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RESUMO

Vinte e dois extratos de cinco espécies de Lychnophora e uma espécie de
Lychnophoriopsis, tradicionalmente usadas no Brasil como analgésica, antiinflamatoéria e
para o tratamento de reumatismo foram examinados para as atividades de inibigdo da
xantina oxidase (XO), antioxidante e citotoxica. Realizou-se também o estudo
fitoquimico do extrato cloroférmico de Lycnhophora staavioides (LS2) que apresentou
atividade frente a todos os testes.

Para a inibicdo da XO, enzima que catalisa 0 metabolismo de hipoxantina a
xantina e esta a acido Urico, foram testados dezesseis extratos. Para todos eles foi
encontrada excelente atividade inibitéria da XO, com inibicdo maior que 38% na
concentracdo de 100 pug/mL na mistura ensaiada. As espécies com maior atividade foram
Lychnophora ericoides, Lychnophora trichocarpha, Lychnophora staavioides,
Lychnophoriopsis candelabrum, com inibicéo de 78%, 77%, 67% e 66% a 100 pg/mL,
respectivamente, e valores de 1Cso de 8,28; 6,16; 51,07 e 49,34 ng/mL, respectivamente.

Para a determinacéo da atividade antioxidante, utilizou-se o radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazila). A formacdo de radicais livres ocorre naturalmente no
organismo devido a exposi¢do ao oxigénio molecular. Eles sdo moléculas instaveis que
contém um elétron desemparelhado levando a alteragfes e danos moleculares as células.
Observou-se atividade antioxidante maior que 25% em doze dos vinte e dois extratos
testados, na concentracdo de 100 pg/mL. As espécies com maior atividade foram
Lychnophora passerina, Lychnophora trichocarpha, Lychnophora ericoides e
Lychnophora pinaster, com inibigdo de 76,0%, 63,0%, 63,0% e 55,0% a 100 pg/mL,
respectivamente.

A atividade citotoxica foi avaliada através do teste larvicida com o
microcrustaceo Artemia salina buscando a presenga de lactonas sesquiterpénicas,
marcadores quimicos do género Lycnhophora, que possuem atividade antitumoral e
citotoxica descrita. Vinte dois extratos foram testados. Observou-se que 0s extratos
etandlicos brutos de L. trichocarpha, L. passerina, L. pinaster, L. ericoides e
Lychnophoriopsis candelabrum, as fra¢tes hexanicas de L. candelabrum e L. ericoides, as
fracdes cloroférmicas de L. candelabrum e L. staavioides, as fragdes acetato de etila de L.

pinaster, L. trichocarpha, L. ericoides e a fracdo etandlica de L. candelabrum



apresentaram uma atividade citotéxica menor que 1000 pg/mL e portanto podem conter
as lactonas sesquiterpénicas.

O estudo fitoquimico do extrato cloroférmico de Lychnophora staavioides foi
realizado visto que na triagem pelas atividades biolégicas esta espécie mostrou-se ser
promissora para a busca de substincias ativas. As partes aéreas da planta foram
extraidas exaustivamente com hexano, cloroformio e etanol. A fracdo cloroférmica foi
submetida a novos fracionamentos, da qual foram isolados: uma mistura de triterpenos
pentaciclicos identificada como lupeol, a- e B-amirinas, além dos flavonoides: 5-hidroxi-
7-metoxiflavona (tectocrisina), 5-hidroxi-7-metoxiflavanona (pinostrobina), 5-hidroxi-7-
metoxiflavonol (isalpina) e 3p-O-acetoxi-5,7-diidroxi-2,3-diidroflavonol (pinobanksina -
3-O-acetato). Os quatro flavondides foram testados quanto a atividade de inibicdo da
X0, obtendo-se maior atividade para a substincia 3p-O-acetoxi-5,7-diidroxi-2,3-
diidroflavonol na concentracio de 100 pg/mL. As demais atividades nao foram avaliadas

por nio haver quantidades suficientes das substincias puras.



ABSTRACT

Twenty-two extracts from five Lychnophora species and one Lychnophoriopsis
species, traditionally used in Brazil as analgesic, antiinflammatory, and to treat bruise
and rheumatism were examined for the inhibition of xanthine oxidase (XO), the
antioxidant activity, the citotoxic activity and the phytochemical study of the chloroform
extract’s from Lychnophora staavioides.

Sixteen extracts were tested for the inhibition of xanthine oxidase (XO), the
enzyme that catalyses the metabolism of hypoxanthine and xanthine into uric acid. All of
them were found to have excellent XO inhibitory activity, with inhibitions greater than
38% at 100 pg/mL in the assay mixture. The most active plants examined were
Lychnophora ericoides, Lychnophora trichocarpha, Lychnophora staavioides,
Lychnophoriopsis candelabrum, with inhibitions of 78%, 77%, 67% e 66% at 100 ug/mL,
respectively, and 1Cs values of 8,28; 6,16; 51,07 and 49,34 respectively.

For available antioxidant activity, were used the DPPH (2,2 dyphenil-1-picryl-
hydrazil) as free radical. The formation of frees radicals occurs naturalnees in the
organism due to exhibition oxigen. They are alterations and dangers moleculares cells.
Twenty-two extracts were tested. Notice antioxidant activity greater 25% in twelve from
extracts at concentration of the 100 pg/mL in the assay mixture. The most active plants
examined were Lychnophora passerina, Lychnophora trichocarpha, Lychnophora pinaster
and Lychnophora ericoides, with inhibitions of 76,0%, 63,0%, 63,0% and 55,0% at 100
pg/mL, respectively.

Twenty-two extracts from Lychnophora and Lychnophoriopsis species were
available to citotoxic activity using brine shrimp (Artemia salina). Notice activity
citotoxic in the crude ethanolic extracts of L. trichocarpha, L. passerina, L. pinaster, L.
ericoides e Lychnophoriopsis candelabrum, in the hexanic fracions of L. candelabrum e L.
ericoides, in the chloroformic fracions of L. candelabrum and L. staavioides, in the ethyl
acetate fracions of L. pinaster, L. trichocarpha, L. ericoides and ethanolic fracion of L.
candelabrum that showed the DLs, smaller than 1000 pg/mL. Therefore these extracts
may contain actives substances.

The fractionation of the chloroformic extracts from Lychnophora staavioides was
carrying out because this species showed signficative biological activities. These aerial

parts were extracted with hexane, chloroform and ethanol. The chloroform fraction was

Xi



submitted to new fractionations and afforded a mixture of lupeol, a-amyrin and -
amyrin, addition four flavonoids: 5-hydroxy-7-metoxyflavone (tectochrysin), S-hydroxy-
7-metoxyflavanone (pinostrobin), S-hydroxy-7-metoxyflavonol (izalpin) e 3p-O-acetoxy-
5,7-dihydroxi-2,3-diidroflavanone (pinobanksin -3-O-acetate). These purified flavonoids
were assayed for XO inhibitory activity. The most actives flavonoid examined was the
pinobanksin-3-O-acetate at concentration of the 100 pg/mL. The other activities not

were valued due to amount insufficient of pure substances.
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SIMBOLOS E ABREVIATURAS

AcOEt — acetato de etila

AICI; — Cloreto de aluminio

atm — atmosfera

CC — cromatografia em coluna

CCD — cromatografia em camada delgada

d — dupleto

dd — dupleto duplo

DMSO - dimetilsulfoxido

EtOH — etanol

H,0 - 4gua

LC — Lychnophoriopsis candelabrum

LE — Lychnophora ericoides

LS — Lychnophora staavioides

LT — Lychnophora trichocarpa

LPa — Lychnophora passerina

LPi — Lychnophora pinaster

m - mutipleto

MeOH — metanol

mL — mililitro

min. — minuto

RMN 'H — Ressonéncia Magnética Nuclear de Hidrogénio
RMN "C - Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono

s — simpleto

t — tripleto

CDCI; — cloroférmio deuterado

Incl. — inclinacao

J — constante de acomplamento escalar

COSY — COrrelation SpectroscopY (correlagdo homonuclear 1H—lH)
HETCOR - HETeronuclear shift CORrelation (correlagdo de deslocamento

quimico heteronuclear)
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I. INTRODUCAQ




I. 1. Consideragdes Gerais

A utilizagdo de recursos naturais para fins terapéuticos tem sua origem em épocas
remotas e acompanha a evolu¢cdo do homem no decorrer dos tempos. O instinto de
sobrevivéncia dos animais, incluindo o homem, fez com que este desenvolvesse e aprimorasse
varios recursos para o combate a seus males e a possiveis ataques de predadores [DI STASI,
1996].

Com o passar dos tempos esses recursos aprimorados passaram a ser considerados
como praticas caracteristicas de cada povo, tornando-se assim praticas tradicionais e hoje
também tidas como usos populares. Neste ramo de medicina popular, a ciéncia, por sua vez,
tem desempenhado o papel de resgatar, estudar e até comprovar o uso desses recursos naturais
para fins terapéuticos [DI STASI, 1996; SIMOES, 1999].

Segundo a Organizacdo Mundial de Satude (OMS) 80 % da populagcdo mundial utiliza
a medicina tradicional. Dessa forma desde 1978, a OMS vem incentivando os paises em
desenvolvimento a incluirem nos seus sistemas de salde outras praticas terapéuticas, entre
elas, a fitoterapia. A necessidade de implementar essa area no Brasil levou o Ministério da
Salde a editar, a partir de 1995, uma série de medidas regulamentando a preparacdo e a
comercializagdo dos produtos fitoterapicos. Desde entdo, esforgos vém sendo somados, em
varios setores, visando ao aprimoramento desses produtos, especialmente através de estudos
que comprovem suas atividades e segurancas, além de medidas que assegurem seu controle de
qualidade.

Uma grande quantidade de informacdes sobre o uso e as indicacfes terapéuticas das
plantas foi acumulando-se ao longo dos séculos. As propriedades medicinais de algumas
plantas permanecem ainda hoje restritas ao conhecimento popular. Associando esse fator ao
grande nimero de plantas existentes, onde se estima existirem no mundo aproximadamente
250.000 espécies vegetais, das quais apenas 10% ja foram estudadas, torna-se inegavel a
importéncia do desenvolvimento de pesquisas e estudos sobre a utilidade das plantas, que

possam levar & obtencdo de novos medicamentos e cosméticos [MACIEL, 2002].



1.2. A Familia Asteraceae e 0 Género Lychnophora

Dentro do reino vegetal, a familia Asteraceae ¢ uma das maiores existentes, com cerca
de 25000 espécies pertencentes a 1200 géneros [CHICARO et al., 2000]. O estudo
fitoquimico realizado nesta familia resultou em mais de 7000 substancias identificadas
[ZDERO & BOHLMANN, 1990] e mais de 4000 novas substincias e, embora a maioria deles
tenha sido isolada em pequenas quantidades, varios produtos naturais com atividades
biologicas foram descobertos [BOHLMANN et al., 1981].

O género Lychnophora é um dos sete géneros da subtribo Lychnophorinae (tribo
Vernoniaeae, familia Asteraceac) [BOHLMANN & JAKUPOVIC, 1990]. E distribuido
amplamente no Brasil e algumas espécies sdo popularmente conhecidas como “arnica®, “falsa
arnica” ou “arnica da serra” [CERQUEIRA et al., 1987]. As espécies sdo caracteristicas de
campos rupestres, ocorrendo principalmente nos estados de Minas Gerais, Bahia ¢ Goias
[CUNHA et al, 1992]. Possuem emprego na medicina popular como antiinflamatoria,
analgésica, nos reumatismos, contusdes e picadas de insetos [SAUDE et al., 1998].

O perfil quimico do género ¢ basicamente caracterizado pela ocorréncia de
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, lactonas sesquiterpénicas dos tipos goiazensolideos,
eremantolideos, guaianolideos ¢ eudesmanolideos [BORELLA et al.,, 1998]; flavondides,
esterdides e poliacetilenos. Também foram detectados aglcares, taninos ¢ acidos graxos de
cadeia longa e seus ésteres. A auséncia de arilpropandides e derivados da p-
hidroxiacetofenona ¢é caracteristica da tribo Vernoniaecae [BOHLMANN & JAKUPOVIC,
1990].

As lactonas sesquiterpénicas despertam grande interesse devido a sua quimica peculiar
e variada atividade biologica. Apresentam atividade antitumoral [LEE et al., 1977],
antibacteriana [GIESBRECHT et al., 1990], antimalarica [FRANCOIS et al., 1986],
tripanossomicida [CHIARI et al., 1991; Oliveira et al.,, 1996], esquistossomicida
[VICHNEWSKI et al., 1976], antitilcera [SILVA et al., 2002], antiinflamatéria [ABAD et al.,
1994] e cardiotonica [ROBLES et al.,, 1995]. Essas atividades tém sido atribuidas,
principalmente, a presenca do grupo o-metileno-y-lactona presente em muitas das lactonas
sesquiterpénicas [SANTOS, 1989]. A presen¢a de outros grupos funcionais tais como
epoxido, hidroxila, cloridrina e ésteres pode contribuir para sua atividade biologica
[RODRIGUEZ et al., 1976]

Em revisdo taxondmica recente, foram registradas 68 espécies para o género
Lychnophora [SEMIR, 1991]. A literatura registra o estudo fitoquimico de cerca de 24

espécies deste género, como ilustrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Espécies do género Lychnophora que ja foram objeto de estudo

Espécies

Referéncias

Lychnophora affinis Gardn.

LE QUESNE & al., 1978

L. antillana URB.

PETTIT & al., 1990

L. bahiensis Mattf.

BOHLMANN & al., 19822

L. blanchetti (Sch. Bip) H. Robins.

BOHLMANN & al., 1980ba

L. brunioides Mart.

BAZON & al., 1993

L. columnaris Mattf.

BOHLMANN & al., 1982b

L. crispa Mattf.

BOHLMANN & al., 1982a

L. diamantinana Coile & Jones

COSTA & al., 1992

L. ericoides Gardn.

BOHLMANN & JAKUPOVIC,1990

L. gardneri Sch. Bip.

JORDAO & al., 2000

L. granmongolense (Duarte) Semir & Leitao Filho

GRAEL & al., 2000

L. hakeafolia Mart.

BOHLMANN & al., 1980b

L. markgravii G. M. Barroso

SARTORIA & al., 2002

L. martiana Gardn.

VICHNEWISKI & al., 1980

L. passerina Gardn.

BOHLMANN & al., 1981

L. pinaster Mart.

DUARTE, 1993

L. phylicaefolia DC.

BOHLMANN & al., 1980b

L. pseudovillosissima Semir & Leitdo Filho

BORELLA & al., 1992

L. rupestris Semir & Leitdo Filho

CUNHA & al., 1992

L. salicifolia Mart.

BOHLMANN & al., 1980b, 1983

L. sellowi Sch. Bip.

BOHLMANN & al., 19822

L. trichocarpa Spreng.

SAUDE & al., 1998

L. uniflora Sch. Bip.

BOHLMANN & al., 1981

L. vilosissima Mart.

TAVARES, 1990

Entre as espécies de Lychnophora, L. ericoides (Mart.) é a espécie mais popular e

4

explorada comercialmente, estando inclusive considerada vulnerdvel (em perigo de extingao),
segundo o [IBAMA, 2005]. Suas folhas intactas e p6 de raiz sdo comercialmente usados como
analgésico e antiinflamatério [BORELLA et al., 1998]. Para os extratos aquosos e etanolicos
desta espécie foram realizados estudos para a comprovacdo da atividade analgésica. Nestes
estudos, utilizou-se 0 método da placa de Janssen e Jageneau modificado, constatando
aumento do tempo de reacdo em todos os animais (camundongos) injetados com a droga em
estudo. A comparacdo entre diferentes tratamentos mostrou que o teste para analgesia
utilizando L. ericoides, induz um tempo de reagéo inferior ao da morfina, mas semelhante ao
da dipirona. Portanto, considerou-se discutivel o possivel efeito analgésico do extrato.

Entretanto, apontou-se para a necessidade de se realizar experimentos adicionais para que se



possa avaliar, pelo uso de outras técnicas, a acdo analgésica da arnica, confirmando ou néo os
relatos e o uso folclorico da planta [CERQUEIRA et al., 1987].

Em um recente estudo realizado por Guzzo e colaboladores [2008] foram comparados
os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatdrio de cinco espécies de Lychnophora e uma espécie
de Lychnophoriopsis. Os extratos de L. pinaster (0,75 g/Kg) e L. ericoides (1,50 g/Kg)
induziram um efeito antinociceptivo, o qual foi estatisticamente semelhante ao da dipirona e
morfina (padrdes) e diferente do grupo controle. L. passerina, L. candelabrum e L. pinaster
demonstraram efeito antinociceptivo na dose de 0,75 g/Kg, o qual foi estatisticamente

semelhante & indometacina (padrao).

No teste de atividade anti-inflamatéria usando o modelo de edema de pata induzido
por carregenina, a administracdo tépica de L. pinaster e L. trichocarpha mostraram uma

atividade estatisticamente semelhantes ao padrdo diclofenaco gel [GUZZO et al., 2008].

O dleo essencial de L. ericoides (Mart.) apresentou atividade antimicrobiana in vitro
contra bactérias Gram positivas, principalmente o Streptococcus [MACIEL et al., 2002].
Relatos de que extratos dessa planta preparados em diferentes épocas do ano possuiam
atividades diferentes motivaram o estudo da variacdo sazonal das folhas dessa espécie.
Através de uma metodologia analitica por CLAE, utilizando padrGes majoritarios previamente
isolados, observou-se 0 maximo de producdo de metabolitos secundarios durante a florada no
més de fevereiro [FLAUSINO et al., 2000]. O extrato diclorometanico das folhas néo
apresentou atividade analgésica, enquanto o extrato diclorometénico de raizes mostrou
atividade significativa no teste antinociceptivo de contor¢es abdominais induzidas por acido
acetico em camundongos, usando-se como substancia de referéncia a indometacina. Foram
isoladas 10 lignanas do extrato de raizes dentre elas cubebina e metilcubebina que
apresentaram maior atividade antinociceptiva. Cubebina ndo apresentou atividades
antiinflamatoria e antipirética [BORSATO et al., 2000].

Foram isoladas do extrato acetato de etila de caules de L. ericoides substancias tais
como os esterdides estigmasterol, B-sitosterol e campesterol, a lactona sesquiterpénica
eremantina e os triterpenos denominados acetato de lupeila e B-fridelanol [CABRAL et al.,
2000].
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Um estudo fitoquimico das frac@es polares de L. ericoides foi realizado por [SANTOS
et al., 2005] visto que os usos pela populagdo sdo de preparagdes alcodlicas e hidroalcoodlicas.
A atividade analgésica foi relatada para o extrato polar das raizes, com o isolamento de
constituintes como &cidos di-cafeoilquinico, em que os 4&cidos 3,5 e 4,5-di-O-[E]-
cafeoilquinico contribuiram para atividade analgésica.

Dos extratos em acetato de etila de L. salicifolia Mart, foram isolados flavondides
como 7,34 -trimetil-quercetina e lactonas sesquiterpénicas como o acido licnofolideo, que
apresentam atividade tripanossomicida [JORDAO et al., 1997].

L. gardneri Sch. Bip. é encontrada em Minas Gerais, normalmente lado a lado com L.
pohlii Baker, a qual se assemelha muito. O extrato diclorometénico de suas partes aéreas
promoveu atividade tripanossomicida significativa. Quase todas as fracfes apresentaram
porcentagens de lise estatisticamente significativas, sendo que algumas destas promoveram
lise total de parasitas. Da espécie L. gardneri foram isoladas as lactonas sesquiterpénicas 15-
desoxigoiazensolideo e licnofolideo, uma mistura de duas saponinas denominadas
estigmasteril 3-B-D-glicopiranosideo e B-sitosteril 3-B-D-glicopiranosideo. A alta taxa de lise

parasitaria pode estar relacionada & presenca destas substancias [JORDAO et al., 2000].
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O fracionamento biomonitorado de extratos das partes aéreas de L. trichocarpa Spreng.,
L. pinaster Mart. e L. passerina (Mart. Ex. DC) Gardn levou ao isolamento de quatro
substancias tripanossomicidas. O extrato etandlico de L. trichocarpa Spreng forneceu duas
lactonas sesquiterpénicas, o licnofolideo e o eremantolideo C. Do extrato hexanico da L.
pinaster Mart foi isolado o 4&cido licnofolideo, um &cido sesquiterpénico derivado do
cariofileno, e do extrato etandlico de L. passerina (Mart. ex. DC) Gardn resultou o
goiazensolideo [OLIVEIRA et al.,1996].

Eremantolideo C Goiazensolideo Acido licnofolideo

A espécie Lychnophora passerina € tipica do cerrado, localizada em regifes aridas
na parte central do Brasil, 1000 m acima do nivel do mar [LEITAO FILHO e SEMIR,

1979], habitando regides com alta incidéncia de luz solar e raios ultravioleta (UV),



suportando longos periodos de seca, o que pode promover condigdes de estresse para a planta.
Em geral, para adaptar-se e desenvolver-se, as plantas possuem mecanismos de protecdo para
essas condigdes de estresse. Um mecanismo efetivo ¢ o acumulo de pigmentos, como
carotenodides, clorofila e flavondides. Além de sua atividade antioxidante, flavonodides, mais
especificamente glicosideos flavonicos, podem absorver luz UV e entdo serem utilizados
como bloqueadores de luz UV. Dos estudos fitoquimicos desta espécie, foram isolados cinco
flavonodides: kaempferol, apigenina, luteolina, quercetina e tilirosideo e duas lactonas
sesquiterpénicas. Estudos mostraram que quercetina e kaempferol, oriundos do extrato
etanodlico, obtiveram atividade antioxidante. Entretanto, tilirosideo ndo mostrou boa atividade
contra radicais livres quando comparados com quercetina. Sua alta concentragdo em L.
passerina pode ser responsavel por sua baixa atividade. No entanto, desde que flavonoides
podem absorver luz UV, a alta concentragdo de tilirosideo, no extrato etandlico, indica que
esta producdo natural pode ser muito importante para bloquear luz UV. Além disso, as
lactonas sesquiterpenas, 15-desoxigoiazensolideo e goiazensolideo (pagina 7), foram também
identificadas em L. passerina, refor¢ando a importancia destas substancias como marcadores

taxonomicos deste género [CHICARO et al., 2000 e 2004].
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A espécie de Lychnophora pinaster Mart., macerada em cachaga ou etanol ¢ usada em
infusdes e banhos com atividades anti-reumatica, analgésica e anti-flogistica. Um estudo
fitoquimico dos extratos hexanico e etandlico das partes aéreas de L. pinaster levou ao
isolamento do isémero E do acido licnofdico, quercetina, 15-desoxigoiazensolideo, lupeol,
uma mistura de o e f—amirina, fridelano e uma mistura de ésteres de acido graxo [OLIVEIRA
et al., 1996; SILVEIRA et al., 2005] e hidrocarbonetos saturados [DUARTE et al., 1999].

O isdmero E do acido licnofoico isolado de L. pinaster mostrou atividade tripanossomicida, in



vitro, contra as formas tripomastigota de T. cruzi [SILVEIRA et al., 1993; OLIVEIRA et al.,
1996].

O estudo fitoquimico do extrato acetato de etila de partes aéreas de L. granmongolense
(Duarte) LEITAO FILHO e SEMIR, [1979] levou ao isolamento de trés substincias
tripanossomicidas, o flavonodide eriodictiol e as lactonas sesquiterpénicas goiazensolideo e
licnoforolideo A. Outros flavondides e a lactona sesquiterpénica licnoforolideo B também

foram isolados, mas ndo mostraram atividade tripanossomicida. Atividade analgésica ndo foi

observada para esse extrato [GRAEL et al., 2000].
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A espécie L. markgravii G. M. Barroso foi incluida no género Lychnophora
[BARROSO, 1956], mas excluida do género por Coile e Jones, [1981]. Robinson, [1999], em
seu estudo do género e classificagdo da subtribo Vernoniaeae, incluiu novamente L.
markgravii no género Lychnophora.

Do extrato diclorometanico das raizes de L. markgravii foram isoladas diversas
substancias dentre elas triterpenos como lupeol, a e - amirina; esteréides como estigmasterol
e [P-sitosterol e lactonas sesquiterpénicas como 15-desoxigoiazensolideo e 8-
tiglinoiloxigoiazensolideo. Do extrato diclorometanico das partes aéreas foram isolados
flavonoides como pinostrobina, tectocrisina e pinocembrina. Do extrato etandlico foi isolado

o tilirosideo (pagina 8). [SARTORIA et al., 2002].

OH



8-tiglinoiloxigoiazensolideo

O perfil quimico dessa espécie esta de acordo com o da subtribo Lychnophorinae e do
género Lychnophora, pois lactonas sesquiterpénicas dos tipos guaianolideo e
furanoeliangolideo estdo presentes. Estas duas classes de compostos sdo consideradas como
marcadores taxondmicos da Asteraceae e os tipos de lactonas sesquiterpénicas encontradas
sdo tipicas para algumas tribos e subtribos [SARTORIA et al., 2002].

Uma recente pesquisa foi realizada por [TAKEARA et al., 2003] com o intuito de
buscar novas substancias com atividade tripanossomicida, para serem usadas na profilaxia da
doenca de Chagas. Assim, do extrato metanolico das folhas de Lychnophora staavioides
Mart., o qual apresentou significante atividade tripanossomicida, foram obtidos flavonoides,

dentre eles o éter 3-metilquercetina, que foi o composto mais ativo contra T. cruzi.

OH O

3-metilquercetina

Lychnophora candelabrum foi recentemente transferida para o género
Lychnophoriopsis devido ao fato desta espécie ndo apresentar lactonas sesquiterpénicas, que
sdo os marcadores quimicos do género Lychnophora, na sua composi¢do quimica. No estudo
realizado, foram isolados varias substancias de Lychnophoriopsis candelabrum tais como os
triterpenoides lupeol, a-amirina, f-amirina, os flavonoides 3,5,4’-triidroxi-7-metoxiflavona
(ramnocitrina ou kaempferol-7-metiléter) [SAKAKIBARA et al., 1976]; 3,5-diidroxi-7-
metoxiflavona (isalpina ou galangina-7-metiléter) (MABRY et al., 1970); 5.,7-
diidroxiflavanona (pinocembrina) (JAIPETCH et al, 1982); 3,5,7-triidroxilflavona
(galangina) (AFOLAYAN e MEYER, 1997); 3-acetoxi-5,7-dihidroxiflavanona (BAZON et
al., 1997) e 4’-metoxi-5,7-dihidroxiflavona (acacetina) [MABRY et al., 1970, SANTOS et al.,
2004].
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I. 3. Descricdo botanica de Lychnophora staavioides

Arbusto com eixo principal ereto longo, com ramificagdes alternas espassadas e
posteriormente mais candelabriformes, com ramificagdo subverticiliada, com até 3,0 m de
altura. Ramos robustos cobertos por denso indumento lanoso a viloso, acinzentado, ocraceo
até castanho, cicatrizes foliares circulares, oblongas, subtriangulares, que conferem ao ramo
um aspecto tesselado ou alveolado, com 1,0 a 2,0 cm de diametro. Folhas muito imbricadas
nos apices, e patentes abaixo, retas, sésseis, muito coridceas; laminas oblongas, linear-
elipticas até linear-lanceoladas, base truncada a brevemente atenuada, apice obtuso, pouco
arredondado a emarginado, com mucron e tufo de tricomas que o excede, margem muito
revoluta; venacdo broquidodroma; face adaxial glabra, com poucas pontuagdes brilhantes,
com nervura principal normalmente carenada e nervuras de outras ordens pouco perceptiveis,
face abaxial com indumento denso, lanoso a viloso, canescente a cinéreo, que cobre todas as
nervuras, com nervura principal ndo alada com 0,5 a 3,0 cm de comprimento por 0,2 a 0,7 cm
de largura. Inflorescéncias em glomérulos simples e folhosos, globosos de capitulos muito
justapostos, com até 2,5 cm de comprimento e didmetro terminais a ramos de até¢ 15 cm de
comprimento e 0,7 até 1,0 cm de diametro. Capitulos campanulados com 3 — 5 flores, com 7,0
a 8,5 mm de comprimento ¢ 4,0 a 5,0 mm de diametro. Bracteas involucrais em 4 a 5 séries
triangulares ovais, lanceoladas ou oblongas, castanho-escuro, apice obtuso a arrendondado,
margem fimbriada, superficie vilosa, cinérea, posteriormente glabrescente, de coloracdo
castanho-escuro e permanecendo o apice curtamente estrigoso, com 2,0 a 8,0 mm de
comprimento por 0,8 a 1,5 mm de largura. Corola magenta a purpura, com 8,5 a 10,0 mm de

comprimento, lacinios com tricomas glandulares, de apice agudo com 4,0 a 4,5 mm de
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comprimento. Anteras alvas com cerca de 4,0 mm de comprimento. Aquénios glabros, pouco
glandulosos, viscosos, castanho-escuros, costados, angulosos, com 3,5 a 45 mm de
comprimento e 0,8 a 1,0 mm de largura; pappus externo com elementos livres de &pice agudo
a eroso com 2,5 mm de comprimento, pappus interno paleaceo, branco, espiralado com 7,0 a
8 mm de comprimento [SEMIR, 1991].

A descrigdo boténica das espécies L. ericoides, L. trichocarpha, L. pinaster, L.

passerina e Lychnophoriopsis candelabrum é citada por Semir, [1991].

Lychnophora pinaster ( Mart. ) Lychnophora trichocarpha Spreng.

Lychnophora passerina (Mart. ex DC.) Gard. Lychnophora ericoides ( Mart.)
Figura 1 - Espécies do género Lychnophora

I. 4. Atividade antiartrite gotosa

A enzima xantina oxidase (XO) catalisa 0 metabolismo de hipoxantina e xantina a
acido drico. Uma producdo elevada e/ou uma baixa excre¢do deste acido causa uma
hiperuricemia denominada gota [RASARATNAM, et al., 1995].

O atague agudo de gota ocorre em conseqiiéncia de uma reagdo inflamatoria a
presenca de cristais de urato de sddio (acido Urico), que é o produto final do metabolismo das
purinas nos seres humanos. Estes se depositam no tecido articular. A resposta inflamatoria
envolve infiltracdo local de granulécitos, que fagocitam os cristais de urato. A producdo de
lactato apresenta-se elevada nos tecidos sinoviais e nos leucdcitos associados ao processo

inflamatdrio, favorecendo a reducéo local de pH que promove a deposicao adicional de &cido
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rico. Ocorre deposicdo de cristais de urato em pacientes com hiperuricemia, devido a
producdo aumentada ou excre¢do diminuida de &cido Urico (Figura 4, pégina 15)
[GOODMAN & GILMAN, 2003; KRAMER et al. 2002].

A gota trata-se de uma afecgdo comum, com distribuicdo universal ocorrendo em até
3% da populacdo geral, principalmente, nos homens, aos 30-40 anos e, nas mulheres, no
periodo pés-menopausa. Sabe-se também que quanto maior a ingestdo de proteinas (purinas)
por uma populagdo mais freqliente sdo os casos de hiperuricemia e de provaveis gotosos.

Um aumento no risco de hiperuricemia tem sido mostrado também com o
desenvolvimento de doengas como a hipertenséo, hiperlipidemia, cancer, diabetes e obesidade
[LIN et al., 2000].

