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1 INTRODUGAO

As plantas medicinais sao exploradas pelo homem ha mais de 5 mil anos na
forma de extratos, elixires, emplastos, chas, banhos, e garrafadas entre outras
formulagdes farmacéuticas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal da
humanidade. As antigas civilizacoes usavam extratos de plantas como fontes de
farmacos naturais, para tratamento, cura e prevencao de diversos males de diversas
etiologias causadas ao homem, sem qualquer conhecimento da composicao quimica
destes extratos (SANTOS et al., 2012a) e também, sem nenhuma evidéncia cientifica
de sua eficacia. Ainda hoje, populacdes tradicionais (indios, caboclos, populacao
rural, ribeirinhos e quilombolas) utilizam as plantas medicinais para este fim,
baseadas apenas na experimentacdo empirica, envolvendo a miscigenacao de
conhecimentos europeus, indigenas e africanos (DE LA CRUZ, 2008), sendo pouco
esclarecido o mecanismo de acao nos sistemas biolégicos, visto a caréncia de
estudos nessa area (BASTOS et al., 2012).

No Brasil, cerca de 80% da populacao brasileira utiliza produtos a base de
plantas medicinais nos seus cuidados com a salde, a maioria tendo como base 0
conhecimento da medicina tradicional indigena, quilombola e comunidades
tradicionais e/ou através de transmissao oral entre geracoes, ou até mesmo
recebem orientacdes de uso nos sistemas oficiais de saude, como pratica de cunho
cientifico orientada pelos principios e diretrizes do Sistema Unico de Satde (SUS). E
valido ressaltar que esta pratica incentiva o desenvolvimento comunitario, a
solidariedade e a participacao social (RODRIGUES; DE SIMONI, 2010).

Neste contexto, muitas pesquisas, em todo o Brasil, estdo voltadas para a
busca de metabdlitos secundarios de plantas com propriedades biolégicas e/ou
validacao cientifica do uso de plantas medicinais utilizadas pela populacao
brasileira.

Um género de plantas promissor que vem sendo estudado desde 2010 no
Laboratoério Central de Extracao (Programa de P6s-Graduacao em Quimica- UFPA),
como possivel fornecedor de moléculas bioativas, € o Vatairea, o qual faz parte da
familia Fabaceae. Dentre as espécies deste género, Vatairea guianensis Aubl. foi
selecionada para o presente estudo com base em investigacoes etnofarmacologicas
sobre uso terapéutico por por comunidades ribeirinhas da Amazdnia relatada na
literatura (LIMA, 1982; SANTOS et al., 2012b).

Os drgaos vegetais desta espécie sao popularmente usados, sob a forma de
tintura alcodlica, para o tratamento de diversos tipos de problemas dermatologicos
como sarna, dermatofitoses humanas, Tinea corporea (impingem), Pitiriase
versicolor (pano branco), coceira e lesoes na pele (PIEDADE; WOLTER FILHO, 1988;
SANTOS et al., 2012b). Entretanto, estas observacdes farmacolégicas, necessitam
de investigacoes cientificas, juntamente com caracterizacao quimica desta espécie,
para que se possa justificar ou ndo o uso popular da planta.




2 OBJETIVO
2.1 Geral

Investigar a composigcao quimica e as atividades biologicas dos extratos
obtidos de Vatairea guianensis, visando dar fundamentacao cientifica ao uso popular
desta espécie.

2.2 Especificos

— Isolar e purificar os constituintes quimicos dos extratos etandlicos das
folhas e do alburno V. guianensis;

— Identificar as estruturas quimicas utilizando-se métodos espectrométricos
(RMN e EM);

— Avaliar as atividades antifungica e antioxidante dos extratos brutos,
fracoes e substancias isoladas das folhas e do alburno V. guianensis;

— Contribuir com informacdes quimicas do género Vatairea.




3 REVISAQ DA LITERATURA
3.1 Plantas medicinais

O reino vegetal se mostra responsavel pela maior parcela dos metabdlitos
secundarios conhecidos e divulgados na literatura e desde os primérdios das
civilizacoes, tem contribuido significativamente para o fornecimento de substancias
Uteis, para o tratamento das enfermidades que acometem o0s seres humanos
(MONTANARI; BOLZANI, 2001; PHILLIPSON; ANDERSON, 1989). Esses fatos explicam
o interesse crescente das indlstrias farmacéuticas, por matéria prima de origem
natural, estimulando a pesquisa de plantas medicinais e com o aprimoramento de
métodos espectrométricos de Ressonancia magnética nuclear e Espectrometria de
Massa, a quimica organica deu um grande passo para a elucidacao estrutural de
substancias obtidas de extratos de plantas (SANTOS et al., 2012a), aliado com o
estudo de suas propriedades farmacolégicas com fins de tratamento, cura e
prevencao. Como exemplo tem-se o uso da substancia quinina (1) (Fig. 1) ao invés
de utilizar o extrato de Quina. A preferéncia pelo uso de composto puro que possibilita
uma composicao constante das formulacées e maior eficacia e seguranca,
impulsionou a busca por substancias naturais extraidas de plantas e a sintese de
substancias a partir de principios ativos como o caso do acido acetilsalicilico,
baseada na salicina obtida da espécie Salix alba L. (DE LA CRUZ, 2008).

Estima-se que cerca de 40% de todos os medicamentos modernos, hoje
disponiveis no mercado farmacéutico, tiveram origem direta ou indiretamente, em
fontes naturais. Em alguns casos, como de certas classes de produtos
farmacéuticos, tais como medicamentos antitumorais, este percentual chega a
60% e 78% das drogas antibacterianas disponiveis no mercado, as quais sao
derivadas de produtos naturais (DE LA CRUZ, 2008). Como exemplos ha as
substancias vimblastina (2) e vincristina (3) (Fig. 1), isoladas da planta conhecida
como Vinca (Catharanthus roseus) que, atualmente, sdo de grande utilidade no
tratamento de linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e testiculos
e leucemia linfoblastica aguda infantil (BRANDAO et al., 2010).
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Figura 1 - Estruturas moleculares de substancias isolados de espécies vegetais.
OH

Fonte: Autor (2014).

Na Tabela 1 esta descrita uma relacao de principio ativo, isolado a partir de
extratos vegetais utilizados pela humanidade para curar suas enfermidades. Tais
descobertas se deram através da combinacao de informacdes adquiridas junto a
comunidade que fazem uso de plantas medicinais com estudos fitoquimicos,
farmacolégicos e agrondmicos realizados em laboratérios especializados
(BRASILEIRO et al., 2008).

Tabela 1 - Fitofarmacos desenvolvidos através de abordagem etnofarmacolégica.

Fitofarmaco Uso medicinal Vegetal
Ajmalina Arritmia cardiaca Rauvolfia spp.
Aspirina Analgésico, antiinflamatério  Filipendula ulmaria
Atropina Oftalmolégico Atropa belledonna
Benzoina Desinfectante oral Styrax tonkinensis
Cafeina Estimulante Camellia sinensis
Canfora Dor reumatica Cinnamomum camphora
Cascara Purgativo Rhamnus purshiana
Cocaina Anestésico oftalmolégico Erytroxylum coca
Codeina Analgésico, antitussigeno Papaver somniferum
Colchicina Gota Colchicum autumnale
Demecolcina Leucemia Colchicum autumnale
Deserpidina Hipertensao Rauvolfia canescens
Dicoumarol Trombose Melitotus officinalis
Digitoxina Fibrilagao atrial Digitalis purpurea
Digoxina Fibrilagao atrial Digitalis purpurea
Efedrina Broncodilatador Ephedra sinica
Emetina Disenteria Cephaelis ipecacuanha
Escopolamina Anticolinérgico Datura stramonium
Estigmasterol Precursor esteroidal Physostigma venenosum
Estrofantina Insuficiéncia cardiaca Strophanthus gratus
Eugenol Dor de dentes Syzygium aromaticum
Fisostigmina Glaucoma Physostigma venenosum
Forskolina Ativa os sistemas geradores  Coleus forskohlii

de AMP ciclico
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Galotaninas
Ginkgolido A

Hiosciamina
Ipecac
Ipratropium
Morfina
Noscarpina
Papaina
Papaverina
Picrotoxina
Pilocarpina
Podofilotoxina
Proscilaridina
Protoveratrina
Psedoefedrina
Psoralen
Quinidina
Quinina
Rescinamina
Reserpina

Hemorroidas
Doencas vasculares
periféricas
Anticolinérgico
Emético
Broncodilatador
Analgésico
Antitussigeno
Atenuar muco
Antiespasmodico
Antidoto contra barbitlricos
Glaucoma
Condiloma
Malfunsao cardiaca
Hipertensao

Rinite

Vitiligo

Arritmia cardiaca
Antimalarico
Hipertensao
Hipertensao

Hamamelis virginiana
Ginkg biloba

Hyoscyamus niger
Cephalis ipecacuanha
Hyoscyamus niger
Papaver somniferum
Papaver somniferum
Carica papaya
Papaver somniferum
Anamirta cocculus
Pilocarpus jaborandi
Podophyllum peltatum
Drimia maritima
Varatrum album
Efhedra sinica
Psoralea corylifolia
Cinchona pubescens
Cinchona pubescens
Rauvolfia serpentina
Rauvolfia serpentina

Fonte: Sarti (2008).

Estes dados mostram que os membros do reino Plantae representam uma
fonte muito importante de substancias bioativas que podem ser usadas no
desenvolvimento de novos medicamentos, por isso que, uma boa parte da populacao
mundial faz uso de plantas medicinais para tratar infeccoes e uma variedade de
doencas, devido a sua abundéancia na natureza e facilidade de obtencao (AHMAD et
al., 1998), aliado ao fato das dificuldades de acesso aos servicos de saude pela
populacdo economicamente desfavorecida e/ou inacessibilidade geografica aos
postos de assisténcia a salde publica.

Segundo a OMS, cerca de 70-95% da populacao de reduzido poder aquisitivo
dos paises em desenvolvimento, especialmente da Asia, Africa, América Latina e do
Oriente Médio, que nao tem acesso a medicina moderna, utiliza medicamentos
tradicionais ou preparacdes a base de plantas medicinais para atender as suas
necessidades de cuidados primarios de salde através dos saberes cientificos e nao
cientificos. O uso desses medicamentos tradicionais pela populacao se da por meio
de prescricao médica, automedicacao ou como remédios caseiros, dentre outras
formas (ROBINSON; ZHANG, 2011). Ainda segundo a OMS, as praticas da medicina
tradicional expandiram-se globalmente na U(ltima década do século passado e
ganharam popularidade.
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3.2 Consideracoes sobre o género Vatairea e a espécie Vatairea guianensis

Vatairea € um género neotropical, e distribuido no Brasil nos dominios
fitogeograficos Amazonico, Cerrado e Mata Atlantica. Na regiao Norte esta presente
em todos os Estados. O género inclui apenas sete espécies arboreas: V.
Erythrocarpa, V. fusca, V. guianensis, V. Heteroptera, V. Macrocarpa, V. Paraensis e
V. Sericea (CARDOSO, 2013).

Dentre as espécies citadas destaca-se a V. guianensis, uma planta medicinal
nativa da Amazodnia Oriental, com ampla distribuicao nos estados do Amazonas, Para
e Amapa (FORZZA; LEITMAN, 2010; CARDOSO, 2013), e nestas regioes € conhecida
popularmente como “fava de impingem”, “faveira amarela” e “faveira grande do
igap6” (CORREA, 1982).

A espécie V. guianensis (Fig. 2) € uma arvore mediana, raramente de grande
porte, possuindo de 8 a 25 metros de altura. E encontrada em areas de florestas
sazonalmente inundaveis de igap0, varzea e floresta de restinga baixa, também
encontrada com menor frequéncia na interface da varzea com a terra firme e na terra
firme. E uma espécie de facil propagacao, tanto por semente como por estacas, a
semente alcanca um poder germinativo de até 71% num lapso de 18 a 25 dias
(CORREA, 1982; LIMA, 1982).

Figura 2 - Foto da espécie Vatairea guianensis Aubl.

Font: Autor (014).
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Existem poucos relatos cientificos sobre o potencial biolégico de V.
guianesnis. O extrato hidroalcodlico dos frutos interferiu de maneira positiva sobre o
processo de cicatrizacao de feridas cutaneas abertas em ratos, diminuindo a
intensidade da reacao inflamatéria e estimulando a sintese de colageno, tendo
apresentado ainda baixa toxicidade aguda por via oral em camundongos (SILVA et
al., 2011a) e, também, os frutos apresentaram acao antiparasitaria in vitro sobre
Leishmania amazonenses (OTOBELLI et al., 2009). Além, de apresentarem atividade
antibacteriana sobre cepas Gram-positivas (Staphylococcus aureus e Enterococcus
faecalis) e Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa e Salmonella sp.) (SILVA et al.,
2011b). O extrato aquoso também se apresentou ativo contra cepas de
Staphylococcus aureus (OLIVEIRA et al., 2013). Estes sao os Unicos estudos sobre
atividades biol6gicas da espécie V. guianensis.

Através de pesquisas bibliograficas verificou-se que existem poucos relatos
de investigacoes fitoquimicas sobre o género Vatairea quando comparado com
outros da familia Fabaceae.

Estudos quimicos do género Vatairea revelaram a presenca de metabdlitos
secundarios pertencentes a classe das antraquinonas, antronas, triterpenos,
esteroides e flavonoides (Fig. 3). Para as espécies V. Sericea e V. fusca nao ha relatos
que estudo fitoquimico, no entanto, para as espécies V. Macrocarpa e V. paraensis
ha relato do isolamento da antraquinona crisofanol (4) registrado por Formiga et al.
(1975). O pesquisador Santana (2013) descreve a ocorréncia de dianellidina (5) e
do pterocarpano vatacarpina (6) para V. Macrocarpa. Para a espécie V. Heteroptera,
foi registrado o isolamento de crisofanol (4), emodina (7), acidos graxos saturados
com Cos e Cop, sitosterol (8), estigmasterol (9), (2S)-7-hidroxiflavanona (10) e
formononetina (11) (FORMIGA et al., 1975).

Para a espécie V. guianensis, ha relatos do isolamento das substancias
crisofanol (4), fisciona (12), emodina (7), acido 9-antronacrisofanico (13), 9-
antronafisciona (14),10-antronafisciona (15), acido oleandlico (16) e a lactona do
acido diidromacaerinico (SIMATUPANG et al., 1967; PIEDADE; WOLTER FILHO, 1988).
Esses relatos de investigacoes fitoquimicas envolveram cerne, frutos e casca do
caule desta espécie.

Em face das propriedades antifingicas, indicada através de estudos
etnofarmacolégicos, aliados a diversidade de atividades biol6gicas apresentadas
pelas classes de metabolitos secundarios ja registrados para o género Vatairea,
apontam para o grande potencial quimico-biologico da espécie V. guianensis,
principalmente voltada para o combate a micro-organismos causadores de doencas
da pele, considerando que o tratamento das dermatofitoses humanas nao é sempre
efetivo, pois os farmacos antifungicos disponiveis produzem recorréncia ou causam
resisténcia, o que evidéncia a limitada eficacia destes compostos, além de
apresentarem alta toxicidade (MEIS; VERWEIJ, 2001; WOODFOLK, 2005). Por esta
razao, ha uma busca continua de novos farmacos antifingicos mais efetivos, e
sobretudo, mais seguros que os existentes. Além das infeccdes em humanos, os
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animais também podem ser atacados esporadicamente por fungos dermatoéfitos
muito dificeis de serem tratados (FENNER et al., 2006).

Figura 3 - Estruturas das substancias isoladas do género Vatairea.

OH O OH
CHs Sit Oh oI
© 5
4
OH (e} OH
7 O
Ho o 822,23 dihidro 9 4?73 5 10
OH O OH OH OH
1 O
OMe
H;CO iy o,
OH o)
I i o 2 o 13
OH OH
H;CO CHy
14
H;CO
o
15

Fonte: Autor (2014).

3.3 Infec¢bes Flingicas e Agentes Antiflingicos

Muitos fungos apresentam potencial patogénico para os humanos. De acordo
com os tecidos e orgaos afetados, as micoses sao classificadas em micoses
superficiais e cutaneas, micoses subcutaneas, micoses sistémicas e oportunistas
(MORAES; PAES; HOLANDA, 2014). As micoses superficiais sao infeccoes causadas
por fungos que atingem pele, pelos, unhas e mucosas. As micoses cutaneas se
caracterizam por serem causadas por fungos que invadem toda a espessura da capa
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cornea da pele ou a parte queratinizada intrafolicular dos pelos (MORAES; PAES;
HOLANDA, 2014).

A candidiase, também denominada candidose, € infeccao causada por fungos
do género Candida, e esta comprovado que as espécies de Candida constituem o
grupo mais importante de patégenos flingicos oportunistas. Candida spp. E a quarta
causa mais comum de infeccOes sanguineas, além de causar uma variedade de
infeccoes que variam de micose superficial a micoses profundas (DHANASEKARAN
etal., 2014).

Embora mais de 100 espécies de Candida ja tenham sido descritas, apenas
algumas tém sido implicadas com infeccoes clinicas. Candida albicans é a espécie
isolada com mais frequéncia de material clinico e responde, em geral, por 90 a 100%
de isolados mucosos e 50 a 70% dos isolados de infeccoes sanguineas. Outras
espécies tém sido também identificadas como patégenos humanos: C. kefyr, C.
parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C.
guilliermondii e C. rugosa. Candida spp. Pode provocar infeccao cutanea localizada
em areas nas quais a superficie da pele é ocluida e iamida (p. ex., regiao inguinal,
axilas, membranas dos dedos dos pés e dobras da mama). Essas infeccoes se
apresentam como um exantema, com prurido e lesdes vesiculopustulares
eritematosas (GOMPERTZ et al., 2008; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2009).

As micoses sistémicas sao originadas principalmente pela inalacao de
propagulos fungicos levados do solo pelos ventos, este tipo de infeccao flngica pode
envolver érgaos internos ou acometer todo organismo do hospedeiro, produzindo
variado quadro anatomopatologico (GOMPERTZ et al., 2008).

As micoses subcutaneas englobam um grupo de doencas causadas por um
grupo diversificado de fungos e que atingem preferencialmente a derme e o tecido
celular subcutaneo, produzindo reacao inflamatéria granulomatosa. Fazem parte
deste grupo esporotricose, paracoccidioidomicose, feo e hialohifomicoses,
histoplasmose, coccidiomicose, blastomicose norte-americana, criptococose,
rinosporidiose, micetomas e zigomicoses, além da doenca de Jorge Lobo
(lobomicose), encontrada quase exclusivamente na Regiao Amazdnica e da
cromoblastomicose, com distribuicao mundial, mas com alta prevaléncia no Estado
do Para (SALGADO, 2007).

Dentre os fungos causadores deste tipo de micose, destaca-se o fungo
dematiaceo Fonsecaea pedrosoi, o principal agente etiol6gico da cromoblastomicose
ou doenca de Lane-Medlar-Pedroso, caracterizada pela presenca de lesdes
verrucosas, normalmente confinadas a pele e aos tecidos subcutaneos (SALGADO,
2007, HAMZA et al., 2003). Predominante em areas tropicais e subtropicais, esta
doenca é normalmente descrita nos bracos e pernas e a maioria dos pacientes tém
uma histéria de trauma causado por madeira ou vegetacao, e mais de 80% sao
trabalhadores rurais (TORRES-GUERRERO et al., 2012) que estao constantemente
em contato com o solo. Mais de 80% dos casos brasileiros tém lesdes localizadas
nos membros inferiores, enquanto que no Japao a maioria dos casos possui lesdes
no térax e membros superiores (SALGADO, 2007).
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Cromoblastomicose (CBM) é extremamente dificil de tratar, inclui uma
combinacao de drogas antifungicas e excisao cirurgica, no entanto, o diagnostico
incorreto, recaidas e interrupcao terapéutica sao frequentes, causando um elevado
percentual de morbidade (BONIFAZ; PAREDES-SOLIS; SAUL, 2004). Diante do
exposto, ainda € a CBM a patologia fungica mais relevante dentro do quadro das
doencas infecciosas que compoem o vasto quadro nosolégico da populacao rural
brasileira, devido a sua capacidade de morbidade (RIBEIRO et al., 2006). A terapia
medicamentosa por pelo menos seis meses pode resultar em uma resposta clinica
favoravel, mas as recaidas durantes ou apds terapia sao comuns. Em lesoes
precoces ou pequenas, quando possivel, devem ser tratadas por exérese cirlrgica
(RIBEIRO et al., 2006).

No tratamento das micoses com drogas antifungicas, devem ser
cuidadosamente considerados os seguintes aspectos: tipo de micose e seu agente
etiolégico, estado geral do paciente e os antifiUngicos que sao relativamente
limitados. No referente aos antifiingicos, deve-se conhecer o seu mecanismo de
acao, o espectro, as vias de administracao e os efeitos colaterais (GOMPERTZ et al.,
2008).

As drogas antifungicas podem ser divididas em trés categorias: aquelas que
alteram a membrana celular, as que atuam intracelularmente, interrompendo
processos celulares vitais, como a sintese de RNA, DNA ou proteinas e as novas
drogas que agem na parede celular, as equinocandinas, que sao derivados
semissintéticos da pneumocandinas Bo, um lipopeptideo. Convém salientar a nova
droga caspofungina que age na parede celular. As mais utilizadas sao os derivados
poliénicos, imidazélicos, pirimidinicos, sulfamidicos, benzofuranicos e outros
compostos como iodetos, tiossulfatos, sulfetos e tolnaftatos, com graus variavel de
sucesso (GOMPERTZ et al., 2008).

Os principais antifingicos utilizados no combate de fungos causadores de
micoses estao resumidos na Quadro 1.

Quadro 1 - Principais antifingicos utilizados no tratamento das micoses.

Micoses Antifingicos

Pitiriase versicolor Hipossulfito de sédio, sulfeto de selénio, cetoconazol,
tolciclato, tolnaftato e itraconazol

Piedras Solugao de bicloreto de mercurio, mercario amoniacal e alcool
sublimado

Tinha negra Solucgao de enxofre, acido salicilico e tintura de iodo

Dermatofitoses Griseofulvina, tolciclato, tolnaftato, clotrimazol, miconazol,
cetoconazol, tiabendazol, itraconazol e terbinafina

Esporotricose lodeto de potasiio, anfotericina B e itraconazol

Cromoblastomicose Anfotericina B, 5-fluorocitosina e itraconazol

Maduromicose Sulfonamidas e Anfotericina B

Paracoccidioidomicose | Sulfametoxazol-trimetroprina, anfotericina B, cetoconazol,
miconazol e itraconazol
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Histoplasmose Sulfomidas, anfotericina B e cetoconazol

Criptococose Anfotericina B, 5-fluorocitosina, fluconazol e voriconazol

Candidiase Nistatina, violeta de genciana, miconazol, anfotericina B,
cetoconazol, 5-fluorocitosina, fluconazol, itraconazol,
voriconazol e caspofungina

Zigomicose Anfotericina B

Doenca de Jorge Lobo Auséncia de antifingicos eficazes

Ceratomicose Natamicina, anfotericina B, nistatina e piramacina

Otomicose Sulfanilamida e acetato de metacresil

Aspergilose Anfotericina B e itraconazol

Fonte: Trabulsi; Alterthum (2008).

Tanto a frequéncia de infecgdes flngicas invasivas como a resisténcia a
terapéutica antiflingica continua a aumentar, apesar da introducao de novos testes
de susceptibilidade de agentes antifungicos (PFALLER; DIEKEMA, 2010). Podemos
definir resisténcia antifungica quando o agente etioloégico é inibido por uma
concentracao antimicrobiana que € mais elevada do que poderia ser alcancado de
forma segura com a dosagem normal (PFALLER, 2012).

Resisténcia aos agentes antiflingicos tem implicacoes importantes na
morbidade e mortalidade associadas com micoses. As consequéncias clinicas desta
resisténcia podem ser observadas na insuficiéncia do tratamento e mudancas na
prevaléncia de espécies flngicas. Os fungos sao organismos que apresentam grande
plasticidade no que diz respeito as mudangas ambientais e mecanismos de
resisténcia aos principais grupos de agentes antiflngicos (PONTON; QUINDOS,
2006).

Dentre as cinco espécies de Candida spp mais comuns, C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis permanecem suscetiveis aos agentes antifingicos
poliénicos (p. ex. nistatina, anfotericina B), a azélicos (p. ex. cetoconazol, itraconazol,
fluconazol) e derivados azélicos recentes como voriconazol e posaconazol, além da
classe equinocandinas, no entanto, C. glabrata e C. krusei sao resistente ao
fluconazol, a literatura também relata a resisténcia de C. krusei para anfotericina B.
Novos triazois, tais como voriconazol e posaconazol, e as equinocandinas sao ativos
contra estas duas espécies (SHAO; HUANG; HSUEH, 2007; KATHIRAVAN et al., 2012).
No entanto, ha relatos, de uma reduzida sensibilidade ou resisténcia de C. albicans,
C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C. dubliniensis a equinocandinas (PFALLER,
2012).

3.4 Teste de Sensibilidade as Substancias Antiflingicas
Varios testes sao empregados no estudo da sensibilidade/resisténcia aos

antifangicos e diferentes critérios de intepretacao sao utilizados. O documento M38-
A2 (CLSI, 2008) do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) (www.clsi.org)
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aprovado como método de referéncia, tém sido empregado como importante
instrumento de trabalho para os laboratérios e especificam a preparacao, tamanho
do inoculo, os meios de cultivo, o tempo e a temperatura de incubacao, a formulacao
do meio e os critérios para a determinacao da concentracao inibitéria minima (CLSI,
2008). Atualmente, a técnica de escolha é a da microdiluicdo por sua maior
facilidade na preparacao dos testes.

Os agentes mais frequentemente usados para solubilizar as substancias
antifingicas sao: dimetilsulféxido de qualidade analitica (DMSO), alcool etilico,
polietilenoglicol e carboxi-metil-celulose. Quando esses solventes sao utilizados,
recomenda-se preparar uma série de diluicoes da solucao padrao do antifiingico, a
100 vezes a concentracao final, no mesmo solvente. Esse procedimento impede os
artefatos de diluicao resultantes da precipitacao de produtos de baixa solubilidade
no meio aquoso, além de permitir reduzir a concentracao final do solvente para 1%
(CLSI, 2008).

Neste teste de sensibilidade das substancias antiflingicas, é utilizado meio
de cultivo sintético RPMI-1640, este é considerado satisfatorio para ensaios com
fungos, sendo utilizado para padronizacao desta norma. Os meios de cultivo devem
ser tamponados até um pH de 7,0 £ 0,1 em temperatura de 25° C. A férmula desse
meio é apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 - Composi¢cao do Meio RPMI-1640

Constituinte | g/L de agua | Constituinte | g/L de agua
L-arginina (base livre) 0,200 Biotina 0,0002
L-aspargina (anidra) 0,050 D-pantoténico 0,00025
acido L-aspartico 0,020 Cloreto de colina 0,003
L-cistina ¢ 2HCI 0,0652 Acido félico 0,001
acido L-glutamico 0,020 Mio-inositol 0,035
L-glutamina 0,300 Niacinamida 0,001
Glicina 0,010 PABA 0,001
L-histidina (base livre) 0,015 Piridoxina HCI 0,001
L-hidroxiprolina 0,020 Riboflavina 0,0002
L-isoleucina 0,050 Tiamina HCI 0,001
L-leucina 0,050 Vitamina B12 0,000005
L-lisina ¢ HCI 0,040 Nitrato de calcio « H20 0,100
L-metionina 0,015 Cloreto de potassio 0,400
L-fenilalanina 0,015 Sulfato de magnésio (anidro) 0,04884
L-prolina 0,020 Cloreto de sédio 6,000
L-serina 0,030 Fosfato de sédio, dibasico 0,800
(anidro)
L-treonina 0,020 D-glicose 2,000
L-triptofano 0,005 Glutationa, reduzida 0,001
L-tirosina * 2Na 0,02883 Vermelho de fenol, Na 0,0053
L-valina 0,020

Fonte: CLSI (2008).

