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Resumo: O fracionamento cromatografico da fase diclorometanica dos caules de Michelia
champaca, forneceu quatro substancias: alcool 4-O-B-D-glicopiranosideo sinapilico, aldeido
4-0-B-D-glicopiranosideo sinapico, siringaresinol e N-acetilnonaina. Extracdo acido-base
de uma nova porcao do extrato bruto etandlico permitiu a identificagdo do alcal6ide liriodenina.
Os derivados fenilpropanoidicos e o alcal6ide N-acetilnonaina estdo sendo descritos pela
primeira vez no género Michelia. O alcaldide liriodenina e a lignana siringaresinol apresentaram
atividade antifingica moderada.
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Introducéo

Magnoliaceae compreende cerca de
10 géneros e 220 espécies, sendo que a
maioria ocorre no Hemisfério Norte, mas
também sdo encontrados na Asia (India e
Malasia) e América do Sul (Brasil). No
Brasil sdo cultivadas varias espécies dos
géneros Magnolia e Michelia,
popularmente conhecidas como magnolia
amarela [1].

A espécie Michelia champaca
aparece como uma planta importante na
medicina indigena [2]. E usada pela
populacdo para regular a menstruacéo,
combater infecgOes da garganta e febres,
artrites, reumatismos [3], como
anticoncepcional [2] e como prote¢do pos-
parto [4]. Estudo farmacolégico com o
extrato da casca da raiz indicou
propriedade inseticida potente contra a
larva do mosquito Aedes egyptii [5].
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Estudos fitoquimico e bioldgico
com raizes [6], cascas da raiz [7] e folhas
[6] de M. champaca levaram ao isolamento
de lactonas sesquiterpénicas com
significativa atividade antitumoral e
permitiram estabelecer o perfil quimico
deste género como essencialmente
terpénico [5], com predominancia das
lactonas sesquiterpénicas. KHAN e
colaboradores [4] relatam, com base em
triagem fitoquimica, a presenca de
alcaldides, flavonoides, taninos, saponinas,
além de triterpenoides em folhas, sementes,
caules e raizes de M. champaca. O
flavonoide quercetina foi isolado das flores,
pela primeira vez no género por KAPOOR
e JAGGI [8].

Além da atividade antitumoral
descrita anteriormente, alguns autores
relatam também atividade antiflngica para
a espécie. O extrato metandlico das flores
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de M. champaca mostrou forte atividade
frente ao patdgeno Staphylococcus aureus
[9]. Os extratos diclorometanico e
metandlico das folhas apresentaram
atividade moderada frente a varios fungos
patogénicos e fitopatogénicos [10]. Ainda,
sementes, caules e raizes foram bioativos
quando ensaiados com fungos patogénicos
humanos [4].

Neste trabalho, descrevemos o
fracionamento biomonitorado dos caules
de M. champaca, buscando isolar e
identificar os possiveis metabdlitos
secundarios responsaveis pela atividade
antifungica detectada na fase
diclorometéanica quando bioensaiadas com
os fungos fitopatogénicos Cladosporium
cladosporioides e C. sphaerospermum.

Materiais e Métodos
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN foram
registrados em espectrometro Varian AS 500
(500 MHz para *H e 125 MHz para C).
Foram utilizados os solventes deuterados
CDCI,, DMSO-d, e CD,OD, produzidos
pela Acros, Aldrich ou CiL, sendo TMS o
padréo interno. As colunas cromatograficas
tiveram como fase estacionaria silica gel 60
H (70-230 mesh, Merck) e silica C18 (43
—60 um). As analises em cromatografia em
camada delgada foram realizadas em silica
gel 60 F,, (placa) e as manchas visualizadas
por absor¢ao da radiacdo UV, anisaldeido
2% em H,SO, seguida de aquecimento,
camara de iodo e solucdo dragendorff. Os
cromatogramas foram obtidos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), num aparelho Varian ProStar,
com detector UV-Vis, registrados em
microcomputador de 500 MHz com
processador Pentium Il. Foram utilizadas
colunas analiticas Phenomenex Luna C18
(5?m, 250 x 4,6 mm) e coluna preparativa
Phenomenex Luna C18 (10 um, 250 x 21,20
mm). Os solventes organicos utilizados para
obtencéo de extratos e fracionamentos foram
das marcas Mallinckrodt, Synth e J. T. Baker
(grau CLAE). Aégua (grau CLAE) foi obtida
usando um sistema de purificacdo Milli-Q
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Plus (Millipore). As solugdes foram
concentradas em evaporador rotativo
Buchi R-114, sob pressdo reduzida. Os
espectros de massas de baixa resolugéo
foram obtidos em um espectrémetro
Platfform, no modo electrospray. Os
espectros de infravermelho foram obtidos
em um espectrometro Nicolet-730 FT-IR.
Material vegetal

