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SALICILATOS ISOLADOS DE FOLHAS E TALOS DE Salix martiana LEYB. (SALICACEAE)
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SALICYLATES ISOLATED FROM LEAVES AND STEMS OF Salix martiana Leyb. (SALICACEAE). Salix martiana Leyb. is
an endemic species from the Amazon river floodplain areas (varzeas), of the State of Amazonas. Stems and leaves were extracted

with dichloromethane, methanol and hydro-alcohol and these extracts were fractionated by using conventional chromatographic

techniques. The major substances isolated, salicin and trichocarposide (6-0-p-coumaroyl salicin), were determined through analyses
of NMR 1D ('H and "*C) and NMR 2D (gHSQC and gHMBC). These compounds were isolated for the first time in Salix martiana
Leyb. (Salicaceae). The percentage of these compounds in S. martiana is very high. The extracts were analyzed for their DPPH

antioxidant capacity and the methanolic from the leaves and the hydro-alcoholic from the stems were the more active.

Keywords: Salix martiana; salicin; trichocarposide.

INTRODUCAO

A familia Salicaceae tem uma distribuicio espacial em diver-
sos biomas do mundo, com 43 géneros e aproximadamente 1000
espécies.' No Brasil, ocorrem 19 géneros e cerca de 80 espécies.!
A familia € conhecida pela presenga de salicilatos, que sdo glico-
sideos fendlicos. Estudos quimicos prévios de espécies de Salica-
ceae forneceram principalmente as seguintes substancias: salicina,
salicortina, 2’-cinamoilsalicortina, salicina di-glicosilada, salicilol,
2’-O-acetilsalicina, 2’-O-acetilsalicortina e m-hidroxibenzil-§-D-
glicosideo; diversas atividades farmacoldgicas foram descritas para
estas substancias, destacando-se a analgésica,? antiinflamatdria® e
antioxidante.*

A espécie Salix martiana Leyb., escolhida para o presente estudo,
¢é sinonimia de Salix humboldtiana var. martiana (Leyb.) Anders. A
espécie € de ampla distribuicdo na regidio de varzeas do Rio Solimdes,
Amazonas. Popularmente € conhecida como oeirana ou oeirana bran-
ca e utilizada para diabetes. A falta de relatos de estudos quimicos
prévios para a espécie motivou o presente trabalho fitoquimico. Na
literatura disponivel, este € o primeiro relato dos dados de RMN de
13C para a substéncia trichocarposideo ou 6-0-p-coumaroil-salicina.

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN de 'H e *C e experimentos bidimensionais
foram realizados em espectrometro Varian Inova-500® operando a
500 MHz para o niicleo de 'H e 125 MHz para o nticleo de '*C, TMS
foi utilizado como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos
foram dados em ppm, tendo como referéncia interna o tetrametilsilano

*e-mail: cecilia@inpa.gov.br

TMS (8= 0,0 ppm) ou o préprio solvente. Os solventes utilizados
foram CDC13, CD,0D e D,0.

Os espectros de massas foram obtidos em espectrometro de
massas tipo ion trap, modelo Esquire HCT (Bruker Daltonics),
acoplado a um cromatégrafo liquido modelo Prominence (Shi-
madzu), composto por trés bombas modelo LC-20AD, injetor
automdtico SIL-20AC, forno para coluna CTO-20AC, controla-
dora CBM-20A, detector DAD (diode array) SPD-M20A e trés
fontes de ionizagdo: electrospray, APCI e nanospray. A fonte de
ESI usada nas andlises foi operada a 3500 V (tanto ESI* como
ESI'), com um fluxo de nitrogénio de 15 psi (nebulizer) e 5 pL/
min (drying gas) a 250 °C. O trap foi operado com hélio em seu
interior, em uma diferenga de pressdo de 4 x 10 bar em relacdo
ao basal (sem hélio) e o tempo de abertura do trap foi de 50 ms.
O ICC (ion charge control) estava em 70000 para ESI* e 30000
para EST". Para as cromatografias em coluna (CC) utilizou-se silica
gel 60 (0,063-0,200 mm), Amberlite XAD-4 e alumina neutra,
todos da Merck, como fase estaciondria. Para as cromatografias
em camada delgada comparativa (CCDC) e em camada delgada
preparativa (CCDP) empregou-se silica gel 60 G e 60 GF254
(Merck), respectivamente. A visualizacdo dos compostos em
CCDC foi realizada por irradiacdo com luz ultravioleta em 254
e 366 nm, vapores de iodo e/ou por pulveriza¢do com solugdo de
Ce(S80,), seguida de aquecimento.

