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RESUMO

NOVAIS, L. M. R., Universidade Federal de Mato Grosso, Fevereiro de
2017. ESTUDO QUIMICO DOS METABOLITOS ESPECIAIS DE CAULE E
FOLHAS DE Dulacia egleri (Rangel) Sleumer (OLACACEAE) E
ATIVIDADE ANTIFUNGICA. Orientadora: Virginia Claudia da Silva.

A espécie Dulacia egleri pertence ao género Dulacia, um dos
representantes da familia Olacaceae, com cerca de 13 espécies
encontradas somente na América do Sul. A espécie em estudo € endémica
do Brasil, sendo conhecida popularmente como “pau-de-rato” e possui como
principal caracteristica o forte odor de cebola podre provindo de suas folhas.
Este trabalho descreve o isolamento e identificacio dos metabdlitos
especiais de D. egleri, além de verificar sua atividade contra cepas fungicas.
O sesquiterpeno aromético eglerisina (I) e o nucleosideo ribavirina (1) foram
isolados do caule. Das folhas foram isolados os nucleosideos ribavirina (l1) e
adenosina (V), o flavonoide 3-metoxi-6,7-metilenodioxi-4’-hidroxiflavona (l11)
e 0 &cido p-hidroxibenzdico (IV). Tratando-se da avaliagdo do potencial
antifngico o residuo hexano do caule (RHC) mostrou-se ativo contra todas
as cepas fungicas testadas (CIM: 31,5 a 125 upg/mL). Os residuos
diclorometano do caule (RDC) e acetato de etila do caule (RAC)
apresentaram significativa inibicao contra C. albicans, C. krusei, C. tropicalis
e C. neoformans com CIM variando entre 62,5 a 250 yg/mL e 31,5 a 125
pyg/mL, respectivamente. O residuo acetato de etila das folhas (RAF)
demonstrou-se ativo contra C. albicans (CIM: 62,5 pg/mL). Os residuos
diclorometano das folhas (RDF) e hidrometandlico das folhas (RHMF)
mostraram-se moderadamente ativos contra todas as cepas fungicas
testadas com CIM variando entre 62,5 a 500 pg/mL. Este estudo contribuiu
significativamente para o conhecimento quimico e biolégico da espécie em
estudo.

Palavras-chave: Dulacia egleri, Olacaceae, eglerisina, 3-metoxi-6,7-

metilenodioxi-4’-hidroxiflavona, atividade antifingica.
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ABSTRACT

NOVAIS, L. M. R., Universidade Federal de Mato Grosso, February, 2017.
CHEMICAL STUDY OF SPECIAL METABOLITES OF CAULE AND
LEAVES FROM Dulacia egleri (Rangel) Sleumer (OLACACEAE) AND
ANTIFUNGAL ACTIVITY. Adviser: Virginia Claudia da Silva

The species Dulacia egleri belongs to the genus Dulacia, one of the
representatives of the family Olacaceae, with about 13 species found only in
South America. The species under study is endemic to Brazil, being
popularly known as "rat-dick" and has as its main characteristic the strong
odor of rotten onion coming from its leaves. This work describes the isolation
and identification of the special metabolites of D. egleri, as well as its activity
against fungal strains. The aromatic sesquiterpene eglerisine (I) and the
nucleoside ribavirin (Il) were isolated from the stem. The nucleosides
ribavirin (1) and adenosine (V), the flavonoid 3-methoxy-6,7-methylenedioxy-
4'-hydroxyflavone (lll) and the p-hydroxybenzoic acid (IV) were isolated from
the leaves. In the evaluation of the antifungal potential the stem hexane
residue (RHC) showed to be active against all the fungal strains tested (MIC:
31.5to 125 ug/mL). The residues dichloromethane from the stem (RDC) and
ethyl acetate from the stem (RAC) showed significant inhibition against C.
albicans, C. krusei, C. tropicalis and C. neoformans with MIC ranging from
62.5 to 250 pg/mL and 31,5 to 125 ug/mL, respectively. The leaves ethyl
acetate residue (RAF) was shown to be active against C. albicans (MIC:
62.5 pg/mL). The residues dichloromethane from the leaves (RDF) and
hydromethanolic from the leaves (RHMF) were moderately active against all
fungal strains tested with MIC ranging from 62.5 to 500 yg/mL. This study
contributed significantly to the chemical and biological knowledge of the

species under study.

Keywords: Dulacia egleri, Olacaceae, eglerisine, 3-methoxy-6,7-

methylenedioxy-4'-hydroxyflavone, antifungal activity.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € ratificado como detentor da maior biodiversidade mundial,
com ampla extenséo territorial, multiplicidade geografica e climatica, sendo
coberto pela maior floresta tropical do mundo, grandiosos rios e lagos e,
habitado por diferentes tribos indigenas (MOSSRI, 2012).

Dispde da flora mais rica com aproximadamente 56.000 espécies de
plantas distribuidas nos seis principais dominios ecoldgicos (Caatinga,
Cerrado, Floresta Amazbnica, Mata Atlantica, Pampas e Pantanal),
correspondendo a aproximadamente um terco de toda a flora mundial
(GIULIETTI et al., 2005; KLEIN et al., 2009).

Entre os elementos que constituem essa biodiversidade estdo as
plantas medicinais, que sdo empregadas em comunidades tradicionais
como remédios caseiros e sédo consideradas uma das mais antigas “armas”
empregadas pelo homem no tratamento de enfermidades de todos os tipos
(FIRMO et al., 2011).

As plantas sdo as principais contribuintes nas pesquisas de produtos
naturais, por conseguinte, ao longo dos anos muitas abordagens evoluiram
para a taxonomia destas. Estas incluem classificacdo morfoldgica,
anatdmica e quimiotaxondmica (SINGH, 2016).

A ciéncia da quimiotaxonomia é empregada na classificacdo de
plantas com base nos seus constituintes. A estrutura quimica dos
metabolitos secundéarios e suas vias biossintéticas sdo frequentemente
especificas e restritas a organismos taxonomicamente relacionados e,
portanto, util na classificagdo. Alguns dos principais grupos de classes de
compostos incluem alcaloides, 6leos volateis, flavonoides e terpendides
(PUGIALLI et al., 1993; SINGH, 2016).

Além disso, as plantas medicinais tém grande relevancia na medicina
moderna, pois fornecem farmacos que dificiilmente seriam obtidos via
sintese quimica, sendo que os compostos obtidos destas podem ser
levemente modificados, tornando-se mais eficazes e/ou menos tdxicos.

Entretanto €& necessaria uma garantia de seguranca através de
1



experimentacdo clinica demonstrando a eficacia destes medicamentos e,
também em relacdo aos seus efeitos toxicos, efeitos secundarios,
interacdes, contra indicacbes e mutagenicidade (TUROLLA et al., 2006;
FIRMO et al., 2011).

Algumas substéancias provindas de fontes naturais possuem estrutura
guimica complexa, impossibilitando assim a sua obtengdo sintética,
portanto, sendo necessario o isolamento destas de forma natural para
subsequente aplicagdo medicinal. Podemos citar como exemplo o taxol (1)
(Figura 1, p. 2) [composto isolado da espécie Taxus brevifolia Nutt.
(Taxaceae)], este possui acdo anticancer comprovada, dentre estas: ovario,
mama, pulmdo, cérebro, garganta e préstata. Apesar da aprovacdo para
aplicacdo clinica, essa substancia possui baixo rendimento quando isolado
naturalmente, esse fator uniu pesquisadores do mundo inteiro com o intuito
de colaborar com os estudos sintéticos dessa molécula (MACIEL et al.,
2007).

@

Figura 1 - Estrutura quimica do taxol isolado de Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae).

Neste contexto, os produtos naturais vém recuperando espacgo e
importancia na indistria farmacéutica seja per-se, seja como fonte
inspiradora de novos padrdes moleculares bioativos (MACIEL et al., 2007).

A pesquisa destes novos agentes farmacologicamente ativos obtidos
de fontes naturais contribui para a descoberta de diferentes classes de
metabdlitos bioativos, os quais sdo empregados no tratamento de diversas

doencas, podendo-se citar como exemplos, o (+)-calanolideo A (2)
2



[cumarina isolada dos galhos de Calophylum teysmannii (Clusiaceae)] que
tem mostrado ser um agente ativo contra o virus HIV-1 e a gomisina-A (3)
[lignana isolada das sementes de Schisandra chinensis (Schisandraceae)]

gue apresenta acdo hepatoprotetora (Figura 2, p. 3) (PINTO et al., 2002;
DAVID et al., 2004).

@) ©)

Figura 2 - Metabdlitos com fungdes terapéuticas comprovadas e relatadas na literatura.

No mercado brasileiro de fitomedicamentos os investimentos em
P&D sdo ainda germinais, estando restritos a um reduzido nimero de
empresas e, possuindo como barreiras institucionais as normas e critérios
para producdo e comercializagdo destes. Além disso, € unanimidade entre
os profissionais que atuam nesta linha de pesquisa que apesar de uma
massa critica de pesquisadores qualificados ainda necessita-se de um
processo coordenado de todas as areas envolvidas (inddstria,
farmacologos, fitoquimicos, quimicos sintéticos, farmacéuticos, médicos,
etc.) (PINTO et al., 2002; KLEIN et al., 2009).

Atualmente, percebe-se um aumento no interesse governamental e
profissional em associar o avanco tecnolégico ao conhecimento popular e,
ao desenvolvimento sustentavel visando uma politica de assisténcia em

salde eficaz, abrangente e humanizada (FIRMO et al., 2011).



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Generalidades da familia Olacaceae

A familia Olacaceae pertence a ordem das Santalales e compreende
cerca de 27 géneros e 180 espécies, distribuida nos tropicos, embora pode
ser encontrada em regides subtropicais. A regido neotropical é considerada
o centro de diversidade desta familia, onde ocorre metade dos géneros e
espécies (Figura 3, p. 4) (RODRIGUES et al., 2002).

E um grupo que possui uma grande diversidade em sua morfologia
vegetativa (principalmente das folhas) e reprodutiva, como a soldadura das
pétalas, o tipo de ovario e a relacdo do nimero estames/pétalas. A auséncia
de uma uniformidade de caracteres dificulta a identificacdo das espécies,
tornando-se um dos problemas para a sistematica do grupo (SPITZER et
al., 1997; CABRAL et al., 1999).

Figura 3 - Distribui¢do geogréfica da familia Olacaceae no mundo.

Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Olacaceae.

No Brasil ocorrem espontaneamente 13 géneros de Olacaceae:
Aptandra Miers, Brachynema Benth., Cathedra Miers, Chaunochiton Benth.,
Curupira G. A. Black, Douradoa Sleumer, Dulacia Vell., Heisteria Jacq.,
Minquartia Aubl., Olax L., Ptychopetalum Benth., Tetrastylidium Engl.,

Ximenia L. e aproximadamente 53 espécies distribuidas em todas as
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regibes, podendo ser encontradas desde arbustos, lianas/trepadeiras,
incluindo arvores (CABRAL et al., 1999; ROSSI, 2017).

Estudos farmacologicos dos extratos de diversas espécies
pertencentes a familia Olacaceae apresentaram propriedades biolégicas
como: atividade antimicrobiana, analgésica, antiparasitaria, antitumoral e
citotéxica (OMER et al., 2003; LE et al., 2012; ADEOLUWA et al., 2014).

Diversos constituintes quimicos concernentes a varias classes de
metabdlitos especiais ja foram encontrados na familia como: alcaloides,
acidos graxos, taninos, saponinas, compostos fendlicos, esteroides,
flavonoides, triterpenos, sesquiterpenos e peptideos ciclicos (EL-SEEDI et
al., 2005; LE et al., 2012; NAIR et al., 2013; ADEOLUWA et al., 2014).

Na medicina popular algumas espécies desta familia s&o utilizadas
no tratamento de disenteria, diarreia, sarampo, maléria, convulséo,
reumatismo, vermifugo e antisséptico (OMER et al., 2003; LE et al., 2012;
NAIR et al., 2013; ADEOLUWA et al., 2014).

