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RESUMO

Palavras-chave: Croton echioides, marapuama, diterpenos clerodanos, alcaloides,
flavonoides.

Croton echioides Baill. (Euphorbiaceae) € uma planta medicinal encontrada
no semi-arido brasileiro, denominada popularmente como velame. Na medicina
popular € reconhecida por suas propriedades tonica e afrodisiaca. Os caules tem
sido amplamente comercializados em substituicdo as raizes de Ptychopetalum
olacoides Benth. (Olacaceae), a marapuama da Amazobnia. As plantas do género
Croton séo ricas em diterpenos, alcaloides e flavonoides, que séo principios ativos
com diversas atividades biol6gicas associadas como antitumoral e antioxidante.

Neste estudo utilizou-se o lenho com casca de C. echiodes, com o qual foram
realizados ensaios fisico-quimicos de controle de qualidade e a otimizacdo do
solvente extrator. Para a escolha do melhor solvente extrator foram determinados o
teor de residuo seco e a capacidade antioxidante dos extratos obtidos com varios
solventes de polaridade diversa. A mistura etanol/agua a 70% foi o solvente mais
eficaz entre os parametros testados sendo utilizado para a producdo do extrato bruto
(EB) pelo processo de Ultra-Turrax.

O extrato bruto foi suspenso em agua e particionado em cinco fragbes com n-
hexano, diclorometano, acetato de etila e n-butanol. As fracdes obtidas com n-
hexano (FH) e acetato de etila (FA) foram submetidas a sucessivos processos
cromatograficos de separacdo. Foram isolados e identificados por anélises
espectroscopicas, espectrométricas e comparacdo com dados da literatura, da
fracdo FH, os diterpenos do tipo clerodano 15,16-ep6xi-3,13(16),14-neo-clerodatrien-
17,18-dicarboxilato de metila (nasimalun B) (CEH-1), 15,16-ep6xi-3,13(16),14-neo-
clerodatrien-17-carboxi-18-carboxilato de metila (CEH-2), 3-0x0-15,16-epOxi-
13(16),14-neo-clerodadien-17,18-dicarboxilato de metila (CEH-3), ptychonal-
hemiacetal (CEH-4a) e ptychonal (CEH-4b) (em mistura), e éster metilico do acido
hardwickico (CEH-5); o sesquiterpeno trans—1(10)-epéxi-4(15)-cariofileno (CEH-6); o
triterpeno lupeol (CEH-7); os fitoesterdides gB-sitosterol (CEH-8) e estigmasterol
(CEH-9) (em mistura) e B-sitosterol glicosilado (CEH-10). Da fracdo FA foram
isolados e identificados os alcaloides inddlicos N-trans-p-coumaroil-triptamina (CEA-
1), N-trans-p-coumaroil-5-hidroxitriptamina (CEA-2), N-trans-4-metoxi-cinamoil-5-

hidroxitriptamina (CEA-3), N-trans-feruloil-5-hidroxitriptamina (moschamina) (CEA-4)
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e N-trans-feruloil-3,5-dihidroxindolin-2-ona (CEA-5); os flavonoides 3-O-metilcanferol
(CEA-6), 3-O-metilquercetina (CEA-7), 3,7-di-O-metilquercetina (CEA-8) e 3,3’-di-O-
metilquercetina (CEA-9) e os derivados de acido benzoico 4-hidroxi acido benzoico
(CEA-10), 4-hidroxi-3-metéxi acido benzéico (CEA-11) e 4-hidréxi-3,5-dimetdxi acido
benzoico (CEA-12). As substancias CEH-2, CEH-3 e CEA-5 sdo inéditas na
literatura enquanto a substancia CEA-3 foi isolada pela primeira vez de um produto
natural.

Foram realizados testes comportamentais com o0 extrato bruto em
camundongos jovens: screening farmacologico, atividade motora, tempo de sono
induzido por hexabarbital, coordenagédo motora e labirinto em cruz elevado. No
screening farmacoldgico o extrato mostrou efeito estimulante em baixas doses tanto
por administracdo via oral quanto intraperitoneal e toxicidade evidente nas maiores
doses por via intraperitoneal. Os resultados da avaliacdo da atividade motora nao
confirmaram a acéo estimulante encontrada no screening e indicou efeito depressor
na dose 50 mg/Kg. Nao foram encontradas diferencas significativas nos parametros
avaliados no teste de coordenacdo motora e tempo de sono induzido pelo
hexabarbital, mas apenas indicios de efeito depressor na dose de 50 mg/kg neste
altimo. O teste do labirinto em cruz elevada mostrou resultados contraditérios sem
prevaléncia de efeito depressor ou estimulante. Foi determinada a capacidade
antioxidante do extrato bruto, das frac6es obtidas da particdo liquido/liquido e dos
compostos isolados da fragdo FA. O valor ICso para o EB foi de 167,6 ug/mL e 48,9
ug/mL para a FA, a fragdo mais ativa. Os compostos mais ativos foram CEA-2 (ICso
de 10,7+0,4 umo/L), CEA-3 (ICso de 17,5+0,4 umol/L), CEA-4 (ICso de 14,5+0,4
umol/L), CEA-7 (ICso de 9,2+0,3 umol/L), CEA-8 (ICso de 11,0+0,6umol/L) e CEA-12
(ICso de 20,2+0,7 umol/L).

Os alcaloides inddlicos isolados da fracdo FA foram testados frente a
linhagem de células tumorais de célon humanas HCT-116 pelo ensaio da
sulforhodamina, destacando-se o N-trans-4-metoxicinamoil-5-hidroxitriptamina com
ICs0 de 29,3 ug/mL e morte de 90% das células tumorais na concentragcdo de 72

ug/mL.
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ABSTRACT

Keywords: Croton echioides, marapuma, clerodane diterpenes, alkaloids, flavonoids.

Croton echioides Baill. (Euphorbiaceae) is a medicinal plant found in semi-arid
brazilian areas, known popularly as “velame”. In folk medicine it is renowned for its
tonic and aphrodisiac properties. Its stem bark has been widely sold as an
aphrodisiac and tonic, as a substitute for the roots of Ptychopetalum olacoides Benth.
(Olacaceae), the Amazon Marapuama. Plants of the Croton genus are rich in
diterpenes, alkaloids and flavonoids, which are active principles associated with
many biological activities such as antitumor and antioxidant.

In this study stem bark of C. echiodes was used to perform quality control
physico-chemical tests and optimization of the solvent extractor. To choose the best
solvent extractor dry residue content and antioxidant capacity of extracts obtained
were determined with several solvents of different polarity. The mixture of
ethanol/water at 70% was the most effective solvent in the parameters tested being
used for the production of crude extract (EB) through Ultra-Turrax process.

The crude extract was suspended in water and partitioned into five fractions
with n-hexane, dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol. The fractions obtained
with n-hexane (FH) and ethyl acetate (FA) were subjected to successive
chromatographic separation processes. Through spectroscopic and spectrometric
analysis and comparison with literature data were isolated and identified, from the FH
fraction, the diterpenes of the type -clerodane 15,16-epoxy-3,13(16),14-neo-
clerodatrien-17,18-methyl dicarboxylate (nasimalun B) (CEH-1), 15,16-epoxy-
3,13(16),14-neo-clerodatrien-17-carboxy-18-methyl carboxylate (CEH-2), 3-oxo-
15,16-epoxy-13(16),14-neo-clerodadien-17,18-methyl dicarboxylate (CEH-3),
ptychonal hemiacetal (CEH-4a) and ptychonal (CEH-4b) (in mixture), and hardwickiic
acid methyl ester (CEH-5); the sesquiterpene trans-1(10)-epoxy-4(15)-caryophyllene
(CEH-6), the triterpene lupeol (CEH-7); the phytosteroids S-sitosterol (CEH-8) and
stigmasterol (CEH-9) (in mixture) and B-sitosterol glycoside(CEH-10). From the FA
fraction were isolated and identified the indole alkaloids N-trans-p-coumaroyl-
tryptamine (CEA-1), N-trans-p-coumaroyl-5-hydroxytryptamine (CEA-2), N-trans-4-
methoxy-cinnamoyl-5-hydroxytryptamine (CEA-3), N-trans-feruloyl-5-
hydroxytryptamine (moschamine) (CEA-4) and N-trans-feruloyl-3,5-dihydroxyindolin-



2-one (CEA-5); the flavonoids 3-O-methyl kaempferol (CEA-6), 3-O-methyl quercetin
(CEA-7), 3,7-di-O-methyl quercetin (CEA-8) and 3,3'-di-O-methyl quercetin (CEA-9)
and the benzoic acid derivatives 4-hydroxybenzoic acid (CEA-10), 4-hydroxy-3-
methoxybenzoic acid (CEA-11) and 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoic acid (CEA-12).
The CEH-2, CEH-3 and CEA-5 are new compounds in the literature while CEA-3
was isolated from a natural product for the first time.