Material vegetal

As folhas e talos das folhas de Salix martiana Leyb. (Salicaceae)
foram coletados as margens do lago do Cataldo, regido inundada pelo
Rio Solimdes (drea de varzea), proximo de Manaus, em 22/7/2004. A
exsicata encontra-se devidamente depositada, sob o nimero 224265,
no Herbdrio do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazodnia — INPA,
em Manaus — AM.
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Extracao e isolamento

As folhas (200 g) e os talos das folhas (200 g) foram secos em
temperatura ambiente, moidos e extraidos consecutivamente com
os solventes diclorometano, metanol e metanol/H,O 7:3, utilizando
aparelho de ultrassom por 20 min, cada procedimento repetido 3
vezes, obtendo-se os extratos ST.DCM (2,6 g), ST.MeOH (9,0 g), e
ST.MA (5,5 g) (para os talos) e SEDCM (5.4 g), SEMeOH (8,8 g),
e SEMA (11,3 g) (para as folhas).

Cada extrato foi submetido a vdrios processos de cromatografia
em coluna (CC) a press@o atmosférica, com o intuito de obter fragdes
separadas em solventes de polaridade crescente, para posterior fracio-
namento. As sub-fragdes que continham os compostos majoritdrios
foram submetidas a vérios processos cromatograficos em coluna (CC)
e camada delgada preparativa (CCDP) até obten¢@o das substancias
salicina (1) e trichocarposideo ou 6-0-p-coumaroil-salicina (2), Figura
1. Os rendimentos das substancias estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Rendimento de obtencdo das substancias isoladas nos
diferentes extratos de Salix martiana

Substincia Rendimento
isolada (%)

Parte vegetal (g)  Extrato (g)

SEDCM
5.4
SF.MeOH Salicina 1,75
(8,8) Trichocarposideo 3
SEMA
(11,3)
ST.DCM
(2,6)
ST.MeOH
9.,0)
ST.MA
(5,5

Folhas (200)

Salicina 1,93

Talos (200)

Avaliacio qualitativa da atividade antioxidante usando DPPH

A avalia¢do da atividade antioxidante foi realizada qualitati-
vamente por meio do ensaio com 2,2-difenil-1-(2,4,6-trinitrofenil)
hidrazila (DPPH), através da borrifagao da placa cromatografica,
previamente eluida e seca, com uma solugéo 0,2% de DPPH em me-
tanol (MeOH). O tempo de revelagdo varia de 5 a 30 min, sendo que
aplaca adquire cor purpura e a presenga de substancias antioxidantes
é revelada onde hd colorac@o branco-amarela.’

Avaliacio quantitativa da atividade antioxidante usando DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada através do método de re-
ducdo da capacidade de seqiiestro (CS) de radicais com 2,2-difenil-
1-(2,4,6-trinitrofenil)hidrazila (DPPH). Os resultados obtidos foram
expressos em equivaléncia com o dcido ascérbico, termo este adotado
para expressar a razao da concentragao da amostra pela concentragao
equivalente de 4cido ascorbico. A concentragdo equivalente de dcido
ascorbico foi obtida pela interpolagdo dos dados de variacdo de absor-
bancia e concentragio de dcido ascorbico na curva dose-resposta.