Dentre os géneros pertencentes a esta familia apenas alguns
possuem estudos quimicos e biolégicos publicados, podendo-se citar o
género Ptychopetalum Benth., onde a espécie Ptychopetalum olacoides
Benth. (conhecida popularmente como “Marapuama ou Muirapuama”) é
utilizada pelos indigenas na regido da Amazodnia na forma de ténico no
tratamento de doengas degenerativas crénicas do sistema nervoso central,
como afrodisiaco e contra astenia e neurastenia (SILVA et al.,, 2004;
MENDES et al., 2007).

Investigacdes fitoquimicas do extrato metandlico das cascas de
Ptychopetalum olacoides resultaram no isolamento de quatro diterpenos
6a,7a-dihidroxianoneno (4), 7a,20-dihidroxianoneno (5), Ta-
hidroxisolidagolactona | (6) e ptico-6a,7a-diol (7). Os compostos (4) e (5)
mostraram potencial para elevar a atividade do peptideo NGF (Fator de
crescimento neural) em células PC12, sugerindo assim a utilizacdo destes
no desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de doencas

neurodegenerativas (TANG et al., 2009).



Avaliacéo fitoquimica das folhas da espécie Anacolosa pervilleana
pertencente ao género Anacolosa Blume levaram a obtencdo das
substancias anacolosina (8), acido octadeca-9,11,13-trienoico (9), acido
(13E)-octadec-13-en-9,11-dienoico (10), acido (13E)-octadec-13-en-11-
inoico (11), lupenona (12) e B—amirina (13). Esta espécie é empregada
popularmente no tratamento da esquistossomose, sifiis e para tratar
fraquezas em geral. O extrato bruto acetato de etila das folhas desta
espécie inibiu completamente o virus Chikungunya induzindo efeitos
citopaticos, sem qualquer resultado adverso. Tratando-se das substancias
isoladas lupenona (12) e B—amirina (13) estas demonstraram moderada,
porém seletiva atividade antiviral, sem apresentar qualquer citotoxicidade
(BOURJOT et al., 2012).
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Investigacdo quimica do extrato diclorometanico das folhas da

espécie Minquartia guianensis Aubl. alusivo ao género Minquartia Aubl.
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possibilitou o isolamento dos triterpenos taraxerol (14), lupeol (15), lupenona
(16) e esqualeno (17). Algumas populagdes indigenas do Equador usam a
infusdo das cascas desta espécie no tratamento de infec¢Bes intestinais
causadas por parasitas, contra dores musculares e irritagfes cutaneas. A
literatura destaca estes triterpenos em diversas atividades biolégicas, entre
as quais sobressaem: cardioprotetora, gastroprotetora, anti-inflamatoria,
antitumoral, leishmanicida e anti-hiperglicémica (CURSINO et al., 2009).

17)

Outro género que se destaca dentro desta familia € Ximenia L., no
qual a espécie Ximenia americana L. é usada por curandeiros em Mali
(Africa Ocidental) no tratamento de varias doencas infecciosas e
inflamatdrias, entre elas, infeccdo na garganta, amenorreia e como ténico
(LE et al., 2012).

Pesquisas com o extrato hidroetandlico das folhas desta espécie
possibilitaram o isolamento dos constituintes: sambunigrina (18), acido
galico (19), pB-glicogalino (20), 1,6-digaloil-B-glicopiranosideo (21),
quercetina (22), quercitrina (23), avicularina (24), quercetina-3-O-p-
xilopiranosideo (25), quercetina-3-O-(6"-galoil)-B-glicopiranosideo (26) e
canferol-3-O-(6"-galoil)-B-glicopiranosideo  (27) (LE et al, 2012). A
substancia sambunigrina (18) possui toxicidade, provocando diarreia e

vomito, portanto dependendo da quantidade deste composto na espécie
8



deve ser proibido na medicina tradicional

referida, o uso da mesma

(BOURJOT et al., 2012).
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As folhas da espécie Olax mannii Oliv. pertencente ao género Olax L.
sdo empregadas em diversos paises na medicina tradicional para o
tratamento de uma variedade de doencgas, sendo que na Nigéria a decocgédo
de folhas e raizes dessa planta é usada contra febre, febre amarela e
picada de cobra. Estudos biolégicos comprovaram as atividades anti-
inflamatéria e antimicrobiana da espécie referida (OKOYE et al., 2015;
OKOYE et al., 2016).

Estudos quimicos relataram o isolamento de novos glicosideos
flavonoides a partir do extrato metandlico das folhas de Olax mannii Oliv.,
sendo estes os flavonoides canferol -3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—2)-a-L-
arabinofuranosideo]-7-O-a-L-raminopiranosideo  (28), canferol-3-O-[3-D-
arabinopiranosil-(1—4)-a-L-raminopiranosi  deo]-7-O-a-L-raminopiranosideo
(29), olamanosideos D (30) e E (31) (OKOYE et al., 2015; OKOYE et al.,
2016).
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OH OH O
(28) R = B-D-glicopiranosil (1—2)-a-L-arabinofuranosil
(29) R = B-D-arabinopiranosil (1—4)-a-L-raminopiranosil
(30) R = a-L-raminopiranosil (1—2)-a-L-arabinofuranosil
(31) R = a-L-apiofuranosil (1—2)-8-D-galactopiranosil

O género Schoepfia, em especial, a espécie Schoepfia chinensis
Gardn. & Champ. é uma planta ornamental utilizada na medicina popular
chinesa na forma de infusGes para tratar enfermidades distintas, dentre
estas, fraturas, edemas, ictericia, reumatismo e artrite. H4 poucos estudos
guimicos e bioldgicos referentes a este género, entretanto HUANG e
colaboradores (2008) relataram o isolamento de trés chalconas C-
glicosidicas do extrato etandlico das cascas de S. chinensis, cabe enfatizar
gue estes metabdlitos secundarios sdo muito raros na natureza, estes foram
denominados schoepfinas A (32), B (33) e C (34), além de outros
compostos mais comuns na literatura  4,20,40-triidroxi-3’-C-3-

glicosilchalcona (35), notofagina (36) ehemifloina (37).

OH
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Dentre as diversas classes de metabdlitos pertencentes a familia
Olacaceae os peptideos ciclicos destacam-se, pois segundo a literatura
essas moléculas podem formar complexos com ions de metais alcalinos-
terrosos os quais atuam como ionoforos nas plantas, como antibiéticos,
toxinas, inibidores de ligagdes das proteinas, inibidores de enzimas,
inibidores de nematodides e imunossupressores e, também apresentam
atividades antifungica, antiviral, antibacteriana, antiparasitaria (POMILIO et
al., 2006). O isolamento destas substancias foram relatadas no género
Heisteria Jacq., sendo que das cascas da espécie Heisteria nitida Engl.
obtiveram-se os metabdlitos integerrenina (38), anorldianina 27-N-6xido (39)
e anorldianina (40) (EL-SEEDI et al., 2005).
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Investigacdes farmacoldgicas, quimicas e biolégicas demonstraram a
potencialidade de varias espécies de Olacaceae, contudo faz-se necessario
a continuidade desses estudos com o intuito de obter novas informacdes a
respeito dessa familia, contribuindo assim para o conhecimento da flora
brasileira.

2.2 O género Dulacia Vell.

2.2.1 Caracterizagéo do género Dulacia Vell.

O género Dulacia Vell. foi descrito por Vellozo em 1825
(Tropicos.org, 2017), deste tem-se os sindbnimos heterotipicos
Hypocarpus DC. e Liriosma Poepp; possui 13 espécies distribuidas somente
na América do Sul (Argentina, Bolivia, Brasil, Colémbia, Equador, Guiana,
Peru, Suriname e Venezuela) (Figura 4, p. 13) (The Plant List, 2013; ROSSI,
2017).

Figura 4 - Distribui¢ao geogréafica do género Dulacia Vell. no mundo.
Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Dulacia.

O género Dulacia Vell. é nativo do Brasil, dispondo de cerca de 10
espécies: Dulacia candida (Poepp.) Kuntze, Dulacia egleri (Bastos)
Sleumer, Dulacia gardneriana (Benth.) Kuntze, Dulacia guianensis (Engl.)
Kuntze, Dulacia inopiflora (Miers) Kuntze, Dulacia macrophylla (Benth.)
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Kuntze, Dulacia papillosa (Bastos) Sleumer, Dulacia pauciflora (Benth.)
Kuntze, Dulacia redmondii Steyerm., Dulacia singularis Vell, estas estdo
distribuidas nos estados do Amazonas, Acre, Para, Rondbnia, Roraima,
Tocantins, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Goias,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro e no Distrito Federal,
sendo que geralmente sdo encontradas em ambientes florestais atlanticos,

amazoOnicos, caatingas, cerrados e no pantanal (ROSSI, 2017).
2.2.2 Constituintes quimicos do género Dulacia Vell.

Na literatura ha relatos apenas dos estudos quimicos da espécie
Dulacia guianensis (Engl.) Kuntze, que resultaram no isolamento do
sesquiterpeno manicol (41) e de uma mistura de alcaloides denominados
manicolina A (42) e B (43) das cascas das raizes (POLONSKY et. al., 1981;
POLONSKY et. al.,, 1983; POLONSKY et. al., 1984). Pesquisas recentes
relataram o manicol (41) como sendo um potente e especifico inibidor da
ribonuclease H, enzima responsavel especificamente pela clivagem do RNA
de hibridos RNA/DNA (CERRITELLI et al., 2009; MA et al., 2014).

s
H,N co
HO 7 0 4 |
COH Z
oH H,C CH2CONH,
(41) (42) (43)

2.2.3 Constituintes quimicos do género Liriosma Poepp.

O género Liriosma foi relatado em 1843 por Poeppig (Tropicos.org,
2015). No Brasil encontram-se 21 espécies pertencentes a este género,

dentre estas destacam-se: Liriosma acuta Miers, Liriosma candida Poepp.,
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Liriosma egleri J. O. Rangel, Liriosma ovata Miers e Liriosma singularis
(Vell.) J. F. Macbr. (MONACHINO, 1961; ROSSI, 2017).

Algumas tribos indigenas preparam infus@es das raizes e cascas da
espécie Liriosma ovata Miers (sinonimia Dulacia inopiflora (Miers) Kuntze),
conhecida popularmente como “madeira-potente”, empregando-as no
tratamento de impoténcia, problemas neuromusculares, distirbios no
sistema nervoso, reumatismo, astenia cardiaca e gastrointestinal, para
prevenir a calvicie, além da utilizacdo externa em banhos de massagens e
tratamento de doencas de pele. O uso dos extratos desta espécie como
antioxidante em preparagdes farmacéuticas também € encontrado em
algumas patentes (PICERNO et al., 2008; MA et al., 2014).

Picerno e colaboradores (2008) analisaram o extrato metandlico das
cascas da espécie Liriosma ovata Miers, relatando o isolamento dos
glicosideos isoprenoides, la-(B-D-glicopiranosiloxi)eudesma-3a,43,11-triol
(44), 3a,6a-diidroxi- megastigman-7-en-9-one-3-O-3-D-apiofuranosil-(1—6)-
-D-glicopiranosideo (45) e isopropil-B-D-apiofuranosil-(1—6)-B-D-glicopira-

nosideo (46) e, sua significativa atividade anti-inflamatoria.