Sendo assim, com a inibi¢do da xantina oxidase (XO) h& uma regressdo do processo
patoldgico originado pela gota. Essa enzima também estéd envolvida na producdo de radicais
livres derivados do oxigénio, essas espécies altamente reativas estdo presentes nos sistemas
bioldgicos e podem oxidar acidos nucléicos, proteinas ou lipidios [PRAKASH, 2001].

Vérios sdo os estudos envolvendo a inibicdo da enzima xantina oxidase utilizando
espécies vegetais popularmente usadas para o tratamento da gota e outras desordens
ocasionadas pela hiperuricemia. Os efeitos terapéuticos putativos deste uso pela medicina
tradicional pode ser atribuido devido a presenca de flavonodides, triterpenos, alcaldides,
lignanas e certamente outros fendis [1iO et al., 1985; COSTANTINO et al., 1992].

Um estudo realizado com 122 espécies de plantas usadas pela medicina chinesa foi
realizado buscando a atividade de inibicdo da xantina oxidase por estas espécies. Destas, 69
foram ativas na concentragdo de 100 pg/mL, com 29 tendo inibicdo maior que 50%. As
espécies mais ativas foram Cinnamomum céassia (Lauracea); Chrysanthemum indicum
(Asteracea); Lycopus europaeus (Lamiatae), com suas ICso de 18 pg/mL; 22 pg/mL e 38
Mg/mL, respectivamente [KONG et al.; 2000].

Figura 2 - Estrutura tridimensional da enzima xantina oxidase
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O tratamento da gota visa, principalmente, a dois objetivos: aumentar a excrecdo de
acido urico ou reduzir a producédo de &cido Urico. Os inibidores da XO sdo muito Uteis desde
que diminuam esses efeitos e sejam associados a agentes uricosuricos e antiinflamatorios, pois
os agentes inibidores da XO ndo tratam o processo inflamatério e nem diminuem o éacido
Urico ja produzido [BURKE et al., 2006]

Os farmacos utilizados no tratamento da gota podem atuar de varias maneiras:

- inibir a sintese de acido urico (alopurinol);

- aumentar a excrecdo de acido Urico (agentes uricosuricos);

- inibir a migracdo dos leucdcitos na articulagéo (colchicina);

- através de efeitos analgésicos e antiinflamatdrios gerais (AINES);

- dieta, com diminuicdo da ingestdo de proteinas, principalmente as originarias de carne
de gado, peixes e aves, frutos do mar, mitdos e grdos, alimentos que sdo ricos em
purinas.

As crises agudas de gota sdo geralmente controladas com colchicina, AINES ou
corticosterdides injetados no espaco articular. A preferéncia pelos AINES advém do seu inicio
mais rapido de agédo.

O alopurinol corresponde a 4-hidroxipirazolpirimidina e € iséstero da hipoxantina. O
alopurinol e seu metabdlito o oxipurinol reduzem a biossintese de acido Urico a partir da
hipoxantina. Eles atuam como inibidores da XO, enzima que converte hipoxantina a xantina e
esta a &cido urico (Figura 3, pagina 15). O alopurinol liga-se 15 vezes mais firmemente a XO
do que o proprio substrato natural, a xantina. Outrossim este fAirmaco aumenta a reutilizacdo
da hipoxantina e da xantina na sintese de nucleotideos e &cidos nucléicos. Com isso, ele reduz
as concentrac@es do acido Urico no soro e na urina e impede ou diminui a deposicdo de urato e
consequentemente, a ocorréncia ou progressdo da artrite gotosa e nefropatia por urato.
[KOROLKOVAS, 2005].

O alopurinol constitui o farmaco de escolha para o tratamento a longo prazo da gota,
porém ¢é ineficaz no tratamento de uma crise aguda e, com efeito, chega até agrava-la [RANG
et al., 2001].

Este agravamento traz inevitaveis riscos assim como efeitos adversos, dentre eles
pode-se citar: erupcdo cutanea, febre, disfuncdo renal e hepética, ndusea, vomito, diarréia,
hepatotoxicidade, agranulocitose, anemia, leucopenia, nefropatite, e um metabdlito tdxico, o

6-mercaptopurina. Sendo assim, bioensaios in vitro estdo sendo usados para avaliar plantas

que possuem atividade antiinflamatoria, como as espécies do género Lychnophora, visando a
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busca por substancias que sejam potentes inibidores da XO e que poderiam ser usadas para o
tratamento da gota e de outras doencas induzidas pela XO [SWEENEY et al., 2001; KONG et
al., 2000; KOROLKOVAS, 2005].
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Figura 3 - Mecanismo de agdo do alopurinol e locais onde atua a enzima XO.
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Figura 4 - Acumulo de &cido Urico na articulagdo do dedo grande do pé e na cartilagem da

Fonte: www.abcdasaude.com.br

orelha, caracteristica da gota.

|.5. Atividade Antioxidante
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Os radicais livres sdo moléculas instaveis que contém um elétron desemparelhado em

sua estrutura. A espécie de oxigénio reativa mais conhecida é o radical superoxido:

O,+e —> 0, -

O radical superdxido é o precursor de outras espécies reativas. A protonagdo do O -
produz HO; -, um oxidante muito mais forte que 0 O, - . A espécie de oxigénio mais potente
nos sistemas bioldgicos €, provavelmente, o radical hidroxila, que é formado a partir de uma
molécula relativamente inofensiva, o peroxido de hidrogénio (H,0,):

H,0, + Fe© —> - OH + OH + Fe*
O radical hidroxila também é formado por meio da reacdo de superéxido com H,0,:
0, + H0, ——> 0,+ H,0+ -OH

Embora a maioria dos radicais livres possua uma vida extremamente curta (a meia-
vidado O, - 61 x10°%s, eado-OH é1x10° s), eles facilmente captam os elétrons de
outras moléculas, convertendo-as em radicais livres, iniciando uma reagdo em cadeia.

A natureza aleatdria dos ataques realizados pelos radicais livres dificulta a
caracterizacdo de seus produtos de reacdo, mas todas as classes de moléculas bioldgicas sao
suscetiveis as lesdes oxidativas causadas pelos radicais livres. A oxidacdo dos lipideos
poliinsaturados nas células rompem a estrutura das membranas bioldgicas, e as lesdes no
DNA podem produzir a substituicdo de um Unico nucleotideo (ou mutacdo de ponto ) numa
seqliéncia de DNA o que pode alterar o cddigo de uma trinca de bases e levar a substitui¢do
de uma trinca por outra. A funcdo enzimatica também pode ser comprometida devido a reacao
dos radicais com a cadeia lateral dos aminoacidos. Como a mitocondria é o principal sitio do
metabolismo oxidativo das células, seus lipideos, seu DNA e suas proteinas provavelmente
sofrem os maiores danos provocados pelos radicais livres.

Vérias doencgas degenerativas, incluindo as doencas de Parkinson, de Alzheimer e de
Huntington, estdo associadas com lesfes oxidativas na mitocondria. Tais observacfes tém
levado a teoria dos radicais livres e do envelhecimento, a qual postula que as reacfes dos
radicais livres aumentam durante o curso do metabolismo oxidativo normal e sdo, no
minimo, parcialmente responsaveis pelo processo de envelhecimento. De fato, individuos
com defeito congénito no seu DNA mitocondrial sofrem uma variedade de sintomas tipicos da
idade avancada, incluindo dificuldades neuromotoras, surdez e deméncia. Seus defeitos
genéticos podem tornar a mitocondria mais suscetivel as espécies reativas do oxigénio

geradas pela maquinaria transportadora de elétrons.

16



O corpo humano produz antioxidantes de maneira natural, tais como a superoxido-

dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase. Em 1969, Irwin Fridovich descobriu que a
enzima SOD, que esta presente em quase todas as células, catalisa a conversdo de O, * em
H,O,. [VOET, et. al, 2000, PRAKASH, 2001].

20, + + 2H" —> 0, + H,0,

A SOD ¢ considerada a primeira linha de defesa contra as espécies de oxigénio
reativas. O H,O, produzido na reacdo pode reagir produzindo outras espécies de oxigénio
reativo, e é degradado em &gua e em oxigénio por enzimas como a catalase, que catalisa a
reacéo:

2H,0, —> 0, + 2H,0
E pela glutationa-peroxidase, que usa a glutationa (GSH) como o agente redutor:
2GSH + H,0, —> GSSG + 2H,0

Essas enzimas, no entanto, dependem da presenca em quantidades regulares de
minerais para cumprirem perfeitamente a sua fung&o. E por isso que em algumas situacées 0s
radicais livres estdo associados como causa ou consequéncia de doencas cronicas, entre elas
artrite reumatdide e a aterosclerose [MOREIRA et al., 2002].

E bem conhecido que a resposta inflamatéria aguda devido a irradiacdo ultravioleta
(UV) e que o processo degenerativo relatado pela exposicéo cronica da pele aos raios UV séo
largamente mediados pela superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e pelos
radicais livres prejudicando o sistema antioxidante [FUCHS et al., 1991; PODDA et al., 1998;
PUNNONEN et al., 1991; SHINDO et al., 1994; THIELE et al., 1998].

Recentemente, muitos compostos antioxidantes naturais (&cido lipoico, flavondides,
vitamina E (pagina 18), silimarina, etc.) tiveram suas atividades comprovadas e mostraram
serem efetivos na prevencdo e reducdo da severidade dos danos induzidos por raios UV sobre
a pele [SAIJA et al.,, 1998; SALIOU et al., 1999; LEE et al., 1998; MIYAI et al., 1997,
STEWART et al., 1996].

OH

\\\\\\\

HO Ho
OCH, 0 OH

Silimarina
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HO

Vitamina E

As frutas e os vegetais sdo uma boa fonte de antioxidantes naturais, pois possuem
diferentes componentes antioxidantes que fornecem a protecdo contra os radicais livres
prejudiciais. Estes foram associados com as taxas mais baixas da incidéncia e da mortalidade
causadas por cancer e doencas do coracdo, além de inimeros outros beneficios para a saude
humana. Os alimentos vegetais sdo fonte de vitamina C, carotendides e de substancias
fendlicas, que sdo antioxidantes importantes na dieta humana. A vitamina C hipoteticamente
pode prevenir o cancer inibindo a formacdo de componentes N-nitrosos no estdbmago, e
também pela estimulagdo do sistema imune. A vitamina C é o antioxidante solGvel em agua
mais abundante no corpo humano. Os carotendides sdo antioxidantes lipossolUveis
encontrados em muitas frutas e vegetais, e sdo requeridos para a diferenciacéo celular epitelial
humana. Os compostos fendlicos e flavonodides neutros sdo antioxidantes importantes que
podem reduzir o risco das doencas degenerativas. Os flavondides sdo extensamente
distribuidos nas plantas e possuem muitas propriedades bioguimicas e farmacoldgicas
incluindo antioxidante, antiinflamatoria e antialérgica. Eles inibem enzimas tais como a
prostanglandina sintase, a glioxalase I, a lipooxigenase, aldose redutase e a ciclooxigenase
[PRAKASH, 2001; ZHANG & HAMAUZU, 2003; 1iO et al., 1983; SEKIYA et al., 1982;
OKUDA et al., 1982; BAUMANN et al., 1980].

OH

HO o

HO OH
Acido Ascorbico ( Vitamina C)

As substancias antioxidantes sdo capazes de capturar o elétron desemparelhado dos
radicais livres e, dessa forma, interromper as reacfes em cadeia dessas moléculas. Varios
compostos presentes em vegetais apresentam atividade antioxidantes.

Um estudo com o extrato etandlico bruto da folhas da espécie Culcitium reflexum,

familia Asteraceae, mostrou uma 6tima correlacéo da sua atividade antioxidante (ICso de 5,96
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pg/mL) e seu uso topico pela medicina popular para o tratamento de algumas condigdes
inflamatdrias da pele [AQUINO et al., 2002].

Outra espécie da familia Asteraceae que também apresentou atividade antioxidante
promissora foi a Baccharis grisebachii. Foram isolados varios constituintes dentre eles os
flavonoéides 4°,5,7-triidroxi-6-metoxiflavona e 3,3°,4’,5,7-pentaidroxifavona (quercetina) que
mostraram atividade antioxidade de 69 e 74% , respectivamente, na concentragdo de 12,5

ug/mL no teste in vitro com o radical livre DPPH.

OH OH
HO o HO o
OH
OH H;CO
OH (0] OH
Quercetina 4°,5,7-triidroxi-6-metoxiflavona

A tintura de propolis apresentou uma atividade antioxidante, isso se deve ao fato de
que a propolis, material resinoso elaborado pelas abelhas a partir de brotos, cascas e outras
partes do tecido vegetal de arvores e plantas, de um modo geral, ¢ constituida principalmente
por flavonoides, acidos aromaticos e seus derivados [RUSSO et al., 2004; SOUZA et al.,
2007].

A tintura de Matricaria chamomilla pertencente a familia Asteraceae apresentou uma
boa atividade antioxidante (CEso igual a 78,22 ug/mL), que pode ser atribuida a presenca de
substancias como lactonas sesquiterpénicas, flavonodides e alguns taninos que contribuem para
o carater antioxidante observado [AVALLONE et al., 2000].

Para um melhor conhecimento da capacidade antioxidante dos constituintes dos
alimentos que consumimos, pesquisas fitoquimicas com extratos de plantas de maneira geral,
e ndo apenas aquelas utilizadas na alimentacdo, focalizaram seu trabalho na detec¢do, no
isolamento e na determinagdo estrutural de antioxidantes naturais.

A atividade antioxidante ¢ comumente avaliada pelo teste do DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazila) (Figura 5, pagina 20), um radical livre estavel a temperatura ambiente, com
coloragdo violeta caracteristica em solugdo etandlica. E um método rapido e simples, que
pode ser utilizado para amostras liquidas ou soélidas e que ndo ¢é especifico para um
componente antioxidante em particular. Na verdade, ele mede a capacidade antioxidante total

das amostras. [PRAKASH, 2001].
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Figura 5 - Estrutura do radical DPPH e sua reducdo por uma substancia antioxidante.

O elétron desemparelhado do radical livre DPPH confere a essa substancia um
méaximo de absor¢do a 517 nm e sua coloragdo violeta. A coloragdo muda de violeta para
amarelo e a absortividade molar do DPPH em 517 nm reduz de 9660 para 1640 quando o
elétron se torna emparelhado com um hidrogénio proveniente de uma substancia antioxidante.
A descoloracdo resultante é estequiométrica em relagdo ao nimero de elétrons capturados.
[PRAKASH, 2001]

l. 6. Atividade citotdxica

O uso de plantas para o tratamento de problemas de saude tem sido documentado em
todas as sociedades humanas, sendo parte da cultura de cada povo. No inicio do
desenvolvimento da medicina moderna esse conhecimento tradicional comecou a ser
abandonado, por ser considerado ineficiente. Mas as inUmeras pesquisas mostrando a
eficiéncia e confiabilidade de preparagdes utilizando plantas reverteram esse processo.
Atualmente o emprego de plantas medicinais para o tratamento de algumas doencas
corriqueiras tem sido apoiado pela classe médica e por programas oficiais de salde
[STEFANELLO et al., 2006]. O Brasil possui um nimero muito grande de espécies vegetais
nativas que sdo consideradas medicinais [PIO-CORREA, 1984; MORS et al., 2000;
BARBOSA-FILHO et al., 2005; LIMA et al., 2006; BRANDAO et al., 2006], mas muitas
ainda ndo tiveram qualquer avaliacdo cientifica do seu uso medicinal, o que € essencial para
que possam continuar a serem utilizadas com seguranca pela populacéo.

O bioensaio sobre o estdgio larval do microcrustaceo Artemia salina ( BST ) pode ser
considerado como uma ferramenta auxiliar no processo de isolamento de substincias
bioativas. E um ensaio simples, barato, eficiente, feito no préprio laboratério de fitoquimica e

utilizado na determinacdo da toxicidade aguda de substancias. Artemia salina é um
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microcrustdceo muito dependente do meio onde se encontra, portanto, muito sensivel a
bioensaios [VINATEA, 1994].

A partir da década de 80, Mclaughlin e colaboradores passaram a utilizar
sistematicamente este bioensaio como meio de se obter substancias ativas de extratos vegetais
[MCLAUGHIN, 1982; MCLAUGHLIN et al., 1993]. Em busca de substancias com atividade
pesticida e antitumoral, Mclaughlin iniciou uma triagem sistematica com extratos de
diferentes espécies de familias vegetais. Diversos trabalhos sugeriram que, para se dar
continuidade ao estudo biomonitorado pelo BST, estes extratos devem apresentar toxicidade <
1000 pg/mL [MEYER, 1982].

Mais recentemente DOLABELA e colaboladores [1997] demonstraram que
substancias com toxicidade sobre A. salina com concentragdes entre 80 e 250 pg/mL podem
apresentar atividade anti-Tripanossoma cruzi; por outro lado, substdmcias com toxicidade de
DLso < 145 pg/mL podem apresentar atividade antitumoral.

No reino vegetal, com o imenso universo de metabdlitos sencundarios, existem
grandes possibilidades de se encontrar substancias que exercam varios tipos de atividades
bioldgicas. Destacam-se os alcaldides vinblastina e vincristina, os diterpendides como o taxol,

as lactonas sesquiterpénicas como a budleina-A e a eupasserina, as quais sdo exemplos de

substancias com atividade antitumoral e citotdxica, encontradas na natureza [ROBBERS,
1997].

CH,

CHg

R <
Vimblastina: R = CHj, o
Vincristina: R = CHO Budleina-A
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Inimeras lactonas sesquiterpénicas citotoxicas foram isoladas durante a busca por
agentes antitumorais de origem natural. Neste processo, observou-se que a ocorréncia de
atividade citotoxica era muito comum, ¢ a atividade antitumoral ocorria em menor extensdo.
Os estudos realizados por KUPCHAN e colaboradores para verificar a relagdo estrutura-
atividade citotoxica das lactonas sesquiterpénicas revelaram que a presenca da porgdo o-
metileno-y-lactona é essencial para a atividade e que a presenga de grupos tais como ésteres
insaturados, ciclopentenona ou a-metileno-y-lactona aumentam a citotoxicidade. O
mecanismo das atividades citotoxica e antitumoral ocorre através de reagdes de a-metileno-y-
lactona e outros sistemas conjugados com grupos sulfidrila das enzimas que controlam a
divisdo celular, inibindo assim a sintese de proteinas e do DNA [KUPCHAN et al, 1971].

As lactonas sesquiterpénicas licnofolideo e eremantolideo C, isoladas de Lychnophora
trichocarpha Spreng., apresentaram atividade antitumoral contra 33 e 18 linhagens de células
tumorais, respectivamente [SAUDE, 1998]. Os constituintes quimicos obtidos de
Lychnophora affinis Gardn., os licnoforolideos A e B, apresentaram atividades citotoxica e
atitumoral [Lé QUESNE et al., 1982]. De Lychnphora antillana Urb. Foram isoladas as
licnostatinas 1 e 2 que apresentaram atividades citotoxica e antitumoral [PETTIT et al., 1990].
Apesar das muitas lactonas sesquiterpénicas antitumorais e citotoxicas obtidas de espécies da

familia Asteraceae, pouco se sabe destas atividades para as espécies do género Lychnophora.
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Licnoforolideo A Licnoforolideo B

Compostos bioativos sdo quase sempre toxicos em altas doses. Desta maneira, a
avaliacdo da letalidade em um organismo animal menos complexo pode ser usada para um
monitoramento simples e rapido durante o fracionamento de extratos. O ensaio de letalidade
para larvas de Artemia salina (Figura 6) tem sido introduzido na rotina de muitos grupos de
pesquisa envolvidos com isolamento, purificacdo e elucidacdo estrutural, ja que muitos
laboratérios de fitoquimica ndo estdo preparados para a realizagdo de ensaios bioldgicos
[McLAUGHLIN, 1991; FALKENBENRG et al., 1999; RUIZ et al., 2005]. Os cistos de
Artemia salina sdo de baixo custo e facilmente encontrados no comércio, além de
permanecerem viaveis por anos no estado seco [MEYER at al., 1982]. Essas vantagens

contribuiram para a popularizagdo do bioensaio, sobretudo a partir da década de 90.

Figura 6 - Microcrustaceo Artemia salina

O ensaio foi proposto inicialmente por [MICHAEL, THOMPSON e ABRAMOVITZ,
1956], e posteriormente desenvolvido por [VANHAECKE et al., 1981], bem como por
[SLEET e BRENDEL, 1983], baseando-se na possibilidade de imobilizar nduplios de Artemia
salina em culturas laboratoriais [CARBALLO et al., 2002]. A metodologia admite variagoes.
[SOLIS et al., 1993] propdem realizacdo deste ensaio em microplacas ao invés de tubos de
ensaio e sugerem a utilizacdo do ensaio também na triagem de novos farmacos

antiespasmodicos e antimalaricos.
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Esta metodologia tem sido empregada ainda para detectar toxicidade preliminar de
algas marinhas [ARA et al., 1999], realizar triagem de toxinas fungicas [HARWIG, SCOTT,
1971], avaliar efeitos de exposicdo a metais pesados [MARTINEZ et al., 1999] e pesticidas
[BARAHONA; SANCHEZ-FORTUN, 1999], para testes de toxicidade em materiais
dentérios [PELKA et al., 2000] e vérios trabalhos utilizam sistematicamente o BST (Brine
Shrimp Test) na avaliacdo prévia de extratos de plantas conhecidas como antitumorais
[MEYER et al., 1982].

Vaérios extratos e fragdes de Carthamus lanatus pertencente a familia da Asteraceae
foram testados quanto a atividade citotoxica utilizando o BST. Observou-se que varios
extratos e fragbes eram ativos e puderam também ser correlacionados com testes
antimicrobianos [TASKOVA et al., 2002].

I. 7. Considerac0es finais

Varios sdo os exemplos de substancias naturais servindo de protétipos para a sintese
de novos farmacos na historia da ciéncia. Um exemplo cléssico é o descobrimento do &cido
salicilico com a posterior sintese do acido acetilsalicilico, além da morfina e seus derivados
[PELT, 1979].

Atualmente, muitas sdo as pesquisas envolvendo estudos quimicos juntamente com
investigacOes de atividade bioldgica, para varias classes de produtos naturais.

Neste contexto, € clara a necessidade de se estudar esse vasto universo dos produtos
naturais, desenvolver metodologias coerentes e eficazes em pesquisas, para que pesquisadores
e a populagdo tenham retorno de tudo o que foi investido, contribuindo assim para a
preservacdo de recursos naturais e desenvolvimento da ciéncia.

Assim, tendo em vista as atividades descritas para as lactonas sesquiterpénicas e 0s
flavondides, constituintes do género Lychnophora, propds-se a realizacdo de diferentes
ensaios bioldgicos para avaliar as atividades anti-artrite gotosa, antioxidante e citotoxica de
cinco espécies de Lychnophora e uma espécie de Lycnhophoriopsis como também a escolha
de um dos extratos ativos de uma dessas espécies, para realizar o estudo fitoquimico, visando

o isolamento das substancias ativas.
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II. OBJETIVOS
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Avaliar a atividade antiartrite gotosa ( inibicdo da enzima xantina oxidase ), a
atividade antioxidante e a citotoxicidade dos extratos etandlicos brutos e
fracbes das seguintes espécies: Lychnophora passerina, L. staavioides, L.

trichocarpha, L. pinaster, L. ericoides e Lychnophoriopsis candelabrum;

Realizar o estudo fitoquimico do extrato ativo de uma das espécies estudadas;

Purificar os constituintes quimicos ativos do extrato escolhido;

Identificar as estruturas quimicas e avaliar a atividade antiartrite gotosa dos

constituintes isolados do extrato ativo escolhido;

Determinar as atividades bioldgicas para comprovacdo do uso na medicina

popular.
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Ill. PARTE
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Il - MATERIAIS E METODOS

I11. 1. INSTRUMENTOS

I11. 1. 1. Espectrometro de RMN de 'H

Obtidos em espectrometro BRUKER AVANCE DPX 200 MHz e DRX 400 do
Departamento de Quimica da UFMG, utilizando TMS como referéncia interna e CDCl; como
solvente. Os deslocamentos quimicos sdo expressos em o ¢ as constantes de acoplamento (J)

em Hertz (Hz). Os multipletos s@o definidos com o valor de & de seu ponto médio.

I11. 1. 2. Espectrofotémetros
- Cobas Fara Transfer Analizer — Roche diagnostica;

- o Hélios Spectrophotometer, Thermo Electron Corporation, USA.

I11. 1. 3. Especificagdes dos materiais

- A enzima xantina oxidase (1,3 unidades/mL), xantina, alopurinol, DPPH (1 g),
quercetina e os tampoes fosfato de potassio- fosfato de soédio (1/15M), pH 7,5; com fosfato de
sodio dibasico e fosfato de potassio monobasico foram obtidos da Sigma.

- O sal marinho foi adquirido da Ocean Water — Alcon e os ovos do microcrustaceo
Artemia salina da Maramar.

- Para a revelacdo das placas cromatograficas foram utlizados lampada UV/VIS
(MULTIBAND UV - 254/366 nm) e os seguintes reveladores: anisaldeido (VETEC Quimica
Fina LTDA), cloreto de aluminio ( Lalsynth Produtos para Laboratério LTDA), sulfato cérico
(VETEC Quimica Fina LTDA).

I11. 2. CROMATOGRAFIA
I11. 2. 1. Solventes
Foram utilizados hexano, diclorometano, acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH),
etanol (EtOH) e misturas destes em diferentes proporgoes.
I11. 2. 2. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os processos cromatograficos foram monitorados por cromatografia em camada

delgada (CCD), utilizando como fases estaciondrias silica Kieselgel 60G e DC-Alufolien
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(Kieselgel 60 Fs4). As manchas foram visualizadas por exposi¢do das placas cromatogréficas
sob a luz ultravioleta de 254/354 nm ou por adicdo de reveladores: anisaldeido, solugéo acida

de sulfato cérico ou solucao alcodlica de cloreto de aluminio.

I11. 2. 3. Cromatografia em coluna
Utilizou-se silica gel MERCK 60 com particulas de tamanho compreendido entre
0,063 e 0,200 mm da marca Merck.

I11. 2. 4. Cromatografia Liquida de Média Pressdo (CLMP)
Cromatografo Liquido BUCHI 681, com detector filtro UV-VIS modelo 683 e coletor
de fracGes BUCHI 684.

111. 3. PREPARO DOS REVELADORES

I11. 3. 1. Anisaldeido/ Acido sulfarico

Misturou-se 0,5 mL de anisaldeido com 10 mL de &cido acético glacial e, em seguida,
adicionou-se 85 mL de metanol e 5 mL de 4cido sulfirico concentrado, lentamente.

A solucdo reveladora foi aspergida na cromatoplaca, aqueceu-se a 105°C por 5 a 10

minutos e as manchas foram observadas no visivel.

I11. 3. 2. Cloreto de Aluminio
Preparou-se uma solucédo de cloreto de aluminio a 5% em etanol.
A solucdo reveladora foi aspergida na cromatoplaca, aqueceu-se a 105°C por 5 a 10

minutos e observou-se as manchas no visivel e sob UV3s4nm.

I11. 3. 3. Sulfato Cérico

Preparou-se uma solucdo utilizando-se 42,0 g de sulfato cérico dissolvidos em 500 mL
de &gua destilada contendo 28 mL de &cido sulfurico concentrado e completou-se o volume
para 1000 mL.

A solucdo reveladora foi aspergida na cromatoplaca, aqueceu-se a 100°C por 10

minutos e observou-se as manchas no visivel.
I11. 3. 4. Liebermann-Burchard (LB)

A amostra dissolvida em CHCI; e filtrada sobre sulfato de sédio anidro, adicionou-se

3 mL de anidrido acético e 3 gotas de &cido sulfirico concentrado. As colora¢des formadas
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foram observadas: azul-esverdeado, caracteristica de esterdide, ou violeta, caracteristica de

triterpeno pentaciclico.

I11. 4. COLETA DO MATERIAL VEGETAL E OBTENCAO DOS EXTRATOS DAS
ESPECIES DE LYCHNOPHORA

As partes aéreas de Lychnophora ericoides (Mart.) (LE), Lychnophora passerina
(Mart. ex. DC) Gardn (Lpa), Lychnophora staavioides Mart. (LS) and Lychnophoriopsis
candelabrum Schultz-Bip. R. Luque & N.L. Menezes (LC), foram coletadas em setembro
2000. As partes aéreas de Lychnophora pinaster Mart. (LPi) foram coletadas em marco de
2003 e Lychnophora trichocarpha Spreng. (LT) foi coletada em outubro de 2003. Todas as
espécies apresentam-se como arbustos e foram coletadas em campos rupestres, nas cidades de
Ouro Preto e Diamantina, no Estado de Minas Gerais, Brasil. Amostras de cada espécie foram
enviadas para o Dr. Jalio Antdnio Lombardi, que fez a identificacdo botanica. As exsicatas
encontram-se depositadas no herbario do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, Belo
Horizonte, Brasil, seus nimeros de referéncia sdo, respectivamente, BHCB n° 53568, 53571,
53570, 53566 e 19520. A exsicata de LT encontra-se depositada no herbario do Instituto de
Ciéncias Exatas e Biologicas da Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto, MG, n°
20635

As partes aéreas (800,0 g) de LPa, LC, LPi, LE, LS, e LT, foram secas, pulverizadas e
extraidas por percolagdo com etanol, por duas semanas. O solvente foi removido sob presséo
reduzida fornecendo os extratos etanolicos brutos, respectivamente, 13,6% (p/p) de LPaE,
5,6% (p/p) de LCE, 5,7 % (p/p) de LPIE, 4,6 % (p/p) de LEE, 2,3 % (p/p) de LSE e 6,4 %
(p/p) LTE.

As partes aéreas de L. candelabrum (2,0 Kg, LC) e L. staavioides ( 3,0 Kg, LS )
também foram extraidas com hexano, cloroférmio e etanol e nomeadas LC1 ( 33,0 g ), LC2
(22,0g)elLC3(22,09),LS1(79g),LS2(44,0g), LS3(90,04g), respectivamente.

As partes aéreas de L. trichocarpha (1,4 Kg) foram extraidas com acetato de etila
(AcOEt) e metanol, obtendo as fracdes LT1 (20,0g) e LT2 (26,3 g), respectivamente.

