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1 INTRODUCAO

A espécie Eugenia uniflora L. (Myrtaceae), conhecida por pitangueira, &
caracterizada por arvores de pequeno porte que ocorrem naturalmente nas regides sul e
sudeste do Brasil. O decocto ou infusdo das folhas desta espécie sdo empregados como
hipotensor e diurético, assim como no tratamento de problemas digestivos (Henriques et al.,
1993). Também sdo utilizados como adstringente, antipirético e antireumadtico (Alice et al.,
1991). Testes in vitro e in vivo confirmaram suas atividades farmacoldgicas, tais como:
diurética e antiinflamatéria (Schapoval et al., 1994), antidiarreica (Gbolade et al., 1996),
hipotensora (Consolini et al, 1999), hipotérmica e antiespasmoédica (Amorin et al., 2009),
bactericida e citotoxica (Bouzada et al., 2009).

As folhas de E. uniflora sdo ricas em taninos hidrolisdveis, sendo que os
elagitaninos macrociclicos Oenotheina B, Eugeniflorina D1 e Eugeniflorina D2 foram
isolados e identificados, como também outros fendis: 1,2,4,6-tetra-O-galoil-B-D-glicose,
galocatequina, mircetin-3-O-ramnoglucosidio (Lee et al.,1997), mircitrina, quercetina,
quercetin-3-O-ramnoglucosidio e antraquinonas (Alice et al., 1991).

O fracionamento biodirecionado do extrato de folhas de E. uniflora utilizando a
enzima responsdvel pela replicagdo do virus Epstein-Barr, EBV DNA polimerase, mostrou

alta atividade inibitdria dos elagitaninos eugeniflorina D-1 e D-2 (Lee et al., 2000).
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A Oenotheina B apresentou atividade antiviral, inibindo a proliferagdo do virus
herpes simplex (HSV-1 e HSV-2) em testes realizados in vitro (Fukuchi et al., 1989). Vérios
estudos também mostraram potente atividade antitumoral para Oenotheina B contra Sarcoma
180 em ratos (Wang et al., 1999), diversos tipos de carcinoma (Wang et al., 1999), leucemia
(Wang et al., 1999) e hiperplasia de prostata (Kiss et al., 2006). Este mesmo composto inibiu
o crescimento de leveduras do fungo sistémico Paracoccidioides brasiliensis em testes in
vitro (Santos et al., 2007a).

Recentemente, comprovou-se que a atividade antiinflamatéria de espécies de
Epilobium € principalmente devida a presenca de Oenoteina B, que inibe as enzimas
hialuronidase e mieloperoxidase (Kiss et al., 2010). Na espécie Epilobium angustifolium
observou-se a atividade imunomodulatéria deste composto (Schepetkin et al., 2009).

Os taninos hidrolisdveis sao compostos altamente polares que se encontram nas
plantas como mondmeros e oligdmeros polifendlicos. Eles sdo encontrados em folhas, frutos,
casca ou madeira na propor¢do de até 50% do peso seco. Essas substancias contribuem para a
defesa das plantas contra o ataque de herbivoros e limita o crescimento de microorganismos
patogénicos a planta. Vdrios trabalhos ja demonstraram a atividade destas substancias contra
bactérias, fungos, leveduras (Scalbert, 1991).

Os taninos como outros metabdlitos secunddrios variam em sua concentracao nas
diversas partes da planta. Esta variacdo estd relacionada a biossintese desses metabdlitos
secunddrios, seu destino e utilizacdo dentro da planta. Além disso, também existe diferenca de
concentracdo nas diferentes estacdes do ano, o que depende da época de floracdo e
frutificacdo de cada espécie e de fatores climdticos. Este fato foi observado para esta espécie,
onde taninos hidrolisaveis foram produzidos principalmente nos meses de chuva, ao contrario
dos flavonodides que predominaram na época seca (Santos et al., 2011a). Também foi
observada correlacdo entre os teores de compostos fendlicos e a concentragao de metais nas
folhas (Santos et al., 2007b e 2011b). O estudo da sazonalidade do 6leo essencial desta planta
também mostrou correlacao dos terpenos com os fatores climaticos e com os fendis (Costa et
al., 2009).

