carbonos (Tabela 9).
Com este experimento foi possivel verificar as correlacbes dos hidrogénios
aromaticos referentes ao anel B em 6y 7,84 com o carbono em &c 122,6 (C-6'), o1
7,78 com o carbono em 6¢ 111,5 (C-2') e 6y 7,0 com o carbono em 6¢ 111,3 (C-5').

O espectro de correlacao heteronuclear HMBC (500 x 125 MHz, CDCls)
(Figuras 44 - 46) mostrou o acoplamento entre o hidrogénio em 6y 7,84 (H-6') com
os carbonos em dc 111,5 (C-2'; 3J); 151,9 (C-4'; 3J) e 156,0 (C-2; °J); do hidrogénio
em &y 7,78 (H-2') com os carbonos em d¢ 122,6 (C-6"; °J); 151,9 (C-4'; 3J) e 156,0
(C-2;3J), do hidrogénio em &y 7,0 (H-5') com os carbonos em 8¢ 123,3 (C-1"; %)) e
149,2 (C-3'; %)) (Figura 33).

Figura 33 - Subestruturas mostrando correlagdes observadas no HMBC para FMU-4

Os carbonos (C-3') e (C-4') apresentaram correlacao com hidrogénios em oy
3,96 e 3,97 a trés ligacdes (°J), respectivamente, confirmando a presenca de duas
metoxilas no anel B. A metoxila em 6y 3,87 foi posicionada no anel C, uma vez que
apresentou acoplamento com o carbono em &¢ 139,0 (C-3; 3J), caracteristico de C-3
de flavonas metoxiladas nesta posicdo (AGRAWAL, 1989). Ainda foram observadas
correlacbes dos hidrogénios em oy 4,09; 3,95 e 3,94 com seus respectivos
carbonos em &¢ 153,1 (C-7; 3J); 133,0 (C-8; 3J) e 136,4 (C-6; 3J).

Como no espectro HSQC nao foi possivel correlacionar os hidrogénios
metoxilicos entre oy 3,97 e 3,94 com seus respectivos carbonos em 6¢ 62,2 a 56,1,
as posicoes das metoxilas referentes a esses hidrogénios foram feitas por
comparagdo com dados da literatura (SHIMING et al,, 2006) e analise dos seus

deslocamentos quimicos.
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A comparacdo dos dados espectrais de RMN 'H e '*C de FMU-4 com os
dados de FMU-2, FMU-3 e os registrados na literatura para 3-metoxiflavonas
(Shiming et al, 2006) permitiu identificar FMU-4 como sendo a flavona 5-hidroxi-
3,6,7,8,3",4’-hexametoxiflavona. Este flavonoide natural foi isolado pela primeira vez
de Citrus sinensis (TATUM e BERRY, 1972; Li et al., 2006). Posteriormente foi
isolado a partir das folhas de Polanysia trachysperma (WOLLENWEBER et al., 1989)
e de Melicope borbonica e Melicope obscura (Rutaceae) (SIMONSEN et al., 2003),
contudo esté sendo relatado pela primeira vez no género Marcetia.

5-hidroxi-3,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona
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Tabela 9 - Dados de RMN 'H, '*C e correlagées de HSQC e HMBC (*J e ®J) (500 x 125 MHz, CDCl3)
de FMU-4, comparado com os valores da literatura (SHIMING et al, 2006) de RMN 'H e '*C (300 x 75
MHz, DMSO-dg) para 5-hidroxi-3,6,7,8,3",4’-hexametoxiflavona

HSQC HMBC SHIMING et al, 2006
#C Ac L °J &c S
2 156,0 - H-2’; H-6’ 155,6 -
3 139,0 - 3-OCHj; 138,1 -
4 179,4 - - 178,7 -
5 149,3 - - 148,5 -
6 136,4 - 6-OCHjs 135,5 -
7 153,1 - 7-OCHj, 152,5 -
8 133,0 - 8-OCHj; 132,4 -
9 145,0 - - 144,4 -
10 107,7 - - 106,8 -
1' 123,3 - H-5 122,1 -
2 111,5 7,78 (d; J=1,6 Hz; 1H) H-6’ 110,9 7,65 (d; J=2 Hz; 1H)
3 149,2 - H-5, 3-OCH; 148,1 -
4 151,9 - H-6’, H-2’, 4-OCH;3 | 151,4 -
5 111,3 7,0 (d; J=8,6 Hz; 1H) - 111,8 7,15 (d; J=9 Hz; 1H)
6' 122,6 | 7,84 (dd; J= 8,6 Hz; 1,6 Hz; 1 H) H-2’ 122,0 | 7,72 (dd; J= 9Hz, 2Hz; 1H)
3-OMe | 60,3 3,87 (s, 3H) - 59,7 3,82
6-OMe | 61,3 3,94 (s, 3H) - 60,6 3,83
7-OMe | 61,8 4,09 (s,3H) - 61,8 4,02
8-OMe | 62,2 3,95 (s, 3H) - 61,5 3,84
3'-OMe | 56,1 3,96 (s, 3H) - 55,4 3,86
4'-OMe | 56,2 3,97 (s, 3H) - 55,7 3,89
5'-OH - 12,37 (s, 1H) - - -
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Figura 34 - Espectro de absorcdo na regiao do infravermelho de FMU-4 (KBr)
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Figura 36 - Espectro de RMN '3C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl3) de FMU-4
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Figura 37 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl,) de FMU-4
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Figura 38 - Espectro de RMN H- expansao (500 MHz, CDCI;) de FMU-4