Os extratos LPaE, LPIiE e LEE foram extraidos com hexano, AcOEt e etanol obtendo-
se as fracOes LPal (0,446 g ), LPil1 (0,550 g), LE1 (0,350 g), LPa2 (0,700 g), LPi2 (0,370
g), LE2 (0,700 9 ), LPa3 (0,350 g ), LPi3 (0,383 g) e LE3 (0,200 g), respectivamente. Os

procedimentos realizados encontram-se resumidos nos fluxograma 1, 2 e 3 (pag. 29 e 30).
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PULVERIZADA

n-HEXANO

EXTRATO
HEXANICO

LC1 (33,09)
LS1 (79,0 )

TORTA DA PLANTA

CHCI;

LC (2,0 Kg)
LS (3,0 Kg)

PULVERIZADA

PLANTA

(800,0 g)

EtOH

EXTRATO

ETANOLICO BRUTO

LCE (44,8 g)

TORTA DA PLANTA

EtOH

EXTRATO ETANOLICO

LC3 (22,0 g)
LS3 (90,0 g)

TORTA DA PLANTA

EXTRATO
CLOROFORMICO

LC2 (22,0 g)
LS2 (44,0 g)

LSE (18,4 g)

Fluxograma 1. Obtenc&o dos extratos de L. candelabrum e L. staavioides

PLANTA PULVERIZADA
Partes aéreas (0,8 Kg)

FRAGAO HEXANICA

LPil (0,550 g)
LE1 (0,350 g)
LPal (0,446 q)

Etanol
. LPiE (45,6 9)
EXTRATO ETANOLICO
BRUTO LEE (36,8 g)
2,0 g de cada Hexano LpaE (108,8 g)
| EXTRATO 1 |
| AcOEt
EXTRATO 2
FRAGAO ACETATO DE
ETILA
EtOH

FRAGAO ETANOLICA

LPi3 (0,383 g)
LES3 (0,200 g)
LPa3 (0,350 g)

LPi2 (0,370 g)
LE2 (0,700 g)
LPa2 (0,700 g)

Fluxograma 2. Obtencdo dos extratos de L. passerina, L. pinaster e L. ericoides
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MeOH
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METANOLICO

LT2 (26,3 0)

Fluxograma 3. Obtengdo dos extratos de L. trichocarpha

I11. 5. TESTES DE INIBICAO DA ENZIMA XANTINA OXIDASE (XO)

I11. 5. 1. Testes com extratos e fra¢Oes das seis espécies

Para os extratos e fragdes de L. trichocarpha, L. staavioides, L. pinaster, L. passerina,
L. ericoides e Lychnophoriopsis candelabrum foram preparadas solucdes aquosas nas
concentracdes de 10, 20, 30, 40, 50 e 100 pg/mL. Para se obter a completa solubiliza¢do dos
extratos em agua destilada, utilizou-se de uma mistura de Tween 80 e etanol, de modo que as
concentragdes finais nas solugdes dos extratos foram de 0,1% p/v e 1% v/v respectivamente.
Somente apos a solubilizagdo dos extratos nesta mistura € que foi adicionada a agua destilada.
Preparou-se também uma solucdo aquosa de alopurinol para ser utilizado como controle
positivo de inibicdo da XO na concentracdo de 10 pg/mL.

A solugdo do substrato da enzima, a xantina, foi preparada no momento do ensaio em
concentracdo de 0,60 mM. A solucdo da enzima, xantina oxidase, também foi preparada no
momento do uso. Completou-se o volume de 0,028 mL de enzima para 1 mL, com solucgdo
tampao fosfato de potassio — fosfato de sodio 1/15M, pH 7,5.

Os ensaios foram realizados utilizando-se espectrofotometro Cobas Fara Transfer
Analyzer — Roche diagnostica, a uma temperatura de 25°C controlada pelo equipamento.

O tempo de espera para a adi¢do da solugdo de substrato, tr€s minutos, deve ser
obedecido para que se possa observar a existéncia nos extratos testados de substratos naturais

da enzima. Durante esse tempo, leituras das absorbancias a 295 nm foram realizadas em
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intervalos de 12 s, sendo que a primeira leitura foi feita apds 60 s de incubagdo. Caso seja

observada tal situacdo, a inclinacdo da reta de velocidade de reacdo (de formacdo dos

produtos) deve ser corrigida através da subtracdo da inclinacdo da reta ap6s a adi¢do de

substrato pela inclinagcdo da reta antes da adicdo do mesmo. Em nenhum dos extratos testados

foi preciso realizar essa correcao.

Apbs a adicdo da solucdo do substrato xantina, leituras das absorbancias a 295 nm

foram realizadas em intervalos de 6 s. Com esses valores, foi possivel obter graficos de

formacéo dos produtos em relacdo ao tempo e suas respectivas inclinagoes.

A porcentagem de inibicdo da enzima XO foi calculada pela equacgéo:

Inc.teste
(1-———)x100
Inchranco
Na Tabela 2 e no Esquema 1 (pagina 34) encontram-se 0s resumos da metodologia
utilizada para o ensaio de inibicdo da XO.
Tabela 2: Resumo do ensaio de inibicdo da enzima xantina oxidase.
Solugéo « ~ Solugo de Agua i
Cubetas | aquosa dos Tam_pao Soluggo de inibidor destilada* Solugao de
pH =75 enzima . . substrato
extratos ** alopurinol 3 mi-

Branco* - 0,055 mL 0,014 mL - 0,036 mL nutos 0,107 mL
Teste 0,036 mL 0,055 mL 0,014 mL - - 0,107 mL
Padréao - 0,055 mL 0,014 mL 0,036 mL - 0,107 mL

* acrescida de mistura de tween 80 e etanol em concentragdes de 0,1% p/v e 1% v/v respectivamente.
** Concentragdo final dos extratos = 10, 20, 30, 40, 50 e 100 ug/mL.
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Solubilizacéo dos extratos utilizando-se uma mistura de
Tween 80 0,1% p/v e etanol 1% viv

}

Sotutdo aquosa dos extratos

Adicdo de agua destilada

Solugdo Tampéo i g g
pH=75 Aliquota de 0,036 mL do

. extrato Leituras das
Aliquota de

Esfpera de 3 absorbancias a 295
/ minutos
Solugao de . \ nm em intervalos
enzima Aliquota de
Adicéo da solucdo de

Padrao = 0,036 mL Alopurinol + 0,055 mL substrato 0.107 mL

tampéo + 0,014 mL enzima + 0,107 mL substrato l

Branco = 0,036 mL Agua destilada + 0,055 mL

tampdao + 0,014 mL enzima + 0,107 mL substrato

Leituras das absorbancias a 295 nm

Esquema 1: Resumo dos procedimentos realizados nos testes de inibicdo da xantina oxidase
para os extratos e fragoes

I11. 6. TESTES DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

As solugBes metandlicas dos extratos e fragdes de L. trichocarpha, L. staavioides, L.
pinaster, L. passerina, L. ericoides e Lychnophoriopsis candelabrum foram preparadas em
concentracdes de 10, 20, 30, 40, 50 e 100 png/mL para cada extrato e fragdo. Realizou-se o
ensaio para cada concentragdo testada em triplicata, sendo que o volume da aliquota a ser

transferido para cada tubo de ensaio previamente identificado foi de 0,75 mL.

No momento da realizacdo do ensaio, preparou-se uma solu¢do metandlica de DPPH
em concentracdo de 100 pg/mL. Em cada tubo contendo o extrato, adicionou-se 1,5 mL de
solucdo de DPPH, incubou-se por 5 minutos & temperatura dentro da faixa de 25 a 30°C e
mediu-se a absorbancia a 517 nm em um espectrofotometro. O espectrofotdmetro foi ajustado
com metanol e foi utilizada como branco uma mistura de 1,5 mL de solucdo de DPPH e

0,75 mL de metanol. Além do branco, para deteccdo de provaveis interferéncias na
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absorbéancia por substdncias presentes nos extratos, utilizaram-se controles de todos o0s
extratos em todas as concentracdes testadas através de uma mistura de 0,75 mL de solugédo
metanolica dos extratos e 1,5 mL de metanol. Realizou-se também um controle positivo
usando como referéncia o padrdo quercetina. A metodologia do ensaio encontra-se

esquematizada na Tabela 3 e no esquema 2.

Tabela 3: Resumo do ensaio de atividade antioxidante.

Solugdo Solucéo metandlica
Tubos metandlica de Metanol Padréo Positivo de DPPH**
extrato* (100 pg/mL)
Branco - 0,75 mL - 1,5mL
Teste 0,75 mL - - 1,5mL
Quercetina - - 0,75 mL 1,5mL
Controle 0,75 mL 1,5mL - -

* As concentracdes finais dos extratos foram de 10, 20, 30, 40, 50 e 100 pg/mL .
** As concentracdes finais de DPPH foram de 100 pug/mL para todos os ensaios.
A atividade antioxidante foi calculada através da equacgéo:

_ (Absteste — Abs.controle)
Abs.branco

@ )x100

SOLUGCOES METANOLICAS DOS EXTRATOS BRUTOS E FRAGOES:

Concentragdes finais de 10, 20, 30, 40, 50 e 100 pg/mL

Aliquota de 0,75 mL
de cada extrato

Solugdo metandlica fresca de DPPH,
concentracdo final de 100 pg/mL

Aliquota de 1,5 mL > Incubou-se por 5 minutos a

temperatura de 25 a 30°C

\ Leitura da absorbancia a 517 nm

Branco = 0,75 mL metanol + 1,5 mL de DPPH em espectrofotometro

Controle = 0,75 mL do extrato + 1,5 mL metanol
Quercetina = 0,75 mL solugdo + 1,5 mL de DPPH

Esquema 2: Resumo dos procedimentos realizados nos testes de atividade antioxidante.
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I11. 7. TESTES DE ATIVIDADE CITOTOXICA

O ensaio foi baseado no método de MEYER e colaboradores [1982].

Uma solucdo de sal marinho (35,0 g/L) foi preparada e o pH ajustado entre 8-9, com
solucdo 0,1 mol/L de NaOH. Esta solucéo foi utilizada para eclosdo dos ovos de Artemia
salina e para o preparo de outras solugdes e diluigdes.

Os ovos de Artemia salina foram colocados para eclodir em solucéo salina, por 48
horas, com aeracdo constante e exposi¢do a luz diurna, noturna e artificial (lampada
incandescente de 60 W).

Os extratos e fragcdes foram dissolvidos em 5% de DMSO. Foram preparadas cinco
diferentes solugGes nas concentragdes finais de 100, 250, 375, 500 e 600 pg/mL. A seguir,
foram adicionadas 10 larvas de Artemia salina em cada béquer e o volume foi completado
para 5 mL com solugéo salina.

Foram preparadas solugdes do controle positivo, lapachol, nas concentragdes de 10,
25, 50, 100 e 150 pg/mL, que foram submetidas &s mesmas condi¢Oes das amostras a serem
analisadas.

Foram preparadas solugdes de controle negativo em béquers contendo apenas solucao
salina, DMSO e larvas de Artemia salina, nas mesmas condicOes de analise.

Os béquers, com as amostras e as artemias, foram mantidos sob iluminacéo e as larvas
mortas foram contadas ap6s 24 horas de contato. O célculo da DLs, (dose letal suficiente para
matar 50% da populacdo) foi feito utilizando-se o programa PROBITOS (FINNEY, 1974).

Todas as concentracdes foram preparadas em triplicata.

No esquema 3 (pagina 37) encontra-se resumido a metodologia usada no teste do

bioensaio em Artemia salina.
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Extrato Lychnophora Ovos de Artemia salina

(12,5 mg/mL em DMSO) em 100 mL de 4gua
Iluminago artificial a 28°C
(48 horas)

0,04 mL pH da dgua 8 -9
0,10 mL
0,15 mL Larvas
0,20 mL
0,24 mL

10 larvas em 5 mL

Extratos (100, 250, 375, de solugéo
500 ou 600 pg/mL)
+

larvas de Artemia salina

!

Contagem apds
24 h de contato

= Controle Negativo: 40, 100, 150, 200 ou 240 pyL de DMSO + artemias em 5 mL de solugdo
= Controle Positivo: Lapachol (10, 25, 50, 100 e 150 pug/mL)

Esquema 3: Resumo dos procedimentos realizados no Bioensaio em Artemia salina

I11. 8. ESCOLHA DO EXTRATO CLOROFORMICO DE Lychnophora staavioides
(LS2)

O extrato cloroférmico de L. staavioides foi escolhido, para ser fracionado, visto que
na triagem por um extrato ativo dentre as espécies vegetais avaliadas observou-se que LS2
apresentou uma baixa 1Cso ( 34 pg/mL ) no teste de inibigdo da enzima xantina oxidase, uma
boa atividade captadora (52%) do radical livre DPPH e o extrato etanélico bruto desta espécie
ndo apresentou citotoxicidade no teste realizado sobre Artemia salina. Além disso, a analise
da cromatografia em camada delgada (CCD) de LS2 mostrou que este extrato continha
flavondides, substancias que possuem suas atividades de inibicdo da xantina oxidase e
antioxidante descritas na literatura [liO et al., 1982; PRAKASH, 2001].

Assim, o estudo fitoquimico biomonitorado do extrato cloroférmico foi realizado

visando a purificacdo de constituintes quimicos responsaveis pelas atividades bioldgicas.

37



I11. 9. FRACIONAMENTOS CROMATOGRAFICOS

111. 9. 1. Fracionamento do extrato cloroférmico de Lychnophora staavioides (LS2)

O extrato cloroférmico bruto (LS2, 35,0 g) foi submetido a cromatografia em
coluna de silica gel, utilizando-se como eluentes misturas de hexano, acetato de etila
(AcOEt) e metanol (MeOH), em polaridades crescentes, obtendo-se 253 fragdes como
indicado na Tabela 4. Ap6s anélise por CCD, as fracfes foram reunidas em 40 grupos

como indicado na tabela 5 e fluxograma 4, pagina 39.

Tabela 4: Fracionamento do extrato cloroformico (LS2) de Lychnophora staavioides

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES

Hexano 1-4 AcOEt : MeOH (95:05) 140-150
Hexano: AcOEt (95:05) 5-8 AcOEt : MeOH (90:10) 151-167
Hexano: AcOEt (90:10) 9-22 AcOEt : MeOH (85:15) 168-176
Hexano: AcOEt (85:15) 23-33 AcOEt : MeOH (80:20) 177-183
Hexano: AcOEt (80:20) 34-41 AcOEt : MeOH (75:25) 184-191
Hexano: AcOEt (75:25) 42-48 AcOEt : MeOH (70:30) 192-201
Hexano: AcOEt (70:30) 49-56 AcOEt : MeOH (65:35) 201-206
Hexano: AcOEt (65:35) 57-69 AcOEt : MeOH (60:40) 207-217
Hexano: AcOEt (60:40) 70-78 AcOEt : MeOH (50:50) 218-224
Hexano: AcOEt (50:50) 79-89 AcOEt : MeOH (40:60) 225-231
Hexano: AcOEt (40:60) 90-101 AcOEt : MeOH (30:70) 232-239
Hexano: AcOEt (30:70) 102-122 AcOEt : MeOH (20:80) 240-244
Hexano: AcOEt (15:85) 123-130 AcOEt : MeOH (10:90) 245-250

AcOEt 131-139 MeOH 251-253

Tabela 5: Grupos de fragdes reunidas obtidas do fracionamento do extrato cloroférmico (35,0 g).

GRUPOS | FRACOES REUNIDAS | MASSA (g) | GRUPOS | FRACOES REUNIDAS | MASSA (g)
LS2-01 5¢6 0,014 LS2-21 119-122 0,440
LS2 - 02 11-13 0,800 LS2- 22 123 ¢ 124 0,150
LS2 - 03 14¢e15 0,450 LS2-23 125-130 0,340
LS2 - 04 16 e 17 0,220 LS2-24 131-139 0,820
LS2- 05 18¢e19 0,080 LS2-25 140-149 0,950
LS2 - 06 20-22 0,190 LS2-26 150-167 2,000
LS2 - 07 23-26 0,270 LS2 - 27 168-176 0,530
LS2 - 08 31-33 0,390 LS2-28 177-183 0,420
LS2 - 09 34-37 0,980 LS2 - 29 184, 187-191 0,420
LS2 - 10 38-41 0,700 LS2 - 30 185-186 0,080
LS2-11 42-48 0,350 LS2-31 192-201 0,580
LS2-12 49-56 0,940 LS2-32 202-206 0,100
LS2-13 57-78 0,840 LS2-33 207-217 0,240
LS2- 14 79-89 0,640 LS2-34 218-224 0,090
LS2-15 90-101 0,660 LS2-35 225-231 0,090
LS2- 16 102 € 103 0,070 LS2-36 232-239 -
LS2- 17 104 e 105 0,130 LS2 - 37 240-244 0,050
LS2-18 106 e 107 0,170 LS2-38 245-250 0,060
LS2-19 109-114 0,540 LS2 - 39 251-253 0,030
LS2 - 20 115-118 0,470 LS2 - 40 28-30 0,470
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EXTRATO CLOROFORMICO LS2 (35 g)

CCsilica gel
LS2-3 LS2-4 LS2-5 LS2- 8 LS2-10 LS2-11 LS2-16 LS2-19 LS2-40
450 mg 220 mg 270 mg 1382 mg 700 mg 1935 mg 250 mg 266 mg 470 mg
136 fragdes 175 frachies 124 fragdes 250 fragdes 167 fragdes 204 fracdes 294 fracdes 270 fracdes 112 fragdes
LS2-2 | LS2- 8-3 LS2-14 LS2-24
800 mg LS2-4-5 204 mg — 600mg LS2-19-A 1712 mg
53 fragdes LS2- 3-C 100 mg 251 fragdes 183 fragdes 68 mg 146
ELAVONOIDE 83 fragdes LS2-8-A 276 fragdes
FLAVONOIDE
LS2- 8-8 LS2-15
LS2-2-7 260 mg 600mg LS2-24-6
100 mg 140 fragdes 150 fracdes 1000 mg
150 fragdes LS2- 4-A 3 LS2-5-3 370 fragbes
FLAVONOIDE 112 mg I I I
240 fracoes
LS2-8-B LS2-11-9 LS2-11-10 LS2-11-20 LS2-22
LS2-3 -3 FLAVONOIDE 300 mg 507 mg 900 mg 400 mg
141 mg 193 fragdes 130 fragdes 378 fragdes 401 fragdes
86 fracdes
FLAVONOIDE
LS2-5-3-Z
TRITERPENOS 51 mg LS2-40-3
169 fracdes 122 ?r]ggﬁes
FLAVONOIDE L52-11-10-4
350 mg LS2-11-20-10 LS2-11-20-13 LS2-40-5
179 fragdes 150 mg 110 mg 200 mg
132 fragdes 140 fragdes 241 fragdes
LS2-11-10-4-D4 LS2-11-10-4-D LS2-11-20-16
157 mg 300 mg LS2-11-20-10-I 400 mg
~ ~ 68 mg 198 fragbes = LS2-11-20-16-A
253 fragdes 256 fragdes 277 fracdes 372 mg
169 fragdes

Fluxograma 4. Fracionamento do Extrato Cloroférmico de Lychnophora staavioides
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I11. 9. 2. Fracionamento dos grupos do extrato cloroférmico de LS2

GRUPO LS2-2

O grupo LS2-2 apresentou-se como um s6lido amarelo, cuja CCD de silica, apds ser

aspergida com solucdo metanolica de cloreto de aluminio 5%, mostrou fluorescéncia amarela

caracteristica de flavondide.

(Cromatografia Liquida de Média Pressdo) no intuito de purificar os flavonoides contidos na

amostra.

As fracOes obtidas foram reunidas em grupos e novamente fracionadas, entretando néo

LS2 foi entdo submetida a fracionamento por CLMP

foram obtidas substancias puras deste grupo.

GRUPO LS2-3

O grupo LS2-3 (0,45 g) foi submetido a fracionamento em coluna de silica gel,
utilizando-se como eluentes misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH).

Foram obtidas 136 fracdes, de 20 mL cada, como indicado na Tabela 6. Ap6s comparagao por

CCD de silica, as fragfes foram reunidas em 18 grupos (Tabela 7).

Tabela 6: Fracionamento cromatografico de LS2- 3

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-5 Hexano: AcOEt (35:65) 81-93
Hexano:AcOEt (95:05) 6-9 Hexano: AcOEt (30:70) 94-99
Hexano: AcOEt (90:10) 10-30 Hexano: AcOEt (25:75) 100-102
Hexano: AcOEt (85:15) 31-42 Hexano: AcOEt (20:80) 103-105
Hexano: AcOEt (80:20) 43-48 Hexano: AcOEt (15:85) 106-108
Hexano: AcOEt (75:25) 49-53 AcOEt 109-111
Hexano: AcOEt (70:30) 54-59 AcOEt: MeOH (50:50) 112-118
Hexano: AcOEt (65:35) 60-63 AcOEt: MeOH (40:60) 119-121
Hexano: AcOEt (55:45) 64-66 AcOEt: MeOH (25:75) 122-124
Hexano: AcOEt (50:50) 67-69 AcOEt: MeOH (20:80) 125-127
Hexano: AcOEt (45:55) 70-72 AcOEt: MeOH (10:90) 128-131
Hexano: AcOEt (40:60) 73-80 MeOH 132-136
Tabela 7: Frag@es reunidas de LS2-3
CODIGO FRACOES MASSA(g) CODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2-3-1 1-13 0,031 LS2 -3-10 57-63 0,013
LS2 -3-2 14 0,121 LS2 -3-11 64-72 0,006
LS2 -3-3 15-16 0,130 LS2 -3-12 73-80 0,005
LS2 -3-4 17-22 0,070 LS2 -3-13 81-94 0,004
LS2 -3-5 23-30 0,026 LS2 -3-14 95-112 0,004
LS2 -3-6 31 0,004 LS2 -3-15 113-115 0,021
LS2 -3-7 32-42 0,055 LS2 -3-16 116-123 0,001
LS2 -3-8 43-53 0,014 LS2 -3-17 124-125 0,002
LS2 -3-9 54-56 0,175 LS2 -3-18 126-136 *

*Massa desprezivel



A fracdo LS2-3-3 (0,141g) foi submetida a fracionamento em coluna de silica gel,
utilizando-se como eluentes misturas de hexano, diclorometano, acetato de etila (AcOEt).
Foram obtidas 86 fragdes de 10 mL cada, como indicado na Tabela 8. Apds comparagdo por

CCD de silica, as fragdes foram reunidas em 6 grupos (Tabela 9).

Tabela 8: Fracionamento cromatografico de LS2- 3-3

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES

Hexano 1-20 Hexano:Diclorometano (50:50) 61-73

Hexano:Diclorometano (90:10) 21-48 Diclorometano 74-80

Hexano:Diclorometano (70:30) 49-60 AcOEt 81-86

Tabela 9: Fragdes reunidas de LS2-3-3

CcODIGO FRACOES MASSA(g) CcODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2 -3-3-1 1-15 * LS2 -3-3-4 37-51 0,006
LS2 -3-3-2 16-20 0,007 LS2 -3-3-5 52-77 0,015
LS2 -3-3-3 21-36 0,072 LS2 -3-3-6 78-86 0,024

*Massa desprezivel

O grupo LS2-3-3-3 (72,0 mg) foi submetido a separagdo por cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP) de silica, utilizando-se benzeno como eluente, originando duas
substancias puras. Um solido amarelado (31,0 mg), codificado como LS2-3-A e um sélido

branco (20,0 mg), denominado LS2-3-B.

Quando analisado por CCD, o cromatograma de LS2-3-A apresentou apenas uma
mancha na placa cromatografica. A analise do ponto de fusio mostrou intervalo de 96 — 98°C,
que confirmou tratar-se de substancia pura.

A analise por CCD de LS2-3-B (sélido branco) mostrou apenas uma mancha. No teste
de Liebermann-Buchard apresentou coloracdo violeta, positiva para triterpeno pentaciclico.
Analise do ponto de fusdo mostrou dois intervalos de fusdo, confirmando tratar-se de mistura
de substancias.

A fracdo LS2-3-4 foi re-codificada de LS2-3-C e apos ser analisada por CCD
apresentou apenas uma mancha na placa cromatografica e ponto de fusdo 168 — 170 °C,
confirmando tratar-se de substancia pura.

As trés amostras foram submetidas a analise por RMN de 'H e de "°C, para elucidagio
de suas estruturas, sendo as substancias isoladas identificadas como sendo os flavonoides 5-
hidroxi-7-metoxiflavanona (LS2-3-A) e 5-hidroxi-7-metoxiflavona (LS2-3-C) e uma mistura

dos triterpenos pentaciclicos lupeol, a e f—amirinas (LS2-3-B).
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GRUPO LS2-4

O grupo LS2-4 (0,220 g) foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel,
utilizando-se misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) em polaridades
crescentes, obtendo-se 175 fragdes, de 15 mL cada, como mostrado na Tabela 10. As fracdes
obtidas foram analisadas por CCD de silica e, aquelas que apresentaram perfil cromatogréfico

semelhante, foram reunidas, obtendo-se 9 grupos (Tabela 11).

Tabela 10: Fracionamento cromatografico de LS2 - 4

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-17 AcOEt: MeOH (95:05) 115-118
Hexano:AcOEt (95:05) 18-33 AcOEt: MeOH (90:10) 119-121
Hexano: AcOEt (90:10) 34-45 AcOEt: MeOH (85:15) 122-124
Hexano: AcOEt (85:15) 47-57 AcOEt: MeOH (80:20) 125-128
Hexano: AcOEt (80:20) 58-62 AcOEt: MeOH (75:25) 129-131
Hexano: AcOEt (75:25) 63-67 AcOEt: MeOH (70:30) 132-134
Hexano: AcOEt (70:30) 68-70 AcOEt: MeOH (65:35) 135-137
Hexano: AcOEt (65:35) 71-73 AcOEt: MeOH (60:40) 138-140
Hexano: AcOEt (60:40) 74-76 AcOEt: MeOH (55:45) 141-144
Hexano: AcOEt (55:45) 77-79 AcOEt: MeOH (50:50) 145-147
Hexano: AcOEt (50:50) 80-83 AcOEt: MeOH (45:55) 148-150
Hexano: AcOEt (45:55) 84-86 AcOEt: MeOH (40:60) 151-153
Hexano: AcOEt (40:60) 87-89 AcOEt: MeOH (35:65) 154-156
Hexano: AcOEt (35:65) 90-92 AcOEt: MeOH (30:70) 157-159
Hexano: AcOEt (30:70) 93-95 AcOEt: MeOH (25:75) 160-162
Hexano: AcOEt (25:75) 96-98 AcOEt: MeOH (20:80) 163-165
Hexano: AcOEt (20:80) 99-101 AcOEt: MeOH (15:85) 166-168
Hexano: AcOEt (15:85) 102-104 AcOEt: MeOH (10:90) 169-171
Hexano: AcOEt (10:90) 105-107 AcOEt: MeOH (05:95) 172-174
Hexano: AcOEt (05:95) 108-110 MeOH 175
AcOEt 111-114

Tabela 11: Fraces reunidas obtidas do fracionamento do grupo LS2-4

GRUPOS | FRACOES REUNIDAS | MASSA (g) | GRUPOS | FRACOES REUNIDAS | MASSA (g)
LS2 —4-1 1-22 * LS2 — 4-6 60-71 0,016
LS2 —4-2 23-26 0,010 LS2 — 4-7 72-93 0,014
LS2 - 4-3 27-35 0,012 LS2 — 4-8 94-121 *

LS2 - 4-4 36-46 0,083 LS2 —4-9 122-175 0,022
LS2 - 4-5 47-59 0,028

*Massa desprezivel
A fragdo LS2-4-4 (0,083 g) foi submetida a fracionamento em coluna de silica gel,
utilizando-se como eluentes misturas de hexano, diclorometano, acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH) em polaridades crescentes. Foram obtidas 143 fraces, de 15 mL cada,
como indicado na Tabela 12, pagina 43. Ap6s comparacdo por CCD de silica, as fragdes

foram reunidas em 12 grupos (Tabela 13, pagina 43).
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Tabela 12: Fracionamento cromatografico de LS2-4-4

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-8 Diclorometano: AcOEt (90:10) 113-114
Hexano: diclorometano (95:05) 9-14 Diclorometano: AcOEt (85:15) 115-116
Hexano: diclorometano (90:10) 15-20 Diclorometano: AcOEt (80:20) 117
Hexano: diclorometano (85:15) 21-26 Diclorometano: AcOEt (75:25) 118
Hexano: diclorometano (80:20) 27-49 Diclorometano: AcOEt (70:30) 119
Hexano: diclorometano (75:25) 50-54 Diclorometano: AcOEt (65:35) 120
Hexano: diclorometano (70:30) 55-64 Diclorometano: AcOEt (60:40) 121-122
Hexano: diclorometano (65:35) 65-70 Diclorometano: AcOEt (55:45) 123
Hexano: diclorometano (60:40) 71-76 Diclorometano: AcOEt (50:50) 124-125
Hexano: diclorometano (55:45) 77-78 Diclorometano: AcOEt (40:60) 126
Hexano: diclorometano (50:50) 79-87 Diclorometano: AcOEt (30:70) 127-128
Hexano: diclorometano (45:55) 88-90 Diclorometano: AcOEt (20:80) 129-130
Hexano: diclorometano (40:60) 91-92 Diclorometano: AcOEt (10:90) 131
Hexano: diclorometano (35:65) 93-95 AcOEt 132-133
Hexano: diclorometano (30:70) 96-97 AcOEt: MeOH (95:05) 134
Hexano: diclorometano (25:75) 98-99 AcOEt: MeOH (90:10) 135
Hexano: diclorometano (20:80) 100-101 AcOEt: MeOH (80:20) 136
Hexano: diclorometano (15:85) 102-103 AcOEt: MeOH (70:30) 137-138
Hexano: diclorometano (10:90) 104-105 AcOEt: MeOH (60:40) 139
Hexano: diclorometano (05:95) 106-107 AcOEt: MeOH (50:50) 140
Diclorometano 108-110 AcOEt: MeOH (25:75) 141
Diclorometano: AcOEt (95:05) 111-112 MeOH 142-143
Tabela 13: Fragdes reunidas de LS2-4-4
GRUPO GRUPO
FRACOES | MASSA (g) FRACOES | MASSA (g)
LS2-4-4-1 1-24 0,005 LS2-4-4-7 51-55 0,010
LS2-4-4-2 25-30 0,004 LS2-4-4-8 56-69 0,025
LS2-4-4-3 31-39 0,004 LS2-4-4-9 70-75 0,008
LS2-4-4-4 40-47 0,010 LS2-4-4-10 76-82 0,009
LS2-4-4-5 48-49 0,005 LS2-4-4-11 83-88 0,011
LS2-4-4-6 50 0,004 LS2-4-4-12 89-143 0,027

A fragdo LS2-4-4-4 foi recodificada de LS2-4-A. Quando analisada por CCD, o
cromatograma da fracdo LS2-4-A indicou apenas uma mancha e apos ser aspergida com

solugdo metanodlica de AICL; a 5 % mostrou fluorescéncia caracteristica de flavonoide, além

do ponto de fusdo na faixa de 197 — 199°C, sugerindo tratar-se de substancia pura.

Uma amostra de LS2-4-A foi submetida a analise por RMN de 'H e de "°C, para

elucidacdo de sua estrutura quimica, sendo a substincia isolada identificada como sendo o

flavonodide 5-hidroxi-7-metoxiflavonol.
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GRUPO LS2-5

O grupo LS2- 5 (0,270 g) foi submetido a fracionamento em coluna de silica gel,

utilizando-se como eluentes misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH).

Foram obtidas 124 fragfes, de 20 mL cada, como indicado na Tabela 14. Ap6s comparacao

por cromatografia em camada delgada (CCD) de silica, as fragbes foram reunidas em 10

grupos (Tabela 15).