19



A Tabela 3 apresenta as faixas de precisao de concentracao inibitéria minima
(CIM) para um anico teste de controle. Em geral, um dentre 20 valores de CIM, numa
série de 20 testes consecutivos, pode estar fora do controle (ex., fora da faixa
definida) devido a variacoes aleatdrias do teste. Dois resultados fora do controle
consecutivos, ou mais de 2 resultados fora-do-controle em 20 testes de controle
consecutivos exigem medidas corretivas. Toda vez que se tomar medidas corretivas,
a contagem de 20 testes consecutivos recomeca (CLSI, 2008b).

Tabela 3 - Limites de CIM recomendados para duas cepas de referéncia e controle de qualidade para
testes de diluicado em caldo

Organismo Agente Antifingico Faixa de CIM* Tempo de

(ug/mL) incubacao (horas)

Aspergillus terreus Anfotericina B 1-4 48

ATCC® MYA-3633 Itraconazol 0,06-0,5 48

Voriconazol 0,015-0,12 48

Posaconazol 0.03-0.25 48

Anidulafungina <0,015 24

Candida parapsilosis Anfotericina B 0,5-4,0 48

ATCC® 22019 5FC 0,12-0,5 48

Fluconazol 1,0-4,0 48

Itraconazol 0,12-0,5 48

Cetoconazol 0,06-0,5 48

Voriconazol 0,03-0,25 48

Ravuconazol 0,03-0,25 48

Posaconazol 0,06-0,25 48

Anidulafungina 0,5-2,0 48

Caspofungina 0,5-4,0 48

Micafungina 0,5-4,0 48

Candida krusei Anfotericina B 1,0-4,0 48

ATCC® 6258 5FC 8,0-32 48

Fluconazol 16-128 48

Itraconazol 0,25-1,0 48

Cetoconazol 0,25-1,0 48

Voriconazol 0,12-1,0 48

Ravuconazol 0,25-1,0 48

Posaconazol 0,12-1,0 48

Anidulafungina 0,03-0,12 48

Caspofungina 0,25-1,0 48

Micafungina 0,12-0,5 48

Fonte: CLSI (2008).
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3.5Atividade Antifingica de Plantas

Atualmente as drogas antifiingicas disponiveis ndo atendem a crescente
demanda de infeccoes fungicas complexas associadas a resisténcia dessas drogas.
O desenvolvimento de novas drogas antifUngicas tem sido constantemente
requerido na terapia clinica (TANG et al., 2010). Uma alternativa € buscar agentes
antifungicos de origem vegetal, e os levantamentos etnobotanicos de plantas
medicinais e o estudo fitoquimico direcionados para o combate a infeccoes
antifingicas sao essenciais na descoberta de novos compostos candidatos para o
desenvolvimento de novas drogas capazes de combater essas enfermidades.

Com base em observacoes de praticas terapéuticas tradicionais de
populacoes ribeirinhas do Amazonas, Santos et al. (2012b) registrou as seguintes
espécies de plantas usadas no combate de doencas da pele causados por fungos:
Xanthosoma sp (Mao-aberta), Bixa orellana L (Urucum), Calophyllum brasiliense
Cambess (Jacareuba), Vismia guianensis (Aubl.) Pers (Lacre), Cassia leiandra Benth
(Inga-mari), Vatairea guianensis Aubl. (Faveira/ fava), Chelonanthus grandiflorus
(Aubl.) Chodat& Hassl (Tabaco-de-lagarto), Lophanthera longifolia (Kunth) Griseb.
(Cuiarana), Carapa guianensis Aubl. (Andiroba), Portulaca pilosa L. (Amor-crescido),
Scoparia dulcis L. (Vassourinha), Capsicum chinense Jacq. (Pimenta-malaguetona).
No entanto, a maioria destas espécies ainda requer estudos cientificos para
comprovar seu uso popular, assim como sua toxicidade.

A investigacao dos recursos naturais visando obter produtos ativos contra
Candida spp. Aumentou significativamente nos ultimos 10 anos, com o estudo de
aproximadamente 258 espécies de plantas, de 94 familias. Muitas plantas de
biomas brasileiros, como o Cerrado, Mata Atlantica, Floresta Amazodnica, tém sido
utilizados como medicamentos naturais por comunidades locais no tratamento de
doencas tropicais, incluindo infeccoes fungicas e bacterianas (ALVES et al., 2000,
DUARTE et al., 2005).

O estudo de vegetais permite detectar extratos, fracoes ou substancias com
atividade antifingica. Quando se trata de extratos vegetais, uma grande variedade
de métodos é aplicada para detectar acao fungicida in vitro (ensaios bioautograficos,
de difusao e de diluicao) (RIOS; RECIO; VILAR, 1998, VANDEN BERGHE; VLIETINCK,
1991). Levando-se em consideracao o grande namero de trabalhos de avaliacao de
atividade antifingica em extratos e/ou substancias isoladas que sao publicados,
observa-se que o0 método de disco difusao em agar, descrito originalmente por Bauer
et al. (1966), é o mais utilizado como método de triagem, a fim de verificar quais
amostras apresentam atividade, baseados na presenca ou auséncia de um halo de
inibicao, levando em consideracao o tamanho do halo. Em seguida, os resultados
devem estar correlacionados as concentracdes inibitérias minimas (CIMs), as quais
devem ser verificadas por métodos padronizados recomendados pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute.

Na Tabela 4 estao descritos alguns resultados de concentragao inibitoria
minima de extratos de espécies botanicas estudadas recentemente quanto ao seu
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potencial antifungico. E na Tabela 5 estao relatos os resultados de CIM para algumas
substancias (Fig. 4) obtidas de plantas e avaliadas quanto ao seu potencial

antifungico.

Tabela 4 - Atividade antifiingica de extratos de plantas frente a espécies de fungos patdogenos a

humanos.
Atividade antifiingica (CIM pg.mL?1)
Espécies vegetais C. albicans C. parapsolis  C. tropicalis Fonsecaea
pedrosoi
Ziziphus joazeiroa 25 - - 400
Caesalpinia pyramidalisa 12,5 - - 200
Campomanesia eugenioides® 0,24 15,6 7,8 -
Luehea paniculata® 0,98 62,5 500 -
Schinus terebinthifoliust 0,49 3,9 15,6 -
Zanthoxylum rhoifolium® 31,25 > 1000 >1000 -

Legenda: 2Cruz et al. (2007); ®°Moura-Costa et al. (2012).
Fonte: Autor (2014).

Tabela 5 - Atividade antiflingica (CIM pug.mL?) de substancias isoladas de plantas frente a espécies

de fungos patégenos a humanos.

Substancias

Fungos 172 182 19a 202 21b 22b 23p 24b
Candida albicans 50 50 50 50 250 16 63 32
Cryptococcus neoformans 50 50 50 180 32 63 32
Trichophyton mentagrophytes 25 25 50 25
Aspergillus fumigatus 50 93,5 24 24 32
Candida guilliermondi 914 156 15,6 11,7
Candida spicata 250 47 63 63

Legenda: @Valores descritos por Agarwal et al. (2000); ®Valores descritos por Shai et al. (2008). 17:

Reina, 18: Fisiona, 19: Aloe-emodina Reina; 20: Crisofanol, 21: Lupeol, 22: Acido betulinico, 23: Acido

ursélico e 24: Acido hidroxiursélico.
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Figura 4 - Substancias com atividades antifingicas descritas na literatura.
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Fonte: Autor (2014).

3.6 Atividade Antioxidante

Os radicais livres e espécies reativas de oxigénio tém um papel importante
nas reacoes bioquimicas e fisiolégicas do corpo humano. No entanto, quando em
excesso, podem gerar estresse oxidativo e se nao existirem antioxidantes disponiveis
in vivo podem ocorrer doencas e danos profundos em tecidos (DROGE, 2002,
MOLYNEUX, 2004; HUANG et al.,, 2005). Estudos anteriores indicaram um papel
fundamental para os radicais livres como principais contribuintes para o
envelhecimento e as doencas degenerativas do envelhecimento, como o declinio do
sistema imunoldgico, cancer, catarata, disfuncao cerebral e doenca cardiovascular
(YOUNG; WOODSIDE, 2001).
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Antioxidantes sao substancias, quando presentes em baixas concentracoes,
compativeis ao substrato oxidante, retardam ou inibem as reacoes de degradacao
oxidativa, ou seja, reduzem a velocidade da oxidagao por um ou mais mecanismos,
como inibicao de radicais livres e complexacao de metais (PIETTA, 2000, HALLIWELL,
1995).

Alguns dos antioxidantes sintéticos mais importantes sao o hidroxianisol de
butila (BHA) e o hidroxitolueno de butila (BHT), estes sao utilizados desde do inicio
do século 20. Por causa do risco carcinogénico dos antioxidantes sintéticos, estudos
recentes vém demonstrando grande interesse nos antioxidantes naturais (VELIOGLU
et al.,, 1998). Dentre os antioxidantes naturais destacam-se o acido ascérbico, a
vitamina E e o B-caroteno (RICE-EVANS; MILLE; PAGANGA, 1996), principalmente nos
polifendis presentes em plantas medicinais e alimenticias, pois sao eficientes no
combate e prevencao das doencas crdnicas causadas pelo estresse oxidativo
(PACKER; HIRAMATSU; YOSHIKAWA, 1999). Dentre os produtos naturais de origem
vegetal com atividade antioxidante, os mais estudados sao os flavonoides (RE et al.,
1999).

Varios trabalhos cientificos ja foram realizados evidenciando as importantes
atividades antioxidantes apresentadas pelos flavonoides (LIU et al., 2011, Xi et al.,
2014, LUO et al., 2014) os quais atuam como antioxidantes primarios reagindo com
os radicais livres, e também como quelantes de metais. Flavonas e flavonéis sao as
duas principais classes de flavonoides encontradas universalmente na natureza. Os
mais comuns flavondis antioxidantes sao canferol, quercetina e miricetina
(HARBORNE; WILLIAMS, 2000). Os flavonoides possuem estrutura ideal para o
sequestro de radicais, sendo antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C e E. A
atividade antioxidante dos flavonoides depende da sua estrutura e pode ser
determinada por cinco fatores: reatividade como agente doador de H e elétrons,
estabilidade do radical flavanoil formado; reatividade em frente a outros
antioxidantes, capacidade de quelar metais de transicao e solubilidade e interacao
com as membranas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

A atividade de sequestro esta diretamente ligada ao potencial de oxidacao
dos flavonoides e das espécies a serem sequestradas. Quanto menor o potencial de
oxidacao do flavonoide, maior € sua atividade como sequestrador de radicais livres.
Flavonoides monoidroxilados apresentam atividade muito baixa, por ex. a 5-hidroxi-
flavona tem atividade abaixo dos limites de deteccao. Flavonoides possuindo apenas
uma hidroxila em 3, 6, 3’ ou 4’, assim como flavanonas apresentando apenas uma
hidroxila em 2’-OH, 3’-0OH, 4’-OH, 6-OH também mostram fraca atividade. A 7-hidroxi-
flavanona representa uma excecao, que pode ser justificada pela tendéncia maior
da 7-OH em doar H* devido a estabilizacao do radical formado por deslocalizacao
com a carbonila em C-4 como mostrado na Figura 5 (estruturas 25 e 26)
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Os flavonoides, devido ao seu carater fracamente acido encontram-se, em
geral, parcialmente ionizados, o que aumenta a estabilidade na posicao C-4' e
favorece a deslocalizbacao do elétron desemparelhado do radical formado entre os
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anéis A, B e C [por ex., quercetina parcialmente ionizada em C-4’ (27)]. A doacao do
H radicalar para o radical livre ocorre principalmente nas posicoes C-4’ (28) e C-7
(29). Ambos os radicais livres formados podem ter seu elétron deslocalizado pela
estrutura, com maior estabilidade para os radicais 28,30e 31, devido a
estabilizacao resultante das ligacdoes de hidrogénio (PIETTA, 2000, RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1996).

Os flavonoides com multiplas hidroxilas (Fig. 6) possuem alta capacidade
antioxidante quando comparados ao o-tocoferol, acido ascérbico, [-caroteno,
glutationa, acido urico e bilirrubina (CAO; SOFIC; PRIOR, 1997, YANG et al., 2001).

Figura 5 - Mecanismo da estabilizacao elétron desemparelhados dos flavonoides.

Fonte: Barreiros; David; David, (2006).
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Figura 6 - Substancias pertencentes a classe dos flavonoides com potencial antioxidante.
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Legenda: Quercetina (32), Miricetina (33), Luteolina (34), Fustina (35), Eriodictiol (36), Taxifolina (37).
Fonte: Barreiros; David; David (2006).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante
in vitro, de forma a permitir uma rapida selecao de substancias e/ou misturas
potencialmente ativas, na prevencao de doencas cronico-degenerativas (ALVES et al.
2010). Dentre estes métodos destacam-se o sistema de co-oxidacao do [-
caroteno/acido linoléico e 0 método de sequestro de radicais livres, tais como DPPH*
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila) (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

O método de DPPH é muito utilizado para se determinar a atividade
antioxidante em extratos, fracoes e substancias isoladas de plantas (AMIE et al.,
2003). Por acao de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPH é reduzido,
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracao amarela, com consequente
desaparecimento da absorcao, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo
da absorbancia a 517 nm.A partir dos resultados obtidos, determina-se a
porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou
porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional.

Figura 7 - Rea¢ao do DPPH.

NOZ NO, Q
O,N N—N + ROH——— OZNQNH—N- +
DPPH- (ROXA) DPPHH (AMARELO)

Fonte: Amié et al. (2003)
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material

Para a identificacao e elucidacao estrutural das substancias isoladas foram
empregadas técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) uni e bidimensionais.
Os espectros de RMN foram obtidos no espectrometro Varian®, modelo Mercury Plus,
operando a 300 MHz para 1H e 75 MHz para 13C. Os deslocamentos quimicos foram
registrados em valores adimensionais & (ppm), tendo como referéncia interna o sinal
do solvente deuterado. Os solventes utilizados foram CDClz, CD30D e acetona-ds.

No processo de separacao dos componentes de extratos e fracdes por
cromatografia classica foram utilizadas colunas cromatograficas (CC) de vidro, as
quais foram escolhidas de acordo com a quantidade de material a ser adsorvido,
com fase estacionaria de silica-gel 60 de granulometria 70-230 Mesh (¢= 0,063-
0,20 mm) da Maherey-Nagel® (MN). O acompanhamento da cromatografia em
coluna foi feito através de cromatografia em camada delgada (CCD), em placas de
silica-gel 60/UV2s4, de 0,2 mm de espessura e preparadas sobre folhas de aluminio,
de procedéncia da MN®,

Para a visualizacao da fluorescéncia dos compostos nas CCDs, utilizou-se
irradiacao com luz ultravioleta em 254 e 366 nm. Posteriormente, as cromatoplacas
foram derivatizadas com reveladores quimicos especificos para cada grupo de
metabdlitos, por meio de um borrifador automatico de reagentes, modelo TLC/HPTLC
Sprayer, acoplado a uma bomba compressora de ar, marca Camag®. Estas foram
aquecidas a temperatura de 100 °C utilizando uma placa aquecedora com controle
de temperatura, modelo TLC Plate Heater, da marca Camag®.

Na separacao dos constituintes quimicos das fracoes por cromatografia
liguida foram utilizados os cromatégrafos liquidos de alta eficiéncia (HPLC): i)
analitico, da marca Shimadzu (Tokyo- Japao), modelo Prominence, composto por
uma bomba modelo LC-20AT com valvula solenoide com quatro canais, detector de
arranjo de diodo modelo SPD-M20A, degaseificador de membrana modelo DGU-20A,
auto injetor de amostras modelo SIL-20A, interface de comunicacao modelo CBM-
20A acoplado a um microcomputador Pentium IV com software de integracao
LC/solution; ii) semiprerativo, da marca Varian Polaris®, composto por duas bombas,
modelo Pro Star 210-215, detector com duplo canal de absorbancia na regiao do
ultravioleta e do visivel, modelo Pro Star 325, injetor de amostras Rheodyne 7752i,
com alca de amostragem de 500 pL. Interface de comunicacao Varian, modelo RS-
485/422 |LCs acoplado a um microcomputador Pentium IV com software de
integracao Star WS Winxp.

As colunas cromatograficas utilizadas em HPLC foram: fase estacionaria
Gemini C18(250 mm x 4,6 mm, 5 uym de d.i.) usada em escala analitica e Gemini Ci1s
(250 mm x 10 mm, 5 ym de d.i.) usada em escala semipreparativa, ambas da marca
Phenomenex®.
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O “clean-up” das amostras para injecao em HPLC foi realizado em cartucho
de fase reversa (Strata Cis-E, Phenomenex®,Torrance, CA, USA), de 50 mg/1 mL
(escala analitica) e de 500 mg/6 mL (escala semi-preparativa), ambos da marca
Phenomenex®, seguido de filtracao em filtro de seringa de nylon com 0,45 um de
tamanho de poro, 0,22 mm, da marca CRS® (Chromatography Research Supplies); e
as solucoes das amostras foram condicionadas em vials de 2,0 mL.

A agua ultrapura utilizada na composicao das fases moveis, foi obtida em um
sistema Millipore Direct-Q3 (18,2 MQ.cm) (Beadford, MA, USA). Os solventes, grau
HPLC (Tedia® Brazil), foram utilizados apés filtrados a vacuo em um sistema de
filtracao Phenomenex, com um funil de 250 mL e frasco coletor de 1 L, utilizando-se
membranas de Nylon Phenomenex com 47 mm de diametro e poros de 0,45 um e
posteriormente, desgaseificados em um ultrassom, modelo 2510, marcar Branson®.

4.2 Metodologias do Estudo Fitoquimico
4.2.1 Coleta e identificacao do material vegetal

O material botanico alburno (3,0 kg), raizes (3,0 kg), folhas (3,0 kg) e caule
(2,8 kg) foi coletado por parataxbnomo (Sr. Manoel Cordeiro) da Embrapa Amazonia
Oriental, na cidade de Belém-Para, na area do lote 15, proximo da Feira da Central
de Abastecimento do Para (CEASA) e identificado por especialista da mesma
instituicao, onde foi depositada uma exsicata no Herbario da Embrapa Amazonia
Oriental com as seguintes informacgodes: Herbario IAN - n° de registro - 187050.

4.2.2 Perfis cromatograficos

Para analise dos perfis cromatograficos, as amostras foram extraidas da
seguinte forma: 1,0 g de material botanico (raizes, alburno, folhas ou caules) seco e
moido foi extraido com 20,0 mL de etanol 95% v/v por 24 horas, repetindo-se o ciclo,
e as solucoes resultantes foram reunidas e concentradas em evaporador rotativo.

Em seguida, 10 mg de cada extrato foi solubilizado em uma mistura de
H20:ACN (2:8), e submetido a etapa de “clean-up” por extracao em fase sélida (SPE),
empregando-se cartucho Strata Cis-E de fase reversa. Neste procedimento o
cartucho (50,0 mg de adsorvente) foi condicionado com 1,0 mL de acetonitrila
seguido de 1,0 mL de agua; a suspensao com o extrato foi introduzida no cartucho e
eluida com 2,0 mL de H20:ACN (2:8), e em seguida foi filtrada utilizando-se filtro de
seringa de nylon com porosidade 0,45 pme diametro igual a22 mm, e
posteriormente analisada por HPLC-UV/DAD.

A obtencao dos perfis cromatograficos das amostras foi adaptada a partir de
metodologia proposta por Snyder; Kikerland; Glajch, (1997), onde 20 uL de cada
solucao dos extratos obtidos foram injetados em HPLC utilizando coluna Cis €
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gradiente amplo composto por H20:ACN, variando linearmente de 5-100% o
modificador organico, por 60 minutos, usando vazao de 1,0 mL por minuto e detector
de absorbancia operando em varredura de comprimento de onda de 200 a 400 nm.

4.2.3 Obtencao dos extratos etandlicos brutos das folhas e do alburno

As folhas e alburno foram as partes da espécie V. guianensis escolhidas para
dar prosseguimento ao estudo segundo discussao apresentada no item 5.1.

O material botanico foi seco em estufa de ar quente circulante a temperatura
constante de 45 °C. Ap0Os peso constante o material foi triturado em moinho de facas
e martelos, resultando em 1,0 kg folhas e 1,3 kg de alburno. O material foi submetido
a extragao com etanol por maceracgao, por um periodo de 24 horas, a uma proporcao
de 95% v/v, a uma razao de 1,0 kg de material seco e moido para 20 L de solvente.
Apos esse periodo de extracao, repetiu-se o ciclo. Foram obtidos 180,0 g de extrato
etandlico das folhas (rendimento igual 18% m/m) e 56,0 g de extrato etandlico do
alburno (rendimento igual 4,3% m/m).

Uma porcao dos extratos obtidos [Extr. EtOH (folhas) = 50 g e Extr. EtOH
(alburno) = 40g ] foram submetidos a particoes liquido-liquido com diferentes
solventes (Figs. 8 e 9), que deram origem as fases de particao, cujos rendimentos
sao mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Rendimentos obtidos para as fases dos extratos de alburno e folhas de V. guianensis.

Extrato Massa (g)
FHex FACOEt Fhidroalcodlica
Extrato etandlico (Folhas) 15,0% 44,0% 40,0%
(50 g)
Extrato etandlico (alburno) 3,7% 36,0% 32,0%
(40 g)
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Figura 8 - Fluxograma da particao liquido - liquido do extrato etanélico das folhas de V. guianensis.
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Figura 9 - Fluxograma da particao liquido - liquido do extrato etandlico do alburno de V. guianensis.
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4.2.4 Fracionamento da fase hexanica (FHex-FOL) obtida da particao do extrato
etandlico das folhas e isolamento das substancias S1 a S12

A fase hexanica das folhas (7,0 g), obtida conforme a figura 8 foi avaliada por

HPLC, no modo analitico para verificacao da complexidade e composicao da mesma

Diante do exposto, foi feito o fracionamento da fase hexanica em coluna

cromatografica filtrante, utilizando como eluentes misturas de hexano, acetato de
etila e metanol, em ordem crescente de polaridade, coletando-se 8 fracoes (FHex-
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FOL-1 a 8), de 250 mL cada, conforme dados apresentados na figura 11, as quais
foram analisadas por CCDC e RMN de 1H.

Figura 10 - Cromatograma - Gradiente de ampla extensdo da fase hexanica das folhas de V.
Buianensis, \: 267 nm. Para cada pico sdo mostrados o0s respectivos espectros no Ultravioleta.
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Os perfis cromatograficos e espectrométricos de algumas fracées obtidas
revelaram a presenca de sinais caracteristicos de isoflavonoides. Diante da
simplicidade exibida nas CCDC (menor nimero de substancias derivatizadas em NP
(difenilboriloxietilamina)-PEG (polietilenoglicol 4000) e da presenca de poucas
substancias adsorvidas fortemente nas cromatoplacas (alta polaridade), optou-se
em prosseguir o estudo cromatografico com as fracées FHex-FOL-3, FHex-FOL-4/5 e
FHex-FOL-7.

A segunda fracao eluida com Hex/AcOEt 10%, ao ser analisada por CCD, RMN
1H e 13C, foi possivel identificar uma mistura de tripertenos pentaciclicos, codificados
como S1- S5.

As fracoes FHex-FOL-3, 4/5 e 7 foram submetidas a experimentos de
otimizacao de separacao em HPLC-analitico para posterior utilizacao e separacao por
HPLC-semipreparativo. Os perfis cromatograficos das trés fracoes foram obtidos
conforme procedimento descrito no item 4.2.2.
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Figura 11 - Fluxograma do fracionamento da fase hexanica (FHex-FOL) obtida da particao liquido -
liquido do extrato etandlico das folhas de V. guianensis.
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Iniciou-se a otimizagao do método cromatografico em fase reversa, a partir de
uma eluicao gradiente, na qual se empregam, como constituintes da fase movel, H20
(solvente A) e como solvente organico ACN (solvente B), em misturas, com
proporcoes que variam com o aumento da concentracao do modificador organico em
funcao do tempo.

Os procedimentos adotados, neste trabalho, seguiram a proposta
apresentada por Snyder; Dolan (1996), que descrevem um método, via HPLC, como
proposta para a eluicao inicial da amostra em estudo, podendo-se prever, por este
método, qual o modo de separacao, se gradiente ou isocratico, sera mais apropriado
para a separacao dos constituintes de uma determinada amostra. Deste modo, com
base na proposta de Snyder; Dolan (1996), iniciou-se a otimizacao realizando um
gradiente de ampla extensao, eluindo a fracao FHex-FOL-3 (Fig 12), ap6s tratamento
por SPE e solubilizacdo em ACN, variou-se a forca da fase movel (% de B) em agua,
de 5 a 100%, por 60 minutos.

Os intervalos entre as bandas cromatograficas correspondentes aos analitos
de interesse variaram entre 43,880 e 45,798 min. Uma vez selecionada a faixa de
interesse, iniciou-se os experimentos isocraticos para a otimizacao dos parametros
de separacao do extrato, buscando um método que permitisse o isolamento em
escala semipreparativa.
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Figura 12 - Cromatograma - Gradiente de ampla extensao da fase hexanica das folhas de V.
guianensis, A = 267 nm.
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Como arelacao (Tr; - Tra)/Tg apresentou valor menor que 0,4, ou seja, (43,880
-45,798)/60 = 0,031; a separacao pode ser realizada em modo isocratico. Baseado
no tempo de retencao do uGltimo pico (45,798 minutos), pode-se estipular 0 % de B
em eluicao isocratica (Tabela 7). Neste caso para os picos de interesse, a fase moével
inicial correspondente foi de 62% de ACN para uma eluicdao isocratica. Nesta
proposta, buscam-se 0s ajustes na seletividade desejada para os analitos mantendo-
se o fator de retencao (k) constante. Logo, as alteracoes na seletividade foram feitas
levando-se em consideracao as interacoes do soluto com o solvente. Porém o que se
percebeu foi que o fator de separacado (o) entre os picos de interesse nao foram
satisfatorios.

Dando continuidade a otimizacao do método de forma a obter as melhores
condicoes para o isolamento em HPLC-UV para a fracao FHex-FOL-3, realizou-se um
experimento diminuindo a forca do solvente B e a melhor condicao obtida foi em
sistema isocratico H20:ACN 1:1 (Fig.13), com comprimento de onda de 267 nm.
Quando submetida a HPLC-semipreparativo, com fluxo de 4,7 mL.min%1,
concentracao = 14 mg.mL1, a fracao FHex-FOL-3, apresentou trés picos majoritarios:
em t, = 35,0 min (substancia S6), em t,= 39,0 min (substancia S7) e em t, = 51,0
min (substancia S8).
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Tabela 7 - Estimativa do % do solvente B (ACN) para eluicao isocratica, baseada no tempo de retencao
da dltima banda T: e do gradiente inicial.