Behavioral tests were performed with the crude extract in young mice:
pharmacological screening, motor activity, hexabarbital-induced sleeping time, motor
coordination and elevated plus maze. In pharmacological screening the extract
showed stimulating effect at low doses by both intraperitoneal and oral administration
and toxicity evident in larger intraperitoneal doses. The motor activity evaluation
results have not confirmed the stimulating action found in the screening and indicated
a depressing effect at a 50 mg/kg dose. Significant differences were not found in the
evaluated parameters in the motor coordination and hexabarbital-induced sleeping
time tests, but only signs of depressing effect at a 50 mg/kg dose in this last test. The
elevated plus maze test showed contradictory results without the prevalence of
depressing or stimulating effect.

The antioxidant capacity of the crude extract was determined for the fractions
obtained from the liquid/liquid partition and from the FA fraction isolated compounds.
The ICso value for EB was 167.6 pg/mL and 48.9 pg/mL for FA, the most active
fraction. The most active compounds were CEA-2 (ICso of 10.7+£0.4 umol/L), CEA-3
(ICs0 of 17.5+0.4 umol/L), CEA-4 (ICso of 14.5+0.4 umol/L), CEA-7 (ICso of 9.2+0.3
umol/L), CEA-8 (ICso of 11.0+0.6 umol/L) and CEA-12 (ICso of 20.2+0.7 umol/L).

The indole alkaloids isolated from the FA fraction were tested against a strain
of human colon tumor cells HCT-116 by sulforhodamine assay, highlighting the N-
trans-4-methoxy-cinnamoyl-5-hydroxytryptamine with ICso of 29.3 ug/mL and death of

90% of tumor cells at a concentration of 72 png/mL.
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1 INTRODUCAO

A maioria da populacdo dos paises em desenvolvimento utiliza as plantas
medicinais para tratamento de doencas, sendo estas frequentemente empregadas
em servigcos primarios e atendimento basico em saude. Em regifes de dificil acesso
ou em areas pobres onde os servi¢cos de saude sao limitados, as plantas medicinais
tém tido ampla utilizacdo e por vezes sdo 0s Unicos medicamentos disponiveis.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 80% da populacdo de
alguns paises da Asia e Africa dependem da medicina tradicional para o
atendimento primario em saude, onde as plantas medicinais correspondem a maior
proporcéao (BRASIL, 2006).

Motivado por questdes como custo e pela atual comprovacéo pela ciéncia da
eficacia de varias espécies vegetais, mesmo em areas onde os medicamentos
modernos estdo disponiveis, o interesse pela fitoterapia aumentou rapidamente nos
altimos anos (HEINRICH, 2010; TROVO et al.,, 2003) como pode ser visto pelo
aumento de publicacdes em periddicos especializados de alto impacto (NEWMAN e
CRAGG, 2007).

No Brasil o uso das plantas medicinais é bastante comum em varias camadas
populacionais. O conhecimento de plantas medicinais é de dominio popular e esta
geralmente associado a um forte componente cultural, existindo ainda a crenca que
além de possuirem atividade terapéutica sado desprovidas de efeitos toxicos, por
estarem sendo utilizadas ao longo de décadas.

A OMS reconhece a importancia e estimula o uso das plantas medicinais pela
populacdo de paises pobres, embora recomende cuidados especiais ho seu uso
pela distribuicdo de manuais para orientar estudos cientificos, que confirmem sua
seguranca e eficacia clinica (CALIXTO, 2001).

Por outro lado, plantas medicinais constituem importantes fontes de novos
medicamentos para a industria farmacéutica (KINGSTON, 2011; NEWMAN e
CRAGG, 2007). O crescente interesse pelo uso, criou a necessidade de uma melhor
precisao no preparo e na avaliagao, e tem estimulado a pesquisa com plantas, como
seus usos e aplicacbes (VLIETINCK, et al., 2009; SOUZA-MOREIRA et al., 2008).

Como exemplos gerais pode-se citar que na China, 30 a 50% do consumo
medicinal total sdo preparacdes tradicionais de plantas. Na Europa, América do

Norte e em outras regides industrializadas, mais de 50% da populacao ja utilizou, ao



menos uma vez, a chamada medicina alternativa ou complementar. Na Alemanha,
90% da populacdo ja utilizaram um remédio natural. O mercado global de
medicamentos a base de plantas ultrapassa 60 bilhdes de dolares anualmente e
esta crescendo continuamente. Estima-se que 25% dos medicamentos atuais sdo
feitos de plantas utilizadas primeiramente na medicina tradicional (BAGOZZI, 2005).
A nédo regulamentacdo do setor ou o uso inapropriado das chamadas
medicinas e praticas tradicionais, podem ter efeitos negativos e perigosos. Como
exemplos temos a erva “Ma Huang” (efedra) que é tradicionalmente utilizada na
China para congestdo respiratoria. Nos Estados Unidos, essa erva foi
comercializada como um auxiliar dietético, cuja sobredose conduziu a doze mortes,
no minimo, por ataques cardiacos e acidentes vasculares cerebrais. Na Bélgica, no
minimo, setenta pessoas necessitaram de transplante renal ou dialise devido a
fibrose intersticial do rim, apds tomar uma preparacao feita com espécies erradas de
plantas que eram utilizadas para o tratamento emagrecedor (BAGOZZI, 2005).
Segundo artigos publicados pelo EMEA (1997, 2000), a planta responsavel por este
problema renal € do género Aristolochia e 0 composto quimico associado é o acido
aristoloquico (DEBELLE et al., 2008). Outro exemplo € o caso dos efeitos nefro e
hepatotoxico causados pela utilizacdo do confrei (Symphytum officinale L. —
Boraginaceae) que tiveram repercusséo nacional (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2005).
Este contexto mostra que o uso popular, ou mesmo tradicional, ndo é
suficiente para validar as plantas medicinais como medicamentos eficazes e
seguros. Para isso devem ser desenvolvidos estudos toxicoldgicos, farmacoldgicos,
pré-clinicos, e quimicos visando estabelecer a composicdo quimica bem como a
toxicidade e a eficacia terapéutica da planta (KLEIN et al., 2009; LAPA et al., 2001).
A otimizacao de recursos e procedimentos com intuito de garantir a populacdo
produtos eficazes, seguros e com qualidade tem sido um esforgo coletivo por parte
dos pesquisadores e do governo brasileiro. Em 1983 teve inicio o Programa de
Pesquisa de Plantas Medicinais (vinculado a antiga CEME/MS), o qual langou as
bases de integracéo entre governo e instituicbes de pesquisa. Atualmente o governo
brasileiro tem estimulado o desenvolvimento e consumo de fitoterapicos, bem como
incentivado o cultivo, pesquisa e capacitacdo humana em prol de inovacdes e
geracdo de tecnologia em plantas medicinais através da elaboracdo de diretrizes

como a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS



(BRASIL, 2006a), criada pelo Ministério da Saude em 2006, aprovada por meio do
decreto n. 5813, de 22 de junho 2006, (BRASIL, 2006Db).