Tabela 14: Fracionamento cromatografico de LS2- 5

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-4 Hexano: AcOEt (30:70) 74-77
Hexano:AcOEt (95:05) 5-8 Hexano: AcOEt (25:75) 78-80
Hexano: AcOEt (90:10) 9-21 Hexano: AcOEt (20:80) 81-84
Hexano: AcOEt (85:15) 22-26 Hexano: AcOEt (15:85) 85-88
Hexano: AcOEt (80:20) 27-31 AcOEt 89-91
Hexano: AcOEt (75:25) 32-36 AcOEt: MeOH (95:05) 92-95
Hexano: AcOEt (70:30) 37-41 AcOEt: MeOH (90:10) 96-100
Hexano: AcOEt (65:35) 42-46 AcOEt: MeOH (85:15) 101-104
Hexano: AcOEt (60:40) 47-51 AcOEt: MeOH (80:20) 105-108
Hexano: AcOEt (55:45) 52-57 AcOEt: MeOH (70:30) 109-112
Hexano: AcOEt (50:50) 58-61 AcOEt: MeOH (60:40) 113-116
Hexano: AcOEt (45:55) 62-65 AcOEt: MeOH (50:50) 117-120
Hexano: AcOEt (40:60) 66-69 MeOH 121-124
Hexano: AcOEt (35:65) 70-73
Tabela 15: Frages reunidas de LS2-5
CODIGO FRACOES MASSA(g) CODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2 -5-1 1-9 0,004 LS2 -5-6 62-72 0,006
LS2 -5-2 10-12 0,020 LS2 -5-7 73-94 0,008
LS2 -5-3 13-26 0,112 LS2 -5-8 95-106 0,014
LS2 -5-4 27-31 0,023 LS2 -5-9 107-110 0,018
LS2 -5-5 32-61 0,024 LS2 -5-10 111-124 *

*Massa desprezivel

A fragdo LS2-5-3 (0,112 g) foi submetida a fracionamento em coluna de silica gel,

utilizando-se como eluentes misturas de hexano, diclorometano, acetato de etila (AcOEt) e

metanol (MeOH). Foram obtidas 240 frac¢des, de 20 mL cada, como indicado na Tabela 16,

pagina 45. Apds comparacdo por CCD de silica, as fragcdes foram reunidas em 23 grupos

(Tabela 17, pégina 45).
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Tabela 16: Fracionamento cromatografico de LS2-5-3

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-3 Diclorometano: AcOEt (65:35) 148-150
Hexano: diclorometano (95:05) 4-6 Diclorometano: AcOEt (60:40) 151-153
Hexano: diclorometano (90:10) 7-8 Diclorometano: AcOEt (55:45) 154-156
Hexano: diclorometano (85:15) 9-11 Diclorometano: AcOEt (50:50) 157-159
Hexano: diclorometano (80:20) 12-18 Diclorometano: AcOEt (45:55) 160-162
Hexano: diclorometano (75:25) 19-21 Diclorometano: AcOEt (40:60) 163-165
Hexano: diclorometano (70:30) 22-51 Diclorometano: AcOEt (35:65) 166-168
Hexano: diclorometano (65:35) 52-56 Diclorometano: AcOEt (30:70) 169-171
Hexano: diclorometano (60:40) 57-71 Diclorometano: AcOEt (25:75) 172-174
Hexano: diclorometano (55:45) 72-77 Diclorometano: AcOEt (20:80) 175-177
Hexano: diclorometano (50:50) 78-81 Diclorometano: AcOEt (15:85) 178-180
Hexano: diclorometano (45:55) 82-84 Diclorometano: AcOEt (10:90) 181-183
Hexano: diclorometano (40:60) 85-99 Diclorometano: AcOEt (05:95) 184-186
Hexano: diclorometano (35:65) 100-105 AcOEt 187-189
Hexano: diclorometano (30:70) 106-108 AcOEt: MeOH (95:05) 190-192
Hexano: diclorometano (25:75) 109-111 AcOEt: MeOH (90:10) 193-195
Hexano: diclorometano (20:80) 112-114 AcOEt: MeOH (85:15) 196-198
Hexano: diclorometano (15:85) 115-117 AcOEt: MeOH (80:20) 199-203
Hexano: diclorometano (10:90) 118-120 AcOEt: MeOH (75:25) 204-206
Hexano: diclorometano (05:95) 121-123 AcOEt: MeOH (70:30) 207-209
Diclorometano 124-126 AcOEt: MeOH (65:35) 210-213
Diclorometano: AcOEt (95:05) 127-129 AcOEt: MeOH (60:40) 214-216
Diclorometano: AcOEt (90:10) 130-135 AcOEt: MeOH (55:45) 217-219
Diclorometano: AcOEt (85:15) 136-138 AcOEt: MeOH (50:50) 220-224
Diclorometano: AcOEt (80:20) 139-141 AcOEt: MeOH (25:75) 225-228
Diclorometano: AcOEt (75:25) 142-144 Metanol 229-240
Diclorometano: AcOEt (70:30) 145-147
Tabela 17: Fragdes reunidas de LS2-5-3
cODIGO FRACOES MASSA(g) CODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2 -5-3-A 1-10 0,002 LS2 -5-3-L 165 0,002
LS2 -5-3-B 11-18 0,003 LS2 -5-3-M 166 0,001
LS2 -5-3-C 19-26 0,002 LS2 -5-3-N 167-180 0,004
LS2 -5-3-D 36-44 0,008 LS2 -5-3-0 181-191 0,006
LS2 -5-3-E 45-75 0,029 LS2 -5-3-P 192-199 0,008
LS2 -5-3-F 76-113 0,022 LS2 -5-3-Q 200-209 0,006
LS2 -5-3-G 114-120 0,005 LS2 -5-3-R 210-218 0,005
LS2 -5-3-H 121-127 0,003 LS2 -5-3-S 219 0,003
LS2 -5-3-1 128-148 0,013 LS2 -5-3-T 220-230 0,006
LS2 -5-3-J 149-153 0,006 LS2 -5-3-U 231-235 0,006
LS2 -5-3-K 154-164 0,005 LS2 -5-3-V 236-240 *
LS2-5-3-Z 27-35 0,030

*Massa desprezivel
As fragcdes LS2-5-3-E e LS2-5-3-F (0,051 g) foram reunidas e denominadas LS2-5-3-
E, esta foi submetida a fracionamento em coluna de silica gel, utilizando-se como eluentes
misturas de hexano, diclorometano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH). Foram
obtidas 169 fragdes, de 5 mL cada, como indicado na Tabela 18, pagina 46. ApGs comparacao

por CCD de silica, as fragGes foram reunidas em 22 grupos (Tabela 19, pagina 46).
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Tabela 18: Fracionamento cromatografico de LS2-5-3-E

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-4 Diclorometano: AcOEt (85:15) 109-111
Hexano: diclorometano (95:05) 5-8 Diclorometano: AcOEt (80:20) 112-114
Hexano: diclorometano (90:10) 9-11 Diclorometano: AcOEt (75:25) 115-117
Hexano: diclorometano (85:15) 12-14 Diclorometano: AcOEt (70:30) 118-120
Hexano: diclorometano (80:20) 15-18 Diclorometano: AcOEt (65:35) 121-123
Hexano: diclorometano (75:25) 19-23 Diclorometano: AcOEt (60:40) 124-126
Hexano: diclorometano (70:30) 24-27 Diclorometano: AcOEt (55:45) 127-129
Hexano: diclorometano (65:35) 28-31 Diclorometano: AcOEt (50:50) 130-132
Hexano: diclorometano (60:40) 32-53 Diclorometano: AcOEt (45:55) 133-135
Hexano: diclorometano (55:45) 54-57 Diclorometano: AcOEt (40:60) 136-137
Hexano: diclorometano (50:50) 58-62 Diclorometano: AcOEt (35:65) 138-139
Hexano: diclorometano (45:55) 63-66 Diclorometano: AcOEt (30:70) 140-141
Hexano: diclorometano (40:60) 67-71 Diclorometano: AcOEt (25:75) 142-143
Hexano: diclorometano (35:65) 72-75 Diclorometano: AcOEt (20:80) 144-145
Hexano: diclorometano (30:70) 76-82 Diclorometano: AcOEt (15:85) 146-147
Hexano: diclorometano (25:75) 83-85 Diclorometano: AcOEt (10:90) 148-149
Hexano: diclorometano (20:80) 86-89 Diclorometano: AcOEt (05:95) 150-151
Hexano: diclorometano (15:85) 90-92 AcOEt 152-155
Hexano: diclorometano (10:90) 93-95 AcOEt: MeOH (75:25) 156-158
Hexano: diclorometano (05:95) 96-98 AcOEt: MeOH (50:50) 159-161
Diclorometano 99-101 AcOEt: MeOH (25:75) 162-164
Diclorometano: AcOEt (95:05) 102-105 Metanol 165-169
Diclorometano: AcOEt (90:10) 106-108
Tabela 19: Fragdes reunidas de LS2-5-3-E
CcODIGO FRACOES MASSA(g) CcODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2 -5-3-E-1 1-11 0,007 LS2 -5-3-E-12 82-102 0,004
LS2 -5-3-E-2 12-24 0,005 LS2 -5-3-E-13 103-107 0,002
LS2 -5-3-E-3 25-28 0,004 LS2 -5-3-E-14 108-113 0,002
LS2 -5-3-E-4 29-34 0,008 LS2 -5-3-E-15 114 *
LS2 -5-3-E-5 35-38 0,006 LS2 -5-3-E-16 115-118 0,001
LS2 -5-3-E-6 39-46 0,014 LS2 -5-3-E-17 119 *
LS2 -5-3-E-7 47-53 0,010 LS2 -5-3-E-18 120-122 *
LS2 -5-3-E-8 54-57 0,005 LS2 -5-3-E-19 123-141 0,006
LS2 -5-3-E-9 58-62 0,003 LS2 -5-3-E-20 142-148 0,002
LS2 -5-3-E-10 63-75 0,003 LS2 -5-3-E-21 149-153 *
LS2 -5-3-E-11 76-81 0,001 LS2 -5-3-E-22 154-169 *

*Massa desprezivel

A fragdo LS2-5-3-Z foi recodificada de LS2-5-A. Quando analisada por CCD, a
cromatoplaca da fracdo LS2-5-A apresentou apenas uma mancha que apods ser aspergida com
solugdo metanodlica de AICL; a 5 % mostrou fluorescéncia caracteristica de flavonoéide, além
do ponto de fusdo na faixa de 196 — 198 °C, sugerindo a pureza da amostra.

Os cristais obtidos foram submetidos a analise por RMN de 'H e de "°C, para elucidagio
estrutural, sendo a substancia isolada identificada como sendo o flavondide 5-hidroxi-7-

metoxiflavonol.
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GRUPO LS2-8

Os grupos LS2-08 e LS2-09 (1,370 g) foram reunidos e recodificados de LS2-8. A
fracdo LS2-8 foi submetida a fracionamento em coluna de silica gel, utilizando-se como
eluentes misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH). Foram obtidas 250
fragdes, de 50 mL cada, como indicado na Tabela 20. Apds comparacdo por CCD de silica, as

fracGes foram reunidas em 14 grupos (Tabela 21).

Tabela 20: Fracionamento cromatogréfico de LS2- 8

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES

Hexano 1-11 Hexano: AcOEt (20:80) 183-191
Hexano:AcOEt (95:05) 12-67 Hexano: AcOEt (15:85) 192-195
Hexano: AcOEt (90:10) 68-90 Hexano: AcOEt (10:90) 196-199
Hexano: AcOEt (85:15) 91-97 Hexano: AcOEt (05:95) 200-203
Hexano: AcOEt (80:20) 98-109 AcOEt 204-207
Hexano: AcOEt (75:25) 110-118 AcOEt: MeOH (95:05) 208-218
Hexano: AcOEt (70:30) 119-131 AcOEt: MeOH (90:10) 219-222
Hexano: AcOEt (65:35) 132-136 AcOEt: MeOH (80:20) 223-227
Hexano: AcOEt (60:40) 137-147 AcOEt: MeOH (75:25) 228-230
Hexano: AcOEt (55:45) 148-154 AcOEt: MeOH (70:30) 231-233
Hexano: AcOEt (50:50) 155-163 AcOEt: MeOH (60:40) 234-236
Hexano: AcOEt (45:55) 164-167 AcOEt: MeOH (50:50) 237-239
Hexano: AcOEt (40:60) 168-172 AcOEt: MeOH (40:60) 240-242
Hexano: AcOEt (35:65) 173-176 AcOEt: MeOH (30:70) 243-245
Hexano: AcOEt (30:70) 177-182 MeOH 246-250

Tabela 21: Fracdes reunidas de LS2- 8

CcODIGO FRACOES MASSA(g) CcODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2-8-1 1-17 0,008 LS2-8-8 49-69 0,260
LS2-8-2 18 0,004 LS2-8-9 90-98 0,006
LS2-8-3 19-23 0,028 LS2-8-10 99-103 0,008
LS2-8—4 24-26 0,024 LS2-8-11 104-153 0,077
LS2-8-5 27-33 0,020 LS2-8—12 154-194 0,030
LS2-8-6 34-35 0,025 LS2-8-13 195-212 0,007
LS2-8-7 36-48/70-89 0,137 LS2-8—14 213-250 0,045

As fracdes LS2-8-3, LS2-8-6, LS2-8-7, LS2-8-9 e LS2-8-10 foram reunidas e re-
codificadas como LS2-8-3 (0,204 g). Esta ultima foi submetida a fracionamento em coluna
de silica gel, utilizando-se misturas dos eluente hexano, diclorometano, acetato de etila
(AcOEt) e Metanol (MeOH) em polaridades crescentes. Foram obtidas 251 fracdes, de 20
mL cada, como indicado na Tabela 22, pagina 48. Ap6s comparacdo por CCD de silica,

foram reunidas em 23 grupos (Tabela 23, pagina 48).
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Tabela 22: Fracionamento cromatografico de LS2-8-3

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-6 Diclorometano: AcOEt (65:35) 161-163
Hexano: diclorometano (95:05) 7-9 Diclorometano: AcOEt (60:40) 164-167
Hexano: diclorometano (90:10) 10-39 Diclorometano: AcOEt (55:45) 168-171
Hexano: diclorometano (85:15) 40-51 Diclorometano: AcOEt (50:50) 172-178
Hexano: diclorometano (80:20) 52-54 Diclorometano: AcOEt (45:55) 179-181
Hexano: diclorometano (75:25) 55-58 Diclorometano: AcOEt (40:60) 182-184
Hexano: diclorometano (70:30) 59-67 Diclorometano: AcOEt (35:65) 185-187
Hexano: diclorometano (65:35) 68-75 Diclorometano: AcOEt (30:70) 188-190
Hexano: diclorometano (60:40) 76-79 Diclorometano: AcOEt (25:75) 191-193
Hexano: diclorometano (55:45) 80-86 Diclorometano: AcOEt (20:80) 194-196
Hexano: diclorometano (50:50) 87-92 Diclorometano: AcOEt (15:85) | 197-199
Hexano: diclorometano (45:55) 93-98 Diclorometano: AcOEt (10:90) | 200-202
Hexano: diclorometano (40:60) 99-102 Diclorometano: AcOEt (05:95) 203-205
Hexano: diclorometano (35:65) 103-106 AcOEt 206-210
Hexano: diclorometano (30:70) | 107-109 AcOEt: MeOH (95:05) 211-216
Hexano: diclorometano (25:75) | 110-112 AcOEt: MeOH (90:10) 217-219
Hexano: diclorometano (20:80) | 113-118 AcOEt: MeOH (85:15) 220-222
Hexano: diclorometano (15:85) | 119-122 AcOEt: MeOH (80:20) 223-225
Hexano: diclorometano (10:90) | 123-125 AcOEt: MeOH (75:25) 226-228
Hexano: diclorometano (05:95) | 126-128 AcOEt: MeOH (70:30) 229-231
Diclorometano 129-131 AcOEt: MeOH (65:35) 232-234
Diclorometano: AcOEt (95:05) 132-137 AcOEt: MeOH (60:40) 235-237
Diclorometano: AcOEt (90:10) 138-140 AcOEt: MeOH (55:45) 238-240
Diclorometano: AcOEt (85:15) 141-148 AcOEt: MeOH (50:50) 241-245
Diclorometano: AcOEt (80:20) 149-152 AcOEt: MeOH (25:75) 246-248
Diclorometano: AcOEt (75:25) 153-156 Metanol 249-251
Diclorometano: AcOEt (70:30) 157-160
Tabela 23: Fragdes reunidas de LS2-8-3
GRUPO j GRUPO ]
FRACOES | MASSA (g) FRACOES | MASSA (g)
LS2-8-3-1 1-4 0,002 LS2-8-3-13 | 115-118 0,006
LS2-8-3-2 5-7 0,005 LS2-8-3-14 | 119-133 0,040
LS2-8-3-3 8-30 0,003 LS2-8-3-15 | 134-150 0,023
LS2-8-3-4 31-35 0,009 LS2-8-3-16 | 151-166 0,008
LS2-8-3-5 36-43 0,018 LS2-8-3-17 | 167-182 0,011
LS2-8-3-6 44-48 0,003 LS2-8-3-18 | 183-198 0,008
LS2-8-3-7 49-61 0,010 LS2-8-3-19 | 199-210 0,009
LS2-8-3-8 62-73 0,009 LS2-8-3-20 | 211-229 0,026
LS2-8-3-9 74-86 0,010 LS2-8-3-21 | 230-234 0,005
LS2-8-3-10 87-103 0,013 LS2-8-3-22 | 235-244 0,020
LS2-8-3-11 | 104-107 0,007 LS2-8-3-23 | 245-251 0,006
LS2-8-3-12 | 108-114 0,019

A fragdo LS2 - 8 - 8 (0,260 g) foi submetida a fracionamento em coluna de silica gel,
utilizando-se misturas dos eluentes eter de petroleo, cloroférmio (CHCI;), acetato de etila

(AcOEt) e metanol (MeOH). Foram obtidas 140 fragdes, de 20 mL cada, como indicado na
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Tabela 24, pagina 49. Ap6s comparagdo por CCD de silica, as fragdes foram reunidas em 28

grupos (Tabela 25, pagina 49).

Tabela 24: Fracionamento cromatografico de LS2- 8-8

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Eter de petréleo 1-7 Eter de petréleo: CHCI; (20:80) 106-107
Eter de petréleo: CHCI; (95:05) 8-12 Eter de petréleo: CHCI; (15:85) 108-109
Eter de petréleo: CHCl; (90:10) 13-24 Eter de petréleo: CHCI; (10:90) 110-111
Eter de petroleo: CHCI; (88,5:12,5) 25-28 Eter de petréleo: CHCI; (05:95) 112-113
Eter de petréleo: CHCl; (85:15) 29-32 CHCl, 114-115
Eter de petréleo: CHCl; (80:20) 33-37 CHCIL; : AcOEt (90:10) 116-117
Eter de petréleo: CHCl; (75:25) 38-46 CHCI; : AcOEt (80:20) 118-119
Eter de petréleo: CHCl; (70:30) 47-51 CHCI; : AcOEt (70:30) 120-121
Eter de petréleo: CHCl; (65:35) 52-56 CHCI; : AcOEt (60:40) 122-123
Eter de petréleo: CHCL; (60:40) 57-61 CHCI; : AcOEt (50:50) 124-125
Eter de petréleo: CHCl; (55:45) 62-69 CHCI; : AcOEt (40:60) 126-127
Eter de petréleo: CHCl; (50:50) 70-74 CHCI; : AcOEt (30:70) 128-129
Eter de petréleo: CHCl; (45:55) 75-93 CHCI; : AcOEt (20:80) 130-131
Eter de petréleo: CHCl; (40:60) 94-97 CHCI; : AcOEt (10:90) 132-133
Eter de petréleo: CHCl; (35:65) 98-100 AcOEt 134-135
Eter de petréleo: CHCl; (30:70) 101-103 AcOEt: MeOH(50:50) 136
Eter de petréleo: CHCl; (25:75) 104-105 MeOH 137-140
Tabela 25: Fragdes reunidas de LS2- 8-8
CcODIGO FRACOES MASSA(g) CcODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2 - 8-8-1 1-10 0,005 LS2 - 8-8-15 72-74 *
LS2 - 8-8-2 11-12 0,002 LS2 - 8-8-16 75-77 0,011
LS2 - 8-8-3 13-14 * LS2 - 8-8-17 78-79 0,022
LS2 - 8-8-4 16-18 0,002 LS2 - 8-8-18 80-81 0,034
LS2 - 8-8-5 19-23 0,002 LS2 - 8-8-19 8291 0,068
LS2 - 8-8-6 25-27 * LS2 - 8-8-20 92-96 0,003
LS2 - 8-8-7 28-31 0,001 LS2 - 8-8-21 97-100 0,001
LS2 - 8-8-8 34-37 0,002 LS2 - 8-8-22 101-105 0,005
LS2 - 8-8-9 38-40 0,003 LS2 - 8-8-23 106-111 0,004
LS2 - 8-8-10 41-43 0,011 LS2 - 8-8-24 112-115 *
LS2 - 8-8-11 44-49 0,003 LS2 - 8-8-25 116-125 0,005
LS2 - 8-8-12 50-60 0,014 LS2 - 8-8-26 126-136 0,001
LS2 - 8-8-13 61-64 0,001 LS2 - 8-8-27 137 0,014
LS2 - 8-8-14 65-71 0,007 LS2 - 8-8-28 138-140 0,001

* Massa desprezivel

As fracdes LS2-8-4 e LS2-8-8-18 foram recodificadas de LS2-8-A e LS2-8-B,
respectivamente. Quando analisadas por CCD, elas apresentaram apenas uma mancha na
placa cromatografica. O ponto de fusdo para LS2-8-A foi 96 — 98 °C, confirmando o grau de
pureza satisfatorio desta amostra. Os cristais obtidos foram submetidos a analise em RMN de
'H e de "C, para elucidacdo de suas estruturas, sendo as substincias isoladas identificadas
como sendo os flavonoides 5-hidroxi-7-metoxiflavanona (LS2-8-A) e 3B-O-acetoxi-5,7-

diidro-2,3-diidroflavonol (LS2-8-B).
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GRUPO LS2-10

O grupo LS2-10 (0,700 g) foi submetido a fracionamento em coluna de silica gel,
utilizando-se como eluentes misturas de hexano, diclorometano, acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH). Foram obtidas 167 fragdes, de 25 mL cada, como indicado na Tabela 26.
Ap6s comparagdo por CCD de silica, as fragdes foram reunidas em 38 grupos (Tabela 27).

Nenhum dos grupos obtidos originou substancias puras.

Tabela 26: Fracionamento cromatografico de LS2-10

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-5 Hexano: diclorometano (20:80) 123-125
Hexano: diclorometano (95:05) 6-10 Hexano: diclorometano (10:90) 126-128
Hexano: diclorometano (90:10) 11-25 Diclorometano 129-131
Hexano: diclorometano (85:15) 26-34 Diclorometano: AcOEt (95:05) 132-134
Hexano: diclorometano (82,5:17,5) 35-40 Diclorometano: AcOEt (90:10) 135-137
Hexano: diclorometano (80:20) 41-59 Diclorometano: AcOEt (80:20) 138-142
Hexano: diclorometano (77,5:22,5) 60-65 Diclorometano: AcOEt (70:30) 143-145
Hexano: diclorometano (75:25) 66-79 Diclorometano: AcOEt (60:40) 146-148
Hexano: diclorometano (72,5:27,5) 80-93 Diclorometano: AcOEt (50:50) 149-151
Hexano: diclorometano (70:30) 94-100 Diclorometano: AcOEt (40:60) 152-154
Hexano: diclorometano (67,5:32,5) 101-105 Diclorometano: AcOEt (30:70) 155-157
Hexano: diclorometano (60:40) 106-113 Diclorometano: AcOEt (20:80) 158-160
Hexano: diclorometano (50:50) 114-116 AcOEt 161-163
Hexano: diclorometano (40:60) 117-119 AcOEt: MeOH (50:50) 164-166
Hexano: diclorometano (30:70) 120-122 MeOH 167
Tabela 27: Fragdes reunidas de LS2-10
CcODIGO FRACOES MASSA(g) CcODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2-10-1 1-2 0,006 LS2-10-20 105-115 0,026
LS2-10-2 3-4 0,006 LS2-10-21 116-120 0,015
LS2-10-3 5 * LS2-10-22 121-128 0,011
LS2-10-4 6-8 * LS2-10-23 129-133 0,001
LS2-10-5 9-11 * LS2-10-24 134 0,002
LS2-10-6 12-13 0,010 LS2-10-25 135-137 0,010
LS2-10-7 14 0,012 LS2-10-26 138-140 0,008
LS2-10-8 15-22 * LS2-10-27 141-142 0,005
LS2-10-9 23 0,013 LS2-10-28 143-147 0,005
LS2-10-10 24-32 0,085 LS2-10-29 148-149 0,002
LS2-10-11 33-34 0,003 LS2-10-30 150-151 0,003
LS2-10-12 35-43 0,021 LS2-10-31 152-154 0,002
LS2-10-13 44-47 0,032 LS2-10-32 155-161 0,007
LS2-10-14 48-58 0,038 LS2-10-33 162 0,003
LS2-10-15 59-71 0,033 LS2-10-34 163-165 0,002
LS2-10-16 72-79 0,013 LS2-10-35 166 0,020
LS2-10-17 80-88 0,019 LS2-10-36 167 0,011
LS2-10-18 89 0,055 LS2-10-37 168 0,005
LS2-10-19 90-104 * LS2-10-38 169 0,026

*Massa desprezivel
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GRUPO LS2-11

As fragOes LS2-11, LS2-12 e LS2-13 foram reunidas, denominadas LS2- 11 (1,935 g)
e fracionadas em coluna de silica gel, utilizando-se misturas dos eluentes hexano, acetato de
etila (AcOEt) e metanol (MeOH). Foram obtidas 204 fragfes, de 50 mL cada, como indicado
na Tabela 28. Estas, ap6s comparacgdo por cromatografia em camada delgada (CCD) de silica,

as fragdes foram reunidas em 12 grupos (Tabela 29).

Tabela 28: Fracionamento cromatogréafico de LS2- 11

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES

Hexano 1-13 Hexano: AcOEt (40:60) 159-163
Hexano:AcOEt (95:05) 14-34 Hexano: AcOEt (35:65) 164-167
Hexano: AcOEt (90:10) 35-79 Hexano: AcOEt (30:70) 168-171
Hexano: AcOEt (85:15) 40-65 Hexano: AcOEt (25:75) 172-175
Hexano: AcOEt (80:20) 66-100 Hexano: AcOEt (20:80) 176-179
Hexano: AcOEt (75:25) 101-109 AcOEt 180-186
Hexano: AcOEt (70:30) 110-130 AcOEt MeOH (95:05) 187-194
Hexano: AcOEt (65:35) 131-135 AcOEt : MeOH (90:10) 195-196
Hexano: AcOEt (60:40) 136-141 AcOEt: MeOH (80:20) 197-198
Hexano: AcOEt (65:45) 142-147 AcOEt: MeOH (50:50) 199-200
Hexano: AcOEt (50:50) 148-153 MeOH 201-204
Hexano: AcOEt (45:55) 154-158

Tabela 29: Fragdes reunidas de LS2-11

CcODIGO FRACOES MASSA(g) CcODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2-11-1 1-19 * LS2-11-7 53-60 0,045
LS2-11-2 20-23 0,010 LS2-11-8 61-65 0,020
LS2 - 11-3 24-29 0,007 LS2-11-9 66-89 0,300
LS2-11-4 30-41 0,005 LS2 -11-10 91-109 0,507
LS2-11-5 42-47 0,038 LS2 -11-11 110-167 0,400
LS2-11-6 48-52 0,035 LS2 -11-12 168-204 0,500

* Massa desprezivel
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A fracdo LS2-11-9 (0,3 g) foi submetida a fracionamento em coluna de silica gel,
utilizando-se como eluentes misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH).
Foram obtidas 193 fragdes, de 20 mL cada, como indicado na Tabela 30. Apds comparacao

por CCD de silica, as fragGes foram reunidas em 15 grupos (Tabela 31).

Tabela 30: Fracionamento cromatografico de LS2-11 -9

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-4 Hexano: AcOEt (30:70) 115-126
Hexano:AcOEt (95:05) 5-21 Hexano: AcOEt (25:75) 127-129
Hexano: AcOEt (92,5:7,5) 22-24 Hexano: AcOEt (10:90) 130-135
Hexano: AcOEt (90:10) 25-27 AcOEt 136-144
Hexano: AcOEt (85:15) 28-52 AcOEt: MeOH (95:05) 145-151
Hexano: AcOEt (80:20) 53-69 AcOEt: MeOH (90:10) 152-154
Hexano: AcOEt (75:25) 70-75 AcOEt: MeOH (85:15) 155-160
Hexano: AcOEt (70:30) 76-78 AcOEt: MeOH (80:20) 161-167
Hexano: AcOEt (65:35) 79-81 AcOEt: MeOH (75:25) 168-174
Hexano: AcOEt (60:40) 82-90 AcOEt: MeOH (70:30) 175-176
Hexano: AcOEt (55:45) 91-96 AcOEt: MeOH (60:40) 177-186
Hexano: AcOEt (50:50) 97-108 MeOH 187-193
Hexano: AcOEt (40:60) 109-114

Tabela 31: FragOes reunidas de LS2-11-9

CcODIGO FRACOES MASSA(g) CcODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2-11-9-A 1-24 0,016 LS2 - 11-9-1 144-147 0,001
LS2-11-9-B 25-34 0,003 LS2-11-9-J 148-167 0,010
LS2-11-9-C 35-42 0,006 LS2 - 11-9-K 168-173 0,002
LS2-11-9-D 43-45 0,003 LS2-11-9-L 174-176 0,001
LS2-11-9-E 46-70 0,093 LS2-11-9-M 177-178 *
LS2-11-9-F 71-72 0,012 LS2-11-9-N 179-189 0,015
LS2 - 11-9-G 73-95 0,043 LS2-11-9-0 190-193 0,016
LS2 -11-9-H 96-143 0,028

*Massa desprezivel

A fragdo LS2-11-10 (0,507 g) foi submetida a fracionamento em coluna de silica gel,
utilizando-se misturas dos eluentes hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) em
polaridades crescentes. Foram obtidas 131 fracdes, de 30 mL cada, como indicado na Tabela
32, péagina 53. Apo6s comparacdo por CCD de silica, as fragcbes foram reunidas em 7 grupos
(Tabela 33, pagina 53).
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Tabela 32: Fracionamento cromatografico de LS2-11-10

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-8 Hexano: AcOEt (40:60) 89-91
Hexano:AcOEt (95:05) 9-17 Hexano: AcOEt (35:65) 92-95
Hexano: AcOEt (90:10) 18-24 Hexano: AcOEt (30:70) 96-98
Hexano: AcOEt (85:15) 25-31 Hexano: AcOEt (25:75) 99-102
Hexano: AcOEt (80:20) 32-49 Hexano: AcOEt (20:80) 103-106
Hexano: AcOEt (75:25) 50-57 AcOEt 107-111
Hexano: AcOEt (70:30) 58-63 AcOEt MeOH (90:10) 112-114
Hexano: AcOEt (65:35) 64-68 AcOEt : MeOH (80:20) 115-117
Hexano: AcOEt (60:40) 69-73 AcOEt: MeOH (50:50) 118-121
Hexano: AcOEt (65:45) 74-78 AcOEt: MeOH (30:70) 122-125
Hexano: AcOEt (50:50) 79-84 MeOH 126-131
Hexano: AcOEt (45:55) 85-88
Tabela 33: FragGes reunidas de LS2-11-10
CODIGO FRACOES MASSA(g) CODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2-11-10-1 1-9 0,009 LS2 - 11-10-5 65-125 0,050
LS2-11-10-2 10-25 * LS2-11-10-6 126-128 0,002
LS2-11-10-3 26-32 0,005 LS2 - 11-10-7 129-131 0,003
LS2-11-104 33-64 0,350

* Massa desprezivel

A fracdo LS2-11-10-4 (0,350 g) foi submetida a fracionamento em coluna de silica

gel, utilizando-se misturas dos eluentes hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH)

em polaridades crescentes. Foram obtidas 179 fracfes, de 15 mL cada, como indicado na

Tabela 34. Ap6s comparacdo por CCD de silica, as fragdes foram reunidas em 17 grupos
(Tabela 35, pagina 54).