Tz (min) K =5 (% de ACN) K =10 (% de K=20 (% de
ACN) ACN)
5 6 0] -
10 19 12 5
15 29 22 14
20 37 30 22
25 45 38 30
30 53 46 38
35 61 54 46
40 69 60 54
45 77 70 62
50 85 78 70
55 93 86 78
60 100 94 86
65 - 100 94

Legenda: Condicoes: coluna 15 x 0,46 cm; gradiente 5-100% de ACN em 60 min; vazao 2 mL.min-1

Figura 13 - Cromatograma obtido via HPLC-UV, no modo analitico, da fragcdo FHex-FOL-3 com deteccao
de A =267 nm.
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O perfil cromatografico da fracao FHex-FOL-4/5 mostrado na Figura 14
também foi submetida a experimentos de otimizacao em HPLC-UV analitico para
posterior utilizacao e separacao por HPLC-semipreparativo. A melhor condicao para
tal separacao foi obtida com a fase mével na composicao de H20:ACN 1:1, obtendo-
se o0 cromatograma da Figura 15. Quando submetida a HPLC-semipreparativo, com
fluxo de 4,7 mL.min't, concentracao = 10 mg.mL?1, a fracao FHex-FOL-3/4, exibiu trés
picos: em t, = 17,3 min (substancia S9), em t; = 18,8 min (substancia S10) e em t; =
20,0 min (substancia S11).
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Figura 14 - Cromatograma - Gradiente de ampla extensao da fracao FHex-FOL-4/5, A = 280 nm.
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Figura 15 - Cromatograma obtido via HPLC-UV, no modo analitico, da fracdo FHex-FOL-4/5 em elui¢cao
isocratica, A = 282 nm.
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A otimizacao para o isolamento em HPLC-UV da fracdo FHex-FOL-6 foi obtida
em sistema isocratico H20:ACN 65:35 com comprimento de onda de 282 nm, cujo
cromatograma € mostrado na figura 16. Quando submetida a HPLC-semipreparativa,
com fluxo de 4,7 mL.min'1, conc = 14 mg.mL1, a fracao FHex-FOL-7, apresentou um
0 pico majoritario em t, = 8,3 min (substancia S12).

Figura 16 - Cromatograma obtido via HPLC-UV, no modo analitico, da fracao FHex-FOL-7 em eluicao
isocratica, A = 282 nm.
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4.2.5 Fracionamento da fase hexanica (FHex-ALB) da particao do extrato etandlico
do alburno e isolamento das substancias S13 a S18

A fase hexanica do alburno foi avaliada por HPLC-UV, no modo analitico para
verificacao da complexidade e composicao da mesma (Fig 17) e foi verificada uma
alta resolucao do cromatograma com dois picos majoritarios.

A fase hexanica do extrato etandlico alburno (1,5 g), obtido conforme o
fluxograma da figura 9 foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel
utilizando como eluentes misturas de hexano, acetato de etila e metanol, em ordem
crescente de polaridade, obtendo-se sete fracoes (FHex-ALB-1 a 7) (Fig. 19). As
fracoes foram monitoradas por CCDC e reveladas com VAS (vanilina-acido sulfarico),
NP/PEG (difenilboriloxietilamina, polietilenoglicol 4000) e luz UV. Com base nos
dados espectrométricos de RMN 1H das fracoes FHex-ALB-3, FHex-ALB-4 e FHex-ALB-
7, observou-se que elas continham substancias majoritarias em mistura, as quais
foram purificadas por recristalizacao com metanol, obtendo-se as substancias S13
(50,0 mg), S14 (50,0 mg) e S5 (20,0 mg), respectivamente.

A fracdo FHex-ALB-6 foi adicionada uma mistura de agua - acetonitrila (2:8)
promovendo a precipitacao de um solido amorfo, que apos ser analisado por CCDC
usando como revelador VAS, além de analise dos espectros de RMN de 1H e 13C,
possibilitou a identificacao de uma mistura dos esteroides S15 e S16 (100 mg). O
sobrenadante desta fragcao foi concentrado e o residuo obtido (200 mg) foi
submetido ao fracionamento em HPLC semipreparativo, no modo de eluicao
isocratico com agua - acetonitrila (1:1), fluxo de 4,7 mL.min-1, visualizado a 282 nm
(Figura 18), usando uma coluna C1g Gemini da Phenomenex® (250 x 10 mm, 10 y),
resultando no isolamento das substancias S17 (10 mg) e S18 (14 mg), que exibiram,
no cromatograma, 0s picos majoritarios com tempos de retencao 7,2 min
(substancia S17) e 9,8 min (substancia S18). As substancias foram identificadas
através de métodos espectroscopicos usuais de RMN uni e bidimensionais e
comparacao com dados da literatura.

Figura 17 - Cromatograma - Gradiente de ampla extensdo da fase hexanica do alburno de V.
guianensis, A = 266 e 254 nm. Para os picos majoritarios foram mostrados os respectivos espectros
no Ultravioleta.
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Figura 18 - Cromatograma obtido via HPLC-UV, no modo analitico,

(sobrenadante) em eluicao isocratica, A = 282 nm.
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Figura 19 - Fluxograma do fracionamento da fase hexanica da particao liquido - liquido do extrato
etandlico do alburno de V. guianensis
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4.3 Metodologias para Avaliagao das Atividades Bioldgicas

4.3.1 Atividade antifingica pelo método de difusao em disco e pelo método adaptado
de contagem de unidade formadora de col6nia (UFC)

Estes testes foram realizados no Laboratério de Investigacao Sistematica em
Biotecnologia e Quimica Fina (PPGQ-UFPA), sob supervisao do Prof. Dr. Alberdan Silva
Santos.

Para a execugcao dos ensaios foram utilizadas as cepas: Candida
guilliermondii (I0C 2889), Trichophyton mentagrophytes (ATCC 9533), Trichoderma
aureoviride (I0C 3963) e Microsporum gypseum (I0C 2733).

Na etapa de triagem empregou-se o0 método de difusao em disco descrito por
Bauer et al. (1966), determinando quais os extratos, fracoes e substancias puras
apresentavam ou nao efeito antiflingico. Para tanto, procedeu-se a aplicacao de 20
ML da amostra a ser avaliada em um disco de papel de filtro esterilizado (5 mm), nas
concentracoes de 20,0 mg.mL 1 para os extratos brutos e fracoes e 10,0 mg.mL1
para as substancias puras. Em seguida, os discos foram dispostos em placas de Petri
esterilizadas e devidamente identificadas, contendo meio de cultivo e
microrganismo. Na mesma placa foram colocados um controle positivo contendo 20
uL de um antimicético (nitrato de miconazol a 20,0 mg.mL1) e um controle negativo
contendo apenas o solvente de dissolucao da amostra.

As placas foram incubadas a temperatura de crescimento do microrganismo
e observadas a cada 24 horas. A atividade é considerada positiva quando ha
observacao de zonas de inibicao do desenvolvimento microbiano, que foram
mensuradas em termos de didmetro do halo, com o auxilio de régua e comparado ao
controle positivo. Os testes foram realizados em duplicata para cada cepa indicadora
utilizada.

Para as amostras testes que se mostraram ativas na triagem preliminar,
procedeu-se a determinacao quantitativa pelo método adaptado de contagem de
unidade formadora de colonia (UFC) segundo Herrera (2001).

Foram preparadas solucdes na concentracao de 20,0 mg.mL? para os
extratos brutos e fracoes e 10,0 mg.mL1 para as substancias puras. A partir dessas
solucoes retirou-se 100 pL e transferiu-se para as placas de Petri contendo meio de
cultura GPY (2% glicose, 1% peptona e 0,5% extrato de levedura). As amostras a
serem avaliadas foram espalhadas com o auxilio da alca de Drigalsky até secagem
das mesmas. Apds secas, as placas foram incubadas em estufa a 30 °C para
evaporacao do solvente, por 12 horas. Aliquotas de 100 pL da suspensao de
microrganismos foram semeadas na superficie do meio de cultura com o auxilio da
alca de Drigalsky e semeadas em placas que nao continham extrato, fracao ou
substancia para comparagao e controle de crescimento dos fungos. As placas
contendo amostra e microrganismos e as placas contendo apenas microrganismos
foram incubadas a 27 °C e as leituras de crescimento das coldnias foram realizadas,
a cada 24 horas, em um contador de colénias manual. Os testes foram realizados
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em duplicata e a partir da leitura de crescimento dos microrganismos (UFC/72 horas)
foi calculada a atividade relativa.

4.3.2 Avaliacao da atividade antifungica pelo método de Microdiluicao em Caldo para
a Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima

A atividade antifungica dos extratos, fracoes e substancias isoladas de V.
guianensis foram avaliadas pelo método de microdiluicao em caldo, com base no
documento M38-A2 (CLSI, 2008).

A primeira etapa do método consistiu em pesar 6,4 mg do material a ser
testado (extrato, fracao e/ou substancias isoladas) e solubilizar em dimetilsulféxido
(DMSO0) de modo a atingir uma solucao estoque na concentracao de 6400 pg.mL1.
Em seguida, foram preparadas diluicoes 1:50 em RPMI tamponado com acido
morfolinopropanossulfonico (MOPS; Sigma®), atingindo o intervalo de concentracoes
de 128 a 0,25 ug.mL1apobs diluicao. Posteriormente, 100 pL de cada solugcao foram
distribuidos, em placa de microtitulacao com 96 pocos, desde a coluna 2 até a 11,
correspondendo cada coluna a uma concentracao.

Para a realizacao dos testes de sensibilidade foram avaliadas as seguintes
cepas de referéncia: Candida Albicans (INGOS 40175), Candida Krusei (ATCC 6258)
e Candida dubliniensis (CBS 798 7) e ainda dois isolados clinicos de Fonsecaea
pedrosoi, pertecentes ao Laboratério de Dermato-Imunologia. Estas cepas foram
cultivadas em agar batata-dextrose (Sigma-aldrich, EUA) por 10 dias a 35°C. A
suspensao de inoculo foi preparada por raspagem suave da superficie da colonia
usando um swab estéril umedecido com solucao salina, contendo 0,05% Tween 40
e a suspensao foi homogeneizada em vortex por cerca de 5 minutos. As particulas
pesadas na suspensao de células foram deixadas em repouso por 3 a 5 minutos em
temperatura ambiente, o sobrenadante foi transferido para um tubo estéril e a
densidade celular ajustada entre 0,15 a 0,17 (68 a 71% de transmitancia) por
espectrofotometro (530 nm). Esta suspensao foi diluida 1:50 em meio de cultivo
sintético RPMI-1640, tamponado com MOPS.

Aliquotas de 100 uL da suspensao de conidio foram colocadas nos pocos das
placas contendo os extratos, fracoes e substancia isolada. Desta forma, a
concentracao final analisada foi de 64 a 0,125 pg.mL21. Em cada placa foram
colocados os inoculo a serem analisados sendo a coluna 1, como controle de
esterilidade do meio do teste, pois foi colocado somente o meio RPMI tamponado
com MOPS, sem antifangico e sem fungo. A coluna 12 funcionou com controle do
crescimento sendo preparado com 100 yL de RPMI tamponado com MOPS e 100 uL
de inoculo.

0 ensaio de sensibilidade in vitro foi realizado em placas estéreis de 96 pocos
com o fundo em U, como descrito pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) M38-A2. A determinacao da concentracao inibitéria minima foi realizada
apos 5 dias de incubacao a 30 °C, sendo definida como a minima concentracao do
farmaco capaz de reduzir em 100% o crescimento visual do fungo quando
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comparado com o controle do crescimento, bem como gerar uma diferenca
estatistica significativa na leitura de DO a 530 nm em leitor de microplaca (Dynex
Technologies, Chantilly, EUA) quando comparado com o0s grupos onde houve
crescimento. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

A determinacao da Concentracao Fungicida Minima (CFM) foi realizada a
partir das diluicoes onde nao se identificou crescimento fungico visivel, retirando-se
uma aliquota de 100 uL dos pocos e semeando-se na superficie de agar Sabouraud.
A leitura foi feita ap6s 5 dias de incubacgao a 30 °C e a CFM foi definida como a menor
concentracao de extrato, fracao ou substancia isolada em estudo capaz de causar a
morte do inoculo inicial (RASHED et al.,, 2014). Os ensaios foram realizados em
duplicata.

4.3.3 Avaliacao da atividade antioxidante pelo método DPPH

A determinacao da atividade antioxidante dos extratos foi realizada pelo
método de captura de radicais DPPH*. Este método tem por base a reducao da
absorbancia do radical DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) a 517 nm, pela acao de
compostos redutores de radicais livres. Para realizacao dos testes preparou-se uma
solucdo de DPPH*® (85% de pureza da marca Fluka®) a 60 uM em MeOH, com
absorbancia inicial de aproximadamente 0,62 + 0,02 (A = 517 nm), a temperatura
ambiente.

Para o preparo da solucao-mae, os extratos foram solubilizados em metanol
e colocados em ultrasom por 15 min. As concentracoes destas solucoes foram de
1000 ug.mL1 e a partir dessas foram feitas sucessivas diluicoes de acordo com a
reatividade das amostras. A mistura reacional na cubeta, para todas as amostras, foi
composta pela adigcao de 1950 uL da solucao do radical DPPH®* em 50 uL das
amostras diluidas, em varias concentracdes, de modo a se obter uma curva de
inibicao. No teste com o branco as amostras foram substituidas por metanol.

A absorbancia das amostras foi lida de maneira a observar o efeito da
concentracao sobre o radical DPPH*® e a leitura da absorbancia foi anotada no
primeiro minuto (t = 0) e monitorada, a cada 5 min, até quando a absorbancia se
manteve constante.

Os valores das absorbancias foram convertidos para porcentagem de
atividade antioxidante (%) usando a seguinte férmula:

Ativ. Antiox. (%) = [1- (Absa / Absg)] x 100
Onde: Absa e Absgsao as absorbancias da amostra e do controle (branco) no término
da reacao, respectivamente.

A atividade de sequestro do radical DPPH* também foi expressa por meio da
concentracao do extrato ou substancias isoladas necessarias para reduzir a 50% do
radical DPPH* (SILVA et al. 2010). Os valores da CEso (ug.mL1) foram obtidos por
regressao linear (P < 0,05) utilizando os valores de concentracao das amostras
versus a inibicao em intervalo linearmente proporcional.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAQO

5.1 Analise cromatografica e espectrométrica dos extratos etanélicos de V.
8uianensis

Os cromatogramas obtidos dos extratos dos diferentes orgaos de V.
guianensis, nota-se semelhancas entre os extratos etandlicos do alburno, caule e
raiz (Fig. 20 - “a”, “b” e “¢”) no que diz respeito a composicao quimica (bandas de
absorcao no UV) e tempos de retengao, apresentando picos majoritarios emt, = 23,9
min, tr = 30,9 min, tr = 45,9 min e tr = 49,0 min. Com base nessas informacoes
cromatograficas associadas com dados espectrométricos de RMN 1H desses
extratos (Fig. 21 - (a), (b) e (¢)), confirmou-se similaridades no perfil cromatografico
e espectrométrico dos seguintes 6rgaos da planta: alburno, caule e raiz.

Figura 20 - Cromatogramas obtido via HPLC-UV dos extratos EtOH de V. guianensis no modo gradiente
de ampla extensao, A = 254 e 366 nm. Para os picos majoritarios ou de interesse sdao mostrados os
respectivos espectros no Ultravioleta.
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Figura 21 - Espectros de RMN 1H (CD3OD, 300 MHz) dos extratos etanélicos de V. guianensis.
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O perfil cromatografico do extrato etandlico das folhas (Fig. 22) apresentou-
se menos complexo em relacao aos demais 6rgaos, exibindo trés picos majoritarios
em tr = 38,0 min, tr = 39,0 min e tr = 40,0 min. Os espectros no UV dos trés picos
majoritarios apresentaram maximo de absorcao variando de 260-265 nm (Fig. 22),
indicativas de presenca de isoflavonoide ou esqueleto flavonoénico
(RUKACHAISIRIKUL et al., 2002; AHN et al., 2003).

Figura 22 - Cromatogramas obtido via HPLC-UV, no modo analitico do extrato etandlico das folhas de
V. guianensis no modo gradiente de ampla extensao, A = 254 nm. Para os picos majoritarios ou de
interesse sao mostrados os respectivos espectros no Ultravioleta.
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Diante desses dados cromatograficos e espectrométricos passou-se a
considerar, para continuidade dos estudos quimico-biologicos, os seguintes 6rgaos
vegetais de V. guianensis: alburno e folhas. Dentre os similares, o alburno foi
escolhido pois apresentou uma intensidade maior dos picos majoritarios comuns
tanto no caule como na raiz, sugerindo assim uma maior concentracao desses
metabdlitos neste érgao.

5.2 Elucidagao estrutural das substancias isoladas das folhas de V. guianensis

O fracionamento do extrato etandlico das folhas de V. guianensis levou ao
isolamento de doze substancias (Fig. 23), cinco triterpenos identificados em mistura
(S1 - S5) e sete isoflavonoides (S6 - S12). As estruturas moleculares dos novos
produtos naturais (S7, S8, S11 e S12) foram determinadas através da analise
detalhada de seus dados espectroscopicos de RMN (1H, 13C, DEPT, NOE-diff e
técnicas bidimensionais com correlagcdbes Homonucleares e Heteronucleares a uma
ou a varias ligacoes), espectrometria de massas (EM) e comparacao com dados
obtidos da literatura de substéancias idénticas e/ou similares. As substéncias S7 e
S8 sao conhecidas como produtos de sintese, no entanto, este trabalho acrescenta
dados espectroscopicos ainda nao relatados na literatura. Ressalta-se ainda, que
todas essas substancias estao sendo descritas pela primeira vez no género,
contribuindo, portanto, para o estudo quimico do género Vatairea.
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Figura 23 - Estruturas das substancias isoladas das folhas de V. guianensis.

5.2.1 Elucidacgao estrutural da mistura de S1-S5

0 estudo fitoquimico da fracao FHex-FOL-2 obtida do fracionamento da fase
hexanica das folhas de V. guianensis resultou na obtencdao de uma mistura de
triterpenos: lupeol (S1), a-amirina (S2), B-amirina (S3), germanicol (S4) e acido
betulinico (S5). As estruturas dessas substancias foram determinadas com base em
analises de RMN 1H (Figs. 24-27) e 13C (Figs. 28-31) e comparacao com dados da
literatura. O acido betulinico (S5) também foi isolado como um pé incolor amorfo (20
mg) da fracdo FHex-ALB-7 da fase hexanica do alburno de V. guianensis e foi
identificado através da analise dos dados de RMN de 1H (Figs. 32 e 33) e 13C (Fig.
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34) além de comparacao com dados da literatura (HABILA et al., 2010). Destaca-se
gue estas substancias estao sendo relatadas pela primeira vez no género Vatairea.
Os dados de RMN de 13C das substancias lupeol (S1), a-amirina (S2), B-amirina (S3),
germanicol (S4) e acido betulinico (S5) juntamente com os dados da literatura, estao
descritos na Tabela 8.

Figura 24 - Espectro de RMN 1H de S1-S5, 300 MHz, CDCls.

5.728
3.708

a.847
s

45



Tabela 8 - Dados de RMN 13C (CDCls, 75 MHz) dos triterpenos isolados das folhas de V. guianensis
juntamente com os dados da literatura.

29

C S3 bS4

1 38,7 38,7 38,7 38,6 38,7 38,5 38,5 38,5 38,6 38,55
2 27,4 27,4 27,2 27,1 27,3 27,1 27,4 27,4 27,2 27,6
3 78,9 79,0 78,3 79,0 79,0 79,0 79,0 79,0 78,4 78,6
4 38,8 38,8 38,7 38,7 38,8 38,8 39,0 38,9 38,7 38,6
5 55,3 55,2 55,2 55,1 55,3 55,1 55,7 55,4 55,2 55,1
6 18,3 18,3 18,3 18,3 18,5 18,3 18,3 18,3 18,2 18,0
7 34,2 34,2 32,9 32,8 32,8 32,7 34,7 34,6 34,2 34,1
8 40,8 40,7 40,0 39,0 38,8 38,8 40,8 40,6 40,6 40,4
9 50,4 50,3 47,7 47,6 47,7 47,5 51,3 51,1 50,4 50,3
10 371 37,1 36,9 36,8 37,6 37,6 37,3 37,3 37,0 36,9
11 20,9 20,8 23,3 23,4 23,6 23,6 21,2 21,0 20,7 20,6
12 251 25,0 124,3 124,3 121,8 1216 26,2 26,1 25,4 25,3
13 38,0 38,0 139,3 139,5 145,14 145,1 39,0 38,9 381 381
14 42,8 42,7 42,0 42,0 41,8 41,8 43,4 43,2 42,3 42,2
15 27,4 27,4 28,7 28,7 26,2 26,1 27,6 27,4 30,5 30,3
16 355 35,5 26,6 26,5 27,0 27,1 37,7 37,6 32,2 32,0
17 43,0 43,0 33,7 33,8 32,5 32,5 34,4 34,3 55,9 56,0
18 48,2 48,2 58,9 59,0 47,4 47,5 142,8 1427 46,8 46,7
19 479 47,9 39,6 39,6 46,9 46,7 129,8 129,6 49,0 49,0
20 150,9 150,9 39,6 39,5 31,1 31,0 32,3 32,3 150,7 150,5
21 29,8 29,7 31,2 31,2 34,8 34,6 33,4 33,3 29,6 29,4
22 40,0 40,0 41,5 41,4 37,2 37,2 37,4 37,3 37,0 36,9
23 28,0 27,9 28,1 28,0 28,2 28,3 28,0 28,0 27,6 26,7
24 154 15,3 15,6 15,6 15,5 15,5 15,4 15,4 15,4 151
25 16,1 16,1 15,6 15,6 15,6 15,6 16,1 16,0 15,9 15,6
26 15,9 15,9 16,8 16,7 16,9 16,8 16,7 16,6 16,0 15,8
27 145 14,5 23,3 23,3 26,0 26,1 14,6 14,5 14,5 14,4
28 18,0 18,0 28,1 28,0 28,4 28,3 25,3 25,2 178,4 178,9
29 109,3 109,3 17,4 17,4 33,3 33,3 31,3 31,3 109,2 109,2
30 19,3 19,2 21,3 21,3 23,7 23,6 29,2 29,1 19,2 19,0

Legenda: @ Souza et al. (2001); PMahato; Kundu (1194); ¢ Habila et al. (2010).
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Figura 25 - Expansao do espectro de RMN 1H de S1-S5, 300 MHz, CDCls, na regiao de (0,727-1,404
ppm).

Figura 26 - Expansao do espectro de RMN 1H de S1-S5, 300 MHz, CDCls, na regiao de (1,179-1,671
ppm).
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Figura 27 - Expansao do espectro de RMN 1H de S1-S5, 300 MHz, CDCls, na regiao de (1,747-5,363
ppm).
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Figura 29 - Expansao do espectro de RMN 13C de S1-S5, 75 MHz, CDCls, na regiao de (14,123-29,785
ppm).
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Figura 30 - Expansao do espectro de RMN 13C de S1-S5, 75 MHz, CDCls, na regiao de (31,060-43,277
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Figura 31 - Expansao do espectro de RMN 13C de $1-S5, 75 MHz, CDCls, na regiao de (46,768-79,079

ppm).
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Figura 33 - Expansao do espectro de RMN 1H de S5, 300 MHz, CDCls + gotas de CD30D.
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5.2.2 Elucidagao estrutural de S9

A substancia S9 foi a escolhida para iniciar a discussao da determinacao
estrutural das substancias pertencentes a classe das isoflavonas (S6 - S12) isoladas
de V. guianensis, pois acredita-se, com base na origem biossintética dos flavonoides
(DEWICK, 2009), que esta substancia € a precursora das demais isoflavonas
isoladas neste trabalho (Fig. 35), além do mais, apresenta dados espectrais
completos e tem estrutura similar as novas substancias registradas neste trabalho.

Figura 35 - Esquema geral de proposta biossintética das isoflavonas isoladas das folhas de V.
guianensis.

A substancia S9 apresentou-se na forma de cristais branco, a qual foi isolada
tanto da fase hexanica, como também da fase acetato de etila obtidas do extrato
etandlico das folhas de V. guianensis e teve sua estrutura identificada com base nos
espectros de massas, RMN 1D e 2D, na origem biossintética dos flavonoides
(DEWICK, 2009) e por comparacao com dados disponiveis na literatura.

O espectro de massas de baixa resolucao (Fig. 37) mostrou o pico do ion
molecular [M+H]* em m/z 339,37 correspondentes a formula molecular C20H180s. O
espectro de UV (Fig. 38) de S9 apresentou os maximos de absorcao em 236, 263 e
323 nm, indicativos de presenca de isoflavonoide ou esqueleto flavondnico
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(RUKACHAISIRIKUL et al., 2002; AHN et al., 2003, NAZIR et al., 2008). Os espectros
de RMN de 1H (Figs. 39 e 40) e 13C (Figs. 41 e 42) da substancia S9 apresentam
sinais caracteristicos referentes a classe estrutural das isoflavonas (BANDEIRA et al.,
2011), como a presenca de um singleto em 0y 8,23 na regiao espectral de
desblindagem, atribuido ao hidrogénio (H-2) ligado a carbono sp2 oxigenado, o qual
exibe no experimento de HSQC (Fig. 43), correlacao 1JcH com um carbono em 0c
154,3, atribuido a C-2.

Adicionalmente, foi observado no espectro de RMN 1H, um conjunto de sinais
em [dn 6,89 (d, J 8,7 Hz; H-3'/5") e 7,45 (d, J 8,7 Hz, H-2'/6")] com deslocamentos
guimicos compativeis com estruturas que apresentam um nucleo flavonoidico 1',4'-
dissubstituido do tipo AA'XX' (ERASTO; BOJASE-MOLETA; MAJINDA, 2004; BENAVIDES
et al.,, 2007), comumente relacionado ao anel B dos flavonoides; foi observado
também um singleto em 0 6,36, integrando para um hidrogénio, caracteristico de
anel A de isoflavonoide com padrao de penta substituicao.

O espectro de RMN 13C (Figs. 41 e 42) de S9 mostrou 18 linhas espectrais. A
comparacao dos espectros de RMN 13C e DEPT (Fig. 44) permitiu determinar o
padrao de hidrogenacao referente a cada carbono: sete carbonos metinicos, dois
metilicos, um metilénico e dez carbonos nao-hidrogenados, sendo o sinal em &c¢
181,9, correspondente a carbonila quelada, a qual foi confirmada no espectro de
RMN 1H por apresentar sinal em 0y 12,97 referente a grupo hidroxila (C-5-OH)
formando ligacao de hidrogénio com a carbonila. Os deslocamentos quimicos em 8¢
162,2; 161,4; 158,3; 156,2 e 154,3 foram compativeis com cinco atomos de
carbonos aromaticos oxigenados. O espectro de HSQC (Fig. 43), possibilitou atribuir
os deslocamentos dos hidrogénios em ox 8,23 (H-2), 7,45 (H-2'/6"), 6,89 (H-3'/5') e
6,36 (H-6) aos carbonos em &¢ 154,3 (C-2), 131,1 (C-2'/6"), 115,8 (C-3'/5') e 99,3
(C-6), respectivamente.

No espectro de RMN de 1H observou-se ainda, sinais caracteristicos de uma
unidade isoprénica: um dubleto em 64 3,42, integrando para dois hidrogénios, que
exibe correlacao, no experimento de COSY-1H x 1H. (Fig. 45), com um multipleto em
On 5,23. Este, por sua vez, integra para um Unico hidrogénio e que, pelo seu
deslocamento quimico sugere ser um hidrogénio olefinico (AHN et al., 2003).