Para dar continuidade aos estudos de biossintese e atividade bioldgica desta
espécie se fazem necessdrios o isolamento e identificacdio dos compostos fendlicos
majoritarios. Estas substancias puras serdo utilizadas como padrdes em quantificacdes e em

ensaios bioldgicos.



2 OBJETIVOS

Realizar o isolamento e elucidagdo estrutural de taninos hidrolisdveis presentes

nas folhas da espécie E. uniflora.

3 METODOLOGIA

3.1 Preparacao do extrato bruto e particao entre solventes

As folhas de E. uniflora (1,0 Kg) foram coletadas em Anépolis e foram extraidas
com acetona aquosa 50%, a acetona foi evaporada sob vacuo e o extrado aquoso foi filtrado
em funil de buchner para eliminacdo de clorofilas e graxas. Este extrato aquoso foi entdo
liofilizado e obteve-se 174,27 g.

Parte do extrato seco (150 g) foi suspendido em dgua e submetido a particdo com
acetato de etila. Gerando assim uma fragcao acetato de etila (15 g). A fracdo aquosa resultante,
apos liofilizagdo, foi solubilizada em metanol, obtendo-se assim duas fra¢des, uma solivel
(81,76 g) e outra insolavel (39,22 g), que foram separadas por filtragdo. A fracdo solivel em

metanol foi evaporada em rotaevaporador (Santos et al., 2007a).

3.2 Cromatografia da fra¢ao soliivel em metanol

3.2.1 Cromatografia da fracao soliivel em metanol em Diaion HP-20

A fracdo soldvel em metanol foi dividida em seis porcoes (11, 12, 14, 12, 15 e 9g)
e cada uma foi submetida a cromatografia em coluna com Diaion HP-20 como adsorvente
(coluna de adsorvente 27 x 4 cm). Utilizou-se gradiente de dgua, 4gua/metanol (20, 40, 60 e
80% metanol) até metanol puro (Esquema 1). Foram coletadas 38 fracdes em cada coluna,
que foram reunidas em cinco fracdes principais apds andlise por cromatografia em camada
delgada (Figura 1), tendo silica-gel como adsorvente e acido férmico, formiato de etila e

tolueno (1:7:1) como eluente e revelacdo com solucdo de FeCl;/HCI.
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Figura 1. Cromatografia em camada delgada do fracionamento em Diaion HP-20

Fracao solivel em metanol
3¢

Diaion HP 20
H,O — H,O/MeOH — MeOH

EUMI1 EUM2 EUM3 EUMA4 EUMS5
19¢g 27¢g 7,1g 6,8¢g 12,7 ¢

Esquema 1. Cromatografia em Diaion HP-20 da frago soliivel em metanol

3.2.2 Fracionamento das sub-fracoes soliiveis em metanol

As sub-fragoes EUM3, EUM4 e EUMS foram submetidas separadamente a
cromatografia em coluna com Diaion HP-20 (coluna de adsorvente 27 x 4 cm). Utilizou-se
gradiente de 4gua, dgua/metanol (5, 10, 15 ....50% metanol) e metanol puro. As fracdes
coletadas foram reunidas em fracdes principais (EUM6 a EUMI17) apds andlise por
cromatografia em camada delgada (ccd), com as mesmas condi¢des usadas anteriormente.

Algumas das fracdes reunidas foram refracionadas através de cromatografia em
coluna com Sephadex LLH-20 (coluna de adsorvente 28 x 4 cm), utilizando-se gradiente de
dgua, dgua/metanol (10, 20, 30 ....90% metanol) e metanol. As fragdes principais (EUM18 a
EUMSS) foram reunidas apds andlise por ccd.

A fracado EUM49 (2,3 g) foi refracionada em coluna com Sephadex LH-20
(coluna de adsorvente 28 x 4 cm), utilizando-se gradiente de cloroférmio/etanol, etanol,
etanol/metanol (10, 20, 30....90% metanol) e metanol. Foram coletadas 68 fracdes, que foram

reunidas em 10 fra¢des principais (EUMS5 a EUM64) ap6s andlise por ccd.



