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1 INTRODUCAO

A familia Rubiaceae € a quarta maior familia das dicotileddneas, possuindo,
aproximadamente 650 géneros e cerca de 13.000 espécies. A mesma € representada por
arvores, arbustos e ervas (DELPRETE, 2004). Segundo recentes estudos filogenéticos, a
familia subdivide-se em trés subfamilias: Cinchonoideae, Ixoroideae € Rubioideae,
correspondentes a cerca de 50 tribos (BREMER, 1995; ROVA, 2002).

Estudos fitoquimicos de Rubiaceae revelaram uma grande diversidade de
metabdlitos secundarios, tais como iridéides (MOURA, 2006), alcal6ides (HENRIQUES et
al, 2004), antraquinonas (LING et al, 2002), lignanas (SILVA et al, 2006), flavonéides,
derivados fendlicos, triterpenos, diterpenos, cumarinas (LUCIANO et al, 2004), etc., sendo
que os mesmos possuem alto potencial bioldgico. Consequentemente, as espécies dessa
familia s3o amplamente utilizadas na medicina popular e na fabricacdo de fitoterapicos. Um
exemplo € a unha de gato, fitoterdpico formulado a base da raiz de Uncaria tomentosa e
indicado no tratamento de reumatismo e artrite.

O género Amaioua, pertencente a familia Rubiaceae, é posicionado na subfamilia
Ixoroideae, e possui como género mais proximo, o género Duroia (DELPRETE, comunicacio
pessoal, 2008). E constituido por cerca de 10 espécies naturais do Panama ao Peru, Venezuela
e Brasil, sendo que quatro destas espécies se encontram no bioma Cerrado (DELPRETE et al,
2004).

A espécie A. guianensis, conhecida popularmente pelos nomes de carvoeiro, pau-
carvao, cinzeiro, coragdo-de-bugre (Santa Catarina), marmelada-brava, marmelinho-vermelho
e guapeva-forte, apresenta-se como arvore de 10-20 m de altura e 20-50 cm de didmetro e
possui distribuicdo geografica ampla, ocorrendo desde as Guianas, Peru, Amazonas e Costa
do Atlantico até Santa Catarina. No Brasil, sua ocorréncia se expande pela Floresta

Amazonica, Cerrado, Pantanal e Mata Atlantica (DELPRETE er al, 2004).



O estudo fitoquimico das folhas e do caule dessa espécie, realizado por nosso grupo
de pesquisa, revelou a presenca de diversas classes de metabdlitos secunddrios tais como:
cumarina (1), alcal6ide ciclopeptideo (2), triterpenos pentaciclicos (3 e 6), proantocianidinas
(4 e 5), acidos clorogénicos (7 e 8), Figura 1.

Nio ha relatos do uso dessa espécie na medicina popular. Até o presente momento,
o0 Unico relato sobre a espécie na literatura foi publicado recentemente pelo nosso grupo de

pesquisa (IQ-UFG) em Journal of Natural Products (OLIVEIRA et al, 2009).
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Figura 1. Substéncias isoladas das folhas de Amaioua guianensis.

2 OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo dar continuidade ao estudo fitoquimico da
espécie A. guianensis por meio do isolamento e identificacdo de compostos micromoleculares

presentes em suas raizes e frutos.



3 METODOLOGIA

3.1 Materiais e métodos utilizados para o estudo fitoquimico

As cromatografias em coluna (CC) foram feitas utilizando silica gel 60 e
SEPHADEX LH-20. O acompanhamento do processo cromatogrifico foi feito através de
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) e cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP). Os solventes utilizados na CC, CCDP, CCDA e recristalizacdes
apresentavam grau de pureza PA ou foram tratados e destilados quando necessario.

As técnicas unidimensionais e bidimensionais de RMN (RMN lH, RMN 13C,
DEPT, COSY, HMQC, HMBC e NOESY) foram utilizadas para elucidacdo estrutural das
substancias. Os espectros de RMN uni- e bidimensionais foram obtidos em espectrémetro
Varian, Gemini 2000 BB, 300 MHz (300,6 MHz para 'H e 75,4 MHz para "°C) no
Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringd/PR e no espectrometro
Bruker 500 MHz (500 MHz para 'H e 125 MHz para C) no Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Goids. Os deslocamentos quimicos foram dados em ppm, tendo
como padrdo de referéncia interna o TMS (8 = 0,0 ppm). Os solventes deuterados utilizados
para dilui¢do das amostras foram CDCls, CD;0D, CD3COCD; e D,0O, Aldrich ou Isotec.