OH
0
Hao/g/om =z
OH Y HOH,.C_ 0| ho o}
" HO
HOY OH
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(44) (45)
o)
HOH,C_0—_] ho o 4 oH
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OH
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Estudo recente com o extrato metandlico da raiz de Liriosma ovata
Miers possibilitou o isolamento de dois sesquiterpenoides glicosidicos,
liriosmasida A (47) e B (48) (MA et al., 2014).
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2.3 A espécie Dulacia egleri (Rangel) Sleumer

Espécie endémica do Brasil distribuida nas regifes Norte (Tocantins)
e Centro-oeste (Mato Grosso do Sul e Mato Grosso) (Figura 5, p. 16) possui
como sinonimia a espécie Liriosma egleri J. O. Rangel, sendo conhecida
popularmente por “Pau-de-rato”, “Fruta-de-urubu” e “Pau-de-alho”. Possui
ocorréncia na mata alagavel do Araguaia, sendo predominante no interior
de caapbes do Abobral, mata de “salina”, pimenteiral, mata ciliar, borda de

mata, cerraddo, solos arenosos e argilosos (POTT & POTT, 1994).

Figura 5 - Distribuicdo geografica de Dulacia egleri.
Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/listaBrasil/ConsultaPublica.
16



A espécie Dulacia egleri (Figura 6, p. 17) apresenta-se como
arbustos ou arvoretas, podendo atingir de 1 a 4 metros de altura, com
ramos estriados, possui folhas oblongas, membranéceas, de apice agudo,
com 7 a 8 centimetros de comprimento e 3 a 3,5 centimetros de largura,
sendo que estas apresentam forte odor de cebola podre; entretanto, suas
flores sdo perfumadas, apicola e em grande quantidade, aparecendo
geralmente no més de outubro estendendo-se até o més de dezembro, ja
seus frutos surgem nos meses de dezembro e janeiro (ICHADO et al., 1977;
POTT & POTT, 1994).

Figura 6 — A espécie Dulacia egleri.
Fonte: autora.

Em levantamento realizado no SciFinder Scholar® (Fevereiro de
2017) verificou-se que nao ha relatos de estudos quimicos ou bioldgicos

referentes a esta espécie.

2.4 Atividade antifungica

As infecgbes fungicas sdo um enorme problema na saide mundial,
causando também um fardo econdmico consideravel (CIOCIOLA et al.,
2016). Estima-se que existam aproximadamente 600 espécies de
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patégenos fungicos humanos, entre eles, cerca de 20 espécies causam
mais de 99% destas, podendo ser classificadas em infecgdo flngica
superficial e infecgdo fungica invasiva (IFI) (LIU et al., 2016).

As IFIs sdo alarmantes, pois se associam a alta mortalidade em
hospedeiros imunocomprometidos, tais como pacientes com AIDS e
pacientes submetidos a transplantes de &rgdos ou quimioterapia
(CIOCIOLA et al., 2016; LIU et al., 2016).

Apesar do aumento da incidéncia de infec¢Bes fungicas e das
restricdbes dos farmacos antifingicos existentes, apenas alguns novos
antifangicos foram introduzidos nos ultimos anos (CIOCIOLA et al., 2016).

Idealmente, os novos compostos antifiangicos devem ter um amplo
espectro de atividade, seletividade, especificidade, diferentes mecanismos
de acdo, nenhuma resisténcia cruzada com referéncia aos agentes
antifingicos atualmente disponiveis, baixo risco para desenvolver
resisténcia, perfil farmacocinético e farmacodindmico razoavel e reduzidos
efeitos toxicos ou secundarios (CIOCIOLA et al., 2016; LIU et al., 2016).

As plantas sdo tidas como fontes naturais de novos compostos de
interesse médico e biotecnoldgico, uma vez que sintetizam uma grande
variedade de compostos bioativos (Figura 7, p. 19 e 20; Tabela 1, p. 19).
Uma analise das fontes de novos farmacos de 1981 a 2007 revela que
quase metade dos medicamentos aprovados desde 1994 baseavam-se em
produtos naturais (ARIF et al., 2011). A medicina tradicional é cada vez
mais receptiva ao uso de antifiingicos derivados de plantas, até o0 momento
mais de 600 espécies de plantas tém relatos devido as suas propriedades
antifingicas (YASEEN et al., 2014).

18



Tabela 1 - Exemplos de metabdlitos especiais isolados de diferentes
espécies e que apresentam potencial atividade antifingica (ARIF et al.,
2011).

Substancia* (Classe) Espécie (Familia)
Acido crassinervico (49) Piper crassinervium
(derivado de &cidos fendlicos) (Piperaceae)
Pinosilvina (50) Croton hutchinsonianus
(derivado de acidos fendlicos) (Euphorbiaceae)
Pelalostemumol (51) Pelalostemium purpureum
(flavonoide prenilado) (Leguminosae)
Galangina (52) Helichrysum aureonitens
(flavonoide) (Asteraceae)
2-(3,4-dimetll-2,5-dihidro-1H-pirrol-2-il)- Datura metel
1-metiletil pentanoato (53) (Solanaceae)
(alcaloide)
Cocsolina (54) Epinetrum villosum
(alcaloide) (Menispermaceae)
Flindersina (55) Haplophyllum sieversii
(alcaloide) (Rutaceae)

*estruturas mostradas na Figura 7

HO (o] OH
F HO l N
(0] OH OH
(49) (50)

Figura 7 - Exemplos de metabdlitos especiais isolados de diferentes espécies e que apresentam

potencial atividade antifungica.
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F
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o
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W)
(53)

(55)

Figura 7 (cont.) - Exemplos de metabdlitos especiais isolados de diferentes espécies e que

apresentam potencial atividade antifingica.

No entanto, os desafios da descoberta antifingica baseada em
produtos naturais incluem principalmente a complexidade estrutural e
estereoquimica dos compostos, a dificuldade na sintese quimica, as
modificagfes estruturais necessarias e as propriedades fisico-quimicas
desfavoraveis para desenvolvimento de farmacos (LIU et al., 2016).

O conjunto atual de agentes antifingicos disponiveis clinicamente
inclui trés classes de produtos naturais e quatro classes de produtos
guimicos sintéticos. Dentre as classes de produtos naturais temos as
equinocandinas, por exemplo, a aminocandina (56), que agem por inibi¢cdo

da p-1,3-glucanase na parede celular flngica, embora estas sejam
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fungicidas com boa seletividade, ndo podem ser administradas por via oral

devido as suas complexas estruturas lipopeptidicas (LIU et al., 2016).

(56)

Alguns fungos séo inofensivos, agindo de forma benéfica para o seu
hospedeiro e fornecendo nutrientes ou protegdo contra patdgenos e
doencas. O uso indiscriminado de antifungicos aumenta o espectro de
exposicdo dos microrganismos a estes, facilitando o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia. A resisténcia antimicrobiana tornou-se o
principal problema de saude publica no mundo (MARIONI et al., 2016).

Os fungos pertencentes ao género Candida sdo tidos como
oportunistas, estes estdo presentes na pele e microbiota mucosa e, podem
provocar infec¢des superficiais e invasivas. Estas leveduras, principalmente
as espécies Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis,
Candida glabrata e Candida krusei, sdo responsaveis pela micose
conhecida como candidiase (LIMA et al., 2016; MARIONI et al., 2016).

As manifestagbes clinicas da candidiase apresentam grande
diversidade nos cenarios clinicos, que podem ser divididos em candidiase

invasiva ou sistémica e mucocutanea. A candidiase invasiva é uma infec¢ao
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profunda e grave, qualquer 6rgdo pode ser afetado, entre estes, ocular,
pulmonar e cardiaco (LIMA et al., 2016).

A espécie Candida albicans é a causadora mais prevalente de
infeccdes fungicas em seres humanos, com mais de 50% das infeccdes
mucocutdnea e sistémica. Sabe-se que as espécies de Candida
desenvolvem varios mecanismos que conferem resisténcia a farmacos
antifingicos, que sdo bem descritos e caracterizados para células
plancténicas (ou de vida livre) (MARIONI et al., 2016).

A criptococose € uma importante infec¢do flngica causada por
Cryptococcus neoformans, na sua forma mais grave esta se manifesta
como meningite criptocdcica, que é fatal se ndo tratada. Apesar das
melhores praticas atuais de tratamento, a mortalidade é alta e ha taxas
substanciais de sequelas neurolégicas permanentes, incluindo cegueira,
convulsdes, dor de cabeca, perda de memoéria e transtornos de
personalidade (LAl et al., 2016).

Dado os desafios do desenvolvimento de novos farmacos
antifingicos, o refor¢co dos farmacos existentes com agentes sinérgicos é
uma abordagem alternativa promissora. A sinergia pode aumentar a eficicia
e diminuir a dose terapéutica e, ao trabalhar através de mais de um alvo

pode retardar o desenvolvimento da resisténcia (LAl et al., 2016).

3. JUSTIFICATIVA

A Quimica de Produtos Naturais €, dentro da Quimica brasileira, a
area mais antiga e a que, talvez ainda hoje, congregue o maior nimero de
pesquisadores. O grande uso de medicamentos a base de plantas
medicinais e o préprio conhecimento popular trazem consigo a necessidade
de pesquisas para o esclarecimento e confirmacao de informacg6es sobre as
acbes das plantas, visando a minimizagdo de efeitos colaterais e
toxicoldgicos, haja visto que esse uso deve ser confiavel e seguro.

A quimiotaxonomia cujo objetivo central compreende a utilizacdo de
informagbes quimicas para auxiliar na resolugdo de problemas de origem
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taxondmica passou a ser uma ferramenta na otimizacdo e direcionamento
de pesquisas que visam a busca de produtos naturais com propriedades
farmacoldgicas. A avaliagcdo do padrdo de ocorréncia desses metabdlitos
contribui para o estabelecimento de marcadores quimicos que associados
com outras caracteristicas favorecem a robustez dos estudos taxonémicos
dos vegetais.

O potencial terapéutico das plantas brasileiras vem sendo
descoberto a cada ano e tem despertado o interesse por parte de
pesquisadores no mundo todo. No entanto, a avaliagdo quimica e biologica
da flora medicinal do Estado de Mato Grosso estd sendo efetuada por um
numero reduzido de grupos de pesquisa.

Considerando-se o potencial da familia Olacaceae em termos de
substancias e bioatividade e, a inexisténcia de pesquisas com a espécie
Dulacia egleri (Rangel) Sleumer, este trabalho tem como intuito agregar
conhecimento sobre o género Dulacia, além de analisar aspectos quimicos

e atividades bioldgicas da espécie em questéo.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Realizar o estudo quimico do caule e das folhas de Dulacia egleri e

avaliar o potencial bioldgico nos ensaios frente a cepas fungicas.

4.2 Objetivos especificos

= Efetuar a coleta e identificagdo da espécie D. egleri;

= Realizar secagem e trituracdo do caule e das folhas de D. egleri;

= Preparar extrato bruto hidroetandlico do caule e das folhas de D.
egleri;

= Executar o fracionamento cromatografico dos extratos e residuos do

caule e das folhas de D. egleri, empregando particdo liquido-liquido
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com solventes em polaridade crescente, submeter posteriormente estes
a analises em diferentes técnicas cromatograficas;

= Isolar e efetuar determinacdo estrutural dos metabdlitos especiais
por meio de técnicas espectroscopicas, sendo estas, RMN 1D e 2D;

= Avaliar o potencial antifingico dos extratos e residuos contra as
cepas Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida

parapsilosis, Candida tropicalis e Cryptococcus neoformans.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Reagentes e equipamentos

= Solventes de grau PA das marcas Vetec, Dindmica e Chemis;
= Colunas de vidro de véarios tamanhos e didmetros, empacotadas com
silica gel 60 (70-230 mesh ou 230-400 mesh) das marcas Macherey-
Nagel e Silicycle, bem como celulose microcristalina da marca Synth e
Sephadex LH-20, marca GE Healthcare, eluidas a pressao atmosférica;
= Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) empregando-se
cromatofolhas de aluminio 20x20 cm com silica gel 60 F4 da
Macherel-Nagel e Merck;
= Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) em placas
de vidro 20x20 cm, preparadas a partir da suspensdo em agua
destilada 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. Ap6s secagem em
temperatura ambiente as placas foram ativadas por 2 horas a 100°C
em estufa;
= Moinho de facas da marca MARCONI, modelo MA 580/E;
= Estufa a vacuo TECNAL, modelo TE-395/1 e estufa da marca
FANEM, modelo 315 SE;
= Balancas da marca SHIMADZU, modelo Libror AEG com capacidade
para 220 g e TOLEDO com capacidade de 100 kg;
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= Rotaevaporador da marca BUCHI vacum controller VV-850;

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

= Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (1H)
e carbono-13 (13C), incluindo os experimentos de 2D, foram obtidos em
espectrémetro Bruker Avance 11-500 (500 Hz para 'H e 125 MHz para
13C) pertencente ao LPQPN-CA/UFMT. Os solventes deuterados
utilizados foram cloroférmio  (CDCls), metanol (CDsOD), e
dimetilsuféxido (DMSO-ds) da marca Cambridge Isotope Laboratories e
agua (D;0O) da marca Sigma-Aldrich e, como referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (8) sao indicados
em parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamentos (J) em
Hertz (Hz).