Tabela 34: Fracionamento cromatografico de LS2-11-10-4

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-7 Hexano: AcOEt (35:65) | 117-123
Hexano:AcOEt (95:05) 8-19 Hexano: AcOEt (30:70) | 124-129
Hexano: AcOEt (90:10) 20-31 Hexano: AcOEt (25:75) | 130-134
Hexano: AcOEt (85:15) 32-41 Hexano: AcOEt (20:80) | 135-139
Hexano: AcOEt (80:20) 42-72 Hexano: AcOEt (10:90) | 140-143
Hexano: AcOEt (75:25) 73-78 Hexano: AcOEt (05:95) | 144-147
Hexano: AcOEt (70:30) 79-84 AcOEt 148-157
Hexano: AcOEt (65:35) 85-90 AcOEt: MeOH (90:10) 158-161
Hexano: AcOEt (60:40) 91-95 AcOEt: MeOH (80:20) 162-166
Hexano: AcOEt (65:45) 96-99 AcOEt: MeOH (70:30) 167-170
Hexano: AcOEt (50:50) | 100-105 AcOEt: MeOH (60:40) 171-173
Hexano: AcOEt (45:55) | 106-110 AcOEt: MeOH (50:50) 174-176
Hexano: AcOEt (40:60) 111-116 MeOH 177-179
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Tabela 35: Fragdes reunidas de LS2-11-10-4

GRUPOS FRACOES MASSA (g) GRUPOS FRACOES MASSA (g)

REUNIDAS REUNIDAS
LS2-11-10-4-Z 1-22 * LS2-11-10-4-1 93-95 0,002
LS2-11-10-4-A 23-29 0,006 LS2-11-10-4-J 96-101 0,001
LS2-11-10-4-B 30-37 0,008 LS2-11-10-4-K 102-104 0,033
LS2-11-10-4-C 38-43 0,011 LS2-11-10-4-L 105-135 0,028
LS2-11-10-4-D 44-66 0,256 LS2-11-10-4-M 136-148 0,013
LS2-11-10-4-E 67-80 0,019 LS2-11-10-4-N 149-154 0,015
LS2-11-10-4-F 81-83 0,003 LS2-11-10-4-O 155-157 0,004
LS2-11-10-4-G 84-87 0,010 LS2-11-10-4-P 158-179 0,015
LS2-11-10-4-H 88-92 0,005

*Massa desprezivel

A fragdo LS2-11-10-4-D (0,256 g) foi submetida a fracionamento em coluna de silica

gel, utilizando-se como eluente: hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) em

polaridades crescentes. Foram obtidas 124 frac6es, de 15 mL cada, como indicado na Tabela

36. Apbds comparacdo por cromatografia em camada delgada (CCD) de silica, as fragdes

foram reunidas em 12 grupos (Tabela 37).

Tabela 36: Fracionamento cromatografico de LS2-11-10-4-D

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-4 Hexano: AcOEt (40:60) 80-82
Hexano:AcOEt (95:05) 5-7 Hexano: AcOEt (55:65) 83-85
Hexano: AcOEt (90:10) 8-11 Hexano: AcOEt (30:70) 86-88
Hexano: AcOEt (85:15) 12-14 AcOEt 89-93
Hexano: AcOEt (80:20) 15-54 AcOEt: MeOH (95:05) 94-98
Hexano: AcOEt (75:25) 55-57 AcOEt: MeOH (90:10) 99-101
Hexano: AcOEt (70:30) 58-61 AcOEt: MeOH (80:20) 102-104
Hexano: AcOEt (65:35) 62-64 AcOEt: MeOH (70:30) 105-107
Hexano: AcOEt (60:40) 65-68 AcOEt: MeOH (60:40) 108-110
Hexano: AcOEt (65:45) 69-73 AcOEt: MeOH (50:50) 111-113
Hexano: AcOEt (50:50) 74-76 MeOH 114-124
Hexano: AcOEt (45:55) 77-79
Tabela 37: FragOes reunidas de LS2-11-10-4-D
GRUPOS FRACOES | MASSA (g) GRUPOS FRACOES | MASSA (g)
REUNIDAS REUNIDAS
LS2-11-10-4-D-Z 1-12 * LS2-11-10-4-D-6 59-76 0,021
LS2-11-10-4-D-1 13-16 0,002 LS2-11-10-4-D-7 77-97 0,011
LS2-11-10-4-D-2 17-19 0,007 LS2-11-10-4-D-8 98-108 0,009
LS2-11-10-4-D-3 20-28 0,022 LS2-11-10-4-D-9 109-117 0,011
LS2-11-10-4-D-4 29-57 0,157 LS2-11-10-4-D-10 118 *
LS2-11-10-4-D-5 58 0,001 LS2-11-10-4-D-11 119-124 *

*Massa desprezivel
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A fracdo LS2-11-10-4-D-4 (0,157 g) foi submetida a fracionamento em coluna de

silica gel, utilizando-se misturas dos eluentes hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol

(MeOH) em polaridades crescentes. Foram obtidas 253 fracGes, de 20 mL cada, como

indicado na Tabela 38. Ap6s comparacdo por CCD de silica, as fragdes foram reunidas em 18

grupos (Tabela 39). Nenhum dos grupos obtidos de LS2-11-10 originou substancias puras.

Tabela 38: Fracionamento cromatografico de LS2-11-10-4-D-4

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-3 Diclorometano: AcOEt (90:10) 154-163
Hexano: diclorometano (95:05) 4-8 Diclorometano: AcOEt (85:15) | 164-168
Hexano: diclorometano (90:10) 9-13 Diclorometano: AcOEt (80:20) | 169-173
Hexano: diclorometano (85:15) 14-18 Diclorometano: AcOEt (75:25) | 174-178
Hexano: diclorometano (80:20) 19-26 Diclorometano: AcOEt (70:30) | 179-183
Hexano: diclorometano (75:25) 27-31 Diclorometano: AcOEt (65:35) | 184-188
Hexano: diclorometano (70:30) 32-36 Diclorometano: AcOEt (60:40) | 189-193
Hexano: diclorometano (65:35) 37-41 Diclorometano: AcOEt (55:45) | 194-198
Hexano: diclorometano (60:40) 42-45 Diclorometano: AcOEt (50:50) | 199-203
Hexano: diclorometano (55:45) 46-51 Diclorometano: AcOEt (45:55) | 204-208
Hexano: diclorometano (50:50) 52-59 Diclorometano: AcOEt (40:60) | 209-213
Hexano: diclorometano (45:55) 60-64 Diclorometano: AcOEt (35:65) | 214-218
Hexano: diclorometano (40:60) 65-98 Diclorometano: AcOEt (30:70) | 219-223
Hexano: diclorometano (35:65) 99-103 Diclorometano: AcOEt (25:75) | 224-228
Hexano: diclorometano (30:70) 104-108 AcOEt 229-231
Hexano: diclorometano (25:75) | 109-113 AcOEt: MeOH (90:10) 232-234
Hexano: diclorometano (20:80) | 114-118 AcOEt: MeOH (80:20) 235-237
Hexano: diclorometano (15:85) | 119-123 AcOEt: MeOH (70:30) 238-240
Hexano: diclorometano (10:90) | 124-128 AcOEt: MeOH (60:40) 241-244
Hexano: diclorometano (05:95) | 129-135 AcOEt: MeOH (50:50) 245-247
Diclorometano 136-143 AcOEt: MeOH (25:75) 248-250
Diclorometano: AcOEt (95:05) 144-153 MeOH 251-253
Tabela 39: FracOes reunidas de LS2-11-10-4-D-4
GRUPOS FRACOES | MASSA (g) GRUPOS FRACOES | MASSA (g)
REUNIDAS REUNIDAS
LS2-11-10-4-D-4-1 1-8 * LS2-11-10-4-D-4-10 120-143 0,016
LS2-11-10-4-D-4-2 9-26 0,006 LS2-11-10-4-D-4-11 144 0,003
LS2-11-10-4-D-4-3 27-43 0,006 LS2-11-10-4-D-4-12 145-155 0,042
LS2-11-10-4-D-4-4 44 * LS2-11-10-4-D-4-13 156-183 0,046
LS2-11-10-4-D-4-5 45-69 0,014 LS2-11-10-4-D-4-14 184-215 0,022
LS2-11-10-4-D-4-6 70-82 0,017 LS2-11-10-4-D-4-15 216 0,003
LS2-11-10-4-D-4-7 88-97 0,026 LS2-11-10-4-D-4-16 217-227 0,003
LS2-11-10-4-D-4-8 98-118 0,007 LS2-11-10-4-D-4-17 228-248 0,070
LS2-11-10-4-D-4-9 119 0,009 LS2-11-10-4-D-4-18 249-253 0,007

*Massa desprezivel
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As fracOes LS2-11-11 e LS2-11-12 (0,900 g) foram reunidas e a fragdo resultante
denominada de LS2-11-20. Esta fracdo foi submetida a fracionamento em coluna de silica
gel, utilizando-se como eluentes misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol
(MeOH). Foram obtidas 378 fragcbes, de 25 mL cada, como indicado na Tabela 40. Apds

comparagdo por CCD de silica, as fragcdes foram reunidas em 16 grupos (Tabela 41).

Tabela 40: Fracionamento cromatogréafico de LS2-11 - 20

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-8 Hexano: AcOEt (20:80) 273-282
Hexano:AcOEt (95:05) 9-16 Hexano: AcOEt (15:85) 283-288
Hexano: AcOEt (90:10) 17-34 Hexano: AcOEt (10:90) 289-293
Hexano: AcOEt (85:15) 35-78 Hexano: AcOEt (05:95) 294-297
Hexano: AcOEt (80:20) 79-101 AcOEt 298-301
Hexano: AcOEt (75:25) 102-155 AcOEt: MeOH (95:05) 302-311
Hexano: AcOEt (70:30) 156-176 AcOEt: MeOH (90:10) 312-318
Hexano: AcOEt (65:35) 177-192 AcOEt: MeOH (85:15) 319-326
Hexano: AcOEt (60:40) 193-204 AcOEt: MeOH (80:20) 327-330
Hexano: AcOEt (55:45) 205-215 AcOEt: MeOH (75:25) 331-337
Hexano: AcOEt (50:50) 216-227 AcOEt: MeOH (70:30) 338-345
Hexano: AcOEt (45:55) 228-238 AcOEt: MeOH (65:35) 346-354
Hexano: AcOEt (40:60) 239-246 AcOEt: MeOH (60:40) 355-360
Hexano: AcOEt (35:65) 247-253 AcOEt: MeOH (55:45) 361-368
Hexano: AcOEt (30:70) 254-261 AcOEt: MeOH (50:50) 369-373
Hexano: AcOEt (25:75) 262-272 MeOH 373-378
Tabela 41: FragGes reunidas de LS2-11-20
CcODIGO FRACOES MASSA(g) CcODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2 - 11-20-1 1-7 * LS2-11-20-9 108-114 0,015
LS2 - 11-20-2 8-14 0,002 LS2 - 11-20-10 115-152 0,150
LS2 - 11-20-3 15-20 0,009 LS2 -11-20-11 153-204 *
LS2-11-20-4 21-34 0,010 LS2-11-20-12 205-226 *
LS2 - 11-20-5 35-49 0,014 LS2 - 11-20-13 227-269 0,110
LS2 - 11-20-6 50-66 0,010 LS2 -11-20-14 270-275 0,019
LS2 - 11-20-7 67-78 0,010 LS2 - 11-20-15 276-311 0,058
LS2 - 11-20-8 79-91 * LS2 -11-20-16 312-378 0,400

*Massa desprezivel
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A fragdo LS2-11—20 -10 (0,150 g) foi submetida a fracionamento em coluna de silica
gel, utilizando-se como eluentes misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol
(MeOH). Foram obtidas 132 fragdes, de 5 mL cada, como indicado na Tabela 42. Apos

comparacao por CCD de silica, as fragdes foram reunidas em 16 grupos (Tabela 43).

Tabela 42: Fracionamento cromatografico de LS2-11 — 20— 10

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-5 Hexano: AcOEt (45:55) 83-87
Hexano:AcOEt (95:05) 6-12 Hexano: AcOEt (40:60) 88-93
Hexano: AcOEt (90:10) 13-17 Hexano: AcOEt (35:65) 94-98
Hexano: AcOEt (85:15) 18-23 Hexano: AcOEt (30:70) 99-103
Hexano: AcOEt (80:20) 24-28 Hexano: AcOEt (25:75) 104-107
Hexano: AcOEt (75:25) 29-49 Hexano: AcOEt (20:80) 108-110
Hexano: AcOEt (70:30) 50-55 Hexano: AcOEt (15:85) 111-114
Hexano: AcOEt (65:35) 56-60 Hexano: AcOEt (10:90) 115-118
Hexano: AcOEt (60:40) 61-70 AcOEt 119-124
Hexano: AcOEt (55:45) 71-75 AcOEt: MeOH (50:50) 125-128
Hexano: AcOEt (50:50) 76-82 MeOH 129-132

Tabela 43: Fragdes reunidas de LS2-11-20 — 10

CcODIGO FRACOES MASSA(g) cODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2 - 11-20-10-A 1-3 0,003 LS2 - 11-20-10-I 34-60 0,068
LS2 - 11-20-10-B 4-10 0,006 LS2 - 11-20-10-J 61-62 0,003
LS2 - 11-20-10-C 11-12 0,001 LS2 - 11-20-10-K 63-68 0,025
LS2 - 11-20-10-D 13-15 0,001 LS2 - 11-20-10-L 69-87 0,004
LS2 - 11-20-10-E 16-17 0,002 LS2 - 11-20-10-M 88-99 0,001
LS2 - 11-20-10-F 18-21 0,003 LS2 - 11-20-10-N 100 0,001
LS2 - 11-20-10-G 22-30 0,002 LS2 - 11-20-10-O 101-113 0,001
LS2 - 11-20-10-H 31-33 0,005 LS2 - 11-20-10-P 114-132 *

*Massa desprezivel
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A fragdo LS2-11 — 20 -10 - 1 (0,068 g) foi submetida a fracionamento em coluna de
silica gel, utilizando-se como eluentes misturas de hexano, diclorometano, acetato de etila
(AcOEt) e metanol (MeOH). Foram obtidas 227 fragdes, de 5 mL cada, como indicado na
Tabela 44. Apds comparagdo por CCD de silica, as fragdes foram reunidas em 15 grupos

(Tabela 45).

Tabela 44: Fracionamento cromatografico de LS2-11 —20—-10 -1

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-5 Diclorometano: AcOEt (85:15) 134-138
Hexano: diclorometano (95:05) 6-10 Diclorometano: AcOEt (80:20) 139-143
Hexano: diclorometano (90:10) 11-15 Diclorometano: AcOEt (75:25) 144-148
Hexano: diclorometano (85:15) 16-20 Diclorometano: AcOEt (70:30) 149-152
Hexano: diclorometano (80:20) 21-24 Diclorometano: AcOEt (65:35) 153-155
Hexano: diclorometano (75:25) 25-30 Diclorometano: AcOEt (60:40) 156-161
Hexano: diclorometano (70:30) 31-36 Diclorometano: AcOEt (55:45) 162-166
Hexano: diclorometano (65:35) 37-41 Diclorometano: AcOEt (50:50) 167-170
Hexano: diclorometano (60:40) 42-46 Diclorometano: AcOEt (45:55) 171-176
Hexano: diclorometano (55:45) 47-50 Diclorometano: AcOEt (40:60) 177-179
Hexano: diclorometano (50:50) 51-57 Diclorometano: AcOEt (35:65) 180-182
Hexano: diclorometano (45:55) 58-62 Diclorometano: AcOEt (30:70) 183-185
Hexano: diclorometano (40:60) 63-68 Diclorometano: AcOEt (25:75) 186-190
Hexano: diclorometano (35:65) 69-74 Diclorometano: AcOEt (20:80) 191-194
Hexano: diclorometano (30:70) 75-80 Diclorometano: AcOEt (15:85) 195-198
Hexano: diclorometano (25:75) 81-86 Diclorometano: AcOEt (10:90) 199-202
Hexano: diclorometano (20:80) 87-92 Diclorometano: AcOEt (05:95) 203-205
Hexano: diclorometano (15:85) 93-97 AcOEt 206-208
Hexano: diclorometano (10:90) 98-105 AcOEt: MeOH (85:15) 209-211
Hexano: diclorometano (05:95) 106-111 AcOEt: MeOH (70:30) 212-216
Diclorometano 112-119 AcOEt: MeOH (50:50) 217-220
Diclorometano: AcOEt (95:05) 120-126 MeOH 221-227
Diclorometano: AcOEt (90:10) 127-133
Tabela 45: Fragdes reunidas de LS2-11-20 — 10 - I
cODIGO FRACOES MASSA(g) cODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2 - 11-20-10-1-A 1-25 0,005 LS2 - 11-20-10-1-1 126-142 0,003
LS2 - 11-20-10-1-B 26-36 0,005 LS2 - 11-20-10-1-J 143-156 0,005
LS2 - 11-20-10-1-C 37-63 0,002 LS2 - 11-20-10-1-K 157-172 0,003
LS2 - 11-20-10-1-D 64-96 0,003 LS2 - 11-20-10-1-L 173-183 0,002
LS2 - 11-20-10-1-E 97-109 0,005 LS2 - 11-20-10-1-M 184-202 0,007
LS2 - 11-20-10-1-F 110-111 0,003 LS2 - 11-20-10-1-N 203-209 0,002
LS2 - 11-20-10-1-G 112-114 0,001 LS2 - 11-20-10-1-O 210-227 0,020
LS2 - 11-20-10-1-H 115-125 0,001
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A fragdo LS2-11 — 20 — 13 (0,110 g) foi submetida a fracionamento em coluna de
silica gel, utilizando-se como eluentes misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol
(MeOH). Foram obtidas 140 fragdes, de 10 mL cada, como indicado na Tabela 46. Apos

comparacao por CCD de silica, as fragdes foram reunidas em 12 grupos (Tabela 47).

Tabela 46: Fracionamento cromatografico de LS2-11 —20— 13

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-6 Hexano: AcOEt (20:80) 87-89
Hexano:AcOEt (95:05) 7-10 Hexano: AcOEt (15:85) 90-92
Hexano: AcOEt (90:10) 11-16 Hexano: AcOEt (10:90) 93-96
Hexano: AcOEt (85:15) 17-22 Hexano: AcOEt (05:95) 97-100
Hexano: AcOEt (80:20) 23-28 AcOEt 101-105
Hexano: AcOEt (75:25) 29-33 AcOEt: MeOH (95:05) 106-110
Hexano: AcOEt (70:30) 34-37 AcOEt: MeOH (90:10) 111-114
Hexano: AcOEt (65:35) 38-41 AcOEt: MeOH (85:15) 115-117
Hexano: AcOEt (60:40) 42-46 AcOEt: MeOH (80:20) 118-120
Hexano: AcOEt (55:45) 47-52 AcOEt: MeOH (75:25) 121-125
Hexano: AcOEt (50:50) 53-59 AcOEt: MeOH (70:30) 126-129
Hexano: AcOEt (45:55) 60-65 AcOEt: MeOH (65:35) 130-131
Hexano: AcOEt (40:60) 66-71 AcOEt: MeOH (60:40) 132-134
Hexano: AcOEt (35:65) 72-77 AcOEt: MeOH (55:45) 135-136
Hexano: AcOEt (30:70) 78-83 AcOEt: MeOH (50:50) 137-138
Hexano: AcOEt (25:75) 84-86 MeOH 139-140

Tabela 47: Fragdes reunidas de LS2-11-20-13

CcODIGO FRACOES | MASSA(g) CcODIGO FRACOES | MASSA(g)
LS2 - 11-20-13-A 1-10 * LS2 - 11-20-13-G 40-43 0,003
LS2 - 11-20-13-B 11-15 0,020 LS2 - 11-20-13-H 44-47 0,015
LS2 - 11-20-13-C 16-19 0,009 LS2 - 11-20-13-1 48-59 0,019
LS2 - 11-20-13-D 20-22 * LS2 - 11-20-13-J 60-100 0,030
LS2 - 11-20-13-E 23 * LS2-11-20-13-L | 101-104 0,005
LS2 - 11-20-13-F 24-39 0,002 LS2-11-20-13-M | 105-140 0,027

*Massa desprezivel

A fragdo LS2-11 - 20 — 16 (0,400 g) foi submetida a fracionamento em coluna de
silica gel, utilizando-se como eluentes misturas de hexano, diclorometano, acetato de etila
(AcOEt) e metanol (MeOH). Foram obtidas 198 fragdes, de 20 mL cada, como indicado na
Tabela 48, pagina 60. Ap6s comparagdo por cromatografia em camada delgada (CCD) de

silica, as fragdes foram reunidas em 14 grupos (Tabela 49, pagina 60).
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Tabela 48: Fracionamento cromatografico de LS2-11-20-16

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-3 AcOEt 74-76
Hexano:diclorometano (95:05) 4-6 AcOEt: MeOH (95:05) 77-79
Hexano:diclorometano (90:10) 7-9 AcOEt: MeOH (90:10) 80-91
Hexano:diclorometano (85:15) 10-12 AcOEt: MeOH (85:15) 92-100
Hexano:diclorometano (80:20) 13-15 AcOEt: MeOH (80:20) 101-108
Hexano:diclorometano (75:25) 16-19 AcOEt: MeOH (75:25) 109-110
Hexano: AcOEt (90:10) 20-22 AcOEt: MeOH (70:30) 111-118
Hexano: AcOEt (85:15) 23-27 AcOEt: MeOH (65:35) 119-124
Hexano: AcOEt (70:30) 28-30 AcOEt: MeOH (60:40) 125-131
Hexano: AcOEt (65:35) 31-36 AcOEt: MeOH (55:45) 132-135
Hexano: AcOEt (60:40) 37-39 AcOEt: MeOH (50:50) 136-141
Hexano: AcOEt (55:45) 40-42 AcOEt: MeOH (45:55) 142-145
Hexano: AcOEt (50:50) 43-47 AcOEt: MeOH (40:60) 146-148
Hexano: AcOEt (45:55) 48-51 AcOEt: MeOH (35:65) 149-152
Hexano: AcOEt (40:60) 52-55 AcOEt: MeOH (30:70) 153-156
Hexano: AcOEt (35:65) 56-58 AcOEt: MeOH (25:75) 157-161
Hexano: AcOEt (30:70) 59-61 AcOEt: MeOH (20:80) 162-164
Hexano: AcOEt (25:75) 62-63 AcOEt: MeOH (15:85) 165-168
Hexano: AcOEt (20:80) 64-66 AcOEt: MeOH (10:90) 169-172
Hexano: AcOEt (15:85) 67-69 AcOEt: MeOH (05:95) 173-178
Hexano: AcOEt (10:90) 70-71 MeOH 179-198
Hexano: AcOEt (05:95) 72-73
Tabela 49: FragOes reunidas de LS2-11-20-16
CcODIGO FRACOES | MASSA(g) CcODIGO FRACOES | MASSA(g)
LS2 -11-20-16-1A 1-22 0,001 LS2 - 11-20-16-8A 111-122 0,348
LS2 - 11-20-16-2A 23-26 0,004 LS2 - 11-20-16-9A 123 0,004
LS2 - 11-20-16-3A 27-41 0,013 LS2 - 11-20-16-10A | 124-140 0,020
LS2 - 11-20-16-4A 42-51 0,008 LS2 - 11-20-16-11A 141-171 0,010
LS2 - 11-20-16-5A 52-74 0,005 LS2 - 11-20-16-12A | 172-178 0,006
LS2 - 11-20-16-6A 75-92 0,038 LS2 - 11-20-16-13A | 179-193 0,015
LS2 - 11-20-16-7A 93-110 0,036 LS2 - 11-20-16-14A | 194-198 0,004

As fracdes LS2-11-20-16-8A, 9A e 10A (0,372 g) foram reunidas e denominadas LS2-
11-20-16-A. Esta foi submetida a fracionamento em coluna de silica gel, utilizando-se como
eluentes misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH). Foram obtidas 169

fragdes, de 20 mL cada, como indicado na Tabela 50, pagina 61. Ap6s comparacdo por CCD

de silica, as frages foram reunidas em 15 grupos (Tabela 51, pagina 61).
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Tabela 50: Fracionamento cromatografico de LS2-11 —20—-16 - A

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-4 AcOEt: MeOH (95:05) 72-74
Hexano:AcOEt (95:05) 5-7 AcOEt: MeOH (90:10) 75-83
Hexano: AcOEt (90:10) 8-10 AcOEt: MeOH (85:15) 84-89
Hexano: AcOEt (85:15) 11-13 AcOEt: MeOH (80:20) 90-97
Hexano: AcOEt (80:20) 14-16 AcOEt: MeOH (75:25) 98-103
Hexano: AcOEt (75:25) 17-20 AcOEt: MeOH (70:30) 104-107
Hexano: AcOEt (70:30) 21-23 AcOEt: MeOH (65:35) 108-118
Hexano: AcOEt (65:35) 24-26 AcOEt: MeOH (60:40) 119-124
Hexano: AcOEt (60:40) 27-30 AcOEt: MeOH (55:45) 125-127
Hexano: AcOEt (55:45) 31-33 AcOEt: MeOH (50:50) 128-131
Hexano: AcOEt (50:50) 34-38 AcOEt: MeOH (45:55) 132-134
Hexano: AcOEt (45:55) 39-41 AcOEt: MeOH (40:60) 135-137
Hexano: AcOEt (40:60) 42-44 AcOEt: MeOH (35:65) 138-142
Hexano: AcOEt (35:65) 45-47 AcOEt: MeOH (30:70) 143-145
Hexano: AcOEt (30:70) 48-50 AcOEt: MeOH (25:75) 146-148
Hexano: AcOEt (25:75) 51-53 AcOEt: MeOH (20:80) 149-151
Hexano: AcOEt (20:80) 54-58 AcOEt: MeOH (15:85) 152-157
Hexano: AcOEt (15:85) 59-61 AcOEt: MeOH (10:90) 158-160
Hexano: AcOEt (10:90) 62-64 AcOEt: MeOH (05:95) 161-163
Hexano: AcOEt (05:95) 65-67 MeOH 164-169
AcOEt 68-71
Tabela 51: Fragdes reunidas de LS2-11-20-16-A
CcODIGO FRACOES | MASSA(g) CcODIGO FRACOES | MASSA(g)
LS2 - 11-20-16-A-1 1-7 0,006 LS2 - 11-20-16-A-9 75-93 0,040
LS2 - 11-20-16-A-2 8-12 0,010 LS2 - 11-20-16-A-10 94-100 0,022
LS2 - 11-20-16-A-3 13-16 0,003 LS2 - 11-20-16-A-11 101-132 0,015
LS2 - 11-20-16-A-4 17-20 0,005 LS2 - 11-20-16-A-12 133-144 *
LS2 - 11-20-16-A-5 21-27 0,002 LS2 - 11-20-16-A-13 145-156 0,026
LS2 - 11-20-16-A-6 28-52 0,007 LS2 - 11-20-16-A-14 157-167 0,024
LS2 - 11-20-16-A-7 53-63 0,004 LS2 - 11-20-16-A-15 168-169 0,002
LS2 - 11-20-16-A-8 64-74 0,003

*Massa desprezivel

Nenhum dos grupos obtidos de LS2-11 originou substancias puras.
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GRUPO LS2-14

O grupo LS2-14 (0,600 g) foi submetido a fracionamento em coluna de silica gel,
utilizando-se como eluentes misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH).
Foram obtidas 183 fragdes, de 25 mL cada, como indicado na Tabela 52. Apds comparacao
por CCD de silica, as fragfes foram reunidas em 15 grupos (Tabela 53). Os grupos obtidos de

LS2-14 ndo originaram substancias puras.

Tabela 52: Fracionamento cromatografico de LS2-14

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-8 Hexano: AcOEt (20:80) 115-118
Hexano:AcOEt (95:05) 9-23 Hexano: AcOEt (15:85) 119-120
Hexano: AcOEt (90:10) 24-29 Hexano: AcOEt (10:90) 121-126
Hexano: AcOEt (85:15) 30-42 Hexano: AcOEt (05:95) 127-130
Hexano: AcOEt (80:20) 43-50 AcOEt 131-135
Hexano: AcOEt (75:25) 51-58 AcOEt: MeOH (95:05) 136-138
Hexano: AcOEt (70:30) 59-64 AcOEt: MeOH (90:10) 139-141
Hexano: AcOEt (65:35) 65-79 AcOEt: MeOH (85:15) 142-143
Hexano: AcOEt (60:40) 80-86 AcOEt: MeOH (80:20) 144-148
Hexano: AcOEt (55:45) 87-91 AcOEt: MeOH (75:25) 149-151
Hexano: AcOEt (50:50) 92-94 AcOEt: MeOH (70:30) 152-156
Hexano: AcOEt (45:55) 95-97 AcOEt: MeOH (60:40) 157-159
Hexano: AcOEt (40:60) 98-102 AcOEt: MeOH (50:50) 160-165
Hexano: AcOEt (35:65) 103-104 AcOEt: MeOH (25:75) 166-173
Hexano: AcOEt (30:70) 105-109 MeOH 174-183

Hexano: AcOEt (25:75) 110-114

Tabela 53: Fragdes reunidas de LS2-14

GRUPO | FRACOES | MASSA (g) | GRUPO | FRACOES | MASSA (g)
LS2-14-1 1-13 0,010 LS2-14-9 71-73 0,017
LS2-14-2 14-15 0,013 LS2-14-10 | 74-105 0,029
LS2-14-3 16 0,005 LS2-14-11 | 106-112 0,018
LS2-14-4 17-19 0,009 LS2-14-12 | 113-116 0,017
LS2-14-5 20-25 0,007 LS2-14-13 | 117-134 0,090
LS2-14-6 26-42 0,021 LS2-14-14 | 135-138 0,018
LS2-14-7 43-58 0,030 LS2-14-15 | 139-181 0,240
LS2-14-8 59-70 0,035
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GRUPO LS2-15

O grupo LS2-15 (0,6 g) foi submetido a fracionamento em coluna de silica gel,
utilizando-se como eluentes misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH).
Foram obtidas 150 fragdes, de 25 mL cada, como indicado na Tabela 54. ApGs comparacao
por CCD de silica, as fragfes foram reunidas em 15 grupos (Tabela 55). Os grupos obtidos de

LS2-15 ndo originaram substancias puras.