Os produtos de origem natural, com reputadas acdes afrodisiacas, sempre
foram alvo de grande interesse da terapéutica e mesmo da indastria farmacéutica
mundial, sendo procurados e estudados ha milénios. Entre as espécies vegetais da
biodiversidade brasileira com interesse popular e comercial pelo potencial de seus
efeitos afrodisiacos encontra-se a marapuama, cascas das raizes de Ptychopetalum
olacoides Benth. (Olacaceae), droga vegetal que vem sendo comercializada e
exportada desde o inicio do século XX, quando j& sofria falsificagcdo por substituicdo
por raizes de goiabeira (SILVA, 1925), e que posteriormente foi oficializada na 12
edicdo da Farmacopéia Brasileira (SILVA, 1926).

Diversos estudos tém evidenciado acdes dessa droga vegetal no sistema
nervoso central, de forma a embasarem o efeito afrodisiaco, popularmente atribuido
(TOYOTA et al., 1979; PAIVA et al., 1998; SILVA et al., 2004; PIATO et al., 2009;
PIATO et al., 2010). O interesse neste efeito e o folclore tematico da Amazonia
brasileira tém mantido esta espécie em evidéncia (CHARAM, 1987; POZZOLI,
1999). Em vista disso, sua comercializacdo e exportagdo vém sendo mantida ha
décadas na forma de exploracao continua. Devido a isto e por ser endémica da flora
amazbnica, o0 emprego das raizes e a falta de iniciativas de -cultivo para
abastecimento dessa demanda devem ter levado a sua reducdo expressiva em
termos de ocorréncia na natureza.

Quando essa situacdo se configura, geralmente o mercado busca alternativas
de fornecimento, acabando por desencadear a substituicdo da espécie verdadeira
por outra com as mesmas indicacdes, embora nem sempre similares quimicamente.
No caso de P. olacoides, a substituicdo comercial levou a exploracdo de caules,
inicialmente ofertados da propria espécie, numa estratégia de evitar a destruicdo dos
exemplares pela retirada das raizes e, posteriormente, caules de Croton echioides
Baill., familia Euphorbiaceae, originaria do interior da Bahia. Vale destacar que
ambas ndo tem nada em comum, ndo pertencem ao mesmo grupo botanico, nem
ocorrem na mesma regido, embora sejam popularmente utilizadas para os mesmos

fins terapéuticos.

Neste contexto, escolheu-se como objeto de estudos neste trabalho a espécie

vegetal Croton echiodes (Figura 1), conhecida popularmente na regido nordeste do



Brasil como velame, quebra-faca, caatinga-branca e canela-de-velho. E uma espécie
restrita ao bioma Caatinga, ocorrendo no Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte,
Pernambuco, Paraiba, Alagoas, Bahia e Minas Gerais em vegetacfes de caatingas
arbustivas a arbéreas (BARBOSA et al., 2007; AGUIAR e SANTOS, 2007; SILVA et
al., 2009).

Os caules de C. echiodes tem uso na medicina tradicional bastante difundido
como tonico e afrodisiaco. Entretanto, ndo foi encontrado na literatura cientifica
nenhum registro de estudos quimicos ou farmacolégicos que pudessem respaldar a
utilizacéo popular atribuida a espécie.

Desta forma, esta espécie vegetal necessita de estudos que possam suportar
ou restringir o seu emprego na medicina popular e ainda gerar conhecimento a seu

respeito.



Figura 1: Arvore de velame (C. echiodes) no municipio de Lagoa Real-BA (a),

detalhes do caule (b) e folhas e flores (c). Foto: Claudio R Novello, 2008.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ASPECTOS GERAIS

2.1.1 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae Juss. € representada por 290 géneros e cerca de
7500 espécies, distribuidas em todas as regides tropicais e subtropicais do globo,
principalmente da América e Africa. No Brasil ocorrem 72 géneros e cerca de 1100
espécies, de habito e habitat diferentes, difundidas em todos os tipos de vegetacéo,
se apresentam como arvores, arbustos, subarbustos ou ervas.

Esta familia € conhecida em diferentes partes do mundo como medicinal e/ou
toxica incluindo muitas plantas Uteis ao homem. Dentre estas se destacam a
mamona (Ricinus communis L.), originaria da regido norte-africana e com sementes
ricas em Oleo, a manicoba (Manihot glaziovii Mull. Arg.) a mandioca (Manihot
esculenta Crantz) e a seringueira da Amazonia (Hevea brasilinesis (Wild. Ex. A.
Juss.) Mill. Arg.) (SILVEIRA, 1979; BARROSO, 1984; JOLY, 2002). Um grande
namero de espécies tem sido usado para o tratamento de cancer e tumores desde a
época de Hipdcrates, com referéncias publicadas em muitos paises (ITOKAWA et
al., 1991; SANDOVAL et al., 2002).

2.1.2 Género Croton

Croton é um dos maiores géneros da familia Euphorbiaceae, abrangendo um
namero consideravel de espécies no mundo (cerca de 1200) (WEBSTER, 1994;
GOVAERTS, 2000), das quais 400 sao reportadas na América tropical e subtropical,
desde o sul do México, adentrando pela América Central, Colémbia, Venezuela,
Equador, Peru, Bolivia, Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina (PINEDO et al., 1997)
e cerca de 300 delas abrigadas no Brasil (BERRY, 2005).

O ogénero, de acordo com Cronquist (1988), pertence a familia
Euphorbiaceae, ordem Euphorbiales, subclasse Rosidae, classe Magnoliopsida, das
Magnoliophytas. A classificacdo e a diferenciacdo do género sdo extremamente
controvertidas, pela grande diversidade no plano morfoldgico, citoldégico e anatdmico
(WEBSTER, 1993).

Webster (1993) re-classificou as espécies do género Croton dividindo-as em
40 secdes que, supostamente, refletem melhor os relacionamentos filogenéticos em

relacdo a classificacdo de Mueller (1873). Este género compreende arvores,



arbustos, ervas semilenhosas ou ervas. Crescem em uma grande variedade de
habitats e de solos, encontram-se frequentemente a beira dos rios e riachos e nao
se desenvolvem em areas com inundacdes periddicas. Preferem os locais alterados,
fragmentos de florestas e especialmente os campos de cultivo abandonados onde
se convertem em espécies pioneiras (NASCIMENTO, 1999; MEZA e PARIONA,
1999; FORERO et al., 2000; POLLITO, 2004;).

2.2 ASPECTOS QUIMICOS, FARMACOLOGICOS E USO TRADICIONAL DO GENERO

CROTON

As espécies do género Croton chamam a atencdo pela diversidade de uso
popular e de atividade bioldgica, explicado pela grande diversidade de compostos
ativos encontrados nelas. Estas espécies sdo promissoras segundo a perspectiva
guimica e medicinal e tem atraido grande interesse no seu estudo.

Varias espécies de Croton apresentam a exsudacdo de latex, que é obtido
quando se corta a casca, de cor avermelhada em algumas delas. Esta é a razéo
pela qual estas espécies sdo conhecidas na regido amazbnica, especialmente na
Bolivia, Coldbmbia, Equador e Peru como “sangre-de-drago” ou “sangre-de-grado”
(SANDOVAL et al., 2002), traduzido para o portugués como sangue de dragao. O
latex € geralmente associado a alguma propriedade medicinal, principalmente
cicatrizante. Deve-se ressaltar, entretanto, que o sangue de dragdo, extraido
originalmente das espécies Dracaena cinnabari Balf. f. e D. draco (L.) L., foi ao longo
do tempo sendo obtido de outras espécies dos géneros Croton, Daemonorops e
Pterocarpus, tornando-se um termo genérico para o exsudato destes quatro distintos
géneros de planta (GUPTA et al., 2008).

No Brasil a principal espécie conhecida que apresenta o latex assemelhado
ao descrito € o Croton lechleri Mull. Arg., uma das maiores fontes de sangue de
dragdo na atualidade e a de maior importancia econdmica. O Peru € o maior
produtor mundial desta resina, que € vendida como sendo um produto terapéutico
saudavel (ROSSI et al., 2003). O sangue de dragdo obtido do género Croton é
utilizado como cicatrizante (PORRAS-REYES et al., 2003), para diarreia
(HOLODNIY et al., 1999), ulcera gastrica e inflamacgéo intestinal (MILLER et al.,
2000), como antimicrobiano e antioxidante (GUPTA et al., 2008). Em regibes

tropicais da Ameérica do Sul € usado contra certas formas de cancer gastrointestinal.



