Taninos hidrolisaveis de folhas de Eucalyptus microcorys
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1 INTRODUCAO

A espécie Eucalyptus microcorys F. Muell, conhecida como Tallowwood, ocorre
na costa nordeste de New South Wales e sudeste de Queensland, Austrdlia. Estas sdo regides
de clima quente e imido com chuvas predominantes no verao (Moore et al., 2004). Devido as
semelhangas de clima, esta espécie foi trazida para o centro-oeste do Brasil principalmente
por fornecer madeira de boa qualidade, que pode ser usada para confec¢do de moveis, postes,
dormentes e na construcado civil.

Além do uso madeireiro, esta espécie também apresenta grande potencial
medicinal, pois seu 6leo essencial € rico em 1,8-cineol (86,7%) (Foudil-Cherif et al., 2000;
Estanislau et al., 2001), substincia com atividade expectorante e antisséptica das vias
respiratdrias. A espécie E. globulus Labill. € a principal fonte desta substancia, porém ela é de
dificil cultivo em regides de clima quente como o centro-oeste brasileiro.

Moore e colaboradores (2004) detectaram a presenga de taninos hidrolisdveis nas
folhas de E. microcorys, observando inclusive que esta classe de compostos representa
aproximadamente 90% dos metabdlitos secunddrios desta planta, ficando o dleo essencial
com apenas 2%.

Taninos hidrolisaveis, incluindo o dimero macrociclico Oenoteina B, ja foram
isolados no género Eucalyptus, nas espécies E. viminalis, E. consideniana e E. alba (Santos e
Waterman, 2001; Yoshida et al., 1992a) e no género Eugenia, na espécie Eugenia uniflora

(Lee et al., 1997).
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Fortes, Sara S. Naves, Géssica A. Vasconcelos, Carolina F. Reis (colaboradores).



Vérios estudos comprovaram atividades farmacolégicas para esta classe de
substincias, dentre estas atividades podem-se citar: antiviral e principalmente antitumoral
(Okuda et al., 1989a).

Esta espécie de Eucalipto que se adaptou bem ao clima e solo do Cerrado Goiano
apresenta grande potencial para seu aproveitamento econdmico, tanto em relagcdo a utilizag@o
da madeira para confeccdo de mdveis, como também para fins medicinais, pela utilizacao do
6leo essencial e dos taninos hidrolisdveis contidos em suas folhas.

Em nosso laboratério foi realizado o estudo da sazonalidade dos compostos
fendlicos presentes nas folhas desta espécie (Souza et al., 2007). Observou-se a existéncia de
uma forte correlacdo entre fatores climaticos e a biossintese destes compostos. Neste primeiro
trabalho foram utilizados ensaios colorimétricos para a quantificagdo de fendis totais, taninos
e flavondides.

Apo6s este estudo inicial o extrato bruto das folhas foi preparado, particionado
entre solventes e a fracdo solivel em metanol foi fracionada por cromatografia em Diaion HP-
20. Apés refracionamento de vdarias sub-fracoes em Sephadex LH-20 conseguiu-se isolar e
identificar cinco elagitaninos, sendo quatro mondmeros (Tellimagrandin I, Genin D, 4,6-O-
HHDP-glicose e Oenotheina C) e um dimero (Oenotheina B), além de um galoil éster (Acido

gentisico-5-0-(6’-0-galoil)glucose) (Fortes e Santos, 2009; Fortes et al., 2010).

2 OBJETIVOS

Continuar o isolamento e elucidag@o estrutural de taninos hidrolisdveis presentes nas

folhas da espécie E. microcorys.
3 METODOLOGIA
3.1 Fracionamento da fracao Metandlica
3.1.1 Fracionamentos das sub-fracoes EM10, EM11 e EM14
A partir da fracdo EM3 (6,0 g), que foi submetida a cromatografia em coluna com
Diaion HP-20 como adsorvente, obtiveram-se 63 fra¢des, que foram reunidas em dez fracdes

principais ap6Os andlise por cromatografia em camada delgada (Esquema 1). Essas 10 fragdes

receberam os codigos: EM7 a EM16.