Portanto estes dois termos sdo distintos e o significado do termo
“equivaléncia com o dcido ascérbico” permite correlacionar a resposta
obtida do extrato vegetal com a do antioxidante padrio e quanto
mais proximo de 1,0 mais semelhante € a capacidade antioxidante da
amostra a do dcido ascorbico, escolhido como antioxidante padrio
por ser ativo nos organismos vivos.
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Preparacio da curva dose-resposta do acido ascérbico para o
ensaio com DPPH

Pesaram-se 0,0100 g de 4cido ascérbico e em seguida diluiu-se
em 25 mL de metanol grau PA, resultando na solucdo de concentracio
de 400 pg/mL. A solucao de DPPH* foi preparada dissolvendo-se
0,0030 g do reagente em 100 mL. de MeOH grau PA.

O procedimento consistiu na adi¢io de 1000 pL do radical DPPH*®
em microtubos Eppendorf e em seguida adicionou-se 99 (1° tubo);
97 (2° tubo); 96 (3° tubo); 95 (4° tubo); 90 (5° tubo); 86 (6° tubo)
e 82 (7° tubo) uL. de MeOH grau PA e completou-se com 1 puL de
acido ascorbico (1° tubo); 3 (2° tubo); 4 (3° tubo); 5 (4° tubo); 10
(5° tubo); 14 (6° tubo) e 18 (7° tubo). O preparo do branco consistiu
em 1000 pL do radical DPPH* com 100 uL de MeOH grau PA. A
absorbancia foi medida em 517 nm apds 20 min de reag@o.

Ensaio de reducao do DPPH

A soluciio de DPPH" foi preparada dissolvendo-se 0,0030 g do
reagente em 100 mL de MeOH grau PA.

A reagdo do teste amostra foi iniciada pela adi¢do de 1000 uL
desta solugdo, 12 uL de MeOH grau PA e 88 pL de amostra (0,5 mg/
mL). O preparo do branco consistiu em 1012 uL de MeOH grau PA
com 88 pL da amostra, enquanto o preparo do controle consistiu em
1100 pL da solucdo de DPPH*. A variacdo de absorbancia (A ABS)
foi obtida pela seguinte equagdo:

A ABS = ABS controle — (ABS amostra - ABS branco)

onde: ABS controle = absorbancia obtida do controle; ABS amostra
= absorbancia obtida da amostra; ABS branco = absorbancia obtida
do branco.

As leituras foram realizadas ap6s 20 min de reacdo em 517 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A substéncia 1, isolada dos extratos metandlico das folhas e di-
clorometénico dos talos de S. martiana, foi identificada através das
anélises dos espectros de RMN de 'H e de '*C, mono e bidimensionais
(gHSQC e gHMBC) e comparada com dados da literatura.® Os prin-
cipais sinais observados s@o na regido dos hidrogénios aromaticos e
hidrogénios carbindlicos de agticares.

Na regido de hidrogénios aromadticos, observam-se os sinais
centrados em & 7,33 (dd, 1H, J=7,5 ¢ 1,5 Hz, H-3) que acopla com
07,03 (ddd, 1H,J=1,5;7,5 e 1,0 Hz, H-4) com constante orto (7,5
Hz) e com 67,26 (ddd, 1H, J=8,0;7,5 ¢ 1,5 Hz, H-5) com constante
meta (1,5 Hz). O sinal em & 7,03, além de acoplar com & 7,33, acopla
com 8 7,26 com J = 7,5 Hz, posicionando em posi¢éo orto. E, final-
mente, em & 7,21 (dd, 1H, J=8,0 e 1,0 Hz, H-6) acopla com J = 8,0
(orto) com & 7,26 € com & 7,03 com J = 1,0 (meta). Em 6 4,79 (d, J
= 13,0 Hz, H-7a) e em 6 4,59 (d, J = 13,0 Hz, H-7b) atribuidos aos
hidrogénios benzilicos. Observou-se finalmente, no anel glicosidico,
um dubleto centrado em & 4,87 (d, J = 8,0 Hz, H-1") anomérico, cujo
acoplamento de 8,0 Hz € caracteristico da configurac¢do 3; os demais
sinais confirmam tratar-se da -glicose. A anélise dos espectros de
RMN bidimensionais (gHSQC e gHMBC) forneceu as informacdes
relativas as conectividades entre os carbonos e os hidrogénios e estao
mostradas na Tabela 2 e Figura 1.