Esta acdo tem sido associada com a atividade citotoxica e antitumoral embora os
mecanismos ainda ndo estejam bem elucidados (CHEN et al., 1994).

Na medicina popular, plantas do género Croton tém sido empregadas em
tratamento de diversas doencas como diarreias, Ulceras intestinais e estomacais,
faringites, virus da herpes, hemorréidas, brotoeja e cancer e, usadas como anti-
inflamatorio, anti-reumético e em fraturas, entre outros empregos (PERDUE et al.,
1979; BETOLLO e SCARPATI, 1979; CHEN et al.,, 1994; PIETERS et al., 1995;
WILLIANS, 2001; GUPTA, 2008).

Os principais compostos encontrados no género Croton sédo os diterpenos do
tipo clerodano (CRAVEIRO et al., 1981). Estruturalmente s&o diterpenos com a
presenca de anel furano, sendo que mais de 800 ja foram isolados, com um namero
significante deles apresentando atividade biolégica como antibidtica, antitumoral,
inseticida, anti-inflamatoria, antinociceptiva, hipoglicémica, anti-Ulcera e
cardiovascular (MACIEL et al., 1998a; SILVA et al., 2005). Também sdo encontrados
diterpenos do tipo cleistantano (CRAVEIRO et al., 1982), caurano (GONZALEZ et
al., 1981), labdano (ROENGSUMRAM et al., 1999), casbano (MOURA e MONTE
1990), beierano, cembranoide, neoclerodano, halimano, isopimarano, seco-caurano,
traquilobano, forbol e atisano (SALATINO et al., 2007). Croton também é rico em
alcaloides de diversas classes, o que € de grande importancia sob a ética medicinal,
e Oleos volateis contendo mono e sesquiterpenoides. Existem ainda relatos de
triterpenoides pentaciclicos ou esteroidais. Substancias fendlicas como flavonoides,
lignoides e proantocianidinas também tém suas ocorréncias registradas neste
género (SALATINO et al., 2007).

Estudos diversos com varias espécies de Croton tém demonstrado atividades
biolégicas relevantes tanto em extrato bruto como em compostos puros,
comprovando o uso destas plantas na medicina popular. Nesta revisdo, buscou-se
descrever os dados quimicos e etnofarmacoldgicos de algumas espécies de Croton,
sem a pretensdo de ser de forma exaustiva. Optou-se por priorizar plantas
encontradas no Brasil, relevantes sob a Otica quimica e medicinal, dada a rica
diversidade de plantas bioativas deste género no mundo.

Croton lechleri Mull. Arg. conhecido como sangue de grado, sangue de
dragado, sangue de galo ou sangue de pau, € uma das espécies de Croton usadas
como purgativo e tdnico (AZEVEDO et al.,, 2008). Esta espécie tem uma longa

historia de utilizacdo como planta medicinal, principalmente como cicatrizante, anti-



inflamatdrio, tratamento de problemas no sistema digestivo (PIETERS et al., 1993;
UBILLAS, 1994) e anticancer (LOPES e LOPES et al., 2004). E uma arvore de
pequeno porte originaria da América do Sul, habita especialmente os bosques
umidos, sendo encontrada na regido amazonica do Peru, Equador e Brasil
(SALATINO et al., 2007; AZEVEDO et al., 2008).

O alcaloide taspina (Figura 2) é considerado o principal principio ativo de C.
lechleri a quem inicialmente foram atribuidas as ac¢des anti-inflamatoéria (PERDUE et
al., 1979), cicatrizante (VAISBERG et al., 1989) e citotoxica (CHEN et al., 1994) do

latex. Posteriormente, a acdo cicatrizante também foi atribuida a lignana 3’-4-O-

dimetilcedrusina (Figura 2) por Pieters et al. (1993).
OH

COOH

crolequinol acido crolequinico

korberina A korberina B taspina

OH

OH
MeO e

MeO OMe

3’-4-O-dimetilcedrusina

Figura 2: Compostos isolados de C. lechleri.
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Cai et al. (1991) encontraram que 90% do latex seco € composto de uma
mistura de proantocianidinas composta por catequina, epicatequina, galocatequina,
procianidinas diméricas e flavonoides. Desta resina também foram isolados por Cai
et al. (1993a; 1993b) os diterpenos clerodanos korberina A e korberina B, com
atividade antibacteriana demostrada, crolequinol e acido crolequinico (Figura 2)
juntamente com fitoesteroides e outros compostos minoritarios.

Ubillas et al. (1994) isolaram a proantocianidina oligomérica (MM=2200Da)
denominada de SP-303 com atividade antiviral e, posteriormente, foi comprovada a
sua acao antidiarreica no modelo de secrec¢do intestinal induzida por toxina da colera
por Fisher et al. (2004).

Lopes e Lopes et al. (2004) demonstraram o potencial mutagénico e
antioxidante do latex de C. lechleri em sistemas biologicos e Froldi et al. (2009) que
o latex aumenta a contratilidade de musculos gastrico liso e vascular com resposta
dose-dependente.

Rossi et al. (2003) examinaram a atividade antiproliferativa in vivo em células
de leucemia humanas K562 e a acdo mutagénica e antimutagénica em testes com
cepas de Salmonella do latex obtido de C. lechleri. Os resultados obtidos por Rossi
et al. (2003) demonstraram que o latex inibe a proliferacdo das células K652 e nao
consegue promover danos ao DNA, no modelo testado, comprovando a seguranca
genética e corroborando com a atribuicdo de ser o latex um produto saudavel e
eficaz.

C. cajucara Benth, conhecido popularmente como sacaca, € uma planta
medicinal encontrada na regido amazonica brasileira. Os caules e folhas sao usados
na forma de chéa ou pilulas para o tratamento do diabetes, nivel alto de colesterol no
sangue, inflamacéo do figado, rins e bexiga e distarbios gastro-intestinais (MACIEL
et al., 2000).

Estudos realizados com as raizes, caules e folhas separadamente de C.
cajucara demonstraram que o caule é a fonte mais rica em diterpenos clerodano
sendo a trans-desidrocrotonina 0 composto majoritario, com o0s principais efeitos
farmacoldgicos associados, juntamente com o triterpeno acido acetil aleuritolico
(MACIEL et al., 1998a, b). Outros diterpenos minoritarios também foram isolados:
trans-cajucarina B, sacacarina, trans-crotonina, cis-cajucarina B e cajucarinolideo

(Figura 3), juntamente com os esteréides p-sitosterol, estigmasterol, B-sitosterol
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glicosilado e os flavonoides 3,4,7-trimetoxi-canferol e 3,7-dimetoxi-canferol (MACIEL

et al., 1998a). o
O
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trans-dehidrocrotonina trans-crotonina cajucarinolideo

acido acetil aleuritélico

COOMe
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COH

Me

Me

cis-caijucarina B trans-cajucarina B caiucarina A

Figura 3: Compostos isolados de C. cajucara.

De Paula et al. (2008) comprovaram o efeito anti-ulcera do 6leo essencial de
C. cajucara em experimento com tratamento crénico em ratos. Ichihara et al. (1992)
demonstraram que o cajucarinolideo isolado apresenta atividade anti-inflamatoria e

inibe a acéo do veneno de abelha in vitro.
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Em estudos com a trans-desidrocrotonina Agner et al. (1999) néao
encontraram genotoxicidade e citoxicidade enquanto Maciel et al. (2000)
demonstraram acdo anti-inflamatéria, analgésica, anti-Ulcera, anti-espasmadica,
antitumor, antiestrogénica e significativo efeito hipoglicémico em diabete. Anazetti et
al. (2004) encontraram citotoxicidade contra células leucémicas humanas HL60 e
Silva et al. (2005) demonstraram os efeitos hipotensivo e bradicardiaco, sugerindo
gue este diterpeno possui potencial efeito terapéutico para doencgas crénicas como
hipertenséo, diabetes e arteriosclerose. Poersch et al. (2007), da mesma forma que
Agner et al. (1999) obtiveram resultados negativos para a atividade citotoxica e
também para a clastogénica, corroborando com a informacéo de seguranca no uso
do trans-dehidrocrotonina para fins terapéuticos.