A fracdo EM10 (0,24 g) foi refracionada em coluna com Sephadex LH-20 como
adsorvente (coluna de adsorvente 27 x 1,8 cm). Utilizou-se gradiente de etanol/cloroférmio
(1:1 e 7:3), etanol, etanol/metanol (10, 20, 30....80% metanol) e metanol. Foram coletadas 99
fracdes, que foram reunidas em 7 fra¢des principais (EM168 a EM174) ap6s andlise por
cromatografia em camada delgada (ccd).

A fragao EM11 (0,88 g) foi refracionada em coluna com Sephadex LH-20 (coluna
de adsorvente 34 x 1,8 cm). Utilizou-se gradiente de etanol/cloroférmio (1:1 e 7:3), etanol,
etanol/metanol (10, 20, 30....80% metanol) e metanol. Foram coletadas 51 fracdes, que foram
reunidas em 15 fragdes principais (EM120 a EM134) apds anélise por ccd.

A fragao EM14 (0,20 g) foi refracionada em coluna com Sephadex LH-20 (coluna
de adsorvente 26 x 1,8 cm). Utilizou-se gradiente de etanol/cloroférmio (1:1 e 7:3), etanol,
etanol/metanol (10, 20, 30....80% metanol) e metanol. Foram coletadas 82 fracdes, que foram

reunidas em 11 fragdes principais (EM175 a EM185) apds anélise por ccd.

EM3
6¢g
Diaion HP 20 (D)
H,0 —p H,0/MeOH —p» MeOH
10 fragdes
(EM7 - 16)
EM10 EM11 EM14
0,24 ¢ 0,88 g 0,20 g
7 fragdes 15 fracoes 11 fracdes
(EM168 — 174) (EM120 - 134) (EM175 - EM185)

Esquema 1. Fracionamento das sub-fragcdes EM10, EM11 e EM 14

3.2 Fracionamento da fracao Acetato de Etila

A fracdo Acetato de Etila (5,5 g) foi submetida a cromatografia em coluna com
Sephadex LH-20 (27 x 4 cm), usando &4gua/etanol/acetona (7:2:1) (Esquema 2). Foram
coletadas 71 fragdes, que foram reunidas em 13 fragdes principais (EAE1 a EAE13) apds

andlise por ccd.



A fracdo EAE7 (0,21 g) foi refracionada em coluna com Sephadex LH-20 (27 x
1,8 cm). Utilizou-se gradiente de etanol/cloroférmio (1:1 e 7:3), etanol, etanol/metanol (10,
20, 30....80% metanol) e metanol. Foram coletadas 88 fracdes, que foram reunidas em 15
fracdes principais (EAE14 a EAE28) apds andlise por ccd.

A fracdo EAE9 (0,17 g) foi refracionada em coluna com Sephadex LH-20 (27 x
1,8 cm). Gradiente: etanol/cloroférmio (1:1 e 7:3), etanol, etanol/metanol (10, 20, 30....90%
metanol) e metanol. Foram coletadas 99 fracdes, que foram reunidas em 10 fracdes principais

(EAE29 a EAE38) ap6s andlise por ccd.

Fracao Acetato de Etila

55¢g
Sephadex LH-20
H,O/EtOH/Acetona
13 fracoes
(EAEI - 13)
EAE7 EAE9
021¢g 0,17 ¢
15 fragdes 10 fragdes
(EAE14 - 28) (EAE29 - 38)

Esquema 2. Fracionamento da fracdo Acetato de Etila

3.3 Analise espectroscopica das fracoes obtidas a partir da cromatografia

As fra¢des mais puras foram analisadas por Ressonincia Magnética Nuclear de H'
13 . g . . .
e C7, uni e bidimensional, em equipamento Brucker Advance 500, solubilizadas em acetona-