4.0944
~——3.9651
— 397
———3.9463
—3.9353

38724

n\‘o r,)
bt
2
T T
410 4.0

T
44I20 415 5 3.85 3.80 ppm

e
T - T T T
4.00 3.95 ) 3.90

Figura 39 - Espectro de Massas de Baixa Resolu¢do de FMU-4
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Figura 40 - Espectro COSY (500 x 500 MHz, CDCI;) de
FMU-4
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Figura 41 - Espectro HSQC (500 x 125 MHz, CDCl;) de FMU-4
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Figura 42 - Espectro HSQC - expanséo (500 x 125 MHz, CDCl,)

de FMU-4
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Figura 44 - Espectro H

MBC (500 x 125 MHz, CDCl;) de FMU-4
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Figura 46 - Espectro HMBC - expansao (500 x 125 MHz, CDCl,)

de FMU-4
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5.5 Determinacao estrutural de FMU-5

A partir do tratamento cromatografico da fracado diclorometano (FMUA-D),
obtida a partir do extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia mucugensis,
utilizando cromatografia em coluna e cromatografia liquida de alta eficiéncia, foi
possivel obter um sélido amarelo, soluvel em cloroférmio, denominado de FMU-5,
com ponto de fus&o na faixa de 177,3-178,6 °C.

O espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho (Figura 48) revelou
bandas semelhantes as de FMU-2, FMU-3 e FMU-4. Uma banda larga centrada em
3442 cm’ caracteristica do grupo hidroxila, duas bandas em 2934 e 2829 cm’
referentes a deformacdo axial de ligagdo C-H de carbono sp°. Ainda foi observada
uma banda em 1645 cm™ referente & deformagéo axial de ligagdo C=0 conjugada,
bandas em 1591 e 1473 cm™ referentes a deformacdo axial de ligagdo C=C de
aromatico. As bandas em 1246 e 1034 cm™ sdo compativeis com as deformacdes
axiais assimétrica e simétrica de ligacao C-O-C.

Ao examinar o espectro de RMN *C-CPD (125 MHz, CDCls) de FMU-5
(Figura 49) pode-se observar a presenca de 19 linhas espectrais que ao serem
comparadas com o espectro de RMN "*C-DEPT (6=135) (125 MHz, CDs;0D) (Figura
50) possibilitou a identificagdo do sinal relacionado ao carbono carbonilico
conjugado em 6¢c 179,4 (C-4). O mesmo espectro apresentou também 12 linhas
espectrais entre ¢ 155,2 e 105,1 referentes a carbonos sp?, dos quais 7 foram
atribuidos a carbonos aromaticos oxigenados em ¢ 153,2 (C-3' e C-5'); 148,8 (C-7);
148,0 (C-5); 144,9 (C-9); 140,7 (C-4"); 130,5 (C-6); 127,1 (C-8), 1 sinal de carbono
aromatico hidrogenado em 6c 106,0 (C-2' e C-6') e 2 sinais de carbonos aromatico
nao oxigenados em o¢c 125,6 (C-1') e 105,1 (C-10). Os 5 sinais entre 6c 61,7 € 56,3
foram relacionados a 6 carbonos metilicos oxigenados (Tabela 10).
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Tabela 10 - Deslocamento quimico de RMN "*C-CPD de FMU-5 com padrao de hidrogenacéo [(RMN
'3C-CPD e DEPT (6 = 135), 5, CDCl,, 125 MHz)]

C CH CH;
179,4 (C=0) 106,0 (x2) 61,7 (C-O)
155,2 (C-O) 61,1 (C-0)

153,2 (C-0) (x2) 61,0 (C-O)
148,8 (C-O) 60,3 (C-O)
148,0 (C-O) 56,3 (C-O) (x2)
144,9 (C-O)

140,7 (C-O)
139,1 (C-O)
130,5 (C-O)
127,1 (C-O)
125,6
105,1
13C 2CH 6CHs

Formula molecular: C>1H2:019

No espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de FMU-5 (Figuras 51 e 52) foi
observado um sinal em &y 12,51 caracteristico de hidrogénio de hidroxila quelada,
um simpleto em 6y 7,50 (s, 2H), tipico de hidrogénio aromatico e os valores de
integracao indicam que este sinal é referente a dois atomos de hidrogénio
equivalentes. Ainda no espectro de RMN 'H de FMU-5 foram observados sinais em
oy 4,05 (s, 3H); 4,0 (s, 3H); 3,96 (s, 6H); 3,95 (s, 3H) e 3,90 (s, 3H) tipicos de
metoxilas.

No espectro de HSQC (500 x 125 MHz, CDCl3) (Figuras 53 e 54) foi possivel
correlacionar os sinais de hidrogénio aos seus respectivos carbonos (Tabela 11).
Neste experimento foi possivel verificar as correlagdes dos hidrogénios aromaticos
equivalentes referentes ao anel B em &y 7,50 com os carbonos em 6¢c 106,0 (C-2' e
C-6").

O espectro de HMBC (500 x 125 MHz, CDCIj3) (Figura 55) mostrou o
acoplamento dos hidrogénios aromaticos equivalentes em 6y 7,50 (H-2' e H-6") com
os carbonos em dc 125,6 (C-1'; 2J); 140,7 (C-4"; 3J), 153,2 (C-3' e C-5';2J) e 155,2
(C-2; 3J) (Figura 47). Ainda foi possivel observar a correlagdo dos hidrogénios
metoxilicos em 6y 4,05 e 4,00 com seus respectivos carbonos em é¢ 130,5 (C-6) e
127,1 (C-8), do hidrogénio em &y 3,96 com o carbono em éc 140,7 (C-4'). De dois
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hidrogénios em &y 3,95 com os carbonos em 6c 153,2 (C-3' e C-5') e do hidrogénio
em 06y 3,90 com o carbono em 6c 139,1 (C-3), podendo ser observada a principal
diferenca de FMU-2, o qual apresentou correlacdo de hidrogénio metoxilico com C-7
e hidrogénio de hidroxila com C-3'.

