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RESUMO

CORREIA, Francyne Carmem Santos; Ms.; Universidade Federal de Mato
Grosso, Junho de 2016. Estudo fitoquimico atividades bioldgicas das
folhas e galhos de Cordia insignis Cham. (Boraginaceae). Orientadora:

Prof2 Dr2 Tereza Auxiliadora Nascimento Ribeiro.

A espécie Cordia insignis, conhecida popularmente como “calgéo-
de-velho”, distribui-se nas regides Nordeste e Centro-Oeste em ambientes de
Cerrado. O ché de suas folhas é utilizado no tratamento de dores em geral e
reumatismo. Este trabalho descreve, pela primeira vez, a investigacao
guimica e bioldgica da espécie C. insignis, na busca para isolamento e
caracterizacdo dos seus metabolitos especiais. Os esteroides 3-O-8-D-
glicopiranosil sitosterol, 3-O-B-D-glicopiranosil estigmasterol, (-sitosterol,
estigmasterol e campesterol, os triterpenos a-amirina e -amirina, a cumarina
escoparona, o ureido alantoina e o derivado fenilpropanoidico cafeoato de
metila foram isolados dos galhos. Das folhas foram isoladas duas cumarinas,
a escoparona e escopoletina, a alantoina, os derivados fenilpropanoidico
acido cafeico e rosmarinato de metila. A determinagao estrutural foi realizada
empregando as técnicas espectroscopicas de RMN H e 13C (1D e 2D) e EM.
Os extratos e as fragdes foram submetidos a atividade antimicrobiana.
Nenhum extrato ou fragcdo apresentou atividade antibacteriana. Para as cepas
fungicas, o extrato bruto hidroetandlico e a fragdo cloroférmica obtida dos
galhos apresentaram atividade promissora contra C. albicans, com CIM de
500 e 125 pg/mL, respectivamente. O extrato bruto hidroetandlico e as
fracBes hexanica, cloroférmica e acetato obtidas das folhas, se mostraram
ativas frente as cepas de C. albicans, C. glabrata e C. krusei, com CIM que
variaram entrel5,62 e 500 pg/mL. A fracdo hexanica e acetato também
apresentaram resultados promissores contra a cepa de C. neoformans, com
valores de CIM de 125 e 250 ug/mL, respectivamente. Na atividade
antileucémica, somente o extrato bruto hidroetandlico das folhas apresentou
resultados satisfatérios frente a linhagem de células promielécitas HL-60.
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Essas atividades podem estar relacionadas com a presenca de substancias

gue apresentam atividade antifingica e antileucémica.

Palavras chave: Cordia insignis, Fitoquimica, Atividade biologica.
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ABSTRACT

CORREIA, Francyne Carmem Santos; Ms.; Federal University of Mato
Grosso, June 2016. Phytochemical studies and biological activities of
leaves and branches Cordia insignis Cham. (Boraginaceae). Advisor:

Prof2 Dr2 Tereza Auxiliadora Nascimento Ribeiro.

The Cordia insignis species, popularly known as "shorts-of-old", is
distributed in the Northeast and Midwest in Cerrado environments. The tea
leaves is used in the treatment of pain and rheumatism. This work describes
for the first time the chemical and biological investigation of C. insignis
species, in the search for isolation and characterization of its special
metabolites. The steroids 3-O-B-D-glucopyranosyl sitosterol, 3-O-8-D-
glucopyranosyl stigmasterol, 3-sitosterol, stigmasterol and campesterol, the
triterpenes a-amyrin and B-amyrin, the coumarin scoparone, the ureido
allantoin and phenilpropanoid derived methyl caffeate were isolated from the
branches. From the leaves were isolated two coumarins, the scoparone and
scopoletin, allantoin, phenilpropanoid derived caffeic acid and methyl
rosmarinate. The structure determination was performed using spectroscopic
techniques 'H and 3C NMR (1D and 2D) and MS. The extracts and fractions
were subjected to antimicrobial activity. No extract or fraction showed
antibacterial activity. For fungal strains, hydroethanol crude extract and
chloroform fraction obtained from the branches showed promising activity
against C. albicans with MIC 500 and 125 pg/mL, respectively. The
hydroethanol crude extract and hexane fractions, chloroform and ethyl
obtained from the leaves, have proved active against strains of C. albicans,
C. glabrata and C. krusei, with MICs ranging entre15,62 and 500 ug/mL. The
hexane and ethyl acetate fraction also showed promising results against
strains of C. neoformans, with MIC values of 125 and 250 pg/mL, respectively.
In antileukemic activity, only hydroethanol crude extract of leaves showed

satisfactory results across the line of promyelocytes cells HL-60. These
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activities may be related to the presence of substances with antifungal and

antileukemic activity.

Keywords: Cordia insignis, Phytochemistry, Biological activities.
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1. INTRODUCAO

Florestas tropicais sdo grandes fontes de biodiversidade, e estao
localizadas em paises em desenvolvimento como o Brasil, que possui 8,5
milh6es de km2 e abrange varias zonas climaticas que levam a grandes
variagbes ecologicas formando os seis biomas brasileiros: Floresta
Amazoénica, Pantanal, Cerrado, Caatinga, Campos dos Pampas e Mata
Atlantica. Devido a esta variedade de biomas, o Brasil detém
aproximadamente um ter¢o da flora mundial, destacando-se as plantas
produtoras de frutos alimentares, resinas, Oleos, gomas, aromas, e,
principalmente, o potencial medicinal, podendo citar muitas espécies com
propriedades terapéuticas, sendo sua utiliza¢cdo uma das mais antigas formas
de pratica medicinal da humanidade para tratamento, cura e prevencao de
doengas (BRASIL, 2002; KLEIN et al., 2009).

A fécil obtencéo e a grande tradi¢do do uso de plantas medicinais
contribuem para sua utilizagdo pelas populagdes (VEIGA JR. et al., 2005).
Ainda hoje, nas regifes mais pobres do pais e até mesmo nas grandes
cidades brasileiras, as plantas medicinais sdo comercializadas em feiras
livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais. As
observacdes populares sobre 0 uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgacao das virtudes terapéuticas
dos vegetais, prescritos com frequéncia, pelos efeitos medicinais que
produzem, apesar de ndo terem, em muitas ocasides, seus constituintes
quimicos conhecidos. Dessa forma, este tipo de cultura medicinal chama a
atengdo de pesquisadores em estudos envolvendo areas multidisciplinares,
como por exemplo, Botanica, Quimica e Farmacologia que juntas enriquecem
0s conhecimentos sobre a flora mundial, além de comprovar a eficacia e
promover o uso seguro desses recursos naturais (MACIEL et al., 2002).

Assim, estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais
que visam obter novos compostos com propriedades terapéuticas contribuem
para o desenvolvimento da medicina moderna e da industria farmacéutica,
pois estas fontes naturais podem fornecer farmacos extremamente
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importantes, que podem, posteriormente, serem obtidos via sintese quimica.
Além disso, fornecem compostos que podem ser modificados, tornando-os
mais eficazes ou menos téxicos, podendo ainda serem utilizados como
protétipos para obtencdo de farmacos com atividades terapéuticas
semelhantes a dos compostos originais (TUROLLA et al., 2006).

O isolamento da morfina (1) da Papaver somniferum L.
(Papaveraceae), em 1804 por Seturner, marcou o inicio do processo de
extracdo de principios ativos de plantas. Passado mais de um século isolou-
se desta mesma planta a papaverina (2). Dentre os mais de 30 alcalbides
dessa espécie, a morfina apresenta acéo analgésica e a papaverina, efeito
vasodilatador. A warfarina (3) € um dos farmacos mais empregados como
anticoagulante. Sua acdo pode ser antagonizada ou potencializada pelo
emprego de um grande nimero de ervas, dentre as quais a angélica
(Angelica archangelica). Dentre os quimioterdpicos para o cancer, a
vimblastina (4) e a vincristina (5), extraidas de Catharantus roseus séo
importantes farmacos introduzidos na terapéutica nos ultimos 20 anos
(VIEGAS Jr et al., 2006).

H;CO N

H;CO

OCHj
! OCH,

(1) 2
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©) (4)R = CHa
(5) R = CHO

Devido a tais constatagfes, os produtos naturais e derivados

foram, e continuam sendo, notoriamente, de importancia crucial em
determinados setores de uma sociedade moderna, mesmo considerando-se
o grande numero de produtos produzidos por sintese. Fundamentada nesse
principio, a industria farmacéutica vem aplicando grandes investimentos em
pesquisas de bioprospeccdo (MONTANARI et al, 2001). Porém a
participacdo do Brasil e de outros paises em desenvolvimento no mercado
farmacéutico ainda é limitada, mesmo que a inovagdo tecnolégica em
pesquisa e exploracdo de produtos naturais é uma das caracteristicas
marcantes nesses paises. Para reverter esta situacéo e promover o desejado
desenvolvimento biotecnolégico no setor farmacéutico, faz-se necessério a
formulac@o de uma politica de salde publica que fomente o desenvolvimento
da industria farmacéutica nacional, e possibilite 0 acesso equitativo de seus
cidaddos a medicamentos apropriados para o0 tratamento de suas
enfermidades (FUNARI e FERRO, 2005).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 FAMILIA BORAGINACEAE: UMA BREVE DESCRIC}AO

A familia Boraginaceae apresenta grande complexidade
morfolégica, principalmente no que se refere ao habitat, inflorescéncias, flores
e frutos. E uma familia cosmopolita, muito diversificada em ndmero de

géneros e espécies (MELO e SALES, 2005). Pertence a ordem Lamiales e
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compreende cerca de 148 géneros e 2.740 espécies, distribuidas nas zonas
temperada e tropical da Europa, Asia, América e Australia (NOGUEIRA et al.,
2013). Na América do Sul ocorrem cerca de 25 géneros, dos quais 10 sao
endémicos (Figura 1).

Figura 1 - Distribuicdo geografica da familia Boraginaceae no mundo.
Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Boraginaceae

No Brasil, ocorrem espontaneamente 11 géneros de
Boraginaceae: Auxemma Miers, Cordia L., Euploca Nutt., Heliotropium L.,
Lepidocordia Ducke, Moritzia DC. ex Meisn., Myriopus Small, Patagonula L.,
Rotula Lour., Thaumatocaryon Baill. e Tournefortia L. e aproximadamente 150
espécies distribuidas em todas as regides, podendo ser encontradas desde
ervas, subarbustos, arbustos, lianas até arvores (MELO e ANDRADE, 2007).
Porém, algumas espécies de Cordia L., Borago L., Pulmonaria L.,
Heliotropium L. e Symphytum L., se destacam no territorio brasileiro por
incluirem espécies medicinais (BARROSO e OLIVEIRA, 2009).

Estudos farmacolégicos dos extratos de diversas espécies
pertencentes a familia Boraginaceae apresentam propriedades biolégicas
como: anti-Glcera, antioxidante, anti-inflamatéria e  cicatrizante
(BARBAKADZE et al., 2013). Diversos constituintes quimicos pertencentes a
varias classes de metabdlitos especiais ja foram encontrados na familia
como: flavonoides, acidos fendlicos, cumarinas, terpenos, triterpenos,
alcaloides, quinonas, saponinas, taninos, mucilagens, polissacarideos,

ciclitéis e acidos graxos de interesse terapéutico e nutricional, como o acido
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gama-linolénico (ARREBOLA et al., 2004). Na medicina popular, algumas
espécies sdo utilizadas no tratamento de célicas menstruais, reumatismo,
dispepsia, febre, dores no figado, gripe, entre outras patologias (COSTA et
al., 2008).

Devido as inimeras investigacdes farmacoldgicas, quimicas e
biolégicas que demonstram a potencialidade de varias espécies de
Boraginaceae, faz-se necessario a continuidade de estudos que explorem
novas informacfes a respeito deste género, contribuindo assim para o
conhecimento da flora brasileira e a descoberta de novas substancias com
potencial atividade farmacolégica.

2.2 O GENERO Cordia

2.2.1 Caracterizagéo

Foi descrito por Linnaeus em 1753 (ARREBOLA et al., 2004).
Pertence a subfamilia Cordioideae sendo um dos géneros mais
representativo e complexo da familia Boraginaceae devido aos seus aspectos
quimicos, biolégicos, farmacolégicos e de importancia econdmica. Possui
320 espécies (NOGUEIRA et al.,, 2013) distribuidas nos trépicos e
subtropicos, com centro de diversidade nas Américas (Figura 2). No Brasil,
existem cerca de 100 espécies geralmente associadas a ambientes florestais
atlanticos e amazdnicos, estando ainda relativamente bem representados em
caatingas e cerrados (MELO e ANDRADE, 2007).
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Figura 2 - Distribuicdo geografica do género Cordia no mundo.
Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make_map&kind=cordia

O género Cordia caracteriza-se por ser produtor de substancias
empregadas como medicamentos e por inimeras de suas espécies
apresentarem usos medicinais (BARROSO e OLIVEIRA, 2009). Além do uso
medicinal, algumas espécies séo utilizadas pela populagdo como alimento,
outras como plantas ornamentais, devido a beleza atrativa de suas flores e,
no setor madeireiro, a madeira € empregada na confec¢cdo de méveis, na

construcao civil e naval entre outras aplicacoes.

2.2.2 Uso medicinal

Muitas espécies do género Cordia sdo utilizadas na medicina
popular por apresentarem diversas propriedades farmacolégicas e biologicas
como: antibacteriana (MENGHINI et al., 2008), antifingica, antillcera,
antimicrobiana, larvicida, anti-inflamatoéria, antialérgica e analgésica
(FREITAS, 2010). Além disso, sdo utilizadas no tratamento de varias
patologias, dentre elas: dores menstruais, dispepsia, reumatismo, abortiva,
tratamento da dismenorreia (COSTA et al., 2008), feridas, artrite, gota,
Ulceras externas, pneumonia, tosse (FREITAS, 2010), tratamento da
obesidade, diurética e emoliente (NOGUEIRA et al., 2013).

Estudos relatam que as partes das plantas sdo utilizadas pela
populacdo na forma de cha, garrafada ou banho, obtidos através da
decoccéo, infusdo ou extracé@o alcoolica das folhas, raizes, flores, frutos ou
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casca do caule. As folhas e raizes de C. leucocephala tém sido usadas na
medicina popular contra reumatismo, indigestéo e tonico geral. O xarope das
flores é indicado contra raquitismo e artritismo (OLIVEIRA et al., 2012). A
decoccéo ou infusdo das folhas de C. globosa é utilizada no tratamento dos
sintomas de reumatismo, menstruacéo dolorosa e dispepsia. O xarope dos
frutos de C. myxa L. é utlizado como adstringente, anti-helmintico,
demulcente, diurético, expectorante e no tratamento de infecgdo urinaria
sendo que os frutos de C. sellowiana apresentam propriedades semelhantes
a espécie anteriormente citada (BARROSO e OLIVEIRA, 2009). As cascas
de C. sinensis séo utilizadas para tratar distlrbios estomacais e dores no
peito (AL-MUSAYEIB et al., 2011). O banho das folhas de C. verbenacea é
utilizado no tratamento da dor.

Estudos comprovam que o0s extratos de algumas espécies
apresentam propriedades biologicas. O extrato hidroalcoolico das folhas de
C. verbenacea apresentou atividade antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus (PINHO et al., 2012). O extrato metandlico de galhos e folhas de C.
salicifolia apresentou atividade citotoxica contra células cancerigenas
(SIQUEIRA et al., 2006). O extrato das raizes de C. corymbosa apresentou
atividade contra as bactérias Gram-positivas e micobactérias (BIEBER et al.,
1990).

Estudos das sementes de algumas espécies de Cordia sdo
relatados na literatura devido a presenca de lipideos de grande interesse da
industria farmacéutica, o que sugere que estas espécies podem atuar como
fonte vegetal desses acidos graxos. O acido gama-linolénico (6) tem recebido
atengdo consideravel nos udltimos anos devido aos efeitos benéficos que
possui, podendo ser encontrado no 6leo das sementes de C. ecalyculata, C.
myxa e C. sellowiana (ARREBOLA et al., 2004).

OY\/\/\/\/\/\/\/\/

OH
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A espécie C. verbenacea, nativa da flora brasileira, consta como
matéria prima do primeiro anti-inflamatorio produzido no pais. O Acheflan ®,
fabricado pelo Laboratério Farmacéutico Aché, tem em sua composicéo de
2,3-2,9% de a-humuleno (7), um sesquiterpeno obtido exclusivamente do
6leo essencial da espécie, responsavel pela propriedade terapéutica da

planta (GOMES, 2010).
CHs

HsC
™)

2.2.3 Importancia econémica e tradicional

Além do uso medicinal do género Cordia, algumas espécies
apresentam importancia econdmica, sendo utilizadas no setor madeireiro,
para fins ornamentais e por apresentarem grande potencial melifero
(GASPARINO, 2005).

As trés espécies mais importantes de Cordia que produzem
madeira comercial na América, sdo C. alliodora (explorada principalmente na
América Central e &reas tropicais a noroeste da Amazdnia Brasileira), C.
trichotoma (explorada principalmente na regido Sul do Brasil e regides
limitrofes da Argentina e Paraguai) e C. goeldiana. Suas madeiras séo
amplamente empregadas na confeccdo de mdveis, revestimentos
decorativos, marcenaria, em construcdo civil e naval, assoalho, laminac&o,
compensado, entre outros. Cordia trichotoma também é utilizada em
esculturas e tornearia permitindo obter valiosas pecas (SCHEEREN et al.,
2002).

Os arbustos se destacam para fins ornamentais. As arvores sao

utilizadas em arborizacéo urbana, devido ao seu belo aspecto paisagistico
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gue se forma quando perdem suas folhas no periodo de floragdo se cobrindo
inteiramente de pequenas e alvas flores de cores exuberantes.