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram registrados em
espectrofotometro FT-IR Perkin Elmer, modelo Spectrum 400, na regido de 400 a 4000 cm’l,
em pastilhas de KBr. Para as medidas dos pontos de fusdo utilizou-se equipamento Karl Kolb,
Scientific Technical Supplies.

Os dados cristalograficos foram obtidos em um difratdmetro CAD 4, operando sob
radiacdo de cobre (Cu) a temperatura ambiente pelo cristalégrafo Prof. Dr. José Ricardo
Sabino, professor do Instituto de Fisica/UFG.

Os agentes reveladores empregados na detec¢do das amostras em CCDA e CCDP
foram luz UV (254 e 365 nm), reagente de Dragendorff (especifico para detec¢do de
compostos nitrogenados), anisaldeido, iodo molecular e solugdo de &cido sulftrico

(MeOH/H,S04 1:1 v/v, seguido de aquecimento).

3.2 Material vegetal

As raizes da espécie A. guianenses foram coletadas em setembro de 2009 no Parque

Estadual da Serra dos Pirineus, Pirenopolis-GO, sua identificacio foi realizada pelo Prof. Dr.



Piero Giuseppe Delprete, professor do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Goids (GO). A exsicata estd depositada no Herbario do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Goids, Goiania, GO, sob o nimero de coleta 9312. Os
frutos foram coletados em julho de 2010 no Santudrio de Vida Silvestre Vaga Fogo,

Pirendpolis (GO). Uma nova coleta dos frutos foi realizada em maio de 2011.

33 Preparo e fracionamento do extrato bruto das raizes e dos frutos

As raizes coletadas foram secas em estufa com ventilacdo forcada a 40°C, moidas e
submetidas a extragcdo a frio em etanol PA por percolagdo. Os frutos, ainda frescos, foram
submetidos a extragdo a frio em etanol PA por percolacdo. A evaporacdo do solvente sob
vacuo em evaporador rotativo, de ambos os extratos, resultou nos extratos brutos etandlicos
(27,87g da raiz e 0,30g dos frutos).

O extrato etandlico das raizes foi solubilizado em uma mistura de MeOH/H,O (1:3)
e, em seguida, submetido a particio em solventes de polaridade crescente. O extrato etandlico

dos frutos foi submetido a uma extragdo sélido liquido utilizando-se hexano.

3.3.1 Fase cloroformica das raizes (AGR-CIl)

A fase AGF-Cl foi cromatografada em coluna de florisil (C1), eluida em gradientes
de solventes em ordem crescente de polaridade, obtendo-se um total de 123 fragdes. As
fragdes, ap6s analisadas por CCDA, foram reunidas em 8 novas fragdes de acordo com o
perfil cromatografico apresentado. A fracdo reunida 19-23 apds evaporagdo do solvente,
apresentou a formacdo de cristais incolores em forma de agulhas, os quais foram lavados com
acetato de etila, resultando em 7,0 mg do cristal puro. A amostra recebeu o cédigo AGP 1.

A fracdo reunida 53-83, foi submetida a uma nova coluna cromatografica (C3) em
silica gel 60, eluida em gradientes de solventes em ordem crescente de polaridade, resultando
um total de 43 fracdes. As fracdes, apds analisadas em CCDA, foram reunidas em 8 novas
fragdes de acordo com o perfil cromatogrifico apresentado. A fragdo reunida 5-9, apds
evaporacgdo do solvente, apresentou a formagdo de cristais incolores na forma de agulhas, os
quais foram lavados com acetato de etila, resultando em 4,0 mg do cristal puro. A amostra

recebeu o cédigo AGP 34.



3.3.2 Fase hexanica das raizes (AGR-Hex)

Parte da fase AGR-Hex (1,1 g) foi cromatografada em coluna de silica gel 60 (C9),
eluida em gradientes de solventes em ordem crescente de polaridade , obtendo-se um total de
71 fracdes. As fragdes ap6s analisadas em CCDA, foram reunidas em 8 novas fracdes de
acordo com o perfil cromatografico apresentado. A fracdo reunida 57-59 foi novamente
cromatografada (C 18) em coluna de silica gel 60, obtendo-se um total de 11 fragdes que
foram reunidas em 5 novas fra¢des de acordo com o perfil cromatografico apresentado apds
andlise por CCDA. A fracdo 4 apresentou a formacdo de cristais incolores que foram

separados do apds adi¢do de metanol na amostra (2 mg) e recebeu o c6digo AGP 41.