3.3 Analise espectroscopica das fracoes puras

As fra¢des mais puras foram analisadas por Ressonincia Magnética Nuclear de H'
e C13, uni e bidimensional, em equipamento Brucker Avance 500, solubilizadas em acetona-

Dg, para algumas amostras foi necessdria adi¢do de gotas de DO.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Extracao e fracionamentos

Dando continuidade aos estudos de sazonalidade e atividade biolégica que foram
realizados previamente com esta espécie de Eugenia (Santos et al., 2007a; Santos et al.,
2011a), iniciou-se o fracionamento da fragc@o solivel em metanol (Esquema 1). O gel vinilico
polimérico Diaion HP-20 foi escolhido por ser o mais adequado para uma separacdo mais
grosseira de substancias polares (Okuda er al., 1989), com isso obtivemos cinco fracdes
distintas, usando um gradiente de dgua para metanol.

As trés fracOes que apresentaram maior massa, EUM3, EUM4 e EUMS, foram
refracionadas, inicialmente com o uso de Diaion HP-20, devido a elevada massa de cada
fracdo. Os refracionamentos seguintes foram realizados com o gel dextrano hidroxipropilado,
Sephadex LH-20, que mostrou separacdes mais eficientes quando um gradiente com aumento
de polaridade foi usado, cloroférmio/etanol, etanol e metanol, desta forma o mecanismo de
separacdo € mais por adsor¢do de substancias do que por filtracdo em gel (Okuda et al.,
1989). Apés os fracionamentos foram obtidas até o momento quatro substancias puras que

foram identificadas por espectroscopia.
4.2 Caracterizacio espectroscopica dos taninos isolados
4.2.1 2,3-Di-O-galoil-B-glicose
O galoil éster 2,3-Di-O-galoil-B-glicose conhecido como nilocitin foi obtido na
fracio EUMS56 (26 mg), sua estrutura foi determinada através de seus espectros de RMN H' e

COSY. Este galoil éster foi isolado pela primeira vez de flores da espécie Tamarix nilotica

(Nawwar et al., 1984).



O 2,3-Di-O-galoil-f-glicose existe como uma mistura de andmeros e £, pois ele
€ um hemiacetal, sua hidroxila no C-1 ndo esta esterificada, com isso seu espectro de RMN
H' é relativamente complexo (Figura 2). Os sinais de prétons foram identificados através do

espectro de COSY (Tabela 1).
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Figura 2. Espectro de RMN H' do galoil éster 2,3-Di-O-galoil-B-glicose.

Tabela 1. 2,3-Di-O-galoil-B-glicose - dados de RMN H'

SH'
C/H @ andmero S andmero

1 5,45d (3,6) 4,95d (8,1)

2 4,90 dd (3,8; 10,2) 5,05 dd (8,1;9,5)

3 5,72 dd (9,3; 10) 5,38t(9,5)

4 3,83 dd (9,5; 10,9) 3,78t (9,8)

5 3,58 m 3,58 m

6 3,83dd (2,7; 11,9) 3,89 dd (2,4; 12,2)

6 3,72-3,79 m 3,72-3,79 m
Galoil 2’ e 6’ 7,02s; 7,06s; 6,99s; 7,00s

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 fracdbes EUM48 (204 mg) e EUMS58 (207 mg), sua estrutura foi determinada
através de seus espectros de RMN H', COSY e HMQC e comparacio com dados da literatura

(Yoshida et al., 1985). Este elagitanino foi isolado pela primeira vez da espécie Geum



Jjaponicum e esta presente em vdrias outras espécies que contem taninos hidrolisdveis (Okuda

et al., 1993). O Genin D também existe como uma mistura de andmeros & e f, pois sua

hidroxila no C-1 nio estd esterificada, o que torna seu espectro de RMN H' relativamente

complexo (Figura 3). Dados de prétons e carbonos se encontram na Tabela 2.
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Figura 3. Espectro de RMN H' do elagitanino Genin D
Tabela 2. Genin D - dados de RMN H' e C"
SH' 5ch
C/H o andmero S andmero o andmero S andmero
1 5,26 d (4) 4,73 d (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 4,93t (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 3,73d (13) 3,79d (13) - -
Galoil 2’e 6’ 7,028 7,01s 109,8
HHDF 2’ € 6’ 6,46s, 6,61s 6,45s, 6,628 107,6; 107,7