Algumas espécies, como por exemplo, C. alliodora, C. nitida,
C.collococca, C. curassavica, C. hirta, C. hypoleuca, C. leucocephala, C.
superba, C. trichotoma e C. verbenacea apresentam grande potencial
melifero. Outras sdo ainda utilizadas como alimento, como é o caso de C.
myxa, onde seus frutos sdo consumidos in natura quando maduros e em
forma de conservas convenientemente condimentada, quando ainda verdes.
Os frutos de C. sellowiana também séo vendidos maduros in natura ou apos
processo de secagem (BARROSO e OLIVEIRA, 2009).

2.2.4 Constituintes quimicos e atividades bioldgicas

Quimicamente, o género Cordia apresenta ampla diversidade de
classes de metabdlitos especiais, que foram identificados em véarias espécies,
tais como: quinonas, triterpenos, flavonoides, saponinas, taninos, compostos
cianogénicos, mucilagens, esteroides, compostos nitrogenados, acidos
graxos (OLIVEIRA et al., 2012), sesquiterpenos, diterpenos, hidroquinonas,
alcoois terpénicos, alcaloides (FREITAS et al.,, 2012), cumarinas, &cidos
fendlicos, porfirinas, neolignanas (NOGUEIRA et al., 2013), carboidratos,
lipideos e derivados fenilpropandide (SILVA
et al., 2010). Vérios desses constituintes apresentam atividades bioldgicas
descritas na literatura.

O composto 1-(3'-metoxipropanoil)-2,4,5-trimetoxibenzeno (8),
isolado das cascas da raiz e considerado o principio ativo de C. alliadora e
também encontrado em outras espécies do género, apresentou atividade
larvicida frente as larvas do Aedes aegypti, mosquito transmissor da dengue
(IOSET et al., 2000).
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OCH,

Ha,CO o}

OCH;
OCH,4
(8)

Das folhas de C. multispicata foram isolados os triterpenos
cordiacetal A (9), cordiacetal B (10), cordianal A (11), cordianona (12),
cordianal B (13), cordianal C (14), &cido lantandlico (15), &cido-3-epipomolico
(16), acido lantico (17), icterogenina (18), lantadeno A (19), lantadeno B (20),
acido ursdmico (21), acido pomdnico (22) e os flavonéis pachipodol (23) e

retusina (24). Os compostos (9), (10), (15), (17-20) apresentaram uma
potente atividade anti-androgénica (MASANORI et al., 2001).

v
&

(9) R=Ac Ri= CHO (11)
(10)R=H Ri= CH0Ac

(12) (13)R=0
(14) R= B-OH, a-H
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a7) (18)

(19) R= 2-metil-2Z-butenoil (21) R=H
(20) R= 3-metilbutenoil (22) R=0OH
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OH O

(23) R=H
(24) R= Me

Um novo sesquiterpeno, denominado trichotomol (25) e
compostos conhecidos como cordiacromo C (26), a-cadinol (27), sacarose
(28), B-sitosterol (29), B-sitosterol glicosilado (30), alantoina (100) e acido
oleandlico (31) foram isolados do cerne de C. trichotoma (MENEZES et al.,
2001).

OH o}

I

H
(0]
OH
(25) (26)
OH
OH
o)
HOHo OH
OH o
o HO. OH
HO
27) (28)
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RO
(29) R=H (31)
(30) R=0O-glicose

Em estudo posterior, Menezes e colaboradores (2004) isolaram do
cerne de C. trichotoma mais 2 novos metabdlitos especiais, o acido 3-(2',4°,5'-
trimetoxifenil)  propanocico (32) e o0 sesquiterpeno (+)-18,48,6a-
trihidroxieudesmano (33), além de mais 2 sesquiterpenos conhecidos como
(+)-18,48,7a-trihidroxieudesmano (34) e (+)-18,4B8,11-trihidrioppositano (35).

OMe O
OH

MeO

OMe

(32) (33)

OH

(34) (35)

Do caule de C. piauhiensis foi isolada uma nova saponina
bidesmosidica denominada 3B-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-
glicopiranosil] acido ursolico-28-0-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-8-D-
glicopiranosil] éster (36) (SANTOS et al., 2003.)
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Dos caules e ramos de C. rufescens foi isolada uma nova lignana,
denominada rufescidride (37), do tipo arilnaftaleno, a primeira contendo um
radical anidrido incomum (SILVA et al., 2004).

OH

(37)

Uma saponina triterpénica monodesmosidica, caracterizada como
acido 3-B-O-a —L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosil pomdlico (38), foi
isolada do caule de C. piauhiensis. Os triterpendides acido quinévico (39),
acido cinchdlico (40), acido 3-B8-O-6-deoxi-B-D-glicopiranosideo cinchélico
(41) e 3-B-O-B-D-glicopiranosideo quinévico (42) foram isolados das raizes
(SANTOS et al., 2005).

39



HO

O
HO
HO
O
0]
HO HO
OH

(38)

(39) Ri= CHs; Re=H (41) R= 6-deoxi-B-D-glicosil;
(40) R1= H; R2= CH3s (42) R= B-D-glicosil;

Em estudo posterior, foram isoladas 2 novas saponinas
triterpénica bidesmosidica dos caules de C. piauhiensis, que foram
denominadas de acido 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-8-D-glicopiranosil
pomolico 28-0O-B-D-glicopiranosil éster (43) e acido 3-O-a-L-ramnopiranosil-
(1—2)-B-D-glicopiranosil  oleandlico  28-O-8-D-glicopiranosil-(1—6)-a-D-
glicopiranosil éster (44) (SANTOS et al., 2007).
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No extrato diclorometano das folhas de C. salicifolia foram
identificados o B-sitosterol (29) e o (+)-espatulenol (45), sendo o (+)-
espatulenol o composto majoritario. Porém, ele exibiu baixa atividade como
inibidor do crescimento de Helicobacter pylori in vitro (MENGHINI et al.,
2008).
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O extrato metandlico das folhas de C. verbenacea inibiu a
formacédo de edema em patas de camundongos, induzido pelo veneno de
Bothrops jararacussue, sendo o &cido rosmarinico (46), um composto
fendlico, o responsavel pela atividade anti-inflamatoria (TICLI et al 2005). Ja
o extrato hidroalcodlico e o extrato etandlico das folhas de C. verbenacea
apresentaram atividade anti-inflamatéria e cicatrizante, associada a uma
baixa toxicidade e um efeito protetor da mucosa gastrica quando
administrados por via oral em roedores, propriedades estas associadas ao
flavonodide artemetina (47) (FREITAS, 2010).

OH

OH

(46) (47)

Cordiarimida A (48) e B (49), alcaloides glutarimidinicos isolados
das raizes de C. globifera, inibiram a formacao do radical anion superéxido.
Cordiarimida B suprimiu a geracao de anion superéxido em células HL-60 de
leucemia promielocitica humana diferenciadas quando induzida por 12 - O-
tetradecanoilforbol - 13 - acetato (TPA). Essas atividades de eliminacdo de
radicais sugerem que os dois alcaloides apresentam potencial para a
quimioprevencédo do cancer (PARKS et al., 2010).
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Al-musayeib e colaboradores (2011) avaliaram o potencial anti-
inflamatério de dois flavonoides isolados do extrato metandlico da planta
inteira de C. sinensis pelo teste do edema da pata de rato induzida por
carragenina. Foi possivel analisar que ambos 0s compostos denominados de
kaempferida-3-O-B-D-glicopiranosideo  (50) e  kaempferol-3-O-8-D-

glicopiranosideo (51) apresentaram potente atividade anti-inflamatoria.

OR

OH
OH
opy ~OH
H
(50) R= Me
(51) R=H

No mesmo estudo é descrito o isolamento de varios outros
compostos: acido protocatecuico (52), acido trans-cafeico (53), rosmarinato
de metila (54) e acido rosmarinico (46) e de mais trés flavonoides: quercetina-
3-O-B-D-glicopiranosideo  (55), kaempferida-3-O-a-L-ramnopiranosideo-
(1—6)-B-D-glicopiranosideo (56) e kaempferol-3-O-a-L-ramnopiranosideo-
(1—6)-B-D-glicopiranosideo (57).
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(55) R=H; Ri= OH; R2=H
(56) R= Me; Ri= H; R2= Ramnosil
(57) R=H; R1= H; R2= Ramnosil

Siddiqui e colaboradores (2010) isolaram dos frutos de C. latifolia
2 novos compostos, latifolinal (58) e latifolidina (59), além do composto

aromatico cordicinol (60).

44



H / \ 0 Ci7H3s
O o

(e} (6]
HsCO
(58) (59)
COxMe
MeO
OH

OMe
(60)

Das cascas do caule de C. latifolia foi isolado um triterpenoide raro,
pois apresenta um esqueleto amirina, que ndo tém um atomo de O no C-3,
denominado &cido cordinoico (61) e 2 diterpenoides, acido cordioico (62) e
acido cordifolico (63). Dos frutos foram isolados 4 derivados fenilpropanoides
latifolicininas A-D (64-67) e o &cido rosmarinico (46). Das folhas foram
isolados o monoterpeno cordinol (68), 0 composto aroméatico cordicinol (60) e
o0 derivado fenilpropanoide cordicilina (69). Os compostos 61 e 62
apresentaram atividade nematicida frente a Meloidogyne incognita, causando
100% de mortalidade em concentragdo 0,50 % apds 24 horas (BEGUM et al.,
2011).

(62)
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(68)

RO (0]

HO

R1

(64) R=Bu; Ri= OH
(65) R= Et; R1= OH

(66) R= Me; R1= OH
(67) R=H; Ri= MeO

A
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OH
o COOH

HO N
HO

(69)

Dos caules de C. rufescens foi isolada uma lignana incomum que

possui um esqueleto biciclico [2.2.2] octano denominada de rufescenolida
(70). Também foram isolados o g-sitosterol (29), estigmasterol (71),
siringaldeido (72), B-sitosterol glicosilado (30), cafeoato de metila (73), acido

4-metodxi-protocatecuico (74) e rosmarinato de metila (54) (VALE et al., 2012).
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Do extrato etanodlico das cascas de C. americana foram isoladas 5
neolignanas denominadas de rufescenolida B (75), rufescenolida D (76),
rufescenolida C (77), acido yunaneico | (78) e acido yunaneico J (79) que
apresentaram boa atividade antioxidante. No entanto, somente a
rufescenolida D (76) apresentou baixa atividade fungistatica contra Fusarium
virguliforme (FERNANDEZ et al., 2013).

(0] ORO (0]
o P OH HO = OH
HO HO
0 (0]
OH 5 o
OH
(75) R=CHs (77)
(76) R=H
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Duas neolignanas foram isoladas do extrato metandlico dos frutos
de C. exaltata, 8,8'dimetil-3,4,3',4'-dimetilenodioxi-7-ox0-2,7'ciclolignana (80)
e 8,8-dimetil-4,5-dimetoxi-3',4'-metilenodioxi-7-oxo-2,7'ciclolignana  (81).
Ambas apresentaram atividade antimicrobiana significativa contra bactérias e
leveduras (NOGUEIRA et al., 2013).

O
o—/

(80) R1= H; Ro= OCHs; Rs= OCHs
(81) R1= OCHs; R2= OCHs; Re= H

No mesmo estudo foram ainda isoladas mais duas neolignanas
denominadas de 2,5-bis-(3',4'-metilenodioxifenil)-3,4-dimetiltetrahidrofurano
(82) e 3,4,5,3',5'- pentametdxi-1'-alil-8.0.4'-neolignana (83), quatro porfirinas,
feofitina A (84), 13-hidroxifeofitina A (85), 17-etdxi feoforbida A (86) e 13-
hidréxi-17-etoxi feoforbida A (87), duas cumarinas 1-benzopiran-2-ona (88) e

7-hidroxi-1-benzopiran-2-ona  (89) e cinco flavonoides 3,5,7,3,4'-
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pentahidréxiflavonol (90), 5,7-diidroxi-4'-metéxiflavona (91), 5,8-diidréxi-7,4’-
dimetoxiflavona (92), kaempferol 3-O-8-D-glicosil-6"-a-L-ramnopiranosideo

(93) e kaempferol 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosideo (94).

OCHs
Oj@\/\
o} W “y o M HsCO ~
4 ° )
. o Hico
OCH3
(82) (83)

(84)
(85)
(86)
87)
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Das partes aéreas de C. globosa foram isoladas duas flavanonas
denominadas de 7,4’-dimetilnarigenina (95) e eriodictiol (96) as primeiras
agliconas desta classe isoladas no género Cordia (SILVA et al., 2010).

H OH

OCH3 OH
H3CO l o O OH l o ‘

OH O OH O
(95) (96)

Do extrato éter de petréleo das cascas de C. macleodii foram
isolados trés compostos conhecidos, porém inéditos para a espécie:
estigmasterol (71), colest-5-en-3-0l(38)-carbonil clorado (97) e campesterol
(98) (NARIYA et al., 2014).
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Do 6leo essencial das folhas de C. verbenacea foi isolado um novo
sesquiterpeno denominado 6-metil-2-(3-metilciclohex-3-enil)-hept-5-en-2-ol
(99) (GUIMARAES et al., 2015).

HsC_ OH
HsC
HsC~ CH;,
(99)

A alantoina (100) é uma substéncia que pertence a classe dos
ureidos e que comumente é encontrada em Boraginaceas. Ela ja foi isolada
a partir do extrato etandlico do cerne de C. trichotoma (MENEZES et al.,
2001), do extrato aquoso e hidroalcoolico das folhas de C. coloccoca
(ANDRADE, 2007) e do extrato hidroalcoolico das folhas de C. ecalyculata.
Trata-se de um po6 branco, cristalino, também chamado de 5-
ureidohidantoina, glioxildiureido ou cordianina (ASSONUMA, 2009).

o M
oi'N
H)]\ /K
T e
H H H

(100)

Dentre as vérias classes de metabdlitos especiais, as quinonas

sdo consideradas marcadores quimicos do género Cordia (SILVA et al.,
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2010). Nos Ultimos anos intensificou-se o interesse nestas substancias, ndo
s06 devido a sua importancia nos processos bioquimicos vitais, como também
ao destaque cada vez maior que apresentam em variados estudos
farmacolégicos, onde mostram variadas biodinamicidades, destacando-se,
dentre muitas, as propriedades microbicidas, tripanossomicidas, viruscidas,
antitumorais e inibidoras de sistemas celulares reparadores, processos nos
quais atuam de diferentes formas (SILVA et al., 2003).

As cordiaquinonas B (101), E (102), G (103) e H (104), isoladas
das raizes de C. linnaei, foram testadas frente a Cladosporium cucumerinum
e Candida albicans. Para C. cucumerinum, as cordiaquinonas 101, 102 e 104
apresentaram CIM = 3 pg/mL, enquanto que 103 apresentou CIM = 1,5
pg/mL. Frente a C. albicans, as cordiaquinonas 102, 103 e 104 apresentaram
CIM = 6 pg/mL, enquanto que 101 apresentou CIM = 3 pg/mL. Todas exibiram
atividades antifingicas semelhantes as do composto de referéncia, nistatina,
sob as mesmas condi¢des (IOSET et al., 1997). A (+) cordiaquinona J (105),
obtida das raizes de C. leucocephala, apresentou atividade citotdxica frente
a linhagens celulares HL-60 (leucemia) e SF-295 (cérebro), mostrando
valores de ICso entre 2,7-6,6 pM em HL-60 e nas células SF-295,
respectivamente (MARINHO-FILHO et al., 2010). Ja a globiferina (106),
obtida das raizes de C. globifera, apresentou atividade antimicobacteriana
significativa contra as cepas de Mycobacterium tuberculosis, com CIM = 6,2
pg/mL (PARKS et al., 2010). As cordiaquinonas B (101), N (107) e O (108),
isoladas das raizes de C. polycephala, foram avaliadas contra quatro
linhagens de células cancerigenas: HCT-8 (colo), HL-60 (leucemia), MDA-
MB-435 (melanoma) e SF295 (glioblastoma) mostrando I1Cso na faixa de 1,2
a 11,1 pmol.Lt. As cordiaquinonas N (107) e O (108) foram as mais ativas
contra todas as linhagens de cancer, enquanto B (101) foi mais seletiva para
células leucémicas com ICso 2,2 pmol.L? (FREITAS et al, 2012). A
microfilaquinona (109), obtida das raizes de C. globosa, também apresentou
atividade citotoxica consideravel contra véarias linhagens de células tumorais
(MENEZES et al., 2005).
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A ocorréncia de quinonas em plantas é limitada as raizes e,
raramente, sdo encontradas no tronco (FILHO, 2012; FREITAS et al., 2012).

(@) o (e}
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0]

(103)

(104)
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(108) (109)

2.2.5 A espécie Cordiainsignis

Espécie restrita ao Brasil, distribui-se nas regides Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste (Figura 3, pag. 55) em ambientes de Cerrado e é

conhecida popularmente como "cal¢éo-de-velho" (MELO e SALES, 2005).
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Figura 3 - Distribuicdo geografica de C. insignis.
Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/listaBrasil/ConsultaPublica.
E um arbusto perene, ereto que atingi até 3 m de altura (Figura 4).
Floresce entre os meses de abril e julho sendo que sua flor, ao abrir, possui
cor amarelada, em seguida branqueia, escurecendo na frutificagdo. O fruto
amadurece em poucas semanas, na estacdo seca (POTT & POTT, 1994).

Figura 4 — Folhas e galhos de C. insignis.
Na medicina popular suas folhas sdo usadas na forma de cha ou
garrafada no tratamento de dores em geral e reumatismo (MOREIRA e
GUARIM-NETO, 2009).