3.3.3 Fase etandlica dos frutos (AGFr-EtOH)

A fase AGFr-EtOH foi cromatografada em coluna de florisil, eluida em gradientes
de solventes em ordem crescente de polaridade, obtendo-se um total de 44 fracdes. As
fragdes, apos analisadas em CCDA, foram reunidas em 6 novas fragdes de acordo com o
perfil cromatogréfico apresentado. A fracdo reunida 27-31 apresentou-se pura apds anélise
por CCDA recebendo o cédigo AGFr 3.

A metodologia utilizada no isolamento do composto AGFr 3 esta representada na
figura 2. A metodologia utilizada no isolamento dos compostos AGP 1, AGP 34 e AGP 41
estd apresentada na figura 3.
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Figura 2. Fluxograma do fracionamento do extrato bruto dos frutos.
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Figura 3. Fluxograma do fracionamento do extrato bruto das raizes.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo fitoquimico das raizes e dos frutos de A. guianensis resultou até o
momento no isolamento dos iridéides gardenosideo (1) e plumericina (2), dos esterdides [3-
sitosterol glicosilado e P-estigmasterol glicosilado, do diterpeno (4), de triterpenos
pentaciclicos , cujas estruturas estdo em fase de elucidacdo, de um iriddide, cuja estrutura
também estd em fase de elucidagdo estrutural, além do reisolamento e identificagdo do
alcaléide ciclopeptideo amaiouina (3), dos esterdides B-sitosterol e B-estigmasterol e do
acucar alcool manitol. Dentre os compostos isolados até o0 momento, destaca-se o composto 4
por ser inédito na literatura. As estruturas dos compostos 1, 2, 3 e 4 isolados da espécie A.
guianensis estio representadas na Figura 4.

As estruturas dos compostos isolados foram elucidadas com base nos dados de
espectroscopia de infravermelho (IV), dados cristalogrificos por difracdo de raios X de
monocristal, ressonincia magnética nuclear (RMN 1D e 2D), além da compara¢do com dados

da literatura.
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Figura 4. Substancias isoladas das Raizes e dos Frutos de A. guianensis

4.1 ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS ISOLADOS DE
A.guianensis

4.1.1 Gardenosideo

Figura 5. Estrutura do composto 1

O composto 1 foi isolado como 6leo amarelo solivel em mistura de
cloroférmio/metanol.
O espectro de 1 no IV apresentou bandas de absorc¢do grupos hidroxilas livres em

3398 cm’'1, grupos olefinicos em 1638 cm’, além de carbonila de éster o, woatvpado em



1710 cm™. Os dados de RMN uni e bidimensionais evidenciaram a presenca de um esqueleto
iridoidal caracterizado pelos sinais em oy/ d¢c 7,41 (d, J= 1,3 Hz, H3, 1H)/151,9; 5,76 (d, J=
2,9 Hz, H1, 1H)/94,5; 5,74 (dd, J= 1,9 e 5,7 Hz, H7, 1H)/135,3; 6,18 (dd, J= 2,7 ¢ 5,7 Hz,
H6, 1H)/136,0; 3,70-3,74 (m, HS, 1 H)/38,8; 2,64 (dd, J= 2,9 e 8,4 Hz, H9, 1H)/51,8, além
dos sinais em d¢ 86,1(C8) e 111,1 (C4). Além do esqueleto iridoidal o conjunto de sinais na
regido de dy/ 6¢c 3,20-3,80 (H2’-H6°)/62,5-77,7 em conjunto com o sinal em &y 4,69 (d, J=
8,05 Hz, H1’, 1H)/99,7 determinaram a presenca da unidade [1-D-glicose. Sinais em 0/ dc
168,8 (C11) e 3,73 (s; H12, 3H)/51,9 evidenciaram a presenca de uma carbonila de éster
0000 Dinsaturada e a presenca de um sinal em 6¢/ oy 65,7/3,65 (d, J= 11,2 Hz, H10a) e 3,30
(d, J= 11,2 Hz, H10b) evidenciou a presenca de um carbono carbindlico presente na mesma.
As conectividades entre as unidades identificadas foram estabelecidas com base na andlise
dos espéctros de HMBC. Pelo espéctro de HMBC foi possivel verificar a correlagdo existente
entre o hidrogenio metoxilico em oy 3,73 (s) com o carbono olefinico quaternario em o¢ 111,1
(C4) do ndcleo iridoidal, confirmando a presenca do grupo carboximetila na posi¢cdo C4,
verificou-se também a correlacio existente entre os hidrogénios carbindlicos em oy 3,50 (d) e
3,65 (d) com o carbono quaternario em 6¢ 86,1 (C8) indicando a conectividade entre o nicleo
iridoidal e o carbono carbindlico através da posicdo CS8. Ainda pelo espectro de HMBC
verificou-se a correlacio existente entre o hidrogénio anomérico H1 em oy 5,76 (d) com o
carbono anomérico C1’ em &¢ 99,7 confirmando a presenca da unidade glicosidica nesta
posicao.
A estereoquimica relativa para os hidrogé€nios H1, H5 e H9 foi inferida com base
nos valores das constantes de acoplamento de H1(2,6 Hz) e H9 (2,6 e 8,4 Hz). A
estereoquimica relativa para o carbono quaternario C8 foi inferida por comparagdo com dados
espcetrais de Farid (2002) e Santin (2009) onde mostram que o isdmero monotropeina metil
éster (galiosideo) apresenta sinais referentes aos carbonos C6, C7 e C9 em 6¢ 137,5, 133,7 e
45,4, respectivamente, e que o isdbmero gardenosideo apresenta sinais referentes aos carbonos
C6, C7 e C9 em ¢ 135,8, 135,7 e 51,9, respectivamente.
A andlise dos dados obtidos e comparacdes com dados da literatura (Farid et. al., 2002 e
Santin et. al., 2009) permitiram a caracterizacdo da estrutura como sendo o iridéide
gardenosideo. A confirmacio da estereoquimica absoluta do composto isolado se dard apds