D¢ ou acetona-Dg + D,0, quando necessario.
4  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fracionamentos das sub-fracoes metanolicas e acetato de etila



Dando continuidade ao estudo de sazonalidade que foi realizado previamente com
esta espécie de Eucalyptus (Souza et al., 2007), escolhemos amostras de folhas de meses que
continham altos teores de taninos hidrolisaveis, julho e outubro, para preparacdo do extrato
bruto, que apresentou um rendimento de extracdo de 8,4%. O primeiro fracionamento deste
extrato foi realizado através de particio com acetato de etila, com isso retiram-se da fase
aquosas as substancias de média polaridade, tais como: flavondides, dcidos fendlicos e alguns
monomeros de taninos hidrolisdveis. A fase aquosa, apds liofilizacdo, foi dissolvida em
metanol para separar os agucares e polissacarideos, insoliveis em metanol, dos taninos
hidrolisaveis (monomeros e dimeros), soliveis em metanol.

Iniciou-se o fracionamento pela fracdo solivel em metanol, por ser esta a mais
rica em taninos hidrolisdveis e a que apresentou maior massa (26,7 g). O gel vinilico
polimérico Diaion HP-20 foi escolhido por ser o mais adequado para uma separagdo mais
grosseira de substincias polares (Okuda et al., 1989b), com isso obtivemos seis fracdes
distintas, usando um gradiente de d4gua para metanol.

As duas fragdes que se mostraram mais promissoras, EM3 e EMS, foram
refracionadas, inicialmente com o uso de Diaion HP-20, devido a elevada massa de cada
fracdio (~6 g). Os refracionamentos seguintes foram realizados com o gel dextrano
hidroxipropilado, Sephadex LH-20, que mostrou separagdes mais eficientes quando um
gradiente com aumento de polaridade foi usado, cloroférmio/etanol, etanol e metanol, desta
forma o mecanismo de separagdo é mais por adsor¢ao de substancias do que por filtracao em
gel (Okuda et al., 1989b). Apds estes fracionamentos iniciais conseguiu-se isolar e identificar
cinco elagitaninos, sendo quatro mondmeros (Tellimagrandin I, Genin D, 4,6-O-HHDP-
glicose e Oenotheina C) e um dimero (Oenotheina B), além de um galoil éster (Acido
gentisico-5-0-(6’-0-galoil)glucose) (Fortes e Santos, 2009; Fortes et al., 2010).

Neste relatorio prosseguiu-se ao fracionamento das sub-fragdes metandlicas
(EM10, 11 e 14), oriundas da fracio EM3 (Esquema 1), e iniciou-se a separacdo dos
componentes da fracdo Acetato de Etila (Esquema 2). Nesta segunda fase foram isolados e
identificados sete compostos, sendo que dois (Genin D e Tellimagrandin I) ja haviam sido

isolados e identificados nas fra¢des anteriores (Fortes e Santos, 2009; Fortes et al., 2010).

4.2 Caracterizacio espectroscopica dos taninos isolados

4.2.1 2,3,6-Tri-O-galoil-B-glicose



O galoil éster 2,3,6-Tri-O-galoil-f-glicose foi obtido na fragio EAE22 (30 mg),

sua estrutura foi determinada através de seus espectros de RMN Hl, COSY e HMQC. Este

galoil éster ja foi isolado das espécies Quercus coccifera e Quercus suber (Ito et al., 2002).

O 2,3,6-Tri-O-galoil-B-glicose existe como uma mistura de andmeros & e f, pois

ele € um hemiacetal, sua hidroxila no C-1 ndo estd esterificada, com isso seu espectro de

RMN H' é relativamente complexo (Figura 1). Os sinais de prétons e carbonos foram

identificados através dos espectros de COSY e HMQC (Tabela 1).
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Figura 1. Espectro de RMN H' do galoil éster 2,3,6-Tri-O-galoil-B-glicose.