3. JUSTIFICATIVA

Em levantamento bibliogréafico realizado verificou-se que ndo ha
relatos de estudos quimicos referentes a espécie C. insignis. Por isso,
considerou-se de interesse a escolha desta espécie para estudo, e, desta
forma, contribuir para o conhecimento da flora brasileira e conhecer as
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propriedades biolégicas da mesma. Seu estudo é promissor tendo em vista

que outras espécies do mesmo género apresentam diversas atividades

biolégicas descritas na literatura, sendo produtoras de metabdlitos especiais

muito importantes.

4.1

4, OBJETIVOS

Objetivos Gerais

O presente trabalho visa realizar estudos relacionados aos

aspectos quimicos e atividades bioldgicas de extratos e fragbes dos galhos e

das folhas de Cordia insignis contribuindo para o conhecimento da

biodiversidade mato-grossense sobretudo na busca de potenciais moléculas

bioativas.

4.2

\

Objetivos Especificos

Efetuar a coleta e identificagdo da espécie C. insignis;

Realizar secagem e trituragéo dos galhos e das folhas de C. insignis;
Preparar extrato bruto hidroetandlico dos galhos e das folhas de C.
insignis;

Realizar testes antimicrobianos e antileucémicos com os extratos e
as fracoes.

Executar o fracionamento cromatografico dos extratos e fragdes dos
galhos e das folhas de C. insignis, utilizando parti¢céo liquido-liquido
com solventes em polaridade crescente que posteriormente serdo
submetidos a outras técnicas de CCDA, CCDP e cromatografia em
coluna com fase estacionaria Sephadex e silica gel;

Isolar e efetuar elucidacao estrutural dos metabolitos especiais por
meio de técnicas espectrométricas e espectroscopicas

convencionais como EM, RMN H e de 3C uni e bidimensional.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

51 MATERIAIS

5.1.1 Materiais de consumo e equipamentos

Os solventes utilizados na preparacdo dos extratos e
fracionamentos cromatograficos foram de grau PA das marcas Vetec,
Dindmica e Chemis.

A silica utilizada na cromatografia em coluna foi do tipo 70-230 e
230-400 mesh, ambas da marca Silicycle e Macherey-Nagel.

As andlises em CCDA foram realizadas em cromatofolhas de
aluminio 20x20 cm com gel de silica 60 F254 da Macherel-Nagel e Merck.

Foi utilizado Sephadex™ LH-20, marca GE Healthcare.

As andlises em CCDP foram realizadas em placas cromatograficas
20x20 cm, preparadas a partir da mistura de 9 g de silica gel 60 para
cromatografia em camada fina da Vetec e 6 g de silica gel 60 para
cromatografia em camada fina com UV 254 da Macherey Nagel.

Utilizou-se para trituragéo das folhas e galhos moinho de facas da
marca MARCONI, modelo MA 580/E.

As amostras foram secas na estufa a vacuo TECNAL, modelo TE-
395/1 e na estufa da marca FANEM, modelo 315 SE.

Utilizou-se rotavapor, marca BUCHI vacum controller V-850. Para
pesagem das amostras foram utilizadas as balangas da marca SHIMADZU,
modelo Libror AEG com capacidade para 220 g e TOLEDO com capacidade
de 100 Kg.

As placas cromatograficas foram visualizadas por irradiagdo com
luz no UV ( A= 254 e 365 nm) em equipamento Spectroline Model CC-80 e/ou
reveladas em cuba com vapores de iodo.

A andlise por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) foi realizada em um aparelho da marca

Shimadzu QP5050A, acoplado a um cromatégrafo gasoso, no modo
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ionizacao por impacto de elétrons a 70 eV. A varredura foi efetuada na faixa
de massa de 40 a 500 u. Foi utilizada uma coluna DB-5 J&W Scientific (30 m
x 0,25 mm x 0,25 pm), no modo split. A temperatura inicial do forno
cromatografico foi de 100 °C por 1 min, com taxa de aquecimento de 10
°C/min até 290 °C, permanecendo nesta temperatura por 40 min. Os
fragmentos foram descritos como raz&o de massa por carga (m/z).

Os espectros de RMN de hidrogénio (*H) e carbono-13 (*3C), de
uma e duas dimens@es, foram obtidos em espectrémetro Bruker Avance II-
500. Os solventes utilizados foram CDCls, CDsOD, CsDsN e DMSO-ds e como
referéncia interna o TMS. Os deslocamentos quimicos (8) foram indicados

em ppm e as constantes de acoplamentos (J) em Hertz (Hz).

5.1.2 Material botanico

As folhas e galhos de C. insignis foram coletadas no dia
28/03/2014 na Rodovia MT 251 km 27, coordenada geografica S 15°21.964’
W 055°57.372’. A amostra testemunho esta depositada no Herbario Central

da Universidade Federal de Mato Grosso sob o nimero de exsicata 41.212.

5.2 METODOS

5.2.1 Secagem e pulverizacdo das folhas e galhos de C.
insignis
As folhas e galhos de C. insignis foram separadas e secas em

temperatura ambiente e posteriormente pulverizadas em moinho de faca,

obtendo-se 1,26 kg do pé das folhas e 2,12 kg do p6 dos galhos.

5.2.2 Obtencéo dos Extratos

O pé das folhas (1,26 kg) e dos galhos (2,12 Kg) foram extraidos
com solugdo hidroetandlica a 80% v/v. Os extratos foram filtrados e
concentrados sob presséo reduzida a 40° C em evaporador rotatério obtendo-

se 0 extrato bruto hidroetandlico dos galhos EBHEG (185,21 g; 8,74%) e das
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folhas EBHEF (166,72 g; 13,23%). Ambos os extratos foram acondicionados

em céapsula de porcelana e levados a estufa (30°C) para secagem total.

53  FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO BRUTO
HIDROETANOLICO DOS GALHOS (EBHEG)

5.3.1 Particéo liquido-liquido

O EBHEG (140,0 g) foi submetido a parti¢éo liquido-liquido em 250
mL de MeOH:H20 (8:2), sendo a seguir submetido a extracdo com Hex
(3X500 mL), CHCIs (3X500 mL) e AcOEt (3X500 mL). Apds eliminacdo dos
solventes e secagem dos residuos em estufa (30° C), obtiveram-se as fracdes
hexanica (FHG) (7,73 g; 5,52%), cloroférmica (FCG) (8,38 g; 6%) e acetato
(FAG) (38,60 g; 27,6%), além do residuo hidrometandlico (FRHMG) (84,25 g;
60,2 %) (Esquema 1, pag. 62).

5.3.2 FRACIONAMENTO DA FRAGAO HEXANICA (FHG)

A fracdo FHG (5,5 g) foi submetida a cromatografia em silica gel
(70-230 mesh). A coluna utilizada tinha altura de 60 cm e didametro de 6 cm e
a altura da fase estacionaria foi de 22 cm. Os solventes usados na elui¢éo
foram Hex/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de polaridade
(Tabela 1). Foram obtidas 59 fra¢Bes de 50 mL, que foram concentradas em
rotavapor. Na fragdo 55 (FH9, 10 mg) houve precipitacdo de um p6 branco, a
qual ndo foi agrupada. Apés andlises de RMN 'H e 13C, esse po foi
identificado como sendo uma mistura dos esteroides glicosilados S-sitosterol
(Substancia ) e estigmasterol (Substancia Il). As demais fragcdes foram
agrupadas (Esquema 1, pag. 62).

Tabela 1: Fase movel utilizada na eluigdo da coluna da fragao FHG.

Fase movel Volume (mL)
Hex 400
Hex/AcOEt (9,5:0,5) 400
Hex/AcOEt (9:1) 1200
Hex/AcOEt (8:2) 1300
Hex/AcOEt (7:3) 800
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Cont. da Tabela 1.

Hex/AcOEt (6:4) 700
Hex/AcOEt (1:1) 500
AcOEt/Hex (6:4) 400
AcOEt/Hex (7:3) 600
AcOEt 300
AcOEt/MeOH (9:1) 400
AcOEt/MeOH (8:2) 200
AcOEt/MeOH (7:3) 200
AcOEt/MeOH (1:1) 100
MeOH 350

5.3.2.1Fracionamento do grupo FH5

O grupo FH5 (965,2 mg) foi submetido a cromatografia em silica
gel (70-230 mesh). A coluna utilizada tinha altura de 50 cm e didmetro de 2,5
cm e a altura da fase estacionaria foi de 31 cm. Os solventes usados na
eluicdo foram Hex/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de polaridade
(Tabela 2). Foram obtidas 57 fragBes de 50 mL, que foram concentradas em

rotavapor e agrupadas, apés analise por CCDA em 8 grupos (Esquema 1,

pag. 62).
Tabela 2: Fase mével utilizada na eluicdo da coluna do grupo FH5.
Fase movel Volume (mL)
Hex 60
Hex/AcOEt (9,5:0,5) 200
Hex/AcOEt (9,25:0,75) 300
Hex/AcOEt (9:1) 300
Hex/AcOEt (8,5:1,5) 100
Hex/AcOEt (8:2) 200
Hex/AcOEt (7:3) 50
Hex/AcOEt (6:4) 50
Hex/AcOEt (1:1) 50
AcOEt/Hex (7:3) 50
AcOEt 30
AcOEt/MeOH (1:1) 30
MeOH 120
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53211 Fracionamento do grupo FH5-C

O grupo FH5-C (350 mg) foi submetido & cromatografia em silica
gel (230-400 mesh). A coluna utilizada tinha altura de 42 cm e didmetro de 2
cm e a altura da fase estacionéria foi de 32,5 cm. Os solventes usados na
eluicdo foram Hex/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de polaridade
(Tabela 3). Foram obtidas 31 fracBes de 10 mL. A fracdo 26 (FH5-C6, 4,2
mg) se apresentou na forma de um sélido cristalino, a qual ndo foi agrupada.
Apos analises de RMN H e 13C, esse solido foi identificado como sendo uma
mistura dos esteroides estigmasterol (Substancia Ill), S-sitosterol
(Substancia IV) e campesterol (Substancia V). As demais fracdes foram
agrupadas (Esquema 1, pag. 62).

Tabela 3: Fase movel utilizada na eluigdo da coluna do grupo FH5-C.

Fase movel Volume (mL)
Hex 30
Hex/AcOEt (9,5:0,5) 100
Hex/AcOEt (9:1) 140
Hex/AcOEt (8:2) 60
AcOEt 40
MeOH 10
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P6 dos galhos

2,12kg

- Extrac&o hidroetandlica 80% viv

- Particéo liquido-liquido (Hex, CHCI; e AcOET)

I Yoo Yoo N

I FHG } I FCG } I FAG } FRHMG

| 7,739 | | 8,389 | | 38,609 | 84,259

l¥ 7777777 p; l¥ 7777777 J l¥ 7777777 p;

- CCem silicagel 60 (70-230 mesh)
- 59 fragbes de 50 mL
rTTTTT .
FH1 (1-3) || FH2 (4-6) | | FH3 (7-13) | | FH4 (14-19) } FHS5 (20-26) } FH6 (27-31) | | FH7 (32-37) || FH8 (38-54) || FH9 (55)10,2mg || FH10 (56-59)
806 mg 30,8 mg 879,2mg 650,7mg || 9652mg | 91 mg 60,3 mg
t _
- CCem silicagel 60 (70-230 mesh)
- 57 fragBes de 50 mL
- L__ R I I I I 1
FH5-A (1-9) | | FH5-B (10-17) | | FH5-C (18-26) } FH5-D (27-30) | | FH5-E (31-39) | | FH5-F (40-46) | | FH5-G (47-50) | | FH5-H (51-57)
23 mg 38,6 mg } 350 mg | 223,8 mg 25,7 mg 76,5 mg 64,2 mg 98,3 mg
)
- CCem silicagel 60 (230-400 mesh)
- 31 fragdes de 10 mL
[ [ [ [ [ P ____ R [ |
| FH5-C6 (26) 1
FH5-C1 (1-6) FH5-C2 (7-9) FH5-C3 (10-11) FH5-C4 (12-19) FH5-C5 (20-25) | Substancias Il VeV | FH5-C7 (27-29) FH5-C8 (30-31)
38,6 mg 4,4 mg 3,3mg 43 mg 172,1 mg | 72mg ! 32,5mg 5,9 mg
. 7

Esquema 1: Fracionamento cromatografico da fracdo FHG.
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5.3.3 FRACIONAMENTO DA FRACAO CLOROFORMICA (FCG)

A fracdo FCG (6,45 g) foi submetida a cromatografia em silica gel
(70-230 mesh). A coluna utilizada tinha altura de 58 cm e diametro de 3,5 cm
e a altura da fase estacionéria foi de 36 cm. Os solventes usados na elui¢céo
foram CHCI3/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de polaridade
(Tabela 4). Foram obtidas 85 fracdes de 100 mL, que foram concentradas em

rotavapor e agrupadas em 12 grupos apoés analise por CCDA (Esquema 2,

pag. 65).
Tabela 4: Fase movel utilizada na eluigdo da coluna da fracdo FCG.
Fase movel Volume (mL)
Hex 200
Hex/CHClIs (9:1) 400
Hex/CHCIz (8:2) 300
Hex/CHCIz (7:3) 300
Hex/CHCIs (1:1) 300
CHCls/Hex (8:2) 500
CHCls/Hex (9:1) 300
CHCIs 300
CHCIs/AcOETt (9:1) 700
CHCIs/AcOEt (8:2) 400
CHCI3/AcOEt (7:3) 600
CHCIs/AcOEt (6:4) 650
CHCI3/AcOEt (1:1) 400
ACOEt/ CHCl3 (7:3) 300
AcOEt/ CHCls (9:1) 200
AcOEt 600
ACOEt/MeOH (9:1) 300
AcOEt/MeOH (8:2) 300
ACOEt/MeOH (6:4) 400
AcOEt/MeOH (4:6) 300
AcOEt/MeOH (2:8) 200
MeOH 400

63



5331 Fracionamento do grupo FHC4

O grupo FHC4 (23,7 mg) foi submetido em CC com sephadex LH-
20 utilizando como solvente eluente MeOH (Esquema 2, pag. 65). A coluna
utilizada tinha altura de 41 cm e didmetro de 1,8 cm e a altura da fase
estacionaria foi de 29 cm. Foram obtidas 24 fragdes de 4 mL, que foram
agrupadas em 4 grupos apés analise por CCDA. O grupo FHC4-B (9,9 mg)
foi submetido em CC com sephadex utilizando como solvente eluente o
sistema isocratico CHCIz:MeOH (95:5). Foram obtidas 14 fracdes de 4 mL. A
fracé@o 11 (2,7 mg) apresentou-se como um sélido branco que apos a analise
por RMN H e 3C foi identificada como a cumarina escoparona (Substancia
V).

5.3.3.2Fracionamento do grupo FHC5

O grupo FHCS5 (22,7 mg) foi submetido em CC com sephadex LH-
20 utilizando como solvente eluente MeOH (Esquema 2, pag. 65). A coluna
utilizada tinha altura de 41 cm e didmetro de 1,8 cm e a altura da fase
estacionaria foi de 29 cm. Foram obtidas 27 fra¢cdes de 4 mL que foram
agrupadas em 4 grupos apoés analise por CCDA. O grupo FHC5-C (7,1 mg)
foi submetido em CC com sephadex utilizando como solvente eluente o
sistema isocratico CHCI3:MeOH (95:5). Foram obtidas 12 fracdes de 4 mL. A
fracdo 6 (2,2 mg) apresentou-se como um sélido esbranqui¢cado que apds a
andlise de RMN !H e 13C foi identificada como a cumarina escoparona
(Substéancia VI).
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| 838g |
N—— R
- CCem silicagel 60 (70-230 mesh)
- 85 fragdes de 100 mL
S S

FHC1 FHC2 FHC3 | FHC4 | FHC5 | FHC6 FHC7 FHC8 FHC9 FHC10 FHC11 FHC12

(1-6) (7-12) (13-17) || (1824 1| (2527) | (28-34) (35-42) (43-46) (47-52) (53-59) (60-67) (68-85)

54,1 mg 14,6 mg 10,3 mg | 237mg }l I 227mg | 37,5mg 231,5mg 175,6 mg 192,5 mg 614,7 mg 3,029 1979

[ L G
cc hadex LH 20 - CC em sephadex LH 20
- & em sephadex - 27 fragBes de 4 mL
- 24 fragdes de 4 mL
[ 1-- !
| FHC4B |
| (1619) |
| 99mg |
o __)
- CC em sephadex LH 20 (CHC5:MeOH 95:5) - CC em sephadex LH 20 (CHCis:MeCH 95:5)
- 14 fragdes de 4 mL - 12 fragBes de 4 mL
/77 7 Fragao 1l T T TN /77 7 TFracgo6 N\
! Substancia VI | | Substancia VI !
—__27mg ____/ N 22ma

Esquema 2: Fracionamento cromatografico da fracdo FCG.
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5.3.4 FRACIONAMENTO DA FRACAO ACETATO (FAG)

A fracdo FAG (30,2 g) foi submetida a cromatografia em silica gel
(70-230 mesh). A coluna utilizada tinha altura de 58 cm e diametro de 5,5 cm
e a altura da fase estacionéria foi de 35 cm. Os solventes usados na elui¢céo
foram CHCI3/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de polaridade
(Tabela 5). Foram obtidas 145 fracdes de 100 mL, que foram concentradas
em rotavapor e agrupadas em 8 grupos apds analise por CCDA (Esquema
3, pag. 69).

Tabela 5: Fase movel utilizada na eluicdo da fragdo FAG.