5.2 Material botanico de Dulacia egleri

O caule e folhas da espécie D. egleri foram coletadas no dia
31/05/2015 na Rodovia Transpantaneira KM 33 no municipio de Poconé
(16°51°242”S 056°74'904”W). Um material testemunho foi depositado no
Herbario Central da Universidade Federal de Mato Grosso sob o nimero de
exsicata 42.853.

5.2.1 Secagem e pulverizacdo do caule e folhas de
Dulacia egleri

Os materiais botanicos de D. egleri foram secos em temperatura

ambiente e posteriormente pulverizados em moinho de facas, obtendo-se

3,5 kg de po6 do caule e 0,64 kg de pé das folhas.
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5.2.2 Obtencdo dos extratos bruto do caule e folhas de

Dulacia egleri

O po6 do caule (3,5 kg) e das folhas (0,64 kg) da espécie em estudo
foram submetidos a extracao & frio (maceragéo) com solucao hidroetandlica
a 80% v/v (EtOH 8:2 H,0), empregando 14 L e 3 L da mistura extratora,
respectivamente, por um periodo de 8 ciclos de 7 dias.

Os extratos obtidos foram filtrados e concentrados sob presséo
reduzida (~60mbar) a aproximadamente 35°C em rotaevaporador,
resultando no extrato bruto hidroetandlico do caule (EBHEC; 509,12 g;
14,55%) e das folhas (EBHEF; 101,22 g; 15,82%), estes foram
acondicionados em capsulas de porcelana, levados & estufa (37°C) até a
secura total, sendo que esta condi¢do foi verificada pela pesagem em dias
consecutivos até observar que o peso permaneceu constante.

5.2.3 Fracionamento cromatografico do Extrato Bruto
Hidroetandlico do Caule (EBHEC)

5.2.3.1 Parti¢do liquido-liquido do EBHEC

O EBHEC (488,85 g) foi suspenso em 650 mL da mistura MeOH:H,O
(7:3) e posteriormente submetido a particdo liquido-liquido com os solventes
hexano (3x900mL), diclorometano (3x1100mL) e acetato de etila
(3x700mL), até a descoloracdo do solvente empregado. Apds evaporagéo
dos solventes e secagem das amostras em estufa (37°C), obtiveram-se os
residuos hexano (RHC; 13,04 g; 2,67%), diclorometano (RDC; 12,35 g;
2,53%), acetato de etila (RAC; 4,29 g; 0,88%) e hidrometandlico (RHMC;
339,53 g; 69,45%) (Fluxograma 1, p. 27).
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P6 do caule
3,5kg

- Extracdo hidroetandlica 80% v/v

- 8 ciclos de 7 dias

EBHEC
509 12 g jdo liquido-liquido (Hex, DCM e AcOEt) com 488,85
RHC RDC RAC RHMC
13,04 g 12,35g 429¢g 339,53 g

Fluxograma 1 - Fracionamento cromatogréafico do EBHEC.

5.2.3.2 Fracionamento cromatografico do Residuo
Hexano do Caule (RHC)

O residuo RHC (11,98 g) foi submetido & cromatografia em coluna
(h: 62,7 cm; ®: 5,8 cm) utilizando como fase estacionéria silica gel (70-230
mesh; 599,9 g). Os solventes usados na eluicdo foram Hex/DCM,
DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de polaridade. Foram
obtidas 91 fragdes de 125 mL, que foram concentradas em rotaevaporador,
agrupadas e denominadas de HC1 4 HC5 (Fluxograma 2, p. 28).

Os grupos HC1 a HC4 forma fracionados empregando técnicas
cromatograficas, entretanto, ndo foi possivel o isolamento e purificacdo de

metabdlitos secundarios provindos dos mesmos.

5.2.3.2.1 Fracionamento do grupo HC5

O grupo HC5 (4,2 g; 35,06%) foi submetido a cromatografia em
coluna (h:55,1 cm; ®: 3,3 cm) empregando como fase estacionéria silica gel
(230-400 mesh; 169,1 g). Os solventes utilizados na eluicdo foram

Hex/CHCIs, CHCI3/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de
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polaridade. Foram obtidas 31 fracdes de 20 mL, estas foram agrupadas

ap0s anélise por CCDA em diferentes grupos nomeados HC5-A 4 HC5-D.

O grupo HC5-B (0,168 g; 4,0%) foi

analisado através de

cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP), sendo eluido com

CHCI3:MeOH (9,5:0,5) e obtendo-se 4 manchas,

cuja majoritaria

apresentou-se purificada na forma de um precipitado amorfo verde, esta foi

encaminhada para analise em RMN 1D e 2D, para determinacdo da

substéncia | (11,4 mg) (Fluxograma 2, p. 28).

RHC
11.98

crescente de polaridade
- 91 fragdes de 125 mL

HC1 (1-16)
0,167 g

HC2 (17-56) HC3 (57-62)
3,19 259

HC4 (63-68)
0,915 g

HC5 (69-91)
424

- CC (h: 55,1 cm; ®: 3,3 cm) com silica gel 60 (230-400 mesh; 169,1 g)
- Eluigdo com os solventes Hex, DCM, AcOEt e MeOH, em ordem

crescente de polaridade
- 31 fragdes de 20 mL

- CC (h: 62,7 cm; ®: 5,8 cm) com silica gel 60 (70-230 mesh; 599,9 g)
- Eluigdo com os solventes Hex, DCM, AcOEt e MeOH, em ordem

HC5-A
(1-3)
0,029 g

HC5-B HC5-C
(4-14) (15-20)
0,168 g 0,115g

HC5-D
(21-31)
3,309

- CCDP
- CHCI3:MeOH (9,5:0,5)

- 4 manchas

Mancha majoritaria
Substancia |
11,4 mg

Fluxograma 2 — Fracionamento cromatografico do RHC.
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5.2.3.3 Fracionamento cromatografico do Residuo

Diclorometano do Caule (RDC)

O residuo RDC (10,57 g) foi submetido a cromatografia em coluna
(h: 62,7 cm; ®: 5,8 cm) utilizando como fase estacionaria silica gel (70-230
mesh; 409,7 g). Os solventes empregados na eluicdo foram Hex/DCM,
DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de polaridade.
Obtiveram-se 98 fragbes de 125 mL, as quais foram concentradas em
rotaevaporador. As fragdes foram agrupadas em diferentes grupos e
denominadas DC1 & DC7 (Fluxograma 3, p. 30).

Os grupos DC1 a DC6 forma fracionados através de diversas
técnicas cromatogréficas, contudo, ndo obteve-se éxito no isolamento e

purificacdo de metabolitos especiais dos mesmos.

5.2.3.3.1 Fracionamento do grupo DC7

Submeteu-se o grupo DC7 (0,675 g; 6,38%) a cromatografia em
coluna (h: 55,1 cm; ®: 3,3 cm) utilizando como fase estacionaria Sephadex
LH-20 e eluigdo com um sistema isocratico DCM:MeOH (3:7). Foram
obtidas 30 fragbes de 8 mL, as quais foram secas e agrupadas de acordo
com a analise por CCDA em 4 diferentes subgrupos denominados DC7-A a
DC7-D.

Os grupos DC7-C (0,016 g; 2,37%) e DC7-D (0,008 g; 1,18%) foram
reunidos e denominados DC7-CD (0,024 g), este foi novamente fracionado
em coluna (h: 42,3 cm; ®: 2,5 cm) empregando como fase estacionéria
Sephadex LH-20 eluida com um sistema isocratico DCM:MeOH (1:9).
Foram obtidas 19 fracBes de 8 mL, estas foram agrupadas por analise em
CCDA em 2 diferentes grupos. A amostra DC7-CD2 apresentou-se
purificada resultando em um precipitado amorfo amarelo, sendo submetida
a analise em RMN 1D e 2D para determinacdo da substancia Il (1,3 mg)

(Fluxograma 3, p. 30).
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RDC
10,57 g

- CC (h: 62,7 cm; ®: 5,8 cm) com silica gel 60 (70-230 mesh; 409,7 g)
- Eluicdo com os solventes Hex, DCM, AcOEt e MeOH, em ordem
crescente de polaridade
- 98 fragdes de 125 mL

DC1 DC2 DC3 DC4 DC5 DC6 DC7
(1-3) (3-16) (17-23) (24-40) (41-54) (55-88) (89-98)
0,156 g 0,032¢ 0,025¢g 0,236 g 4,39 499 0,675¢
- CC (h: 55,1 cm; ®: 3,3 cm) com sephadex LH-20
- Eluicéo isocratica DCM:MeOH (3:7)
- 20 frarcAes de & ml
DC7-A (1-10) DC7-B (11-19) DC7-C (20-23) DC7-D (24-30)
0,365 ¢ 0,261 ¢ 0,016 g 0,008 g
| - Agrupadas
DC7-CD
0,024 g

- CC (h: 42,3 cm; ®: 2,5 cm) com sephadex LH-20
- Eluicéo isocratica DCM:MeOH (1:9)

- 19 fragbes de 8 mL

- 2 grupos denominados DC7-CD1 e DC7-CD2

DC7-CD2
Substéancia Il
1,3mg

Fluxograma 3 — Fracionamento cromatogréafico do RDC.
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5.2.4 Fracionamento cromatografico do Extrato Bruto
Hidroetandlico das Folhas (EBHEF)

5.2.4.1 Parti¢éo liquido-liquido do EBHEF

O EBHEF (87,84 g) foi suspenso em 1000 mL da mistura MeOH:H,0

(7:3) e posteriormente submetido a parti¢do liquido-liquido com os solventes

hexano (3x1500mL),

diclorometano (3x800mL) e acetato de etila

(3x400mL), até descoloracdo do solvente utilizado. Apés evaporagdo dos

solventes e secagem das amostras em estufa (37 °C), obtiveram-se os
residuos hexano (RHF; 8,91 g; 10,14%), diclorometano (RDF; 18,96 g;
21,58%), acetato de etila (RAF; 3,49 g; 3,97%) e hidrometandlico (RHMF;
54,83 g; 62,42%) (Fluxograma 4, p. 31).

P6 das folhas
0,64 kg

- Extracé&o hidroetandlica 80% v/v

- 8ciclos de 7 dias
EBHEF
101,22 g

- Particao liquido-liquido (Hex, DCM e AcOEt) com 87,84 g

RHF
891g

RDF RAF RHMF
18,96 g 3,499 54,83 ¢

Fluxograma 4 - Fracionamento cromatografico do EBHEF.
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5.2.4.2 Fracionamento cromatografico do Residuo

Diclorometano das Folhas (RDF)

O residuo RDF (17,57 g) foi submetido a cromatografia em coluna
(h:69,5 cm; ®: 55 cm) utilizando como fase estacionéria silica gel (70-
230mesh; 474,7 g). Os solventes usados na eluicdo foram Hex/DCM,
DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de polaridade.
Obtiveram-se 107 fracdes de 125 mL que foram concentradas em
rotaevaporador e agrupadas em 7 diferentes grupos denominados DF1 a
DF6 (Fluxograma 5, p. 33).