Michelia champaca L.
(Magnoliaceae) foi coletada no Campus da
Universidade de Sdo Paulo (USP), em
Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil e
identificada pela Dra. Inés Cordeiro do
Instituto de Boténica da Secretaria do Meio
Ambiente do Estado de Séo Paulo.
Extracé@o e isolamento dos constituintes
quimicos
Os caules M. champaca foram secos a
temperatura ambiente, moidos e
submetidos a percolagcdo em etanol,
resultando no extrato bruto (55,30 g), ap6s
evaporacdo do solvente sob presséo
reduzida. O extrato bruto foi solubilizado
em MeOH/H,0O (70:30, v/v) e submetico a
particdo com solventes de diferentes
polaridades, fornecendo as fases hexénica
(9,00 g), diclorometanica (13,04 g), acetato
de etila (4,82 g), n-butanolica (11,90 g) e
hidroalcoolica (9,08 g). Todas essas fases
foram bioensaiadas para averiguacdo da
atividade antifangica.

Parte da fase diclorometénica (6,5 g),

a qual foi a Unica a apresentar atividade, foi
submetida a cromatografia em coluna (CC)
usando silica gel (70 — 230 mesh) e eluida
com hexano/AcOEt e ACOEt/MeOH em
misturas de polaridade crescente, fornecendo
22 fragdes, apds analise por cromatografia
em camada delgada. A fracdo 8 (690 mg,
eluida em AcOEt/MeOH 80:20, v/v) foi
submetida a CC utilizando silica de fase
reversa C18, eluida com MeOH/HZO em
gradiente decrescente de polaridade,
obtendo-se 6 fragdes. Asubfracéo 8.3 (74,2
mg, eluidaem AcOEt/MeOH 40:60, v/v) foi
submetida a CLAE preparativa em fase
reversa C18 (A = 254 nm, MeOH/H.O
80:20 (v/v), fluxo de 10 mL min?),
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fornecendo as substancias 1 (4,6 mg)e?2 (3,7
mg). A fragao 7 (420 mg, Hex/AcOEt 10:90,
v/v) foi cromatografada em coluna de fase
reversa C18, eluida em MeOH/H,O em
gradiente crescente de polaridade, obtendo-
se 10 fragdes. A subfragao 7.5 (69,6 mg,
MeOH/H,0O 65:35, v/v) foi submetida a
CLAE preparatlva A = 247 nm, MeOH/
H,0 50:50 (v/v), fluxo de 17 mL min Ne
forneceu a substancia 3 (9,3 mg). A fracao 5
(380 mg, Hex/AcOEt40:60, v/v) foi também
submetida a cromatografia em fase reversa,
avacuo, fornecendo 11 fragdes. A subfracao
5.8 (70,9 mg, MeOH/H,0 80:20, v/v) foi
submetida a cromatografla em camada
delgada preparativa de fase normal, sendo
eluida em AcOEt/MeOH 20:80 (V/V) e
fornecendo a substancia 4 (8,0 mg), apds
recristalizacdo em MeOH.