Figura 47 - Correlagdes observadas no espectro HMBC para FMU-5

No espectro de HSQC foi possivel correlacionar o sinal dos hidrogénios
metoxilicos em &y 4,05 (6-OMe) com o carbono em éc¢ 61,0; dos hidrogénios em dy
4,0 e 3,96 (8-OMe e 4'-OMe) com os seus respectivos carbonos em éc 61,7 e 61,1.
Dos hidrogénios em 3,95 (3'-OMe e 5-OMe) com os carbonos em 6c 56,3 e do
hidrogénio em &y 3,90 (3-OMe) com o carbono em 60,3.

Atravées dos dados observados anteriormente foi deduzida a formula
molecular C1H2:019, assim como comparagdo com os dados de RMN 'H e °C
registrados para FMU-3, FMU-2, FMU-4 e os dados de RMN de 'H e '*C obtidos da
literatura (Roitman e James, 1985), permitiu caracterizar FMU-5 como 5,7-dihidroxi-
3,6,8,3',4",5'-hexametoxiflavona, isolado anteriormente de Gutierrezia microcephala
(ROITMAN E JAMES, 1985) e Gutierrezia grandis (FANG et al, 1985), descrito pela

primeira vez no género Marcetia.

5,7-dihidroxi-3,6,8,3',4',5'-hexametoxiflavona
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Tabela 11 - Dados de RMN 'H, °C e correlagées de HSQC e HMBC (3J e 3J) (500 x 125 MHz,
CDCl3) de FMU-5, comparado com os valores da literatura (Roitman e James, 1985) de RMN 'He ®C
para 5,7-dihidroxi-3,6,8,3’,4’,5’-hexametoxiflavona.

HSQC HMBC ROITMAN E JAMES, 1985
#C &¢c S “J °J 25¢c 5y

2 155,2 - H-2', H-6' - 154,4 -

3 139,0 - - 3-OCHjs 138,3 -

4 179,4 - - - 178,4 -

5 148,0 - - - 147,9 -

6 130,5 - - 6-OCHj 131,4 -

7 148,8 - - - 151,0 -

8 1271 - - 8-OCHj 127,7 -

9 144,9 - - - 144,6 -

10 | 105,1 - - - 103,6 -

1" 125,6 - H-2', H-6' - 125,2 -

2 106,0 | 7,50 (s; 1H) - - 105,6 7,54 (s; 1H)

3 153,2 - H-2', H-6' 3-OCH, 152,7 -

4 140,7 - - H-2', H-6', 4-OCH, 139,9 -

5' 153,2 - H-2', H-6' 5-OCH, 152,7 -

6' 106,0 | 7,50 (s; 1H) - - 105,6 7,54 (s; 1H)
3-OMe | 60,3 | 3,90 (s, 3H) - - 59,9 3,85 (s; 3H)
6-OMe | 61,0 | 4,05 (s, 3H) - - 60,2 3,99 (s; 3H)
8-OMe | 61,7 | 4,00 (s, 3H) - - 61,1 3,89 (s; 3H)
3-OMe | 56,3 | 3,95 (s, 3H) - - 55,9 3,94 (s; 3H)
4-OMe | 61,1 | 3,96 (s, 3H) - - 60,2 3,95 (s; 3H)
5-OMe | 56,3 | 3,95 (s, 3H) - - 55,9 3,94 (s; 3H)
5'-OH - 12,51 (s, 1H) - - - 12,57

a) DMSO-dg, 25 MHz
b) Acetona-dg, 100 MHz
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Figura 48 - Espectro de absor¢éo na regiao do infravermelho de FMU-5 (KBr)
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Figura 49 - Espectro de RMN *C-CPD (125 MHz, CDCl,) de FMU-5
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Figura 50 - Espectro de RMN *C-DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de FMU-5
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Figura 52 - Espectro de RMN 'H - expansao (500 MHz, CDCl;) de FMU-5
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Figura 53 - Espectro HSQC (500 x 125 MHz, CDCl;) de FMU-5
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Figura 54 - Espectro HSQC - expansdo - (500 x 125
CDCl;) de FMU-5
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5.6 Determinacao estrutural de FMU-6

A fragcdo FMUA-D do extrato hidroalcodlico das folhas de M. mucugensis,
apds sucessivos tratamentos cromatograficos e lavagens com diclorometano e
acetato de etila, forneceu 4,5 mg de um sélido amarelo escuro, soluvel em metanol,
apresentando ponto de fusdo na faixa de 309,6-311,3 °C, denominado de FMU-6.

O espectro de absorgao na regiao do infravermelho (Figura 57) exibiu uma
banda larga em 3416 cm™, caracteristica de deformagédo axial de ligagdo OH, uma
banda em 1661 cm™, referente a deformagédo axial de ligagdo C=0, revelou ainda,
bandas em 1614 e 1514 cm™ compativeis com deformagdo axial de C=C de
aromaticos, além de uma banda em 1360, caracteristica de deformagao angular no
plano de OH.

O espectro de RMN '*C-CPD (125 MHz, MeOD) de FMU-6 (Figura 58), exibiu
15 linhas espectrais. A andlise comparativa com o espectro de carbono de RMN *3C-
DEPT (6=135) (125 MHz, MeOD) (Figura 59), revelou a presenca de 1 sinal de
carbono carbonilico em 6¢c 177,5 (C-4), 5 sinais de carbonos aromaticos oxigenados
em &6¢c 165,7 (C-7); 162,6 (C-5); 158,4 (C-9); 148,2 (C-4"); 146,3 (C-3'), 2 sinais de
carbonos aromaticos nao oxigenados em 6¢c 124,3 (C-1'); 104,7 (C-10) e 5 sinais de
carbonos aromaticos hidrogenados em 6¢ 121,8 (C-6'); 116,4 (C-5'); 116,1 (C-2');
99,4 (C-6); 94,6 (C-8) (Tabela 12).