No experimento de HSQC (Fig. 43) os sinais em dn 3,42 e 5,23 correlacionam-
se com os sinais em d¢ 21,9 e 123,0, respectivamente. Por meio do experimento de
HMBC (expansao 1, Fig. 46), podem ser vistos correlagoes 23Jc 1 do sinal em 04 3,42
com os sinais em 0c¢ 123,0 e 131,9. Desta forma, o sinal em du 3,42 foi atribuido a
H-1", que mostrou correlacdo com o sinal em 6¢ 123,0, o qual corresponde ao
carbono em que o hidrogénio em dx 5,23 esta ligado (C-2"). Assim, o sinal em 64 5,23
foi atribuido ao hidrogénio H-2". A correlacao 3Jc 1 observada entre o sinal relativo a
H-1" (0n 3,42) e o sinal de carbono totalmente substituido em d¢c 131,9 (confirmado
por HSQC) permitiu atribuir este sinal a C-3". Pode ser verificado ainda no espectro
de RMN de H que ha dois singletos em du 1,79 e 1,64, integrando para trés
hidrogénios cada, os quais correlacionam-se com os carbonos em o¢ 25,8 e 17,8,
respectivamente, como pode ser visto no espectro de HSQC (Fig. 43). No experimento
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de HMBC (expansao 1, Fig. 46) pode-se constatar que os sinais em ox 1,79 (Mecis) €
On 1,64 (Metans) correlacionam-se a 23JcHcom os sinais em 0¢ 123,0 (C-2") e 131,9
(C-3"), confirmando serem os sinais em oy 1,79 e 1,64 relativos as metilas 4" e 5",
respectivamente.

A analise da expansao 2 do espectro de correlagao HMBC (Fig.47) mostrou o
sinal em 0x 8,23 (H-2) correlacionando a 3Jc,x com o carbono carbonilico em d¢ 181,9,
atribuido a C-4, e ainda com um carbono oxidado em d¢c 156,2 atribuido a C-8a. Nesta
expansao observa-se ainda correlacdes 23Jcn do sinal em 0y 8,23 com 0s sinais
relativos a carbonos nao hidrogenados em 8¢ 123,0 e 123,5 atribuidos a C-3 e C-1/,
respectivamente.

A analise da expansao 1 do espectro HMBC (Fig. 46) foi de fundamental
importancia para a localizacao inequivoca da unidade isoprénica. O acoplamento a
trés ligacdes do sinal de hidrogénio em on 3,42 (H-1") com o sinal referente ao
carbono em 0¢ 156,2 (C-8a) e em &¢c 162,2 (C-7), foi suficiente para deduzir que o
grupo se encontra localizado no C-8 do anel A da isoflavona. Ainda nesta expansao
€ possivel visualizar uma correlacao 2Jcx do H-1" (dn 3,42) com o sinal referente ao
carbono C-8 em o6¢ 107,0.

Na expansao 2 do espectro de correlacao HMBC (Fig. 47), visualizou-se o sinal
em Oy 6,36 (H-6) correlacionando a 2Jc com o carbono aromatico oxidado em d¢
161,4, o qual foi atribuido a C-5, e a 3Jcu com um carbono totalmente substituido
em Oc¢ 106,0, atribuido a C-4a.

Continuando a analise da expansao 2 (Fig. 47) observou-se as correlacoes a
3Jcn do sinal em 0n 7,45, referente a H-2'/6', com o carbono aromatico oxidado em
Oc 158,3 atribuido a C-4' e ao carbono em em 8¢ 123,0 atribuido a C-3.

Na figura 36 sao evidenciadas as principais correlacoes observadas no
espectro de correlacao HMBC para S9.

Figura 36 - Correlagoes 23JcH observadas no espectro de HMBC para S9.
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Segundo estas analises e comparacao com os dados de RMN de 1H e RMN
de 13C de S9 com os da literatura (AL-MAHARIK; BTTING, 2003), foi possivel
identificar essa substancia como a lupiwighteona.

A Tabela 9 mostra os dados espectrométricos importantes na identificacao da
estrutura de S9. Esta substancia apresenta importantes acoes anti-inflamatoérias
como relatada por Paoletti et al. (2009), além de ser considerado o fitoestrogeno
mais potente conhecido atualidade (WATJEN et al., 2007).

Tabela 9 - Dados de RMN 1H e 13C para S9 (acetona ds, 300 e 75 MHz) e comparacao com dados da
literatura.

Lupiwighteona isolada (S9) Lupiwighteona da literatura*

Posicao O, J Hz Oc On, J Hz Oc

2 8,23 (s) 154,3 8,25 (s) 155,7

3 123,0 122,6

4 181,9 181,4

4a 106,0 105,7

5 161,4 160,9

6 6,36 (s) 99,3 6,37 (s) 98,8

7 162,2 161,6

8 107,0 106,6

8a 156,2 153,8

1' 123,5 123,1
2'/6' 7,45 (d, J 8,7) 131,1 7,47 (d, J 9,0) 130,6
35 6,89 (d,J 8,7) 115,8 6,90 (d, J 9,0) 115,4
4 158,3 157,8

1" 3,42 (d, ) 6,6) 21,9 3,45 (d, J 6,9) 21,5

2" 5,23 (m) 123,0 5,23 (m,J1,5 122,5

€ 6,9)

3" 131,9 131,5

4" (Mecis) 1,79 (s) 17,8 1,81 (s) 17,3
5" (Métrans) 1,64 (s) 25,8 1,66 (s) 25,3

OH-quelada 12,97 12,97

Legenda: *Al-Maharik; Btting (2003).

55



Figura 37 - Espectro de massas de baixa resolucao de S9.
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Figura 39 - Espectro de RMN 1H de S9, 300 MHz, acetona de.
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Figura 41 - Espectro de RMN 13C de §9, 75 MHz, acetona de.
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Figura 43 - Mapa de correlacao heteronuclear HSQC de S9, *H: 300 MHz e 13C: 75 MHz, acetona de.
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Figura 45 - Mapa de correlagao homonuclear COSY - 1H x H de §9, 300 MHz, acetona de.
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Figura 46 - Expansao 1 do mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S9, 1H: 300 MHz e 13C: 75
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Figura 47 - Expansao 2 do mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S9, 1H: 300 MHz e 13C: 75
MHz, acetona ds, na regiao de (1,0-4,0 ppm) x (90,0-172,0 ppm).
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5.2.3 Elucidacao estrutural de S10

A substancia S10 apresentou-se como um sélido amarelo claro isolado da fase
hexanica e também da fase acetato de etila, obtidas do extrato etandlico das folhas
de V. guianensis, e teve sua estrutura identificada com base nos espectros de
HRESITOF-MS, RMN 1D e 2D e por meio de comparacoes de dados de substancias
semelhantes relatados na literatura (AL-MAHARIK; BTTING, 2003).

O espectro de UV (Fig. 49) de S10 apresentou os maximos de absorcao em
239 e 265 nm. O Espectro de massas de alta resolucao (HRESITOF-MS) (Fig. 50)
mostrou o pico do ion molecular [M+H]* em m/z 369,1338 correspondentes a
formula molecular C21H2006. Pode-se observar no espectro de RMN de 1H (Fig. 51)
da substancia S10, sinais bastante semelhantes aos mostrados para a
Lupiwighteona (S9) (item 5.2.2), ou seja, sinais tipicos de isoflavonas (BANDEIRA et
al., 2011), como um singleto em on 8,10 (H-2), bem como os sinais de RMN de 13C
em oO¢c 155,5 (C-2), 123,8 (C-3) e 182,5 (C-4). Outras semelhancas observadas no
espectro de RMN de 1H, sdo a presenca de sinais caracteristicos de uma unidade
isoprénica (prenila) [0n 1,65 (s, 3H-4", Metrans), 1,78 (s, 3H-5", Mecis), 3,37 (d, 2H, J
6,9 Hz, H-1") e 5,18 (m, 1H, H-2")]. Foi observado também um singleto em dx 6,24,
integrando para um hidrogénio, caracteristico de anel A de flavonoide com padrao
de penta substituicao, similar ao anel A de S9.
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Adicionalmente, neste espectro observou-se a presenca de um nucleo
flavonoidico 1',3',4'-trissubstituido do tipo ABX, onde observa-se um sinal dubleto
relativo a um H orto acoplado, em oy 6,82 (J 8,1 Hz, H-5'), um dubleto largo
relacionado a um H orto-meta acoplado, em 6,94 (J 8,1 Hz, H-6'), além de um singleto
largo em Oy 7,14 (H-2'), atribuido a um H meta acoplado. Todos os acoplamentos
foram confirmados através da analise do experimento COSY - 1H x 1H. (Fig. 52).

0 espectro de RMN de 13C (Fig. 53) da substancia S10 exibiu 21 sinais, os
quais foram atribuidos a vinte e um atomos de carbono, sendo estas atribuicoes
realizadas com o auxilio da analise dos espectros de DEPT (Fig. 54), HETCOR (Fig.
55) e HMBC (Fig. 56).

Na expansao do espectro de correlacao HMBC (Fig. 57), visualizou-se que o
sinal em 0 3,37 referente a H-1" da prenila mostrou correlacoes a 3Jc,xH com C-8a (8¢
156,7) e C-7 (¢ 163,2), indicando que o grupo prenila esta localizado na posicao C-
8, semelhante ao observado para S9. Todas as correlagdoes sao mostradas na Figura
48.

0 espectro de RMN de 1H (Fig. 51) apresentou um singleto em 6n 3,87 (3H),
referente ao grupo OMe, o qual exibe no experimento de HETCOR (Fig. 55), correlacao
a Ycncom um sinal de carbono em &8¢ 56,4. As correlacoes a 23JcH dos hidrogénios
do grupo OMe com os carbonos aromaticos oxidados em d¢c 147,8 (C-3') e 148,7 (C-
4" é um indicativo da localizacao deste grupo em C-3' do anel B aromatico, ressalta-
se que os deslocamentos de C-3' e C-4', podem estar trocados. No entanto, a
localizacao também foi confirmada através do experimento de NOE-diff (Fig. 58), que
ao irradiar o sinal do grupo metoxilico (dn 3,87), apresentou efeito NOE com o sinal
de H-2' (dn 7,14), nao deixando duvidas que o grupo OMe esta ligado na posicao 3'.

Apobs analise dos dados espectrais e comparacoes com dados de substancias
de estrutura semelhante descritos na literatura, foi possivel identificar S10 como
sendo 3'-metoxi-8-prenilorobol (5,7,4'-triidroxi-8-(3,3-dimetilalil)-3'-metoxi-
isoflavona). Esta substancia sé foi relatada uma Unica vez para a planta Wyethia
mollis (BOHM, CHOY, LEE, 1989), no entanto, os dados de HRESITOF-MS, RMN 1H e
13C estao sendo relatados pela vez neste trabalho (Tabela 10).
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Tabela 10 - Dados de RMN 1H e 13C para S10 (CD30D, 300 e 75 MHz) e suas principais correlagoes a
23JcH no espectro de HMBC.

Posicao On, J Hz Oc aHMBC 2Jc,n bHMBC 3JcH
2 8,1(s) 155,0 Cc-4, c-8? C-1'
3 123,8
4 182,5

4a 106,2
5 161,3
6 6,24 (s) 99,5 C-5; C-42
7 163,2
8 107,8
8a 156,7
1 124,3
2' 7,14 (sl) 116,1 C-3' C-3,C6, C4
3' 147,82
4 148,72
5' 6,82 (d,J 8,1) 113,9 c-3, C-1'
6' 6,94 (dl, J 8,1) 122,8 c-4', C-2'
1" 3,37 (d, J6,9) 22,2 c-2" Cc-7, C8, C3"
2" 5,18 (m,J1,2e6,7) 123,4 c-4", C-5"
3" 131,4
4" 1,65 (sl) 25,9 c-3"
5" 1,78 (sl) 17,9 c-3"
OMe-3' 3,87 (s) 56,4

Legenda: 20s valores podem ser trocados; *Correlacoes no espectro de HMBC 1H-13C sao de hidrogénio
especificado (s) para os carbonos indicados.

Figura 48 - Correlagdes 23JcH observadas no espectro de HMBC de S10.
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Figura 49 - Espectro de UV de S10, Amax/nm (H20:ACN).
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Figura 51 - Espectro de RMN 1H de S10, 300 MHz, CDs0D.
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Figura 53 - Espectro de RMN 13C de S10, 75 MHz, CD30D.
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Figura 55 - Mapa de correlagao heteronuclear HETCOR de S10, 1H: 300 MHz, 13C: 75 MHz, CD30D.
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Figura 56 - Mapa de correlagao heteronuclear HMBC de S10, tH: 300 MHz, 13C: 75 MHz, CD30D.
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Figura 57 - Expansao do mapa de correlagao heteronuclear HMBC de S10, *H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CD30D, na regido de (1,1-4,3 ppm) x (96,0-170,0 ppm).
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Figura 58 - Espectro de NOE diferencial por irradiagao dos hidrogénios do grupo metoxilico de S10,
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5.2.4 Elucidacgao estrutural de S11

A substancia S11, apresentou-se como um sélido amarelo claro isolado tanto
da fase hexanica, como do acetato de etila, obtidas do extrato etandélico das folhas
de V. guianensis, e teve sua estrutura identificada com base nos dados de massas
de alta resolucao (HRESITOF-MS), RMN 1D e 2D e por comparacao de dados de
substancias semelhantes relatadas na literatura (AL-MAHARIK; BTTING, 2003). O
espectro no UV (Fig. 60) de S11 apresentou os maximos de absor¢cdao em 239 e 265
nm, similar aos apresentados por S10. O espectro de massas de alta resolucao
(HRESITOF-MS) (Fig. 61) mostrou o pico do ion molecular [M+H]* em m/z
369,13703, compativel com a formula molecular C21H2006. Pode-se observar nos
espectros de RMN de 1H (Fig. 62) e de RMN 13C (Fig. 63) de S11 os seguintes sinais:
em oy 7,85 (H-2), 0¢c 152,9 (C-2) e 122,7 (C-3)] semelhantes aos mostrados tanto
para a Lupiwighteona (S9) (item 5.2.2) como para a 3'-metoxi-8-prenilorobol (S10)
(item 5.2.3).

Adicionalmente, o espectro de RMN de 1H apresentou na regiao de
hidrogénios aromaticos, um dubleto em &4 6,84 (J 8,4 Hz), integrando para um
hidrogénio orto posicionado; um duplo dubleto em 64 6,93 (J 8,4 e 1,9 Hz),
integrando para um hidrogénio, com acoplamentos orto-meta e um dubleto meta em
On 6,99 (J 1,9 Hz), integrando para um hidrogénio meta acoplado, evidenciando a
presenca de um sistema 1',3',4"-trissubstituido do tipo ABX, semelhante ao padrao
de substituicao ao anel B da substéncia S10; e um singleto em &x 6,24, integrando
para um hidrogénio, caracteristico de anel A de isoflavonoide pentassubstituido,
similar a S9 e S10. Outra similaridade observada foram os sinais caracteristicos do
grupo prenila em &n 3,35 (2H, d, J 8,4 Hz, H-1"), 5,15 (1H, t, J 6,7 Hz, H- 2"), 1,62
(3H, s, Meétrans) € 1,73 (3H, s, Mecis).

0 espectro de RMN de 13C (Fig. 63) da substancia S11 exibiu 21 sinais, os
quais, com auxilio da analise dos espectros DEPT (Fig. 64), HETCOR (Fig. 65) e HMBC
(Figs. 66-68), foram atribuidos a vinte e um atomos de carbono (Tabela 11).

Assim como discutido nos itens 5.2.2 e 5.2.3, a localizagao do grupo prenila
no carbono C-8, ocorreu através da correlacao a 3Jcx do sinal em dx 3,35 (H-1") com
0s sinais em 0¢ 155,2 (C-8a) e 8¢ 161,5 (C-7), observados na expansao 2 do espectro
de HMBC (Fig. 67). Todas as correlacées sao mostradas na Figura 59.

A localiza¢ao do grupo OMe em C-4' do anel B, foi suportado pela combinag¢ao
do padrao de substituicao no anel B aromatico (1',3',4"-trissubstituido) observada no
espectro de RMN de 1H, bem como através das correlacoes a 23J ¢y dos sinais em
OH 6,93 (H-6') e 3,83 (OMe-4') com o carbono aromatico oxidado em o¢ 147,2 (C-4")
e 0s sinais de H-5' (0n 6,84) e H-2' (01 6,99) com o outro carbono aromatico oxidado
a 0c 145,5 (C-3'). Esta localizacao, também foi confirmada pelo experimento NOE-
diff, onde verificou-se que ao irradiar o sinal em 64 3,83 (OMe-4') mostrou efeito NOE
com o sinal em on 6,84 (H-5') (Fig. 69), e ao irradiar o sinal de H-5' (dorto 01 6,84),
apresentou NOE com os sinais do grupo metoxilico (dn 3,83) e de H-6' (ddorto-meta, OH
6,93) (Fig. 70). A partir dos dados espectroscopicos discutidos acima, a substancia
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S11 foi determinada como sendo um novo produto natural, denominado de 5,7,3'-

triidroxi-8-(3,3-dimetilalil)-4'-metoxi-isoflavona.

Tabela 11 - Dados de RMN 1H e 13C para S11 (CDCls + gotas CD30D, 300 e 75 MHz) e as principais
correlagdes observadas no espectro de HMBC.

Posicao On, J Hz Oc aHMBC 2Jc,1 aHMBC 3Jc,1
2 7,85 (s) 152,9 C-4, C-8a
3 122,7
4 180,9
42 105,1
5 159,4
6 6,24 (s) 98,6 C5 C-4a
7 161,5
8 106,7
8? 155,2
1' 123,6
2 6,99 (d,J 1,9) 115,5 c-3 C-3, Cco6', Cc4
3 145,5
4 147,2
5' 6,84 (d, J 8,4) 111,0 c-3, Cc1
6' 6,93 (dd,J 1,9 e 8,4) 120,5 c4', C-2'
1" 3,35 (d,J 8,4) 21,1 c-2" C-7,C8, C3"
2" 5,15 (t,J 6,7) 121,8 c-4", C-5"
3" 131,8
4" 1,62 (sl) 25,4 c-3"
5" 1,73 (sl) 17,4 c-3"

OCHz-4' 3,83 (s) 55,6

Legenda: @ Correlagdes no espectro de HMBC H-13C sao de hidrogénio especificado (s) para os

carbonos indicados.

Figura 59 - Correlagdes 23JcH observadas no espectro de HMBC de S11.




Figura 60 - Espectro de UV de S11, Amax/nm (H20:ACN).
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Figura 62 - Espectro de RMN 1H de S11, 300 MHz, CDCls + gotas de CDs0D.
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Figura 64 - Espectro de DEPT de S11, 75 MHz, CDClz + gotas de CD30D.
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Figura 65 - Mapa de correlacao heteronuclear HETCOR de S11, 1H: 300 MHz, 13C: 75 MHz, CDCls +
gotas de CD30D.
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Figura 66 - Expansao 1 do mapa de correlagao heteronuclear HMBC de S11, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDCls + gotas de CD30D, na regiao de (6,0-8,6 ppm) x (98,0-183,0 ppm).
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Figura 67 - Expansao 2 do mapa de correlacdo heteronuclear HMBC de S11, *H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDCls + gotas de CDs0OD, na regidao de (1,3-3,6 ppm) x (98,0-165,0 ppm).
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Figura 68 - Expansao 3 do mapa de correlagao heteronuclear HMBC de S11, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDCls + gotas de CD30D, na regiao de (6,6-7,2 ppm) x (112,0-149,0 ppm).
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Figura 69 - Espectro de NOE diferencial ao irradiar os hidrogénios do grupo metoxilico (dx 3,83, OMe-
4') de S11, 300 MHz, CDCls + gotas de CD3OD.
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Figura 70 - Espectro de NOE diferencial ao irradiar o sinal de H-5' (dorto 01 6,84) de S11, 300 MHz,
CDCls + gotas de CD3s0OD.
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5.2.5 Elucidagao estrutural de S12

A substancia S12 apresentou-se como um sélido amorfo avermelhado e foi
isolado da fase hexanica obtida do extrato etandlico das folhas de V. guianensis, e
teve sua estrutura identificada com base nos dados de massas de alta resolucao
(HRESITOF-MS), RMN 1D e 2D e por comparacao com dados de substancias ja
descritas nos itens 5.2.3 e 5.2.4, bem como com substancias semelhantes
mencionados na literatura (AL-MAHARIK; BTTING, 2003).

O espectro no UV (Fig. 72) de S12 apresentou os maximos de absorcao em
228, 238 e 263 nm. O Espectro de massas de alta resolucao (HRESITOF-MS) (Fig.
73) mostrou o pico do ion molecular [M+H]*em m/z 531,18615 correspondentes a
formula molecular C27H30011 € confirmada pelos experimentos de RMN de 1H e 13C
(Tabela 12). Os espectros de RMN de 1H (Fig. 74) e 13C (Fig. 75) de S12 mostraram
um perfil préximo daqueles observados para as isoflavonas S9, S10 e S11,
mostrando sinais em 6 8,20 (H-2) e 6c 155,5 (C-2) correlacionados a 1JcH no
espectro de HETCOR (Fig. 76). Adicionalmente, o espectro de RMN 1H apresentou na
regiao dos aromaticos um dubleto em o4 7,06 (J 1,8 Hz, 1H) e um multipleto em
6,78-6,99 (2H), com deslocamentos quimicos compativeis com estruturas que
apresentam um nucleo flavonoidico 1',3',4'-trissubstituido do tipo ABX para o anel B,
ja discutidas neste trabalho para S10 e S11. Além dos sinais ja relacionados com o
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esqueleto de isoflavonas, ha o sinal de uma carbonila (6c 182,7) quelada ao grupo
C-5-OH (NARA et al., 2011; XIAOLI et al., 2006).

A penta substituicao do anel A foi demostrada, com base no sinal singleto em
On 6,64 (1H). Também foram observados sinais no espectro de RMN de 1H (Fig. 74)
correspondentes a um grupo OMe [0 3,88 (s, 3H)], a um grupo prenila [6n 3,60 (d,
2H,J 7,2 Hz, H-1"), 5,22 (t, 1H, J 7,2 Hz, H-2"), 1,82 (s, 3H, H-4") e 1,66 (s, 3H, H-5")]
€ a uma unidade de glicose [0+ 5,05 (d, J 7,2 Hz, H-1") e 3,41-3,75 (m, H-2"'- H-6")].
A unidade de glicose foi identificada através de comparagcao com os dados de RMN
da literatura (MARIN et al., 2004). Através dos dados de RMN de 1H e da constante
de acoplamento do hidrogénio anomérico H-1" (0w 5,05, J 7,2 Hz) foi possivel
determinar a natureza da ligacao da ose ao nucleo flavonoidico, que se trata do B-D-
glicopiranosideo (OZDEN et al., 1998). Todos os acoplamentos foram confirmados
através da analise do espectro de COSY-1H x 1H, (Fig. 77).

Com base na analise dos dados do espectro de RMN 13C e com o auxilio dos
espectros de HETCOR (Fig. 76) e HMBC (Fig. 78) (Tabela 12), foi possivel atribuir os
deslocamentos para os atomos de carbono dos grupos OMe (d¢c 56,4) e prenila [Oc
22,5(C-1"),123,6 (C-2"), 132,6 (C-3"), 18,0 (C-4""- Mecis), 25,9 (C-5""- Métrans)], bem
como para a unidade de glicose [6¢ 101,8 (C-1""), 78,3 (C-5'""), 78,2 (C-3""), 74,9 (C-
2'"), 71,1 (C4'"), 62,3 (C-6"")]. A localizacao do grupo prenila em C-8 foi definido
pelas correlacoes a 3Jcn observadas no espectro de HMBC (Fig. 79) a partir do sinal
em 0¢ 156,0 (C-8a) com os sinais em on 8,20 (H-2) e 3,60 (H-1").

Adicionalmente, observa-se no espectro HMBC (Fig. 80) correlacoes
existentes entre os sinais de C-7 (0¢c 162,1) e de H-6 (0n 6,64) e H-1" (0 5,05) da
unidade de glicose, indicando que o residuo de B-D-glicose esta ligado na posicao C-
7 do anel A da isoflavona. Todas as correlagoes sao mostradas na Figura 71.

Alocalizacao dos grupos OMe e OH em C-4' e C-3' do anel B, respectivamente,
foi sustentado pela combinacdo do padrao de substituicao no anel B aromatico
(1',3',4'-trissubstituido) exibido no espectro RMN 1H com os efeitos NOE observados
no espectro NOE-diff (Fig. 81), que revelaram interacdes espaciais entre H-5' e OMe-
4'. Portanto, S12 foi identificada como 5,3'-diidroxi-4'-metoxi-7-O-B-glicopirandsideo-
8-(3,3-dimetilalil)-isoflavona, uma nova isoflavona glicosilada.
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Figura 71 - Correlagdes 23JcH observadas no espectro de HMBC de S12.
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Tabela 12 - Dados de RMN 1H e 13C para S12 (CD30D, 300 e 75 MHz) e as principais correlacoes
observadas no espectro de HMBC.

HO

HO OH
HO H P OH
OMe
Posicao On, JHz bHMBC 2:3Jcn
2 8,20 (s) 155,5
3 125,02 H-2
4 182,7 H-2
4a 107,8 H-6
5 162,0 H-6
6 6,64 (s) 99,7
7 162,1 H-6, H-1"
8 110,4 H-6, H-1"
8a 156,0 H-2, H-1"
1’ 124,42 H-2', H-5', H-6'
2! 7,06 (d, J 1,8) 117,3 H-6'
3’ 147,4
4’ 149,3 H-2’, OMe-4’
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5’ 6,78-6,99 (m) 112,6
6’ 6,78-6,99 (m) 121,6 H-2'
1" 3,60 (d,J 7,2) 22,5
2" 5,22 (tl, J7,2) 123,6 H-1", H-4"", H-5"
3" 132,6 H-1", H-4"", H-5"
4" (Mecis) 1,82 (s) 18,0 H-5"
5" (Meétrans) 1,66 (s) 25,9 H-4"
OMe-4' 3,88 (s) 56,4
1" (Gli) 5,05 (d, J 7,2) 101,8
2" (Gli) 3,41-3,75 (m) 74,9
3" (Gli) 3,41-3,75 (m) 78,2
4" (Gli) 3,41-3,75 (m) 71,1
5" (Gli) 3,41-3,75 (m) 78,3
6'" (Gli) 3,41-3,75 (m) 62,3

Legenda: 20s valores podem ser trocados. PCorrelacoes no espectro de HMBC 1H-13C sao de
hidrogénios indicados para os carbono especificado(s).

Figura 72 - Espectro de UV de S12, Amax/nm (H20:ACN).
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Figura 73 - Espectro de HRESITOF-MS de S12.
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Figura 75 - Espectro de RMN 13C de S12, 75 MHz, CD30D.

4

Mg
HO
D\
e
HO o
HO
R
8
‘ 180 15¢ 152 ppm
L
TmrTm lﬁ
g % o iy HE
& Ll : B -
i s 10 h b iy
| \ H l‘[ |5=_i Eg JNT
| [
] 7]
| ; |
- [ - | JJU_J_._[.L | JJ L_'
e e P T PR e R e

L
wo
o3

1=
=
{!; FETE FRREE FTTTE FURREATNTE UL FUUTd FTTR) FETTL FRURd FUTTd FRRRIARAT LoTi ]

B
=]

HO

N o on
e 8 o

e
- o o
2 o o

o
& W M
o (=] =2

-
w
=1

-
-
]

o

L) 1 T
5 4 3 2 1
F1 (ppm)

81



Figura 77 - Mapa de correlagao homonuclear COSY - 1H x tH de S12, 300 MHz, CD30D.
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Figura 78 - Mapa de correlagao heteronuclear HMBC de S12, tH: 300 MHz, 13C: 75 MHz, CD30D.
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Figura 79 - Expansao 2 do mapa de correlagao heteronuclear HMBC de S$12, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDs30D, na regiao de (3,4-4,3 ppm) x (42,0-190,0 ppm).
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Figura 80 - Expansao 1 do mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S12, H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDs0D, na regiao de (6,2-8,4 ppm) x (102,0-190,0 ppm).
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Figura 81 - Espectro de NOE diferencial ao irradiar os hidrogénios do grupo metoxilico (0n 3,88) de
S12, 300 MHz, CD30D.