Através dos deslocamentos quimicos observados em interagdes
heteronucleares direta *C—"H gHSQC, foi possivel determinar a
atribuicdio de cada carbono e de seu respectivo hidrogénio, sendo:
7,33 (H-3) e 128,71 (C-3); 7,26 (H-5) e 128,79 (C-5); 7,21 (H-6) e
115,93 (C-6); 7,03 (H-4) e 122,56 (C-4); [4,78 ¢ 4,57 (H-7ae b)] e
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59,82 (C-7); 4,87 (H-1") e 102,24 (C-17); 3,51 (H-2’) ¢ 73,92 (C-2");
3,49 (H-3%) ¢ 76,85 (C-3’); 3,41 (H-4") e 70,22 (C-4’); 3,42 (H-5")
e 77,09 (C-5"); [3,91 ¢ 3,71 (H-6")] e 61,39 (C-6").

Através dos deslocamentos quimicos observados em interacdes
heteronucleares a longa distancia *C—'H gHMBC (Figura 1) foi
possivel observar a atribuig¢do de cada correlacdo, sendo: C-1 acopla

Tabela 2. 5, e 5. de 1 e 2, em CD,0OD, 500 MHz para 'H e 125

MHz para *C
Posi¢@o 1 2
'H (multipli-cidade) *C  'H (multi-plicidade) '*C
1 quaterndrio 156,0 quaterndrio 157,0
2 quaterndrio 131,0 quaterndrio 132,4
3 7,33 (1H, dd, J=7,5; 128,7 7,32 (1H,d,J=7,0 129,9
1,5 Hz) Hz)
4 7,03 (1H, ddd, 122,6 6,98 (1H, ddd, 123,9
J=17,5;7,5;1,0 Hz) J=1,0; 6,5; 2,0 Hz)
5 7,26 (1H, ddd, 128,8 7,15 (1H, dd, J=6,5; 129.9
J=8,0;7,5; 1,5 Hz) 1,5 Hz)
6 7,21 (1H, dd, J=8,0, 115,9 7,13 (1H, dd, J=8,0; 117,3
1,0 Hz) 1,5 Hz)
7 4,78 (1H, d, J=13,0 59,8 4,78 (1H,d, J=13,0 61,0
Hz)e 4,57 (1H, d, Hz)e 4,57 (1H, d,
J=13,0 Hz) J=13,0 Hz)
I 487 (1H,d,J=8,0 102,2 4,88 (1H,d,J=7,5 103,3
Hz) Hz)
2’ 3,46 (1H,1,J=9,0; 76,9 3,53 (1H,d,J=7,5 75,1
8,0 Hz) Hz)
3 3,42 (m) 77,1 3,49 (1H,t,J=9,0 78,0
Hz)
4 3,41 (1H, dd, J=9,0; 70,2 3,44 (1H, 1, 1H, 71,8
7,5 Hz) J=9,0 Hz)
5’ 3,51 (1H, dd, J=1,5; 73,9 3,70 (m) 75,7
7,5 Hz)
6’ 3,90 (1H, dd, 61,4 4,54 (1H, dd, 64,6
J=12,0;2,0 Hz) e J=12,0; 2,5 Hz)
3,71 (1H, dd, 12,0; e 4,37 (1H, dd,
5,0 Hz) J=12,0; 7,0 Hz)
17 quaterndrio 161,4
27 6,82 (2H, d, J=8,5 1169
Hz)
3” 7,46 2H, d, J=8,5 131,3
Hz)
4” quaterndrio 127,2
5” 7,46 2H, d, J=8,5 131,3
Hz)
6” 6,82 (2H, d, J=8,5 1169
Hz)
7’ 7,62 (1H, d, J=16,0 146,9
Hz)
8” 6,34 (1H, d, J=16,0 115,0
Hz)

9” quaterndrio 169,0

Salicilatos isolados de folhas e talos de Salix martiana Leyb. (Salicaceae) 985

com H-3, H-5, H-6, H-7a e b e H-1"; C-2 acopla com H-4, H-6; C-6
acopla com H-4, todos em J,. Apenas o C-2 acopla com H-7a e b
em J,. No anel glicosidico, observa-se: C-1" acopla com H-2" e C-5’
acopla com H-4’, ambos em J,.