obtencdo dos dados de rotacdo especifica para o mesmo.

4.1.2 Plumericina



Figura 6. Estrutura do composto 2

O composto 2 foi isolado como cristais incolores soliveis em cloroférmio com PF
de 208-210 °C e [a]p + 199° (CHCl5; ¢ 0,0025g/mL).

O espectro de 2 no IV apresentou bandas de absorcdo de éster e lactona o,f3
inasaturada em 1710 e 1750 cm™. Os dados de RMN uni e bidimensionais evidenciaram a
presenca de um esqueleto iridoidal caracterizado pelos sinais em o/ dc 7,44 (s, H-3,
1H)/152,7; 5,57 (d, J= 5,9 Hz, H-1, 1H)/102,3; 5,65 (dd, J=2,1¢ 5,5 H=2,1, H-7, 1H)/126,4;
6,05 (dd, J= 2,1 e 5,5 Hz, H-6, 1H)/141,1. Além do esqueleto iridoidal os sinais em & y/ d ¢
5,11 (sl, H-10, 1H)/80,3; 168,4 (C-12) e 127,4 (C-11), sinais em 8 y/ d¢c 7,17 (dq; J=1,5¢ 7,2
Hz, H-14, 1H)/145,5; 2,09 (d; J = 7,4 Hz, H-15, 3H)/15,9 e sinais em d u/ d¢c 166,7 (C-16) e
3,77 (s; H-17, 3H)/51,5 evidenciaram a presenca de um grupamento lactdnico, outro
olefinico, além de uma carbonila de éster o[ insaturada, respectivamente. A andlise do
espectro de HMBC mostrou correlacdo entre a lactona (C-12) e o hidrogénio H-14 da
unidade olefinica, além de correlagdes entre o carbono acetal (C-1) e o carbono C-8, ambos
do esqueleto iridoidal, com o hidrogénio carbindlico H-10 do grupamento lactdnico. A
correlacdo entre os hidrogénios H-17 e H-3 com o carbono C-16 pelo espectro de HMBC,
confirmaram a presenga do grupo carboximetila para posigao C-16.

A estereoquimica relativa da substancia foi inferida através da andlise do espectro de
NOESY onde observou-se correlacio entre o hidrogénio H-5 e os hidrogénios H-6 e H-9 e
correlacdo entre o hidrogénio H-9 com os hidrogénios H-5 e H-1, sugerindo que todos
possuem configuragdo relativa cis. Ainda pelo espectro de NOESY observou-se uma
correlacdo entre o hidrogénio carbindlico H-10 com os hidrogénios metilicos H-15 sugerindo
a configuracdo trans para dupla exociclia ao anel lactdnico.