5.2.6 Elucidacao estrutural de S6

A substancia S6 foi isolada como um 6leo incolor da fase hexanica obtida do
extrato etandlico das folhas de V. guianensis, e teve sua estrutura identificada com
base nos espectros de RMN 1D e 2D e por meio de comparacdoes com dados
relatados previamente na literatura (MAXIMO et al., 2002). Pode-se observar nos
espectros de RMN de 1H (Fig. 82) e 13C (Fig. 83) de S6 sinais semelhantes aos
mostrados para a Lupiwighteona (S9) (item 5.2.2), ou seja, sinais tipicos de
isoflavonas (BANDEIRA et al., 2011), singletos em 6 7,88 (H-2) e 61 12,89 (C-5-0OH),
além de sinais em 6¢c 152,4 (C-2), 123,6 (C-3) e 181,0 (C-4).

O espectro de RMN de 1H (Fig. 82) também mostrou sinais relativos a dois
hidrogénios olefinicos cis-acoplados em ox 5,59 (d, Ju3vh4= 10,2 Hz) e 6,68 (d, Jh-
a3 = 10,2 Hz) que, associados aos singletos relativos aos grupos gem-dimetilicos
em Oy 1,47 (5"-Me e 6"-Me) permitiram caracterizar a presenca do anel do 2,2-
dimetilpirano fundido a anel aromatico (BALDOQUI et al., 1999). Com auxilio do
espectro de HSQC (Figs. 84 e 85) foi possivel atribuir os sinais de carbono em ¢
127,5 (C-3"), 114,5 (C4") e 28,2 (C-5"/C-6") aos carbonos deste anel, cuja ligacao
no anel A nas posicoes C-7 e C-8 foi comprovada através da analise no espectro de
HMBC (expansao 1, Fig. 86), onde observou-se correlacao a 23Jcn entre C-6 (Oc
100,3) e C-5-OH (o1 12,89) e entre C-7 (0¢c 159,6) e H-4" (01 6,68), confirmando
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assim a estrutura angular de S6. Todos os acoplamentos foram confirmados no
espectro de COSY 1H x 1H (Fig. 87).

Adicionalmente, o espectro de RMN de 'H mostrou dois dubletos
correspondentes a quatro hidrogénios aromaticos com constantes de acoplamento
vicinais caracteristicos do anel B 1'4'-dissubstituido da isoflavona, e um sinal de
singleto em on 7,88 relacionado a hidrogénio aromatico no anel A. Todos o0s sinais
de RMN de 13C de S6 foram atribuidas a partir da analise dos espectros de DEPT (Fig.
88), HSQC e HMBC (Figs. 89-91), onde podem ser observados na Tabela 13. A partir
do espectro de HSQC (Fig. 84 e 85) os desvios quimicos dos atomos de carbono
hidrogenados foram atribuidas, como se segue: o¢c 152,4 (C-2), 130,3 (C-2'/ C-6'),
127,5 (C-3"), 115,6 (C-3'/C-5"), 114,5 (C-4"), 100,3 (C-6), 28,2 (C-5"/ C-6"). A partir
do espectro HMBC (Fig. 91) foi possivel determinar os deslocamentos quimicos de
C8 (0c 101,1) e C4da (0c 106,0) e atribuir todos o0s sinais restantes aos
correspondentes carbonos nao hidrogenados.

O conjunto desses dados, associado as informacoes disponiveis na literatura
(MAXIMO et al., 2002), permitiu identificar S6 como a 5,4-diidroxi-7,8-(2",2"
dimetilpirano)-isoflavona, conhecida vulgarmente pelo nome de derrona. Este
composto ja foi isolado de fonte naturais, no entanto, € relatada pela primeira vez
partir o género Vatairea.

Figura 82 - Espectro de RMN 'H de S6, 300 MHz, CDCls.
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Tabela 13 - Dados de RMN 1H e 13C para S6 (CDCls, 300 e 75 MHz) e comparagao com dados da
literatura.

Derrona isolada (S6) Derrona da literatura*

Posicao On, JHz Oc On, JHz Oc
2 7,88 (s) 152,4 7,88 (s) 152,6
3 123,6 123,7
4 181,0 181,2
4a 106,0 106,1
5 162,1 162,5
6 6,29 (s) 100,3 6,30 (s) 100,4
7 159,6 159,8
8 101,1 101,2
8a 152,2 152,6
1' 122,7 123,1
2'/6' 7,36 (d,J7,8) 130,3 7,40 (d, J 8,0) 130,5
3'/5' 6,87 (d, J 6) 115,5 6,87 (d, J 8,4) 115,7
4' 156,0 156,1
2" 78,1 78,1
3" 5,59 (d, J 10,2) 127,5 5,9 (d, J 10) 127,6
4" 6,68 (d, J 10,2) 114,5 6,83 (d, J 10) 114,7
5"-Me 1,47 (s) 28,5 1,47 (s) 28,1
6" - Me 1,47 (s) 28,5 1,47 (s) 28,1

5-OH-quelada 12,89 (s) 12,89 (s)

Legenda: * Maximo et al. (2002).
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Figura 83 - Espectro de RMN 13C de S6, 75 MHz, CDCls.
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Figura 84 - Expansao 1 do mapa de correlagao heteronuclear HSQC de S6, 1H: 300 MHz, 13C: 75 MHz,
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Figura 85 - Expansao 2 do mapa de correlacao heteronuclear HSQC de S6, *H: 300 MHz, 13C: 75 MHz,
CDCls, na regiao de (5,4-8,5 ppm) x (99,0-159,0 ppm).
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Figura 86 - Expansao 4 do mapa de correlagao heteronuclear HMBC de S$6, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDCls, na regiao de (5,0-14,0 ppm) x (20,0-184,0 ppm).
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Figura 87 - Mapa de correlagao homonuclear COSY - 1H x tH de S6, 300 MHz, CDCls.
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Figura 88 - Espectro de DEPT de S6, 75 MHz, CDCls.
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Figura 89 - Expansao 1 do mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S6, *H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDCls, na regiao de (0,6-2,6 ppm) x (40,0-182,0 ppm).
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Figura 90 - Expansao 3 do mapa de correlagao heteronuclear HMBC de S6, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDCls, na regiao de (5,4-8,5 ppm) x (120,0-185,0 ppm).
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Figura 91 - Expansao 2 do mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S6, *H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDCls, na regiao de (5,4-8,0 ppm) x (75,0-120,0 ppm).
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5.2.7 Elucidacao estrutural de S7

A substancia S7 foi isolada como um sélido amorfo verde da fase hexanica obtida
do extrato etandlico das folhas de V. guianensis, e teve sua estrutura identificada
com base nos espectros de espectros de HRESITOF-MS, RMN 1D e 2D, e por
comparacao com dados da literatura (TSUKAYAMA; KAWAMURA; TAHARA, 1992).

0 espectro no UV (Fig. 92) de S7 apresentou os maximos de absorcao em 237,
269 e 337 nm. O Espectro de massas de alta resolucao (HRESITOF-MS) (Fig. 93)
mostrou o pico do ion molecular [M+H]* em m/z 367,11901 compativel com a
formula molecular C21H1806. Esta substancia apresentou sinais tipicos de
isoflavonas (BANDEIRA et al., 2011), em 6n 7,87 (H-2), 6¢c 152,5 (C-2), 123,7 (C-3) e
180,8 (C-4). Pode-se observar no espectro de RMN de 1H (Fig. 94) para S7 sinais na
reg

iao aromatica em on 6,91 (1H, d, J 8,1 Hz), 7,03 (1H, dl, J 8,1 Hz) e 7,06 (1H, si),
indicando um sistema de spin 1',3',4'-trissubstituido do tipo ABX no anel B, e estes
dados sao semelhantes aos de RMN 1H das substancias S10, S11 e S12.
Adicionalmente, observou-se um singleto em ou 6,28 (H-6) correspondente a um
anico hidrogénio aromatico de um anel aromatico A penta substituido, semelhante
aos dados apresentados para a derrona (S6). Os sinais observados em dx 5,58 e
6,67 (1H cada, d, J 9,9 Hz) e 1,47 (6H, s) revelou a presenca de um anel 2,2-
dimetilcromeno ligado a um anel aromatico, enquanto que os singletos a on 12,95 e

91



3,91 indicaram a presenca de uma hidroxila quelada ao grupo carbonila e um grupo
OMe ligado a um anel aromatico, respectivamente. Todos os acoplamentos foram
confirmados através de analise do espectro COSY - 1H x 1H (Fig. 95).

Os dados de RMN 13C (Fig. 96), auxiliados com os experimentos de HETCOR
(Fig. 97) e HMBC (Figs. 98 e 99) permitiu atribuir os deslocamentos dos carbonos de
S7, onde estao mostrados na Tabela 14. O anel 2,2-dimetilcromeno ligado ao anel A
em C-7 e C-8 foi deduzida pelas correlacoes a 3Jcn dos sinais de H-2 (6n 7,87) e H-
4" (0w 6,67) com o sinal de C-8a (6c 152,1) observados no espectro de HMBC (Fig.
98, Tabela 14), bem como, as correlacoes a 2JcH entre os sinais de H-6 (0n 6,28) e
C-5-OH (6n 12,95) com o de C-5 (6c 162,2). A localizacao dos grupos hidroxila e
metoxila em C-3’ e C-4' do anel B, respectivamente, foi deduzida pelas correlacdes a
3Jcn de H-6' (0n 7,03) e OMe-4' (01 3,91) com o carbono oxidado em C-4' (¢ 146,8),
sendo esta localizacao também foi confirmada pelo efeito NOE observado no
espectro de NOE-diff (Fig. 100), que revelou interacoes espaciais entre H-5' (61 6,91)
e OMe-4' (0n 3,91). A partir dos dados discutidos acima, podemos concluir que a
substancia S7 é a 5,3'-diidroxi-4'-metoxi-2",2"-dimetilpirano(5",6":8,7)-isoflavona,
aqui, isolado pela primeira vez a partir de uma fonte natural, embora ja tenha sido
obtido por sintese (TSUKAYAMA; KAWAMURA; TAHARA, 1992). Também se ressalta
que os dados espectroscopicos completos estao sendo registrados pela primeira vez
neste trabalho.

Tabela 14 - Dados de RMN 1H e 13C e principais correlacoes observadas no espectro de HMBC para
S7 (CDCls, 300 e 75 MHz).

OMe

Posicao On, JHz “OH Oc bHMBC 2:3Jc,1
2 7,87 (s) 7,70 (s) 152,5
3 123,72 H-2, H-2', H-6'
4 180,8 H-2
4a 106,0 H-6, 5-OH
5 162,2 H-6, 5-OH
6 6,28 (s) 6,15 (s) 100,3 5-0OH
7 159,5 H-6, H-4"
8 101,1 H-6, H-3", H-4”
8a 152,1 H-2, H-4"
1’ 123,5¢ H-2, H-2', H-5', H-6'
2! 7,06 (s) 6,8-6,95 115,0 H-6'
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3 145,6 H-2', H-5'

a 146,8 H-2', H-5, H-6', OMe
5" 6,91(d,J81) 6,86,95 110,7

6 7,03(dl,J81) 6,86,95 120,9 H-2'

2" 78,0 H-3", H-4", 2Me-2"
3" 558(d,J9,9)  5,61(d) 127,4 2Me-2"

4 6,67 (d,J9,9) 6,5 (d) 114,5

2Me- 1,47 (s) 1,41 (s) 28,2

5"/6"
4'-OMe 3,91 (s) 3,79 (s) 56,0

5-OH 12,95 (s) 12,9 (s)

Legenda: *Tsukayama; Kawamura; Tahara, (1992). @ os valores podem ser trocados. ? Correlagdes no
espectro de HMBC H -13C sao de hidrogénios indicados para os carbono especificado(s).

Figura 92 - Espectro de UV de S7, Amax/nm (H20:ACN).

mAU Fa)
154.44/ 1.00 i
125

100—

75—

93



Figura 93 - Espectro de HRESITOF-MS de S7.
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Figura 95 - Mapa de correlagao homonuclear COSY - 1H x *H de S7, 300 MHz, CDCls.
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Figura 97 - Mapa de correlagao heteronuclear HETCOR de S7, tH: 300 MHz, 13C: 75 MHz, CDCls.
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Figura 98 - Expansao 1 do mapa de correlagao heteronuclear HMBC de S7, 1H: 300 MHz, 13C: 75 MHz,
CDCls, na regiao de (5,0-14,0 ppm) x (50,0-190,0 ppm).
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Figura 99 - Expansao 2 do mapa de correlagao heteronuclear HMBC de S7, 1H: 300 MHz, 13C: 75 MHz,
CDClz, na regiao de (1,0-5,0 ppm) x (20,0-180,0 ppm).
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5.2.8 Elucidagao estrutural de S8

A substancia S8, apresentou-se como um soélido amorfo amarelo, a qual foi
isolada da fase hexanica obtida do extrato etandélico das folhas de V. guianensis, e
teve sua estrutura identificada com base nos espectros de HRESITOF-MS, RMN 1D e
2D, na origem biossintética dos flavonoides (DEWICK, 2009) e por comparacao com
dados da literatura de substancias similares.

O espectro no UV (Fig. 102) de S8 apresentou os maximos de absorcao em
239, 265 e 300 nm. O Espectro de massas de alta resolucao (HRESITOF-MS) (Fig.
103) mostrou o pico do ion molecular [M+1]*em m/z 367,11723 correspondentes
a férmula molecular C21H1806. O sinal observado no espectro de RMN de *H (Fig.
104) em on 7,90 e no espectro de 13C (Fig. 105) em &¢ 152,8 sao caracteristicos do
esqueleto estrutural das isoflavanas ja discutidas neste trabalho.

Adicionalmente, o espectro de RMN de 1H (Fig. 104) exibiu sinais em 61 6,86
(d, J 7,8 Hz, H-5'), 6,94 (dd, J 7,8 e 1,5 Hz, H-6') e 7,03 (d, J 1,5 Hz, H-2),
evidenciando a presenca de um sistema 1'3'4'-trissubstituido do tipo ABX,
relacionado ao anel B, bem como um singleto em & 6,29 (1H), caracterizando o
padrao de penta substituicao do anel A. Observou-se ainda neste espectro, um sinal
singleto referente ao grupo metilenodioxilico em on 5,99 (2H), o qual, com auxilio do
espectro HETCOR (Fig. 106), foi possivel atribuir o sinal em &¢c 101,2, para o carbono
deste grupo.

O espectro de RMN 13C (Fig. 105) de S8 mostrou 21 linhas espectrais. A
comparacao dos espectros de RMN 13C, HETCOR e HMBC, permitiu determinar o
padrao de hidrogenacao referente a cada carbono: seis carbonos metinicos, dois
metilicos, dois metilénicos e onze carbonos nao-hidrogenados, sendo o sinal em d¢
181,0, correspondente a uma carbonila quelada, a qual foi confirmada no espectro
de RMN H por apresentar sinal em &4 12,81 referente a grupo hidroxila formando
ligacao de hidrogénio com a carbonila. Enquanto que os deslocamentos quimicos
em Oc 160,8; 160,4; 154,9; 152,8; 147,8 e 147,7 foram compativeis com atomos
de carbonos aromaticos oxigenados. O espectro de HETCOR (Fig. 106), possibilitou
atribuir os deslocamentos dos hidrogénios em 64 7,90 (H-2), 7,03 (H-2'), 6,94 (H-6"),
6,86 (H-5") e 6,29 (H-6) aos carbonos em &¢c 152,8 (C-2), 109,6 (C-2'), 122,4 (C-6"),
108,4 (C-5') e 99,6 (C-6), respectivamente.

No espectro de RMN de 1H observou-se ainda, sinais caracteristicos de um
grupo C-prenila [on 3,46 (d, J 6,9 Hz, H-1"), 5,22 (tl, J 6,9 Hz, H-2"), 1,74 (s, M€trans)
e 1,82 (s, Mecis)]. Todos os acoplamentos foram confirmados através de analise do
espectro COSY 1H-1H (Fig.107).

O posicionamento da unidade isoprénica foi confirmada na posicao C-8, com
base nas correlacoes 3Jcn no experimento de HMBC (expansao 1, Fig. 108) do sinal
em oy 7,91 (H-2) e 3,46 (H-1") com o sinal em d6¢c 155,0 (C-8a). Por outro lado, as
correlacdes 23Jcy observadas no espectro de HMBC do sinal em on 7,02 (H-2') e
6,86 (H-5') com o sinal em 6¢c 147,8 e 147,7 (C-3'/C-4") confirmando assim a posicao
do grupo metilenodioxilico entre C-3' e C-4'. Os demais assinalamentos dos carbonos
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e hidrogénios de S8 foram realizados com base nas analises dos espectros de HMBC
(Figs. 109 e 110). Todas as correlacoes sao mostradas na Figura 101.

A reuniao de todas estas informacoes espectrais, permitiu elucidar de forma
inequivoca a estrutura de S8 como sendo a 5,7-diidroxi-3',4'-metilenodioxi-8-(3,3-
dimetilalil)-isoflavona. Esta substancia € um novo produto natural, no entanto ja foi
relatada como produto de sintese por Hastings; Hadden; Blagg, (2008). Porém,
destaca-se que os dados espectrométricos de S8 estdo sendo relatados pela
primeira vez neste trabalho. Estes mesmos pesquisadores ainda registraram uma
significativa  atividade para S8 contralinhagens de células cancerosas
de mama (MCF-7) ecélon (HCT-116). A Tabela 15 mostra os dados
espectrométricos importantes na determinacao estrutural de S8.

Tabela 15 - Dados de RMN 1H e 13C e principais correlacoes observadas no espectro de HMBC para
S8 (CDCls, 300 e 75 MHz).

Posicao On, JHz Oc bHMBC 2JcH bHMBC 3JcH

2 7,90 (s) 152,8 C3 C-4,C-8a, C-1'
3 124,3
4 181,0
4a 105,4
5 160,4
6 6,29 (s) 99,6 C5b C-4a
7 160,8
8 106,0
8a 154,9
1' 123,3
2 7,03 (d,J 1,5 Hz) 109,6 c3 C-3, C6’
3 147,82
4 147,72
5' 6,86 (d,J 7,8 Hz) 108,4 c-4' c-3,Cc-1
6' 6,94 (dd,J 1,5e 7,8 Hz) 122,4 c-4', C-2'
1" 3,46 (d, J 6,9 Hz) 21,5 c-2",C-8 C-7,C-8? C3"
2" 5,22 (tl, J 6,9 Hz) 121,1
3'v 134,7
4" (Mecis) 1,82 (s) 17,8 c-3" c-2"
5" (Metrans) 1,74 (s) 25,8 c-3" c-2"
-OCH20- 5,99 (s) 101,2
OH-quelada 12,80

Legenda: @ valores podem estar trocados, ? Correlagoes no espectro de HMBC 1H-13C sao de hidrogénio
especificado (s) para os carbonos indicados.

99



Figura 101 - Correlagoes 23Jc1 observadas no espectro de HMBC de S8.

HO

2
Legenda: 77\ Vem 7N 3JC._H
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Figura 103 - Espectro de HRESITOF-MS de S8.
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Figura 105 - Espectro de RMN 13C de S8, 75 MHz, CDCls.
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Figura 107 - Mapa de correlacdo homonuclear COSY - 1H x 1H de $8, 300 MHz, CDCls.
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Figura 109 - Expansao 2 do mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S8, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDCls, na regiao de (1,1-4,1 ppm) x (98,0-185,0 ppm).
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Figura 110 - Expansao 3 do mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S8, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDCls, na regiao de (5,1-8,3 ppm) x (98,0-139,0 ppm).
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5.3 Elucidacao estrutural das substéancias isoladas do alburno de V. guianensis

O estudo fitoquimico do alburno de V. guianensis resultou no isolamento e
identificacao estrutural de substancias pertencentes as classes das antraquinonas
(813 e S14), fitoesterdis em mistura (S15 e S16), isoflavonoides (S17 e S18), além
de triterpeno pentaciclico (S5) (Fig. 111), cujas estruturas foram determinadas com
base na analise dos dados espectrais de RMN 1D e 2D, além de comparacao com
dados disponiveis na literatura.

Figura 111 - Estruturas das substancias isoladas do alburno de V. guianensis.
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5.3.1 Elucidacao estrutural de S13 e S14

Os espectros de RMN 1H das substancias S13 (Fig. 112) e S14 (Fig. 114)
apresentaram bastante similaridade, exibindo sinais tipicos de antraquinonas
contendo grupo Me ligado a anel aromatico (MOREIRA et al., 2006), como o0s
singletos referentes ao grupo Me aromatico em o1 2,47 (S13) e 2,45 (S14), singletos
relativos a duas hidroxilas queladas a grupo carbonila em on 12,03 e 12,14 (S13) e
12,13 e 12,32 (S14), além dos sinais de hidrogénios aromaticos, que para a
substancia S13 aparecem em 64 7,83 (1H, dd, J 7,8 e 1,2 Hz), 7,28 (1H, dd, J 8,7 e
1,2 Hz) e 7,68 (1H, dd, J 8,7 e 7,8 Hz), caracterizando um anel aromatico 1,2,3-
trissubstituido, além dos sinais multipletos em oy 7,65 e 7,10 (1H cada), referentes
a hidrogénios com acoplamento meta e a longa distancia com grupo Me, conforme
mostrado no espectro de 1H. Enquanto para a substancia S14, os sinais de H
aromaticos sao visualizados em 6n 7,37 € 6,69 (d, J 2,7 Hz, 1H cada), tipico de anel
1,2,3,5-tetrassubstituido e em dn 7,63 e 7,08 (m, 1H cada), atribuidos a dois
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hidrogénios acoplando meta e a longa distancia com grupo Me , conforme mostrado
no espectro de 1H. Também para a substancia S14 observa-se um sinal singleto em
On 3,94 (3H), atribuido a um grupo OMe. Os dados de RMN 13C para as duas
carbonilas de S13 (¢ 192,5 e 182,0), (Fig. 113) e de S14 (¢ 190,7 e 182,0) (Fig.
115), sao tipicos de esqueleto antraquinona, onde um grupo carbonila esta quelado
a OH e o outro nao (OTTOBELLI et al., 2011, MOREIRA et al., 2006). A comparacao
dos dados RMN de S13 e S14 com os da literatura (OTTOBELLI et al., 2011) permitiu
identificar a estrutura de S13 como sendo 1,8-diidroxi-3-metilantraquinona
(crisofanol) e de (§14) como 1,8-diidroxi-3-metil-6-metoxiantraquinona (fisciona).

0 isolamento das substancias S13 e S14, ja havia sido relatado na literatura
em estudos anteriores com a espécie (PIEDADE; WOLTER FILHO, 1988; OTOBELLI et
al., 2011). Este fato € importante, pois € sugestivo de que estas substancias podem
ser consideradas como marcadoras para a espécie V. guianensis. Os dados de RMN
13C de S13 e de S14 foram comparados com o0s encontrados na literatura, havendo
coincidéncia ou grande semelhanca entre eles, como estao registrados na Tabela
16. Em estudos realizados por Garcia-Sosa et al. (2007) atribui a atividade
antimicrobiana do extrato metandlico da raiz Colubrina greggii ao crisofanol.

Tabela 16 - Dados de RMN 13C (75 MHz, CDCI3) do Crisofanol (S13) e Fisciona (S14) em comparacao
com os dados da literatura.

*S13 S13 *S14 S14
C Oc

1 162,7 162,6 161,3 162,4
2 124.,4 124,3 124,0 124.,5
3 149,3 149,3 149,1 148,4
4 121,4 121,3 120,4 121,3
5 119,9 119,9 109,8 108,2
6 136,9 136,9 166,1 166,5
7 124.,5 124,5 107,6 106,7
8 162,5 162,3 164,4 165,1
9 1925 192,5 191,6 190,7
10 181,9 182,0 181,2 182,0
11 133,6 133,6 133,3 135,2
12 115,9 115,8 115,8 113,6
13 113,7 113,7 113,9 110,2
14 133,3 133,2 132,8 133,1
15- 21,6 22,7 21,6 22,1
Me
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16- 56,3 56,0
OMe

Legenda: *Ottobelli et al. (2011).

Figura 112 - Espectro de RMN 1H de S13, 300 MHz, CDCls.
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Figura 114 - Espectro de RMN 1H de S14, 300 MHz, CDCls.
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Figura 115 - Espectro de RMN 13C de S14, 75 MHz, CDCls.
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5.3.2 Elucidagao estrutural da mistura S15 e S16

As substancias S15 e S16 foram isoladas em mistura da fase hexanica
(Fracao FHex-ALB-6) do alburno de V. guianensis. O espectro de RMN de 1H (Figs.
116 e 117) dessa mistura apresenta sinais tipicos dos esteroides sitosterol (S15) e
estigmasterol (S16), como o multipleto em dn 3,51, atribuido ao hidrogénio
oximetilico H-3, além de varios sinais nas regioes entre o4 0,67-1,00, atribuidos aos
hidrogénios de grupos metilas, e entre 04 1,00-2,00, referentes a hidrogénios
metilénicos, bem como um dubleto largo em du 5,35 (J 4,8 Hz) relacionado ao
hidrogénio olefinico H-6. Neste espectro ainda pode-se verificar a presenca de sinais
relativos aos hidrogénios olefinicos do estigmasterol (S16), em 61 5,13 (dd, J 8,4 e
15,0 Hz, H-22) e 5,01 (dd, J 8,7 e 15,0 Hz, H-23). Os deslocamentos quimicos no
espectro de RMN 1H de S15 e S16 coincidem com os dados registrados na literatura
para o sitosterol e estigmasterol (NES; NORTON; BENSON, 1992; AHMED; AHMAD;
MALIK, 1992).

0 espectro de RMN de 13C (Figs. 118 e 119) da mistura de S15 e S16 exibe
sinais que confirmam a presenca dos esteroides sitosterol e estigmasterol, como por
exemplo quatro sinais na regiao de carbonos olefinicosem d¢ 140,7; 138,3; 129,2 e
121,7. Segundo dados da literatura, sinais em d¢c 121,7 e 140,7 sao caracteristicos
de esteroides com uma dupla ligacao entre C-5 e C-6, como ocorre nas estruturas do
sitosterol (S15) e do estigmasterol (S16) (AHMED; AHMAD; MALIK, 1992; GOULART
et al., 1993), e os sinais em 0¢ 129,2 e 138,3 ppm sao caracteristicos de uma dupla
ligacao entre C-22 e C-23 como ocorre na estrutura do estigmasterol (S16) (GOULART
et al., 1993). Os dados de RMN de 13C estao descritos na Tabela 17. As
multiplicidades dos carbonos foram confirmadas pelo experimento de DEPT (Figs.
120 e 121).

Os esteroides sitosterol (S15) e o estigmasterol (S16), por serem de larga
ocorréncia no reino vegetal, nao contribuem para distiguirem o perfil quimico da
espécie, no entanto, esta sendo relatadas pela primeira vez em V. guianensis, sendo
gue no género Vatairea ja foram isolados de V. heteroptera (FORMIGA et al., 1975).
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Tabela 17 - Dados de RMN 13C (75 MHZ, CDCls) do sitosterol (S15) e do estigmasterol (S16)

comparados com os dados da literatura.