Do extrato metandlico das folhas foi possivel isolar também a
substéncia 2, cujos sinais observados nos espectros de RMN 'H e de
13C, comparados parcialmente com “salicina” (Tabela 2), mostram
uma grande similaridade entre os deslocamentos quimicos dos car-
bonos e hidrogénios, sendo da por¢ao “salicina”, porém, observam-se
mais 9 carbonos, todos sp®. A andlise dos espectros de RMN bidi-

Figura 1. Acoplamentos observados nos espectros de RMN de gCOSY («—-—)
ede gHVMBC (<) parale?2
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mensionais (gHSQC e gHMBC) forneceu as informagdes relativas as
conectividades entre os carbonos e os hidrogénios e estdo mostradas
na Tabela 2 e Figura 1.

No outro anel aromdtico, observam-se dois dupletos centrados
em 8 6,82 (d, 2H, J=8,5 Hz) ¢ & 7,46 (d, 2H, J=8,5 Hz) que acoplam
um com o outro, atribuidos aos hidrogénios H-2"/H-6" e H-3"/H-5".
Dois dupletos centrados em 6 7,62 (d, 1H, J=16,0 Hz) € 8 6,34 (d, 1H,
J=16,0 Hz), atribuidos aos hidrogénios H-7"" e H-8”, respectivamente
(em acoplamento trans). Os acoplamentos observados no gHMBC
entre 0 § em 7,62 - H7” ¢ 0 8 168,99 - C9” ¢ entre este e os dois H
em 0 4,54 e 4,37 permitiram a completa identificag@o estrutural.

Ainda permanecia a divida se os anéis estariam ligados através
do O entre 7 e 1”. A andlise por espectrometria de massas tipo ion
trap, utilizando ESI tanto o modo positivo quanto negativo, possibi-
litou a conclusdo de que a massa da molécula era de 432 m/z, a qual
confere com a proposta 2.

As substancias salicina (1) majoritdria e trichocarposideo ou
6-0-p-coumaroil-salicina (2) foram isolados pela primeira vez na
espécie Salix martiana Leyb. (Salicaceae), abundante nas dreas de
varzeas do Rio Solimdes, Amazonas. Os altos rendimentos destas
duas substancias na planta estudada podem vir a tornd-la nova fonte
de matéria-prima para obtencdo do 4cido acetil-salicilico, através

Tabela 3. Avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos das folhas
e dos talos de Salix martiana em equivalente em dcido ascérbico

Método usando DPPH*

Parte . . i
Vegetal/ Valores médios Desvio-padrao
Extrato [AABS  [AA] - |AABS  [AA] _

5 17| eq Equiv. 51 7| eq Equiv.
Folhas

DCM 0,030 0412 12,149 0,002 0,017 0,491
MeOH 0,050 0,570 8,772 0,002 0,012 0,186
MA 0,004 0,209 24,049 0,003 0,020 2,322
Talos
DCM 0,045 0,383 12,798 0,002 0,013 0,440
MeOH 0,015 0,293 17,175 0,004 0,028 1,604
MA 0,051 0,581 8,657 0,007 0,051 0,769

Quim. Nova

de processos industriais de semi-sintese. Estudos sobre a toxicidade
desses extratos estdo sendo realizados.

A avaliac@o da atividade antioxidante mostra que os extratos mais
promissores sdo os extratos metandlico das folhas e metanol/dgua
dos talos (Tabela 3). Os demais sdo inativos. Uma vez que o extrato
metandlico das folhas foi rico em salicina e trichocarposideo, e hd
ainda a presenca de sinais nos espectros de RMN de outros derivados
da salicina, em fase de purificacdo, € possivel que sejam os compostos
responsdveis pela atividade. A avaliacdo em CCDC, borrifada com
solugdo de DPPH, das substancias salicina e trichocarposideo indi-
cou uma moderada atividade antioxidante. No entanto, a avaliacdo
quantitativa ainda nao foi realizada.
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