A andlise dos dados obtidos e compara¢des com dados da literatura (Stephens et.

al., 2008, Silva et. al., 1998 e Martin et. al., 1985) permitiram a caracterizagdo da estrutura



como sendo o iridéide plumericina. A estrutura da substancia e sua estereoquimica relativa
foram confirmadas por difracdo de raios-X de monocristal. O diagrama ORTEP da estrutura

cristalina deste composto estd representado na figura 7.

Figura 7: Ortep do monocristral do composto 2.

4.1.3 Amaiouina

Figura 8. Estrutura do composto 3

O composto AGP 34 (3) foi isolado da fracdo cloroférmica como sélido cristalino
incolor na forma de agulhas com PF 248-249 °C, [a]®p = - 87,67° (MeOH; ¢ 1,27). A anélise
dos espectros de RMN uni e bidimensionais (1H e HSQC) do mesmo, indicou-o como sendo o
alcaléide ciclopeptideo amaiouina anteriormente isolado das folhas de A. guianensis

(OLIVEIRA, 2009).



4.1.4 Diterpeno
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Figura 9. Estrutura do composto 4

O composto 4 foi isolado como cristais incolores soldveis em mistura de
cloroférmio/metanol com PF 188-193 °C, apresentando colorag¢do roxa quando revelado em
anisaldeido.

O espectro de 4 no IV apresentou banda de absorcdo intensa na regido de 3354 cm’
! tipica do estiramento da ligacdo O-H, além de uma banda em 1672 cm caracteristica do
estiramento da ligagao C=0, sugerindo a existéncia de um grupo -COOH na molécula.

A andlise dos espectros de HSQC e HMBC (CDCl3/MeOD, 500 MHz) evidenciaram a
presenca de 18 carbonos, sendo um carbonilico (8 179,8), dois olefinicos (6 134,8 ¢ 143,5),
trés metinicos (& 44,5; 54,0 e 56,5), trés metilicos (& 14,7; 21,7 e 32,6), um carbono
quaterndrio do tipo sp3 (8 34,1), além de oito carbonos metilénicos (4 18,4; 19,2; 20,1; 23,0;
38,8; 39,5; 42,3 e 42,5), sugerindo a presenca de um esqueleto terpé€nico para o composto 8. A
andlise do espectro de 'H RMN (CDCl3/MeOD, 500 MHz) indicou a presenca de um
hidrogénio olefinico em & 5,04 (dq, J= 1,3 ¢ 1,6 Hz, H-15), trés hidrogénios metinicos em o
1,00 (dd, J= 2,3 e 12,2 Hz, H-5), 1,32 (d, J= 8,5 Hz, H-9) e 2,23 (m, H-13), nove hidrogénios
de metilas em & 1,69 (d; J= 1,6 Hz, H-17), 0,90 (s, H-18) ¢ 0,82 (s, H-19), além de dezesseis
hidrogénios metilénicos entre & 1,36-2,64. Pelo espectro de HSQC observou-se correlacdo dos
hidrogénios citados acima com carbonos em 6 134,8; 56,6; 54,0; 44,5; 14,7; 32,6; 21,7; 18,4
19,2; 20,1; 23,0; 38,8; 39,5; 42,3 e 42,5, respectivamente. Através da andlise do espectro de
HMBC verificou-se correlagdo entre os hidrogénios metinicos H-5 e H-9 com o sinal
referente ao carbono carbonilico em & 179,8, indicando que o grupo carbonilico estd
localizado na posi¢cdo C-20. Ainda pelo espectro de HMBC verificou-se a correlacio existente
entre os hidrogénios metilicos em & 1,69 com o carbono olefinico quaterndrio em & 143,5,

confirmando que esta metila esta ligada a posi¢do C-15.



Os cristais obtidos do composto 8 permitiram a obtencdo de dados de Raios-X. Os
dados cristalograficos obtidos, juntamente com os dados de RMN (uni e bidimensionais)
apresentados, permitiram a identificag¢do estrutural e a confirmagdo da estereoquimica relativa
do composto 8§ como sendo um diterpeno do tipo caurano cuja estrutura ainda nédo foi descrita
na literatura.

O diagrama ORTEP da estrutura cristalina deste composto estd representado na

figura 10.

Figura 10: Ortep do monocristal do composto 4.

5 CONCLUSAO

A continuagdo do estudo fitoquimico de Amaioua guianensis (raizes e frutos)
resultou até o momento no isolamento de dois iridéides ja descritos anteriormente,
gardenosideo e plumericina, do alcaldide ciclopeptideo Amaiouina ja foi isolado das folhas da

mesma, e de um diterpeno do tipo caurano inédito na literatura.
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