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Resumo:

O género Machaerium destaca-se pela producdo de triterpenos, flavonoides,
esteroides, estilbenos e derivados de acidos graxos. No género também é relatado
diversas atividades biologicas, dentre elas, antimicrobiana, antiparasitaria, anti-
inflamatodria, antioxidante, alelopatica e citotoxica. A espécie M. brasiliense
apresentou potencial alelopatico acentuado frente algumas espécies daninhas, o
que despertou interesse na constituicdo quimica da espécie. Este trabalho visou o
estudo quimico das fracdes polares obtidas das folhas da espécie Machaerium
brasiliense Vogel, a fim de isolar e caracterizar pela técnica de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) *H e 'C seus principais metabdlitos secundéarios. As
técnicas cromatograficas empregadas permitiram o isolamento da substancia uracila
e dos triterpenos hopeno e lupeol, e ainda das substancias 4-hidroxi-N-metilprolina e
hopenona B.

Introducao

O género Machaerium ¢é rico em metabdlitos secundarios, principalmente
flavonoides, triterpenos, esteroides, estilbenos e derivados de &cidos graxos, sendo
também relatado uma diversidade de atividades biologicas ao género, dentre estas
ressalta-se, a atividade antimicrobiana, antiparasitaria, anti-inflamatoria,
antioxidante, alelopética e citotéxica (AMEN et al., 2015). A espécie M. brasiliense
foi investigada por nosso grupo de pesquisa em relacdo ao seu potencial alelopético
frente a espécies daninhas leiteiras (Euphorbia heterophylla L.), corda-de-viola
(Ipomoea purpurea) e a alface (Lactuca sativa L.) (XIMENES, 2017). Estes estudos
apresentaram resultados promissores, despertando o interesse pelo estudo quimico
desta espécie a fim de isolar seus metabolitos ativos. Em um estudo anterior em
nosso grupo de pesquisa com as folhas da espécie M. brasiliense, projeto do PIBIC
cujo numero do processo é 3504/2017, foram isolados o triterpeno hopenona B, os
esteroides estigmasterol e [-sitosterol e o alcaloide 4-hidroxi-N-metil-prolina. O
objetivo deste trabalho foi realizar o estudo fitoquimico das fracdes polares obtidas
da espécie Machaerium brasiliense, e ainda foi realizado um re-estudo das fracdes
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apolares, visto que as analises cromatograficas do perfil destas fragcbes mostraram-
se ricas em constituintes.

Materiais e métodos

Na realizagdo das técnicas de cromatografia foi utilizado gel de silica 60 Merck
(0,063-0,200mm). Nas cromatografias em camada delgada (CCD) foi utilizada silica
gel 60G ou 60 GF,s4 da Merck em placas de vidro com dimensdes 5,0 por 20,0 e
espessura entre 0,25 e 0,50mm. As placas cromatograficas foram reveladas com
solugcdo de anisaldeido-acido sulftrico e reagente Dragendorff. Os espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para 'H e **C e suas correlacdes foram
obtidos através do espectrdmetro Bruker Avance |l HD 500,03 MHz e 125,7 MHz,
respectivamente. As folhas secas da M. brasiliense foram submetidas a um processo
de trituracdo em moinho rotativo de facas, obtendo-se uma massa vegetal de
1124,10 g. Posteriormente, foi realizada a extracao exaustiva com metanol (MeOH)
a temperatura ambiente, seguida de evaporacao a vacuo, obtendo-se assim 59,44 g
de extrato bruto (MBEB). Foi realizada uma particdo liquido-liquido com 28,0 g de
MBEB empregando os solventes em ordem crescente de polaridade. O extrato foi
solubilizado com uma mistura de solventes MeOH: H,O (1:1), e submetido a um
processo de extracdo com solventes de diferentes polaridades, obtendo as frac6es
hexéanica (4,47g), cloroférmica (2,83g) e acetato de etila (3,57 g) e butandlica (1,82
g). A solucéo remanescente foi nomeada como fracdo hidrometandlica (0,90 g). Uma
parte da fracdo acetato de etila (2,07 g) foi submetida a uma filtragdo em Sephadex
LH-20 empregando como eluente metanol em modo isocratico obtendo 12
subfracdes. A subfracdo MBFAc-9 (158,9 g) foi submetida a um novo processo de
purificacdo em Sephadex LH-20 empregando novamente metanol de modo
isocratico obtendo 33 novas subfracdes. Entre essas, a subfracdo MBFAc-9-20 (16,4
mg) apresentou-se pura, e entéo foi nomeada MB1 e submetida a analise RMN 'H e
13C. A subfracdo MBFAc-9-16 (23,7 mg) também se apresentou pura, sendo
submetida a andlise RMN 'H e **C e identificada como a substancia 4-hidroxi-N-
metilprolina. Uma parte da fracdo hexanica (3,82 g) foi submetida a uma coluna
cromatografica em gel de silica 60 e empacotada com hexano. Neste processo
foram usados como eluentes os solventes hexano, acetato de etila e metanol em
gradiente crescente de polaridade, obtendo 12 subfracbes. A subfracdo MBFH-3
(698,5 mg) foi submetida a um tratamento em coluna cromatografica com gel de
silica 60 e empacotada com hexano, empregando os mesmos eluentes em gradiente
crescente de polaridade, obtendo 12 novas subfragcdes. A subfracdo MBFH-3-6 (19,4
mgq) foi purificada através de lavagem com hexano e acetona, obtendo MB2 (15,5
mg) que foi submetida a analise RMN *H e *3C. Também foi isolada a substancia
hopenona B, obtida a partir da subfracdo MBFH-3-31 (19,4 mg) e identificada a partir
de anélise RMN *H e *3C.