Tabela 54: Fracionamento cromatografico de LS2-15
ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-6 Hexano: AcOEt (20:80) 93-95
Hexano:AcOEt (95:05) 7-17 Hexano: AcOEt (15:85) 96-99
Hexano: AcOEt (90:10) 18-28 Hexano: AcOEt (10:90) 100-101
Hexano: AcOEt (85:15) 29-39 Hexano: AcOEt (05:95) 102-107
Hexano: AcOEt (80:20) 40-44 AcOEt 108-110
Hexano: AcOEt (75:25) 45-51 AcOEt: MeOH (95:05) 111-112
Hexano: AcOEt (70:30) 52-57 AcOEt: MeOH (90:10) 113-117
Hexano: AcOEt (65:35) 58-62 AcOEt: MeOH (85:15) 118-120
Hexano: AcOEt (60:40) 63-65 AcOEt: MeOH (80:20) 121-123
Hexano: AcOEt (55:45) 66-68 AcOEt: MeOH (75:25) 124-125
Hexano: AcOEt (50:50) 69-79 AcOEt: MeOH (70:30) 126-128
Hexano: AcOEt (45:55) 80-81 AcOEt: MeOH (60:40) 129-132
Hexano: AcOEt (40:60) 82-85 AcOEt: MeOH (50:50) 133-137
Hexano: AcOEt (35:65) 86-87 AcOEt: MeOH (25:75) 138-140
Hexano: AcOEt (30:70) 88-90 MeOH 141-150
Hexano: AcOEt (25:75) 91-92

Tabela 55: FragOes reunidas de LS2-15

GRUPO | FRACOES | MASSA (g) | GRUPO | FRACOES | MASSA (g)
LS2-15-1 1-10 0,005 LS2-15-9 78-85 0,130
.S2-15-2 11-12 0,007 LS2-15-10 86-97 0,060
.S2-15-3 13-24 0,007 LS2-15-11 | 98-102 0,035

L S2-15-4 25-30 0,008 LS2-15-12 | 103-107 0,018
LS2-15-5 31-38 0,009 LS2-15-13 | 108-121 0,110
LS2-15-6 39-50 0,025 LS2-15-14 | 122-134 0,070
LS2-15-7 51-62 0,050 LS2-15-15 | 135-152 0,095
LS2-15-8 63-77 0,100

GRUPO LS2-16

O grupo LS2-16 (0,250 g) foi submetido a fracionamento em coluna de silica gel,
utilizando-se como eluentes misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH).
Foram obtidas 294 fracbes, de 20 mL cada, como indicado na Tabela 56, pagina 64. Ap6s
comparagdo por CCD de silica, as fragdes foram reunidas em 23 grupos (Tabela 57, pagina

64). Os grupos obtidos de LS2-16 ndo originaram substancias puras.
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Tabela 56: Fracionamento cromatogréfico de LS2-16

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO | FRACOES

Hexano 1-6 AcOEt: MeOH (95:05) 182-189
Hexano:AcOEt (95:05) 7-20 AcOEt: MeOH (90:10) 190-198
Hexano: AcOEt (90:10) 21-34 AcOEt: MeOH (85:15) 199-202
Hexano: AcOEt (85:15) 35-42 AcOEt: MeOH (80:20) 203-207
Hexano: AcOEt (80:20) 43-48 AcOEt: MeOH (75:25) 208-212
Hexano: AcOEt (75:25) 49-73 AcOEt: MeOH (70:30) 213-216
Hexano: AcOEt (70:30) 74-85 AcOEt: MeOH (65:35) 217-222
Hexano: AcOEt (65:35) 86-92 AcOEt: MeOH (60:40) 223-226
Hexano: AcOEt (60:40) 93-104 AcOEt: MeOH (55:45) 227-230
Hexano: AcOEt (55:45) 105-112 AcOEt: MeOH (50:50) 231-234
Hexano: AcOEt (50:50) 113-120 AcOEt: MeOH (45:55) 235-238
Hexano: AcOEt (45:55) 121-132 AcOEt: MeOH (40:60) 239-242
Hexano: AcOEt (40:60) 133-138 AcOEt: MeOH (35:65) 243-246
Hexano: AcOEt (35:65) 139-142 AcOEt: MeOH (30:70) 247-251
Hexano: AcOEt (30:70) 143-151 AcOEt: MeOH (25:75) 252-255
Hexano: AcOEt (25:75) 152-156 AcOEt: MeOH (20:80) 256-259
Hexano: AcOEt (20:80) 157-160 AcOEt: MeOH (15:85) 260-263
Hexano: AcOEt (15:85) 161-164 AcOEt: MeOH (10:90) 264-267
Hexano: AcOEt (10:90) 165-172 AcOEt: MeOH (05:95) 268-273
Hexano: AcOEt (05:95) 173-176 MeOH 274-294

AcOEt 177-181

Tabela 57: FracOes reunidas de LS2-16

CODIGO | FRACOES | MASSA(g) | CODIGO | FRACOES | MASSA(g)
LS2 —16-1 1-7 0,009 LS2-16-13 | 118-137 0,048
LS2 —16-2 8-11 0,013 LS2-16-14 | 138-146 0,016
LS2 —16-3 12-13 0,008 LS2-16-15 | 147-178 0,051
LS2 — 16-4 14-26 0,017 LS2-16-16 | 179-190 0,028
LS2 —16-5 27-36 0,018 LS2-16-17 | 191-198 0,021
LS2 —16-6 37-41 0,014 LS2-16-18 | 199-211 0,055
LS2 — 16-7 42-66 0,048 LS2-16-19 | 212-218 0,015
LS2 —16-8 67-74 0,017 LS2-16-20 | 219-234 0,029
LS2 —16-9 75-86 0,023 LS2 -16-21 | 235-254 0,015
LS2 —16-10 87-89 0,010 LS2-16-22 | 255-289 0,060
LS2-16-11 | 90-106 0,042 LS2-16-23 | 290-294 0,008
LS2-16-12 | 107-117 0,028

GRUPO LS2-19

O grupo LS2-19 (0,266 g) foi submetido a fracionamento em coluna de silica gel,
utilizando-se misturas dos eluentes hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) em
polaridades crescentes. Foram obtidas 270 fragdes, de 20 mL cada, como indicado na Tabela
58, pagina 65. Ap6s comparagdo por CCD de silica, as fragdes foram reunidas em 51 grupos
(Tabela 59, pagina 65).

64



Tabela 58: Fracionamento cromatogréafico de LS2- 19

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO | FRACOES
Hexano 1-9 AcOEt: MeOH (95:05) 184-191
Hexano:AcOEt (95:05) 10-18 AcOEt: MeOH (90:10) 192-198
Hexano: AcOEt (90:10) 19-22 AcOEt: MeOH (85:15) 199-202
Hexano: AcOEt (85:15) 23-32 AcOEt: MeOH (80:20) 203-207
Hexano: AcOEt (80:20) 33-37 AcOEt: MeOH (75:25) 208-212
Hexano: AcOEt (75:25) 38-41 AcOEt: MeOH (70:30) 213-216
Hexano: AcOEt (70:30) 42-45 AcOEt: MeOH (65:35) 217-220
Hexano: AcOEt (65:35) 46-50 AcOEt: MeOH (60:40) 221-224
Hexano: AcOEt (60:40) 51-53 AcOEt: MeOH (55:45) 225-227
Hexano: AcOEt (55:45) 54-56 AcOEt: MeOH (50:50) 228-233
Hexano: AcOEt (50:50) 57-59 AcOEt: MeOH (45:55) 234-237
Hexano: AcOEt (45:55) 60-65 AcOEt: MeOH (40:60) 238-241
Hexano: AcOEt (40:60) 66-71 AcOEt: MeOH (35:65) 242-244
Hexano: AcOEt (35:65) 72-106 AcOEt: MeOH (30:70) 245-248
Hexano: AcOEt (30:70) 107-122 AcOEt: MeOH (25:75) 249-251
Hexano: AcOEt (25:75) 123-126 AcOEt: MeOH (20:80) 252-254
Hexano: AcOEt (20:80) 127-134 AcOEt: MeOH (15:85) 255-258
Hexano: AcOEt (15:85) 135-138 AcOEt: MeOH (10:90) 259-262
Hexano: AcOEt (10:90) 139-143 AcOEt: MeOH (05:95) 263-265
Hexano: AcOEt (05:95) 144-157 MeOH 266-270
AcOEt 158-183
Tabela 59: FracOes reunidas de LS2- 19
CODIGO | FRACOES | MASSA(g) | CODIGO | FRACOES | MASSA(g)
LS2-19-1 01-11 * LS2-19-27 165 0,004
LS2-19-2 12-15 * LS2-19-28 166-167 0,002
LS2-19-3 16-19 0,002 LS2-19-29 168-175 0,020
LS2-19-4 20-39 0,005 LS2-19-30 176 0,001
LS2-19-5 40-49 0,002 LS2-19-31 177 0,006
LS2-19-6 50-53 0,001 LS2-19-32 178 0,006
LS2-19-7 54-55 0,003 LS2-19-33 179 0,009
LS2-19-8 56-58 0,001 LS2-19-34 180-182 0,014
LS2-19-9 59-60 0,002 LS2-19-35 183 0,003
LS2-19-10 61-63 0,002 LS2-19-36 184 0,004
LS2-19-11 64-65 0,027 LS2-19-37 185-186 0,023
LS2-19-12 66-68 0,001 LS2-19-38 187 0,010
LS2-19-13 69-71 0,001 LS2-19-39 188-190 0,033
LS2-19-14 72-74 0,011 LS2-19-40 191 0,010
LS2-19-15 75-76 0,012 LS2-19-41 192 0,001
LS2-19-16 77-78 0,017 LS2-19-42 193-195 0,008
LS2-19-18 79-85 0,014 LS2-19-43 196-202 0,001
LS2-19-19 86-87 0,001 LS2-19-44| 203-206 0,005
LS2-19-20 88-91 0,007 LS2-19-45 207-211 0,001
LS2-19-21 92-129 0,031 LS2-19-46 212 0,003
LS2-19-22 130-140 0,012 LS2-19-47 213-231 0,013
LS2-19-23 141-159 0,025 LS2-19-48 232-245 0,010
LS2-19-24 160-162 0,010 LS2-19-49 246-253 0,008
LS2-19-25 163 0,005 LS2-19-50 254-263 0,007
LS2-19-26 164 0,003 LS2-19-51 264-270 0,006

*Massa desprezivel
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A fragdo LS2- 19 A [LS2- 19-21, 22 e 23 - (0,068 g)] foi submetida a fracionamento

em coluna de silica gel, utilizando-se misturas dos eluentes hexano, acetato de etila (AcOEt) e

metanol (MeOH) em polaridades crescentes. Foram obtidas 276 fraces, de 5 mL, como

indicado na Tabela 60. Apds comparagdo por CCD de silica, as fragbes foram reunidas em 6

grupos (Tabela 61). Os grupos obtidos de LS2-19A ndo originaram substancias puras.

Tabela 60: Fracionamento cromatografico de LS2- 19 A

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO | FRACOES
Hexano 1-16 AcOEt: MeOH (95:05) 224-228
Hexano:AcOEt (95:05) 17-23 AcOEt: MeOH (90:10) 229-233
Hexano: AcOEt (90:10) 24-32 AcOEt: MeOH (85:15) 234-236
Hexano: AcOEt (85:15) 33-50 AcOEt: MeOH (80:20) 237-239
Hexano: AcOEt (80:20) 51-76 AcOEt: MeOH (75:25) 240-242
Hexano: AcOEt (75:25) 77-91 AcOEt: MeOH (70:30) 243-245
Hexano: AcOEt (70:30) 92-101 AcOEt: MeOH (65:35) 246-248
Hexano: AcOEt (65:35) 102-109 AcOEt: MeOH (60:40) 249-251
Hexano: AcOEt (60:40) 110-117 AcOEt: MeOH (55:45) 252-254
Hexano: AcOEt (55:45) 118-126 AcOEt: MeOH (50:50) 255-256
Hexano: AcOEt (50:50) 127-142 AcOEt: MeOH (45:55) 257-259
Hexano: AcOEt (45:55) 143-150 AcOEt: MeOH (40:60) 260-261
Hexano: AcOEt (40:60) 151-164 AcOEt: MeOH (35:65) 262-263
Hexano: AcOEt (35:65) 165-171 AcOEt: MeOH (30:70) 264-265
Hexano: AcOEt (30:70) 172-190 AcOEt: MeOH (25:75) 266-267
Hexano: AcOEt (25:75) 191-195 AcOEt: MeOH (20:80) 268-269
Hexano: AcOEt (20:80) 196-202 AcOEt: MeOH (15:85) 270-271
Hexano: AcOEt (15:85) 203-208 AcOEt: MeOH (10:90) 272-273
Hexano: AcOEt (10:90) 209-214 AcOEt: MeOH (05:95) 274-275
Hexano: AcOEt (05:95) 215-218 MeOH 276
AcOEt 219-223
Tabela 61: Fracdes reunidas de LS2-19 A
CODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2-19-A-1 1-177 0,025
LS2-19-A-2 178-200 0,003
LS2-19-A-3 201-217 *
LS2-19-A-4 218-222 0,006
LS2-19-A-5 223-242 0,020
LS2-19-A-6 260-276 *

*Massa desprezivel
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GRUPO LS2-22

O grupo LS2-22 (0,4 g) foi submetido a fracionamento em coluna de silica gel,
utilizando-se como eluentes misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH).
Foram obtidas 401 fragdes, de 25 mL cada, como indicado na Tabela 62. Apds comparacao
por CCD de silica, as frages foram reunidas em 23 grupos (Tabela 63). Os grupos obtidos de

LS2-22 ndo originaram substancias puras.

Tabela 62: Fracionamento cromatografico de LS2-22

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES

Hexano 1-8 AcOEt: MeOH (95:05) 273-286
Hexano:AcOEt (95:05) 9-18 AcOEt: MeOH (90:10) 287-294
Hexano: AcOEt (90:10) 19-26 AcOEt: MeOH (85:15) 295-302
Hexano: AcOEt (85:15) 27-30 AcOEt: MeOH (80:20) 303-312
Hexano: AcOEt (80:20) 31-34 AcOEt: MeOH (75:25) 313-320
Hexano: AcCOEt (75:25) 35-38 AcOEt: MeOH (70:30) 321-326
Hexano: AcOEt (70:30) 39-45 AcOEt: MeOH (65:35) 327-332
Hexano: AcOEt (65:35) 46-63 AcOEt: MeOH (60:40) 333-338
Hexano: AcOEt (60:40) 64-67 AcOEt: MeOH (55:45) 339-342
Hexano: AcOEt (55:45) 68-69 AcOEt: MeOH (50:50) 343-344
Hexano: AcOEt (50:50) 70-79 AcOEt: MeOH (45:55) 345-348
Hexano: AcOEt (45:55) 80-196 AcOEt: MeOH (40:60) 349-352
Hexano: AcOEt (40:60) 197-204 AcOEt: MeOH (35:65) 353-356
Hexano: AcOEt (35:65) 205-212 AcOEt: MeOH (30:70) 357-360
Hexano: AcOEt (30:70) 213-220 AcOEt: MeOH (25:75) 361-366
Hexano: AcOEt (25:75) 221-228 AcOEt: MeOH (20:80) 367-370
Hexano: AcOEt (20:80) 229-236 AcOEt: MeOH (15:85) 371-376
Hexano: AcOEt (15:85) 237-244 AcOEt: MeOH (10:90) 377-380
Hexano: AcOEt (10:90) 245-254 AcOEt: MeOH (05:95) 381-386
Hexano: AcOEt (05:95) 255-262 MeOH 387-401

AcOEt 263-272

Tabela 63: FragOes reunidas de LS2-22

GRUPO | FRACOES | MASSA (g) | GRUPO | FRACOES | MASSA (g)
LS2-22-1 1-11 0,005 S2-22-13 | 188-209 0,018
LS2-22-2 12-14 0,004 LS2-22-14 | 210-217 0,005
LS2-22-3 15-22 0,005 LS2-22-15 | 218-227 0,006
LS2-22-4 23-28 0,008 LS2-22-16 | 228-257 0,003
LS2-22-5 29-45 0,022 LS2-22-17 | 258-282 0,008
LS2-22-6 46-59 0,023 LS2-22-18 | 283-328 0,125
LS2-22-7 60-79 0,020 LS2-22-19 | 329-342 0,028
.S2-22-8 80 0,006 .S2-22-20 | 343-348 0,009
.S2-22-9 81-91 0,013 S2-22-21 | 349-356 0,019
LS2-22-10 | 92-105 0,025 LS2-22-22 | 357-384 0,055
LS2-22-11 | 106-175 0,100 LS2-22-23 | 385-401 0,012
LS2-22-12 | 176-187 0,021
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GRUPO LS2-24

Os grupos LS2-24 e LS2-25 (1,712 g) foram reunidos e denominados LS2-24. Este foi
submetido a fracionamento em coluna de silica gel, utilizando-se misturas dos eluentes
hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH). Foram obtidas 146 fra¢des, de 50 mL
cada, como indicado na Tabela 64. Estas, apds comparacdo por CCD de silica, as fragdes
foram reunidas em 6 grupos (Tabela 65). Os grupos obtidos de LS2-24 ndo originaram

substancias puras.

Tabela 64: Fracionamento cromatografico de LS2-24

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-4 Hexano: AcOEt (30:70) 78-91
Hexano:AcOEt (95:05) 5-8 Hexano: AcOEt (25:75) 92-95
Hexano: AcOEt (90:10) 9-11 Hexano: AcOEt (20:80) 96-102
Hexano: AcOEt (85:15) 12-16 Hexano: AcOEt (15:85) 103-107
Hexano: AcOEt (80:20) 17-21 Hexano: AcOEt (10:90) 108-113
Hexano: AcOEt (75:25) 22-25 AcOEt 114-118
Hexano: AcOEt (70:30) 26-35 AcOEt MeOH (95:05) 119-121
Hexano: AcOEt (65:35) 36-40 AcOEt : MeOH (90:10) 122-124
Hexano: AcOEt (60:40) 41-47 AcOEt: MeOH (80:20) 125-128
Hexano: AcOEt (65:45) 48-55 AcOEt: MeOH (70:30) 129-131
Hexano: AcOEt (50:50) 56-61 AcOEt: MeOH (50:50) 132-134
Hexano: AcOEt (45:55) 62-66 AcOEt: MeOH (25:75) 135-137
Hexano: AcOEt (40:60) 67-73 MeOH 138-146
Hexano: AcOEt (35:65) 74-77
Tabela 65: FragOes reunidas de LS2-24

GRUPO | FRACOES | MASSA (g) | GRUPO | FRACOES | MASSA (g)

LS2 - 24-1 1-7 0,028 LS2 - 24-4 11-32 0,080

LS2 - 24-2 8 0,006 LS2 - 24-5 33-72 0,035

LS2 - 24-3 9-10 0,005 LS2-24-6 | 73-146 1,000

O grupo LS2-24-6 (1,000 g) foi submetido a fracionamento em coluna de silica gel,

utilizando-se misturas dos eluentes hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH).
Foram obtidas 370 fracdes, de 25 mL cada, como indicado na Tabela 66, pagina 69. Estas,

apo6s comparacdo por CCD de silica, foram reunidas em 59 grupos (Tabela 67, pagina 69).
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Tabela 66 : Fracionamento cromatografico de LS2-24-6

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-5 Hexano: AcOEt (10:90) 189-192
Hexano:AcOEt (95:05) 6-9 Hexano: AcOEt (05:95) 193-196
Hexano: AcOEt (90:10) 10-32 AcOEt 197-212
Hexano: AcOEt (85:15) 33-67 AcOEt: MeOH (95:05) 213-220
Hexano: AcOEt (80:20) 68-83 AcOEt: MeOH (90:10) 221-224
Hexano: AcOEt (75:25) 84-97 AcOEt: MeOH (85:15) 225-228
Hexano: AcOEt (70:30) 98-105 AcOEt: MeOH (80:20) 229-251
Hexano: AcOEt (65:35) 106-113 AcOEt: MeOH (75:25) 252-280
Hexano: AcOEt (60:40) 114-119 AcOEt: MeOH (70:30) 281-301
Hexano: AcOEt (55:45) 120-127 AcOEt: MeOH (65:35) 302-309
Hexano: AcOEt (50:50) 128-135 AcOEt: MeOH (60:40) 310-318
Hexano: AcOEt (45:55) 136-143 AcOEt: MeOH (55:45) 319-329
Hexano: AcOEt (40:60) 144-157 AcOEt: MeOH (50:50) 330-343
Hexano: AcOEt (35:65) 158-164 AcOEt: MeOH (40:60) 344-350
Hexano: AcOEt (30:70) 165-168 AcOEt: MeOH (30:70) 351-356
Hexano: AcOEt (25:75) 169-172 AcOEt: MeOH (20:80) 357-360
Hexano: AcOEt (20:80) 173-176 AcOEt: MeOH (10:90) 361-363
Hexano: AcOEt (15:85) 177-188 MeOH 364-370
Tabela 67: FragOes reunidas de LS2-24-6
cODIGO FRACOES MASSA(g) CcODIGO FRACOES MASSA(g)
LS2-24-6-1 1-12 0,007 LS2-24-6-31 197-198 0,008
LS2-24-6-2 13-14 0,007 LS2-24-6-32 199-205 0,022
LS2-24-6-3 15-19 0,009 LS2-24-6-33 206-212 0,032
LS2-24-6-4 20-28 0,008 LS2-24-6-34 213-221 0,100
LS2-24-6-5 29-32 0,003 LS2-24-6-35 222-232 0,200
LS2-24-6-6 33-48 0,010 LS2-24-6-36 233-234 0,060
LS2-24-6-7 49-64 0,007 LS2-24-6-37 235-245 0,017
LS2-24-6-8 65-67 0,004 LS2-24-6-38 246-253 0,030
LS2-24-6-9 68-69 0,005 LS2-24-6-39 254-257 0,040
LS2-24-6-10 70-71 0,010 LS2-24-6-40 258-262 0,033
LS2-24-6-11 72-76 0,003 LS2-24-6-41 263-269 0,035
LS2-24-6-12 77-81 0,003 LS2-24-6-42 270-279 0,013
LS2-24-6-13 82 0,006 LS2-24-6-43 280-290 0,044
LS2-24-6-14 83-85 0,004 LS2-24-6-44 291-292 0,016
LS2-24-6-15 86 0,007 LS2-24-6-45 293-298 0,010
LS2-24-6-16 87-90 0,001 LS2-24-6-46 299-301 0,016
LS2-24-6-17 91-97 0,014 LS2-24-6-47 302-304 0,020
LS2-24-6-18 98-99 0,002 LS2-24-6-48 305-310 0,011
LS2-24-6-19 100-102 0,008 LS2-24-6-49 311-314 0,030
LS2-24-6-20 103-104 0,004 LS2-24-6-50 315-324 0,020
LS2-24-6-21 105 0,006 LS2-24-6-51 325-329 0,010
LS2-24-6-22 106-111 0,008 LS2-24-6-52 330-334 0,024
LS2-24-6-23 112-119 0,015 LS2-24-6-53 335-341 0,015
LS2-24-6-24 120-126 * LS2-24-6-54 342-344 0,010
LS2-24-6-25 127-131 0,005 LS2-24-6-55 345-350 0,013
LS2-24-6-26 132-135 0,020 LS2-24-6-56 351-357 0,017
LS2-24-6-27 136-157 0,011 LS2-24-6-57 358-361 0,010
LS2-24-6-28 158-165 0,026 LS2-24-6-58 362-364 0,007
LS2-24-6-29 166-188 0,031 LS2-24-6-59 365-370 0,009
LS2-24-6-30 189-196 0,019

*Massa desprezivel
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GRUPO LS2-40

O grupo LS2-40 (0,470 g) foi submetido a cromatografia em coluna de silica gel,

utilizando-se misturas de hexano, acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) em polaridades

crescentes, obtendo-se 112 fragdes, de 25 mL cada, como mostrado na Tabela 68. As fragdes

obtidas foram analisadas por CCD de silica e, aquelas que apresentaram perfil cromatogréfico

semelhante, foram reunidas, obtendo-se 14 grupos (Tabela 69). Os grupos obtidos de LS2-40

ndo originaram substancias puras.

Tabela 68: Fracionamento cromatografico de LS2-40

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 01 - 04 Hexano: AcOEt (25:75) 67 -72

Hexano:AcOEt (95:05) 05-13 Hexano: ACOEt (15:85) 73-76

Hexano: AcOEt (90:10) 14 - 20 AcOEt 77 -82

Hexano: AcOEt (85:15) 21-30 AcOEt: MeOH (95:05) 83 -88

Hexano: AcOEt (80:20) 31-37 AcOEt: MeOH (90:10) 89 -92

Hexano: AcOEt (75:25) 38 -42 AcOEt: MeOH (80:20) 93 -97

Hexano: AcOEt (70:30) 43 - 46 AcOEt: MeOH (70:30) 98 - 101

Hexano: AcOEt (65:35) 47 - 49 AcOEt: MeOH (60:40) | 102 -104

Hexano: AcOEt (55:45) 50 -55 AcOEt: MeOH (50:50) | 105 -108

Hexano: AcOEt (45:55) 56 - 61 AcOEt: MeOH (30:70) | 109 -111

Hexano: AcOEt (35:65) 62 - 66 MeOH 112

Tabela 69: FracGes reunidas de LS2-40
GRUPOS FRACOES MASSA (g) GRUPOS FRACOES MASSA (g)
REUNIDAS REUNIDAS

LS2 - 40-01 01-03 0,005 LS2 - 40-08 32-35 0,010
LS2 - 40-02 06-08 0,020 LS2 - 40-09 36-37 0,013
LS2 - 40-03 09-13 0,160 LS2 - 40-10 38-72 0,010
LS2 - 40-04 14-17 0,005 LS2 - 40-11 73-88 0,012
LS2 - 40-05 18-20 0,020 LS2 - 40-12 89-97 0,010
LS2 - 40-06 21-30 0,180 LS2 - 40-13 98-100 0,006
LS2 - 40-07 31 0,003 LS2 - 40-14 101-112 0,009

A fracdo LS2-40-3 (0,160g) foi submetida a fracionamento em coluna de silica gel,

utilizando-se misturas dos eluentes hexano, diclorometano, acetato de etila (AcOEt) e metanol

(MeOH) em polaridades crescentes. Foram obtidas 133 fragfes, de 15mL cada, como

indicado na Tabela 70, pagina 71. Ap6s comparacdo por CCD de silica, as fragbes foram

reunidas em 16 grupos (Tabela 71, pagina 71).
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Tabela 70: Fracionamento cromatografico de LS2-40-3

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-6 Diclorometano 89-91
Hexano: diclorometano (95:05) 7-12 Diclorometano: AcOEt (05:95) 92-93
Hexano: diclorometano (90:10) 13-24 Diclorometano: AcOEt (90:10) 94-95
Hexano: diclorometano (85:15) 25-35 Diclorometano: AcOEt (85:15) 96-97
Hexano: diclorometano (80:20) 36-52 Diclorometano: AcOEt (80:20) 98-99
Hexano: diclorometano (75:25) 53-55 Diclorometano: AcOEt (75:25) | 100-102
Hexano: diclorometano (70:30) 56-60 Diclorometano: AcOEt (70:30) | 103-104
Hexano: diclorometano (65:35) 61-64 Diclorometano: AcOEt (65:35) | 105-106
Hexano: diclorometano (60:40) 65-66 Diclorometano: AcOEt (60:40) | 107-109
Hexano: diclorometano (55:45) 67-69 Diclorometano: AcOEt (55:45) | 110-111
Hexano: diclorometano (50:50) 70-71 Diclorometano: AcOEt (50:50) | 112-113
Hexano: diclorometano (45:55) 72-73 Diclorometano: AcOEt (40:60) 114-115
Hexano: diclorometano (40:60) 74-75 Diclorometano: AcOEt (30:70) 116-117
Hexano: diclorometano (35:65) 76-77 Diclorometano: AcOEt (20:80) 118-119
Hexano: diclorometano (30:70) 78-80 Diclorometano: AcOEt (10:90) 120-121
Hexano: diclorometano (25:75) 81-82 AcOEt 122-125
Hexano: diclorometano (20:80) 83-84 AcOEt: MeOH (90:10) 126-127
Hexano: diclorometano (15:85) 85 AcOEt: MeOH (75:25) 128
Hexano: diclorometano (10:90) 86 AcOEt: MeOH (50:50) 129-131
Hexano: diclorometano (05:95) 87-88 MeOH 132-133
Tabela 71: Fragdes reunidas de LS2-40-3
GRUPO GRUPO
FRACOES | MASSA (g) FRACOES | MASSA (g)

LS2-40-3-1 1-18 0,027 LS2-40-3-9 64-70 0,003

LS2-40-3-2 19-29 0,010 LS2-40-3-10 71-72 0,002

LS2-40-3-3 30-37 0,008 LS2-40-3-11 73-83 0,020

LS2-40-3-4 38-41 0,003 LS2-40-3-12 84-89 0,008

LS2-40-3-5 42-44 0,005 LS2-40-3-13 90-111 0,020

LS2-40-3-6 45-57 0,004 LS2-40-3-14 | 112-126 0,005

LS2-40-3-7 58-60 0,003 LS2-40-3-15 | 127-129 0,014

LS2-40-3-8 61-63 0,005 LS2-40-3-16 | 130-133 0,005

As fragdes LS2-40-5 e LS2-40-6 (0,2 g) foram reunidas e re-codificadas de LS2-40-5.
Esta fracdo foi submetida a fracionamento em coluna de silica gel, utilizando-se misturas dos
eluentes hexano, diclorometano, acetato de Etila (AcOEt), metanol (MeOH) e agua em
polaridades crescentes. Foram obtidas 241 fragdes, de 15mL cada, como indicado na Tabela

72, pagina 72. Apdés comparacdo por CCD de silica, as fragcbes foram reunidas em 29 grupos

(Tabela 73, pagina 72).
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Tabela 72: Fracionamento cromatografico de LS2-40-5

ELUENTE USADO FRACOES ELUENTE USADO FRACOES
Hexano 1-10 Diclorometano: AcOEt (75:25) 147-149
Hexano: diclorometano (95:05) 11-15 Diclorometano: AcOEt (70:30) | 150-153
Hexano: diclorometano (90:10) 16-25 Diclorometano: AcOEt (65:35) | 154-156
Hexano: diclorometano (85:15) 26-36 Diclorometano: AcOEt (60:40) | 157-160
Hexano: diclorometano (80:20) 37-42 Diclorometano: AcOEt (55:45) | 161-162
Hexano: diclorometano (75:25) 43-53 Diclorometano: AcOEt (50:50) | 163-166
Hexano: diclorometano (70:30) 54-66 Diclorometano: AcOEt (40:60) 167-170
Hexano: diclorometano (65:35) 67-73 Diclorometano: AcOEt (30:70) 171-177
Hexano: diclorometano (60:40) 74-80 Diclorometano: AcOEt (20:80) 178-180
Hexano: diclorometano (55:45) 81-85 Diclorometano: AcOEt (10:90) 181-183
Hexano: diclorometano (50:50) 86-90 AcOEt 184-189
Hexano: diclorometano (45:55) 91-95 AcOEt: MeOH (90:10) 190-193
Hexano: diclorometano (40:60) 96-99 AcOEt: MeOH (85:15) 194-197
Hexano: diclorometano (35:65) 100-103 AcOEt: MeOH | (80:20) 198-201
Hexano: diclorometano (30:70) 104-108 AcOEt: MeOH (75:25) 202-206
Hexano: diclorometano (20:80) 109-113 AcOEt: MeOH (70:30) 207-211
Hexano: diclorometano (15:85) 114-117 AcOEt: MeOH (60:40) 212-216
Hexano: diclorometano (10:90) 118-121 AcOEt: MeOH (50:50) 217-221
Hexano: diclorometano (05:95) 122-124 AcOEt: MeOH (25:75) 222-226
Diclorometano 125-129 MeOH 227-234
Diclorometano: acetato de etila (95:05) 130-133 MeOH: agua (95:05) 235-237
Diclorometano: acetato de etila (90:10) 134-137 MeOH: agua (90:10) 238-240
Diclorometano: acetato de etila (85:15) 138-141 MeOH: agua (80:20) 241
Diclorometano: acetato de etila (80:20) 142-146
Tabela 73: Fragdes reunidas de LS2-40-5
GRUPO FRACOES | MASSA (g) | GRUPO FRACOES | MASSA (g)
LS2-40-5-1 1-3 0,015 LS2-40-5-16 | 132-162 0,024
LS2-40-5-2 4-8 0,005 LS2-40-5-17 | 163-168 0,002
LS2-40-5-3 9-21 0,005 LS2-40-5-18 | 169-190 0,011
LS2-40-5-4 22-33 0,004 LS2-40-5-19 191 0,003
LS2-40-5-5 34-36 0,014 LS2-40-5-20 | 192-198 0,009
LS2-40-5-6 37-53 0,010 LS2-40-5-21 | 199-206 0,008
LS2-40-5-7 54-73 0,009 LS2-40-5-22 | 207-208 0,005
LS2-40-5-8 74-90 0,010 LS2-40-5-23 | 209-212 0,037
LS2-40-5-9 91-92 0,007 LS2-40-5-24 | 213-224 0,013
LS2-40-5-10 93 0,005 LS2-40-5-25 | 225-233 0,008
LS2-40-5-11 94 0,004 LS2-40-5-26 | 234-235 0,004
LS2-40-5-12 95-100 0,007 LS2-40-5-27 | 236-237 0,005
LS2-40-5-13 | 101-113 0,015 LS2-40-5-28 | 238-240 0,010
LS2-40-5-14 114-128 0,009 LS2-40-5-29 241 0,005
LS2-40-5-15 129-131 0,021
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I11. 10. Testes de inibicdo da xantina oxidase com as substancias isoladas do extrato

cloroférmico de Lychnophora staavioides

Para as substincias denominadas L.S2-3-A, LS2-3-C, LS2-8-B, LS2-4-A foram
preparadas solugdes aquosas nas concentragoes de 10, 20, 30, 40, 50 ¢ 100 pg/mL. Para se
obter a completa solubilizagdo das substancias em agua destilada, utilizou-se de uma mistura
de Tween 80 e etanol em concentragdes finais nas solucdes dos extratos de 0,1% p/v e 1% v/v
respectivamente. Somente apos a solubilizagdo das substincias nessa mistura é que foi
adicionada a agua destilada. Preparou-se também uma solucdo aquosa de alopurinol para ser
utilizado como controle positivo de inibicdo da XO em concentragdo de 10 pg/mL

A solucdo do substrato da enzima, xantina, foi preparada no momento do ensaio em
concentracdo de 0,60 mM e a solucdo da enzima, também preparada no momento do uso, foi
feita completando-se o volume 0,056 mL de enzima para 5 mL com solugdo tampao fosfato
de potassio — fosfato de sodio 1/15M, pH 7,5.