C. urucurana Baill. é uma arvore que pode ser encontrada no Brasil desde o
estado da Bahia até o Rio Grande do Sul, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul
(PERES et al., 1997) também no Paraguai, Argentina e Uruguai (GURGEL et al.,
2005). Da casca pode ser obtido latex vermelho, semelhante ao que ocorre com C.
lechleri, 0 que leva esta espécie a ser reconhecida como um sangue de dragdo ou
em algumas regifes do Brasil, sangra d’agua. Tanto a resina quanto a casca sao
utilizadas pelos indios da regido amazbnica para estancar sangramento e
cicatrizante de ferimentos. Na medicina popular a utilizagdo estende-se para
atividades anti-inflamatoria, antiséptica, antiviral e no tratamento de Ulceras de
estbmago e intestino (PERES et al., 1997; SALATINO et al., 2007; RAO et al., 2007).

Alguns trabalhos tém comprovado algumas das atividades citadas. Peres et
al. (1997) isolaram do extrato metandlico da casca e caule de C. urucurana o
diterpeno sonderianina (Figura 4), com atividade antimicrobiana demonstrada por
Craveiro e Silveira (1982), juntamente com os compostos acido acetil aleuritdlico,
estigmaterol, f-sitosterol, campesterol, f-sitosterol glicosilado, catequina e
galocatequina. Também foi comprovada a agdo antimicrobiana do extrato contra
Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium. Em outro estudo Peres et al.
(1998) relataram o isolamento e identificacdo de dois diterpenos da casca desta
espécie, 15,16-epoxi-3,13(16)-clerodatrien-2-ona e 12-epi-metil-barbascoato (Figura
4). Milo et al. (2002) determinaram que o furoarabinogalactana € o principal

polissacarideo encontrado no exsudato da planta.
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COOMe
sonderianina 12-epi-metil-barbascoato 15, 16-epdxi-3,13(16)-clerodatrien-2-ona

Figura 4. Compostos isolados de C. urucurana.

Rao et al. (2007) demonstraram a acdo antinociceptiva do latex de C.
urucurana e Gurgel et al. (2005) comprovaram a atividade antifangica contra os
dermatofitos Tricophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
rubrum, Microsporum canis e Epidermophyton occossum. Ja Esmeraldino et al.
(2005) demonstraram a acdo anti-hemorragica do extrato aquoso e fracdes
semipurificadas desta espécie, sugerindo que a fracdo butandlica € um promissor
antidoto para os efeitos do veneno da cobra da espécie Bothrops jararaca.

Croton sonderianus Miull Arg., popularmente conhecido como marmeleiro-
preto ou marmeleiro, € um arbusto encontrado na regido nordeste do Brasil. Os
dados etnofarmacolégicos registram o uso das cascas e folhas para combater
problemas estomacais, no tratamento de hemorréidas inflamadas, disturbios gastro-
intestinais, reumatismo e nos casos de hemorragia uterina (SANTOS et al., 2005).

Esta planta é rica em diterpenos do tipo clerodano e cleistantano com
diversas atividades bioldgicas associadas (McCHESNEY e CLARK, 1991). Do caule
de C. sonderianus foram isolados os diterpenos sonderianina (Figura 4)
(CRAVEIRO et al., 1978), sonderianol e 3,4-seco-sonderianol (CRAVEIRO et al.,
1981a) (Figura 5). Nas raizes foram encontrados o &cido 2-hidroxi-hardwickico e
sonderianial (McCHESNEY e SILVEIRA, 1989). O extrato n-hexanico da resina das
raizes mostrou atividade antimicrobiana, que foi atribuida principalmente aos
diterpenos acido hardwickico e éacido 3,4-seco-traquilobandico (Figura 5)
(McCHESNEY e CLARK, 1991).
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sonderianol acido 3,4-seco-traquilobanoico

COOH

3,4-seco-sonderianol acido hardwickico

Figura 5: Compostos isolados de C. sonderianus.

Santos et al. (2005) cromprovaram a a¢do antinociceptiva do 6leo essencial
de C. sonderianus e, recentemente, Pinho-da-Silva et al. (2010) demonstraram o
efeito brénquio-dilatador do 6leo essencial sugerindo que este pode ser um potencial
agente terapéutico para o tratamento da asma.

Croton zehntneri Pax. & K. Hoffm. é uma planta aromatica nativa da regido
nordeste do Brasil, popularmente conhecida como “canela-de-cunhd”. De forma
semelhante ao C. urucurana, tem 0S mesmos usos populares, mas também é
empregada como calmante, estimuladora de apetite, indutora do sono (SALATINO et
al., 2007) e distarbios nervosos como ansiedade, irritabilidade e convulsdes
(BATATINHA et al., 1995).

O dleo essencial desta espécie € composto por mono e sesquiterpenos,
principalmente estragol e anetol (Figura 6) (ALBUQUERQUE et al.,, 1995, 1981b;
LUCIANO e MORAIS, 2000) que sé&o reportados como tendo atividade
antiespasmodica (COELHO-DE-SOUZA et al., 1997 e 1998) justificando o uso
popular da planta para o tratamento de desordens gastrointestinais (SIQUEIRA et
al., 2006). Bracher et al., (2008) isolaram das raizes de C. zehntneri um derivado do

tropano, o crototropano (Figura 6).
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Figura 6: Compostos isolados de C. zehntneri.

Bernardi et al., (1991) demostraram que o cha preparado com as folhas e
galhos de C. zehntneri apresenta propriedades estimulantes em ratos, entretanto, o
extrato liofilizado mostrou que possui um ou mais principios ativos com acao
caracteristica depressora do sistema nervoso central (SNC). Batatinha et al. (1995)
pesquisaram a acao do Oleo essencial da folhas de C. zenhtneri em experimentos de
avaliacdo comportamental em ratos e camundongos. Foi observado, em geral, um
decréscimo de atividade dos animais, sugerindo um efeito depressor do SNC. Os
autores concluiram que talvez o 6leo essencial possa ser o responsavel pela acédo
da planta em distarbios nervosos. Camurga-Vasconcelos et al. (2007) avaliaram a
acdo anti-helmintica do Oleo essencial encontrando resultados promissores e
Siqueira et al. (2006) demonstraram a acéo cardiovascular.

Croton celtidifolius Baill., &rvore encontrada na floresta atlantica do sul do
Brasil, estados de Rio de Janeiro até Goids e Sdo Paulo, é conhecida como sangue-
de-adave, pau-de-andrade ou pau-sangue (NARDI et al. 2003; 2006). A infusdo do
caule e das folhas é utilizada na medicina popular como anti-inflamatério, para o
tratamento da leucemia, Ulcera e reumatismo (SALATINO et al., 2007; NARDI et al.,
2003).

Nardi et al. (2003, 2007) demonstraram que o caule de C. celtidifolius possui
significante atividade anti-inflamatéria e antioxidante. Em outro estudo, Nardi et al.
(2006) demonstram efeito antinociceptivo para as cascas, numa fracdo rica em
proantocianidinas finalizando com Dal B0 et al. (2006) sugerindo que o0 mecanismo
de acéo desta fracéo envolve atuacao direta no sistema dopaminérgico.

C. campestris S. St-Hil. € um arbusto disperso por todo o Brasil. Conhecido
como velame do campo é utilizado na medicina popular em preparacdes de uso

interno e externo como um potente purgativo, no tratamento da sifilis e infec¢des do
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canal da bile (colédoco). Das raizes foram isolados os diterpenos clerodanos
velamona, velamolona e acetato de velamolona (Figura 7) que apresentaram
promissora atividade moluscicida contra Bulinus truncatus (EL BABILI et al., 2006,
1998).

velamona velamolona acetato de velamona

Figura 7: Diterpenos isolados de C. campestris.

Das partes aéreas de Croton moritibensis Baill., popularmente conhecida
como velame-preto, Araudjo-Junior et al. (2004) isolaram os alcaloides do tipo B-
carbolina a harmana (Figura 8), tetrahidroharmana, 2-etoxicarbonil
tetrahidroharmana e 6-hidroxi-2-metiltetrahidroharmana; os diterpenos 12-hidréxi-13-
metil-1,8,11,13-podocarpatrien-3-ona (Figura 8) e sonderianol, também encontrados

em C. salutaris e C. sonderianus, respectivamente.