Uma nova por¢ao do extrato bruto
(25,0 g) foi solubilizada em HCI 5%, apds
precipitacdo do material graxo com
metanol. Fez-se, em seguida, extracdo com
AcOEt, basificagdo da fase aquosa e
novamente extracdo com AcOEt [11]. A
fragéo alcaloidica (247,4 mg) foi submetida
a cromatografia em coluna utilizando C18,
eluida em MeOH/H, O em gradlente
decrescente de polarldzade fornecendo a
substancia 5 (14,5 mg, MeOH/H,O 70:30,
v/V).

Bioensaio antiflngico

Estes ensaios foram realizados no
laboratorio do Instituto de Botanica de Sao
Paulo sob a supervisdo da Dra. Maria
Claudia Marx Young.

Suspensdes contendo esporos dos
fungos das espécies Cladosporium
cladosporoides e Cladosporium
sphaerospermum foram utilizadas como
reveladores em cromatografia em camada
delgada para a realizagdo da bioautografia
[12]. A amostra de extratos foi aplicada em
cromatoplacas e eluida com solventes
adequados. Apds a evaporacdo dos
solventes e localizagdo das manchas por
meio de absor¢do no ultravioleta, uma
solugdo de glicose e sais contendo esporos
do fungo foi nebulizada sobre as placas que
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foram incubadas a temperatura de 25° C em
camara imida e escura durante 2 a 3 dias.
Ap6s o tempo de incubagdo, observou-se o
crescimento do fungo sobre a placa. Nos
locais onde existem substancias fungitoxicas
surge um halo de inibi¢do. Foi utilizado
nistatina (1 pg) como padrao positivo.

Resultados e Discusséo

As fases hexanica, diclorometanica,
acetato de etila, n-butandlica e
hidroalcoolica, provenientes da particao
liquido-liquido do extrato etandlico, foram
bioensaiadas com os fungos Cladosporium
cladosporoides e C. sphaerospermum,
sendo que apenas a fase diclorometanica
apresentou atividade moderada. Esta fase
foi, entdo, fracionada em coluna
cromatografica de fase normal fornecendo
dois derivados fenilpropanoidicos, alcool
4-O-B-D-glicopiranosideo sinapilico (1) e
aldeido 4-O-B-D-glicopiranosideo sinapico
(2), uma lignana siringaresinol (3) e um
alcaloide N-acetilnonaina (4) (Figura 1).

Avaliacdo prévia do extrato bruto
com revelador draggendorff, detectou a
ocorréncia de alcaldides na matriz vegetal.
Assim, o extrato bruto foi submetido a
extragao acido-base para obtencao de uma
fracdo rica em alcaldides, que foi fracionada
em coluna cromatografica de fase reversa
e levou ao isolamento de liriodenina (5)
(Figura 1).

As estruturas de todas as substancias
isoladas foram determinadas através de
métodos espectroscopicos (EM, IV e RMN
de 'H e *C, uni e bidimensionais) ¢
confirmadas através da comparagdo com
dados da literatura.

Todas as substancias isoladas do
extrato ativo e a substancia 5 foram
submetidas a bioautografia com os fungos
Cladosporium cladosporoides e C.
sphaerospermum, e as substancias 3 e¢ 5
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Figura 1. Substancias isoladas dos caules de
M. champaca.

apresentaram atividade na concentragio
de 100 pg por ponto de aplicag@o.