S15 22,23 dihidro  S16 A?>?3

S15* S15 S16* S16
C Oc
1 37,2 37,2 37,3 37,2
2 31,6 31,6 31,6 31,6
3 71,8 71,7 71,8 71,7
4 42,5 42,2 42,3 42,1
5 140,8 140,7 140,8 140,7
6 121,7 121,7 121,6 121,7
7 31,8 31,8 31,9 31,8
8 31,9 31,8 31,9 31,8
9 50,1 50,0 50,2 50,0
10 36,5 36,4 36,5 36,4
11 21,1 21,2 21,1 21,2
12 39,7 39,7 39,7 39,6
13 42,3 42,2 42,3 42,2
14 56,7 56,7 56,9 56,8
15 24,3 24,2 24,3 24,3
16 28,2 28,2 28,9 28,9
17 56,0 56,0 56,0 56,0
18 11,9 11,9 12,0 12,0
19 19,4 19,3 19,4 19,3
20 36,1 36,1 40,5 40,5
21 18,8 18,7 21,1 21,1
22 33,9 33,8 138,2 138,3
23 26,0 26,0 129,2 129,2
24 45,8 45,7 51,2 51,2
25 29,1 29,0 31,9 31,8
26 19,8 19,7 21,2 19,2
27 19,1 18,9 19,0 18,9
28 23,0 23,0 25,4 25,4
29 12,0 12,0 12,2 12,2

Legenda: * Nés; Norton; Benson (1992); Ahmed; Ahmad; Malik (1992).
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Figura 116 - Espectro de RMN 1H de S15 e S16, 300 MHz, CDCls.
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Figura 118 - Espectro de RMN 13C de S15 e S16, 75 MHz, CDCls.

B g pE
= S15 22 23 dilmdro 816 A=~
b 2
&l S'. 3
°_| H E] H
i 2 : ¢z :
| z =|§.=I
z o g
b T Ea
z'F 2 " % e -
2 & enid || |8
| i I e k||
| 25 |
i .Il. I ._,_.‘-.'I N\, | L b J i
' e g -5 .2 =2 |8
56.7 S56.2 ppm o l = 2% B =
| ) | 27 =21 J
i ’|1 | | -
e U S ]
P T S e e e
138 134 ppm 12.5 12.0 ppm '
I ‘
| (|
1 | |
1s 180 14 120 i [ 1] (1] an Ed ]

Figura 119 - Expansao do espectro de RMN 13C de S15 e S16, 75 MHz, CDCls.
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Figura 120 - Espectro de DEPT de S15 e S16, 1H: 300 MHz, 13C: 75 MHz, de 75 MHz, CDCls.
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Figura 121 - Expansao do espectro de DEPT de S15 e S16, 1H: 300 MHz, 13C: 75 MHz, de 75 MHz,
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5.3.3 Elucidagao estrutural de S17

isolada na forma de cristais amarelos claros, foi

A substancia S17,
identificada como um isoflavonoide com base nos sinais caracteristicos observados

nos espectros de RMN 1H (BANDEIRA et al., 2011), em o4 7,84 (s, H-2) e 13C, em 0c¢
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152,4 (C-2). A identificacao das posicoes dos substituintes nos anéis A e B foram
obtidas por analise dos valores de J dos sinais de hidrogénios aromaticos no espectro
de RMN 1H (Fig. 122). Os sinais em ox 7,38 (d, J 9,0 Hz; H-2'/6'") € 6,87 (d, J 9,0 Hz,
H-3'/5") foram relacionados ao sistema de spin AA'XX' no anel B (1',4'-dissubstituido),
similar ao padrao de substituicao encontrado para a substancia S9 (item 5.2.2). O
espectro de RMN de 1H exibiu ainda um dubleto orto em o4 8,00 (J 9,0 Hz, H-5), um
duplo dubleto com acoplamentos orto-meta em dn 6,83 (J 9,0 € 2,1 Hz, H-6) € um
dubleto meta em on 6,75 (J 2,1 Hz, H-8), evidenciando a presenca de um sistema
1,2,4-trissubstituido relacionado ao anel A de um flavonoide. Todos os acoplamentos
foram confirmados pelo experimento de correlacao homonuclear COSY-1H x 1H (Fig.
123). O espectro de RMN de 13C (Fig. 124) de S17 exibiu quatorze sinais referentes
aos dezesseis carbonos da estrutura da substancia e as atribuicoes foram auxiliadas
pelos espectros HETCOR e HMBC (Figs. 125-127). Pode ser observado ainda no
espectro de 1H, um sinal singleto em dn 3,75 (3H) atribuido a um OMe. A localizagao
deste grupo em C-4' no anel B foi determinada a partir do experimento de NOE-diff,
o qual mostrou efeito NOE entre o sinal singleto em 61 3,75 e o0 dubleto em 64 6,87
(H-3'/5") (Figs.128 e 129). O conjunto desses dados, associado as informacoes
disponiveis na literatura (YAHARA et al., 1989), permitiu identificar a substancia S17
como 7-hidroxi, 4'-metoxi-isoflavona, conhecida pelo nome usual de formononetina.
Os dados de RMN de 1H e 13C estao descritos na Tabela 18. Recentes pesquisas
revelaram que essa substancia aumentou significativamente a citotoxicidade do
quimioterapico epirrubicina contra células tumorais do tipo HelLa (LO; WANG, 2013).

Tabela 18 - Dados de RMN 1H e 13C para S17 (CDCls + gts CD30D, 300 e 75 MHz) e comparagao com
dados da literatura (em acetona ds).

Formononetina isolada (S17) Formononetina literatura*
Posicao OH, J Hz Oc OH Oc
2 7,84 (s) 152,4 8,24 152,9
3 124,3 124,3
4 176,5 174,4
42 117,0 116,7
5 8,0 (d, J 9,0) 127,5 6.7-8.15 129,2
6 6,83 (dd, J9,0e 2,1) 115,0 115,1
7 159,2 158,9
8 6,75 (d,J 2,1) 102,2 6,7-8,15 102,1
8? 158,0 157,5
1’ 124,0 123,2
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7,38 (d,J9,0)
6,87 (d, J 9,0)

2'/6'
3'/%'
4[

OMe-4' 3,75(s)

130,0
113,7
162,4

55,1

6,7-8,15

3,76

130,0
113,5
162,6

55,0

Legenda: * Yahara et al. (1989).

Figura 122 - Espectro de RMN 1H de $17, 300 MHz, CDCls + gotas CD30D.
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Figura 123 - Mapa de correlagdo homonuclear COSY - 1H x 1H de S17, 300 MHz,
CDCl3 + gotas de CDs0D.
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Figura 125 - Mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S17, 1H: 300 MHz, 13C: 75 MHz, CDCls +
gotas de CD30D.
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Figura 126 - Expansao 1 do mapa de correlagao heteronuclear HMBC de S17, *H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDCls + gotas de CD30D, na regiao de (6,6-8,1 ppm) x (75,0-135,0 ppm).
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Figura 127 - Expansao 2 do mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S17, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, CDCls + gotas de CD30D, na regiao de (6,5-8,4 ppm) x (146,0-184,0 ppm).
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Figura 128 - Espectro de NOE diferencial ao irradiar os hidrogénios do grupo metoxilico (0n 3,75) de
$17, 300 MHz, CDCls + gotas de CD30D.
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Figura 129 - Espectro de NOE diferencial ao irradiar o dubleto em 6+ 6,87 (H-3'/5') de $S17, 300 MHz,
CDCls + gotas de CD3s0OD.
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5.3.4 Elucidacgao estrutural de S18

A substancia S18, isolada na forma de um soélido amorfo marron, foi
identificada como um isoflavonoide com base nos sinais caracteristicos observados
nos espectros de RMN 1H (BANDEIRA et al., 2011), sua identificacao ocorreu com
base nos dados de RMN uni e bidimensional e por comparacao com dados da
literatura.

O espectro de RMN de 1H (Fig. 133 e 134) da substancia S18 mostrou um par
de duplo dubleto em 64 3,58 (J 10,8 € 5,1 Hz, H-23) € 4,26 (J 16,0 € 10,8 Hz, H-2),
um multipleto em 64 3,61 (H-3), além de um dubleto em 645,50 (J 6,0 Hz, H-4). Estes
sinais sao caracteristicos de um esqueleto de isoflavan-4-ol (AHMED;
KHALEDUZZAMAN; ISLAM, 1990). Esse espectro apresentou, também, sinais de
hidrogénios aromaticos caracterizando dois sistemas de spins AMX em dx 6,35 (d, J
2,4 Hz, 1H), 6,55 (dd, J 8,1 e 2,4 Hz, 1H) e 7,32 (d, J 8,1 Hz, 1H), e em 61 6,37 (d, J
2,4 Hz, 1H), 6,44 (dd, J 8,4 e 2,4 Hz, 1H) e 7,22 (d, J 8,4 Hz, 1H), indicando um anel
A 7,4a,8a-trissubstituido e anel B 1',2',4'-trissubstituido ou 1',3',4"-trissubstituido.
Todos os acoplamentos foram confirmados pelo espectro de COSY-1H x1H (Figs. 135
e 136). Pode ser observado ainda, um sinal singleto de um grupo OMe em 84 3,74.
O espectro de RMN 13C apresentou dezesseis sinais (Fig. 137), que corroborado
pelos espectros de DEPT (Fig. 138) e HETCOR (Figs. 139 e 140), permitiu inferir a
presenca de seis carbonos aromaticos hidrogenados, quatro carbonos aromaticos
oxigenados, dois carbonos aromaticos nao hidrogenados nao oxidados, um
oximetilénico, um oximetinico, um metinico alifatico e um metoxilico. A presenca de
sinais tipicos de carbonos aromaticos entre d¢c 162,0 e 97,1, juntamente com os
sinais de carbono oximetinico em 6¢ 79,3 (C-4), de oximetilénico em d¢ 67,0 (C-2) e
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metinico em d¢ 40,3 (C-3), reforcam a indicacao de que S18 tem um esqueleto do
tipo isoflavan-4-ol (BOJASE; WANJALA; MAJINDA, 2001).

A definicao de um dos conjuntos de sinais AMX [0n 6,37 (d, J 2,4 Hz), 6,44
(dd, J 8,4 e 2,4 Hz) e 7,22 (d, J 8,4 Hz)] para o anel B se deu pela correlacao 3Jcn
observada no espectro de HMBC (Fig. 141, Tabela 19) entre os sinais atribuidos a H-
6’ (0n 7,22) e a C-3 (0c 40,3). A localizacao do grupo OMe em C-4' do anel B, foi
deduzida pelo experimento de NOE-diff, pois ao irradiar os hidrogénios do grupo OMe
(0w 3,74), observou-se efeito NOE com os hidrogénios relacionados aos sinais em ou
6,44 (H-5') e 6,37 (H-3") (Fig. 146). Esta informacao permitiu atribuir o sinal de
carbono aromatico oxidado em 6¢ 162,0 a C-4’ devido a correlacao 3Jcn observada
no espectro de HMBC (Fig. 143 e 144, Tabela 19), entre esse sinal e o do grupo OMe
em On 3,74. O espectro de HMBC (Fig. 142), possibilitou também atribuir os sinais
dos outros carbonos aromaticos oxidados devido as correlacoes 2-3Jcx observadas,
conforme mostrado na Tabela 19. Com base nos dados espectrais foi possivel
elucidar a estrutura de S18, como 7,2'-diidroxi-4'-metoxi-isoflavan-4-ol. No entanto,
com base apenas nessas informacodes, ainda pode-se propor quatro estereoisébmeros
possiveis para 7,2'-diidroxi-4'-metoxi-isoflavan-4-ol, mostrados na Figura 130.
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Figura 130 - Estereoisdbmeros de 7,2'-diidroxi-4'-metoxi-isoflavan-4-ol.
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A estereoquimica relativa entre C-3 e C-4 foi proposta com base na analise
das constantes de acoplamento entre H-3axia/H-4equatorial (J 6,0 HZz), H-2equatorial/H-
Baxial (J 5,1 Hz) € H-2axia/H-3axial (J 10,8 Hz), e estes valores sdo condizentes com uma
relacao cis entre os substituintes de C-3 e C-4 (WON et al., 2008), (Fig. 131). A
configuracao relativa cis foi confirmada usando o espectro de NOE-diff, visto que nao
foi observado efeito NOE entre os hidrogénios que exibem os sinais em o 4,26 (H-
20axial) € 5,50 (H-4equatorial) (Figs. 147 e 148, Tabela 19), indicando assim, a posicao
axial do grupo OH em C-4 e, consequentemente, a posicao equatorial do anel
aromatico B em C-3 (Fig. 131).

121



Figura 131 - Conformagodes cadeira dos estereoisémeros cis-7,2'-diidroxi-4'-metoxi-isoflavan-4-ol.
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Legenda: a — (3R, 4R)-Cis-7,2'-diidroxi-4'-metoxi-isoflavan-4-ol
b — (38, 45)-Cis-7,2'-diidroxi-4'-metoxi-isoflavan-4-ol

Com base nos dados apresentados foi possivel elucidar a estrutura de S18,
bem como propor a estereoquimica relativa para C-3 e C-4, e por isso, S18 foi
denominada de cis-7,2'-diidroxi-4'-metoxi-isoflavan-4-ol. Os dados de RMN 1H e 13C
de S18 foram comparados com os dados relatados previamente para o bolusanthol
D, um isoflavanol isolado da casca do caule de Bolusanthus speciosus (BOJASE;
WANJALA; MAJINDA, 2001), mostrando grande semelhanca nos deslocamentos
guimicos, porém algumas diferencas nos valores de constante de acoplamento, o
que nos leva a propor que a estrutura S18 apresenta estereoquimica relativa cis
entre C-3 e C-4, diferindo do bolusanthol D, que exibe estereoquimica trans, portanto
S48 representa um novo produto natural.

As substancias S17 e S18 pertencem a classe dos isoflavonoides, e como
foram isoladas do mesmo 6rgao vegetal (alburno), acredita-se também que o
conjunto de enzimas responsaveis pela biossintese dessas substancias sao
semelhantes, assim propoe-se que a substédncia S17 seja a precursora de S18,
conforme esquema mostrado na Figura 132.
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Figura 132 - Sugestao de rota biossintética do cis-7,2'-diidroxi-4'-metoxi-isoflavan-4-ol (S18) a partir
da formononetina (S17).
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Tabela 19 - Dados de RMN uni e bidimensionais para S18 em acetona de € comparagcao com dados
da literatura para o bolusanthol D.

HO

Ol s

OMe
Posica 5 *51 o *do HMBC= cosy N
0 diff
(B)358dd.J 359 (dd, J C2.03. 04,
, 10,8e51)  9,8e10,.2) c-1' H-2a, H3
() 4,26 (dd,J 4,28 (dd,J 67,0 665
1606108 61698 C-3,0-4,C-8a  H-2B, H3  H-3
3,61 (ddd, J
3 3,61 (m) 57 61e 403 39,9 C-1', C-2' H-4, H-20x
10,2)
552 (d, J C-1', C-2, C-3, C-
4 550(d,J60 793 791 H-3 H-3
( ) 5,7) 4a, C-5, C-8a
4a 1127 1119
5  732(d,J81) 7'3§' 4()6" ) 4330 1322 c4.c7 csa H-6 H-6
H-5,
6  655(ddJ81 657, (ddJ 1104 C-4a,C8 H-5 b
e 2,4) 24¢84) ’
7 1596 159,1
8  635(d,J24) 636 (d,24) 1038 1034 C6,C7 C8a
8a 1576  157,0
1 1203 1198
2! 161,7 1613
3 637(d,J24) 639 (d,23) 970 967 C1,C2, C4
4 162,0 1617
5 644(ddJBA 646 (00,23 o o o, 1 o3 e H-6',
e 2,4) e 84) OMe-4"
6  7.22(d,J84) 724 (d,84) 1258 1254 C-3, C-2' H-6' H-5'
H-3’
OMed 3,74 (s) 3,76 (s) 556 54,9 H:;,’
OH-7 8,66 (s) C-6,C-8 H_% "

Legenda: @ Correlagdes no espectro de HMBC H-13C sao de hidrogénio especificado (s) para os
carbonos indicados. *Dados descritos por Bojase; Wanjala; Majinda (2001) em acetona de.
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Figura 133 - Espectro de RMN 1H de S48, 300 MHz, acetona de.
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Figura 134 - Expansao do espectro de RMN 1H de S18, 300 MHz, acetona ds.
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Figura 135 - Mapa de correlagao homonuclear COSY - 1H x *H de S$S18, 300 MHz, acetona ds.
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Figura 136 - Expansao do mapa de correlagao homonuclear COSY - 1H x1H de S18, 300 MHz,
acetona de.
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Figura 137 - Espectro de RMN 13C de S18, 75 MHz, acetona de.
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Figura 139 - Mapa de correlagao heteronuclear HETCOR de S18, 1H: 300 MHz, 13C: 75 MHz, acetona
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Figura 140 - Expansao do mapa de correlagao heteronuclear HETCOR de S48, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, acetona de.
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Figura 141 - Expansao 1 do mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S18, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, acetona ds, na regiao de (3,5-8,0 ppm) x (35,0-85,0 ppm).
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Figura 142 - Expansao 2 do mapa de correlagao heteronuclear HMBC de S18, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, acetona de, na regiao de (3,4-5,8 ppm) x (95,0-168,0 ppm).
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Figura 143 - Expansao 3 do mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S18, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, acetona de, na regiao de (3,1-4,5 ppm) x (38,0-176,0 ppm).
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Figura 144 - Expansao 4 do mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S48, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, acetona de, na regiao de (6,1-7,7 ppm) x (154,0-164,0 ppm).
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Figura 145 - Expansao 5 do mapa de correlacao heteronuclear HMBC de S18, 1H: 300 MHz, 13C: 75
MHz, acetona de, na regiao de (5,4-9,4 ppm) x (90,0-164,0 ppm).
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Figura 146 - Espectro de NOE diferencial ao irradiar os hidrogénios do grupo metoxilico (dx 3,74) de
$18, 300 MHz, CD30D.
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Figura 147 - Espectro de NOE diferencial ao irradiar o sinal em dn 4,26 (H-20axial) de S18, 300 MHz,
CDsOD.
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Figura 148 - Espectro de NOE diferencial ao irradiar o sinal em 81 5,50 (H-4equatorial) de S18, 300 MHz,
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5.4 Resultados das atividades biologicas de V. guianensis

5.4.1 Teste de difusao em disco e método adaptado de contagem de unidade
formadora de colénia (UFC).

O estudo de plantas medicinais &€ um recurso promissor para o
desenvolvimento e descoberta de novas drogas antifiUngicas para tratamento de
infeccoes fungicas (MENEZES et al., 2011). Neste sentido submeteram-se os
extratos etandlicos, fragdes e substancias isoladas de V. guianensis frente a fungos
patégenos humanos.

0 método de difusao em disco foi utilizado para indicar quais extratos, fracoes
e/ou substancias isoladas apresentavam potencial antimicrobiano. Foram
considerados ativas as amostras que apresentaram o halo de inibicao igual ou acima
de 8 mm de diametro, de acordo com Packer e Luz (2007). Discos com nitrato de
miconazol (antifingico convencional) foram utilizados como controle positivo, com
formacao de um halo de inibicao de 25 mm frente a cepa de Trichophyton
mentagrophytes e 30 mm frente as cepas de Microsporum gypseum, Candida
guilliermondii e Trichoderma aureoviride.

Os resultados obtidos para os microrganismos (T. mentagrophytes, M.
gypseum, C. guilliermondii e T. aureoviride) estao apresentados na Tabela 20.

O extrato EtOH das folhas foi capaz de inibir o crescimento de T.
mentagrophytes e M. gypseum com a formacao de halo de inibicao de 18 e 15 mm,
respectivamente. Ja o extrato EtOH do alburno apresentou-se inativo frente as
espécies de fungos avaliadas.

As fracoes hexanicas e acetato de etila, obtidas da particao do extrato EtOH
das folhas, também apresentaram uma forte atividade antifingica (Tabela 20). Por
outro lado, nao foi observado qualquer halo que demonstrasse efeito inibitério da
fracao hidrometandlica, frente as cepas padrao testadas.

Os resultados exibidos na Tabela 20 mostram que a atividade antifiingica
apresentada pelo extrato EtOH das folhas foi mantida nas fases acetato de etila e
hexanica, sobre T. mentagrophytes e M. gypseum. Para a fracao acetato de etila
houve a formacao de halo de inibicao de 15 e 20 mm frente as cepas de fungos
patogénicos humanos T. mentagrophytes e M. gypseum, respectivamente.
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Tabela 20 - Resultados do teste de difusdo em disco dos extratos EtOH brutos, fragdes e substancias
isoladas de V. guianensis frente a fungos patégenos humanos.

Halo de Inibicao (mm)

T. M. C. T.
Amostras mentagrophytes  gypseum guilliermondii aureoviride

agxt. EtOH das Folhas 18,0 15,0 - -
aFracao Hex. das folhas 11,5 15,0 - -
aFracao AcOEt das folhas 15,0 20,0 - -
aFracao MeOH/H20 das folhas - - - -
agxt. EtOH do Alburno - - - -
S9Ob - - - -

S10v 15,0 20,0 - -

S11» 13,0 15,0 - -

S13v - - - -

S14» - - - -

Nitrato de Miconazol* 25 30 30 30

Nitrato de Miconazol** 25 30 30 30

Legenda: (-) auséncia de inibicao do desenvolvimento microbiano; concentracao utilizada 20 mg.mL?1;
concentracao utilizada 10 mg.mL?; *nitrato de miconazol foi utilizado na concentragao de 20 mg.mL-
1 e ** 10 mgmL?l, para comparacao, equivalente aos extratos e substancias isoladas,
respectivamente.

As substancias purificadas S9, S10 e S11 também foram avaliadas quanto
as suas propriedades antifingicas. Observa-se nos cromatogramas da Figura 149,
gue estas substancias estao presentes nas trés fracoes obtidas do extrato EtOH das
folhas. Porém, nas fracoes hexanica e AcOEt os picos relativos a estas substancias
sao mais intensos, 0 que pode representar uma maior concentracao destas
substancias nessas fracoes, visto que se partiu de mesma concentracao das fracoes.
Os resultados obtidos para as substancias isoladas mostram que a atividade
encontrada para fragcdes pode ser atribuida a presenca das substancias S10 e S11,
pois a substancia S9, apresentou-se inativa para todo os microrganismos avaliados.

Verifica-se ainda na Tabela 20, que as substancias S13 (crisofanol) e S14
(fisciona), isoladas da fracao hexanica do alburno, nao apresentaram atividade para
nenhum dos fungos testados, corroborando com o resultado obtido com o extrato
EtOH do alburno.
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Figura 149 - Cromatogramas obtido via HPLC-UV, no modo analitico, das fragdes do extrato etanélicos
das folhas de V. guianensis, no modo gradiente de ampla extensdo, A = 267 (a e ¢) € 263 (b) nm.
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Legenda: a— Fragdo hexanica , b — Fracio AcOEt, ¢ - Fracgdo hidrometanélica

Estas analises para avaliacao da atividade antifungica, utilizando o método
de difusao em disco, foram aprofundadas pelo uso do método de avaliacao
guantitativa de inibicao de unidade formadora de colénia (HERRERA, 2001). Para
tanto, foram selecionados para a determinacao da inibicao de UFCs, o extrato EtOH
das folhas, fragdes bioativas e as substancias S10 e S11. Os resultados estao
apresentados na Tabela 21, os quais confirmam a atividade antifingica apresentada
pelo método de difusao em disco, visto que o extrato EtOH das folhas mostrou uma
inibicdo moderada de unidades formadoras de colonia (UFCs) para T.
mentagrophytes e M. gypseum, da ordem de 29,7% e 45,6%, respectivamente. A
fracao hexanica mostrou-se menos ativa em comparacao ao extrato bruto, por outro
lado, a fracao AcOEt foi mais ativa do que o extrato etandlico bruto, para os dois
fungos testados.

A inibicao das UFCs dos dermatofitos, apresentado pelas substancias S10 e
S11, foram mais significativas do que o extrato e as fracdes. Ressalta-se que a
substancia S11 foi mais ativa para os dois microrganismos, com inibicao de 82,81%
das coldnias de T. mentagrophytes, enquanto S10 inibiu 45,91% do mesmo
microrganismo.
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Tabela 21 - Resultados de inibicao de UFC para extrato, fracoes e substancias ativas das folhas de V.
guianensis.

Atividade antifingica em % inibicao de UFC

Microrganismos Ext. EtOHa Fase Hexa Fase AcOEta S10v S11»
T. mentagrophytes 29,70 £0,71 25,00+1,41 40,63+0,00 45,31+0,71 82,81+0,71
M. gypseum 45,60+2,12 14,00+0,00 61,30£2,83 57,00+1,41 68,82+2,12

Legenda: aconcentracao utilizada 20 mg.mL?1 (correspondente 2 mg/placa);
bconcentracao utilizada 10 mg.mL1 (correspondente 1 mg/placa).

As substancias S10 e S11 sao isbmeras de posicao, sendo que S10
apresenta um grupo hidroxila na posicao 4' e um grupo metoxila na aposicao 3/,
enquanto que a substancia S11, apresenta um grupo hidroxila na posicao 3' e uma
metoxila na posicao 4'.

Figura 150 - Estruturas das substancias S10 e S11.

S10 S11

Apesar dessa pequena diferenca estrutural, verifica-se uma diferenca
significativa no grau de atividade frente aos microganismos T. mentagrophytes e M.
gypseum, sendo S11 mais ativa do que S10 (Tabela 21).

As estruturas das substancias S10 e S11 foram otimizadas por calculos
guimico-quanticos utilizando o programa HyperChem com o objetivo de gerar
calculos dos seguintes descritores moleculares: eletronicos (polarizabilidade e
refratividade molar) e de lipofilia e solubilidade (Log P). O Log P € um descritor de
lipofilia e solubilidade, pois mede a diferenca de solubilidade do composto em duas
fases imisciveis e em equilibrio. Desta forma, foram obtidos os seguintes
parametros, para S10: Polarizabilidade molecular = 108,54 °A, Refratividade
108,54 °A, Coeficiente de particao (Log P) = -1,11 e para S11: Polarizabilidade
molecular = 38,72 °A, Refratividade = 105,52 °A, Coeficiente de particao (Log P) =
0,55. Como Log P de S10 é menor do que o de S11 evidencia que esta molécula é
mais hidrofilica do que S11, e uma vez no organismo, S11 teria maior tendéncia em
distribuir entre estruturas apolares (ex. membranas moleculares). Em relacao aos
parametros eletronicos, os resultados mostram que S10 (Polarizabilidade molecular
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= 108,54 °A) é mais polarizavel que S11 (Polarizabilidade molecular = 38,72 °A), isso
significa que S10 possui uma estabilizagcao intramolecular em solu¢gao maior do que
S11 (JURS; DIXON; EGOLF, 1995).