O ensaio foi realizado utilizando o equipamento a Hélios spectrophotometer, Thermo
Electron Corporation, USA, a uma temperatura de 25°C.

Na Tabela 74 encontra-se esquematizado o procedimento usado no teste com as

substancias isoladas de L. staavioides.

Tabela 74: Resumo do ensaio de inibigdo da enzima xantina oxidase com as substincias isoladas.

Solugao Tampao | Solugdo de Splggfio de Solugéo de
Cubetas aquosa das - . inibidor
A coax | PH=T5 enzima - substrato
substancias (alopurinol)
Branco* - 1,8 mL 0,3 mL - 2,1 mL
Teste 0,8 mL 1,8 mL 0,3 mL - 2,1 mL
Padréo - 1,8 mL 0,3 mL 0,8 mL 2,1 mL

* acrescida de mistura de tween 80 e etanol em concentragdes de 0,1% p/v e 1% v/v respectivamente.

** Concentragdo final das substancias = 10, 20, 30, 40, 50 ¢ 100 pg/mL.

A leitura da absorbancia a 295 nm foi realizada ap6s 10 minutos de incubagdo das
substancias com a enzima. Apods a adicdo da solugdo de substrato, cinco leituras das
absorbancias a 295 nm foram realizadas em intervalos de 2 minutos. Com esses valores, foi
possivel obter graficos de formagdo dos produtos em relacdo ao tempo e suas respectivas
inclinagdes. A porcentagem de inibi¢do da enzima XO foi calculada segundo equagdo descrita

no item III. 5. 1, pagina 33.
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IV. 1. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS METABOLITOS OBTIDOS A PARTIR
DO FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO CLOROFORMICO
DE LYCHNOPHORA STAAVIOIDES MART.

As fragdes isoladas, apds andlise utilizando-se técnicas espectroscopicas de RMN,

forneceram as seguintes substancias:

1IV. 1. 1. PINOSTROBINA (LS2-3-A)

LS2-3-A (Pinostrobina)

Do fracionamento de LS2-3, foram obtidos dois s6lidos amarelos denominados LS2-3-A
e LS2-3-C, cuja CCD de silica apds ser aspergida com solucdo metanolica de AICL a 5 %
mostrou manchas com fluorescéncias caracteristicas de flavonoides.
O espectro de RMN de ‘H de LS2- 3-A apresentou um dupleto duplo centrado em &
5,41 (13 Hz e 3,1 Hz) e os dois dupletos duplos em & 3,08 (17,2 Hz e 13 Hz) e em 5 2,81
(17,2 Hz e 3,1 Hz) atribuidos aos hidrogénios do anel C de flavanona H-2, H-3b e H-3a,
respectivamente. A correlacdo observada entre os sinais em & 5,41, & 3,08 e 6 2,81 no mapa
de contorno do experimento COSY 'H,'H, evidencia a vizinhanca matua entre os hidrogénios
que os originam. A constante de acoplamento geminal, J (*H,'"H) = 17,2 Hz, medida nos
dupletos duplos centrados em & 2,81 e & 3,08, no espectro de RMN de ‘H corresponde ao
acoplamento H-3aeq/ H-3bax. As constantes de acoplamento de %) (*H,"H) = 13 Hz medidas
nos dupletos duplos centrados em & 5,41 e & 3,08 séo referentes ao acoplamento H-2,,/ H-
3bax. A constante de acoplamento *J (*H,'H) = 3,1 Hz medida nos dupletos duplos em & 2,81 e
d 5,41 corresponde ao acoplamento H-2,,/ H-3a.q. As correlagOes observadas para esses sinais
no mapa de contorno obtido pela técnica HETCOR levou a atribui¢do dos sinais dos carbonos
correspondentes em 8 79,2 (C-2), 6 43,4 (C-3). (Tabelas 75 e 76, figuras 7, 8, 9, 10, 11, 12 e
15, paginas 77, 78, 79, 80 e 82, respectivamente)
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Os sinais dos hidrogénios aromaticos do anel B (H-2’, H-6°, H-3’e H-5") apareceram
como multipleto em & 7,38 a & 7,47 (Tabela 75, figuras 7 e 10, paginas 77, 78 ¢ 79,
respectivamente). No mapa de contorno obtido pela técnica HETCOR esses sinais mostraram
correlagdo com os sinais em o 126,1 (C-2’,4’¢ 6°) e em o 128,9 (C-3’¢ 5°).

Aos hidrogénios aromaticos do anel A foram atribuidos os dois dupletos em 6 6,07 (H-
8) e 0 6,06 (H-6), respectivamente que apresentaram constantes de acoplamento de 2,32 Hz,
compativel com a posi¢ao relativa meta entre os dois hidrogénios. As atribuigdes feitas foram
confirmadas pelo mapa de contorno do experimento COSY 'H,'H, que mostrou a correlagdo
entre os sinais (Figuras 11 e 12, pagina 80). Estes sinais mostraram correlagcdo, no mapa de
contorno do experimento HETCOR, com os sinais em o 94,3 e d 95,1, referentes aos carbonos
8 e 6 respectivamente (Tabela 76 e figura 15, paginas 77 e 82, respectivamente).

O simpleto em & 12,04 no espectro de RMN de "H de LS2- 3-A, caracteristico de
hidrogénio fendlico envolvido em ligacdo de hidrogénio intramolecular, foi atribuido ao
hidrogénio da hidroxila em C-5.

O simpleto em 9 3,80, integrado para trés hidrogénios, foi atribuido aos hidrogénios do
grupo metoxila. O mapa de contorno HETCOR mostrou correlagdo do sinal no espectro de
RMN de "°C em & 55,69 com o simpleto em & 3,08, referente aos hidrogénios do grupo
metoxila. O espectro de RMN de "*C mostrou sinais correspondentes a dezesseis carbonos.
Este espectro comparado com dados da literatura [EL-SOHLY et al., 1979] sugere que os
carbonos C-5 e C-7 estio ligados a oxigénio e apresentam sinais em 6 164,1 e & 168,0,
respectivamente (Tabela 76, figuras 13 e 15, paginas 77, 81 e 82, respectivamente).

O espectro de DEPT apresentou sinais referentes a cinco carbonos metinicos, um
metilénico e um metilico (Figura 14, pagina 81).

O carbono carbonilico (C-4) foi atribuido pela sua posicdo caracteristica, na regido de
maior freqii€ncia do espectro (6 195,8).

Os demais sinais no espectro de RMN "C ndo apresentaram correlagio no mapa de
contorno HETCOR sendo, portanto, correspondentes aos carbonos nao hidrogenados.

Os espectros de RMN de 'H, COSY '"H-'H, RMN de "“C, DEPT e HETCOR,
corroboraram com a estrutura da 5-hidroxi-7metoxiflavanona (4H-1-Benzopirano-4-
ona,2,3-diidro-5-hidroxi-7-metoxi-2-fenil). Esta substiancia foi comparada com os dados
publicados na literatura podendo-se identificar a estrutura da molécula como sendo igual a da

pinostrobina [AGRAWAL, 1989; BURKE & NAIR, 1986; EL-SOHLY, 1979].
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Tabela 75: Dados do espectro de RMN de 'H 2 400 MHz em CDCls,  em ppm, J em Hz., de LS2-3-A ¢ os
dados obtidos da literatura para pinostrobina.

LS2-3-A BURKE & NAIR, 1986*
H o n.° de H, multiplicidade, J o n.° de H, multiplicidade, J
CH;0 3,80 3H, s 3,90 3H, s
2 5,41 1H, dd, 3,1; 13,0 5,40 1H, dd, 3,3; 10,3
3a 2,82 1H, dd, 3,1; 17,2 2,85 1H, dd, 3,3; 13,0
3b 3,08 1H, dd, 13,0; 17,2 3,10 1H, dd, 10,3; 13,0
2°,3,4,5,6° | 7,42 5H, m 7,40 5H, m
HO-C-5 12,01 1H, s 12,00 1H, s
6 6,06 1H, d, 2,32 6,03 1H,d, 2,4
8 6,07 1H, d, 2,32 6,03 1H,d, 2,4

* Espectro de RMN de "H a 300 MHz em CDCl,

Tabela 76: Dados do espectro de RMN de B¢, a 50 MHz em CDCls, § em ppm, de LS2-3-A e os dados obtidos
da literatura para pinostrobina.

Pinostrobina
Carbonos LS2-3-A [EL-SOHLY et al., 1979]
2 79,2 80,0
3 43,4 43,7
2 195.8 197,1
5 164,1 165,1
< 95.1 94,74
7 168,0 169,0
3 94,3 95,7#
9 162,8 164,0
10 103,2 103,9
T 138,4 140,0
T F6 126,1 127,3
3.5 128,9 129,5
“0-CH, 55,7 56,3

*Espectro de RMN de BC, a 100 MHz em acetona deuterada (Acetona-dg)

*Esses dados podem estar invertidos
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Figura 8 — Espectro de RMN de 'H de LS2-3-A (CDCls, 400MHz),
expansdo das regides a d 3,15-3,00 ¢ 6 2,85 -2,79
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Figura 9 — Espectro de RMN de 'H de LS2-3-A (CDCls, 400MHz), expansio da regido a & 6,1 — 5,3
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Figura 10 — Espectro de RMN de 'H de LS2-3-A (CDCls, 400MHz),
expansdo das regides a 6 7,47 — 7,35
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Figura 11 — Mapa de contorno COSY de 'H-'H de LS2-3-A (CDCls;, 400MHz)
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Figura 12 — Mapa de contorno COSY de 'H-"H de LS2-3-A (CDCl;, 400MHz),
expansdo da regido a 8 5,7 — 2,5
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1V. 1. 2. LS2-3-C - TECTOCRISINA

LS2-3-C (tectocrisina)

Os espectros de LS2-3-C mostraram-se semelhantes aos de LS2-3-A diferindo apenas
nos sinais referentes aos hidrogénios e carbonos do anel C.

O espectro de RMN de 'H de LS2-3-4 apresentou um sinal em & 6,67 (s), atribuido a
H-3 do anel C de flavona (Figuras 16 e 17, pagina 85).

Os sinais dos hidrogénios aromaticos do anel B (H-2’¢ H-6’ ¢ H-3", H 4°, H-5)
apareceram como multipletos centrados em 6 7,90 (H-2’e H-6") ¢ & 7,49 (H-3°, H 4’¢ H-5")
(Tabela 77, figuras 16 e 17, paginas 84 e 85, respectivamente). No mapa de contorno obtido
pela técnica HETCOR esses sinais mostraram correlagdo com o sinal em & 126,3, atribuido
aos carbonos 2’ ¢ 6°, em 6 129,1, correspondente ao carbono 3°, 5’ e em & 131,3, atribuido a
C-4’ (Figura 20, pagina 87).

Os dois dupletos em & 6,51 e & 6,38 foram atribuidos aos hidrogénios aromaticos do
anel A, H-8 e H-6, respectivamente, que apresentaram constantes de acoplamento de 2,30 Hz,
compativel com a posicdo relativa meta entre os dois hidrogénios. Estes sinais mostraram
correlagdo, no mapa de contorno do experimento HETCOR, com os sinais em o 92,70 e o
98,20, referentes aos carbonos 8 e 6 respectivamente (Tabela 78, figura 20, paginas 84 e 87,
respectivamente).

O simpleto em & 12,71 no espectro de RMN de 'H de LS2-3-C, caracteristico de
hidrogénio fendlico envolvido em ligacdo de hidrogénio intramolecular, foi atribuido ao
hidrogénio da hidroxila em C-5.

O simpleto em 9 3,88, integrado para trés hidrogénios, foi atribuido aos hidrogénios do
grupo metoxila. O mapa de contorno HETCOR mostrou correlagdo do sinal no espectro de
RMN de *C em & 55,82 com o simpleto em & 3,88, referente aos hidrogénios do grupo
metoxila. O espectro de RMN de "*C mostrou sinais correspondentes a dezesseis carbonos.

Este espectro comparado com dados da literatura [AGRAWAL, 1989] sugeriu que os
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carbonos C-5 e C-7 estio ligados a oxigénio e apresentam sinais em 6 162,2 ¢ & 165,6,
respectivamente (Tabela 78, figuras 18 e 20, paginas 84, 86 e 87, respectivamente).

O espectro de DEPT apresentou sinais referentes a seis carbonos metinicos ¢ um
metilico (Figura 19, pagina 86).

O carbono carbonilico (C-4) foi atribuido pela sua posi¢do caracteristica, na regido de
maior freqiiéncia do espectro (6 182,5).

Os demais sinais no espectro de RMN "*C ndo apresentaram correlagio no mapa de
contorno HETCOR sendo, portanto, correspondentes aos carbonos nao hidrogenados.

Os espectros de RMN de 1H, RMN de 13C, DEPT e HETCOR, corroboraram com a
estrutura da 5-hidroxi-7-metoxiflavona (4H-1-Benzopirano-4-ona, 5-hidroxi-7-metoxi-2-
fenil). Esta substancia foi comparada com dados da literatura [AGRAWAL et al., 1989;
SUTTHANUT et al., 2007] e foi identificada como tectocrisina.

Tabela 77: Dados de RMN de 'H a 400 MHz em CDCl;, 8 em ppm, J em Hz, de LS2-3-C ¢ os dados obtidos da
literatura para tectocrisina.

LS2-3-C tectocrisina [SUTTHANUT et al., 2007]*
H 1) n.° de H, multiplicidade, J 1) n.° de H, multiplicidade, J
OCH3 3,88 3H, s 3,88 3H, s
3 6,67 1H, s 6,64 1H, s
3.,4,5 7,53 3H, m 7,52 3H, m
2,6 7,89 2H, m 7,87 2H, m
OH - C-5 12,71 1H, s 12,73 1H, s
6 6,38 1H, d, 2,3 6,36 1H, d, 2,3
8 6,51 1H, d, 2,3 6,48 1H, d, 2,3

*Espectro de RMN de 'H a 400 MHz em CDCl;

Tabela 78: Dados do espectro de RMN de 3¢, a 50 MHz em CDCls, § em ppm, da substancia LS2-3-C e os
dados obtidos da literatura para tectocrisina.

Carbonos LS2-3-C tectocrisina [AGRAWAL et al., 1989]*
2 164,0 163,5
3 105.,9 105.,4
4 182,5 182,1
5 162,2 161,3
6 98,2 98,2
7 165,6 165.,4
8 92,7 92,8
9 157,8 157,4
10 105,7 105,0
1" 131,8 130,6
2,6 126,3 126,5
3.5 129,1 129,2
4 131,3 132,1
-OCH, 55,8 55,7

*Espectro de RMN de BC a 100 MHz em CDCl,
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1V. 1. 3. PINOBANKSINA 3-O-ACETATO (LS2-8-B)

LS2-8-B - (pinobanksina 3-O-acetato)

Do fracionamento de LS2-8 foram obtidas duas substincias puras denominadas LS2-
8-A e LS2-8-B. O so¢lido amarelo denominado LS2-8-B apresentou na CCD de silica, apos ser
aspergida com solugdo metanolica de AlCl; a 5%, manchas com fluorescéncias caracteristicas
de flavonodide.

O espectro de RMN de 'H de LS2-8-B apresentou dois dupletos em & 5,81 (11,8 Hz) e
em 6 5,33 (11,8 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-2 e H-3 do anel C, respectivamente,
indicando tratar-se de esqueleto do tipo diidroflavonol (Figura 22, pagina 91). A correlagdo
observada no mapa de contorno de COSY 'H,'H entre os sinais confirma a vizinhanga entre
estes hidrogénios (Figuras 26 e 27, pagina 92). O valor da constante de acoplamento de 11,8
Hz corresponde ao acomplamento axial — axial entre H-2 e H-3. Assim, pode-se atribuir a
configuragdo dos carbonos C-2 e C-3 como sendo a configuragdo 2R-3S. O sinal no espectro
de RMN de "*C em & 169,94 indicou a presenca de duas carbonilas na molécula, sendo este
sinal de carbonila de éster (Figura 25, pagina 93). O simpleto em 6 2,01, integrado para trés
hidrogénios, foi atribuido aos hidrogénios ligados ao carbono 2"" da metila do grupo acetato.
O mapa de contorno obtido pela técnica HETCOR mostrou a correlagdo do sinal no espectro
de RMN de "*C em & 20,34 com o simpleto em & 2,01, referente aos hidrogé€nios da metila
grupo acetato (Figura 27, pagina 94).

Os dois dupletos em & 6,04 (2,1 Hz) ¢ & 5,99 (2,1 Hz) foram atribuidos aos
hidrogénios aromaticos do anel A H-6 e H-8, respectivamente. Estes sinais mostraram
correlagdo no mapa de contorno COSY 'H,'H evidenciando o acoplamento entre os
hidrogénios (Figuras 22 e 23, 24, paginas 91 e 92, respectivamente). As correlagdes
observadas no mapa de contorno obtido pela técnica HETCOR levou as atribui¢des dos

carbonos correspondentes em & 96,03 (C-8) e 6 97,48 (C-6).
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O simpleto em o 11,43, caracteristico de hidrogénio fendlico envolvido em ligacao de
hidrogénio intramolecular, foi atribuido ao hidrogénio da hidroxila em C-5.

O multipleto em & 7,39 a § 7,47 foi atribuido aos hidrogénios aromaticos do anel B
(H-2’, H-3°, H-4’, H-5’e H-6") (Tabela 79, figuras 21 e 22, paginas 89 e 91, respectivamente).
O mapa de contorno HETCOR mostrou correlagdes dos sinais no espectro de RMN de "*C
em o 127,39, & 129,64 e & 128,79 com o sinal do multipleto centrado em & 7,44,
correspondente aos hidrogénios do anel B, e foram atribuidos aos carbonos C-2’e¢ 6, C3’ ¢ 5°
e C-4’, respectivamente (Figura 27, pagina 94).

O espectro de RMN de "C de LS2-8-B mostrou sinais correspondentes a quinze
carbonos. O sinal em 6 191,8 atribuido ao carbono carbonilico (C-4), apresentou-se deslocado
para regido mais proxima do TMS em relacdo ao sinal de C-4 de LS2-3-A (& 195,8),
indicando a presenga de oxigénio em C-3.

Os dados do espectro de RMN de "*C comparado com dados da literatura [FANG, et
al., 1987; ECONOMIDES E KLAUS-PETER, 1998] sugerem que os carbonos C-5 ¢ C-7
estdo ligados a oxigénio com sinais em 6 163,9 e & 167,06, respectivamente (Tabela 80, Figura
25, paginas 92 e 93, respectivamente). O espectro de DEPT apresentou sinais referentes a sete
carbonos metinicos e um metilico (Figura 26, pagina 93).

Os espectros de RMN de '"H, COSY 'H-'H, RMN de "*C, DEPT e HETCOR,
corroboraram com a estrutura da 3p-O-acetoxi-5,7-diidroxi-2,3-diidroflavonol (3,4-diidro-
5,7-diidroxi-4-oxo-2-fenil-2H-croman-3-acetato). Os dados espectrais desta substincia
foram comparados com os dados publicados na literatura para pinobanksina-3-O-acetato
[FANG, et al., 1987; ECONOMIDES E KLAUS-PETER, 1998; JUKUPOVIC, et al., 1966] e

mostraram-se semelhantes.

Tabela 79: Dados de RMN de 'H, 200 MHz, CDCl;, § em ppm, J em Hz, de LS2-8-B e dados obtidos da
literatura para pinobanksina 3-O-acetato

LS2-8-B Pinobanksina 3-O-acetato [FANG, et al., 1987]*

H ) n.° de H, multiplicidade, J o n.° de H, multiplicidade, J
OCOCH; 2,01 3H,s 2,00 3H, s

2 5,33 1H, d, 11,80 5,30 1H, d, 12,00

3 5,81 1H, d, 11,80 5,77 1H, d, 12,00

2°,3,4,5,6 7,43 5H, m 7,42 5H, m

OH - C-5 11,43 1H, s 11,59 1H, s

6 6,04 1H, d, 2,10 5,97 1H, d, 2,0

8 5,99 1H, d, 2,10 6,00 1H, d, 2,0

*Espectro de RMN de 'H a 300 MHz em CDCl;
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Tabela 80: Dados do espectro de RMN de "°C, 50 MHz em CDCl,, da substancia LS2-8-B ¢ os dados obtidos da
literatura (3 em ppm)

Pinobanksina 3-O-acetato [ ECONOMIDES, KLAUS-
Carbonos LS2-8-B PETER, 1998 J*

2 81,33 79,4

3 72,58 70,2

4 191,61 189,1

5 164,24 163,9

6 97,48 96,5

7 165,72 167,6

8 96,03 95,4

9 162,57 162,3
10 101,81 100,9
1 135,08 134,9
2°,6° 127,39 126,6
3,5 129,64 128.,4
4 128,79 128,2
1 169,94 168,5
2% 20,34 20,8

*Espectro de RMN de "°C a 100 MHz em DMSO
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IV. 1. 4. ISALPINA (LS2-4-A)

LS2-4-A (isalpina)

Do fracionamento de LS2-4 foi obtida uma substancia pura denominada LS2-4-A que
se apresentou como um so6lido amarelo. A CCD de silica de LS2-4-A, ap6s ser aspergida com
solugdo metandlica de AICl; a 5%, mostrou mancha com fluorescéncia caracteristica de
flavonoide.

O espectro de RMN de 'H de LS2-4-A apresentou sinais do anel B que apareceram
como dois multipletos, um deles centrado em & 8,20, atribuido a H-2’e H-6’¢ outro centrado
em & 7,49, correspondente a H-3°, H-4” ¢ H-5" (Tabela 81, figura 30, paginas 96 ¢ 98,
respectivamente). No mapa de contorno obtido pela técnica HETCOR esses sinais mostraram
correlagdo com os sinais em 6 127,6 (C-2” e 6°), em & 130,3 (C-4’) e em 6 128,7 (C-3’¢
5”).(Figuras 36 e 37, paginas 101 e 102, respectivamente)

Os dois dupletos em o 6,52 e 0 6,39, referentes aos hidrogénios aromaticos do anel A,
foram atribuidos a H-8 e H-6, respectivamente que apresentaram constantes de acoplamento
de 2,2 Hz, compativel com a posicdo relativa meta entre os dois hidrogénios. As atribui¢des
feitas foram confirmadas pelo mapa de contorno do experimento COSY 'H,'H, que mostrou a
correlagdo entre os sinais (Figuras 31, 32 e 33, paginas 99 e 100). Estes sinais mostraram
correlagdo, no mapa de contorno do experimento HETCOR, com os sinais em 6 98,2 e 6 92,3,
referentes aos carbonos 6 e 8 respectivamente (Tabela 82, figura 36, paginas 97 e 101,
respectivamente).

O simpleto em & 12,66 no espectro de RMN de 'H de LS2-4-A, caracteristico de
hidrogénio fendlico envolvido em ligacdo de hidrogénio intramolecular, foi atribuido ao
hidrogénio da hidroxila em C-5. O simpleto em & 6,66, foi atribuido a OH de C-3

caracteristico de flavonol (Figura 28 e 29, paginas 97 e 98 respectivamente).
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O simpleto em & 3,90, integrado para trés hidrogénios, foi atribuido aos hidrogénios do
grupo metoxila. O mapa de contorno HETCOR mostrou correlagdo do sinal no espectro de
RMN de "*C em & 55,87 com o simpleto em & 3,90, referente aos hidrogénios do grupo
metoxila.

O espectro de RMN de "*C mostrou sinais correspondentes a dezesseis carbonos. Este
espectro comparado com dados da literatura [MUNOZ, et al., 2001] sugeriu que os carbonos
C-5e C-7, em 6 160,9 e & 166,0, respectivamente, estavam ligados a oxigé€nio. (Tabela 82,
figura 34, paginas 97 e 100, respectivamente).

O espectro de DEPT apresentou sinais referentes a cinco carbonos metinicos € um
metilico, ndo apresentando, portanto o sinal de C-3, o que confirma a presencga da hidroxila
neste carbono (Figura 36, pagina 101).

O carbono carbonilico (C-4) foi atribuido pela sua posicao caracteristica, na regido de
maior freqii€ncia do espectro (5 175,5).

Os demais sinais no espectro de RMN "*C ndo apresentaram correlagio no mapa de
contorno HETCOR sendo, portanto, correspondentes aos carbonos nao hidrogenados.

Os espectros de RMN de 'H, COSY 'H-'H, RMN de "’C, DEPT e HETCOR,
corroboraram com a estrutura da 5-hidroxi-7-metoxiflavonol. Os dados de RMN desta
substancia foram comparados com os dados da literatura para isalpina [MUNOZ, et al., 2001]

mostrando tratar-se desta substancia.

Tabela 81: Dados de RMN de 'H a 400 MHz em CDCl;,6 em ppm, J em Hz., de LS2-4-A ¢ os dados obtidos da
literatura para isalpina.

LS2-4-A Isalpina [MUNOZ, et al., 2001]*
H 1) n.° de H, multiplicidade, J 1) n.° de H, multiplicidade, J
OCH3 3,90 3H, s 3,75 3H, s
OH - C-3 6,66 1H, s - -
3,4, 5° 7,49 3H, m - 7,50 (H-4", m); 7,50 (H-5", m); 7,52 (H-3", m)
2,6 8,20 2H, m 8,15 (H-27, dd, 1,5; 8,0); (H-6", dd, 1,5; 8,0)
OH - C-5 11,66 1H, s 11,61 1H, s
6 6,39 1H, d, 2,2 6,35 1H, d, 2,0
8 6,52 1H, d, 2,2 6,45 1H, d, 2,0

*Espectros de RMH de 'H a 300 MHz em CDCl;
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Tabela 82: Dados do espectro de RMN de 3¢, a 50 MHz em CDCl, § em ppm, da substancia LS2-4-A ¢ os
dados obtidos da literatura para isalpina.

Carbonos LS2-4-A isalpina [MUNOZ, et al., 2001]*
2 145,2 145,01
3 136,6 136,02
4 175,5 176,12
5 160,9 160,81
6 98,2 97,83
7 166,0 164,28
8 92,3 92,01
9 157,1 156,48
10 104,0 103,21
1’ 130,8 130,09
2" 127,6 126,91
3 128,7 128,03
4 130,3 130,04
5 128,7 128,03
6 127,6 126,91
-OCH, 55,9 55,15

*Espectros de RMH de ;C a 75 MHz em CDCl,

Figura 28 — Espectro de RMN de 'H de LS2-4-A (CDCls, 400MHz)
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Figura 29 — Espectro de RMN de 'H de LS2-4-A (CDCl;, 400MHz),
expansdo da regido de 6 6,8 — 6,3

Figura 30 — Espectro de RMN de 'H de LS2-4-A (CDCls, 400MHz),
expansdo da regido de 6 8,2 — 7,4
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Figura 33 — Mapa de contorno COSY de LS2-4-A (CDCl;, 100MHz),
expansdo da regido a d 8,25 - 7,4

Figura 34 — Espectro de RMN de "°C de LS2-4-A (CDCl;, 100MHz)
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IV. 1. 5. LS2-3-B (Triterpenos pentaciclicos)

Os triterpenos pentaciclicos derivam do arranjo do epoxido do esqualeno num arranjo
cadeira-cadeira-cadeira-barco seguido de uma condensagao.

A estrutura policiclica é bem diversificada, podendo ter cinco anéis de seis membros.
Dentre os esqueletos basicos apresentados, podemos citar os oleananos, com cinco anéis de
seis membros que apresentam duas metilas em C-20 (ex.: f-amirina) e os ursanos, que
apresentam uma metila em C-20 e outra em C-19 (ex.: a-amirina). Os representantes
classificados como lupanos, possuem quatro anéis de seis membros e um de cinco membros
(ex.: lupeol) [PATOCKA, 2003; MENDES, 2004].