Fase movel Volume (mL)
Hex 200
Hex/CHCIz (9:1) 300
Hex/CHCIz (7:3) 300
Hex/CHCIz (1:1) 500
CHCls/Hex (7:3) 500
CHCla/Hex (9:1) 200
CHCl3 600
CHCI3/AcOEt (9:1) 600
CHCIs/AcOEt (8:2) 1700
CHCIs/AcOEt (7:3) 600
CHCI3/AcOEt (6:4) 1300
CHCIs/AcOEt (1:1) 1500
ACcOEt/ CHCls (6:4) 1000
AcOEt/ CHCI3 (7:3) 1300
AcOEt/ CHCl3 (8:2) 1500
ACcOEt/ CHCl3 (9:1) 1000
AcOEt 800
AcOEt/MeOH (9:1) 1500
AcOEt/MeOH (8:2) 1100
AcOEt/MeOH (7:3) 2100
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Cont. da Tabela 5.

ACOEt/MeOH (6:4) 800
ACOEt/MeOH (1:1) 600
MeOH/ AcOEt (6:4) 400
MeOH/ AcOEt (8:2) 400

MeOH 600

5.3.4.1Fracionamento do grupo FA1l

O grupo FA1 (421,3 mg) foi submetido a cromatografia em silica
gel (70-230 mesh). A coluna utilizada tinha altura de 54 cm e didmetro de 3
cm e a altura da fase estacionaria foi de 36 cm. Os solventes usados na
eluicdo foram CHCIs/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de
polaridade (Tabela 6). Foram obtidas 100 fracdes de 5 mL, que foram
concentradas em rotavapor e agrupadas em 9 grupos ap0s analise por CCDA
(Esquema 3, pag. 69).

Tabela 6: Fase movel utilizada na eluicao do grupo FA1L.

Fase movel Volume (mL)

CHCl3 180
CHCIs/AcOEt (9:1) 150
CHCIs/ACOEt (8:2) 250
CHCI3/AcOEt (7:3) 200
CHCIs/ACOEt (6:4) 200
CHCIs/AcOEt (1:1) 200
AcOEt/ CHClI3 (7:3) 100

AcOEt 150
AcOEt/MeOH (9:1) 200
AcOEt/MeOH (8:2) 200
AcOEt/MeOH (7:3) 200
AcOEt/MeOH (6:4) 100

MeOH 100
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53411 Fracionamento do grupo FA1-C

O grupo FA1C (48,3 mg) foi submetido em CC com sephadex LH-
20 utilizando como solvente eluente CHCI3 (Esquema 3, pag. 69). A coluna
utilizada tinha altura de 55 cm e didmetro de 3 cm e a altura da fase
estacionaria foi de 40 cm. Foram obtidas 28 fragdes de 4 mL, que foram
agrupadas em 6 grupos apos analise por CCDA. O grupo FAC1-4 (5,3 mg)
apresentou-se como um soélido branco que apés andlises de RMN *H e 3C,
foi identificado como sendo uma mistura dos triterpenos a-amirina e S-amirina
(Substéancias VIl e VIII).
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- 7
- CCem silicagel 60 (70-230 mesh)
- 145 fragdes de 100 mL
O | | | | JRSI) SR F
I FA1 (1-20) | | FA2(21-30) FA3 (31-60) FA4 (61-67) FA5 (68-87) | | FA6 (88-95) | | FA7 (96-133) Ul Fas (134-145)
| 421,3mg | 173 mg 395 mg 92 mg 561 mg | Lle8g | : 18,149 80 mg
— — —_—— ;____) —_——_——_——
- CCem silicagel 60 (70-230 mesh)
- 100 fragdes de 5 mL
[ [ [ _ 1 [ | | [ |
FAI1A (1-8) FA1B (9-13) : FAIC (14-33) | | FA1D (34-42) FALE (43-51) || FALF (52-57) | | FA1G (58-65) | | FA1H (66-76) | | FA1l (77-100)
26 mg 32mg | 483 mg 26 mg 37,9 mg 16 mg 28,7 mg 38,4 mg 114,7 mg

—_ -

- CC em sephadex LH 20 (CHCl5)
- 28 fragBes de 5 mL

I [ [ ____1____
7 \
FAIC-1 (1-3) FAIC-2 (6-11) | | FA1C-3 (12-16) | | FA1C-4 (17-19) 53 mg | | FA1C-5 (20-28)
6,5 mg 6,3 mg 2,2mg I\ Substancias Vil e VIII /l 9,6 mg

~—_ e — =

Esquema 3: Fracionamento cromatografico da fracdo FAG.
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5.3.4.2 Fracionamento do grupo FA6

O grupo FAG6 (1,98 g) foi submetido a cromatografia em silica gel
(70-230 mesh). A coluna utilizada tinha altura de 42 cm e diametro de 3,8 cm
e a altura da fase estacionéria foi de 28 cm. Os solventes usados na elui¢cdo
foram Hex/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de polaridade
(Tabela 7). Foram obtidas 72 fragBes de 50 mL, que foram concentradas em
rotavapor e agrupadas em 8 grupos apos analise por CCDA (Esquema 4,
pag. 72).

Tabela 7: Fase movel utilizada na eluicdo do grupo FA6.

Fase movel Volume (mL)
Hex 200
Hex/ AcOEt (9:1) 300
Hex/ AcOEt (8:2) 300
Hex/ AcOEt (7:3) 500
Hex / AcOEt (6:4) 500
Hex / AcOEt (1:1) 400
AcOEt/Hex (6:4) 400
AcOEt/Hex (7:3) 200
AcOEt/Hex (9:1) 200
AcOEt 400
AcOEt/MeOH (9:1) 400
AcOEt/MeOH (8:2) 600
AcOEt/MeOH (7:3) 300
AcOEt/MeOH (6:4) 400
AcOEt/MeOH (1:1) 200
MeOH/ AcOEt (6:4) 200
MeOH/ AcOEt (7:3) 100
MeOH 600
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534.21 Fracionamento do grupo FA6-B

O grupo FA6-B (93 mg) foi submetido a cromatografia em silica gel
(70-230 mesh) (Esquema 4, pag. 72). A coluna utilizada tinha altura de 42
cm e didmetro de 2 cm e a altura da fase estacionéria foi de 14,5 cm. Os
solventes usados na elui¢cdo foram CHCIs/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem
crescente de polaridade (Tabela 8). Foram obtidas 42 fracdes de 5 mL. A
fracdo 11 (1,4 mg) apresentou-se como um solido amarelado que apés a
andlise de RMN 'H e ®C foi identificado como sendo o derivado
fenilpropanoidico cafeoato de metila (Substéancia I1X).

Tabela 8: Fase movel utilizada na eluicao do grupo FA6-B.

Fase movel Volume (mL)

CHCIls 100
CHCI3/AcOEt (9:1) 100
CHCI3/AcOEt (8:2) 100
CHCI3/AcOEt (7:3) 100
CHCIs/ACOEt (6:4) 50
CHCIs/AcOEt (1:1) 100
AcOEY/ CHClI3 (6:4) 50
AcOEt/ CHCl3 (7:3) 50

AcOEt 100
AcOEt/MeOH (9:1) 100
AcOEt/MeOH (8:2) 100
AcOEt/MeOH (7:3) 50
AcOEt/MeOH (1:1) 50

MeOH 50
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- CCem silicagel 60 (70-230 mesh)
- 72 fragdes de 50 mL

L [ [ I I ]
FrsAa | FAeB [ Fasc FAG-D FAG-E FAG-F FAG-G FAG-H
1-7) | (g24) ! (25-31) (32-39) (40-45) (46-50) (51-61) (62-72)
21mg | 93mg ) 192 mg 167,8 mg 652 mg 181,1mg 4,3 mg 133,8 mg

~——

- CCem silicagel 60 (70-230 mesh)
- 42 fragdes de 50 mL
______ N
| Fragdo 11
| SubstanciaIX |

Esquema 4: Fracionamento cromatografico do grupo FAG.

5.3.4.3Fracionamento do grupo FA7

O grupo FA7 (18,14 g) foi submetido a cromatografia em silica gel
(70-230 mesh) (Esquema 5, pag. 73). A coluna utilizada tinha altura de 58
cm e didmetro de 5 cm e a altura da fase estacionéria foi de 28 cm. Os
solventes usados na eluicdo foram CHCIs/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem
crescente de polaridade (Tabela 9). Foram obtidas 65 fragdes de 100 mL. A
fracdo 29 (FA7-4; 15,8 mg) apresentou-se como um sélido branco que apés
a andlise de RMN *H e *3C foi identificada como sendo o ureido alantoina
(Substancia X).

Tabela 9: Fase movel utilizada na eluicao do grupo FA7.

Fase movel Volume (mL)

CHCl3 300
CHCIs/AcOEt (9:1) 300
CHCI3/AcOEt (8:2) 300
CHCI3/AcOEt (7:3) 500
CHCIs/AcOEt (6:4) 400
CHCI3/AcOEt (1:1) 400
AcOEt/ CHCI3 (6:4) 300
ACcOEt/ CHCl3 (7:3) 700
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Cont. da Tabela 9.

AcOEt/ CHCI3(8:2) 400
AcOEt/ CHCI3(9:1) 400
AcOEt 700
AcOEt/MeOH (9:1) 1200
AcOEt/MeOH (8:2) 1400
AcOEt/MeOH (7:3) 600
AcOEt/MeOH (6:4) 1100
AcOEt/MeOH (1:1) 500
MeOH/ AcOEt (6:4) 400
MeOH/ AcOEt (7:3) 300
MeOH/ AcOEt (8:2) 200
MeOH 800

T 1

[ N

I g14ag |

! )

—_——r——
- CC em silicagel 60 (70-230 mesh)
- 65 fragdes de 100 mL

[ [ [ U [ [ |

‘ FA7-1 ‘ FAT-2 FA7-5 ‘ FAT-6 ‘ FA7-7 ’

(1-17) (18-22) (28-34) (35-48) (49-65)
1mg 3mg 3,669 6,44 g 1679

Esquema 5: Fracionamento cromatografico do grupo FA7.

5.4  FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DO EXTRATO BRUTO
HIDROETANOLICO DAS FOLHAS (EBHEF)

5.4.1 Retirada da clorofila e Parti¢cdo liquido-liquido

O EBHEF (156,0 g) foi solubilizado em 500 mL de metanol e 500
mL de &gua destilada e deixou repousar na geladeira por 48h.
Posteriormente, filtrou-se a solugdo para a retirada da clorofila. A solugdo
hidrometandlica obtida foi submetida a particdo liquido-liquido, onde foi
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extraida com Hex (3x500 mL), CHCI3 (3X500 mL) e AcOET (3X500 mL). Apos
eliminacdo dos solventes e secagem dos residuos em estufa (30° C),
obtiveram-se as frag6es hexanica FHF (0,25 g; 0,18%), cloroférmica FCF
(3,95 g; 2,90%), acetato FAF (14,23 g; 10,42%) e o residuo hidrometandlico
FRHMF (98,3 g; 72%) (Esquema 6, pag. 76).

5.4.2 FRACIONAMENTO DA FRAGCAO CLOROFORMICA (FCF)

A fracdo FCF (3,0 g) foi submetida a cromatografia em silica gel
(70-230 mesh). A coluna utilizada tinha altura de 39 cm e didmetro de 3,5 cm
e a altura da fase estacionéria foi de 15 cm. Os solventes usados na elui¢céo
foram Hex/DCM, DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH em ordem crescente de
polaridade (Tabela 10). Foram obtidas 95 fragbes de 50 mL que foram
agrupadas em 7 grupos apoés andlise por CCDA (Esquema 6, pag. 75).
Tabela 10: Fase mdvel utilizada na elui¢do da fracdo FCF.

Fase movel Volume (mL)

Hex 100
Hex/DCM (9:1) 100
Hex/DCM (8:2) 300
Hex/DCM (7:3) 100
Hex/DCM (6:4) 100
Hex/DCM (1:1) 100
DCM/Hex (6:4) 100
DCM/Hex (7:3) 100
DCM/Hex (8:2) 100
DCM/Hex (9:1) 100
DCM 200
DCM/AcOEt (9:1) 200
DCM/AcOEt (8:2) 300
DCM/ACOEt (7:3) 200
DCM/ACOEt (6:4) 300
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Cont. da Tabela 10.

DCM/ACOEt (1:1) 300
ACOEY/DCM (6:4) 200
ACOEY/DCM (7:3) 300
ACOEY/DCM (8:2) 300

AcOEt 200

ACOE/MeOH (9:1) 200

ACOEY/MeOH (7:3) 200

ACOEY/MeOH (1:1) 200

MeOH/ACOEt (7:3) 200

MeOH 200

( 1
| Podas folhas |
| 1,26 kg |

- Retirada da clorofila
- Parti¢do liquido-liquido (Hex, CHCIl; e ACOET)

14 s
FHF | FCF : | FAF : FRHMF
025g I 3949 I 14239 98,30 g
S \

FCF1 FCF2 I( FCF3 | FCF4 FCF5 FCF6 FCF7
(1-5) (6-12) | @say | (19-33) (34-50) (51-70) (71-95)
31,4 mg 103,3 mg N 99,3 mg | 320 mg 191,5 mg 1,90 194,2 mg

Esquema 6: Fracionamento cromatografico do EBHEF.

5.4.2.1 Fracionamento do grupo FCF3

O grupo FCF3 (99,3 mg) foi submetido a cromatografia em silica
gel (230-400 mesh). A coluna utilizada tinha altura de 40 cm e didmetro de 2
cm e a altura da fase estacionaria foi de 21 cm. Os solventes usados na
eluicdo foram Hex/DCM, DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente
de polaridade (Tabela 11, pag. 76). Foram obtidas 70 fracées de 50 mL que
apos analise por CCDA foram agrupadas em 9 grupos (Esquema 7, pag. 78).
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O grupo FCF3-C (51,4 mg) foi submetido em CC com sephadex LH-20
utilizando como solvente eluente MeOH. Foram obtidas 31 fragbes de 4 mL,
que apos analise por CCDA foram agrupadas em 3 grupos. O grupo FCF3-
C2 (16,5 mg) foi novamente fracionado em CC com sephadex LH-20
utilizando como eluente MeOH. Foram obtidas 17 fracdes de 4 mL, que apo6s
analise por CCDA foram agrupadas em 3 grupos. O grupo FCF3-C2B (14,3
mg) foi submetido em CCDP utilizando como solvente eluente DCM:ACOET
(90:10). Foram obtidas 2 manchas denominadas J1 e K1. A mancha J1 (6
mg) apresentou-se como um soélido esverdeado que apds analises de RMN
1H e 13C foi identificada como a cumarina escopoletina (Substancia XI). A
mancha K1 (4,5 mg) apresentou-se como um sélido esbranquigado que foi
identificada como a cumarina escoparona (Substancia VI).
Tabela 11: Fase mdvel utilizada na eluicdo do grupo FCF3.

Fase movel Volume (mL)

Hex 50
Hex/DCM (9:1) 70
Hex/DCM (8:2) 50
Hex/DCM (7:3) 50
Hex/DCM (6:4) 70
Hex/DCM (1:1) 100
DCM/Hex (6:4) 120
DCM/Hex (7:3) 50
DCM/Hex (8:2) 70
DCM/Hex (9:1) 50
DCM 100
DCM/ACOEt (9:1) 250
DCM/AcOEt (8:2) 100
DCM/ACOEt (7:3) 100
DCM/ACOEt (6:4) 50
DCM/ACOEt (1:1) 50
ACOEt/DCM (6:4) 50
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Cont. da Tabela 11.

ACOEt/DCM (7:3) 50
AcOEt/DCM (8:2) 50
ACOEt/DCM (9:1) 50

AcOEt 100
ACOEt/MeOH (9:1) 70
AcOEt/MeOH (8:2) 100
AcOEt/MeOH (7:3) 50
AcOEt/MeOH (6:4) 50
AcOEt/MeOH (1:1) 60
MeOH/AcOEt (6:4) 50
MeOH/AcOEt (7:3) 50
MeOH/AcOEt (8:2) 50
MeOH/AcOEt (9:1) 50

MeOH 150
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1
| @12 !
| 99,3 mg }'
—_—— — —
- CCem silicagel 60 (230-400 mesh)
- 70 fragdes de 50 mL
_1_ [ I I |
|{ Fers-c ! [ ForaD | | Ferse | [ Fers-F | | Fers-G | | Fors-H | [ Fersa
(13-20) || (21-26) (27-30) (31-34) (35-40) (41-56) (57-64) (65-70)
| 51,4 mg ) 3mg 3,5mg 21mg 5,9 mg 0,3mg 1,2mg

- CC em sephadex LH 20
- 31 fragdes de 4 mL

FCF3-C1
(1-10)

FCF3-C3
(21-31)

- CC em sephadex LH 20
- 17 fragOes de 4 mL

FCF3-C2A
-7

1mg

FCF3-C2C
(12-17)
1mg

- DCM:ACOET (90:10)

ym——————
| Ji

|  Substancia XI

P N
| K1 |
| SubstanciaVl |

Esquema 7: Fracionamento cromatografico do grupo FCF3.

5.4.3 FRACIONAMENTO DA FRAGAO ACETATO (FAF)

A fracdo FAF (12,0 g) foi submetida a cromatografia em silica gel

(70-230 mesh). A coluna utilizada tinha altura de 71 cm e diametro de 6 cm e

a altura da fase estacionaria foi de 29 cm. Os solventes usados na eluicdo

foram Hex/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de polaridade
(Tabela 12, pag. 79). Foram obtidas 59 fragdes de 100 mL. A fracao 28 (FFF;

15 mg) se apresentou como um sélido branco que apds a andlise de RMN *H

e 13C foi identificada como sendo o ureido alantoina (Substancia X). As

demais fragBes foram agrupadas em 8 grupos (Esquema 8, pag. 79).
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Tabela 12: Fase movel utilizada na elui¢céo da fragdo FAF.