Tabela 12 - Deslocamento quimico de RMN *C-CPD de FMU-6 com padréo de hidrogenacéo [(RMN
'3C-CPD e DEPT (6 = 135), 5, MeOD, 125 MHz)]

C CH
1775 (C=0) 121,8
165,7 (C-O) 116,4
162,6 (C-O) 114,1
158,4 (C-O) 99,4
148,9 (C-O) 94,6
148,2 (C-0)

146,3 (C-O)
137,3 (C-O)
124,3
104,7
10C 5CH

Formula molecular: Ci5H00-
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O espectro de RMN de H (CDClz, 500 MHz) de FMU-6 (Figuras 60 e 61)
apresentou 3 sinais na regido de hidrogénio aromatico compativeis com um sistema
ABX: 6y 7,73 (d; J = 1,8 Hz; 1H); 7,63 (dd; J = 8,5 Hz; 1,8 Hz; 1H); 6,88 (d; J = 8,5
Hz; 1H), confirmado através das correlacdes do espectro homonuclear COSY
(Figura 62). O espectro revelou ainda dois dubletos centrados em 6y 6,39 (d; J=1,7
Hz; 1H) e 64 6,18 (d; J = 1,7 Hz; 1H), cujos valores de constantes de acoplamentos
evidenciam hidrogénios aromaticos em posicao meta.

O espectro bidimensional HSQC (500 x 125 MHz, CDCIs) (Figura 63)
possibilitou correlacionar os sinais de hidrogénio aos seus respectivos carbonos. Os
sinais dos hidrogénios aromaticos em &y 7,73; 7,63; 6,88 com 0s seus respectivos
carbonos em 6c 116,1; 121,8 e 116,4. Do hidrogénio em 6,39 com o carbono em ¢
94,6 e do hidrogénio em &y 6,18 com o carbono em &6c¢ 99,4 (Tabela 13).

Com base no espectro HMBC (500 x 125 MHz, CDCl3) (Figuras 64-66) foi
possivel determinar o acoplamento de hidrogénios aromaticos em &y 7,73 com 0s
carbonos em &¢c 121,8 (C-6"; 3J); 146,3 (C-3'; 2J);148,2 (C-4"; 3J); &y 7,63 com 0s
carbonos em oc 116,1 (C-2'; 3J); 148,2 (C-4"; 3J); &y 6,88 com os carbonos 5¢ 124,3
(C-1; 3J); 146,3 (C-3'; 3J); 4 6,39 com os carbonos em ¢ 99,4 (C-6; 3J); 104,7 (C-
10; 3J); 158,4 (C-9; 2J); 165,7 (C-7; 2J) e 64 6,18 com os carbonos em &c 94,6 (C-8;
%J); 104,7 (C-10; %J); 162,6 (C-5; °J) e 165,7 (C-7; 2J) (Figura 56).

Figura 56 - Correlagdes observadas no espectro HMBC para FMU-6

6,39

De acordo com os dados espectroscédpicos do composto em questao
apresentados foi deduzida a férmula molecular CysH10O7, bem como comparacao
com os dados de RMN de '*C e 'H descritos na literatura (AGRAWAL, 1989;
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CANUTO, 2007), permitiu caracterizar o composto FMU-6 como sendo o flavonol
quercetina, comumente encontrado em alimentos e isolado pela primeira vez no
género Marcetia. Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-2' e H-5’, segundo
Canuto (2007), encontram-se trocados em comparagdo com os dados obtidos da

estrutura analisada.

Quercetina
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Tabela 13 - Dados de RMN 'H, '*C e correlagées de HSQC e HMBC (3J e 3J) (500 x 125 MHz,
CD3;0D) de FMU-5, comparado com os valores da literatura de RMN 'He ®C para quercetina

HSQC HMBC * AGRAWAL, 1989 ® CANUTO, 2007

#C | Ac S J J Ac S

2 |148,9 - - - 147,5 -

3 |137,3 - - - 136,5 -

4 |177,5 - - - 176,5 -

5 |162,6 - H-6 - 161,0 -

6 | 99,4 6,18 (d; J=1,7 Hz; 1H) - H-8 99,5 6,18 (d; J=2,0 Hz; 1H)
7 | 165,7 - H-8, H-6 - 166,0 -

8 | 94,6 6,39 (d; J=1,7 Hz; 1H) - H-6 94,5 6,41 (d; J=2,0 Hz; 1H)
9 | 158,4 - H-8 - 156,7 -

10 | 104,7 - - H-8, H-6 104,0 -

1' | 124,3 - - H-5' 123,0 -

2" | 116,1 7,73 (d; J=1,8 Hz; 1H) - H-6' 116,0 6,88 (d; J=2,1 Hz; 1H)
3' | 146,3 - H-2' H-5' 145,7 -

4' | 148,2 - - H-2', H-6' 148,1 -

5 |116,4 6,88 (d; J= 8,5 Hz; 1H) - - 116,5 7,67 (d; J=8,5 Hz; 1H)

7,63 (dd; J = 8,5 Hz; 1,8 Hz; - H-2' 121,0 7,53 (dd; J = 8,5 Hz; 2,1 Hz;
6' |121,8 1H) 1H)
(a) CD;0D
(b) DMSO-dg

Queiroz,
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Figura 57 - Espectro de absorcao na regiao do infravermelho de FMU-6 (KBr)
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Figura 58 - Espectro de RMN *C-CPD (125 MHz, CD50D) de FMU-6

7.82
162.97
.72
124.63
18

166.04
156
122.