Tabela 1. 2,3,6-Tri-O-galoil-B-glicose - dados de RMN H' e C"

SH' o
C/H @ andmero S andémero @ andmero S andbmero
1 5,52d (4) 5,06 d (8) 90,10 95,94
2 4,96 dd (4; 10) 5,16 dd (8; 9,3) 73,21 74,03
3 5,80 t(9,7) 5,48t(9,3) 73,53 76,16
4 3,97t (9,5) 3,93 m 75,20 74,85
5 4,35ddd (2; 5; 11) 4,45 m 70,33 68,20
6 4,60dd (2; 12) 4,64d(12) 63,95 64,10
6 4,51dd (5; 12) 4,48 m - -
Galoil 2’°e 6’ 7,08s; 7,12s; 7,19s 7,06s; 7,06s; 7,14s 109,89

Espectro realizado em acetona-de. (Constantes de acoplamento em Hz)

4.2.2 Genin D

O elagitanino Genin D (3-0-galoil-4,6-O-(s)-hexahidroxidi-fenoil-glicose) foi

obtido nas fragdes EM123 (0,11 g) e EM169 (16 mg), sua estrutura foi determinada através de



seus espectros de RMN H', COSY e HMQC e comparacdo com dados da literatura (Yoshida
et al., 1985). Este elagitanino foi isolado pela primeira vez da espécie Geum japonicum e esta
presente em vdrias outras espécies que contem taninos hidrolisaveis (Okuda et al., 1993). O
Genin D também existe como uma mistura de anémeros & e f, pois sua hidroxila no C-1 nio
estd esterificada, o que torna seu espectro de RMN H' relativamente complexo (Figura 2).

Dados de prétons e carbonos se encontram na Tabela 2.
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Figura 2. Espectro de RMN H' do elagitanino Genin D

Tabela 2. Genin D - dados de RMN H' e C**

SH' o
C/H @ andmero S anémero @ andmero S andbmero
1 5,26d (4) 4,73d (8) 93,5 98,5
2 3,81dd (4;9) 3,57 m 71,6 74,0
3 5,48t (9) 5,30t (10) 74,2 75,7
4 4,931t (10) 4,96t (10) 71,0 71,0
5 4,54 dd (6:10) 4,07 dd (6:10) 66,9 71,5
6 5,20 dd (6; 13) 5,22 dd (6; 13) 63,5 63,5
6 3,73 d (13) 3,79.d (13) i i
Galoil 2’ e 6’ 7,02s 7,01s 109,8
HHDF 2’ e 6° 6,46s, 6,615 6,45s, 6,625 107,6; 107,7

Espectro realizado em acetona-d¢ + D,0O. (Constantes de acoplamento em Hz)

4.2.3 Isocoriariin F

O elagitanino Isocoriariin F (3-0-galoil-4,6-0-(s)-valenoil-glicose) foi obtido na
fracdio EM172 (9 mg), sua estrutura foi determinada através de seus espectros de RMN H',

COSY, HMQC e HMBC e comparagao com dados da literatura (Hatano et al., 1989). Os



sinais de prétons e carbonos dos andmeros & e S se encontram na Tabela 3. Este elagitanino
foi isolado pela primeira vez da espécie Coriaria japonica e esta presente em frutos de

Eucalyptus maideni (Tian et al., 2010).
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Figura 3. Espectro de RMN H' do elagitanino Isocoriariin F

Tabela 3. Isocoriariin F - dados de RMN H' e C**

SH' sch
C/H @ andmero S andmero o andmero S andmero
1 519d (4) 4,68 d (8) 93,10 97,80
2 3,75 dd (4; 10) 3,51dd (8; 9,5) 71,00 73,61
3 5,24 t (10) 5,05t (10) 73,70 75,33
4 4,78 £ (10) 4,81 (10) 71,10 71,12
5 4,42 m 3,98 m 66,52 71,10
6 5,07 dd (6; 13) 5,10 dd (6; 13) 63,61 63,61
6 3,69 dd (2; 13) 3.77dd (2; 13) - ]
Galoil 2’ e 6’ 6,925 6,92s 110,50
Valoneoil A, Be C  6,57s, 6,22s, 7,12s 6,58s; 6,19s; 7,14s 107,69; 105,49; 109,97