Fase movel Volume (mL)

Hex 200
Hex/AcOEt (9:1) 500
Hex/AcOEt (8:2) 200
Hex/AcOEt (6:4) 200
AcOEt/Hex (6:4) 600
AcOEt/Hex (7:3) 600
AcOEt/Hex (8:2) 500
AcOEt 800
AcOEt/MeOH (9:1) 500
AcOEt/MeOH (8:2) 200
AcOEt/MeOH (7:3) 400
AcOEt/MeOH (6:4) 900
AcOEt/MeOH (1:1) 700
MeOH/AcOEt (6:4) 700
MeOH/AcOEt (7:3) 500
MeOH 1000

(O |

I FAF

: 120g |

- CCem silicagel 60 (70-230 mesh)
- 59 fragdes de 100 mL

l [ [ |
S .
FFE ‘II FFF(28) || FFG FFH FFI
(22-32) | substanciaX || (33-45) || (46-51) || (52-59)
0979 '\ 15 mg 1| 0869 || 30,5mg || 30,5mg

Esquema 8: Fracionamento cromatografico da fracdo FAF.
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5.4.3.1Fracionamento do grupo FFC

O grupo FFC (123,0 mg) foi submetido a cromatografia em silica
gel (230-400 mesh). A coluna utilizada tinha altura de 30 cm e didmetro de 2
cm e a altura da fase estacionéria foi de 21,5 cm. Os solventes usados na
eluicdo foram CHCIs/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de
polaridade (Tabela 13). Foram obtidas 25 fracdes de 5 mL, que foram
agrupadas em 5 grupos apés analise por CCDA (Esquema 9, pag. 81).
Tabela 13: Fase mdvel utilizada na elui¢do do grupo FFC.

Fase movel Volume (mL)
CHCls 90
CHCI3/AcOEt (9:1) 80
CHCI3/AcOEt (8:2) 60
CHCI3/AcOEt (7:3) 50
CHCIs/AcOEt (1:1) 100
AcOEt 100
AcOEt/MeOH (1:1) 50
MeOH 70

54311 Fracionamento do grupo FFC3

O grupo FFC3 (45,7 mg) foi submetido em CC com sephadex LH-
20 utilizando como solvente eluente MeOH (Esquema 9, pag. 81). Foram
obtidas 14 fragdes de 3 mL que foram agrupadas em 3 grupos apés andlise
por CCDA. O grupo FFC3-B (10,2 mg) apresentou-se como um solido
amarelo que apds as andlises de RMN *H e 3C foi identificada como sendo
uma mistura dos derivados fenilpropanoidico acido cafeico (Substancia XlI)

e rosmarinato de metila (Substancia XIlII).
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54312 Fracionamento do grupo FFC4

O grupo FFC4 (63 mg) foi submetido em CC com sephadex LH-20
utilizando como solvente eluente MeOH (Esquema 9). Foram obtidas 18
fracdes de 5 mL. A fragéo 5 (7,1 mg) apresentou-se como um sélido amarelo
que apds a andlise de RMN *H e 3C foi identificada como sendo o derivado

fenilpropanoidico &cido cafeico (Substancia XlI).

- CCem silicagel 60 (230-400 mesh)
- 25 fragdes de 5 mL

[ [ L ,__L__
FFC-1 FFC-2 } FFC3 ' | Frca !
(1-4) (5-9) | (10-14) : | (15-21) :

9mg 3mg | 57mg I 30mg
—__ =/ ;_.l___/

- CC em sephadex LH 20
- CCem sephadex LH 20 - 18 fragBes de 5 mL
- 14 frages de 3 mL

. g S
[ FFC3-B(4-6) | Fragao 5 |
I Substancias Xl e XIlI : | Substancia XIl 1|

10,2 mg J | 7.1 mg |
SN S — rd

Esquema 9: Fracionamento cromatografico do grupo FFC.

5.4.3.2 Fracionamento do grupo FFE

O grupo FFE (6,97 g) foi submetido a cromatografia em silica gel
(70-230 mesh). A coluna utilizada tinha altura de 69 cm e diametro de 5,5 cm
e a altura da fase estacionéria foi de 22 cm. Os solventes usados na elui¢éo
foram Hex/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de polaridade
(Tabela 14, pag. 82). Foram obtidas 61 fracdes de 50 mL, que foram
agrupadas em 5 grupos apés analise por CCDA (Esquema 10, pag. 84).
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Tabela 14: Fase mével utilizada na elui¢éo do grupo FFE.

Fase movel Volume (mL)
Hex 400
Hex/AcOEt (8:2) 400
Hex/AcOEt (6:4) 200
AcOEt/Hex (6:4) 200
AcOEt/Hex (7:3) 400
AcOEt/Hex (9:1) 400
AcOEt 300
AcOEt/MeOH (9:1) 400
AcOEt/MeOH (8:2) 400
ACcOEt/MeOH (7:3) 500
AcOEt/MeOH (6:4) 300
AcOEt/MeOH (1:1) 200
MeOH/AcOEt (8:2) 300
MeOH 300

54321 Fracionamento do grupo FFE5

O grupo FFES5 (1,58 g) foi submetido a cromatografia em silica gel
(70-230 mesh) (Esquema 10, pag. 84). A coluna utilizada tinha altura de 42
cm e didametro de 4 cm e a altura da fase estacionaria foi de 19,5 cm. Os
solventes usados na eluicdo foram DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem
crescente de polaridade (Tabela 15, pag. 83). Foram obtidas 70 fracdes de
10 mL. A fragcdo 36 (10,0 mg) apresentou-se como um sélido cristalino que
apo6s as andlises de RMN !H e 13C foi identificada como sendo o ureido

alantoina (Substancia X).
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Tabela 15: Fase mével utilizada na elui¢do do grupo FFES.

Fase movel Volume (mL)

DCM 100
DCM/ACOEt (9:1) 200
DCM/ACOEt (8:2) 400
DCM/ACOEt (7:3) 300
DCM/ACOEt (6:4) 400
DCM/ACOEt (1:1) 200
AcOEt/DCM (6:4) 300
AcOEt/DCM (7:3) 300
AcOEt/DCM (8:2) 300
ACcOEt/DCM (9:1) 200

AcOEt 300
AcOEt/MeOH (9:1) 400
AcOEt/MeOH (8:2) 400
AcOEt/MeOH (7:3) 300
AcOEt/MeOH (6:4) 200
AcOEt/MeOH (1:1) 100
MeOH/AcOEt (6:4) 200
MeOH/ACOEt (7:3) 200
MeOH/ACOEt (8:2) 200
MeOH/ACcOEt (9:1) 200

MeOH 500
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- CCem silicagel 60 (70-230 mesh)
- 61 fragdes de 50 mL

[ [ [ —-L__
FFEL FFE2 FFE3 FFE4 | FFE5 |
9 (10-11) (12-29) @0-43) | | (4461 !

74 mg 1,2 mg 110 mg 369 | 1589 |

~— —

- CCem silicagel 60 (70-230 mesh)
- 70 fragdes de 10 mL

TT TN
Fragdo 36 |
Substancia X |
8mg ]

[
I
I
Esquema 10: Fracionamento cromatogréafico do grupo FFE.

6. ATIVIDADE BIOLOGICA
6.1  ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in vitro

6.1.1 Linhagens microbianas

Para o0s bioensaios da atividade antimicrobiana foram
selecionadas cepas padronizadas originarias da American Type Culture
Collection (ATCC), disponiveis no Nucleo de pesquisa da Faculdade de
Farmécia-Bioquimica, da Universidade de Cuiaba.

No teste da atividade antibacteriana foram utilizadas cinco cepas
Gram positivas Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Streptococcus
pyogenes (ATCC) 19615 e Bacillus subitilis (6051), e cinco cepas de bactérias
Gram negativas de Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas
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aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiela pneumoniae (ATCC 700603),
Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Shigella flexneri (ATCC 12022),
Para os ensaios da atividade antifungica foram usadas seis cepas
de leveduras de Candida albicans (ATCC 90028), Candida glabrata (ATCC
9030) Candida krusei (ATCC 6258) Candida parapsilosis (ATCC 22019)
Candida tropicalis (ATCC 760) e Cryptococcus neoformans (ATCC 32045).

6.1.2 Meios de cultura

No ensaio da atividade antibacteriana foi empregado o meio caldo
e agar Mueller-Hinton (MH - Difco®) preparado de acordo com as instrugdes
do fabricante. O pH utilizado foi de 7,2 a 7,4, & temperatura ambiente (25°C).
No teste da atividade antifungica foram utilizados os meios de Sabouraud
(Difco®) e RPMI-1640 liquido (com glutamina, sem bicarbonato e com
indicador de vermelho de fenol) (Cultilab®), tamponado com uma solucéo
tampdo de MOPS [acido 3-(N-morfolino) propanosulfénicol] numa
concentracgdo final de 0,165 mol/L, pH 7,0.

6.1.3 Manutencado dos microrganismos indicadores

Os microrganismos foram mantidos congelados a -20°C em meio
BHI (Brain Heart Infusion — MERCK®), contendo glicerol, com excec¢édo de C.

neoformans que foi armazenado a -4°C.

6.1.4 Preparo do padrdo McFarland

Foram adicionados 0,5 mL de 0,048 M de BaCl2 (1,17%
peso/volume de BaClz2.2H20) em 99,5 mL de 0,18 M de H2SO4 (1% v/v) em
um béquer sob forte agitagdo. O padréo foi distribuido em tubos de ensaio
com tampa do mesmo tamanho e do mesmo material usado para o

crescimento bacteriano. Os tubos foram firmemente vedados para evitar
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evaporagao e guardados em ambiente seco e a temperatura ambiente. Antes

de ser utilizado, o padrédo foi vigorosamente agitado em vortex.

6.1.5 Preparo do inéculo bacteriano e ajuste da suspenséao do
inéculo para a densidade de 0,5 da escala de McFarland

Cada cepa bacteriana foi transferida do meio de manutengéo para
um tubo contendo caldo BHI (Brain Heart Infusion — Merck®) e mantida a 35°C
por 18 horas, para ativagdo. Para o isolamento de colbnias jovens, aliquotas
foram transferidas para uma placa de Petri com Agar Muller Hinton (Difco®) e
incubadas a 35°C, por aproximadamente 24 horas.

Ap6s o periodo de incubagdo, foram selecionadas de 4 a 5
colénias e transferidas para um tubo contendo 5 mL de solugéo salina estéril
(0,85%), seguido de homogeneizacdo em agitador de tubos por 15 segundos.
A turvagdo da suspenséo celular foi ajustada de modo a obter uma turbidez
Optica comparavel a da solugdo padrédo McFarland de 0,5, resultando em uma
suspenséo contendo aproximadamente 1 a 2 x 108 células/mL.

Esta solugdo foi entdo diluida (1:10) para obter o inéculo com
concentragdo de 107 células/mL. Em cada pogo da microplaca que recebeu
o inéculo, a concentracéo final ficou entre 5 x 10%e 7,5 x 10° células/mL
(NCCLS, 2003).

6.1.6 Preparo do indculo dos fungos leveduriformes

Os fungos leveduriformes foram repicados em Agar Sabourad
dextrosado (Difco®) e em seguida, incubados a 37°C por 24 horas para as
espécies de leveduras do género Candida e por 48 horas para C.
neoformans.

Para o preparo do inéculo foram selecionadas entre 4 a 5 colonias
de levedura, de aproximadamente 1 mm de dimetro. As coldnias foram

suspensas em 5 mL de solugéo salina a 0,85%, seguido de agitagéo vigorosa.
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Apos este periodo, foi realizada uma diluicdo de 1:50 e depois de
1:20 da suspensao-padrdo com meio liqguido RPMI 1640, para se obter uma
concentragdo de células de 1 a 5 x 103 UFC/mL. O inéculo foi entdo diluido a
1:1 quando os pogos foram inoculados, chegando-se a concentragdo final
desejada de indculo (0,5 a 2,5 x 103 UFC/mL) (NCCLS, 2002).

6.1.7 Ensaio para determinagdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM)

O método de microdiluicho em caldo foi utlizado para a
determinacdo da CIM (NCCLS, 2003), com algumas modificacGes
(MITSCHER et al., 1972; FERESIN et al., 2001; STOPPA et al., 2009).

O método consistiu em preparar diluicdes sucessivas da amostra
a ser testada, em meio de cultura liquido, semear a bactéria e o fungo em
estudo e, ap6s incubacéo, fazer a leitura para se determinar a menor
concentragdo da amostra que inibiu visualmente o crescimento do
microrganismo (CIM) (VIOLANTE, 2008).

Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar e
com vidrarias, ponteiras e meios de cultura previamente esterilizados.

Os valores da CIM foram determinados pela diluicdo dos extratos
e fragBes da espécie vegetal em estudo, que foram inicialmente dissolvidas
em DMSO 5%, 20 mg extrato e fragdo/1000uL de DMSO, seguida de uma
segunda diluicdo para que obtivesse concentracdes de 2 mg/mL, para o
extrato bruto e fragdes.

As amostras (extrato bruto e fracBes) foram colocadas em
microplacas de 96 pocos e diluidas para obtencédo das concentrag@es finais
no interior dos pocos de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625 e 7,8125
pg/mL.

Em seguida foram adicionados 100 L da suspenséo do indculo,
com excec¢do do pogo de numero 1, onde foram adicionados apenas a
amostra e 0 meio em questdo, para observacao de uma possivel turbidez ou

precipitacdo provocada pela amostra.
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No poco 10 foi realizado o controle padrdo com os antimicrobianos
pré-determinados, contendo cloranfenicol e anfotericina B (Sigma Chemical
Co.?), para os ensaios da atividade antibacteriana e antiflngica,
respectivamente. As Concentragdes Inibitérias Minimas dos agentes
antimicrobianos  utilizados como padrdes foram  determinadas
individualmente para cada cepa flngica e bacteriana, nas mesmas condi¢des
padronizadas para os extratos vegetais, a fim de controlar a sensibilidade dos
microrganismos em questao.

No pogo 11 fez-se o controle positivo, para observacdo do
crescimento dos microrganismos. No pogo 12 o controle de esterilidade (sem
microrganismos).

Para verificar se o diluente (DMSO) ndo apresentava atividade
contra as cepas fungicas e bacterianas os testes foram realizados em uma
concentragdo que ndo ultrapassou a 5% em relagdo ao volume total de cada
experimento, ndo sendo observada nenhuma atividade do DMSO sobre os
microrganismos.

As placas foram incubadas a temperatura de 35°C, sendo que o
tempo estabelecido dependeu da cepa testada, variando de 24 para as cepas
bacterianas, 48 horas para cepas fungicas do género Candida e 72 horas
para cepas fungicas do género Cryptococcus. Apds o periodo de incubacéo,
fez-se a leitura visual para determinacao da Concentragao Inibitéria Minima
(CIM). A CIM é definida como a menor concentracdo da amostra que inibe o
crescimento do microrganismo. O crescimento dos microrganismos foi
indicado pela presenca de turbidez e comparado o crescimento em cada pogo
com o crescimento observado no pogo 11 (controle positivo). Os testes
(diluigbes) foram realizados em duplicata na mesma placa e repetidos duas
vezes.

De acordo com o projeto de pesquisa X.7 do CYTED (Ciencia y
Tecnologia para el Desarrollo) “Proyecto Iberoamericano de Busqueda y
Desarrollo de Antifungicos Naturales y Analogos” (CYTED, 2003), a técnica
microbioldgica usada na busca de novos compostos antifiingicos a partir de
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plantas da flora latinoamericana, baseada principalmente no seu uso
etnofarmacoldgico, sera pela determinacéo da diluicdo em caldo. Os testes
sdo realizados em concentragdes até 1000 pg/mL para extratos brutos e a
partir de 250 ug/mL para compostos puros, tendo como farmacos de
referéncia, anfotericina B, cetoconazol e terbinafina.

Segundo Violante (2012) ndo existe um consenso sobre o padrao
de inibicdo aceitavel para produtos naturais quando comparados com
antibidticos padrbes, tanto que alguns autores consideram somente
resultados similares aos de antibidticos, enquanto outros qualificam com bom
potencial mesmo aqueles com niveis de inibicdes superiores. Aligiannis et al.
(2001) apud Duarte e colaboradores (2004), sugeriram uma classificagao
para produtos vegetais com base nos resultados de CIM, considerando como:
forte inibigdo: CIM até 500 pg/mL; inibicdo moderada: CIM entre 600 e 1500
pug/mL e como fraca inibigdo: CIM acima de 1600 pg/mL.

Outros estudos consideraram ativos 0s extratos vegetais com
valores de CIM inferiores a 1000 pg/mL (FERESIN et al., 2001; ESCALANTE
et al., 2002; MUSCHIETTI et al., 2005; KUETE e EFFERTH, 2010).

6.1.8 Meétodo de diluicdo em placas utilizando resazurina
como revelador

Apos a leitura foram colocados 30 pL de resazurina (0,0001g/mL)
(Vetec®) em solugéo aquosa esterilizada, em cada compartimento (ALVES et
al., 2008; CABRAL et al., 2009). A microplaca foi, entdo, novamente colocada
na estufa a 35°C. Apds 2 horas, foi realizada a analise da mudanca de cor.
Nos pocos em que ndo houve mudanca na cor do corante, ou seja,
permaneceu roxo, foi considerado como auséncia de bactérias viaveis.
Qualquer evidéncia na mudanca da coloragdo se considerou crescimento
bacteriano.

A mudanca de cor pode ser explicada levando-se em conta que a
resazurina € um corante azul (fenoxazin-3-ona) ndo fluorescente que se torna

rosa e fluorescente quando é reduzido a resofurina através de uma reacgao
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de oxido-redugdo por células microbianas vivas e tem sido muito utilizada
para avaliar a viabilidade e contaminacéo bacteriana e para testar a atividade
antimicrobiana (MONTEJANO et al., 2005; VIOLANTE, 2012).