Queiroz, V. A.



Figura 59 - Espectro de RMN *C-DEPT 135° (125 MHz, CD;0D) de FMU-6
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Figura 61 - Espectro de RMN 'H - expansao (500 MHz, CD;0D) de FMU-6
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Figura 63 - Espectro HSQC (500 x 125 MHz, CD;0D) de FMU-6
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Figura 65 - Espectro HMBC - expansao (500 x 125 MHz, CD;0D)

de FMU-6
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6 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

6.1 Coleta do Material

As folhas de Marcetia mucugensis, selecionadas para o estudo, foram
coletadas na Chapada Diamantina-Bahia em fevereiro de 2009 pelo Prof. Edilberto
R. Silveira. A classificagao botanica foi realizada pela Profa. Msc. Maria Lenise Silva
Guedes do Instituto de Biologia do Departamento de Botanica da Universidade
Federal da Bahia. A exsicata referente a coleta encontra-se depositada no Herbario
Alexandre Leal Costa, no Departamento de Biologia da Universidade Federal da
Bahia, sob o registro de numero 94840.

6.2 Métodos Cromatograficos
6.2.1 Cromatografia Liquida em Coluna (CC)

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

polaridade. Todos os solventes eram de qualidade P.A. destilados ou grau CLAE.

6.2.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

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

A revelacao das substancias foi feita por exposicao a irradiacdo na faixa do
ultravioleta (UV) em aparelho Spectroline modelo ENF 240 C/F, com dois
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comprimentos de onda (365 e 312 nm) e por aspersdo com solugdo de vanilina
(CgHsO3) em acido perclérico (HCIO4) e etanol (CoHsOH), seguida de aquecimento

em chapa elétrica a 100°C por aproximadamente 5 minutos.

6.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em
equipamento constituido de uma bomba ternaria Shimadzu LC-20AT e um detector
Shimadzu SPD-M20A utilizando coluna de fase normal Phenomenex (10 x 150 mm,
5 pm).

Os solventes empregados como fase mdével foram hexano e acetato de etila
com grau de pureza CLAE, que foram filtrados em membrana de nylon com poros de
0,45 um (Phenomenex), seguido de desgaseificagdo por sonicagcao a vacuo durante
5 minutos. As amostras foram dissolvidas com os solventes usados na fase movel e
filtradas num sistema manual de membrana de teflon com poros de 0,45 pum
(Waters).

6.3 Métodos Espectrométricos
6.3.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho (1V)

Os espectros na regiao do IV foram obtidos em Espectrémetro Perkin Elmer
modelo FT-IR Espectrum 1000 da central analitica do Departamento de Quimica
Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara, utilizando pastilhas de KBr
para analise de amostras sélidas.

6.3.2 Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massa das substancias isoladas foram obtidos no
Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara,
em espectrometro Shimadzu, modelo QP 5000/DI-50 através de impacto eletrénico a
70 eV.
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6.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e
Carbono-13 (RMN 'C) unidimensionais e bidimensionais, foram obtidos & 300 K, em
espectrometros Bruker, modelos Avance DPX-300 ou modelo Avance DRX-500,
pertencentes ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso de Ressonancia Magnética
Nuclear (CENAUREMN) da UFC, operando na freqtiéncia do hidrogénio a 300,13
MHz e 500,13 MHz, e na freqiéncia do carbono a 75,47 MHz e 125,75 MHz,

respectivamente.

Os espectros unidimensionais de RMN '*C-CPD foram efetuados sob
desacoplamento total de hidrogénios. Quantidades variadas de amostra foram
dissolvidas em 0,6 mL de CDCl3; ou MeOD e acondicionadas em tubos de RMN de 5
mm. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
foram referenciados para o RMN 'H pelo picos dos hidrogénios da porgéo residual
ndo deuterada dos solventes cloroférmio (5 7,27), metanol (5 3,31) e para RMN °C

pelo pico central do clorofémio (6 77,23) e do metanol (6 49,17).

As multiplicidades das bandas de absorcao dos hidrogénios nos espectros de
RMN 'H foram indicadas segundo a convengdo: s (simpleto), d (dupleto) e m
(multipleto).

O padrao de hidrogenacéo dos carbonos em RMN '3C foi determinado a partir
da utilizagao da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)
variando o angulo de nutagdo (8) de 135° descrito segundo a convencdo: C
(carbono nao hidrogenado), CH (carbono metinico), CH, (carbono metilénico) e CHs
(carbono metilico). Os carbonos nao hidrogenados foram caracterizados pela
subtracao do espectro DEPT 1352 do espectro de CPD.

Os experimentos bidimensionais de correlagdo homonuclear (COSY) e
heteronuclear (HSQC e HMBC) foram efetuados em sonda multinuclear de 5mm,
com deteccéo inversa, empregando-se gradiente de campo, posicionado no eixo z e

magnitude de 10A.
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6.4 Métodos Fisicos

6.4.1 Ponto de Fusao

Os pontos de fusdo foram determinados em um equipamento de
microdeterminacao Mettler Toledo com placa aquecedora FP82HT e uma central de
processamento FP 90, localizado no Departamento de Quimica Organica e
Inorgénica da Universidade Federal do Ceara. As determinagbes foram realizadas a
uma taxa de aquecimento de 2° C/min e ndo foram corrigidos.

6.5 Obtencao do extrato hidroalcoodlico das folhas de Marcetia mucugensis -
FMUA

Na preparagédo do extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia mucugensis,
670 g das folhas secas e trituradas foram extraidas com solucao de etanol-agua
(7:3) por sete dias, seguidos por duas extracées com etanol. O extrato bruto foi
obtido a partir da remocéo do solvente em rota-evaporador sob pressao reduzida,
obtendo-se 212,3 g (31,7%) de um material marrom escuro, viscoso denominado
FMUA.