Me
H

Me ’Me

harmana 12-hidroxi-13-metil-1,8,11,13-podocarpatrien-3-ona

Figura 8: Compostos isolados de C. moritibensis.

De C. muscicapa, um arbusto encontrado na regido nordeste do Brasil
conhecido como velame de cheiro, foram isolados os alcaloides sesquiterpénicos do
tipo guaiano muscicapina A, muscicapina B e muscicapina C (Figura 9) (ARAUJO-
JUNIOR et al., 2005).
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Figura 9: Compostos isolados de C. muscicapa.

C. nepetifolius Baill. € uma planta aroméatica, rica em 06leo essencial,
endémica da regido nordeste brasileira. Conhecida popularmente como marmeleiro-
sabia ou marmeleiro-vermelho € utilizada na medicina popular para distarbios
gastro-intestinais, como carminativa e tratamento de cdlica intestinal (ABDON et al.,
2002).

Do caule de C nepetifolius Baill. Moura e Monte (1990) identificaram o
diterpeno macrociclico do tipo casbano 1,4-dihidroxi-2E,6E,12E-trien-5-ona-casbeno
(Figura 10) juntamente com o arilpropanoide elemicina e a 2-hidréxi-4,6-
dimetdxiacetofenona. Posteriormente Santos et al. (2008) isolaram o 4-hidroxi-
2E,6E,12E-trien-5-ona-casbeno (Figura 10) juntamente com acetofenonas.

Magalhdes et al. (1998, 2004) comprovaram as propriedades
antiespasmadica e miorelaxante do 6leo essencial de C. nepetifolius, de acordo com
0 uso na medicina popular desta planta como antiespasmaédico intestinal. Em outros
estudos com o Oleo essencial, Abdon et al. (2002) avaliaram a atividade
antinociceptiva encontrando resultados promissores e Lahlou et al. (1999, 2000)
encontraram efeitos cardiovasculares sugerindo que o 6leo essencial pode ser um

agente vasorelaxante direto.

Me

1,4-diidroxi-2E,6E,12E-trien-5-ona-casbeno 4-hidréxi-2E,6E,12E-trien-5-ona-casbeno

Figura 10: Diterpenos isolados de Croton nepetifolius.
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3 OBJETIVOS

Tendo em vista a relevancia dos efeitos medicinais dos extratos de Croton
echioides, uma espécie de uso difundido na medicina popular, este trabalho teve por
objetivo fornecer dados quimicos, biologicos, de controle de qualidade fisico-
quimico, cromatografico e botanico para dar suporte a esse emprego tradicional e

gerar novos conhecimentos da planta.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar o método extrativo visando obter-se maior teor de extrativos e maior

capacidade antioxidante;

Avaliar a presenca dos marcadores quimiotaxonémicos em C. echiodes;

Purificar, isolar e identificar constituintes quimicos presentes no extrato bruto do

lenho de C. echioides;

Avaliar a capacidade antioxidante do extrato bruto, fracbes purificadas e

substancias isoladas;

Avaliar a atividade citotdxica de substancias isoladas;

Avaliar a acgdo farmacoldgica do extrato bruto do lenho em animais de
laboratorio;

Estabelecer parametros de controle de qualidade para a droga vegetal.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Cromatografia liquida de média pressao (MPLC)

A cromatografia liquida de média pressao foi utilizada empregando-se colunas
empacotadas com gel de silica Sepra C-18 (20-40 um) com dimensdes de 34x3 cm,
45x1 cm ou 35x0,5 cm, injetor manual com alca de 10 mL, bomba de fluxo (Waters —
Mod 510) e coletor de fragOes para tubos de 5 mL (Pharmacia-Biotech mod. FRAC-
200). A coluna, sistema eluente e volume coletado foram selecionados de acordo

com a polaridade e quantidade das fracGes a serem aplicadas.

4.1.2 Cromatografia contracorrente de alta velocidade (HSCCC)

Foi utilizado cromatografo em contracorrente equipado com uma coluna de
politetrafluoroetileno (PTFE) de 2,5 mm de didametro interno, volume de 200 mL de
capacidade total, injetor para 20 mL de amostra, 800 rpm, bomba de solvente de
duplo pistdo com vazdo de 1,0 mL (Waters mod. 510). Os sistemas fase
estacionaria/ fase movel e volume coletado foram otimizados segundo o descrito por
Hostetteman et al. (2001). Para a otimizacdo dos sistemas de separacdo para cada
fracédo, foram determinados os coeficientes de particdo (K) por espectrofotometria de
UV. K pode ser expresso como:

K = CFASE SUPERIOR/CFASE INFERIOR

Foram adicionados 5 mL dos solventes escolhidos para cada fragdo em funil
de separacédo e agitados ligeiramente. Foram deixados em repouso até a separacao
de fases. Foram tomados 3 mL de cada fase em tubo de ensaio, adicionados 1 mg
da fracdo a ser separada, agitados, deixados em repouso até a separacao de fases
e separadas. As fases foram escaneadas em espectrofotdmetro de UV (Shimadzu
mod. UV-1650PC) de 190 a 350 nm escolhendo-se para o calculo do K a banda de
maior absor¢cdo para cada sistema. O sistema foi considerado otimizado quando
valor de K se aproximou de 0,7, sendo estabelecida a fase com maior concentragéo
de amostra como estacionaria e a com menor concentragdo como movel. Os
sistemas de separacdo foram preparados em volume suficiente para cada

procedimento cromatografico de forma semelhante ao descrito, até a etapa de
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repouso e separacao de fases. O volume coletado variou de acordo com a
quantidade de amostra injetada.

4.1.3 Cromatografia a pressao normal

Foram utilizadas colunas cromatograficas preparadas segundo o0s
procedimentos descritos por Collins et al. (1997) utilizando-se como fase
estacionaria gel de silica 60 de 70-230 mesh (Merck) ou Sephadex LH 20
(Pharmacia). Como fase movel foram utilizados solventes puros ou mistura destes
para obter polaridade ideal para cada fracdo a ser cromatografada. As dimensdes de
coluna e volume coletado, foram selecionados de acordo com a quantidade de

material a separar.

4.1.4 Cromatografia “flash”

Foram utilizadas colunas cromatograficas de tamanho proporcional a
guantidade de material a ser cromatografado (STILL, 1978) acopladas a aparelho de
ar comprimido, utilizando-se como fase estacionéaria gel de silica 60 de 230-400
mesh (Merck). Como fase mdvel, foram utilizadas misturas binarias e ternarias de
solventes, em sistemas com gradiente crescente de polaridade ou isocratico. As
dimensdes das colunas utilizadas e volume coletado foram selecionadas de acordo

com a quantidade de material a separar.

4.1.5 Cromatografia a vacuo (CLV)

Para a CLV foram utlizadas colunas cromatograficas acopladas a
equipamento de vacuo empacotadas com gel de silica 60 de 70-230 mesh. Como
fase movel, foram utilizadas misturas binarias de solventes em sistemas com
gradiente crescente de polaridade. As dimensdes das colunas utilizadas e volume

coletado foram selecionadas de acordo com a quantidade de material a separar.

4.1.6 Cromatografia em camada delgada analitica

Foram utilizadas cromatoplacas de silica gel GF254 (Merck), e posteriormente
reveladas sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm, e pela
utilizacao de reveladores cromogénicos como solugcéo etanolica de cloreto férrico a
1%, vanilina sulfarica, vapores de iodo ou anisaldeido sulfarico a 0,5% (STHAL,
1962). Para os extratos brutos e fracdes obtidas da particdo do EB e FH, foi utilizado

como eluente hexano: diclorometano: metanol (6:3:1; v/iv) e como revelador
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anisaldeido sulfarico. Para as fracdes obtidas da purificacéo da FA foi utilizado como

eluente cloroférmio: metanol (7:3; v/v).