Os grupos DF1, DF2, DF3, DF5 e DF6 forma fracionados
empregando diferentes técnicas cromatograficas, entretanto, ndo foi
possivel o isolamento e purificacdo de metabdlitos secundarios provindos

dos mesmos.

5.2.4.2.1 Fracionamento do grupo DF4

O grupo DF4 (0,489 g; 2,78%) foi submetido a cromatografia em
coluna (h: 55,1 cm; ®: 3,3 cm) utilizando como fase estacionaria Sephadex
LH-20 e eluido com DCM:MeOH (3:7). Foram obtidas 29 fragbes de 8 mL,
as quais foram secas em estufa (37 °C) e agrupadas em diferentes
subgrupos denominados DF4-A a DF4-D.

O subgrupo DF4-D (0,014 g; 2,86%) foi submetido novamente a
cromatografia em coluna (h: 42,1 cm; ®: 2,5 cm) usando Sephadex LH-20 e
eluicdo com o sistema DCM:MeOH (1:9). Foram obtidas 22 fracdes de 8mL,
as quais foram secas e agrupadas, apos analise em CCDA, em 2 diferentes
grupos. A amostra DF4-D2 apresentou-se purificada resultando em um
precipitado amorfo amarelo, sendo submetida & andlise em RMN 1D e 2D

para determinacéo da substancia Ill (1,4 mg) (Fluxograma 5, p. 33).
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RDF
17,57 g

- CC (h: 69,5 cm; ®: 5,5 cm) com silica gel 60 (70-230 mesh; 474,7 g)
- Eluicdo com os solventes Hex, DCM, AcOEt e MeOH, em ordem

crescente de polaridade

- 107 fracdes de 125 mi

DF1 DF2 DF3 DF4 DF5 DF6
(1-35) (36-49) (50-62) (63-83) (84- (101-107)
0,357 g 6,89 489 0,489 g 100) 3,7 0,245 g

- CC (h: 55,1 cm; ®: 3,3 cm) com sephadex LH-20
- Eluicéo isocratica DCM:MeOH (3:7)
- 29 fracGes de 8 mL

DF4-A (1-10) DF4-B (11-15) DF4-C (16-20) DF4-D (21-29)
0,137 g 0,094 g 0,232 g 0,014 g

- CC (h: 42,1 cm; ®: 2,5 cm) com sephadex LH-20
- Eluicéo isocratica DCM:MeOH (1:9)

- 22 fragBes de 8 mL

- 2 grupos denominados DF4-D1 e DF4-D2

DF4-D2

Substancia lll

1,4 mg

Fluxograma 5 — Fracionamento cromatografico do RDF.

5.2.4.3 Fracionamento cromatografico do Residuo
Acetato de etila das Folhas (RAF)

O residuo RAF (2,99 g) foi submetido a cromatografia em coluna
(h:55,1 cm; @: 3,3 cm) utilizando como fase estacionaria silica gel (70-
230mesh; 136,8 g). Os solventes usados na eluicdo foram Hex/DCM,
DCM/AcOEt e AcOEt/MeOH, em ordem crescente de polaridade.
Obtiveram-se 73 fragbes de 125 mL, que foram concentradas em
rotaevaporador. As amostras foram agrupadas em 8 diferentes grupos

denominados AF1 a AF8 (Fluxograma 6, p. 36 e 37).
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Os grupos AF1, AF2, AF3, AF5 e AF8 forma fracionados através de
diversas técnicas cromatograficas, contudo, ndo obteve-se éxito no

isolamento e purificacdo de metabdlitos especiais dos mesmos.
5.2.4.3.1 Fracionamento do grupo AF4

O grupo AF4 (0,050 g; 1,67%) foi submetido a cromatografia em
coluna (h: 42,1 cm; ®: 2,5 cm) empregando Sephadex LH-20 e um sistema
isocratico DCM:MeOH (3:7). Foram obtidas 36 fracdes de 8 mL, as quais
foram secas em estufa e agrupadas em diferentes subgrupos nomeados
AF4-A a AF4-C.

O subgrupo AF4-B (0,012 g; 20,0%) foi submetido & andlise em
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) e eluido com
DCM:AcOEt (1:1), obtendo-se 4 manchas, cuja majoritaria apresentou-se
purificada resultando em um precipitado amorfo amarelo, sendo submetida
& analise em RMN *H e *C para determinacao da substancia IV (3,7 mg)

(Fluxograma 6, p. 36).
5.2.4.3.2 Fracionamento do grupo AF6

O grupo AF6 (0,850 g; 28,43%) foi submetido a cromatografia em
coluna (h: 55,1 cm; ®: 3,3 cm) utilizando como fase estacionaria Sephadex
LH-20 e eluida com um sistema isocratico DCM:MeOH (1:1). Foram obtidas
50 amostras de 20 mL, as quais foram secas em estufa (37 °C) e
agrupadas, apds analise em CCDA, em diferentes subgrupos denominados
AF6-A 4 AF6-C.

O subgrupo AF6-C (0,553 g; 62,06%) foi fracionado em coluna
(h:55,1 cm; ®: 3,3 cm) utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20 e
um sistema isocratico DCM:MeOH (3:7). Foram obtidas 38 fracdes de 8 mL,
as quais foram secas e agrupadas, em 5 diferentes grupos. A amostra AF6-

C5 apresentou-se purificada resultando em um precipitado amorfo branco,

34



sendo submetida & andlise em RMN 1D e 2D para determinacdo da

substancia V (1,6 mg) (Fluxograma 6, p. 36).

5.2.4.3.3 Fracionamento do grupo AF7

O grupo AF7 (0,958 g; 32,04%) foi submetido a cromatografia em
coluna (h: 55,1 cm; ®: 3,3 cm) utilizando como fase estacionaria silica gel
(230-400 mesh; 41,9 g). Os solventes empregados na eluicdo foram
DCM/MeOH e MeOH/H,O em ordem crescente de polaridade. Foram
obtidas 93 amostras de 20 mL, as quais foram agrupadas, apés analise em
CCDA, em 5 diferentes subgrupos denominados AF7-A a AF7-E.

O subgrupo AF7-C (0,189 g; 19,73%) foi submetido a cromatografia
em coluna (h: 55,1 cm; ®: 3,3 cm) utilizando como fase estacionaria
Sephadex LH-20 e um sistema isocratico DCM:MeOH (1:9). Foram obtidas
21 fragbes de 8 mL, as quais foram secas em estufa (37 °C) e agrupadas. A
amostra AF7-C3 apresentou-se purificada na forma de um precipitado
amorfo amarelo, sendo submetida & analise em RMN 1D e 2D para
determinacado da substancia Il (15,9 mg) (Fluxograma 6, p. 37).
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RAF
2,99 g

- CC (h: 55,1 cm; @: 3,3 cm) com silica gel 60 (70-230 mesh; 136,8 g)
- Eluicdo com os solventes Hex, DCM, AcOEt e MeOH, em ordem
crescente de polaridade
- 73 fracdes de 125 mL

AF1
(1-8)
0,007 g

- CC (h: 42,1 cm; ®: 2,5 cm) com sephadex LH-20

AF2 AF3
(9-15) (16-25)
0,007g || 00549

AF4
(26-35)
0,050 g

AF5 AF6 AF7 AF8
(36-41) (42-49) (50-61) (62-73)
0,852 g 0,850 g 09589 || 0,007g

- Eluicéo isocratica DCM:MeOH (3:7)
- 36 fragbes de 8 mL

AF4-A (1-25)
0,019 g

AF4-B (26-29)
0,012 g

AF4-C (30-36)
0,014 g

- CCDP

- 4 manchas

Mancha majoritaria
Substéncia IV
3,7mg

- DCM:ACOE (1:1)

- CC (h: 55,1 cm; ®: 3,3 cm) com sephadex LH-20
- Eluig&o isocratica DCM:MeOH (1:1)
- 50 fragdes de 8 mL

AF6-A AF6-B AF6-C
(1-14) (15-21) (22-50)
0,095 g 0,114 g 0,553 g

- CC (h: 55,1 cm; @: 3,3 cm) com sephadex LH-20
- Eluig&o isocratica DCM:MeOH (3:7)

- 38 fragdes de 8 mL

- & arinns denominadns AFA-C1 4 AFA-CH

AF6-C5

Substancia V

1,6 mg

Fluxograma 6 — Fracionamento cromatografico do RAF.
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RA|

F

2,99¢

- CC (h: 55,1 cm; ®: 3,3 cm) com silica gel 60 (70-230 mesh; 136,8 g)
- Eluicdo com os solventes Hex, DCM, AcOEt e MeOH, em ordem

Cr

escente de polaridade

- 73 fracbes de 125 mL

AF1 AF2 AF3 AF4 AFS5 AF6 AF7 AF8
(1-8) (9-15) (16-25) (26-35) (36-41) (42-49) (50-61) (62-73)
0,007 g 0,007 g 0,054 g 0,050 g 0,852 g 0,850 g 0,958 g 0,007 g
- CC (h: 55,1 cm; ®: 3,3 cm) com silica gel 60 (230-400 mesh; 41,9 g)
- Eluicdo com os solventes DCM, MeOH e ,,0, em ordem crescente
de polaridade
- 93 fragdes de 20 mL
AF7-A (1-6) AF7-B (7-16) AF7-C (17-31) AF7-D (32-51) AFT7-E (52-93)
0,003 g 0,125¢g 0,189 g 0,473 g 0,050 g

AF7-C3
Substancia Il
15,9 mg

- CC (h: 55,1 cm; ®: 3,3 cm) com sephadex LH-20
- Eluicéo isocratica DCM:MeOH (1:9)
- 21 fragBes de 8 mL

- 3 grupos denominados AF7-C1 & AF7-C3

Fluxograma 6 (cont.) — Fracionamento cromatogréafico do RAF.
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5.3 Ensaios Bioldgicos - Atividade antifingica in vitro
5.3.1 Linhagens microbianas

Os bioensaios de atividade antifingica foram supervisionados pela
Profa. Dra Ivana Maria Po6voa Violante, do Nuacleo de pesquisa da
Faculdade de Farmacia-Bioquimica, da Universidade de Cuiaba. Nestes
foram selecionadas cepas padronizadas originarias da American Type
Culture Collection (ATCC), sendo estas seis cepas de leveduras: 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).

5.3.2 Meios de cultura

No ensaio da atividade antifingica 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 solugéo
MOPS [acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico] numa concentracgao final de
0,165 mol/L, pH 7,0.

5.3.3 Manutencdo dos microrganismos indicadores
Os microrganismos foram mantidos congelados a -20 °C em meio
BHI (Brain Heart Infusion — MERCK®), contendo glicerol, com excecéo de C.
neoformans que foi armazenado a -4 °C.

5.3.4 Preparo do inéculo 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
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espécies de leveduras do género Candida e por 48 horas para C.
neoformans.

Para o preparo do inoculo foram selecionadas entre 4 a 5 coldnias de
levedura, de aproximadamente 1 mm de didmetro. As colbnias foram
suspensas em 5 mL de solugéo salina a 0,85% (NaCl), seguido de agitagdo
vigorosa.

ApOs este periodo, foi realizada uma diluicdo de 1:50 e,
posteriormente de 1:20 da suspenséo-padrdo com meio liquido RPMI 1640,
para se obter uma concentracdo de células de 1 a 5 x 10° UFC/mL. O
inoculo foi entdo diluido a 1:1 quando os pogos foram inoculados,
chegando-se a concentracdo final desejada de inoculo (0,5 a
2,5x10°UFC/mL) (NCCLS, 2002).

5.3.5 Ensaio para determinagdo da Concentragao
Inibitéria Minima (CIM)

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

O método consistiu em preparar diluicbes sucessivas da amostra a
ser testada, em meio de cultura liquido, semear o fungo em estudo e, apos
incubacdo, fazer a leitura para se determinar a menor concentracdo da
amostra que inibiu visualmente o crescimento do microrganismo (CIM)
(VIOLANTE, 2012).