Espectro realizado em acetona-ds. (Constantes de acoplamento em Hz)
4.2.4 Tellimagrandina I

O elagitanino Tellimagrandina I (2,3-di-O-galoil-4,6-O-(s)-hexahidroxidi-fenoil-
glicose) foi obtido nas fracbes EM179 (12 mg) e EAE24 (89 mg), sua estrutura foi
determinada através de seus espectros de RMN H', COSY e HMQC e comparacio com dados
da literatura (Hatano et al., 1988). Esse composto também € uma mistura de andmeros « e
B, como ser visto no seu espectro de RMN H' (Figura 4). Os sinais de prétons e carbonos sio

mostrados na Tabela 4. Este elagitanino foi isolado pela primeira vez da espécie Tellima



grandiflora e estd presente em vdrias outras espécies que contem taninos hidrolisdveis (Okuda

etal., 1993).
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Figura 4. Espectro de RMN H' do elagitanino Tellimagrandina I

Tabela 4. Tellimagrandina I - dados de RMN H' e C"”

SH' sch
C/H @ andmero S andmero o andmero S andmero
1 555d (4) 5.08d (3) 91,44 96,97
2 5,11 dd (4; 10) 5,25 dd (8:10) 73,13 74,36
3 5,861 (10) 5,591 (10) 71,33 73,68
4 5,12 (10) 5,12t (10) 71,25 71,28
5 4,66 ddd (1;6;10) 4,26 ddd (1;6;10) 67,44 72,23
6 5,26 dd (6; 13) 5,26 dd (6; 13) 63,65 63,65
6 3,79dd (1; 13) 3,87dd (1; 13) - -
Galoil 2’ e 6’ 7,00s, 7,06s 6,95s, 7,05s 110
HHDF 2’ e 6’ 6,48s, 6,655 6,50s, 6,668 107,9, 108,3

Espectro realizado em acetona-dg. (Constantes de acoplamento em Hz)

4.2.5 Penta-O-galoil-B-glicose

O galoil éster Penta-O-galoil-B-glicose foi obtido na fracdo EAE35 (15 mg), sua
estrutura foi determinada através de seus espectros de RMN Hl, COSY e HMQC e
comparacdo com dados da literatura (Beretta et al., 2010). Este galoil éster estd presente em
vdrias outras espécies que contem taninos hidrolisdveis (Okuda et al., 1993).

O Penta-O-galoil-B-glicose é um acetal e existe apenas como o andmero £, o que
simplifica bastante seu espectro de RMN H' (Figura 5). Os sinais de prétons e carbonos foram

identificados através dos espectros de COSY e HMQC (Tabela 5).
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Tabela 5. Penta-O-galoil-B-glicose - dados de RMN H' e C"*

C/H SH' 5 CP
1 6,32 d (8,3) 934
2 5,62 dd (8;9,7) 71,9
3 6,01 t(9,7) 73,5
4 5,68 t (10) 69,5
5 4,55 m 74,1
6 4,58 dd (2; 13) 62,9
6 4,30dd (5,3; 13) -
Galoil 2°e 6’ 7,02s; 7,04s; 7,09s; 7,11s; 7,18s 109,98

Espectro realizado em acetona-dg. (Constantes de acoplamento em Hz)

4.2.6 Tellimagrandina II

O elagitanino Tellimagrandina II (1,2,3-Tri-O-galoil-4,6-O-(s)-hexahidroxi-di-
fenoil-glicose) foi obtido na fracdo EAE36 (22 mg), sua estrutura foi determinada através de
seus espectros de RMN H', COSY e HMQC e comparacdo com dados da literatura (Wilkins e
Bohm, 1976). Esse composto também ¢ um acetal e apresenta apenas o andmero
S, como pode ser visto no seu espectro de RMN H' (Figura 6). Os sinais de prétons e
carbonos sao mostrados na Tabela 6. Este elagitanino foi isolado pela primeira vez da espécie
Tellima grandiflora e esta presente em vdrias outras espécies que contem taninos hidrolisdveis