Do fracionamento cromatografico de LS2-3 obteve-se um s6lido branco denominado
LS2-3-B, que apresentou teste de Liebermann-Buchard positivo para triterpeno pentaciclico.
No espectro de RMN de "H foram observados sinais na regido de 0 0,66 a 6 2,00 atribuidos a
protons metilicos e metilénicos caracteristicos de triterpenos; sinais em 6 5,20 (m) referentes a
prétons olefinicos e dois simpletos largos em 6 4,6 e & 4,7 referentes a protons vinilicos
(Figuras 38, 39 e 40, paginas 104 e 105, respectivamente). No espectro de RMN de "*C foram
observados sinais de carbonos olefinicos em 6 124,4 ¢ 5 139,6 correspondentes a C-12 ¢ C-13
de a-amirina, em 8 121,7 correspondente a C-12 de B-amirina ¢ em & 150,9 ¢ & 109,3
referentes a C-20 e C-29 de lupeol, respectivamente. Foi feita a comparacdo entre os
carbonos olefinicos da amostra LS2-3-B e os dados registrados na literatura para lupeol ¢ a e
B - amirina, como mostrado na (Tabela 83, pagina 104) (Figuras 41, 42, 43, paginas 105 ¢
106).

23 24 23 24

a-amirina ( R, — Me; R; - H)

p-amirina( R, — H; R, - Me)
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Tabela 83: Dados de RMN de “C de carbonos olefinicos para LS2-3-B, CDCl;, 100MHz, a-amirina, B-amirina
e lupeol (ROQUE & GAEDKEN,1990)".

a-amirina
C Lupeol B-amirina LS2-3-B
12 124,1 121,7 124,4 ;121,7
13 139,4 145,1 139,6
20 150,5 151,0
29 109,3 109,3
"Espectros de RMN de “C a 50 MHz em CDCl;
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Figura 39 — Espectro de RMN de 'H de LS2-3-B (CDCls, 200MHz), expansdo da regido a & 2,10 — 0,65
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Figura 40 — Espectro de RMN de 'H de LS2-3-B (CDCl;, 200MHz),
expansdo da regido a § 5,30 — 2,15
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Figura 41 — Espectro de RMN de C de LS2-3-B (CDCls, 50MHz)
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IV. 2. ATIVIDADES BIOLOGICAS
1V. 2. 1. Testes de Atividade Citotdxica

O teste de citotoxicidade sobre Artemia salina é citado, de forma sistematica, como
ferramenta de avaliacdo prévia de extratos de plantas conhecidas popularmente por suas
atividades antitumorais. As substancias isoladas destes extratos e que apresentaram atividade
citotoxica, sdo posteriormente testadas em diferentes culturas de células tumorais, obtendo-se,
em geral, boa correlacdo [NIERO et al., 1999]. Os extratos e fragdes das seis espécies de
Lychnophora foram submetidos a testes frente a A. salina com o objetivo de se monitorar uma
possivel atividade larvicida. Os resultados sdo discutidos a seguir.

Os ensaios de toxicidade sobre Artemia salina com os extratos foram realizados
conforme o procedimento descrito anteriormente (pdg. 36). Os resultados obtidos estdo
descritos na Tabelas 84, pagina 108. O lapachol foi usado como controle positivo.

Os extratos etandlicos brutos de todas as espécies testadas, exceto o de L. staavioides,
mostraram citotoxicidade (DLsp < 1000 pg/mL) em todas as anélises realizadas, na seguinte
ordem: L trichocarpha (LTE) > L. pinaster (LPiE) > L. ericoides (LEE)> L. candelabrum
(LCE) > L. passerina (LPaE). Considerando que a populagdo utiliza as partes aéreas destas
espécies imersas em alcool para o tratamento de inflamac&o e dor, este teste preliminar mostra
que 0 uso dos extratos destas espécies devem se restringir apenas ao uso tépico e que a
populacdo deve ser advertida sobre o uso oral. Testes de toxicidade in vivo deverdo ser
realizados para verificar se a toxicidade dos extratos também ocorrerd no organismo Vvivo.
Caso haja toxicidade in vivo, uma alternativa serd a utilizacdo de extratos semi-purificados
(fracOes de extratos) ativos e livres de toxicidade.

Analisando os resultados obtidos observa-se que VAarios extratos preparados com
solventes em polaridades crescentes e fragdes de extratos dentre eles LPal, LPa2 e LPa3 de L.
passerina, LS3 de L. staavioides, LT1 de L. trichocarpha, LE3 de L. ericoides, LPil e LPi3
de L. pinaster apresentaram DLs, > 1000 pg/mL. Estes resultados podem sugerir a baixa
toxicidade [MEYER, et al., 1982].

Os extratos hexanicos (LPal e LPil) ndo mostraram citotoxicidade, enquanto que LE1
de L. ericoides e LC1 de Lychnophoriopsis candelabrum apresentaram toxicidade. Os
extratos obtidos com cloroformio ou acetato de etila de quatro espécies apresentaram
citotoxicidade na seguinte ordem: LE2 > LS2 > LPi2 > LC2. Os extratos acetato de etila de L.
trichocarpha (LT1) e L. passerina (LPa2) ndo mostraram citotoxicidade. Apenas o extrato

mais polar de L. trichocarpha (LT2) apresentou citotoxicidade. Todos os extratos de L.
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candelarum apresentaram citotoxicidade, as demais espécies apresentaram pelo menos um

extrato ndo toxico.

Tabela 84. Avaliagdo da toxicidade das espécies de Lychnophora e Lapachol frente a Artemia salina

Espécie | Extrato | DLy (ppm)
LC LCE | 812,5685
LC1 703,6088
LC2 722,1701
LC3 815,4872
LPa LPaE | 921,7808
LPal 1978,808
LPa2 13731,59
LPa3 1674,664

LS LSE 1463,181
LS1 -
LS2 < 600
LS3 1128,995

LT LTE 672,377

LT1 7035,789
LT2 720,254
LE LEE 738,0899
LE1 660,959
LE2 546,2315
LE3 7487,884
LPi LPiE 678,7325
LPil 2276,14
LPi2 694,6019
LPi3 3663,349
Lapachol - 52,4785
 Dose Letal para metade da populagio

As lactonas sesquiterpénicas sdo metabdlitos secundarios conhecidos por apresentarem
atividade citotoxica [RODRIGUEZ et al., 1976; KUPCHAN et al., 1971] e séo de ocorréncia
comum na sub-tribo Lychnophorinae, a qual pertence o género Lychnophora [COSTA et al.,
2005]. De L. trichocarpha [SAUDE et al., 1998] e de L. ericoides [SAKAMOTO et al., 2003]
foi isolado o licnofolideo, lactona sesquiterpénica que demonstrou atividade citotoxica
[SAUDE, 1998; CANALLE et al., 2001]. Entretanto, esta substancia est presente em LT1
que ndo apresentou citotoxicidade, provavelmente por encontrar-se em baixa concentracao, e,
portanto ndo representar o componente citotoxico de L. trichocarpha, cuja citotoxicidade esta
concentrada em LT2. De L. ericoides foram isoladas vérias lactonas sesquiterpénicas que
podem ser as substdncias responsaveis pela citotoxicidade uma vez que a polaridade das
mesmas levaria a concentragdo das mesmas no extrato LE2 [SAKAMOTO et al., 2003]. Os
estudos fitoquimicos de L. pinaster [OLIVEIRA et al., 1996], L. staavioides [TAKEARA,
2003] e L. candelabrum [SANTOS, 2004] levaram ao isolamento apenas de terpenos e
flavondides, ndo foram obtidas lactonas sesquiterpénicas destas espécies. Apenas o extrato

etanolico bruto de L. passerina (LPaE) apresentou citotoxicidade, sua fracdo LPa2, apesar de
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provavelmente possuir lactonas sesquiterpénicas [OLIVEIRA et al., 1996], ndo mostrou
citotoxicidade.

A toxicidade sobre A. salina geralmente mostra boa correlagdo com as atividades
antitumoral, inseticida [MEYER et al.,, 1982; MCLAUGHIN et al., 1995] e anti -
Trypanossoma cruzi [ALVES et al., 2000] para substancias com DLs, < 1000ppm. A
atividade anti-T.cruzi de L. trichocarpha, L. passerina, L. pinaster e L. staavioides ¢ descrita
[OLIVEIRA et al., 1996, TAKEARA et al., 2003].

Dentre as espécies que apresentaram extratos ndo citotoxicos, L. staavioides merece
atencdo. O extrato etandlico bruto (LSE) desta espécie apresentou DLso - 1453,18 ug/mL e,
portanto, ndo mostrou toxicidade frente a Artemia salina. Este resultado pode indicar uma
perspectiva de uso deste extrato, que apresentou boa atividade antioxidante e de inibi¢do da
xantina oxidase. Entretanto, estudos de toxicidade in vivo devem ser realizados para constatar
a ndo toxicidade dos extratos e a real viabilidade de uso.

Takeara e colaboradores [2003], testaram varios flavondides contra o T. cruzi, nas
concentracdes de 100, 250 e 500 pg/mL, dentre eles a flavona tectocrisina e a flavanona
pinostrobina, isoladas de LS2, extrato que apresentou DL50 < 600 pg/mL e, portanto possui
citotoxicidade. Ambos os flavondides apresentaram baixa porcentagem de lise dos
tripomastigota de T. cruzi. Enquanto que 3-metil quercetina, com hidroxilas em C-5, C-7, C-
3> e C-4’, apresentou 63,2% de lise dos tripomastigotas.

Tectocrisina também isolada de LS2 foi testada quanto a atividade antimutagénica
[KRIZKOVA, et al, 1998]. Esta substincia apresentou consideravel potencial
antimutagénico. Resultado que pode estar correlacionado com a presenga do grupo ceto em C-
4, hidroxila em C-5 e da ligagdo dupla entre C-2 e C-3. A presenca desta ligacdo dupla ¢
aceita como sendo a causa de flavonas possuirem maior efeito antimutagénico que flavanonas
e diidroflavonois.

Nos testes realizados por Krizokova, e colaboradores [1998], com a pinobanksina-3-
O-acetato, também isolada de LS2, mostrou o seu fraco efeito antimutagénico.

Assim, os resultados obtidos encorajam a realizagdo de novos estudos com estas
espécies vegetais para se determinar quais substincias presentes nos extratos contribuem para
a citotoxicidade, avaliagdo da atividade antitumoral das substiancias isoladas, seus
mecanismos de agdo, avaliagdo de toxicidade in vivo de extratos semi-purificados e etandlicos
brutos visando uma possivel aplicacdo farmacéutica das substancias puras e dos extratos das

espécies vegetais ativas.
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1IV.2.2. ATIVIDADE ANTIARTRITE GOTOSA

IV. 2. 2. 1. Testes com extratos e fracdes de extratos das seis espécies

A xantina oxidase (XO) ¢ uma enzima que catalisa o metabolismo de hipoxantina e
xantina a acido urico. O excesso de acido urico é responsavel pela doenga gota (pagina 12).

A inibicdo da XO leva a remissdo da gota [CHIANG et al., 1994] e também serve
como uma importante via de redug¢do dos radicais livres derivados do oxigénio, que
contribuem para danos oxidativos nos tecidos, em muitos processos patolégicos como a
inflamacdo, aterosclerose, cancer e outros. O bioensaio in vitro de inibi¢do da XO ¢ usado
para examinar amostras que podem possuir potentes inibidores da XO e serem uteis para o
tratamento da gota e outras doencgas induzidas pela XO [SWEENEY et al., 2001].

Muitas atividades biologicas foram relatadas para os flavondides, constituintes
caracteristicos do género Lychnophora, dentre elas atividade antiinflamatéria [HOPE et al.,
1983], inibicdo da XO [LiO et al., 1985], inibi¢do de enzimas hidroliticas como a fosfatase
alcalina [liO et al., 1980] e a-glicosidase [[iO et al., 1984], além da inibi¢do da enzima
gliooxalase I, a qual, provavelmente estd envolvida no processo inflamatorio [liO et al.,
1983]. Os flavonoides agem também inibindo a oxidagdo-redu¢do de enzimas como a
ciclooxigenase e lipooxigenase [BAUMANN et al., 1980; SEKIYA et al., 1982].

As seis espécies usadas neste estudo foram escolhidas pelo seu uso tradicional na
medicina popular como antiinflamatdria, analgésica e para o tratamento de reumatismo. A
presenga de flavonoides em Lychnophoras motivou a realizagdo dos testes de inibi¢ao da XO.

Todos os extratos etandlicos brutos (LCE, LPaE, LSE, LTE, LPiE e LEE) das seis
espécies vegetais apresentaram Otima inibi¢do da atividade da xantina oxidase, superior a
47 %, na concentracdo de 100 pg/mL indicando que estes extratos podem conter substancias
com potencial atividade antiinflamatdria/antiartrite gotosa (Grafico 1 e tabela 85, pagina 111 e
112, respectivamente). Com base nos resultados obtidos com os extratos etanodlicos brutos,
foram preparados extratos ou fragdes de extratos em polaridades crescentes, objetivando
conhecer a polaridade dos constituintes quimicos ativos. Dos vinte e dois extratos e fragcdes de
extratos (extratos semi-purificados) testados para avaliagdo da atividade de inibi¢do da XO na
concentracdo de 100 pg/mL, ficou evidente que as seis espécies exibiram atividade de
inibicdo maior que 38%, com dezesseis extratos e fragdes ativas. Apenas os extratos
hexanicos (LE1, LPal, LPil e LCl) e dois extratos etandlicos (LPa3 e LPi3) nao
apresentaram atividade significativa de inibicdo da atividade da XO. Os extratos e fragdes

obtidos com clorofoérmio e acetato de etila (LC2, LPa2, LS2, LT1, Lpi2 e LE2) foram os mais
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ativos. O extrato etandlico LC3, a fracdo etandlica LE3 e o extrato metandlico LT2 também
apresentaram uma atividade inibitoria da XO superior a 25% (Tabela 85, pagina 112).

120%

100%
100% .

B Alopurinol

80% mL.staavioides

0,
67% 66% 64% OL.candelabrum
60% 55% 549 B L.trichocarpha
@L.passerina

40% W L.ericoides

% inibicdo da XO

B L.pinaster

20% O Controle negativwo

0%

Extratos testados

Gréfico 1. Porcentagem de inibicdo da atividade da XO dos extratos etanolicos brutos testados na
concentracdo de 100 pg/mL
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Tabela 85: Atividade de inibigdo da xantina oxidase dos extratos brutos e fragdes de extratos das cinco espécies
de Lychnophoras testadas e de Lychnophoriopsis candelabrum na concentragéo de 100 pg/mL.

PLANTA EXTRATO Meédia (% inibicao)

L. candelabrum LCE 66

LC1 1,7

LC2 57

LC3 43

L. passerina LPaE 55
LPal 13

LPa2 61

LPa3 20

L. staavioides LSE 67
LS1 -

LS2 63

LS3 57

L. trichocarpha LTE 64

LTl 77

LT2 38

L. pinaster LPiE 47
LPil 4

LPi2 38

LPi3 16

L. ericoides LEE 54

LEl1 18

LE2 78

LE3 38

Para os extratos ativos foram determinadas as ICs, (concentragdo que inibe 50% da
enzima), cujos valores estdo mostrados na Tabela 86, pagina 113. A literatura relata que
extratos que causam atividade inibitoria maior que 50% da enzima na concentracdo < 50
ug/mL podem ser alvo para futuras investigagoes cientificas [SCHMEDA-HIRSCHMANN et
al., 1996]. Os extratos das espécies ensaiadas que mostraram valor de ICso < a 50 pg/mL
foram LTE e LT1 de Lychnophora trichocarpha, LEE, LE2 e LE3 de Lychnophora ericoides,
LS2 de Lychnophora staavioides, LPaE e LPa2 de Lychnophora passerina, LPi2 de
Lychnophora pinaster, LCE e LC2 de Lychnophoriopsis candelabrum. O extrato etanolico
bruto de Lychnophora staavioides (LSE) apresentou uma ICsy igual a 51 pg/mL, bem

proximo do valor minimo recomendado.

Assim, os resultados obtidos neste estudo mostram que as seis espécies de
Lychnophora exibiram uma alta atividade inibitéria da XO, podendo conter substincias
bioativas que poderdo ser uteis para o tratamento da gota e outras desordens induzidas pela
XO, justificando o uso popular destas espécies nos processos inflamatorios.

Os estudos realizados mostraram que os extratos etanolicos brutos, preparados por
meio da extragdo das partes aéreas das Lychnophoras e da Lychnophoriopsis com etanol,
apresentaram atividades de inibi¢do XO semelhantes aos extratos obtidos pela extragdo com

solventes de polaridades crescentes (semi-purificados), mostrando que em estudos de triagens
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de espécies vegetais com atividades biolégicas pode-se inicialmente preparar apenas extratos
etandlicos brutos.

Pode-se concluir também que as substancias ativas possuem polaridade média e alta,
uma vez que ficaram distribuidas nos extratos cloroférmico, acetato de etila, etandlico e
metandlico.

A andlise estatistica dos resultados e os gréaficos foram obtidos usando GraphPad
Prism versdo 3.00, andlise dos dados foi realizada usando o método Newman-Keuls. O valor
da ICsy dos extratos foi calculado por regressdo linear do plot de % inibicdo versus
concentracdo do extrato usando ED50 plus, versdo 1.0. Estes ensaios foram realizados com

concentracgdes do extrato de 10 a 100 pg/mL.

Tabela 86: Atividade inibitéria de XO dos extratos de espécies de Lychnophora

Espécies de plantas Extrato Inibicdo a 100 pg/mL 1Cs (Mg/mL £ S. D)
(% +S.D)

L. candelabrum LCE 66 + 3.27 49.3410 £ 4.4047
LC1 1.7+1.70 -

LC2 57+ 3.30 37.7028 + 1.7711

LC3 43+ 1.00 92.0387 + 4.6349

L. passerina LPaE 55+4.18 44,1251 + 3.1915
LPal 13 £ 6.00 -

LPa2 61 +2.94 42.5860 + 5.4384
LPa3 20£7.50 -

L. staavioides LSE 67 +1.73 51.0670 + 3.0951

LS2 63 £10.28 33.9732 £ 0.5822

LS3 57 £1.08 79.7944 + 2.5376

L. trichocarpha LTE 64 +5.35 28.8451 + 0.2857

LT1 77 £0.50 6.1598 + 2.2607

LT2 38+2.00 60.0182 + 0.1052

L. pinaster LPiE 47 £9.40 73.9522 + 2.5641
LPil 4+£4.00 -

LPi2 38 £ 6.50 43.1716 + 0.1902
LPi3 16 £ 0.00 -

L. ericoides LEE 54 +2.73 42.1751 £ 0.9470
LE1 18 £ 0.00 -

LE2 78 £0.50 8.2764 + 0.4611

LE3 38 +0.50 38.9758 + 3.5515

Fonte: FERRAZ FILHA et al., 2006
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IV. 2. 2. 2. Testes com as substéncias isoladas do extrato cloroférmico de Lychnophora

staavioides (LS)

Apbs a triagem para avaliacdo da atividade de inibicdo da XO para as seis espécies
vegetais, decidiu-se pelo fracionamento cromatogréafico do extrato cloroférmico (LS2) de L.
staavioides que apresentou uma atividade significativa com 1Cso de 34 ng/mL. Além disso, a
anélise por CCD deste extrato mostrou sua riqueza em flavonoides, substancias conhecidas
por inibir a XO [liO et al., 1985; NORO et al., 1983]. O fracionameno cromatogréfico de LS2
objetivou o isolamento e elucidacdo estrutural de seus constituintes quimicos bioativos.

Alguns trabalhos mostraram que a atividade de inibicdo da XO pelos flavonoides é
proporcional ao nimero de hidroxilas presentes na sua estrutura quimica. Quanto maior o
namero de hidroxilas (OH) fendlicas presentes na molécula, mais forte sera a atividade
inibidora da XO do flavondide. Uma reducdo no numero de grupos hidroxilas significa
diminuicdo da hidrofilicidade da substancia. Flavondides contendo muitos grupos OH tais
como miricetina e a quercetina que sdo substancias polares, mas pouco sollveis em &gua,
podem ser caracterizados como surfactantes, ou seja, que apresentam concomitantemente
hidrofilicidade e hidrofobicidade. Miricetina e quercetina podem agir como surfactantes

especificos, os quais se ligam a enzima com afinidade especial. [liO et al., 1985].

OH OH
OH OH
HO o HO o
OH
OH OH
OH (6] OH (6]
Quercetina Miricetina

A presenca de grupos aclcares na molécula leva a uma diminuicdo da atividade
inibidora da XO do flavondide. Isto se deve ao aumento no volume destes grupos que
impedem o contato com a enzima. A determinacdo do coeficiente de parti¢do dos flavonoides
entre gua e solventes organicos pode servir como medida da atividade surfactante e uma
correlacdo desta com a atividade inibitoria da XO [liO et al., 1985]. Alguns estudos relataram
a inibicdo da XO pelo &cido félico, ametopterina [LEWIS et al., 1984], aldeidos [MORETH et
al., 1984], apigenina e luteolina [NORO et al., 1983].
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OH

OH

OH
HO 0 HO o
OH (0] OH (6]
Apigenina Luteolina

Do fracionamento cromatogréafico do extrato ativo de L. sataavioides (LS2), foram
isolados flavonodides que também foram submetidos ao teste de inibicdo da XO. As
substancias testadas (LS2-3-A, LS2-8-B, LS2-3-C e LS2-4-A) apresentaram o0s resultados
relatados na Tabela 87, pagina 116.

OH o} OH o)
LS2-3-A (Pinostrobina) LS2-8-B (pinobanksina-3-O-acetato)
HsCO o)
/O O
OH
OH O OH o]
LS2-3-C (tectocrisina) LS2-4-A (isalpina)
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Tabela 87: Porcentagem de inibicdo apresentada pelas substancias isoladas do extrato cloroférmico de L.
staavioides (LS2).

Substancia Concentragao (ug/mL) | Inibicdo (%)
10 0
20 4
LS2-3-A 30 12
( Pinostrobina) 40 14
50 17
100 30
10 0
20 0
LS2-3-C 30 0
( Tectocrisina) 40 0
50 15
100 7
10 14
20 15
LS2-8-B 30 15
( pinobanksina 3-O-acetato ) 40 20
50 23
100 36
10 0
LS2-4-A 20 0
(isalpina) 30 0
40 0
50 0
100 2

A andlise dos resultados obtidos mostrou que as substancias testadas apresentaram
baixa atividade de inibicdo da xantina oxidase. Observando a atividade de inibicdo da XO por
outros flavondides como a quercetina, miricetina, apigenina e luteolina [liO et al., 1986;
NORO et al., 1983], que possuem varios grupos hidroxilas em suas moléculas, podemos
considerar que os flavondides isolados de LS2, por apresentarem apenas uma hidroxila na sua
estrutura quimica, ndo interagem bem com o sitio ativo da enzima e, portanto ndo apresentam
boa atividade sobre ela.

Dentre as substancias testadas a que apresentou a melhor atividade inibitoria da XO
foi a LS2-8-B (pinobanksina 3-O-acetato ), com inibicdo de 35% na concentragdo de
100 pg/mL. Esta substancia possui, além da hidroxila em C-5, o grupo acetato em C-3 que

parece contribuir para a atividade.
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1V. 2. 3. Testes de Atividade Antioxidante

As espécies de Lychnophoras sdo usadas na medicina popular como antiinflamatéria,
no tratamento de contusdes, dores e reumatismo [CERQUEIRA et al., 1987; SAUDE et al.,
1998].

Os radicais livres sdo espécies reativas associadas como causa ou consequéncia de
inimeras doencas crénicas, entre elas artrite reumatdide e a aterosclerose. A busca por
substancias antioxidantes naturais vem aumentando nos Gltimos anos, especialmente apds a
introducdo do extrato padronizado de Ginkgo biloba na terapéutica como antioxidante
[MOREIRA et al., 2002].

Compostos antioxidantes tais como 4&cidos fendlicos, polifendis e flavonoides
capturam radicais livres como superdxido e hidroxila inibindo 0 mecanismo oxidativo, que
leva a doencas degenerativas [PRAKASH, 2001]

Um método répido, simples e barato para a medida da capacidade antioxidante de
amostras envolve o uso do DPPH, um radical livre estavel a temperatura ambiente com
coloracdo violeta caracteristica em solucdo etandlica. Ele pode ser utilizado para amostras
liquidas ou soélidas e ndo é especifico para nenhum componente antioxidante em particular,
mas sim para medir a capacidade antioxidante total das amostras [MOREIRA et al., 2002;
PRAKASH, 2001].

Os resultados obtidos no teste de atividade antioxidante, para as espécies de
Lychnophora, na concentragdo de 100 pg/mL, e a inibicdo de 50% do radical (1Csp)
encontram-se resumidos na Tabela 88, pagina 118.

Considerando que extratos brutos possuem uma grande quantidade de substancias e
que, por isso, as provaveis substancias ativas estariam em concentra¢cdes muito baixas nestes
extratos, a literatura considera como atividade antioxidante significativa para extratos brutos
aqueles com atividade superior a 50% na concentragédo de 100 ug/mL [PRAKASH, 2001].

Pode-se notar que os resultados obtidos para a atividade antioxidante foram bem
promissores. Observa-se a maior atividade dos extratos LPa-3 (76 %); LPaE (76 %); LTE (63
%) e LE-3 (63 %). O extrato LPa-3 apresentou o menor valor de 1Cs, (65,813 pg/mL +
0,858), sendo o mais ativo dentre os testados. O extrato etandlico bruto (LSE) de L.
staavioides e o extrato cloroférmico (LS2) apresentaram atividade antioxidante significativa,
51 e 52 %, respectivamente. Assim, justifica-se 0 uso destas espécies pela populacdo para

tratar os processos inflamatorios.
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Tabela 88: Atividade antioxidante de extratos e fragdes de espécies de Lychnophoras na concentragao de
100 pg/mL e o padrdo positivo quercetina.

Espécie Vegetal Extrato / Atividade Antioxidante (%) | 1Cso (ug/mL + S.D)
Fracao
L. ericoides LEEB 37 154,472 + 4,722
LE-1 6 -
LE-2 50 125,520 + 5,753
LE-3 63 76,034 + 3,669
L. passerina LPaEB 76 78,660 + 0,689
LPa-1 5 -
LPa-2 52 100,870 + 0,356
LPa-3 76 65,813 + 0,858
L. pinaster LPiEB 55 84,709 + 2,488
LPi-1 4 -
LPi-2 22 -
LPi-3 48 105,652 + 4,279
L. trichocarpha LTEB 63 81,866 + 3,466
LT-1 9 621,648 + 54,730
LT-2 51 97,709 £ 1,074
L. candelabrum LCEB 41 137,02 + 4,932
LC1 18 -
LC2 22 643,6073 + 201,089
LC3 49 104,221 + 1,259
L. staavioides LSEB 51 116,773 + 0,942
LS-1 17 -
LS-2 52 110,102 + 22,667
LS-3 - -
QUERCETINA - 100 5,412 £ 0,125

MODAK, e colaboradores (2005), observaram que a substincia pinobanksina-3-O-
acetato, também isolada de LS2, apresentou baixa atividade antioxidante por ndo possuir
grupo hidroxila no anel B.

As substancias purificadas de LS2 ndo tiveram suas atividades citotoxica e

antioxidante avaliadas por ndo terem sido isoladas quantidades suficientes para estes testes.
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No trabalho desenvolvido foram realizadas triagens com as espécies Lychnophora
trichocarpha, L. pinaster, L. passerina, L. staavioides, L. ericoides e Lychnophoriopsis
candelabrum para avaliagéo das atividades de inibicdo da xantina oxidase (XO), antioxidante
e citotoxica. Apos a triagem para avaliacdo da atividade de inibicdo da XO para as seis
espécies vegetais, decidiu-se pelo fracionamento cromatografico do extrato cloroférmico de
LS2 que apresentou uma atividade significativa com 1Cso de 34 pg/mL e cuja andlise por
CCD deste extrato mostrou sua riqueza em flavonodides, substancias conhecidas por inibir a
XO.

Todos os extratos etanolicos brutos (LCE, LPaE, LSE, LTE, LPIiE e LEE) das seis
espécies vegetais apresentaram Otima inibicdo da atividade da xantina oxidase, superior a
47 %, na concentragdo de 100 pug/mL indicando que estes extratos podem conter substancias
com potencial atividade antiinflamatoria/antiartrite gotosa. Os extratos e fragcOes de extratos
das seis espécies exibiram atividade de inibicdo maior que 38%, com dezesseis extratos e
fragbes ativas. As espécies com maior atividade foram Lychnophora trichocarpha,
Lychnophora ericoides, Lychnophora staavioides e Lychnophora candelabrum, com 1Cs, de
6,1598; 8,2764; 33,9732 e 37,7028 pg/mL, respectivamente.

Do estudo fitoquimico do extrato cloroférmico de L. staaviodes (LS2) foram isolados
quatro flavondides e uma mistura de triterpenos. Os flavondides que possuiam quantidades
suficientes foram testados quanto a atividade de inibigdo da xantina oxidase e observou-se que
pinobanksina-3-O-acetato foi o mais ativo, com inibicdo de 34,6 % na concentracdo de 100
pg/mL. Observando a atividade de inibicdo da XO por outros flavondides tais como a
quercetina, miricetina, apigenina e luteolina [liO et al., 1986; NORO et al., 1983], que
possuem Varios grupos hidroxilas em suas moléculas, podemos considerar que os flavonoides
isolados de LS2, por apresentarem apenas uma hidroxila em suas estruturas quimicas,
provalvelmente ndo interagem bem com o sitio ativo da enzima e, por isso ndo apresentam
boa atividade sobre ela.

Os extratos etandlicos brutos de todas as espécies testadas, exceto o de L. staavioides,
mostraram citotoxicidade sobre Artemia salina (DLsy < 1000 pg/mL) em todas as anélises
realizadas. Entretanto, varios extratos e fragdes ndo mostraram citotoxicidade (DLso > 1000
ppm). Todas as espécies vegetais testadas, com exce¢do de L. candelabrum, apresentaram
pelo menos um extrato ndo toxico. Os extratos citotoxicos podem conter substancias com
potencial atividade antitumoral e anti-T. cruzi.

Os testes de atividade antioxidante, com o radical livre DPPH, dos extratos etanélicos

brutos e fragBes, apresentaram resultados promissores, justificando a busca nestas espécies de
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substancias com atividade antioxidante. A espécie que se mostrou mais ativa para o teste de
atividade antioxidante foi a Lychnophora passerina, com uma ICso de 78,7 pg/mL. O extrato
etandlico bruto (LSE) e o extrato cloroférmico (LS2) de L. staavioides apresentaram atividade
antioxidante significativa, 51 e 52 %, respectivamente.

O trabalho realizado mostrou que as espécies vegetais trabalhadas possuem atividade
de inibicdo da xantina oxidase, antioxidante e citotdxica significativa, justificando a busca,
nos extratos ativos destas espécies das substdncias bioativas que poderdo tornar-se
fitofarmacos antiinflamatérios, antiparasitarios e antitumorais. Os extratos ativos e nao
toxicos também poderdo ser utilizados como matéria prima para o preparo de medicamentos

fitoterapicos destinados ao tratamento de inflamacé&o.
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