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 diluicao dos extratos e
residuos da espécie vegetal em estudo, que foram inicialmente dissolvidas
em dimetilsulféxido (DMSO 5%), 20 mg extrato e residuo/1000 yL de
DMSO, seguida de uma segunda diluico para que obtivesse concentracdes
de 2000 pg/mL.
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As amostras (extratos e residuos) foram colocadas em microplacas
de 96 pocos e diluidas para obtencdo das concentragdes finais no interior
dos pogos de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625 e 7,8125 pg/mL.

Em seguida foram adicionados 100 pL da suspensédo do inoculo,
com excecdo do poco de nimero 1, onde foram adicionados apenas a
amostra e 0 meio em questdo, para observacdo de uma possivel turbidez
ou precipitagdo provocada pela amostra.

No pogo 10 foi realizado o controle padrdo com o antifingico
anfotericina B (Sigma Chemical Co.®). A Concentrac&o Inibitéria Minima do
agente antifingico utilizado como padréo foi determinada individualmente
para cada cepa fungica, nas mesmas condi¢cdes padronizadas para as
amostras, a fim de controlar a sensibilidade dos microrganismos em
questao.

No poco 11 fez-se o controle positivo, para observagdo 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 fangicas os testes foram realizados em uma concentragéo
que ndo ultrapassou a 5% em relacéo 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 48 horas para
cepas flngicas do género Candida e 72 horas para cepas fungicas do
género Cryptococcus. Apds o periodo de incubacao, fez-se a leitura visual
para determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM). O crescimento
dos microrganismos foi indicado pela presenca de turbidez e comparado
com o crescimento em cada po¢o com o crescimento observado no pogo 11
(controle positivo). Os testes (diluicdes) foram realizados em duplicata na

mesma placa e repetidos duas vezes em outras duas diferentes placas.
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5.3.6 Método de diluicdo em placas utilizando resazurina

como revelador

Apdés a leitura foram colocados 30 pL de resazurina
(0,0001g/mL) (Vetec®) em solugdo aquosa esterilizada, em cada
compartimento (ALVES et al., 2008; CABRAL et al., 2008). A microplaca foi,
entdo, novamente colocada na estufa a 35 °C. Apos 2 horas, foi realizada a
andlise da mudanca de cor. Nos po¢os em que ndo houve mudanca na cor
do corante, ou seja, permaneceu roxo, foi considerado como auséncia de

fungos viaveis.
6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Substancias isoladas e identificadas do caule de Dulacia

egleri

o}
NH,
H,CO QCH, N
OCH,4 4 N
N/
~_ I 0
HO
HO OH
(1) eglerisina (11 ribavirina

Procedéncia: RHC

Massa: 11,4 mg

Caracteristica: precipitado amorfo verde
Isolamento: p. 27

Identificag&o: p. 42

Procedéncia: RDC

Massa: 1,3 mg

Caracteristica: precipitado amorfo amarelo
Isolamento: p. 29

Identificagdo: p. 56
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6.2 Substancias isoladas e identificadas das folhas de

Dulacia egleri

NH,

HO

HO OH
(11 ribavirina

Procedéncia: RAF
Massa: 15,9 mg
Caracteristica: precipitado amorfo amarelo
Isolamento: p. 33
Identificacdo: p. 56
HO (0]

OH
(IV) &cido p-hidroxibenzoico

Procedéncia: RAF

Massa: 3,7 mg

Caracteristica: precipitado amorfo amarelo
Isolamento: p. 33

Identificag&o: p. 76

(1) 3-metoxi-6,7-metilenodioxi-4’-hidroxiflavona

Procedéncia: RDF

Massa: 1,4 mg

Caracteristica: precipitado amorfo amarelo
Isolamento: p. 32

Identificagdo: p. 64

NH,

N X
<1 )
=z
N
o N
HO
HO oH

(V) adenosina

Procedéncia: RAF

Massa: 1,6 mg

Caracteristica: precipitado amorfo branco
Isolamento: p. 33

Identificag&o: p. 79

6.3 Identificac&o estrutural
6.3.1 Identificacdo da substancia |

A substancia |, isolada na forma de um sélido verde, solavel em
metanol, foi identificada através das analises de espectros de RMN 1D e
2D, como um terpenoide da classe dos sesquiterpenos, sendo este
aromatico devido aos sinais na regido de campo baixo localizados no

espectro de RMN de *H.
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H,CO OCH,

l OCH,
O C

0]

No espectro de RMN H (Figuras 8, 9 e 10; p. 46 e 47) observaram-
se trés sinais de simpletos em &y 7,80 (1H, sl, H-11), 7,59 (1H, s, H-5) e
6,99 (1H, sl, H-8) caracteristicos de um sistema aromatico. Verificaram-se
ainda dois sinais de simpletos largos com 645,21 (1H, sl, Ha-13) e 5,15 (1H,
sl, Hb-13) condizentes com os hidrogénios do grupo vinila. Os sinais em 0x
3,90 (3H, sl, 2-OCH3), 3,88 (3H, sl, 10-OCHs) e 3,85 (3H, sl, 3-OCHz) foram
atribuidos as metoxilas, além destes verificaram-se sinais com 84 2,57 (3H,
s, H-15) e 2,12 (3H, s, H-14) designados aos hidrogénios metilicos ligados a
carbonos spz.

No espectro de RMN de '*C (Figuras 11, 12 e 13; p. 47 e 48)
observaram-se dezoito sinais, os quais foram atribuidos aos carbonos
quaternarios &¢c 128,48 (C-1), 129,95 (C-6), 143,13 (C-4), 147,86 (C-7),
150,92 (C-2), 151,65 (C-3), 156,14 (C-10), 138,35 (C-12), além do sinal em
181,68 (C-9) referente ao carbono carbonilico. Os sinais em dc 108,80 (C-
11), 125,11 (C-5) e 132,16 (C-8) foram caracteristicos do sistema aromatico.
Os sinais em 6c 115,97 (C-13), 22,00 (C-14) e 26,33 (C-15) referem-se aos
carbonos metinicos e metilénicos, respectivamente. Os valores em &c 54,76
(10-OCHzs), 59,83 (3-OCHs) e 60,31 (2-OCHgs) foram condizentes com as
metoxilas presentes na estrutura proposta.

Através da andlise do espectro de RMN NOESY (Figuras 14, 15 e
16; p. 49 e 50) foi possivel verificar as correlacdes espaciais entre os H-5 e
H-8 com o0 H-15 e do H-11 com as metoxilas 2-OCH3 e 10-OCHza.

A analise dos espectros de RMN HSQC (Figuras 17, 18 e 19; p. 50 e
51) e HMBC (Figuras 20, 21, 22 e 23; p. 52, 53, 54 e 55) permitiu atribuir e
confirmar as conectividades entre os hidrogénios e carbonos.
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Pelo espectro de RMN HMBC foi possivel verificar as correlagdes
entre H-14 e 0s C-4 (*Juc), C-12 (“Juc) e C-13 (3Juc), do H-15 com os C-6
CIne), C-7 (Inc) e C-8 ((Inc), dos Ha-13 e Hb-13 com C-12 (3Jic) e C-14
(*Jnc), além do Hb-13 com C-4 (*Juc), do H-8 com 0s C-6 (*Juc), C-7 (CIkc),
C-9 (*Juc), C-10 ((Juc) e C-15 (*Inc), do H-5 com os C-1(3Juc), C-3 ((Juc), C-
4 (Puc) e C-7 (3Jne) e, do H-11 com 0s C-1 (3Juc), C-2 CIuc), C-6 ((Inc), C-9
(Inc) e C-10 (*Juc). Observou-se também no espectro de RMN HMBC as
correlagbes entre a metoxila 10-OCHs; com os C-10 e C-11 e, da 3-OCHjs
com o C-3, confirmando assim a posi¢cao das mesmas.

ApOs vasta revisdo na literatura ndo foram encontrados relatos desta
proposta de estrutura. A tabela 2 abaixo contem os valores de
descolamento quimico observados nos espectros de RMN 1D e 2D (p. 45).
Portanto, este é o primeiro relato dessa substancia, sendo esta nomeada
eglerisina (1).
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Tabela 2 — Dados de RMN de 'H (500 MHz, CDsOD) e **C (500/125 MHz,
CD3;0D) da substancia (1).

Substancia (1)
Oc OH , HM83C
JHc € "Jne
C
1 128,48 - -
2 150,92 - -
3 151,65 - -
4 143,13 - -
6 129,95 - -
7 147,86 - -
9 181,68 - -
10 156,14 - -
12 138,35 - -
CH
5 125,11 7.59 (1H, s) C-1; C-3; C-4; C-7
8 132,16 6,99 (1H, sl) C-6; C-7; C-9; C-10; C-15
11 108,80 7,80 (1H, sl) C-1; C-2; C-6; C-9; C-10
CH;
13 115,97 5,21 (1H, sl, Ha-13) C-12; C-14; C-4 (Hb-13)
5,15 (1H, s, Hb-13)
CHs
14 22,00 2,12 (3H, s) C-4; C-12; C-13
15 26,33 2,57 (3H, s) C-6; C-7;C-8
2-OCHj3 60,31 3,90 (3H, sl) -
3-OCHjs 59,83 3,85 (3H, sl) C-3
10-OCH3; 54,76 3,88 (3H, sl) C-10; C-11
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Figura 9 — Expans&o do espectro de RMN de *H (500 MHz, CD3;0D) de |, entre 5, 2,00-4,00 ppm.
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Figura 15 — Expanséo do espectro de RMN NOESY (500 MHz, CD3;0D) de I,
entre &y 2,2-4,0 ppm.
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Figura 17 — Espectro de RMN HSQC (500/125 MHz, CD30D) de I.
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Figura 18 - Expanséo do espectro de RMN HSQC (500/125 MHz, CD30D) de |,
entre Oy 2,1-4,5 e d¢ 20-65 ppm.
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Figura 19 - Expanséo do espectro de RMN HSQC (500/125 MHz, CD;0D) de |,
entre 84 4,6-8,2 e 5c 105-135 ppm.
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Figura 20 — Espectro de RMN HMBC (500/125 MHz, CD3;0D) de I.
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Figura 21 - Expanséo do espectro de RMN HMBC (500/125 MHz, CD3;OD) de |,
entre 8y 2,1-4,1 e 8¢ 105-160 ppm e principais correlagdes observadas para I.

53

f1 (ppm)



J

——
— HB/C-15 Ha-13/C-14
HB -13/C-14
— - Ha-13/C-12
H-8/C-6 ~ HB -13/C-12
1 A
— H-8/C-7 -
— = HB-13/C-4
— —_—
H-8/C-10
H-8/C-9

80

90

[~ 100

110

r120

130

r 140

150

[ 160

170

[~ 180

73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 rzs‘ippms)‘.l 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 5
Figura 22 - Expanséo do espectro de RMN HMBC (500/125 MHz, CD3;0OD) de |,
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Figura 23 - Expanséo do espectro de RMN (500/125 MHz, CD3;0D) de |,
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6.3.2 Identificacdo da substancia Il

A substancia Il, isolada na forma de um sélido amarelo, solGvel em
metanol, foi identificada através das analises de espectros de RMN 1D e 2D
e, comparacéo com valores descritos na literatura (GRANCHER et al., 2005;

LIU et al., 2009), como sendo o nucleosideo ribavirina.

m

No espectro de RMN 'H (Figuras 24, 25 e 26; p. 58 e 59)
observaram-se trés sinais de simpletos com &4 8,20 (1H, s, H-5), 8,13 (1H,
s, -NH) e 8,32 (1H, s, -NH), um dupleto em 5,98 (1H, d, J= 6.2 Hz, H-1"),
além de varios sinais entre 84 3,76 4 4,34 ppm referentes a unidade
glicosidica. Os sinais observados acima de &y 8,0 ppm sugeriram a
presenca de anel heterociclico.