6.5.1 Tratamento cromatografico de FMUA

Uma aliquota de 100,0 g do extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia
mucugensis foi dissolvida em 600 mL de agua destilada e fracionada por
cromatografia de particdo utilizando: hexano, diclorometano, acetato de etila e n-
butanol. Foram obtidas 5 fragcdes, concentradas em rota-evaporador sob pressao
reduzida e analisadas por CCD. As fracdes obtidas foram denominadas FMUA-H,
FMUA-D, FMUA-AE, FMUA-B e FMUA-AQ (Tabela 14).
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Tabela 14 - Particionamento do extrato hidroalcodlico FMUA

ELUENTE PESO (g) Rendimento(%)

FRACAO

FMUA-H Hexano 10,9 10,9
FMUA-D Diclorometano 8,8 8,8
FMUA-AE Acetato de Etila 6,7 6,7
FMUA-B n-Butanol 6,0 6,0
FMUA-AQ Agua 40,0 40,0

TOTAL 72,4 72,4

6.5.2 Fracionamento cromatografico de FMUA-H

Uma aliquota de 8,0 g de FMUA-H foi adsorvida em 24,6 g de gel de silica e
acondicionada em uma coluna de diametro interno de 7,5 cm sobre 176,9 g de gel
de silica. A eluicéo foi realizada pelos solventes hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol, bem como, suas misturas binarias em ordem crescente de
polaridade, de acordo com a Tabela 15. Foram obtidas 6 fragbes que foram

concentradas sob pressao reduzida em rota-evaporador e comparadas por CCD.

Tabela 15 - Fracdes da coluna cromatografica de FMUA-H

FRACAO ELUENTE PESO (g)
1 Hexano 100% 0,2
2 Hex/CH,Cl, 50% 0,6
3 CHCl> 100% 0,8
4 CHClo/AcOEt 50% 4,4
5 AcOEt 100% 1,3
6 CH3;OH 100% 0,7
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6.5.2.1 Isolamento de FMU-1

A fracao 2 (0,6 g) foi adsorvida em 1,7 g de gel de silica e acondicionada em
uma coluna de diametro interno de 3,0 cm sobre 56,5 g de gel de silica. A eluicao foi
realizada com os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, assim
como as misturas binarias destes solventes em ordem crescente de polaridade.
Foram obtidas 97 fragdes de 10 mL, que apds analise comparativa por CCD foram

reunidas em 10 fragbes, conforme suas semelhancgas (Tabela 16).

Tabela 16 - Fracdes da coluna cromatogréfica de FMUA-H (2)

FRACAO ELUENTE PESO (mg)
1-21 Hex/CHCI; 5% 11,1
22-25 Hex/CHCI; 8% 2,4
26-28 Hex/CHCl3 8% 5,0
29-31 Hex/CHCl3 10% 5,9
32-69 Hex/CHCl3 15% 20,8
70-74 Hex/CHCl3; 30% 6,0
75-76 Hex/CHCl3; 50% 32,6
77-82 Hex/CHCl3; 50% 360,3
83-95 AcOEt 100% 176,3
96-97 CH3OH 100% 3,2

A fracdo 26-28 (5,0 mg) denominada FMU-1 (Fluxograma 1) apresentou-se
como um oOleo incolor, solivel em cloroférmio e homogéneo em CCD. Andlise por
RMN 'H e C (unidimensionais), EM, IV e comparacdo com dados obtidos da
literatura permitiu identifica-la como sendo um hidrocarboneto triterpénico de cadeia

aberta denominado esqualeno, inédito no género.
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Fluxograma 1 - Fracionamento de FMUA-H

FMUA-H
(8,09

Cromatografia em coluna

(2) : N
Demais fragoes
(0.6 ) ;
Cromatografia em coluna

r \

(26-28) Demais

(5,0 mg) fragoes
\ J
e “

FMU-1

(5.0 mg)
\, J

6.5.3 Fracionamento cromatografico de FMUA-D

Uma aliquota da fracdo FMUA-D (7,4 g) foi submetida a cromatografia em
coluna, sendo adsorvida em 18,3 g de gel de silica e disposta em uma coluna de
diametro interno de 7,5 cm sobre 90,9 g de gel de silica. A eluicao foi realizada pelos
solventes hexano, acetato de etila e metanol, assim como as misturas binarias
destes solventes em ordem crescente de polaridade, de acordo com a Tabela 17.
Foram obtidas 8 fracbes de 200 mL cada, que foram concentradas sob pressao
reduzida em evaporador rotatério e analisadas por CCD.
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Tabela 17 - Fracdes da coluna cromatogréafica de FMUA-D

FRACAO ELUENTE PESO (mg)

1 Hexano 100% 6,8

2 Hex/AcOEt 10% 3,4

3 Hex/AcOEt 20% 136,4
4 Hex/AcOEt 40% 965,7
5 Hex/AcOEt 60% 1987,3
6 Hex/AcOEt 80% 969,2
7 AcOEt 100% 1005,6
8 AcOEt/CH3OH 50% 2314,9

6.5.3.1 Isolamento de FMU-2

A fracao 4 (965,7 mg) foi adsorvida em 2,7 g de gel de silica e acondicionada
em uma coluna flash de 3,0 cm de didmetro interno sobre 56,5 g de gel de silica. A
eluicdo foi realizada pelos solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol,
assim como por misturas binarias destes solventes em ordem crescente de
polaridade. Foram obtidas 20 frac6es de 50 mL cada, que apds serem concentradas,
sob pressao reduzida em rota-evaporador, foram comparadas por CCD, resultando
em 10 fra¢des, conforme as suas semelhangas (Tabela 18).
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Tabela 18 - Fracdes da coluna cromatogréafica de FMUA-D (4)