Alcool 4-0-3- D—gllcoplran051deo
sinapilico (1). IV Ve (KBr) cm™: 3422,
2923, 2846, 1645, 1587 1453 e 1245 MS:
m/z 395 [M + Na]"; RMN de 'H (DMSO-
de): 6 6,72 (2H, s, H- 2eH- 6), 0 6,46 (1H, dI,
J=16 Hz, H-7), 6 6,33 (1H, dt, J=5¢ 16
Hz, H-8), 6 4,90 (1H, d, J =5 Hz, H-1"), &
485 (1H, #, J=5 Hz, H-9), 6 4,27 (1H, ¢, J
=5,5Hz, H-4"), 6 4,10 (1H, ¢, J= 5 Hz, H-
9), 6 3,76 (6H, s, OCHs), 3,40 (1H, m, H-
0), 8320(1H m, H-3"), 8313(1H m, H—
2°), 8 3,00 (1H, m, H-5"); RMN de “C
(DMSO-dg): 6 152,7 (C-3 e C-5), 6 133,8
(C-4), 8 132,6 (C-1), 8 130,2 (C-8), 5 128,4
(C-7), 6 104,5 (C-2 e C-6), 6 102,6 (C-1°), 6
77,2 (C-3’), 6 76,5 (C-5°), 6 74,2 (C-2°), 6
69,9 (C4), & 61,4 (C-9), & 60,9 (C-6"), 6
56,3 (OCHj3).

Aldeido 4-O-3-D- ghcop1ranos1deo si-
napico (2). IV Vi (KBr) ecm™: 2920, 2850
1666 e 1400- 1600 MS: m/z 393 M
Na]"; RMN de 'H (DMSO ds): 09,64 (lH
d, J=8 Hz, H-9), 67,62 (1H, d, J= 16 Hz,
H-7), 67,09 (2H, s, H-2 e H-6), 56,89 (lH,
dd, J =8 e 16 Hz, H-8), 65,08 (1H, d, J =
7,5 Hz, H-1"), 8 3,81 (6H, 5, OCHj3), 6 3,38

(IH, m, H-6"), 6 3,21 (2H, m, H-2’ ¢ H-5"),
03,13 (1H m, H-4"), 6306(1H dd,J=2
e 5,5 Hz, H-3"); RMN de C (DMSO-do):
o 1942(C 9),5153,4(C-7),6152,8 (C-3 e
C-5), 8 136,9 (C-4), 6 1294 (C-1), 6 127,9
(C-8), 6 107,1 (C-2 ¢ C-6), 6 02,0 (C-1°), 8
77,4 (C-3%), 6 76,6 (C-5°), & 74,1 (C-2’),
69,9 (C-4°), 6 60,8 (C-6), 6565(OCH3)
Siringaresinol (3). IV Vpax (KBr) cm’”
3146, 2941, 2854, 1614, 1515 e 1458; MS:
m/z 441 [M + Na] RMN de 'H (DMSO—
de): 88,23 (2H, s, OH e OH’ ), 56,59 (4H, s,
H-2, H-2’, H-6 ¢ H-6"), 54,61 (2H, d,J= 4
Hz, H-7 e H-7°), 64,15 2H, dd, J=5¢ 7
Hz, Hey9 ¢ Heg9%), 83,77 2H, dd, J =35 ¢
7 Hz, Hy-9 € Hi9”), 63,75 (12H, s, OCHs e
OCH3) 6 3,04 2H, m, H86H8’) RMN
de "*C (DMSO-dy): 6 1479(C 3,C-3,C-5
e C-5"),8 134,77 (C-1 e C-1), 81314(C4e
C-4), 8 103,6 (C-2, C-2°, C-6 e C-6’), d
85,3 (C-7 e C-7), 6 71,0 (C-9 e C-9°), o
56,0 (OCH; e OCH5’), 6 53,6 (C-8 e C-8).
N-acetilnonaina (4): IV Vmx (KBr) cm
12913 e 1626; MS: m/z 308 [M + HJ ;
RMN de 'H (CD3OD) 6 8,00 (1H, d, J=
7,5 Hz, H-11), 6 7,20 (1H, m, H-8), & 7,13-
7,17 (2H, m, H-9 ou H-10), 3 6,55 (1H, s,
H-3), 6 5,98 (1H, d, J = 1,5 Hz, O-CH,-0),
0 5,88 (1H, d, J = 1,5, O-CH,-0), 6 4,95
(IH, dd, J = 3,5 ¢ 14,0 Hz, Hy-6a), & 4,01
(1H, m, Hy-5), 8 3,18 (1H, m, Heg-5), o
297 (1H, dd, J = 3,5 e 14,0 Hz, Hei-7),
2,72 (1H, m, Hux-7), 8 2,68 (1H, m, H-4), &
2,61 (1H, m, H-4P5 6 2,13 (3H, s, O=C-
CH;); RMN de “C (CD;OD): & 172,0
(C=0), 6 148,8 (C-2), 6 144,7 (C-1), &
136,9 (C-7a), & 132,6 (C-3a), & 129,6 (C-
10), 6 128,9 (C-9), 6 128,8 (C-11a), 5 128,3
(C-8), & 128,0 (C-11), & 126,6 (C-3b), 3
119,0 (C-1a), & 108,5 (C-3), 6 102,3 (O-
CH,-0).5 52,2 (C-6a), 6 43,3 (C-5), 6 34,6
(C-7),6 31,8 (C-4), 6 22,3 (O=C-CHj3).
Liriodenina (5): IV Vi, (KBr) cm ™
2924, 2852, 1660 ¢ 1400- 1600 MS: m/z
276 [M + H] RMN de 'H (CDC13) d
8,86 (1H, d, J= 5 5 Hz, H-5), 6 8,60 (1H, d,
J=8,0 Hz, H-8 ou H-1 1), 68,56 (1H, dd, J
= 1,5 ¢ 8,0 Hz, H-8 ou H-11), 6 7,73 (1H,
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d, J =5 Hz, H-4), 8 7,71 (1H, m, H-9 ou H-
10), 5 7,55 (1H, dt, J= 1,5 ¢ 8,0 Hz, H-9 ou
H-10), 8 7,14 (1H, 5, H-3), 3 6,35 (2H, s, O-
CH,-O); RMN de *C (CDCl,): & 182,4 (C-
7),8 151,7 (C-1), § 148,8 (C-2), 1452 (C-
6a), 5 144,9 (C-5), § 135,7 (C-3a), & 133,9
(C-9), & 132,9 (C-11a), & 131,5 (C-7a), &
128,83 (C-10), & 128,6 (C-11), & 127,3 (C-
8), 5 124,2 (C-4), & 123,2 (C-1b), & 103,2
(C-3), 8 102,4 (O-CH,-0).