Resultados e Discussao

O estudo quimico das folhas de M. brasiliense resultou no isolamento da uracila
(MB1) e uma mistura dos dois triterpenos hopeno e lupeol (MB2), que foram
identificas por meio das analises de RMN *H e *C e comparacdo com dados da
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literatura. Através das metodologias empregadas, também foi possivel a obtencao
da 4-hidréxi-N-metilprolina e da hopenona B, ja isolados no estudo anterior com a
espécie.

A substancia MB1 foi isolada da fracdo acetato de etila na forma de cristais de
coloracdo amarelo soltveis em DMSO. No espectro de RMN 'H de MB1 foi
observado dois dupletos em &4 5,44 (1H, J = 7,6 Hz) e 7,39 (1H, J = 7,6 H2z),
indicando um acoplamento orto entre os dois hidrogénios, os quais foram atribuidos
as posicdes H-5 e H-6 da estrutura, respectivamente. No espectro de RMN **C
observa-se dois sinais em d¢ 151, 5 e 164,3 que foram atribuidas a duas carbonilas
na posicdo C-2 e C-4 do nucleo pirimidinico, assim como também foi observado
sinais de carbonos metinicos em &¢ 100,2 e 142,1 que sao atribuidos aos carbonos
C-5 e C-6 da estrutura, respectivamente. Os dados de RMN *H e *3C da substancia
MB1 foram comparados com os dados reportados na literatura (MOURA et al., 2011)
e foram condizentes para a estrutura da uracila (2,4-pirimidinadiona). Ressalta-se
gue este o primeiro relato do isolamento dessa substancia no género Machaerium.
No re-estudo da fragdo hexéanica foi isolado MB2 na forma de um 6leo amarelo,
soltvel em cloroférmio. No espectro de RMN *H de MB2 foi observado um simpleto
em Oy 4,78 caracteristico do hidrogénio vinilico H-29 do esqueleto de triterpeno do
tipo hopano. Sendo também observados no espectro, o dupleto em &4 4,56 e 0
dupleto de quarteto em &y 4,67, ambos sinais caracteristicos dos hidrogénios
vinilicos H-29 de triterpeno com esqueleto do tipo lupano. Logo MB2 constitui-se em
uma mistura de triterpenos com esqueleto hopeno (MB2a) lupano (MB2b).

No RMN 'H para a substancia MB2a foram observados, além do simpleto em 5H
4,78, 6 sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos, os quais sao atribuidos aos
hidrogénios H-23 (&4 0,84; s), H-24 (64 0,79; s), H-25 (&4 0,81; s), H-26 (04 0,96; s),
H-27 (oy 0,94, s), H-28 (04 0,72; s) e H-30 (04 1,75; s). Foi observado ainda em oy
2,68 um multipleto que € atribuido ao hidrogénio metinico H-21 da estrutura. No
espectro de RMN *3C observa-se os sinais 8¢ 110,1 e 148,8 que sdo caracteristicos
dos carbonos vinilicos C-22 e C-29 do esqueleto do triterpeno do tipo hopano.
Sendo também observados os sinais referentes aos seis grupos metila em &¢ 33,4
(C-23), ¢ 21,6 (C-24), &¢ 15,8 (C-25), d¢ 16,7 (C-26), &¢ 16,1 (C-28) e d¢ 25,0 (C-
30). Os dados de RMN 'H e *3C da substancia MB2-a foram comparados com 0s
dados reportados na literatura (AGETA et al., 1993) e foram condizentes para a
estruturas do triterpeno hopeno (hop-22(29)-eno). Ressalta-se, que este é o primeiro
relato do isolamento desse triterpeno na familia Fabaceae. Para a substancia MB2b,
o espectro de RMN 'H apresentou, além dos dupletos referentes aos hidrogénios
vinilicos H-29, um sinal em &y 1,67 caracteristico de grupo metila alilico, o qual é
atribuido ao hidrogénio H-30 da estrutura. Observa-se também a presenca de mais
sinais caracteristicos de hidrogénios metilicos, os quais sdo atribuidos aos
hidrogénios H-23 (&4 0,78; s), H-24 (&4 0,80; s), H-25 (04 0,92; s), H-26 (04 0,93; s),
H-27 (B4 1,03; s) e H-28 (54 0,76; s). O espectro de RMN **C confirmou a presenca
dos carbonos vinilicos C-22 e C-29 do esqueleto lupano, respectivamente, em &c¢
109,5 e 151,2. Sendo também observado o sinal em &¢ 79,3 referente ao carbono
carbindlico C-3 da estrutura, assim como os sinais referentes aos grupos metila em
Oc 28,2 (C-23), ¢ 15,6 (C-24), ¢ 16,4 (C-25), &¢ 16,1 (C-26), &c 18,2 (C-28) e dc
19,5 (C-30). Os dados de RMN *H e *C da substancia MB2b foram comparados
com os dados reportados na literatura (SILVA et al., 2017) e foram condizentes para
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a estruturas do triterpeno lupeol (3[3-Iup-20(29)-en—3fol). Este € o segundo relato do
isolamento dessa substancia no género, anteriormente isolado em Machaerium
hirtum pelo nosso grupo de pesquisa Fitosin (AMEN et al., 2015).

Conclusodes

O estudo quimico das folhas da espécie Machaerium brasiliense resultou no
isolamento da pirimidina uracila e dos triterpenos hopeno e lupeol, assim como o re-
isolamento da 4-hidréxi-N-metilprolina e do triterpeno hopenona B. Cabe ainda
ressaltar que este é o primeiro relato da presenca da uracila e do triterpeno hopeno
no género Machaerium.
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