FRACAO ELUENTE PESO (mg)
1-3 Hex/CHxCl> 80% 10,2
4-5 Hex/CHxCl, 80% 4,6
6-7 Hex/CHzCl> 80% 3,5

8-10 CHzCl2 100% 39,0
11-13 CHClo/AcOEt 10% 232,7
14 CHClo/AcOEt 10% 99,1
15-16 CHClo/AcOEt 20% 176,2
17 C H2Clo/AcOEt 20% 45,8
18 CHClo/AcOEt 50% 40,1
19-20 CH3OH 100% 239,1

A fracao 15-16 (176,2 mg) apresentou um precipitado que foi separado apoés
lavagem com acetato de etila resultando em 8,1 mg de um sélido amarelo escuro,
soltvel em cloroférmio, com ponto de fusdo na faixa de 173,1-174,2 °C, denominado
de FMU-2. Anélises por RMN 'H e '°C, EM, IV e comparagdo com dados obtidos da
literatura permitiram identificar FMU-2 como sendo uma 3-metoxiflavona,
denominada de 5,3’-dihidroxi-3,6,7,8,4’,5’-hexametoxiflavona (Digicitrina).

6.5.4 Isolamento de FMU-3 e FMU-4

A fracao (11-13) (232,7 mgq) foi recromatografada em gel de silica (41,4 g),
utilizando coluna flash de 3,0 cm de didmetro e eluida com os solventes
diclorometano, acetato de etila e metanol, assim como em misturas binarias destes
solventes em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 19 fracées de 10 mL
cada, que ap6s analise comparativa por CCD, foram reunidas em 7 fracoes (Tabela
19).
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Tabela 19 - Frac¢des da coluna cromatografica de FMUA-D (4)(11-13)

FRACAO ELUENTE PESO (mg)
1-3 CH,Clp 100% 8,0
4-9 CH,Cl/ACOEt 5% 124,2
10-14 CH.Cl/AcOEt 15% 21,3
15 CH,Clo/ACOEt 50% 2,6
16 CH,Cl/AcOEt 50% 3,9
17 AcOEt 100% 13,1
18-19 CHsOH 100% 47,5

A fracado (4-9) (124,2 mg) foi recromatografada em gel de silica (22,40 g),
utilizando coluna flash de 2 cm de didametro e eluida com Hexano/AcOEt (7:3 v/v) de
forma isocratica. Foram obtidas 54 fracées de 10 mL cada, que apds analise
comparativa em CCD foram reunidas em 7 fragdes resultantes, conforme as suas

semelhancgas (Tabela 20).

Tabela 20 - Frac6es da coluna cromatografica de FMUA-D (4)(11-13)(4-9)

FRACAO ELUENTE PESO (mg)
1-4 Hex/AcOEt 30% 19,1
5-8 Hex/AcOEt 30% 12,8
9-13 Hex/AcOEt 30% 61,8
14-23 Hex/AcOEt 30% 13,5
24-28 Hex/AcOEt 30% 2,0
29-54 Hex/AcOEt 30% 11,5

61,8 mg da fracado FMUA-D (4)(11-13)(4-9)(9-13) foi submetida a CLAE,
provido de coluna de fase normal e utilizando fase moével Hex/AcOEt (65:35 v/v) em
um fluxo de 3 mL/min. Selecionou-se a deteccao de UV para uma faixa de 260 — 400
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nm e obteve-se um cromatograma que exibiu dois picos majoritarios cujos tempos
de retencao foram 8,38 min (pico 1), 9,19 min (pico 2). O pico 1 rendeu 10,1 mg de
um solido amarelo com ponto de fusdo na faixa de 117,2-118,5 °C, denominado
como FMU-3. O pico 2 levou ao isolamento de 28,9 mg de um sélido amarelo com
ponto de fusdo na faixa de 105.5-107,3 °C, denominado como FMU-4, como pode

ser observado no Fluxograma 2.

Analises por RMN 'H e '®C, EM, IV e comparacdo com dados obtidos da
literatura permitiram identificar FMU-3 e FMU-4 como sendo duas 3-metoxiflavonas,
denominadas, respectivamente de 5-hidroxi-3,6,7,8,3’,4’,5’-heptametoxiflavona
(gardenina A) e 5-hidroxi-3,6,7,8, 3’,4’-hexametoxiflavona.

Fluxograma 2 - Fracionamento de FMUA-D(4)

FMUA-D (4)
(965,7 mg)

Cromatografia flash

Fragdio (11-13) Fragdo (15-16) e
[ (232,7 mg) ] [ (176.2) Demais fragoes

Cromatografia flash

Lavagem com AcOEt

FMU-2
s (8.1 mg)
ragdo (4-9) Demais fragdes

(124,2 mg)

Cromatografia flash

o Fragdo (9-13)
[ Demais fragdes ] { (61,8 mg) ]

CLAE

FMU-3 FMU-4
(10,8 mg) (28.9 mg)
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6.5.5 Isolamento de FMU-5

A fragéo (5) (1987,3 g) de FMUA-D foi adsorvida em 4,0 g de gel de silica e
acondicionada em uma coluna flash de 3,5 cm de didmetro interno sobre 91,0 g de
gel de silica. A eluicdo foi realizada pelas misturas binarias dos solventes
diclorometano, acetato de etila e metanol em ordem crescente de polaridade. Foram
obtidas 23 fracbes de 100 mL cada, que apds serem concentradas, sob pressao
reduzida em rota-evaporador e comparadas por CCD, resultaram em 12 fragdes,
conforme as suas semelhangas (Tabela 21).