No espectro de RMN de 3¢ (Figuras 27 e 28; p. 59 e 60)
observaram-se oito sinais, sendo que cinco foram atribuidos a unidade
glicosidica dc 62,05 (C-5), 71,22 (C-3'), 74,11 (C-2’), 86,75 (C-4’) e
89,87(C-1"). O sinal com d¢ 140,57 (C-5) foi atribuido ao carbono metinico
da estrutura, os outros dois sinais d¢ 152,27 (C-3) e 162,18 (C-6) foram
atribuidos aos carbonos quaternarios, sendo que este ultimo é compativel
com grupo amida.

O espectro de RMN COSY (Figuras 29, 30, 31 e 32; p. 60, 61 e 62)
confirmou as correlagdes entre os hidrogénios de —NH, dos acoplamentos
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entre H-1" e H-2’, do H-2' com H-3’, dos H-3' e H-4’, do H-4’ com H-5’, além
do acoplamento germinal dos hidrogénios H-5’.

Pelo espectro de RMN HMBC (Figuras 33 e 34; p. 62 e 63) foi
possivel identificar a correlagdo do H-1' com os C-2 (*Juc) € C-5 (*Jnc), do
H-2" com C-1' (*Juc), do H-3' com C-1" (*Juc), além do H-5" com C-3' (3Juc) e
C-4’(2JHc). confirmando assim a ligagdo do anel 4 unidade glicosidica.

A tabela com os valores de deslocamento quimico da substancia Il e
sua comparagédo com dados da literatura estdo relacionadas abaixo (Tabela
3, p. 57).

Tabela 3 — Dados de RMN de 'H (500 MHz, CDsOD) e *C (125 MHz,
CD3;0OD) da substancia (lII) e comparacdo com dados da literatura
(GRANCHER et al., 2005; LIU et al., 2009).

Substéancia (Il) Literatura (DMSO-ds,
400 MHz e D,0, 100 MHz)
Oc On HMBC Oc On
2Juc € e
Cc
3 152,27 - - 156,84 -
6 162,18 - - 163,13 -
CH
5 140,57 8,20 (1H, s) 146,52 8,86 (1H, s)
1 89,87 5,98 (1H, d, J= 6.4 Hz) C-2'; C-5 91,89 | 5,81 (1H, d, J= 3.8 Hz)
2 74,11 | 4,76 (1H,dd, J=1.1,5.2 Hz) C-1 74,91 | 4,35 (1H, g, J= 4.8 HZ)
3 71,22 | 4,34 (1H, dd, J= 2.6, 5.0 Hz) c-1 70,45 | 4,13 (1H, g, J= 5.2 H2)
4 86,75 4,19 (1H, g, J= 2.5 Hz) - 85,40 | 3,95 (1H, g, J= 4.6 Hz)
CH,
5 62,05 | 3,90 (1H, dd,J=25,12.5Hz) | C-3;C-4 61,56 3,60-3,65 (1H, m)
3,76 (1H, dd, J= 2.6, 12.5 Hz) 3,48-3,53 (1H, m)
-NH, - 8,13 (1H, s) - - 7,59 (1H, s)
8,32 (1H, s) 7,80(1H, s)
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Figura 30 — Expanséo do espectro de RMN COSY (500 MHz, CD3;0D) de I,
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Figura 31 — Expanséo do espectro de RMN COSY (500 MHz, CD3;0D) de I,
entre dy 4,3-6,1 e dy 4,0-6,2 ppm.
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Figura 32 — Expanséo do espectro de RMN COSY (500 MHz, CD3;0D) de I,
entre dy 8,09-8,33 e oy 7,8-8,4 ppm.
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Figura 33 — Espectro de RMN HMBC (500/125 MHz, CD3;0D) de II.
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6.3.3 Identificacdo da substéancia lll

A substéancia lll, isolada na forma de um sélido amarelo, sollvel em
dimetilsulfoxido, foi identificada através das analises de espectros de RMN
1D e 2D.

No espectro de RMN 'H (Figuras 35, 36, e 37; p. 67 e 68) observou-
se a presenca de dois sinais de dupletos em &4 7,87 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-
2’'/H-6") e 6,91 (2H, d, J= 8.8 Hz, H-3'/H-5’) referentes aos hidrogénios com
acoplamento em orto e um simpleto em &4 10,23 (1H, s, -OH), ambos
pertencentes ao anel B do esqueleto flavonoidico. Verificaram-se ainda dois
sinais de simpletos em &4 7,12 (1H, s, H-8) e 6,62 (1H, s, H-5) atribuidos ao
anel A, além de um simpleto em 646,17 (2H, s, O-CH,-O, H-11) que indicou
um anel do tipo metilenodioxi. O simpleto em &4 3,91 (3H, s, -OCHj3) foi
atribuido devido a auséncia de sinal para H-3 (simpleto entre 6,80 e 6,40
ppm) corroborando para a proposta do grupamento metoxi em C-3 (SILVA
et al., 2005).

O espectro de RMN de 3¢ (Figuras 38, 39 e 40; p. 68 e 69)
apresentou quinze sinais, que foram atribuidos segundo o valor de seu
deslocamento quimico aos respectivos carbonos &c 94,39 (C-8), 105,98 (C-
5), 112,98 (C-10) e 121,75 (C-1’), além dos sinais em 6c 61,31 (-OCHg),
103,0 (C-11), 136,19 (C-6), 152,94 (C-7), 140,63 (C-3), 154,31 (C-9), 160,95
(C-4’) e 161,04 (C-2) referentes & carbonos oxigenados, justificando o
esqueleto de uma flavona substituida nas posigdes 3, 6, 7 e 4’. O sinal

centrado em &c 176,32 ppm foi relacionado ao grupo carbonila (C-4) e os
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sinais em &c 116,31 e 128,33 ppm foram atribuidos aos carbonos C-3'/5" e
C-2'/6’, respectivamente, sendo estes valores caracteristicos de um sistema
AA’BB’ em anel aromético.

A analise do espectro de RMN COSY (Figuras 41 e 42; p. 70)
confirmou o acoplamento entre os sinais de hidrogénios do sistema AA’BB’
do anel B do esqueleto flavonoidico.

Os espectros de RMN HSQC (Figuras 43 e 44; p. 71) e HMBC
permitiram atribuir e confirmar as conectividades entre os hidrogénios e
carbonos na estrutura.

Pelo espectro de RMN HMBC (Figuras 45, 46, 47 e 48; p. 72, 73, 74
e 75) foi possivel verificar as correlagfes entre 0 H-11 e os C-6 (ZJHC) e C7
(ZJHC) confirmando a posi¢cdo do anel metilenodioxi e, a posi¢cdo do grupo
hidroxi (~OH) pelo acoplamento deste com os C-3' ((Juc), C-5' (*Jnc) e C-4’
(ZJHC). Também foram observadas as correlagdes entre os hidrogénios do
sistema aromaético, sendo estas, do H-5 com os C-4 (3JHC) e C-10 (2JHC), do
H-3' com 0s C-1' (3Juc), C-4 (Jnc) e C-5" (3Juc), do H-5' com os C-1" ((Iuc),
C-3' (*Jch) € C-4" (PInc), do H-8 com 0s C-6 (3Juc), C-7 (Juc) e C-10 ((Inc),
do H-2' com os C-2 (*Juc), C-3' (“Jnc) e C-6" (3Jnc), do H-6" com os C-2
CInc), C-2' () e C-5" (3Iuc), além de confirmar a posicdo da —OCHs pelo
acoplamento desta com 0 C-3 (*Juc).

Apo6s ampla revis@o na literatura, ndo foram encontradas descri¢cdes
desta proposta de estrutura. A tabela 4 abaixo contem os valores de
descolamento quimico observados nos espectros de RMN 1D e 2D (p. 66).
Com isso, este € o primeiro relato dessa substéncia, sendo esta

denominada 3-metoxi-6,7-metilenodioxi-4’-hidroxiflavona (lll).
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Tabela 4 — Dados de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) e *C (125 MHz,
DMSO-ds) da substancia (I1).

Substancia (l11)
Oc o HMBC
“Jnc € *Juc
C
2 161,04 - -
3 140,63 - -
4 176,32 - -
6 136,19 - -
7 152,94 - -
9 154,31 - -
10 112,98 - -
1’ 121,75 - -
4 160,95 - -
CH
5 105,98 6,62 (1H, s) C-4; C-10
8 94,39 7,12 (1H, s) C-6; C-7; C-10
2’ 128,33 | 7,87 (2H,d, J=8.8Hz) | C-2;C-3’;C-6
3 116,31 | 6,91 (2H,d,J=8.8Hz) | C-1’; C-4"; C-5
5 116,31 | 6,91 (2H,d,J=8.8Hz) | C-1’; C-3’; C-4’
6’ 128,33 | 7,87 (2H, d, J= 8.8 Hz) C-2; C-2; C-5
CH>»
11 103,0 6,17 (2H, s) C-6; C7
-OH - 10,23 (1H, s) C-3;C-5;C4
-OCHs | 61,31 3,91 (3H, s) C-3
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Figura 42 — Expanséo do espectro de RMN COSY (500 MHz, DMSO-dg) de I,
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Figura 43 — Espectro de RMN HSQC (500/125 MHz, DMSO-dg) de IIl.
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Figura 47 - Expanséo do espectro de RMN HMBC (500/125 MHz, DMSO-ds) de I,

entre dy 6,55-7,15 e d¢c 100-180 ppm e, principais correlagbes observadas para lIl.
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6.3.4 Identificacdo da substancia IV

A substancia IV, isolada na forma de um sélido amarelo, solivel em
metanol, foi identificada através das analises de espectros de RMN *H e *C
e, comparacdo com os valores descritos na literatura (YAYLI et al., 2003),

como sendo o acido p-hidroxibenzéico.

HO (0]

OH
(V)

No espectro de RMN H (Figura 49 e 50; p. 77 e 78) observaram-se
dois sinais de dupletos com &4 7,86 (2H, d, J= 8.7 Hz, H-2/H-6) e 6,75 (2H,
d, J= 8.7 Hz, H-3/H-5), estes sinais acoplam-se em orto, evidenciando a
presenca de um anel aromatico 1,4 dissubstituido.

No espectro de RMN *C (Figuras 51 e 52; p. 78 e 79) o sistema
AA’BB’ pode ser confirmado pelos sinais em dc 130,98 (C-2/6) e 113,90 (C-
3/5). Os valores de deslocamento quimico em &¢c 159,80 ppm é compativel
com o carbono fendlico (C-4) e o 6¢ 127,34 ppm é coerente com o carbono
quaternario (C-1). A presenga do sinal em &c 174,70 ppm no espectro
confirma a existéncia do grupo carboxilico (C-7,COOH) (Tabela 5, p. 77).

76



Tabela 5 — Dados de RMN de 'H (500 MHz, CDs;OD) e **C (125 MHz,
CD30D) da substancia (IV) e comparag¢éo com dados da literatura (YAYLI et
al., 2003).

Substéancia (V) Literatura (CDsOD, 100 e 400 MHz)
S5c | [ S5c | [
C
1 127,34 - 122,91 -
2 130,98 | 7,86 (2H,d,J=8.7 Hz) | 132,98 7,86 (2H, d, J= 8.8 Hz)
3 113,90 | 6,75(2H,d,J=8.7Hz) | 115,99 6,80 (2H, d, J= 8.8 Hz)
4 159,80 - 163,30 -
5 113,90 | 6,75(2H,d,J=8.7Hz) | 115,99 6,80 (2H, d, J= 8.8 Hz)
6 130,98 | 7,86 (2H,d,J=8.7 Hz) | 132,98 7,86 (2H, d, J= 8.8 Hz)
7 (COOH) | 174,70 - 179,18 -

8.5550
_7.8686
N7.8512
67614
2 6.7439

1.9246

1.3080

H20
CD30D

H-3/5

T T T T T T T T
4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

H-2/6
N
&
e
&
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Figura 49 — Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDsOD) de IV.
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Figura 50 — Expanséo do espectro de RMN de "H (500 MHz, CD3;OD) de IV,
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Figura 51 — Espectro de RMN de **C (125 MHz, CD;0D) de IV.
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Figura 52 — Expanséo do espectro de RMN de **C (125 MHz, CD;0D) de IV,
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6.3.5 Identificacdo da substancia V

A substancia V, isolada na forma de um soélido branco, solivel em
agua, foi identificada através das andlises de espectros de RMN 1D e 2D e,
comparacgdo com os valores descritos na literatura (YING et al., 2013), como

sendo o nucleosideo adenonisa.