4.2 ANALISE ESTRUTURAL DE SUBSTANCIAS ISOLADAS

A andlise estrutural de substancias isoladas foi realizada por meio de métodos
espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear 1D (*H e 3C) e 2D (*Hx'H-
COSY, HSQC e HMBC), relativos ao TMS (7.02T-VARIAN Mercury Plus 300)
operando a 75 MHz para 3C e 300 MHz para H.

A espectrometria de massas foi realizada em baixa resolugdo, ESI-MS,
(Waters-Micromass mod. Quattro LC), GC-EI-MS (Waters-Micromass mod. Quattro
Micro) e em alta resolucdo ESI-MS (BRUKER-DALTONICS mod. MicroTof), ESI-MS
(Thermo Scientific mod. Orbitrap LTQ XL) e CG-MS (Waters-Micromass mod. GC
Tof). As andlises foram realizadas no Organische-Chemisches Institut da
Universidade de Munster, Alemanha e Central de Produtos Naturais da Universidade
Estadual de Maringd. Sempre que possivel os espectros das substancias foram

analisados por comparacdo com dados constantes na literatura.

4.3 ESTUDO FITOQUIMICO

4.3.1 Material vegetal

Caules secos de C. echioides (CE) (10 kg) foram adquiridos da empresa
distribuidora e comercializadora de matérias-primas vegetais IDEALFARMA, com
sede na cidade de Sao Paulo-SP, com comprovacdo de autorizagdo de coleta e
funcionamento do IBAMA.

Foram coletadas as partes aéreas floridas de CE no municipio de Lagoa Real-
BA (autorizacdo de coleta n°11995-3 de 02/11/2010, registro no IBAMA n°1844493,
responsavel, Jodo Carlos Palazzo de Mello). As exsicatas foram montadas e
identificadas pela Profa. Dra. Daniela Santos Carneiro-Torres como Croton echioides
Baill. e depositadas no herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana sob o
tombo Novello, C. R. 01 - HUEFS 139049.

4.3.2 Avaliagéo do solvente extrator
Foi avaliado o melhor solvente extrator pelo método de extracdo por turbolise
por um periodo de 15 min com controle de temperatura (< 40 °C). Os extratos foram

preparados utilizando-se 20 g de planta moida em 200 mL de solvente. Foram
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empregados 0s seguintes solventes extratores em proporcao volumétrica: 1) agua;
2) etanol:dgua 1:1; 3) etanol:dgua 7:3; 4) etanol:agua 9,5:0,5; 5) metanol; 6)
metanol:dgua 1:1; 7) acetato de etila; 8) diclorometano e 9) acetona:agua 7:3. Com
0S extratos obtidos foram realizadas as determinacbes do residuo seco e

capacidade antioxidante frente ao radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila).

4.3.3 Preparacéo e particao do extrato bruto

A extracdo do caule de C. echioides foi realizada por turbdlise com solvente
hidroalcodlico 70% (p/p), levando-se em consideracdo os resultados obtidos na
avaliacdo do liquido extrator. Uma quantidade de 7,6 kg do material vegetal moido
foi extraido em ultra-turrax (Ika Works, mod. UTC 115/KT) por um periodo de 48 h,
sendo este periodo composto por 5 min de agitacdo seguidos por repouso de 2 h,
sucessivamente. Em seguida, o solvente foi evaporado em evaporador rotatério e o
residuo liofilizado, fornecendo 383,8 g do extrato bruto (EB), portanto, com
rendimento de 4,4 % em peso.

Parte do EB (300 g) foi ressuspenso em 2,5 L de agua e submetido a particao
liquido-liquido em propor¢cdo volumétrica com n-hexano, diclorometano, acetato de
etila e n-butanol de acordo com Cechinel Filho e Yunes (2001). As fracGes obtidas
foram concentradas em evaporador rotatério sob pressdo reduzida, liofilizadas e
denominadas de FH, FD, FA, FB e FAQ, respectivamente (Esquema 1). Apds foram
cromatografadas em CCD e testadas quanto a capacidade antioxidante frente ao
radical DPPH para se determinar quais as fracdes seriam utilizadas nos

procedimentos de isolamento e identificacdo estrutural.

Extrato Bruto
300,00 g

1) Suspensédo em agua

2) Particdo sucessiva em
hexano — diclorometano—
acetato de etila — butanol

FH FD FA FB FAQ
62,63 g 44,19 ¢ 2351¢g 53,58 g 87,28 ¢
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Esquema 1: Particdo do extrato bruto com solventes de polaridade crescente de C.

echioides.

4.3.4 Estudo da fracao FH

Foram cromatografados 10 g da FH em coluna contendo gel de silica 60,
eluida com n-hexano, diclorometano e metanol combinados em ordem crescente de
polaridade. As fracdes obtidas foram analisadas por CCD, reunidas por semelhanca

cromatografica nomeadas de FH-1 a FH-5 (Esquema 2).

FH
10,00 g

CC (Silicagel 60; 35,0 x 3,0 cm)
hexano—diclorometano —metanol

FH-1 FH-2 FH-3 FH-4 FH-5
1,09 g 2,54 g 2,36 ¢ 0,65 0,20 g

Esquema 2: Fracionamento da FH por cromatografia em coluna com solventes de

polaridade crescente.

A FH-1 (1,09 g) foi cromatografada em sistema de cromatografia liquida a
vacuo (CLV) obtendo-se 110 fracbes que foram aplicadas em CCD e reunidas em 7
fracbes (Esquema 3). Deste procedimento foi isolada a substancia denominada
CEH-7. A subfracdo 2 foi recromatografada da mesma forma que a anterior,
sucessivamente, até o isolamento da substancia denominada CEH-1 (7,6 mg).



FH-1
1,099

CLV (Silicagel 60; 22 x 6,5 cm)
éter de petréleo: éter etilico 95:5 —
éter de petrdleo: éter etilico 80:40

170 mg

3

7

RMN

5
16 mg

Esquema 3: Fracionamento e
FH-1.

RMN

CEH-1
7,6 mg

CEH-7
20,5 mg

8

10

CC (Silicagel 60 flash; 45,0 x 1,0 cm)
éter de petroleo: éter etilico 98:2 —
éter de petréleo: éter etilico 95:5; viv

CC (Silicagel 60 flash; 45,0 x 0,5 cm)
éter de petroéleo: éter etilico 98:2; viv
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obtencdo da substancia CEH-1 a partir da fracéo
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A FH-2 (2,54 g) foi cromatografada em CC e as fracdes obtidas foram
aplicadas em CCD e reunidas em 12 fracdes. Em seguida, a subfracdo 4 (368 mg)
foi recromatografada obtendo-se 144 fracbes que por semelhanca cromatogréafica
em CCD forneceu 6 fragdes, sendo isolado a mistura de substancias denominadas
CEH-8 e CEH-9 (25 mg). Ja as subfracdes 1 (93,4 mg) e 2 (66,2 mg) foram
purificadas separadamente em sistema de cromatografia “flash”, de onde foram

isoladas as substancias denominadas de CEH-5 (15,8 mg) e CEH-6 (11,2 mg)

(Esquema 4).
FH-2
2,549
CC (Silicagel 60; 35,0 x 1,5cm)
éter de petréleo: éter etilico 80:40
[ |
1 4 12
368 mg
CC (Silicagel 60 flash; 35,0 x 1,0 cm)
éter de petréleo: éter etilico:cloroférmio
80:10:10; viv
' ' | RMN
1 2 6 CEH-8 e CEH-9
93,4 mg 66,2 mg 25,0 mg
CC (Silicagel 60 flash; CC (Silicagel 60 flash;
43,0x 0,5 cm) 43,0 x 0,5 cm)
hexano:éter etilico: hexano:éter etilico:
cloroférmio 84:8:8; viv cloroférmio 84:8:8; viv
[ | [ |
1 6 10 1 2 6
RMN RMN
CEH-5 CEH-6
15,8 mg 11,2 mg

Esquema 4: Fracionamento e obtencdo das substéncias CEH-5, CEH-6, CEH-8, e
CEH-9 a partir da fracdo FH-2.
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Procedeu-se o fracionamento da fracdo FH-3 (2,36 g) em CC com posterior
purificacdo das fracdes de interesse em CC em sistema “flash”. Destes
procedimentos foi possivel isolar as substancias denominadas CEH-3 (15 mg) e
CEH-4a e CEH-4b (8 mg) em mistura (Esquema 5).