Estes dados de descritores moleculares podem justificar a maior atividade
antifungica de S11 sobre os microrganismos T. mentagrophytes e M. gypseum
comparado a S10, pois compostos lipofilicos podem romper a estrutura da
membrana microbiana com maior facilidade, portanto, as moléculas mais lipofilicas
ou hidrofébicas sao mais ativas que as mais hidrofilicas e isto se deve a constituicao
lipoprotéica e lipidica das membranas celulares. As substancias quimicas com
carater lipofilico possuem uma maior capacidade de atravessarem as barreiras da
membrana celular pelo processo de difusao passiva (ZHANEL et al.,, 2004;
SCHNAPPINGER; HILLEN, 1996, COWAN et al.,, 1999), sendo este transporte
diretamente proporcional ao gradiente e ao coeficiente de particao lipidio/agua da
substancia (RANG; DALE; RITTER, 1997). Considerando que S11 apresenta mais
caracteristicas lipofilicas do que S10, como demonstrado através dos calculos de
descritores moleculares e também de acordo com a analise do cromatograma obtido
em fase reversa no HPLC, exibido na Figura 151, pode-se propor uma justificativa
com base no carater lipossoluvel para o fato de S11 apresentar uma atividade
antifingica mais elevada do que S10.

Figura 151 - Cromatograma obtido via HPLC-UV, no modo gradiente de ampla extensao, A = 254nm.

mAU

8004Ch1-254nm,4nm (1.00)

7004

600

— |s11

5004

400

3004

WDO-JJL

o Mw‘z\_/\f\/\j\m_,ﬁ_ﬁ/\J e A

T T T T L S A T T 7 L P R O O L 0 N i I A O P A S NN
50 10.0 15.0 200 250 300 350 400 450 50.0 55.0 min

5.4.2 Concentracao Inibitéria Minima

Neste trabalho para verificar a acao antifingica da espécie V. guianensis
também utilizou-se o método da microdiluicao, o qual permite determinar a menor
concentracao de extrato, fracao ou substancia pura que iniba o crescimento flngico,
apos incubacao (SVETAZ et al., 2010). Este método apresenta a vantagem de ser
gquantitativo, possuir maior sensibilidade comparado a outros métodos, e é
recomendado, tanto para amostras hidrossollveis, como lipossollveis (RIOS;
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RECIO; VILLAR, 1988,TRABULSI et al., 1999, OSTROSKY, et al., 2008). Este método
também permite determinar se um composto ou extrato tem acao fungicida ou
fungistatica com uma concentracao especifica (SCORZONI et al., 2007). Além de ser
recomendado como padrao geral de metodologia para o teste com produtos naturais
(HADACEK; GREGER, 2000).

O critério utilizado para a classificacao da atividade de V. guianensis foi para
considerar-se como ativos aqueles extratos com CIMs < 800 ug.mL1 e os compostos
puros com CIMs < 250 ug.mL1, valores esses baseados no trabalho de Stein et al.
(2006).

Os resultados das CIMs obtidas neste trabalho estao mostrados na Tabela
22.

Tabela 22 - Determinagao da concentracao inibitéria minima (ug.m~L?) de fungos por extratos EtOH,
fracoes e substancias de V. guianensis.

CIM (pg.mL1)
Amostras Cp Ca Ck. Cd Fpe Fpr
Extrato EtOH Folhas >64 >64 >64 32 >64 64
Fracao hexanica das 64 ~64 ~64 64 64 64
Folhas

Fracao AcOEt das 3 16 ] 8 32 16
Folhas

Fragdo MeOH/H20 das ~64 ~64 >64 >64 >64 >64
Folhas

S9 >64 >64 >64 32 >64 >64

Si11 32 >64 >64 8 >64 64

Extrato EtOH Alburno 64 >64 >64 16 >64 >64

Fluconazol 64 >64 64 2 >64 >64

Legenda: Cp (Candida parapsilosis ATCC 22019), Ca (Candida albicans INGOS 40175), Ck (Candida
krusei ATCC 6258), Cd (Candida dubliniensis CBS 7987), Fp? (Fonsecaea pedrosoi, paciente 21507),
Fpb (Fonsecaea pedrosoi, paciente 35641).

A concentracao minima inibitéria para o extrato EtOH das folhas foi de 32
pg.mL? para C. dubliniensis e 64 pg.mL? para F. pedrosoi (paciente 35641),
enquanto o extrato EtOH do alburno apresentou CIM 64 ug.mL™2 para C. Parapsilosis
e 16 ug.mL1 para C. dubliniensis. Em um estudo realizado por Panda; Brahma; Dutta
(2010), foi relatado que o extrato EtOH das folhas de Cassia fistula frente a C.
Parapsilosis apresentou um CIM de 750 ug.mL1, isso mostra que o extrato EtOH do
alburno foi aproximadamente 12 vezes mais ativo frente a C. Parapsilosis que o
extrato EtOH das folhas de Cassia fistula.
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O extrato EtOH das folhas e alburno apresentaram 390 e 781 vezes mais ativo
frente C. dubliniensis do que do extrato aquoso de Arctium minus (bardana) que
apresentou um CIM de 12500 ug.mL?1 para C. dubliniensis (LUBIAN et al.; 2010),
porém € menos ativo quando comparado ao controle positivo Fluconazol (Tabela 22).

Para as demais cepas de fungos (C. parapsilosis, C.albicans e C. krusei)
avaliadas na concentracao maxima de 64 ug.mL31, tanto o extrato EtOH das folhas,
como do alburno nao apresentaram inibicao significativa do crescimento microbiano.

O extrato EtOH das folhas, fracao hexanica e a substancia 5,7,3'-triidroxi-8-
(3,3-dimetilalil)-4'-metoxi-isoflavona (S11) apresentaram um CIM de 64 pg.mL?1
frente ao fungo F. pedrosoi, ja a fracao AcOEt apresentou uma atividade maior com
CIM de 16 pg.mL? para o isolado clinico F. pedrosoi (35641) e 32 yg.mL? para o
isolado clinico F. pedrosoi (21507). Estes resultados mostram uma atividade mais
significativa do que a apresentada pelo antifungico padrao (Fluconazol), o qual
apresentou CIM maior que 64 pg.mL1. Em um estudo realizado por Cruz et al. (2007),
foi mostrado que os extratos de Ziziphus joazeiro e Caesalpinia pyramidalis
apresentaram CIM de 400 e 200 pg.mL1 para o fungo F. pedrosoi, respectivamente,
isso mostra que o extrato EtOH das folhas e as fracao hexanica de V. guianensis sao
6 vezes mais ativo que o extrato de Ziziphus joazeiro. Daboit et al. (2011) relataram
variacao de CIM de 625 a 2500 upg.mL?1 para amostras de propolis frente ao
microrganimo F. pedrosoi.

Estes resultados relatados neste trabalho para V. guianensis frente ao agente
etiolégico da cromoblastomicose sao bastantes promissores, uma vez que esta €
uma doenca de dificil tratamento e os derivados azolicos (voriconazol, posoconazol)
possui indicacao formal de uso. Apesar da eficacia da droga em destruir o fungo, o
tratamento normalmente é muito longo, variando de 6 meses a mais de 3 anos e
nao existem estudos controlados que tenham acompanhado os pacientes por todo
este periodo para verificar a real taxa de cura do itraconazol (SALGADO, 2007).

A substancia lupiwighteona (S9) apresentou CIM de 32 ug.mL? frente a C.
dubliniensis, enquanto a substancia 5,7,3-triidroxi-8-(3,3-dimetilalil)-4'-metoxi-
isoflavona (S11) apresentou uma atividade maior (CIM de 8 yg.mL1). Os resultados
corroboram com a atividade apresentada tanto para o extrato bruto como para as
fracoes frente a C. dubliniensis.

Com relacao a atividade fungicida, a fracao AcOEt das folhas apresentou
Concentracao Fungicida Minima (CFM) de 16 ug.mL? para C. dubliniensis. E CFM
maior que 32 pg.mL* para as cepas de C. parapsilosis, C. albicans e C. krusei. Para
todas as demais espécies de fungos, os extratos, fracoes e substancias de V.
guianensis nao apresentaram atividade fungicida. O extrato de alburno apresentou
CFM maior que 32 yg.mL1para C. dubliniensis, e o extrato das folhas apresentou-se
menos ativo com CFM maior que 64 pg.mL2 para mesma espécie. Os resultados de
atividade fungicida apresentadas para V. guianensis sao melhores do que
apresentados para o extrato EtOH de Cassia fistula, a qual apresentou CFM de 6000
pug.mL1 para C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis (PANDA; BRAHMA; DUTTA, 2010).
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Os resultados discutidos até aqui permitem concluir que os extratos, fracoes
e as substancias S10 e S11 de V. guianensis apresentam significativa atividade
antifingica, resultados estes que apoiam o uso popular desta planta no tratamento
de infeccoes da pele, corroborando a importancia dos levantamentos
etnofarmacolégicos na selecao de plantas para triagem de bioatividade, auxiliando
assim na busca de novas drogas bioativas, oriundos de fontes vegetais, para
combater enfermidades que acometem o0s seres humanos.

5.4.3 Resultados da atividade antioxidante

Os resultados da avaliacao da atividade antioxidante, em termos de % de
inibicao do radical livre DPPH, os extratos EtOH das folhas e do alburno de V.
guianensis mostraram alta capacidade destes de sequestrar os radicais livres DPPH.
As concentracoes ensaiadas para os extratos das folhas foram de 2,5 a 10 yg.mL1,
obtendo-se percentagens de inibicao de DPPH que variaram de 22,0% a 77,2%,
indicando propriedade antioxidante significativa. Ja as concentracdes usadas para o
alburno variaram de 2,0 a 8,0 yg.mL?1, tendo-se obtido percentuais de inibicao de
DPPH variando de 28,8% a 87,8%, apontando, assim, para o extrato etanélico do
alburno uma propriedade antioxidante mais elevada do que a observada para os
extratos das folhas. Pode-se observar que ocorre um aumento linear da porcentagem
de atividade antioxidante com o aumento da concentracao. Estes resultados da
avaliacao da atividade sequestradora de radical DPPH dos extratos etandlicos das
folhas e do alburno de V. guianensis e do controle positivo Trolox, estao apresentados
na Tabela 23.

A partir da curva de inibicao obtida por regressao linear dos valores de
concentracao do radical DPPH e de suas absorbéancias a 517 nm, foi possivel
determinar a concentracao efetiva CEso (concentracao efetiva capaz de reduzir o
radical DPPH em 50%). Os resultados confirmam que o extrato etandlico do alburno
apresenta maior poder antioxidante (CEso = 3,7 + 0,3 pyg.mL1) quando comparado ao
controle positivo Trolox (CEso = 4,5 + 0,1 ug.mL1), e também ao extrato etandlico das
folnas (CEso = 6,2 ug.mL1). Este resultado qualifica-o como um extrato de alta
capacidade de sequestrar radicais livres, pois apresenta valor de CEso menor que
apresentado por diversas plantas, reconhecidamente fortes antioxidantes, como a
erva-mate, CEso = 252,0 pg.mL1 (BERTE et al., 2011) e o Chéa verde, CEso = 140,0
pug.mL1 (MORAIS et al., 2009).
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Tabela 23 - Porcentagem de inibicdo do radical DPPH provocada pelos extratos etanélicos das folhas
e do alburno de V. guianensis, pelas substanicas S10 e S11 e pelo controle positivo (Trolox). Também
apresentados os dados de CEso (ug.mL1).

Amostras Concentracao Inibicao do DPPH CEso

(Mg.mL+1) (%) (Mg.mL7)
10,0 77,2

Extrato das folhas 7,5 57,5 6,2+0,4
5,0 44,6
2,5 22,0
8,0 87,8

Extrato do alburno 6,0 76,7 3,7+0,3
4,0 56,6
2,0 28,8
75,0 76,0
50,0 64,5

S10 25,0 55,9 26,62 +0,1
12,5 36,0
150,0 66,8
100,0 58,0
S11 50,0 50,9 81,27 +0,1

25,0 37,6
12,5 15,18
8,0 89,3

6,0 63,4 45+0,1
TROLOX 4,0 44,5
2,0 24,6

A atividade antioxidante dos extratos de plantas é atribuida principalmente a
presenca de compostos fendlicos (JAYAPRAKASHA et al., 2007), como flavonoides e
antraquinonas, os quais foram isolados do alburno dessa planta e submetidos ao
ensaio com DPPH para avaliar se esses constituintes quimicos contribuiam para a
alta atividade sequestradora de radical apresentada pelos extratos.

Os resultados obtidos a partir das isoflavonas isoladas (S6-S12),
evidenciaram que todas as amostras testadas foram capazes de reduzir os radicais
livres DPPH*. No entanto, as substancias S6, S7, S8, S9 e S12 apresentaram
atividade muita baixa, com uma percentagem de inibicao abaixo de 50,0%, a 100
pg.mL2. Os compostos S10 e S11 apresentaram maior capacidade de sequestrar
radicais livres (DPPH), com percentagem de inibicao superior a 50,0%, durante 60
minutos de reacao (Tabela 23). As subtanicas S10 (CEso = 26,62 + 0,1 ug.mL?1) e
S11 (CEso= 81,27 + 0,1 yg.mL1) foram cerca de 6 e 18 vezes menos ativas do que
Trolox (CEso= 4,5 + 0,1 yg.mL?1).

A isoflavona S10 foi trés vezes mais eficaz na reducao dos radicais livres de
DPPH* do que a substancia S11. Estudos mostram que a estabilidade do radical
livre flavanoil formado depende da habilidade do flavonoide em deslocalizar o elétron
desemparelhado, e a presenca de hidroxilas em orto com o grupo metoxila, doador
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de elétrons, é um fator que auxilia nessa deslocalizacao, proporcionando uma maior
estabilidade ao radical fenoxila, assim que ele se forma, ap6s a doacao de um
hidrogénio do radical para DPPH*, com isso aumenta a eficiéncia antioxidante do
composto (CUVELIER, RICHARD; BERSET, 1992, BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006,
RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996, RIBEIRO et al., 2005), em conjunto com a
sua conjugacao estendida através do sistema carbonila o,B-insaturado, no anel C,
sendo estas, algumas das principais caracteristicas estruturais associadas com a
atividade antioxidante dos flavonoides (VAN ACKER et al. 1996).

A substancia S12 mostrou-se menos ativa do que a S11. Estudos mostram
que a presenca de um substituinte (residuos de acgucar) na posicao C-7 do anel A,
em flavonoides, reduz a atividade sequestradora de radicais, uma vez que a
estrutura dos flavonoides perde a sua coplanaridade, devido a presenca de grupos
volumosos (ALVES et al., 2005, KHLEBNIKOV et al., 2007).

As antraquinonas crisofanol (S13) e fisciona (S14) foram inativas, e este
resultado corrobora com dados apresentados por Krenn et al. (2003). Da mesma
forma, a isoflavona (S17) e o isoflavan-4-ol (S18), na concentragcao maxima testada
de 100 pg.mL1, exibiram valores de atividade sequestradora de radical DPPH
inferiores a 50%, inviabilizando a determinacao da CEso. Diante destes resultados,
sugere-se que a alta atividade antioxidante apresentada pelos extratos etandlicos
das folhas e alburno de V. guianensis pode ser atribuida ao efeito de sinergismo das
substancias presentes nestes extratos ou a existéncia de substancias responsaveis
por tal atividade ainda nao isoladas da fracao hexanica, acetato de etila e/ou
hidrometandlica desses orgaos vegetais.
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6 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico das folhas e alburno de V. guianensis resultou no
isolamento e identificacao estrutural de dezoito substancias pertencentes a
diferentes classes quimicas, tais como: antraquinonas, isoflavonas, triterpenos e
esteroides. Destaca-se que a classe das isoflavonas esta sendo citado pela primeira
vez para a espécie. A presenca destas classes € de grande importancia
quimiotaxdbnomica para caracterizar o género Vatairea.

Dentre as substancias isoladas destacam-se a 5,3'-diidroxi-4'-metoxi-2",2"-
dimetilpirano-(5",6":8,7)-isoflavona  (S7), 5,7-diidroxi-3',4'-metilenodioxi-8-(3,3-
dimetilalil)-isoflavona (S88), 5,7,3"triidroxi-4'-metoxi-8-(3,3-dimetilalil)-isoflavona
(S11), 5,3'-diidroxi-4'-metoxi-7-O-B-glicopiranosideo-8-(3,3-dimetilalil)-isoflavona
(812) e cis-7,2'-diidroxi-4'-metoxi-isoflavan-4-ol (S18), as quais sao novos produtos
naturais. No entanto, com excecao das antraquinonas fisciona (S13), crisofanol
(814) e dos esteroides sitosterol (S15) e estigmasterol (S16), todos os metabdlitos
secundarios isolados e identificados, neste trabalho, sao relatados pela primeira
vez para o género Vatairea.

Os resultados dos testes de atividade antifingica, foram bastante relevantes
e podem dar fundamentacao cientifica ao uso desta planta por comunidades
tradicionais da regiao amazonica para o tratamento de infeccoes da pele, causadas
pelos fungos dermatofiticos. Os resultados obtidos para as substancias isoladas das
folhas, mostrou que a atividade encontrada no extrato e fracoes deve-se a presenca
de pelo menos duas substancias 5,7,4'-triidroxi-8-(3,3-dimetilalil)-3'-metoxi-
isoflavona (S10) e 5,7,3'-triidroxi-4'-metoxi-8-(3,3-dimetilalil)-isoflavona (S11).
Ressalta-se ainda que a substancia S9 apresentou atividade apenas frente a
Candida dubliniensis (CIM = 32 pg.mL1), no entanto, este resultado é 16 vezes
menor que a atividade apresentada pelo antifungico comercial fluconazol (CIM = 2
pg.mL1).

Os extratos etandlicos do alburno e das folhas de V. guianensis mostraram
alta capacidade destes de sequestrar os radicais livres de DPPH, enquanto as
isoflavonas e antraquinonas testadas apresentaram baixa capacidade anti-radicalar,
0 que sugere que a maior acao antioxidante apresentada pelos extratos pode estar
associada com o sinergismo entre 0s seus constituintes fendlicos.

Torna-se oportuno salientar que os resultados encontrados neste estudo sao
relevantes e promissores, pois mostram que esta planta apresenta varias atividades
biolégicas, as quais estao sendo relatadas pela primeira vez para a espécie Vatairea
guianensis.

143



REFERENCIAS

AGARWAL, S. K.; SINGH, S. S.; VERMA, S.; KUMAR, S.; Antifungal activity of
anthraquinone derivatives from Rheum emodi. Journal of Ethnopharmacology, v.
72,n.1-2, p. 43-46, 2000.

AHMED, I.; ADEGHATE, E.; SHARMA, A. K.; PALLOT, D. J.; SINGH, J.; Effects of
Momordica charantia fruit juice on islet morphology in the pancreas of the
streptozotocin-diabetic rat. Diabetes Research and Clinical Practice, v. 40, n. 3, p.
145-151, 1998.

AHMED, M.; KHALEDUZZAMAN, M.; ISLAM, S. M.; Isoflavan-4-ol, dihydrochalcone
and chalcone derivatives from Polygonum lapathifolium. Phytochemistry, v. 29, n. 6,
p. 2009-2011, 1990.

AHMED, W.; AHMAD, Z.; MALIK, A.; Stigmasteryl galactoside from Rhynchosia
minima. Phytochemistry, v. 31, n. 11, p. 4038-4039, 1992.

AHN, E.; NAKAMURA, N.; AKAO, T.; KOMATSU, K.; QUI, M.; HATTORI, M.; Prenylated
flavonoids from Moghania philippinensis. Phytochemistry, v. 64, n.8, p. 1389-
1394, 2003.

AL-MAHARIK, N.; BOTTING, N. P.; Synthesis of lupiwighteone via a para-Claisen-
Cope rearrangement. Tetrahedron, v. 59, n. 23, p. 4177-4181, 2003.

ALVES, C. Q.; BRANDAO, H. N.; DAVID, J. M.; DAVID, J. P.; LIMA, L. S. Avaliacéo da
atividade antioxidante de flavonoides. Dialogos e Ciéncia: Revista da Rede de
Ensino FTC, v. 5, n. 12, p. 1-8, 2007

ALVES, C. Q.; DAVID, J. M.; DAVID, J. P.; BAHIA, M. V.; AGUIAR, R. M.; Métodos para
determinacao de atividade antioxidante in vitro em substratos organicos. Quimica
Nova, v.33, n.10, p. 2202-2210, 2010

ALVES, T. M. A.; SILVA, A. F.; BRANDAO, M.; GRANDI, T. S. M.; SMANIA, E. F;
SMANIA, Jr. A.; ZANI, C. L. Biological screening of Brazilian medicinal plants.
Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 95, n. 3, p. 367-373, 2000.

AMIE, D.; DAVIDOVIE-AMIE, D.; BESLO, D.; TRINAJSTIE, N.; Structure-radical
scavenging activity relationships of flavonoids. Croatica chemical acta, v. 76, n. 18,
p. 55-61, 2003.

144



BALDOQUI, D. C.; KATO, M. J.; BOLZANI, V. S.; YOUNG M. C.; FURLAN M. A;;
Chromene and prenylated benzoic acid from Piper aduncum. Phytochemistry, v. 51,
n. 7, p. 899-902, 1999.

BANDEIRA, P. N.; DE FARIAS, S. S.; LEMOS, T. L. G.; BRAZ-FILHO, R.; SANTOS, H. S ;
ALBUQUERQUE, M. R. J. R.; COSTA, S. M. O.; New Isoflavone Derivative and Other
Flavonoids from the Resin of Amburana cearensis. Journal of the Brazilian Chemical
Society, v. 22, n. 2, p. 372-375, 2011.

BARREIROS, A. L. B. S.; DAVID, J. P.; DAVID, J. M.; Estresse Oxidativo: Relacao entre
geracao de espécies reativas e a defesa do organismo. Quimica nova, v. 29, n.1, p.
113-123, 2006.

BASTOS, G. N. T.; OLIVEIRA KRM; HAMOY, M; MACCHI, B. M; NASCIMENTO, J. L. M.
Oleo essencial de Mansoa standley: utilizacdes etnofarmacolégicas. In: SOUZA
FILHO, SILVA, Antonio Pedro da; NASCIMENTO, José Luiz Martins do. (Org.).
Aspectos botanicos, quimicos e moléculas bioativas. 1.ed. Belém - PA: Embrapa
Amazonia Oriental, 2012, v. 10, p. 133-143.

BAUER, A. W.; KIRBY, W. M.; SHERRIS, J. C.; TURCK, M.; Antibiotic susceptibility
testing by a standardized single disk metodo. American Jounal of Clinical Pathology,
v. 45, n. 4, p. 493-496, 1996.

BENAVIDES, A.; BASSARELLO, C.; MONTORO, P.; VILEGAS, W.; PIACENTE, S.; PIZZA,
C.; Flavonoids and isoflavonoids from Gynerium sagittatum. Phytochemistry, v. 68,
n.9, p. 1277-1284, 2007.

BERTE, K. A. S.; BEUX, M. R.; SPADA, P. K. W. D. S.; SALVADOR, M.; HOFFMANN-
RIBANI, R. Chemical Composition and Antioxidant Activity of Yerba-Mate (llex
paraguariensis A.St.-Hil., Aquifoliaceae) Extract as Obtained by Spray Drying. Journal
of Agricultural Food Chemistry, v. 59, n. 10, p. 5523-5527, 2011.

BOHM, B. A.; CHOY, J. B.; LEE, A. Y. M.; Flavonoids of Balsamorhiza and Wyethia.
Phytochemistry, v. 28, n. 5, p. 501-503, 1989.

BOJASE, B.; WANJALA, C. C. W.; MAJINDA, R. R. T.; Two new isoflavanoids from
Bolusanthus speciosus. Bulletin of the Chemical Society Ethiopia, v.15, n. 2, p.
131-136, 2001.

BONIFAZ, A.; PAREDES-SOLIS, V.; SAUL, A.; Treating chromoblastomycosis with
systemic antifungals. Expert Opinion on Pharmacotherapy, v. 5, n. 2, p. 247-254,
2004.

145



BRANDAQO, H. N.; David, J. P.; COUTO, R. D.; NASCIMENTO, J. A. P.; DAVID, J.
M.; Quimica e farmacologia de quimioterapicos antineoplasicos derivados de
plantas. Quimica Nova, v. 33, n. 6, p. 1359-1369, 2010.

BRASILEIRO, B. G.; PIZZIOLO, V. R.; MATOS, D. S.; GERMANO, A. M.; JAMAL, C. M;;
Plantas medicinais utilizadas pela populacao atendida no Programa de Saude da
Familia, Governador Valadares, MG, Brasil. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, v. 44, n. 4, p. 629-636, 2008.

CAO, G.; SOFIC, E.; PRIOR, R. L.; Antioxidant and prooxidant behavior of flavonoids:
structure-activity relationships. Free Radical Biology and Medicine, v. 22, n. 5, p.
749-60, 1997.

CARDOSO, D. B. 0. S. 2013. Vatairea in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim
Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel em: <
http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB23208>. Acesso em: 24 jul
2013.

CLSI - CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Reference Method for
Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi; Approved
Standard—Second Edition. CLSI document M38-A2. Wayne, Pennsylvania, USA,
2008.

CORREA, M. P. Dicionario de plantas tteis do Brasil e das exéticas cultivadas. v. 6.
Rio de Janeiro: Imprensa Nacional, 1982. p. 111

COWAN, M. M. Plant poducts as antimicrobial agents. Clinical microbiology reviews,
v. 12, n. 4, p. 564-582, 2009.

CRUZ, M. C. S.; SANTOS, P. O.; BARBOSA JR, A. M.; MELO, D. L. F. M.; ALVIANO, C. S.;
ANTONIOLLI, A. R.; ALVIANO, D. S.; TRINDADE, R. C.; Antifungal activity of Brazilian
medicinal plants involved in popular treatment of mycoses. Journal of
Ethnopharmacology, v. 111, n. 2, p. 409-412, 2007.

CUVELIER, M. E.; RICHARD, H.; BERSET, C.; Comparison of antioxidative activity of
some acid-phenols; structureactivity relationship. Bioscience, Biotechnology and
Biochemistry, v. 56, n. 2, p. 324-235, 1992.

DABOIT, T. C.; SANTOS, C. J.; SALLES, L. A.; HEIDRICH, D.; STOPIGLIA, C.D.O.; POSER,
G.V.; SCROFERNEKER, M.L.; Antifungal Activity of Propolis Against Fonsecaea
pedrosoi, a Chromoblastomycosis Agent. Latin American Journal of Pharmacy, v. 30,
n. 1, p. 68-72, 2011.

146



DE LA CRUZ, Mari Gemma. Plantas medicinais de Mato Grosso: a farmacopéia
popular dos raizeiros, 1.ed. Cuiaba-MT: Carlini e Caniato Editorial, 2008, 224 p.

DEWICK, P. M. Medicinal Natural Products (A Biosynthetic Approach). 3. ed. John
Wiley e Sons: Baffins Lane; Chichester; West Sussex; England, 1997, 195 p.

DHANASEKARAN, D.; VINOTHINI, K.; LATHA, S; THAJUDDIN, N.; PANNEERSELVAM, A;
Human dental biofilm: Screening, characterization, in vitro biofilm formation and
antifungal resistance of Candida spp. The Saudi Journal for Dental Research, v. 5,
n. 1, p. 55-70, 2014.

DROGE, W.; Free radicals in the physiological control of cell function. Physiological
Reviews, v. 82, n. 1, p. 47-95, 2002.

DUARTE, M. C. T.; FIGUEIRA, G. M.; SARTORATTO, A.; REHDER, V. L. G,;
DELARMELINA. C.; Anti-Candida activity of Brazilian medicinal plants. Journal of
Ethnopharmacology, v. 97, n. 2, p. 305-311, 2005.

DUARTE-ALMEIDA, J. M.; SANTOS, R. J.; GENOVESE, M. I.; LAJOLO, F. M.; Avaliacao
da atividade antioxidante utilizando sistema B-caroteno/acido linoléico e método de
sequestro de radicais DPPH. Food Science and Technology, v. 26, n. 2, p. 446-452,
2006.