NH,
N X
y, N
o) <N | N/)
HO
HO OH
V)
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No espectro de RMN 'H (Figuras 53, 54 e 55; p. 81 e 82)
observaram-se trés sinais de simpletos o4 8,13 (2H, sl, -NH,), 8,14 (1H, sl,
H-2) e 8,24 (1H, sl, H-8), um dupleto em 5,98 (1H, d, J= 6.2 Hz, H-1"), além
de varios sinais entre 6y 3,73 a 4,34 ppm. Os sinais observados acima de &y
8,0 ppm foram sugestivos para anéis heterociclicos.

No espectro de RMN de C (Figuras 56 e 57; p. 83) foram
observados dez sinais, sendo que cinco foram atribuidos a unidade
glicosidica &c 61,48 (C-5'), 70,62 (C-3’), 73,60 (C-2), 85,84 (C-4’) e 88,29
(C-1") e os outros cinco para o sistema heterociclico aromatico nitrogenado
8¢ 121,11 (C-5), 140,61 (C-8), 148,51 (C-4), 152,44 (C-2) e 155,74 (C-6).

Os experimentos de RMN HSQC (Figuras 58 e 59; p. 84) e HMBC
(Figuras 60, 61 e 62; p. 85, 86 e 87) permitiram atribuir e constatar os
hidrogénios e carbonos pertencentes a estrutura do nucleosideo.

A andlise do espectro de RMN HMBC permitiu identificar a
correlacdo do H-1" com os carbonos C-4 (*Juc), C-8 (3Jnc) e C-2’ (PJuc), dos
H-5" com 0s C-3' (3Juc) e C-4' (Jnc), além do H-3' com os C-1’ (Jyc) e C-5’
(3JHC), confirmando assim a ligacdo deste anel a unidade glicosidica.
Observaram-se também as correlacdes do H-8 com os C-4 (3JHC) e C5
(Inc) e, do H-2 com 0 C-4 (3Juc) e C-6 ((Juc) (Tabela 6; p. 81).
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Tabela 6 — Dados de RMN de *H (500 MHz, D,0) e *C (125 MHz, D,0) da

substéncia (V) e comparacdo com dados da literatura (YING et al., 2013).

Substancia (V)
Oc On HMBC Oc O
2JHc e3~]HC
C
4 | 14851 - - 149,5 -
5 121,11 - - 119,8 -
6 155,74 - - 156,6 -
CH
2 | 152,44 8,14 (1H, sl) C-4;C-6 | 152,9 8,14 (1H, s)
8 | 140,61 8,24 (1H, sl) C-4;C-5 | 1404 8,36 (1H, s)
1 88,29 5,98 (1H, d, J= 6.2 Hz) C-4; C-8; 88,4 5,88 (1H, d, J= 6.0 Hz)
Cc-2
2 | 73,60 * - 73,9 4,61 (1H, t, J= 3.0 Hz)
3 | 70,62 | 4,34(1H,dd,J=3.3,55Hz) | C-1;C5 | 71,1 | 4,15 (1H, dd, J= 3.0, 4.5 Hz)
4 | 8584 | 4,21(1H, dd, J=3.3,6.3 Hz) - 86,4 3,97 (1H, d, J= 3.0 Hz)
CH,
5 | 61,48 | 3,83(1H,dd,J=2.8,129Hz) | C-3;C-4 | 61,9 | 3,68 (1H, dd, J= 4.0, 12.5 Hz)
3,75 (1H, dd, J= 2.5, 12.8 Hz) 3,56 (1H, dd, J= 4.0, 12.5 Hz)
*Sinal sobreposto pelo sinal da D,O
e (ISR AL &SI TS
o ok
o 1
H-1' J ‘
“ L _J\LA
: Y

T
9.5

** impureza do solvente
Figura 53 — Espectro de RMN de H (500 MHz, D,0) de V.
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Figura 54 — Expanséo do espectro de RMN de H (500 MHz, D,0) de V, entre &y 3,70-4,40 ppm.
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Figura 55 — Expansao do espectro de RMN de 'H (500 MHz, D,0) de V, entre 5y 7,90-8,30 ppm.
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Figura 57 — Expansao do espectro de RMN de *C (125 MHz, D,0) de V, entre 8¢ 60-155 ppm.
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Figura 58 — Espectro de RMN HSQC (500/125 MHz, D,0) de V.
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Figura 59 - Expanséo do espectro de RMN HSQC (500/125 MHz, D,0) de V,

entre &y 3,6-8,2 e 8¢ 60-150 ppm.
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Figura 60 — Espectro de RMN HMBC (500/125 MHz, D,0) de V.
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Figura 61 - Expanséo do espectro HMBC (500/125 MHz, D,0) de V,

entre dy 3,80-4,35 e d¢ 55-90 ppm e principais correla¢des observadas para V.
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6.4 Avaliacdo do ensaio da atividade antifungica in vitro dos

extratos e residuos

Estudos sobre as atividades antifingicas de extratos e Oleos
essenciais de plantas nativas tém sido relatados em muitos paises, tais
como o Brasil, que possui uma flora diversificada e uma rica tradicdo na
utilizagdo de plantas medicinais para esta finalidade (DUARTE, 2006).

Segundo Violante (2012) ndo existe um consenso sobre o padréo de
inibicdo aceitdvel para produtos naturais quando comparados com
antibidticos padrfes, tanto que alguns autores consideram somente
resultados similares aos de antibidticos, enquanto outros qualificam com
bom potencial mesmo aqueles com niveis de inibicdes elevados. Duarte e
colaboradores (2004) sugeriram uma classificagdo para produtos vegetais
com base nos resultados de CIM, considerando como: forte inibi¢do: CIM
até 500 pg/mL; inibigho moderada: CIM entre 600 e 1500 ug/mL e como
fraca inibicdo: CIM acima de 1600 ug/mL.

Como o uso popular de plantas ndo € suficiente para avaliar a
eficacia no tratamento das enfermidades foi delineado como um dos
objetivos deste trabalho a avaliacédo da atividade antifingica dos extratos e
residuos de Dulacia egleri empregando-se o método da microdiluicdo em
caldo. Os resultados estdo resumidos na Tabela 7 (p. 89).

O EBHEC e o RHC mostraram-se ativos frente todas as cepas
fungicas testadas, com CIM variando entre 250 e 500 ug/mL e 31,5 a 125
ug/mL, respectivamente, sendo que, o RHC mostrou maior atividade contra
C. albicans (CIM: 31,5 pg/mL).

Tratando-se dos residuos RDC e RAC, estes ndo se mostraram
ativos contra C. parapsilosis (CIM > 1000 pg/mL), entretanto o RDC
apresentou moderada inibicdo contra todas as demais cepas com CIM
variando entre 62,5 a 500 pg/mL e o RAC apresentou significativa inibicao
contra C. albicans, C. krusei, C. tropicalis e C. neoformans com CIM: 31,5 a

125 ug/mL e fraca inibicdo contra C. glabrata com CIM: 1000 pg/mL.
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O RHMC mostrou-se ativo contra as cepas C. albicans, C. krusei, C.
parapsilosis e C. tropicalis com CIM: 250 a 500 pg/mL.

O EBHEF apresentou CIM: 500 e 1000 pyg/mL frente C. albicans e C.
tropicalis, respectivamente. Verificou-se também que o RHF mostrou fraca
inibicdo contra C. tropicalis (CIM: 1000 ug/mL) e o RAF demonstrou-se ativo
contra C. albicans (CIM: 62,5 ug/mL).

Os RDF e RHMF mostraram significativo potencial contra todas as
cepas fungicas testadas com CIM variando entre CIM: 62,5 e 500 pyg/mL.

A atividade apresentada pelos extratos e residuos de D. egleri pode
estar relacionada com os metabdlitos isolados e identificados neste estudo,

bem como na sinergia entre os demais compostos existentes nesta especie.

Tabela 7 — Avaliacdo da atividade antifungica através da CIM (ug/mL) dos

extratos e residuos obtidos da espécie Dulacia egleri.

ANFO B
Microrganismos

i ) S} 9 Q i w w w S

T I a < 2 I I fa) < 2

m x x o4 z o x x o4 z

w w

C. albicans 500 31,25 62,5 31,25 500 500 >1000 62,5 62,5 500 0,50
C. glabrata 250 62,5 500 1000 >1000 >1000 >1000 250 1000 500 0,25
C. krusei 500 62,5 250 125 500 >1000 >1000 125 >1000 250 0,50
C. parapsilosis 500 125 >1000 >1000 500 >1000 >1000 125 >1000 250 0,25
C. tropicalis 250 62.5 62,5 62,5 250 1000 1000 500 >1000 500 0,25
C. neoformans 500 125 62,5 62,5 >1000 >1000 >1000 250 >1000 500 0,25

EBHEC - Extrato Bruto Hidroetandlico do Caule; RHC — Residuo Hexano do Caule; RDC — Residuo
Diclorometano do Caule; RAC — Residuo Acetato de etila do Caule; RHMC — Residuo Hidrometandlico do Caule;
EBHEF — Extrato Bruto Hidroetandlico das Folhas; RHF — Residuo Hexano das Folhas; RDF — Residuo
Diclorometano das Folhas; RAF — Residuo Acetato de etila das Folhas; RHMF — Residuo Hidrometandlico das
Folhas; ANF B - anfotericina B
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7. CONCLUSOES

= A investigagdo quimica do extrato bruto hidroetandlico do caule
resultou no isolamento e identificagdo do sesquiterpeno aromético

eglerisina (I) e do nucleosideo ribavirina (I1).

= O estudo quimico do extrato bruto hidroetandlico das folhas levou ao
isolamento e identificacdo dos nucleosideos ribavirina (Il) e adenosina
(V), do flavonoide 3-metoxi-6,7-metilenodioxi-4’-hidroxiflavona (lll) e do
acido p-hidroxibenzoico (1V).

= Os extratos e residuos foram submetidos a avaliagdo da atividade
antifingica. O extrato bruto hidroetandlico do caule (EBHEC), o residuo
hexano do caule (RHC), o residuo diclorometano das folhas (RDF) e o
residuo hidrometandlico das folhas (RHMF) mostraram-se ativos contra
todas as cepas fungicas testadas. Observou-se também significativa
atividade dos residuos hexano das folhas (RHF) e acetato de etila das
folhas (RAF) contra as cepas C. tropicalis e C. albicans,
respectivamente. O residuo hidrometandlico do caule (RHMC) mostrou
moderada atividade contra as cepas C. albicans, C. krusei, C.
parapsilosis e C. tropicalis e, o extrato bruto hidroetandlico das folhas
(EBHEF) apresentou moderada atividade frente a C. albicans e C.

tropicalis.

Este é o primeiro relato de estudo quimico e biolégico desta espécie,
sendo assim, todos os metabolitos isolados estdo sendo descritos pela
primeira vez na mesma, estando na maioria em acordo com o perfil quimico
da familia. Além disso, este trabalho relata pela primeira vez o isolamento
das substéancias eglerisina (I) e 3-metoxi-6,7-metilenodioxi-4’-hidroxiflavona
(I na literatura. Portanto, este trabalho colabora ndo somente para o
conhecimento da espécie em estudo, bem como para a familia Olacaceae,

a qual possui poucos estudos descritos na literatura.
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Pode-se considerar que o conjunto dos resultados obtidos neste
trabalho contribui significativamente para o conhecimento quimico-biologico
da flora brasileira, mais especificamente de espécies ocorrentes na regido
mato-grossense.
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