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

4.2.3

Oenotheina B

O elagitanino dimérico Oenotheina B foi obtido nas fragcdes EUM 32 e 33 (massa

total 495 mg), sua estrutura foi deteminada através de seus espectros de RMN de H'eCVe

por comparacdo com dados da literatura (Santos e Waterman, 2001). Este elagitanino foi

isolado pela primeira vez da espécie Oenothera erythrosepala e estd presente em outras



espécies da familia Onagraceae e também em espécies do género Eucalyptus (Okuda et al.,
1993; Santos e Waterman, 2001).

A Oenotheina B é um dimero macrociclico formado por duas unidades de
Tellimagrandina I. 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 4).
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Figura 4. Espectro de RMN H' do elagitanino Oenotheina B

Os dados de prétons e carbonos se encontram na Tabela 3 e foram obtidos por

comparacao com espectros originais.



Tabela 3. Oenotheina B - dados de RMN H' e C**

Glicose 1 Glicose 11
C/H SH' 5ch SH' 5¢ch
1 4,41 largo 95,76 6,24 d (3) 91,51
2 5,18 dd (8; 10) 74,81 6,03 largo 74,45
3 5,42t (10) 73,28 6,11 largo 71,40
4 4,89t (10) 73,80 5,61 largo 70,53
5 4,15 dd (5; 10) 72,00 4,58 dd (7; 10) 69,07
6 5,02 largo 63,25 5,25dd (7; 13) 63,25
6 3,86 d (13) - 3,61d(13) -
Anel Ae A’ 6,65 s 107,75 6,45 s 107,75
Anel Be B’ 6,29 s 105,90 6,45 s 106,30
AnelCe C’ 7,03 largo 110,29 6,65s 109,00
AnelGe G’ 7,24 s 110,50 7,03 largo 110,29

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

4.2.4 Woodfordin 1

O elagitanino dimérico Woodfordin 1 foi obtido nas fracdes EUM63 (242 mg),
sua estrutura foi deteminada através de seus espectros de RMN de Hl, COSY, HMQC e
HMBC e por comparacdo com dados da literatura (Yoshida et al., 1992). Este elagitanino foi

isolado pela primeira vez de flores da espécie Woodfordia fruticosa Kurz (Lythraceae)

(Yoshida et al., 1992).

O elagitanino Woodfordin 1 € um dimero macrociclico tal como a Oenotheina B
isolada anteriormente. Da mesma forma como no dimero anterior as duas glicoses também
estdo na forma de hemiacetais, porém devido a rigidez de sua estrutura apenas um dos
andmeros prepondera em cada unidade. Esta rigidez também faz com que alguns sinais se
apresentem alargados no espectro de RMN H', pois a estrutura macrociclica dificulta a

rotacao livre das ligacoes (Figura 5).
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Figura 5. Espectro de RMN H' do elagitanino Woodfordin 1

Os dados de prétons e carbonos se encontram na Tabela 4 e foram obtidos por

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

Tabela 4. Woodfordin 1 - dados de RMN H' e C**

Glicose o, Glicose B
C/H SH' sch SH' Yo
1 6,20 largo 91,0 4,49 d (8) 95,5
2 6,02 dd (3,3; 8) 74,5 5,20 dd (8,2; 9) 74,5
3 6,06 largo 71,1 5,38 t(9,7) 73,0
4 5,68 t(9,8) 73,4 4901t (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 5,03 dd (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
AnelCeC’ 6,71 largo 108,6 7,19s 110,1
Anel D’ - 7,14 largo 114,2
AnelGe G’ 7,22 s 110,4 6,99 largo 110,0

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

5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel o isolamento e identificagdo de quatro taninos
hidrolisaveis, um galoil éster e trés elagitaninos. 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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