ERASTO, P.; BOJASE-MOLETA, G.; MAJINDA, R. R.T.; Antimicrobial and antioxidant
flavonoids from the root wood of Bolusanthus speciosus. Phytochemistry, v. 65, n.
7, p. 875-880, 2004.

FENNER, R.; BETTI, A. H.; MENTZ, L. A.; RATES, S. M. K.; Plantas utilizadas na
medicina popular brasileira com potencial atividade antifiingica. Revista Brasileira
de Ciéncias Farmacéuticas, v. 42, n. 3, p. 369-394, 2006.

FORMIGA, M. D.; GOTTLIEB, O. R.; MENDES, P. H.; KOKETSU, M.; ALMEIDA, M. E. L,;
PEREIRA, M. O. S.; MAGALHAES, M. T.; Constituents of Brazilian Leguminosae.
Phytochemistry, v. 14, p. 828, 1975.

FORZZA, R. C.; LEITMAN, P.; Angiospermas. In.: FORZZA, R. C. et al (Org.). Catalogo
de plantas e fungos do Brasil. v. 2. Rio de Janeiro: Jardim Botéanico do Rio de
Janeiro, 2010. p. 1098.

GARCIA-ROSA, K.; VILLARREAL-ALVAREZ, N.; BBEN, P., PEN"A-RODRIGUEZ, L. M;
Chrysophanol, na antimicrobial anthraquinone from the root extract of Colubrina
greggii. Journal of the Mexican Chemical Society, v. 50, n. 2, p. 76-78, 2006.

147



GOMPERTZ, O. F.; GAMBALE, W.: PAULA, C. R.; CORREA, B.; RIVERA, I. N. G.;
Caracteristicas Gerais das micoses. In: TRABULSI, Luiz Rachid; ALTERTHUM, Flavio
(ORG) Microbiologia. 5 ed. editora Sao paulo: Atheneu, 2008. p.493-503.

GOULART, M. O. F. et al. Fitoconstituintes quimicos isolados de Jatropha elliptica.
Atribuicao dos deslocamentos quimicos dos atomos de carbono e hidrogénio dos
diterpenos jatrofilonas A e B. Quimica Nova, v. 16, n. 2, p.95-100, 1993.

HABILA, J. D.; NDUKWE, G. I.; AMUPITAN, J. O.; NOK, A. J.; MIKHAIL, S. A.; LADAN, Z.;
3B-hydroxyllup-20(29)-em-28-oic acid: Structural elucidation, Candidosis and mold
inhibition evaluation. Journal of Medicinal Research, v. 4, n. 18, p. 933-1947,
2010.

HADACEK, F.; GREGER, H.; Testing of antifungal natural products: methodologies,
comparability of results and assay of choice. Phytochemical Analysis, v. 11, n. 3, p.
137-147, 2000.

HALLIWELL, B.; Antioxidant Characterization, Methodology and Mechanism.
Biochemical Pharmacology, v. 49, n. 10, p. 1341-1348, 1995.

HAMZA, S. H., P. J. MERCADO, H. G. SKELTON, AND K. J. SMITH. An unusual
dematiaceous fungal infection of the skin caused by Fonsecaea pedrosoi: a case

report and review of the literature. Journal of Cutaneous Pathology, v. 30, n. 5, p.
340-343, 2003.

HARBORNE, J. B.; WILLIAMS, C. A.; Advances in flavonoid research since.
Phytochemistry, v. 52, n. 6, p. 481-504, 2000.

HASTINGS, J. M.; HADDENN, M. K.; BLAGG, B. S.; Synthesis and evaluation of
derrubone and select analogues. Journal of Organic Chemistry, v. 73, n. 2, p. 369-
373, 2008.

HERRERA, A. G. Psychrotrophic Microorganisms: Agar Plate Methods,
Homogenization, and Dilutions.In: Spencer, J. F. T and Ragout de Spencer Humana,
A. L. (Edited). Food Microbiology Protocols. Series: Methods in Biotechnology, v. 14,
2001, p. 3-10.

HUANG, D.; OU, B.; PRIOR, R. The chemistry behind antioxidant capacity assays.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 53, n. 6, p. 1.841-1.856, 2005.

148



JAYAPRAKASHA, G. K.; NEGI, P.S.; JENA, B. S.; RAQ, L. J. M,; Antioxidant and
antimutagenic activities of Cinnamomum zeylanicum fruit extracts. Journal of Food
Composition and Analysis, v. 20, n.1, p. 330-336, 2007.

JURS, P. C.; DIXON, S. L.; EGOLF, L. M, Em Chemometric Methods in Molecular
Design; van de Waterbeemb, H.; ed.; VCH: Weinheim, 1995.

KATHIRAVAN, M. K.; SALAKE, A. B.; CHOTHE, A.S.; DUDHE, P. B.; WATODE, R. P.;
MUKTA, M. S.; GADHWE, S.; The biology and chemistry of antifungal agents: A
review. Bioorganic e Medicinal Chemistry, v. 20, n. 19, p. 5678-5698, 2012.

KHLEBNIKOV, A. |.; SCHEPETKIN, I. A.; DOMINA, N. G.; KIRPOTINA, L. N.; QUINN, M.
T.; Improved quantitative structure-activity relationship models to predict
antioxidant activity of flavonoids in chemical, enzymatic, and cellular systems.
Bioorganic e Medicinal Chemistry, v. 15, n. 4, p. 1749-1770, 2007.

KRENN, L.; PRESSER, A.; PRADHAN, R.; BAHR, B.; PAPER, D. H.; MAYER, K.

K.; KOPP, B. Sulfemodin 8-O-beta-D-glucoside, a new sulfated anthraquinone
glycoside, and antioxidant phenolic compounds from Rheum emodi. Journal of
Natural Products, v. 66, n. 8, p.1107-1109, 2003.

LIMA, H. C. Revisao taxondmica do género Vatairea (Leguminosae-Faboideae).
Arquivos do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, v. 26, p. 173- 213. 1982.

LIU, J.; WANG, C.; WANG, Z.; ZHANG, C.; LU, S.; LIU, J.; The antioxidant and free-
radical scavenging activities of extract and fractions from corn silk (Zea maysL.) and
related flavone glycosides. Food Chemistry, v. 126, n. 1, p. 261-269, 2011.

LUBIAN, C. T; TEIXEIRA, J. M; LUND, R. G; NASCENTE, P. S; DEL PINO, F. A. B,;
Atividade antifiingica do extrato aquoso de Arctium minus (Hill) Bernh. (Asteraceae)
sobre espécies orais de Candida. Revista brasileira de plantas medicinais, v. 12, n.
2, p.157-162, 2010.

LUO, Y.; LI, X.; HE, J.; SU, J.; PENG, L.; WU, X.; DU, R.; ZHAO, Q.; Isolation,
characterisation, and antioxidant activities of flavonoids from chufa (Eleocharis
tuberosa) peels. Food Chemistry, v. 164, n. 1, p. 30-35, 2014.

MAHATO, S. B.; KUNDU, A. P.; 33C NMR Spectra of pentacyclic triterpenoids - A
compilation and some salient features. Phytochemistry, v. 37, n. 6, p. 1517-1575,
1994.

149



MARIN, P. D.; GRAYER, R. J.; GRUJIC-JOVANOVIC, S.; KITE, G. C.; VEITCH, N.
C.; Glycosides of tricetin methyl ethers as chemosystematic markers in Stachys
subgenus Betonica. Phytochemistry, v. 65, n. 9, p. 1247-1253, 2004.

MAXIMO, P.; LOURENCO, A.; FEIO, S. S.; ROSEIRO, J.C.; A new prenylisoflavone from
Ulex jussiaei. Z Naturforsch C, v. 57, n. ¢, p. 609-613, 2002.

MEIS, J. F.; VERWELJ, P. E. Current management of fungal infections. Drugs.; 61
Suppl 1: p. 13-25, 2001.

MENEZES, T. O. A.; ALVES, A. C. B.A,; VIEIRA, J. M. S.; MENEZES, S. A. F.; ALVES, B.
P.; MENDONCA, L. C. V.; Avaliacao in vitro da atividade antifungica de 6leos
essenciais e extratos de plantas da regiao amazdnica sobre cepa de Candida
albicans. Revista de Odontologia da UNESP, v. 38, n. 3, p. 184-191, 20009.

MINISTERIO DA SAUDE. Programa nacional de plantas medicinais e fitoterapicos. 1
ed. Brasilia, DF: [S.n], 2009.

MOLYNEUX, P. The use of the stable free radical diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) for
estimating antioxidant activity. The Songklanakarin Journal of Science and
Technology, v. 26, n. 2, p. 211-219, 2004.

MONTANARI, C. A.; BOLZANI, V. S.; Planejamento racional de farmacos baseado em
produtos naturais. Quimica Nova, v. 24, n. 1, p. 105-111, 2001.

MORAIS, S. M.; CAVALCANTI, E. S. B.; COSTA, S. M. 0.; AGUIAR, L. A. Acao
antioxidante de chas e condimentos de grande consumo no Brasil. Brazilian Journal
of Pharmacognosy, v. 19, n. 1b, p. 315-320, 2009.

MORAES, A. M. L.; PAES, R. A.; HOLANDA, V. L.; (2014). MICOLOGIA. Disponivel em
http://www.epsjv.fiocruz.br/upload/d/cap4.pdf, acesso em 28/08/2014.

MOREIRA, R. Y. O.; ARRUDA, M. S. P.; ARRUDA, A. C.; SANTOS, L. S.; MULLER, A. H.;
GUILHON, G. M. S. P.; SANTOS, A. S.; TEREZO, E.; Antraquinonas e naftoquinonas do
caule de um espécime de reflorestamento de Tectona grandi (Verbenaceae).
Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 16, n. 3, p. 392-396, 2006.

MOURA-COSTA, G. F.; NOCCHI, S. R.; CEOLE, L. F; MELLO, J. C.P; NAKAMURA, C.V.;
DIAS FILHO, B. P.; TEMPONI, L. G.; UEDA-NAKAMURA, T.; Antimicrobial activity of
plants used as medicinals on an indigenous reserve in Rio das Cobras, Parana,
Brazil. Journal of Ethnopharmacology, v. 143, n. 2, p. 631-638, 2012.

150



NARA, K.; NIHEI, K.; OGASAWARA, Y.; KOGA, H.; KATO, Y.; Novel isoflavone
diglycoside in groundnut (Apios americana medik). Food Chemistry, v. 124, n. 3, p.
703-710, 2011.

NAZIR, N.; KOUL, S.; QURISHI, M. A.; TANEJA, S. C.; PURNIMA, B.; QAZI, G. N. New
isoflavones from Iris kashmiriana. Journal of Asian Natural Products Research, v.
10, n. 12, p. 1137-1141, 2008.

NES, W. D.; NORTON, R. A.; BENSON, M.; Carbon-13 NRM studies on sitosterol
biosynthesized from [13C] mevalonates. Phytochemistry, v. 31, p. 805-811, 1992.

OLIVEIRA, A. A.; SEGOVIA, J. F. 0.; SOUSA, V. Y. K.; MATA, E. C. G.; GONCALVES, M. C.
A.; BEZERRA, R. M.; JUNIOR, P. 0. M.; KANZAKI, L. I. B.; Antimicrobial activity of
amazonian medicinal plants. SpringerPlus, v. 2, p. 371-376, 2013.

OSTROSKY; E. A.; MIZUMOTO, M. K.; LIMA, M. E. L.; KANEKO, T. M.; NISHIKAWA, S.
0.; FREITAS, B. R.; Métodos para avaliacao da atividade antimicrobiana e
determinacao da concentragao minima inibitéria de plantas medicinais. Brazilian
Journal of Pharmacognosy, v. 18, n. 2, p. 301-302, 2008.

OTTOBELLI, I.; FACUNDO, V. A.; STABILE, R. G.; ZULIANE, J.; FROTA, D. B.; BADRA, L.
C.; OTTOBELLI, R. M.; BRASIL, H. 0. B.; TOME, J. C. L.; MACEDO, S. R. A.; LUZ, C. C;
SILVA-JARDIM, l.; Estudo Fitoquimico e atividade leishmanicida de Vatairea
guianensis Aubl. (FABACEAE). Revista Patologia Tropical, v. 38, supl.2, p. 1319,
20009.

OTTOBELLI, I.; FACUNDO, V. A.; ZULIANI, J.; LUZ, C. C.; BRASIL, H. O. B.; MILITAO, J. S.
L. T.; BRAZ-FILHO, R.; Estudo quimico de duas plantas medicinais da Amazonia:
Philodendron scabrum k. Krause (Araceae) e Vatairea guianensis aubl. (Fabaceae).
Acta amazobnica, v. 41, n. 3, p. 393 - 400, 2011.

OZDEN, S.; DURUST, N.; TOKI, K.; SAITO, N.; HONDA, T.; Acylated kaempferol
glycosides from the flowers of Delphinium formosum, Phytochemistry, v. 49, n. 1, p.
241-245, 1998.

PACKER, J. F.; LUZ, M. M. S.; Método para avaliacao e pesquisa da atividade
antimicrobiana de produtos de origem natural. Brazilian Journal of Pharmacognosy,
v.17,n.1, p.102-107, 2007.

PACKER, L.; HIRAMATSU, M.; YOSHIKAWA, T. Antioxidant food supplements in
human health. Orlando: Academic Press, 1999. 511p.

151



PANDA, S. K., BRAHMA, S. DUTTA, S. K. Selective antifungal action of crude extracts
of Cassia fistula L.: A preliminary study on Candida and Aspergillus species.
Malaysian Journal of Microbiology, v. 6, n. 1, p. 62-68, 2010.

PAOLETTI, T.; FALLARINI, S.; GUGLIESI, F.; MINASSI, A.; APPENDINO, G.; LOMBARDI,
G.; Anti-inflammatory and vascularprotective properties of 8-prenylapigenin.
European Journal of Pharmacology, v. 620, n- 1-3, p. 120-130, 2009.

PFALLER M. A.; DIEKEMA, D. J.; Epidemiology of invasive mycoses in North America.
Critical Reviews in Microbiology, v. 36, n.1, p.1-53, 2010.

PFALLER, M. A.; Antifungal Drug Resistance: Mechanisms, Epidemiology, and
Consequences for Treatment. The American Journal of Medicine, v. 125, p. S3-
S13, 2012. Suppl. 1.

PHILLIPSON, G. W.; ANDERSON, A. C.; Ethnopharmacology and Western Medicine.
Jounal Ethnopharmacoly, v. 25, n. 1, p. 61-72, 1989.

PIEDADE, L. R. WOLTER FILHO, W. Antraquinonas de Valtairea guianensis Aubl.
(Fabaceae). Acta Amazonica, v. 18, p. 185- 187, 1988.

PIETTA, P. G.; Flavonoids as antioxidants. Journal of Natural Products, v. 63, n. 7, p.
1.035-1.042, 2000.

PONTON; J.; QUINDOS, G.; Mecanismos de resisténcia a la terapéutica antifiingica,
Medicina Clinica, v. 126 p. 56-60, 2006. Supl 1.

RANG, H. P.; DALE, M. M.; RITTER, J. M.; Farmacologia. 3 ed. Guanabara Koognan,
Rio de Janeiro, 1997. 692 p.

RASHED, K.; CIRIC, A.; GLAMOCLIJA, J.; SOKOVI, M.; Antibacterial and antifungal
activities of methanol extract and phenolic compounds from Diospyros virginiana L.
Industrial Crops and Products, v. 59, p. 210-215, 2014.

RE, R.; PELLEGRINI, N.; PROTEGGENTE, A.; PANNALA, A.; YANG, M.; RICE-EVANS, C.
Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization assay.
Free Radical Biology and Medicine, v. 26, n. 9-10, p. 1231-1237, 1999.

RIBEIRO, A. B.; BOLAZANI, V. S., YOSHIDA, M.; SANTOS, L. S.; EBERLIN, M. N.; SILVA,
D.H.S.; A new neolignan and antioxidant phenols from Nectandra grandiflora.
Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 16, n. 3b, p. 526-530, 2005.

152



RIBEIRO, E. L.; SOARES, A. J.; FERREIRA, W. M.; CARDOSO, C. G. ; NAVES, P. L. F,;
DIAS, S. M. S.; Cromoblastomicose: doenca presente na realidade populacional
brasileira. RBAC, v. 38, n. 3, p. 189-192, 2006.

RICE-EVANS, C.; MILLER, N.J.; PAGANGA, G. Structure-antioxidant activity
relationships of flavonoids and phenolic acids. Free Radical Biology and Medicine,
v. 20, n. 7, p. 933-956, 1996.

RIOS, J. L.; RECIO, M. C.; VILLAR, A.; Screening methods for natural products with
antimicrobial activity: a review of the literature. Journal of Ethnopharmacology, v.
23, n.2-3, p. 127-149, 1988.

ROBINSON, M. M.; ZHANG, X. Traditional Medicines: Global Situation Issues and
Challenges The World Medicines Situation Report 2011. World Health Organization
April 2011. Disponivel em: <Downloaded from
www.who.int/medicines/areas/policy/world_medicines_situation/en/ > Acesso em:
23 mar 2011.

RODRIGUES, A. G.; DE SIMONI, C. Plantas medicinais no contexto de politicas
publicas. Informe Agropecuario, Belo Horizonte, v. 31, n. 255, p. 7-12, 2010.

RUKACHAISIRIKUL, V.; SUKPONDMA, Y.; JANSAKUL, C.; TAYLOR, W. C.; Isoflavone
glycosides from Derris scandens. Phytochemistry, v. 60, n. 8, p. 827-34, 2002.

SALGADO, C. S.; Micoses profundas. Anais da reunidao anual da SBPC, 59, 2007,
Belém, PA.

SANTOS, Alberdan S ; BANNA, D. A. D. S. ; DEUS, R. J. A.; NUNES, F. M. ; ARRUDA,
M. S. P. ; GUILHON, Giselle Maria S Pinheiro ; XAVIER,Luciana Pereira. Investigacao
da Atividade Antimicrobiana em Folhas do cipé-de-alho. In: SOUZA FILHO, Antonio
Pedro da Silva; NASCIMENTO, José Luiz Martins do. (Org.). Aspectos botanicos,
quimicos e moléculas bioativas. 1.ed. v. 10. Belém - PA: Embrapa Amazonia
Oriental, 2012a, p. 144-155.

SANTOS, J. F. L.; PAGANI, E.; RAMOS, J.; RODRIGUES, E.; Observations on the
therapeutic practices of riverine communities of the Unini River, AM, Brazil. Journal
of Ethnopharmacology, v. 142, n. 2, p. 503-515, 2012b.

SARTI, Silvio José. Fitoterapicos e Fitoterapia. In: FERRO, Degmar (Org). Fitoterapia-
Conceitos clinicos. Sao Paulo: Atheneu, 2008.

153



SCHNAPPINGER, D.; HILLEN, W. Tetracyclines: antibiotic action, uptake, and
resistance mechanisms. Archives of Microbiology, v. 165, n. 6, p. 359-369, 1996.

SCORZONI, L.; BENADUCCI, T.; ALMEIDA, A.M.F.; SILVA, D.H.S.; BOLZANI, V.S,;
MENDES-GIANNINI, M.J.S.; Comparative study of disk diffusion and microdilution
methods for evaluation of antifungal activity of natural compounds against medical
yeasts Candida spp and Cryptococcus sp. Journal of Basic and Applied
Pharmaceutical Sciences, v. 28, n. 1, p. 25-34, 2007.

SHAI L. J.; MCGAW, L. J.; ADEROGBA, M. A.; MDEE, L. K.; ELOFF, J. N.; Four
pentacyclic triterpenoids with antifungal and antibacterial activity from Curtisia
dentata (Burm.f) C. A. Sm. Leaves. Journal of Ethnopharmacology, v. 119, n. 2, p.
238-244, 2008.

SHAQ, P. L.; HUANG, L. M.; HSUEH, P. R.; Recent advances and challenges in the
treatment of invasive fungal infections. International Journal of Antimicrobial
Agents, v. 30, n.6, p. 487-495, 2007.

SILVA, C. T. L.; MEDEIROS; B. J. S.; SANTOS, K. C.; PEREIRA FILHO, R.;
ALBUQUERQUE JR, R. L. C.; SOUSA, P. J. C.; CARVALHO, J. C. T.; Topical healing
activity of the hydroethanolic extract from the seeds of Vatairea guianensis (aubl.).
International Journal of Pharmaceutical Sciences Review and Research, v. 8, n. 2,
p. 1-8, 2011a.

. MENDONCA, L. C.; MONTEIRO, M. C.; CARVALHO, J. C. T. Antimicrobial
activity of extracts obtained from the seeds of Vatairea guianensis (Aubl.). Boletin
Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas, v. 10, n.5, p.
462, 2011b.

SILVA, J. K.R.; ANDRADE, E. H.A.; GUIMARAES, E. F.; MAIA, J. G.S.; Essential Oil
Composition, Antioxidant Capacity and Antifungal Activity of Piper divaricatum.
Natural Product Communications, v. 5, n. 3, p. 477 - 480, 2010.

SIMATUPANG, M. H.; DIETRICHS, H. H.; GOTTWAL, H.; Uber die hautreizenden stoffe
in Vatairea guianensis. Aubt. Holsforschung, v. 21, p. 87, 1967.

SNYDER, L. R.; DOLAN, J. W. Initical experiments in high performance liquid
chromatographic method development |. Use of a starting gradient run. Journal of
Chromatography A, v. 721, n. 1, p. 3 - 14, 1996.

SNYDER, L. R.; KIKERLAND, J.; GLAJCH, J. L. Pratical HPLC Method Development. 2
ed. Jonh Wiley e Sons, p. 282 - 287,1997.

154



SOUZA, A. D. L.; ROCHA, A. F. I.; PINHEIRO, M.L. B.; ANDRADE, C.H. S.; GALOTTA, A.
L. A. Q.; SANTOS, M. P. S. S.; Constituintes quimicos de Gustavia augusta L.
(Lecythidaceae). Quimica Nova, v. 24, n.4, p. 439-442, 2001.

STEIN, A. C.; ALVAREZ, S.; AVANCINI, C.; ZACCHINO, S.; POSER, G. V.; Antifungal
activity of some coumarins obtained from species of Pterocaulon (Asteraceae).
Journal of Ethnopharmacology, v. 107, n. 1, p. 95-98, 2006.

SVETAZ, L.; ZULJAN, F.; DERITA, M.; PETENATTI, E.; TAMAYO, G.; CACERES, A.;
CECHINEL FILHO, V.; GIMENEZ, A.; PINZON, R.; ZACCHINO, S. A.; GUPTA, M.; Value of
the ethnomedical information for the discovery of plants with antifungal properties.
A survey among seven Latin American countries. Journal of Ethnopharmacology, v.
127,n.1, p. 137-158, 2010.

TANG, H.; ZHENG, C.; LV, J.; WU, J.; LI, Y.; YANG, H.; FU, B.; LI, C.; ZHOU, Y.; ZHU, J.;
Synthesis and antifungal activities in vitro of novel pyrazino [2,1-a] isoquinolin
derivatives. Journal Bioorganic e Medicinal Chemistry Letters, v. 20, n. 3, p. 979-82,
2010.

TORRES-GUERRERQO, E.; ISA-ISA, R.; ISA, M.; ARENAS, R.; Chromoblastomycosis.
Clinics in Dermatology, v. 30, n. 2, p. 403-408, 2012.

TRABULSI, L. R.; ALTERTHUM, F.; Microbiologia. 5 ed. Sao paulo: Atheneu, 2008,
p.493-503.

. GOMPERTZ, O. F. CANDEIAS, J. A. N. Microbiologia. 3. ed. Sao Paulo:
Atheneu, 1999. 586p.

TSUKAYAMA, M.; KAWAMURA, Y.; TAHARA, H.; Synthesis of 4',5- and 3', 4', 5'-
oxygenated pyranisflavones: alpinun-isoflavone and related compounds, and a
revised structure of derrone. Heterocycles, v. 3, p. 505-516, 1992.

VAN ACKER, S. A.; VAN DEN BERG, D. J.; TROMP, M. N.; GRIFFIOEN, D. H.; VAN
BENNEKOM, W. P.; VAN DER VIUGH, W. J.; BAST, A.; Structural aspects of
antioxidant activity of flavonoids. Free Radical Biology and Medicine, v. 20, n. 3, p.
331-342,1996.

VANDEN BERGHE, D. A.; VLIETINCK, A. J. p. 47-69. Screening methods for
antibacterial and antiviral agents from higher plants. In: DEY, P.M.; HARBONE, J.D.
(eds), Methods in Plant Biochemistry, Ed. Academic Press, London, 1991.

155



VELIOGLU, Y. S.; MAZZA, G.; GAO L.; OOMAH B. D.; Antioxidant activity and total
phenolics in selected fruits, vegetables, and grain mproducts. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 46, n. 10, p. 4113-4117, 1998.

WATJEN, W.; WEBER, N.; LOU, Y. J.; WANG, Z. Q.; CHOVOLOU, Y.; KAMPKOTTER, A.;
KAHL, R.; PROKSCH, P.; Prenylation enhances cytotoxicity of apigenin and
liquiritigenin in rat H4IIE hepatoma and C6 glioma cells. Food and Chemical
Toxicology, v. 45, n. 1, p. 119-124, 2007.

WON, D.; SHIN, B.; KANG, S.; HUR, H.; KIM, M.; HAN, J.; Absolute configurations of
isoflavan-4-ol stereoisomers. Bioorganic e Medicinal Chemistry Letters, v. 18, n. 15,
p. 1952-1957, 2008.

WOODFOLK, J. A. Allergy and dermatofhytes. Clinical Microbiology Reviews, v. 19, n.
1, p. 30-43, 2005.

XI, W.; FANG, B.; ZHAO, Q.; JIAO, B.; ZHOU. Z.; Flavonoid composition and
antioxidant activities of Chinese local pummelo (Citrus grandis Osbeck.) varieties.
Food Chemistry, v.161, p. 230-238, 2014.

XIAOLI, L.; NAILLW.; SAU, W. M.; CHEN, A. S. C.; XINSHENG, Y.; Four New
Isoflavonoids from the Stem Bark of Erythrina variegata. Chemical e
Pharmaceutical Bulletin, v. 54, n. 4, p. 570-573, 2006.

YAHARA, S.; OGATA, T.; SAIJO, R.; KONISHI, R.; YAMAHARA, J.; MIYAHARA, K.
NOHARA, T.; Isoflavan and related compouns from Dalbergin odorifera. Chemical
and Pharmaceutical Bulletin, v. 37, n. 4, p. 979-987, 1989.

YANG, B.; KOTANI, A.; ARAI, K.; KUSU, F.; Relationship of electrochemical oxidation
of catechins on their antioxidant activity in microsomal lipid peroxidation. Chemical
and Pharmaceutical Bulletin, v.49, n. 6, p.747-751, 2001.

YOUNG, I. S.; WOODSIDE, J. V.; Antioxidants in health and disease. Journal of Clinical
Patholology, v. 54, n. 3, p. 176-186, 2001.

ZHANEL, G. G.; HOMENUIK, K.; NICHOL, K.; NOREDDIN, A.; VERCAIGNE, L.; EMBIL,
J.; GIN, A.; KARLOWSKY, J. A.; HOBAN, D. J.; The glycylcyclines: a comparative review
with the tetracyclines. Drugs, v. 64, n. 1, p. 63-88, 2004.

156



Agéncia Brasileira do ISBN
ISBN 978-85-93243-27-1

7885937243271