6.2  ATIVIDADE ANTILEUCEMICA in vitro

6.2.1 Culturadas células

As células Kasumi-1, HL-60, K562 e RAJI foram obtidas no Banco
Celular do Rio de Janeiro (BCRJ). Ap6s descongelamento, as células
cultivadas foram mantidas como suspensdes em meio RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich), pH 7,4, suplementado com 10% de soro bovino fetal (Gibco®), 100
U/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina. As células foram
mantidas em frascos de cultura & 37 °C em 5% de atmosfera de CO2 (Sanyo
MCO-20AIC).

6.2.2 Dupla-coloracé@o por Anexina V-FITC/lodeto de propidio
e Analise Citométrica de Fluxo

As linhagens celulares foram semeadas (1x10%mL) em placas de
96 pocos e incubadas com os extratos de C. insignis ou estaurosporina
(Sigma-Aldrich) na concentracéo de 100 pg/mL, durante 24 h.

As células foram coletadas e ressuspensas em 200 pL do tampéo
anexina V [(10 mM HEPES pH 7,4), 140 mM NacCl e 2,5 mM CacClz], e, em
seguida, incubadas a temperatura ambiente com 1 uL de anexina V-FITC
(Becton Dickinson) e 5 ug/mL de iodeto de propidio (Sigma-Aldrich), durante
30 min a 37 °C. A andlise das amostras foi realizada utilizando um Citdmetro

de Fluxo BD Accuri C6 (Becton Dickinson), com aquisi¢éo de 5.000 eventos.

6.2.3 Andlise estatistica
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Os resultados dos testes paramétricos foram expressos em média
+ SEM. Para a analise de variancia simples (ANOVA) foi utilizada para
comparagdo de mais de dois meios seguido de comparacdo mdltipla de
Dunnett um teste post-hoc, com valores de p <0,05 sendo considerados
significativos. Software GraphPad Prism 5 versdo 5.01 foi usado para analise

de dados.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Substéancias isoladas dos galhos de C. insignis

OH

(o}
HO 1)
HO

OH

(1) 3-O-B-D-glicopiranosil sitosterol (I B-sitosterol [22,23 diidro]
[22,23 diidro] (IV) estigmasterol [[A%?23]
(I1) 3-O-B-D-glicopiranosil estigmasterol
[A22’23]
m, 22
H;CO o] o)
HO
(V) campesterol (VI) escoparona

(VII) a-amirina (VI B-amirina
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7.2  Substéancias isoladas das folhas de C. insignis
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(VI) escoparona (X) alantoina (XI) escopoletina
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\ j@\/\”/
OH P o OH
HO
o o OH
OH |
(XI) acido cafeico (XIIl) rosmarinato de metila

7.3  Substéncias | e Il (3-O-B-D-glicopiranosil sitosterol e 3-O-B-D-
glicopiranosil estigmasterol)

As substéancias | e Il foram isoladas em mistura e apresentaram-se
como um sélido branco, sollvel em piridina, que foram identificadas através
das andlises dos dados de RMN *H, 13C e DEPT 135 comparados com
valores descritos na literatura (SOARES, 2015), como sendo os esteroides 3-
O-B-D-glicopiranosil sitosterol (I) e 3-O-B-D-glicopiranosil estigmasterol (l1).
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3-0-B-D-glicopiranosil sitosterol [22,23 diidro] (1)
3-0-B-D-glicopiranosil estigmasterol [A%223] (II)

No espectro de RMN 'H (Figuras 5-6, pag. 98) da mistura das
substancias | e Il foi possivel observar na regido de & 0,6-2,8 ppm, Varios
sinais caracteristicos de hidrogénios de esteroides de dificil atribuicdo devido
a sobreposicdo dos mesmos. Observa-se um singleto largo em & 5,35,
relativo ao hidrogénio ligado ao carbono olefinico C-6 dos esteroides. Nota-
se um multipleto em & 3,82-3,91 (H-3), o qual foi atribuido ao hidrogénio ligado
ao carbono carbindlico C-3. O espectro também apresentou dois duplos
dupletos em & 5,20 (H-22) e & 5,05 (H-23), ambos com J= 15,1 e 8,7 Hz,
caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos olefinicos da dupla ligacéo
presente na cadeia lateral do estigmasterol. Além dos deslocamentos
anteriormente citados, relativos as estruturas do estigmasterol e do sitosterol,
sdo observados, ainda, sinais que caracterizam a presenc¢a de uma unidade
de carboidrato. O dupleto largo em & 4,87 (J= 7,7 Hz) refere-se ao hidrogénio
do carbono anomérico C-1" e o valor de J indica que o agUcar possui
configuracdo 8. Observa-se também um duplo dupleto em & 4,17 (J=11,7 e
5,4), atribuidos aos H-6’a/H-6’b e dois multipletos sobrepostos em & 3,98-4,05
(H-2" e H-3’) e outro em & 4,32-4,38 (H-4' € H-5).

O espectro de RMN 13C (Figura 7, pag. 99) demonstrou sinais em
0 140,7 e 121,7 que caracterizam os carbonos olefinicos C-5 e C-6 dos
esterdides. Na andlise do DEPT 135 (Figuras 8-10, pags. 99-100) foi
possivel observar os sinais em & 138,6 e & 129,2, referentes aos carbonos
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olefinicos C-22 e C-23 do estigmasterol. Como o B-sitosterol glicosilado n&o
possui ligacdo dupla na cadeia lateral, os C-22 e C-23 apresentaram sinais
em & 33,9 e & 26,1 respectivamente. O sinal em & 78,2 foi atribuido ao
carbono carbinélico C-3 e o em & 102,3 ao carbono anomérico C-1’. Esse
acucar foi identificado como sendo a glicose devido aos deslocamentos
guimicos dos carbonos metinicos em 6 75,0 (C-2’), 6 77,9 (C-3’), 8 71,4 (C-
4’), 78,3 (C-5’) e do carbono metilénico em & 62,5 (C-6).

O 3-0O-B-D-glicopiranosil sitosterol (I) e o 3-O-B-D-glicopiranosil
estigmasterol (Il) ja foram isolados na espécie C. exaltata (NOGUEIRA et al.,
2013). Também ha relatos do isolamento do 3-O-B-D-glicopiranosil sitosterol
(I) nas espécies C. trichotoma (MENEZES et al., 2001) e C. rufescens (VALE
et al., 2012). Os dados de RMN 'H e DEPT 135 de (1) e (Il), juntamente com
dados descritos na literatura (SOARES, 2015), estdo demonstrados nas
Tabelas 16 e 17 (pags. 96-97), respectivamente.
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Tabela 16. Dados de RMN *H (500 MHz, CsDsN) da mistura das substancias | e Il
em comparacdo com dados da literatura (SOARES, 2015).

B-sitosterol | estigmasterol 1l
H glicosilado 8H (ppm)? glicosilado SH (ppm)?
SH (ppm)? SH (ppm)*

1 - - - -

2 B B B B

3 - 3,82-3,91 (m) - 3,82-3,91
(m)

4 B B B B

5 - - - -

6 5,30 (sl) 5,35 (sl) 5,30 (sl) 5,35 (sl)

7 - - - B

) B B - R

9 B B B R

10 - - - -

11 - - - -

12 - - - -

13 - - - -

14 - - - -

15 - - - -

16 - - - -

17 - - - -

18 - - - -

19 - - - -

20 - - - -

21 - - - -

22 - - 5,01-5,22 (m) 5,20 (dd)

23 - - 5,01-5,22 (m) 5,05 (dd)

24 - - - -

25 - - - -

26 - - - -

27 - - - -

28 - - - -

29 - - - -

1 4,58-3,60 (m) 4,87 (d) 4,58-3,60 (m) 4,58-3,60
(m)

2’ 4,58-3,60 (m) 3,98-4,05 (m) 4,58-3,60 (m) 4,58-3,60
(m)

3 4,58-3,60 (m) 3,98-4,05 (m) 4,58-3,60 (m) 4,58-3,60
(m)

4 4,58-3,60 (m) 4,32-4,38 (m) 4,58-3,60 (m) 4,58-3,60
(m)

5 4,58-3,60 (m) 4,32-4,38 (m) 4,58-3,60 (m) 4,58-3,60
(m)

6’ 4,58-3,60 (m) 4,17 (dd) 4,58-3,60 (m) 4,58-3,60
(m)

*RMN IH (400 MHz, CDCl3+CsDsN) € RMN °C (100 MHz, CDCl3+C5DsN)



Tabela 17. Dados de RMN DEPT 135 (125 MHz, CsDsN) da mistura das substancias
I e Il em comparacédo com dados da literatura (SOARES, 2015).

B-sitosterol glicosilado | estigmasterol Il
C 5C (ppm)? 8C (ppm) glicosilado 8C (ppm)
5C (ppm)*

1 37,23 37,27 37,23 37,27
2 29,80 30,03 28,24 30,03
3 78,15 78,21 78,15 78,21
4 38,86 42,27 38,86 42,27
5 140,52 140,72" 140,52 140,72
6 121,65 121,71 121,65 121,71
7 31,83 31,96 31,83 31,96
8 31,83 31,84 31,83 31,84
9 50,11 50,13 51,20 50,13
10 36,65 36,71 36,65 36,71
11 19,80 21,07 21,01 21,07
12 39,73 39,11 39,73 39,11
13 42,26 42,13 42,26 42,13
14 56,66 56,62 56,66 56,62
15 23,10 24,29 24,27 24,29
16 26,12 28,33 29,80 28,33
17 56,01 56,03 55,92 56,03
18 11,81 11,77 11,81 11,77
19 19,04 19,00 19,24 19,00
20 36,10 36,17 36,15 36,17
21 18,68 18,80 18,79 18,80
22 33,94 33,99 138,40 138,61
23 24,26 26,16 129,22 129,26
24 45,81 45,82 43,88 45,82
25 28,24 29,25 26,11 29,25
26 18,79 19,77 19,80 19,77
27 19,24 19,21 19,04 19,21
28 21,01 23,17 29,80 25,48
29 11,97 11,95 11,98 11,95
1 102,01 102,32 102,90 102,32
2’ 74,38 75,09 75,09 75,09
3 77,59 77,96 78,15 77,96
4 71,40 71,46 71,39 71,46
5 77,28 78,34 78,15 78,34
6’ 62,63 62,57 62,63 62,57

*Esses sinais ndo apareceram no espectro DEPT 135, porém, apareceram no RMN
13,

C.
2RMN *H (400 MHz, CDCIl3+CsDsN) e RMN **C (100 MHz, CDCl3+CsDsN)
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7.4  Substancias lll, IV e V (B-sitosterol, estigmasterol e campesterol)

As substancias lll, IV e V foram isoladas como uma mistura de trés
esteroides que se apresentaram como um soélido cristalino, solivel em
cloroférmio, que foram identificadas através das analises dos dados de RMN
1H e CG-MS, comparados com valores descritos na literatura (RUIZ, 1998),
como sendo os esteroides B-sitosterol (lll), estigmasterol (IV) e campesterol

V).

(ll) B-sitosterol [22,23 diidro] (V) campesterol
(IV) estigmasterol [A2223)]

A mistura das substancias Ill e IV foi identificada apds a andlise do
espectro de RMN *H e 13C (Figuras 11-12, pag. 104), que apresentou sinais
com valores muito proximos das substancias | e Il (Subitem 7.3, pag. 93),
discutidas anteriormente. No espectro de RMN *H (Figura 11, pag. 104) da
mistura das substancias Il e IV foi possivel observar na regido de 5 0,6-2,8
ppm, varios sinais caracteristicos de hidrogénios de esteroides de dificil
atribuicdo devido a sobreposicdo dos mesmos. Observa-se um singleto largo
em 0 5,36 (H-3) relativo ao hidrogénio ligado ao carbono olefinico C-6 dos
esteroides. Nota-se um multipleto em & 3,51-3,57 (H-3), o qual foi atribuido
ao hidrogénio ligado ao carbono carbindlico C-3. O espectro também
apresentou dois duplos dupletos em & 5,18 (H-22) e & 5,05 (H-23), ambos
com J= 15,2 e 8,6 Hz, caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos

olefinicos da dupla ligacao presente na cadeia lateral do estigmasterol. No
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entanto, é possivel observar no espectro, a auséncia dos sinais da unidade
do acucar, o que condiz com o fato de ndo serem glicosiladas.

Os dados de RMN 'H para a mistura dos esteroides indicaram a
presenca dos esteroides [3-sitosterol (Ill) e estigmasterol (IV). No entanto, a
andlise da mesma fragdo por CG-MS indicou a presenca do esteroide
campesterol (V).

O cromatograma a gas da mistura de Ill, IV e V (Figura 13, pag.
105) revelou a presenca de trés bandas majoritarias. O espectro de massas
de cada banda demonstrou valores de m/z 414 (t- 34,0 min.), m/z 412 (tr 33,5
min) e m/z 400 (tr 33,0 min), os quais foram associados aos esteroides [3-
sitosterol (Figura 16, pag. 105), estigmasterol (Figura 15, pag. 105) e
campesterol (Figura 14, pag. 105), respectivamente.

Esses esteroides possuem propriedades fisico-quimica muito
semelhantes, dificultando assim sua separacdo. O B-sitosterol (Ill) ja foi
isolado nas espécies C. trichotoma (MENEZES et al., 2001), C. salicifolia
(MENGHINI et al., 2008) e C. rufescens (VALE et al., 2012). O estigmasterol
(IV) e o campesterol (V) ja foram isolados na espécie C. macleodii (NARIYA
et al., 2014). Os dados de RMN 'H e 3C das substancias Ill, IV e V, em
comparagdo com os dados da literatura (RUIZ, 1998), estdo demonstrados
na Tabela 18 (pag. 103).
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Tabela 18. Dados de RMN *H e *3C (125 MHz, CDCI;) da mistura das substancias lII,
IV e V em comparagdo com dados da literatura (RUIZ, 1998)".

B-sitosterol, ", VeV B-sitosterol, n, VeV
H/IC | estigmasterol e SH (ppm) estigmasterol e 8C (ppm)
campesterol campesterol
SH (ppm) 5C (ppm)
1 - - 37,2 37,2
2 - - 31,8 31,6
3 3,43-3,50 (m) 3,561-3,57 (m) 71,5 71,8
4 - - 42,2 42,3
5 - - 140,7 140,7
6 5,35 (d) 5,36 (sl) 121,6 121,6
7 - - 33,6 31,6
8 - - 33,6 31,6
9 - - 50,1 50,2
10 - - 36,4 36,1
11 - - 21,1 21,1
12 - - 39,7 39,7
13 - - 42,2 42,3
14 - - 56,7 56,8
15 - - 24,2 24,2
16 - - 28,3 28,2
17 - - 56,0 56,0
18 - - 12,1 12,1
19 - - 19,2 19,3
20 - - 40,3 40,4
21 - - 18,7/20,5/21,1 18,7/20,1/21,0
22 | 5,35 (dd, J=15,3 | 5,18 (dd, J=15,2 | 33,9/137,9/38,1 | 33,9/138,2/39,8
e 8,4 Hz) est.” e 8,6 Hz) est.”
23 | 5,02 (dd, J=15,3 | 5,05 (dd, J=15,2 | 26,0/129,8/29,2 | 26,1/129,3/29,2
e 8,4 Hz) est.” e 8,6 Hz) est.”
24 - - 45,8/51,2/51,1 45,9/50,1/51,2
25 - - 29,1/31,9/31,8 29,6/31,9/31,8
26 - - 19,8/21,2/21,0 19,7/22,6/21,0
27 - - 19,0/19,8/19,0 19,0/19,7/19,0
28 - - 23,0/25,4/25,3 23,1/25,3/25,3
29 - - 11,9/11,8 11,9/11,8
#est. — sinais dos hidrogénios olefinicos do estigmasterol

"RMN H (300 MHz, CDCl3) e RMN **C (75 MHz, CDCl3)
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7.5 Substancia VI (escoparona)

A substancia VI, isolada na forma de um soélido branco, solivel em
cloroférmio, foi identificada através das andalises dos dados de RMN 1H e 13C
e espectrometria de massas comparados com valores descritos na literatura
(VILA-NOVA et al., 2012), como sendo a 6,7-dimetdxi-cumarina, conhecida

COMo escoparona.

5 4
H;CO 4
3 6 \3
2
HycO™ 7 5 870 o

(V1)

O espectro de RMN !H (Figura 17, pag. 108) demonstrou dois
dupletos em & 7,65 (H-4) e & 6,32 (H-3), ambos com J= 9,45 Hz,
caracteristicos da ligagdo dupla a,B-insaturada. Dois simpletos em & 6,83 e
7,82 foram atribuidos aos hidrogénios H-5 e H-8, respectivamente, do anel
aromatico tetrassubstituido. Nota-se, ainda, dois simpletos em & 3,95 e 3,98,
com integral de 3 H cada, os quais foram atribuidos as metoxilas do anel
aromatico.

O espectro de RMN DEPT 135 (Figura 18, pag. 108) confirmou o
esqueleto basico Ces.Cs de uma cumarina, com sinais correspondentes a um
carbono carbonilico em & 161,4, e a outros carbonos sp?, em & 113,5 (C-3) e
0 143,3 (C-4), os quais foram atribuidos a lactona a,B-insaturada. Os sinais
em 6 107,9 (C-5) e  100,0 (C-8) foram atribuidos aos carbonos metinicos do
anel aromatico e os sinais em & 111,4 (C-4a), 5 146,3 (C-6), d 152,8 (C-7) e
0 150,0 (C-8a) foram atribuidos aos carbonos quaternarios. O sinal intenso
em & 56,3 foi associado as duas metoxilas presentes na escoparona.