Tabela 21 - Fragdes da coluna cromatografica de FMUA-D (5)

FRACAO ELUENTE PESO (mg)

1 CH,Cla/ AcOEt 10% 3,8

2 CH,Cla/ AcOEt 10% 20,0

3 CH,Cls/ AcOEt 10% 77,5
4-5 CH,Cly/ AcOEt 10% 125,8
6-7 CH,Cla/ AcOEt 10% 60,8

8 CH,Clz/ AcOEt 10% 95,1
9-11 CH,Cly/ AcOEt 30% 4193
12-13 CH,Clo/ AcOEt 40% 221 4
14-16 CH.Cla/ AcOEt 50% 78,5

17-18 CH,Cly/ AcOEt 80% 24,1

19-20 AcOEt 100% 93,1
21-23 MeOH 100% 279,2

A fragéo (4-5) (125,8 mq) foi submetida a CLAE, equipado de coluna de fase
normal e utilizando fase mével Hex/AcOEt (51:49 v/v) em um fluxo de 3 mL/min.
Selecionou-se a deteccado de UV para uma faixa de 260 — 400 nm e obteve-se um
cromatograma que exibiu um pico majoritario cujo o tempo de retencao foi de 7,7
min. Apés analise em CCD este pico (43 mg) foi reinjetado (CLAE) sendo submetido
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a uma coluna de fase normal e utilizando fase mével Hex/AcOEt (60:40 v/v) em um
fluxo de 3 mL/min. Selecionou-se a detec¢do de UV para uma faixa de 260 — 400 nm
e obteve-se um cromatograma que exibiu um pico majoritario cujo o tempo de
retencdo foi 14,5 min, rendendo 10,5 mg de um soélido amarelo, solivel em
cloroférmio, com ponto de fusdo na faixa de 177,3-178,6 °C, denominado como
FMU-5.

Apoés anélises por RMN 'H e '*C, EM, IV e comparagdo com dados obtidos
da literatura permitiram identificar FMU-5 como sendo uma 3-metoxiflavona,
denominada de 5,7-dihidroxi-3,6,8,3',4',5'-hexametoxiflavona.

6.5.6 Isolamento de FMU-6

279,2 mg da fracao FMUA-D (5)(21-23) foi adsorvida em 0,8 g de gel de silica
e submetida a uma coluna de 3,0 cm de diametro interno sobre 12,0 g de gel de
silica. A eluicdo foi realizada pelas solventes diclorometano, acetato de etila e
metanol, bem como pelas misturas binarias destes solventes em ordem crescente de
polaridade. Foram obtidas 31 fragcdes de 10 mL cada, que apés comparagcao por
CCD, resultaram em 5 fracbes, conforme as suas semelhancas (Tabela 22).

Tabela 22 - Fracdes da coluna cromatogréafica de FMUA-D (5)(21-23)

FRACAO ELUENTE PESO (mg)
1-15 CH.Clo/AcOEt 20% 7,3
16-27 CH.Clo/AcOEt 70% 21,6
28 AcOEt 100% 11,6
29-30 AcOEt 100% 33,3
31 MeOH 162,4

A fracdo (16-27) (21,6 mg) apresentou precipitado, a fim de separa-lo da
amostra, esta foi lavada com diclorometano e acetato de etila resultando em 4,5 mg
de um solido amarelo escuro, solivel em metanol, apresentando ponto de fusdo na
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faixa de 309,6-311,3 °C, denominado de FMU-6, como pode ser observado no
Fluxograma 3. Apés ser analisado por RMN 'H e '®C, EM, IV e comparagdo com

dados obtidos da literatura permitiram identificar FMU-6 como sendo um flavonol,

denominado de quercetina.

Fluxograma 3 - Fracionamento de FMUA-D(5)

FMUA-D (35)
(1987.3 mg)

Cromatografia flash

Fragéo (4-5) Fragdo (21-23) Demais fracies
(125.8 mg) (2792 mg) emais fragdes
CLAE Cromatografia em coluna

Fracdo (5) Fragéo (16-27) o
(43 mg) (21,6 mg) Demais fracdes

Lavagem com CH,Cl, e AcOEt

CLAE
FMU-5

(10,5 mg)
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7 CONCLUSAO

O estudo quimico do extrato hidroalcodlico das folhas de Marcetia
mucugensis, utilizando métodos cromatogréaficos classicos e modernos, inclusive a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, resultou no isolamento de seis metabdlitos
secundarios.

Os constituintes isolados das folhas foram um triterpeno, o esqualeno (FMU-
1), quatro polimetoxiflavonas: 5,3’-dihidroxi-3,6,7,8,4’,5’-hexametoxiflavona
(digicitrina) (FMU-2), 5-hidroxi-3,6,7,8,3’,4’,5’-heptametoxiflavona (gardenina A)
(FMU-3), 5-hidroxi-3,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona (FMU-4), 5,7-dihidroxi-
3,6,8,3’,4’,5’-hexametoxiflavona (FMU-5) e o flavonol pentahidroxilado quercetina
(FMU-6) (Figura 67). Como esta planta ndo apresenta estudos farmacolégicos ou
fitoquimicos descritos na literatura, estas substéncias sdo inéditas na espécie. Os
resultados confirmam a presenca de flavonoides na familia Melastomataceae e
sugerem M. mucugensis como fonte promissora destes metabdlitos secundarios.

Também foi verificado que as 3-metoxiflavonas: 5,3-dihidroxi-3,6,7,8,4’,5-
hexametoxiflavona (digicitrina) (FMU-2) e 5-hidroxi-3,6,7,8,3’,4’,5'-
heptametoxiflavona (gardenina A) (FMU-3) ndo apresentavam dados de RMN *C na
literatura, sendo relatados pela primeira vez neste trabalho.
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Figura 67 - Substancias isoladas de M. mucugensis
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