Conclusdes

O estudo quimico dos caules de M.
champaca levou ao isolamento e
identificacdo de dois alcaldides, uma
lignana e dois derivados
fenilpropanoidicos, mostrando uma
quimica diferenciada das raizes e sementes
da planta, ricas em lactonas
sesquiterpénicas. Este estudo contribuiu
para o conhecimento dos metabdlitos
secundarios de mais uma espécie da flora
brasileira.

Os derivados fenilpropanoidicos e 0
alcaloide N-acetilnonaina estdo sendo
relatados pela primeira vez no género
Michelia. Alignanasiringaresinol j& haviasido
isolada da espécie Michelia fuscata,
enquanto que liriodenina é comumente
encontrada no género e em outras partes de
M. champaca. A atividade antifingica
detectada na fase diclorometéanica e
confirmada na lignana 3 e no alcal6ide 5 é
um dado relevante, ja que é a primeira vez
que esta sendo descrito para uma lignana.
Substancias com atividade frente aos fungos
fitopatogénicos do género Cladosporium sao
de grande interesse para a agricultura.
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ADbstract: The fractionation of the dichlorometanic layer of dried Stems of Michelia champaca arforded
four substances: sinapyl 4-O-3-D-glucopyranoside alcohol, sinapyl 4-O-f-D-glucopyranoside aldehyde,
syringaresinol and N-acetylnonaine. Part of the crude extract portion was submitted to acid-basic
extraction allowed the identification of the alkaloid liriodenine. The two phenylpropanoids derivatives
and the alkaloid N-acetylnonaine were been reported for the first time from Michelia genus. The

alkaloid liriodenine and the lignan syringaresinol showed moderate antifungal activity.

Keywords: Magnoliaceae, Michelia champaca, alkaloids, antifungal activity
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