(Okuda et al., 1993).
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Figura 6. Espectro de RMN H' do elagitanino Tellimagrandina I

Tabela 6. Tellimagrandina II - dados de RMN H' e C"

C/H SH' 5 CP
1 6,17 d (8,3) 93,4
2 5,60 dd (8,3;9,7) 71,5
3 5,81t(9,7) 73,0
4 5,20t (9,9) 70,5
5 4,52 dd (6,8; 10) 72,7
6 5,31 dd (6,4; 13,2) 62,8
6 3,88 dd (13,2) -
Galoil 2’ e 6’ 6,96s; 6,99s; 7,09s 110,0
HHDF 2’ e 6 6,49s; 6,635 107,6; 107,8

Espectro realizado em acetona-dg. (Constantes de acoplamento em Hz)
4.2.7 Woodfordin 1

O elagitanino dimérico Woodfordin 1 foi obtido nas fracoes EM131, 132 e 133
(massa total 146 mg), sua estrutura foi deteminada através de seus espectros de RMN de H',
COSY, HMQC e HMBC e por comparagao com dados da literatura (Yoshida et al., 1992b).
Este elagitanino foi isolado pela primeira vez de flores da espécie Woodfordia fruticosa Kurz
(Lythraceae) (Yoshida et al., 1992b).

O elagitanino Woodfordin 1 € um dimero macrociclico tal como Oenotheina B
isolado anteriormente de outras fracdes metandlicas de E. microcorys (Fortes e Santos, 2009;
Fortes et al., 2010). Apesar das duas glicoses estarem na forma de hemiacetais, este dimero
ndo existe como uma mistura de & e £ andmeros, devido a rigidez de sua estrutura que

favorece apenas um dos andmeros em cada unidade. Esta rigidez também € a causa do



espectro de RMN H' apresentar alguns sinais alargados, pois a estrutura macrociclica dificulta

a rotagdo livre das ligacdes (Figura 7).
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Figura 7. Espectro de RMN H' do elagitanino Woodfordin 1

Os dados de prétons e carbonos se encontram na Tabela 7 e foram obtidos por

compara¢do com dados da literatura (Yoshida et al., 1992b).

Tabela 7. Woodfordin 1 - dados de RMN H' e C**

Glicose a. Glicose B
C/H 8 Hl 8 C13 6 Hl 6 C13
1 6,20 largo 91,0 4,49 d (8) 95,5
2 6,02 dd (3,3; 8) 74,5 5,20dd (8,2;9,4) 74,5
3 6,06 largo 71,1 5,381(9,7) 73,0
4 5,68 t(9,8) 73,4 4,901t (8,8) 73,4
5 4,56 dd (6,7; 10) 68,3 4,17 dd (5,3; 10) 71,7
6 5,22 dd (6,5; 13) 63,1 5,03dd (7; 13) 63,7
6 3,62d (13) - 3,74 d (13) -
Anel Ae A’ 6,42 s 107.4 6,59 s 107,0
Anel Be B’ 6,29 largo 105,5 6,42 s 105,5
AnelCe C’ 6,71 largo 108.,6 7,19 s 110,1
Anel D’ - 7,14 largo 114,2
Anel Ge G’ 7,22's 110,4 6,99 largo 110,0

Espectro realizado em acetona-d¢ + D,0O. (Constantes de acoplamento em Hz)



5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel o isolamento e identificacdo de sete compostos
fendlicos, sendo cinco elagitaninos e dois galoil ésteres. Esses compostos, além de outros que
serdo purificados de outras fragdes, serdo utilizados para um estudo mais detalhado da
sazonalidade desta planta. Com isso visamos estudar a biossintese destes compostos fendlicos

e sua correlacdo com fatores ambientais.
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