O cromatograma a gas de VI (Figura 19, pag. 109) revelou a
presen¢ca de uma banda com tr em 12,15 minutos. O espectro de massas
(Figura 20, pag. 109), revelou um ion molecular com m/z 206, compativel

com a féormula molecular C11H1004. As fragmentagbes com m/z 191, de perda
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de metila, com m/z 163 e m/z 135, ambas com perda de CO, reforcam a
proposta estrutural de VI como sendo a escoparona. As demais
fragmentacdes podem ser observadas no Esquema 11 (pag. 109).

Os dados de RMN 'H e 3C da escoparona (VI), juntamente com
dados descritos na literatura (VILA-NOVA et al., 2012), estdo representados
na Tabela 19.

Tabela 19: Dados de RMN *H (500 MHz, CDCl;) e DEPT 135 (125 MHz, CDCl;) da
substancia VI em comparag¢éo com dados da literatura (VILA-NOVA et al., 2012).

Substancia VI? Vila-nova?

C/H 6H (Hz) 8C (ppm) C/H SH (Hz) 8C (ppm)
- 161,4 - 161,4
3 6,32 (d; 9,45) 113,5 3 6,23 (d, 9,5) 113,4
4 7,65 (d; 9,45) 143,3 4 7,59 (d, 9,5) 143,3
4a - 111.,4 4a - 111,4
5 6,83 (s) 107,9 5 6,83 (s) 108,0
6 - 146,3 6 - 146,3
7 - 152,8 7 - 152,8
8 7,82 (s) 100,0 8 6,78 (s) 100,0
8a - 150,0 8a - 150,0
OCHj;3 3,95 (s) 56,3 OCHj; 3,90 (s) 56,4
OCHjs 3,98 (s) 56,3 OCHj5 3,88 (s) 56,4

3RMN *H (500 MHz, CDCls) e 13C (125 MHz, CDCls)
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7.6 Substancias VIl e VIl (a-amirina e B-amirina)

As substancias VIl e VIl foram isoladas como um sélido branco,
solavel em metanol, que foram identificados através das analises dos dados
de RMN *H, 13C e DEPT 135 comparados com valores descritos na literatura
(ZANON, 2006), como sendo os triterpenos a-amirina e B-amirina,

respectivamente.

(vin (VI

O espectro de RMN 'H (Figura 21, pag. 113) da mistura das
substéancias VIl e VIII, apresentou um padréo caracteristico de triterpendides,
confirmado pela presenca de varios sinais na regido de & 0,7 — 1,4 ppm
referentes aos hidrogénios metilicos e metilénicos. Nota-se dois tripletos em
0 5,26 (J= 3,5 Hz) e & 5,40 (J= 3,8 Hz) referentes ao H-12 da a-amirina e -
amirina, respectivamente. Além disso, apresentou um duplo dupleto
sobreposto em & 3,19 (J=11,4 e 4,7 Hz) referente ao H-3.

O espectro de RMN DEPT 135 (Figuras 23-25, pags. 114-115)
apresentou sinais em & 78,31 e 78,25, atribuidos aos carbonos carbindlicos
C-3. No espectro de RMN 13C (Figura 22, pag. 113), na regido das olefinas,
foram observados quatro sinais bem desblindados na regido de carbono sp?,
em & 125,77 (C-12) e 6 138,54 (C-13) para a dupla ligagédo da a-amirina e em
0 122,23 (C-12) e 5 143,83 (C-13) para a dupla ligacéo da B-amirina. Sinais
nessa regido, quando presentes, sdo altamente caracteristicos de cada
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esqueleto, pelo menos no caso de triterpenos oxigenados no C-3. Estes
sinais sdo, portanto, muito importantes na elucidagéo estrutural de misturas
de triterpenos (ZANON, 2006). No espectro em questdo, a mistura
apresentou estruturas pertencentes as séries ursano (VII) e oleanano (VIII).

Os dados de RMN DEPT 135 da a-amirina (VII) e B-amirina (VIII),
juntamente com dados descritos na literatura (ZANON, 2006), estdo
representados na Tabela 20 (pag 112)
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Tabela 20: Dados de RMN DEPT 135 (500 MHz, CD;OD) da mistura das
substancias VII e VIl em comparagéo com dados da literatura (ZANON, 2006).

C a-amirina® VIl C B-amirina® VIl
5C (ppm) 5C (ppm)

1 38,78 38,43 1 38,78 38,43
2 27,25 28,35 2 26,64 27,44
3 79,05 78,31 3 79,05 78,25
4 38,62 38,99 4 38,82 38,99
5 55,21 55,36 5 55,21 55,36
6 17,46 18,10 6 18,37 18,00
7 32,96 32,43 7 31,26 32,43
8 39,82 39,15 8 40,04 39,15
9 47,66 48,44 9 47,74 48,44
10 36,92 36,76 10 36,97 36,65
11 23,37 23,11 11 23,54 23,11
12 124,40 125,77 12 121,75 122,23
13 139,60 138,54" 13 145,18 143,83"
14 41,74 41,48 14 42,10 41,48
15 28,13 26,58 15 28,11 26,10
16 26,44 26,46 16 26,17 26,10
17 33,75 33,50 17 32,68 32,61
18 59,10 55,52 18 47,26 46,26"
19 39,62 41,34 19 46,86 45,86
20 39,68 41,34 20 31,07 31,67
21 32,49 30,98 21 34,75 34,54
22 41,54 41,84 22 37,16 38,76
23 28,74 27,33 23 28,39 27,33
24 15,57 15,21 24 15,49 14,91
25 15,61 15,06 25 15,49 14,48
26 16,82 16,33 26 15,66 16,33
27 23,69 22,57 27 25,98 24,98
28 29,68 27,39 28 27,29 27,39
29 16,88 17,19 29 33,32 34,28
30 21,37 20,86 30 23,27 22,57

aRMN de H (CDCls, 400 MHz) e RMN de *C (CDCls, 100 MHz)
*Esses sinais ndo apareceram no DEPQ 135, porém, apareceram no RMN 3C.
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7.7  Substéancia IX (cafeoato de metila)

A substancia IX foi isolada na forma de um sdélido branco, solavel em
metanol, que foi identificada através das analises dos dados de RMN 1H e
13C, comparados com valores descritos na literatura (PYO et al., 2002), como

sendo o cafeoato de metila, um derivado fenilpropanoidico.

(1X)
O espectro de RMN !H (Figura 26, pag. 117) apresentou dois

dupletos em & 7,56 (H-7) e & 6,28 (H-8), ambos com J= 15,9 Hz, que

confirmam a presenca do sistema trans-alceno. Os sinais em 6 7,05 (d, J=2,0
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Hz), 6 6,96 (dd, J= 2,0 e 8,2 Hz) e 6,79 (d, J= 8,2 Hz) foram atribuidos aos
hidrogénios H-2, H-6 e H-5, respectivamente, e os valores das constantes de
acoplamento sugerem a presenca de um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido.
O sinal em & 3,78 (sl) com integral igual a trés, foi atribuido a metoxila.

O espectro de RMN 13C (Figura 27, pag. 117) apresentou um sinal
correspondente ao carbono carbonilico C-9 (& 168,5), sinais para dois
carbonos olefinicos C-7 (5 145,3) e C-8 (6 113,7), sinais para os trés carbonos
metinicos do anel aromético em C-2 (6 115,1) C-5 (6 113,4) e C-6 (5 121,6)
e sinais para trés carbonos de anel aromético trissubstituido C-1 (5 126,2), C-
3 (5 145,6), e C-4 (5 148,1). Ao grupo metoxila foi atribuido o sinal em & 56,9.

Essa substancia ja foi isolada na espécie C. rufescens (VALE et al.,
2012). Os dados de RMN H e 13C do cafeoato de metila (1X), juntamente com
dados descritos na literatura (PYO et al., 2002), estdo representados na
Tabela 21.

Tabela 21: Dados de RMN *H (500 MHz, CD3;0D) e *C (125 MHz, CD;0D) da
substancia IX em comparacéo com dados da literatura (PYO et al., 2002).

Substancia IX PYO®
C/H S8H (Hz) &8C (ppm) C/H SH (Hz) 8C (ppm)
1 - 126,2 1 - 127,1
2 7,05 (d, 2,0) 115,1 2 7,15 (d, 2,1) 116,2
3 - 145,6 3 - 146,3
4 - 148,1 4 - 148,9
5 6,79 (d, 8,2) 113,4 5 6,86 (d, 8,1) 114,8
6 6,96 (dd, 2,0 e 121,6 6 7,03 (dd, 2,1 e 122,4
8,2) 8,1)
7 7,56 (d, 15,9) 145,3 7 7,52 (d, 15,6) 145,9
8 6,28 (d, 15,9) 113,7 8 6,27 (d, 15,6) 114,8
9 - 168,5 9 - 168,2
OCHjs 3,78 (s) 56,9 OCHgs 3,70 (s) 51,6

"RMN 1H (300 MHz, DsCCOCD3) € RMN C (75 MHz, D;CCOCDs3);
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7.8  Substancia X (alantoina)

A substancia X, foi isolada na forma de um sélido branco, solivel em
DMSO, que foi identificada através das andlises dos dados de RMN H e 3C,
comparados com valores descritos na literatura (ANDRADE, 2007), como

sendo o ureido alantoina.

O 3 H
o) N
SJJ\S ’ /K\
H
N7 NS 0
| | [
H H H
09]

O espectro de RMN *H (Figura 28, pag. 119) revelou a presenca de
trés simpletos largos em & 8,04, 6 10,53 e & 5,77 correspondentes aos
hidrogénios HN-1, HN-3 e Hz2N-8, respectivamente. Observou-se, também, a
presenga de dois dupletos em & 6,89 (HN-6) e & 5,25 (H-5), ambos com J=
8,1 Hz, o que indica um acoplamento em orto.

O espectro de RMN 3C (Figura 29, pag. 120) apresentou trés sinais
correspondentes aos atomos dos carbonos carbonilicos C-2 (6 157,4), C-4 (5
174,1) e C-7 (5 156,8) e um de carbono metinico em & 62,9 atribuido ao C-5.

Essa substancia é comumente encontrada em espécies de
Boraginaceas, tendo sido identificada nas espécies C. trichotoma (MENEZES
et al., 2001) e C. ecalyculata (ASSONUMA, 2009). Os dados de RMN H e
13C da alantoina (X), juntamente com dados descritos na literatura
(ANDRADE, 2007), estao representados na Tabela 22 (pag. 119).
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Tabela 22: Dados de RMN H (500 MHz, DMSO-ds) e **C (125 MHz, DMSO-ds) da
substancia X em comparagao com dados da literatura (ANDRADE, 2007).

Substancia X ANDRADE’
C/H OH (ppm) 8C (ppm) C/H SH (ppm) 8C (ppm)
HN-1 8,04 (sl) - HN-1 8,06 -
C-2 - 156,8 C-2 - 157,3
HN-3 10,53 (s) - HN-3 10,56 (s) -
C-4 - 1574 C-4 - 157,9
C-5 5,25 (d, 8,1 62,9 C-5 5,23 (d, 8,0 62,9
Hz) Hz)
HN-6 6,89 (d, 8,1 - HN-6 6,90 (d, 8,0 -
Hz) Hz)
C-7 - 174,1 C-7 - 174,1
H,N-8 5,77 (sl) - H,N-8 5,79 (sl) -
"RMN H (400 MHz, D,O) e °C (101 MHz, D,O);
T § 8% §Ry
[s)
&
H-a DMSO-ds
H-1
H-5
H-6
H-3
|
H i
L e _,L_M____ " -
110 105 00 95 9.0 85 2.0 s 70 B5 6'0 Fi%pi-m] 50 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 o

Figura 28: Espectro de RMN *H (DMSO-ds, 500 MHz) da substancia X.
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7.9  Substéancia Xl (escopoletina)

A substancia Xl foi isolada na forma de um sdélido esverdeado,
soluvel em metanol, que foi identificada através das andlises dos dados de
RMN H e 13C, comparados com valores descritos na literatura (CARVALHO
et al., 2006), como sendo a cumarina escopoletina.

5 4
H3CO 4 X3
6
2

HO™ 7 5 80" "o

(X1)
Os dados de RMN *H (Figura 30, pag. 122) confirmaram a presenca
da dupla a,f -insaturada devido a presenga de dois dupletos em & 7,84 (H-4)
e 0 6,26 (H-3), ambos com J= 9,4 Hz. Dois simpletos em & 6,99 e 6,98 foram
atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-5 do anel aromatico tetrassubstituido.

Estes dados permitiram caracterizar o esqueleto de uma cumarina contendo
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dois substituintes no anel aromatico, um OH (sl, 8 8,5) e uma metoxila (s, &
3,87) nas posic¢des 6 e 7, respectivamente.

O espectro de RMN *3C (Figura 31, pag. 122) confirmou o esqueleto
béasico Ce.C3 de uma cumarina, com sinais correspondentes a um carbono
carbonilico em d 168,8 (C-2) e a outros carbonos sp?, em & 112,1 (C-3) e &
143,9 (C-4), os quais foram atribuidos a lactona a,B-insaturada do anel B
cumarinico. Os sinais em 6 104,2 (C-5) e © 99,2 (C-8) foram atribuidos aos
carbonos metinicos € os em & 144,4 (C-6) e & 152,7 (C-7) aos carbonos
quaternarios do anel aromatico. Ao grupo metoxila foi associado o sinal em &
55,4.

Os dados de RMN !H e 3C da escopoletina (XI), juntamente com
dados descritos por Carvalho e colaboradores (2006), estédo representados
na Tabela 23.

Tabela 23: Dados de RMN *H (500 MHz, CDs;OD) e **C (125 MHz, CDs;OD) da
substancia XI em comparacdo com dados da literatura (CARVALHO et al., 2006).

Composto XI Carvalho”
C/H SH (ppm) &C (ppm) C/H SH (ppm) 8C (ppm)
- 168,8 2 - 161,5
3 6,26 (d; 9,4 1121 3 6,20 (d, 9,5 113,3
Hz) Hz)
4 7,84 (d; 9,4 143,9 4 7,80 (d, 9,5 143,8
Hz) Hz)
4a - 1115 4a - 111,0
5 6,98 (s) 104,2 5 6,75 (s) 107,4
6 - 144.4 6 - 144,0
7-OH 8,5 (sl) 152,7 7-OH 8,5 (sl) 150,0
8 6,99 (s) 99,2 8 7,09 (s) 103,2
8a - 148,9 8a - 149,7
OCHjs 3,97 (s) 55,4 OCHs 3,89 (s) 56,4

‘RMN de 'H e C (200 MHz, CD;OD)
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Figura 30: Espectro de RMN H (CDsOD, 500 MHz) da substancia XI.
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7.10 Substéancia Xl (acido cafeico)

A substancia Xl foi isolada na forma de um sélido amarelo, soltvel
em metanol, que foi identificada através das andlises dos dados de RMN H
e 13C, comparados com valores descritos na literatura (BRESCIANI, 2003),

como sendo o acido trans-cafeico, um derivado fenilpropanoidico.

(XI)
A andlise do espectro de RMN *H (Figuras 32-33, pag. 124-125)
permitiu caracterizar a substancia Xl como um derivado do acido cinamico

pela presenca de dois dupletos em & 7,53 (H-7) e 8 6,24 (H-8), ambos com
J=15,9 Hz, com integral de um hidrogénio cada um, tipicos do sistema trans-
alceno. Os sinais em 6 7,05 (d, J= 2,0 Hz), 6 6,94 (dd, J=8,2¢e¢ 2,0 Hz) e
6,79 (d, J= 8,2 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios H-2, H-6 e H-5,
respectivamente, o que sugere tratar-se de um anel aromatico 1,3,4-
trissubstituido.

O espectro de RMN *3C (Figuras 34-35, pag. 125-126) apresentou
um sinal correspondente ao carbono carbonilico C-9 (& 170,0), sinais para
dois carbonos olefinicos C-7 (& 147,9) e C-8 (8 116,3), sinais para os trés
carbonos metinicos do anel aromético em C-2 (5 113,6) C-5 (5 115,0) e C-6
(6 121,3) e sinais para os trés carbonos quaternarios do anel aromatico
trissubstituido C-1 (5 126,5), C-3 ( 145,1), e C-4 (5 145,3).

Essa substancia j4 foi isolada na espécie C. sinensis (AL-
MUSAYEIB et al., 2011). Os dados de RMN *H e 3C do acido cafeico (XII),
juntamente com dados descritos na literatura (BRESCIANI, 2003), estéo

representados na Tabela 24 (pag. 124).
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Tabela 24: Dados de RMN *H (500 MHz, CDsOD) e **C (125 MHz, CDs;OD) da
substancia XIl em comparag¢éo com dados da literatura (BRESCIANI, 2003).

Substancia Xl BRESCIANI"
C/H OH (ppm) 8C (ppm) C/H SH (ppm) 8C (ppm)
1 - 126,5 1 - 129,1
2 7,05 (d, 2,0 Hz) 113,6 2 7,14 (d, 1,8 Hz) 112,3
3 - 145,1 3 - 145,1
4 - 145,3 4 - 146,9
5 6,79 (d, 8,2 Hz) 115,0 5 6,87 (d, 8,1 Hz) 116,7
6 6,94 (dd, 8,2 e 121,3 6 7,14 (dd, 1,8 e 118,8
2,0 Hz) 8,1 Hz)
7 7,53 (d, 15,9 Hz) 147,9 7 6,84 (d, 15,9 Hz) 148,0
8 6,24 (d, 15,9 Hz) 116,3 8 5,77 (d, 15,9 Hz) 1175
9 - 170,0 9 - 172,9
"RMN H (200 MHz, CDCl3) e °C (50 MHz, CDCly);
3 8
8
I
|
..J‘;,,...A'.:‘.x'l‘llm..w ,/“ \‘\,_ WLJ lan At A
20 75 n BS &0 55 =0 45 Fl(p:r‘rg 35 30 25 20 15 14 ns 0.0

Figura 32: Espectro de RMN H (CDsOD, 500 MHz) da substancia XII.
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Figura 33: Expanséo do espectro de RMN 'H (CD30OD, 500 MHz) da
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Figura 34: Espectro de RMN 3C (CDz0D, 125 MHz) da substancia XII.
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7.11 Substancia Xl (rosmarinato de metila)

A mistura das substancias Xl (acido cafeico) e Xlll (rosmarinato de
metila) foram isoladas na forma de um sélido amarelo, solivel em metanol. A
substancia Xl foi identificada através das andlises de RMN 1D e 2D
comparados com valores descritos na literatura (AL-MUSAYEIB et al., 2011),

como sendo o rosmarinato de metila, um derivado fenilpropanoidico.

712 OH
6

9c|) 54OH
10

o)
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No espectro de RMN 'H da mistura (Figuras 37-39, pags. 130-131),
foram observados sinais de uma unidade cafeoila pertencente ao rosmarinato
de metila (XIIl), com os dupletos em & 6,28 (H-8’) e 6 7,57 (H-7’), ambos com
J= 15,9 Hz caracteristicos de hidrogénios trans, além de sinais
correspondentes a anel aromético 1,3,4-trissubstituido em & 6,98 (dd, J= 8,3
e 2,0 Hz, 1H), 6 6,79 (d, J= 8,1 Hz, 1H) e 6 7,07 (d, J= 2,1 Hz, 1H), referentes
aos hidrogénios H-6', H-5' e H-2’, respectivamente. Foram observados
também sinais em & 5,21 (dd, J= 7,6 e 5,5 Hz, 1H) referente ao H-8, dois
duplos dupletos em & 3,03 (J= 14,4 e 7,7 Hz) e 5 3,08 (J= 14,8 e 5,8 Hz),
referente aos hidrogénios H-7a e H-7b e em & 3,72 (s, 3H) o qual foi atribuido
a metoxila. O anel trissubstituido ligado ao C-7 foi caracterizado pela
presenca de um duplo dupleto em & 6,59 (J= 8,1 e 2,1 Hz, 1H) referente ao
H-6, e de dois dupletos em 8 6,72 (J= 8,1 Hz, 1H) e 6 6,73 (J= 2,1 Hz, 1H)
referentes aos hidrogénios H-5 e H-2, respectivamente. Os outros sinais
foram atribuidos ao acido cafeico (XIl), que ja foi discutido anteriormente
(Subitem 7.10, pag. 123).

No espectro de RMN 3C (Figuras 40-42, pags. 131-132) pode-se
verificar os sinais dos grupos carbonila em & 166,94 (C-9’) e & 170,79 (C-9).
Para a unidade cafeoila, os carbonos arométicos C-2', C-5 e C-6,
apresentaram deslocamentos quimico em & 113,84, 6 115,12 e 6 121,82. Os
carbonos quaternarios C-1', C-3' e C-4’, apresentaram deslocamentos
quimico em & 126,19, 8 146,57 e  145,44. Os sinaisem & 112,72 e 148,43
foram atribuidos aos carbonos olefinicos C-8’ e C-7’, respectivamente. O sinal
em 6 51,28 foi atribuido ao carbono da metoxila (C-10). O anel aromatico
trissubstituido ligado ao C-7, apresentou deslocamentos quimicos em &
127,36, 6 143,99 e & 144,82 referentes aos carbonos quaternarios C-1, C-3 e
C-4,eem & 116,14, & 115,08 e & 120,40 referentes aos carbonos metinicos
C-2, C-5 e C-6, respectivamente.

O carbono metinico C-8, apresentou deslocamento quimico em &
73,28 e o carbono metilénico C-7 em & 36,50. O espectro de RMN COSY

(Figura 43, pag. 133) mostrou esse acoplamento vicinal. Pelo espectro
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HMBC (Figura 45, pag. 134), foi possivel identificar a presenca do anel
aromatico trissubstituido ligado ao C-7, ja que os hidrogénios metilénicos H-
7a e H-7b apresentaram correlagdo com o carbono aromatico C-6 (3Jch).
Estes hidrogénios também se correlacionaram com o carbono metinico C-8
(3Jch) e com o carbono carbonilico C-9 (3JcH). O hidrogénio H-8 apresentou
correlagdo com os carbonos carbonilicos C-9’ (3JcH) e C-10 (2JcH) € com 0
carbono aromatico C-1 (3JcH). Os hidrogénios da metoxila apresentaram
correlagdo com o carbono carbonilico C-9 (3Jch).

Também foi possivel observar no espectro HMBC (Figura 46, pag.
134) a correlacé@o do hidrogénio aromatico H-6 com os carbonos aromaticos
C-4 (3Jch) e C-2 (3JcH). O hidrogénio aromatico H-5 apresentou correlagéo
com os carbonos aromaticos C-4 (2Jcu) e C-1 (3Jcn). Os hidrogénios olefinicos
H-8 e H-7’, apresentaram correlagdo com o carbono carbonilico C-9, 3JcH e
2Jch, respectivamente. O H-7' também apresentou correlagdo com o carbono
aromético C-6’ (3JcH) enquanto que o H-8' apresentou correlagdo com o
carbono quaternario C-1’ (3Jch).

O anel aromatico trissubstituido ligado ao C-7, apresentou
deslocamentos quimicos em & 127,36, & 143,99 e & 144,82 referentes aos
carbonos quaternarios C-1, C-3 e C-4, e em d 116,14, & 115,08 e & 120,40
referentes aos carbonos metinicos C-2, C-5 e C-6, respectivamente (Figuras
41-42, pag. 131).

Figura 36: Correlagdes observadas no espectro RMN HMBC (CDsOD,
125 MHz) da substancia XIlI.
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Essa substéancia ja foi isolada nas espécies C. sinensis e C. rufescens.

Os dados de RMN 'H e 3C do rosmarinato de metila (XIIl), juntamente com

dados descritos na

literatura (AL-MUSAYEIB et
representados na Tabela 25 .

al.,

2011), estao

Tabela 25: Dados de RMN *H (500 MHz, CDs0OD) e C (125 MHz, CD;0D) da
substancia Xl em comparacdo com dados da literatura (AL-MUSAYEIB et al.,

2011).
Substancia Xl AL-MUSAYEIB
CH SH (ppm) 5C (ppm) SH (ppm) 5C (ppm)
1’ - 126,19 - 127,67
2’ 7,07 (d; 2,1Hz) 113,84 7,04 (d; 2,0 Hz) 115,34
3 - 146,57 - 147,03
4 - 145,44 - 150,10
5 6,79 (d; 8,1 Hz) 115,12 6,78 (d; 8,5 Hz) 116,66
6’ 6,98 (dd; 8,3 e 2,0 121,82 6,95 (dd; 8,5e 2,0 123,38
Hz) Hz)
7 7,57 (d; 15,9 Hz) 148,43 7,55 (d; 15,5 Hz) 148,14
8’ 6,28 (d; 15,9 Hz) 112,75 6,26 (d; 15,5 Hz) 114,23
9’ - 166,94 - 168,50
9 B 170,79 - 172,34
8 5,21 (dd; 7,6 e 5,5 73,28 5,19 (dd; 7,5e 5,0 74,82
Hz) Hz)
7a 3,03 (dd; 14,4e 7,7 36,50 3,06 (dd; 14,5e 5,5 38,05
Hz) Hz)
7b 3,08 (dd; 14,8 e 5,8 36,50 3,00 (dd; 14,5e 5,5 38,05
Hz) Hz)
6 6,59 (dd; 8,1e 2,1 120,40 6,57 (dd; 8,0e 2,0 121,92
Hz) Hz)
5 6,72 (d; 8,1 Hz) 115,08 6,69 (d; 8,0 Hz) 116,45
4 - 144,82 - 145,55
3 - 143,99 - 146,37
2 6,73 (d; 2,1 Hz) 116,14 6,70 (d; 2,0 Hz) 117,67
1 - 127,36 - 128,89
OCHjs 3,72 (s) 51,28 3,70 (s) 52,82
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8. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

8.1 Ensaio da atividade antimicrobiana in vitro dos extratos brutos e
fracbes

Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e 6leos
essenciais de plantas nativas tém sido relatados em muitos paises, tais como
o Brasil, que possui uma flora diversificada e uma rica tradi¢cdo na utilizagdo
de plantas medicinais para uso como antibacteriano ou antifiingico (DUARTE,
2006). Como o uso popular ndo € suficiente para avaliar a eficacia no
tratamento das enfermidades, foi delineado como um dos objetivos deste
trabalho a avaliagdo das atividades bioldgicas dos extratos e fracdes de C.
insignis. Assim, foi realizada o teste da possivel atividade antimicrobiana dos
extratos e fra¢Bes utilizando-se o método da microdiluicdo em caldo, frente
as bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos.

O extrato bruto hidroalcoolico e as fragBes hexanica, cloroférmica,
acetato e o residuo hidrometandlico, obtidas das folhas e dos galhos de C.
insignis foram submetidas ao teste da atividade antibacteriana e antifingica,
e os resultados estao resumidos na Tabela 26 (pag. 138).

Pode-se observar que nenhum extrato ou fragdo apresentou
atividade promissora contra as cepas Gram positivas e Gram negativas. Para
as cepas fungicas, o extrato EBHEF e as fracdes FHF, FCF e FAF, obtidas
das folhas de C. insignis, se mostraram ativos frente as cepas de C. albicans,
C. glabrata e C. krusei, com CIM que variaram entre 15,62 e 250 ug/mL. As
fracbes FHF, FCF e FAF também apresentaram resultados satisfatorios
contra a cepa de C. neoformans, com CIM que variaram entre 125 e 500
ug/mL. Das fragbes obtidas dos galhos, somente o extrato EBHEG e a fragéo
FCG apresentaram resultados promissores contra a cepa de C. albicans, com
CIM= 500 e 125 pg/mL, respectivamente. A FCG também foi ativa contra as
cepas de C. glabrata com CIM= 500 pg/mL.

A atividade apresentada pelos extratos e fragfes de C. insignis, pode

estar relacionada com a presenca de substancias que tenham atividade
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antifingica entre elas, a escopoletina que apresentou atividade antiflngica
contra as cepas de C. albicans (KHAN et al., 2011). No entanto, ndo
apresentou resultados satisfatérios quando testada contra as cepas de B.
subtilis, E. coli, P. aeruginosa e S. aureus (OJALA et al., 2000). A alantoina e
0 acido cafeico apresentaram atividade antifingica contra as cepas de C.
albicans e C. parapsilosis (OZCELIK et al., 2011). O cafeoato de metila foi
testado contra as cepas de C. albicans e apresentou atividade antifingica
(BALACHANDRAN et al., 2012). A mistura dos triterpenos a-amirina e (-
amirina apresentou atividade antimicrobiana moderada contra as cepas de S.
aureus e C. albicans e se mostrou inativa contra as cepas de S. coli
(VILLASENOR et al., 2004). O B-sitosterol glicosilado foi inativo contra as
cepas de S. epidermis, K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e C.
albicans (GIACOMELI, 2005). A escoparona foi testada contra as cepas das
bactérias E. coli e S. aureus e ndo apresentou resultados significativos
(JOHANN et al., 2007).
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Tabela 26 — Avaliacédo das atividades antiflngica e antibacteriana através da CIM (ug/mL) do extrato bruto e das frac6es
obtidas de Cordia insignis.

Microrganismos 8 O] O] @) % ; = 5 Q % ANFO | CLO
5 T 2 & T e i e m iz B
w [
E. faecalis >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | 1000 1000 | >1000 | >1000 - 0,25
S. aureus >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | 1000 | >1000 | >1000 - 0,25
S. epidermidis >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 - 0,125
S. pyogenes >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 - 0,50
B. subitilis >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 - 0,50
E. coli >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 - 0,25
P. aeruginosa >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 - 0,25
K. pneumoniae >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 - 0,50
S. typhimurium >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 - 0,25
S.flexneri >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 - 0,50
C. albicans 500 1000 125 1000 1000 250 15,62 125 62,5 >1000 0,50 -
C. glabrata 1000 >1000 500 >1000 | >1000 500 250 500 125 >1000 0,25 -
C. krusei >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 250 125 500 250 >1000 0,50 -
C. parapsilosis >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | 1000 1000 | >1000 | >1000 0,25 -
C. tropicalis >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 0,25 -
C. neoformans >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 | >1000 125 500 250 >1000 0,25 -

EBHEG - extrato bruto hidroalcoolico dos galhos; FHC — frag&o hexanica dos galhos; FCG — fragdo cloroférmica dos galhos; FAG - fracdo
acetato dos galhos; FRHMG - residuo hidrometanélico dos galhos; EBHEF — extrato bruto hidroalcoolico das folhas; FHF — fracéo hexanica
das folhas; FCF — fracéo cloroférmica das folhas; FAF — frag&o acetato das folhas; FRHMF — residudo hidrometandlico das folhas; ANF B -
anfotericina B; CLO — cloranfenicol.
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8.2 Ensaio da atividade antileucémica in vitro dos extratos brutos.

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doengas que
tém em comum o crescimento desordenado (maligno) de células que
invadem os tecidos e 6rgdos, podendo espalhar-se (metastase) para outras
regibes do corpo (INCA, 2016). Dentre os canceres mais comuns estdo as
leucemias, que comprometem uma grande variedade de doencas
hematoldgicas malignas.

A quimioterapia € o método mais utilizado no tratamento das
leucemias, no entanto, apresenta evidentes limitagfes de sua efetividade,
pois o desenvolvimento de resisténcia ao tratamento € um fator recorrente.
Outra limitacdo a ser ressaltada é a alta toxicidade dos quimioterapicos, a
qual aumenta a morbidade dos pacientes levando-os, muitas vezes, a ébito
antes do término do tratamento (BOMFIM, 2013).

Por isso, estudos buscam novas alternativas no tratamento das
leucemias.

Os extratos EBHEF e EBHEG foram incubados com células
promielécitas HL-60, K562 e Kasumi-1 na concentragdo de 100 pg/mL por 24
h, enquanto que para a célula RAJI a incubagéo durou 48 h. A estaurosporina
foi utilizada como controle positivo. Os resultados obtidos estéo

representados na Figura 49 (pag. 140).
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Figura 49: Efeito do extrato bruto hidroalcoolico dos galhos (EBHEG) e das folhas (EBHEF) sobre o ciclo celular
das linhagens HL 60, K562, Kasumi-1 e RAJI. As células HL-60, K562 e Kasumi-1 (1 x 10%células/pogo) foram incubadas
por 24h na presenca da estaurosporina (controle) e dos extratos EBHEG e EBHEF. A célula RAJI foi incubada por 48 h
na mesma concentracdo que as demais. As analises foram realizadas em um Citémetro de Fluxo BD Accuri C6 (Bcton
Dickinson), com aquisi¢éo de 5.000 eventos e avaliadas pelo Software GraphPad Prism 5 verséo 5.01.
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O EBHEG nédo apresentou resultados satisfatérios para nenhuma
das linhagens celulares testadas. O EBHEF foi inativo frente as células K562,
porém provocou redugdo significativa na viabilidade das células Kasumi-1 e
RAJI. No entanto, para a linhagem HL-60 se mostrou altamente ativo.

Sendo assim, o EBHEF de C. insignis pode ser considerado
promissor no estudo de novos farmacos antileucémicos, ja que o resultado
satisfatorio apresentado pode estar relacionado com a presenca de
substancias no extrato que apresentam atividade antileucémica entre elas a
escopoletina. Entre os estudos descritos na literatura de citotoxicidade para
a escopoletina, resultados satisfatérios foram observados na apoptose em
células promieldcitas HL-60 (NAVARRO, 2005). Ja a escoparona inibiu a
proliferacdo de células T de leucemia linfoide. O acido cafeico apresentou
citotoxicidade elevada quando avaliado frente as linhagens celulares de
leucemia JURKAT, HL-60, RAJI e U937 (WATANABE et al., 2011).
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9. CONCLUSAO

O estudo quimico dos galhos e das folhas de C. insignis levou ao
isolamento de diferentes metabdlitos especiais. Dos galhos foram isolados os
esteroides 3-O-B-D-glicopiranosil sitosterol (1), 3-O-B-D-glicopiranosil
estigmasterol (1), sitosterol (lll), estigmasterol (IV) e campesterol (V), a
cumarina escoparona (VI), os triterpenos a-amirina (VII) e B-amirina (VIII), o
derivado fenilpropanoidico cafeoato de metila (IX) e o ureido alantoina (X).
Das folhas também foram isoladas (VI) e (X), além de outra cumarina
conhecida como escopoletina (XI) e os derivados fenilpropanoidico acido
cafeico (XIl) e rosmarinato de metila (XIIl). Como este € o primeiro relato de
estudo quimico da espécie, todos esses metabdlitos estdo sendo descritos
pela primeira vez na espécie, e estdo de acordo com o perfil quimico da
familia.

Os extratos e fragBes foram submetidos a atividade antimicrobiana,
utilizando cepas Gram positivas, Gram negativas e fungos. Nenhum extrato
ou fragdo apresentou atividade antibacteriana. Para as cepas fungicas, todos
0s extratos e fragdes, obtidas das folhas, apresentaram atividade promissora
contra as cepas de Candida. As fragBes hexanicas (FHF), cloroférmica (FCF)
e a acetato (FAF) também se mostraram ativas contra as cepas de
Cryptococcus neoformans.

Na avaliagdo da atividade antileucémica, o extrato bruto
hidroetandlico dos galhos (EBHEG) nao apresentou resultados satisfatérios
frente a nenhuma das linhagens testadas, enquanto que o extrato bruto
hidroetandlico das folhas (EBHEF) foi altamente ativo frente a linhagem de
célula promieldcitas HL 60.

As atividades apresentadas pelos extratos e fracdes podem estar
relacionadas com a presenca de substincias que tenham atividade

antifingica e antileucémica.
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