FH-3
2,369

CC (Silicagel 60; 40,0 x 2,0 cm)
éter de petréleo: éter etilico 98:2 —
éter de petréleo: éter etilico 50:50

[ |

1 2 5
651 mg

CC (Silicagel 60 flash; 45,0 x 1,5 cm)
éter de petréleo: éter etilico 98:2 —
éter de petréleo: éter etilico 95:5

[ |

1 2 8
RMN RMN
CEH-3 CEH-4a e CEH-4b
15,0 mg 8,0 mg

Esquema 5: Fracionamento e obtencdo das substancias CEH-3, CEH-4a e CEH-4b
a partir da FH-3.
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Da fragdo FH-4 observou-se a formacéo de um precipitado, que foi separado
por centrifugacéo e denominado de CEH-10 (10,0 mg). Da purificacdo da FH-4 (650
mg) em CC obtiveram-se 150 fracdes, reunidas por semelhanca cromatografica em
CCD em 8 fracfes. Deste procedimento foi obtida a substancia denominada CEH-2
(27,5 mg) (Esquema 6).

FH-4
650 mg
recristalizacé@o CC (Silicagel 60; 4,5 x 40 cm)
em metanol éter de petréleo: éter etilico: metanol
RMN 60:35:5
CEH-10 : l
10,0 mg 1 2 8
RMN
CEH-2
27,5mg

Esquema 6: Fracionamento e obtencdo das substancias CEH-2 e CEH-10 a partir
da fracdo FH-4.
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4.3.5 Estudo da fragao FA

A FA (20 g) foi submetida a purificagcdo em CC utilizando-se Sephadex LH-20
como suporte sendo eluida com etanol, metanol, acetona e acido acético, puros ou
combinados com agua, em ordem crescente de polaridade. As fracdes obtidas foram
reunidas por semelhanca cromatografica por CCD, concentradas em evaporador
rotatério sob pressdo reduzida, congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas
(Esquema 7). Apods, foram novamente aplicadas em CCD e reveladas com solugéo
etandlica de DPPH. Algumas fracGes foram novamente reunidas e as mais ativas

foram selecionadas para serem submetidas novamente a purificagdo cromatogréfica.

FA
20,09

CC (Sephadex LH20; 46 x 5,5 cm)
etanol:agua—metanol—acetona:agua
—ac. acético:agua

23

FA-1
0,07 g

5-7
FA-7
2,73 g

10-11
FA-11
1,249

13-14
FA-14
0,84g

18
FA-18
0,40 g

20
FA-20
0229

FA-23
0,09 g

2-4
FA-4
6,58 g

FA-9
2,439

12
FA-12
2,37 g

15-17
FA-17
1,04 g

19
FA-19
0,28 g

21-22
FA-22
0,26 g

24-26
FA-26
0,48 g

Esquema 7: Fracionamento da FA por cromatografia em coluna empregando-se
Sephadex LH-20.

A fracdo FA-9 (92,4 g) foi diluida em metanol:agua (20:80; v/v), injetada no
sistema de MPLC acoplado a coluna empacotada com gel de silica de fase reversa
C-18 e eluida em gradiente decrescente de polaridade partindo de metanol:agua
(20:80 até 50:50; v/v) com vazédo de 2,5 mL/min. Foram obtidas 224 fragbes e
reunidas por semelhancga cromatogréafica em CCD em 16 fracdes. As fracdes foram

novamente aplicadas em CCD e reveladas com solucdo de DPPH. As fracdes que
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se mostraram ativas foram novamente purificadas. As subfracdes 4 (190,0 mg) e 7
(241,0 mg) foram injetadas separadamente em cromatégrafo de contra-corrente
utilizando-se o sistema metanol:adgua:acetato de etila:hexano (25:10:15:15; v/v)
sendo a fase inferior empregada como fase estacionaria e a fase superior como fase
movel, vazdo de 1 mL/min. Deste procedimento foi possivel obter as substancias
denominadas CEA-5 (47,2 mg), CEA-10 (5,0 mg), CEA-11 (35,0 mg) e CEA-12
(15,0 mg) (Esquema 8).

FA-9
2,43 g

MPLC (Sepra C-18; 30 x 5 cm)
metanol:agua 20:80—metanol:agua
50:50; viv

I | | |

1 4 7 16
190 mg 241 mg

HSCCC
agua:etanol:ac. etila:hexano

HSCCC

agua:etanol : ac. etila:hexano
250:100:150:150; viv 250:100:150:150; viv
FM= fase superior FM= fase superior

[ I I I I I I ]

1 4 5 18 25 1 4 13
RMN RMN RMN RMN
CEA-11 CEA-12 CEA-5 CEA-10
35,0 mg 15,0 mg 47,2 mg 5,0 mg

Esquema 8: Fracionamento e obtencdo das substéancias CEA-5, CEA-10, CEA-11 e
CEA-12 a partir da FA-9.

A fracdo FA-17 (1,04 g) foi diluida em metanol:agua (30:70; v/v), injetada no
MPLC acoplado a coluna empacotada com gel de silica de fase reversa C-18 e
eluida no modo isocratico com metanol:agua (30:70; v/v) e fluxo de 1,5 mL/min.
Foram obtidas 240 fragBes que foram reunidas com base no perfil cromatografico
em CCD em 14 fracdes. As 14 fragbes foram novamente aplicadas em CCD e
reveladas com solugdo de DPPH. Foram selecionadas as subfragfes ativas 1 (106
mg) e 3 (60 mg) para serem novamente cromatografadas em MPLC (fase reversa),

eluidas no modo isocratico com metanol:agua (50:50; v/v), fluxo de 1 mL/min,
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fornecendo as substancias denominadas de CEA-3 (5,0 mg) e CEA-4 (13,4 mg)

(Esquema 9).

FA-17
1,04 g

MPLC (Sepra C-18; 34 x 3 cm)
metanol : dgua 30:70; v/v

|

1
106 mg

|
1

RMN

CEA-4
13,4 mg

Esquema 9: Fracionamento e obtencdo das substancias CEA-3 e CEA-4 a partir da
FA-17.

A fracdo FA-18 (398,8 mg) foi submetida ao fracionamento por MPLC (fase
reversa), usando-se como eluente metanol:agua (70:30; v/v isocratico) e fluxo de 1,5

mL/min. Este procedimento resultou no isolamento das substancias denominadas de

]

|

3
60 mg

MPLC (Sepra C18; 45 x 1 cm)
metanol:agua 50:50; v/v

]

14

MPLC ( Sepra C18; 35x 0,5 cm)
metanol: agua 50:50; v/v

]

]

6

4

7

RMN

5,0 mg

CEA-3

CEA-8 (28,4 mg) e CEA-9 (25,2 mg) (Esquema 10).

FA-18
399 mg

MPLC (Sepra C18; 34 x 3 cm)
metanol:agua 70:30; v/v

4 6
RMN RMN
CEA-9 CEA-8
25,2 mg 28,4 mg
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Esquema 10: Fracionamento e obtencédo das substancias CEA-8 e CEA-9 a partir
da FA-18.

O fracionamento da FA-19 (283,0 mg) por MPLC (fase reversa), sistema
gradiente decrescente de polaridade com etanol:agua (30:70 até 90:10; v/v) e vazéo
de 1,5 mL/min forneceu 117 fragcbes que foram reunidas em 12 fracbes por
semelhanca cromatografica em CCD. Estas foram novamente aplicadas em CCD e
reveladas com solucdo de DPPH. Este fracionamento resultou no isolamento da
substancia denominada de CEA-6 (10,5 mg). A subfracdo 1 (65,0 mg) foi purificada
em MPLC usando-se metanol:dgua (50:50; v/v) como eluente e vazdo de 1 mL/min.
Obtiveram-se 55 fracBes que foram reunidas em 12 por semelhanca cromatografica

em CCD, resultando no isolamento da substancia denominada de CEA-2 (51,6 mg)

(Esquema 11).
FA-19
283 mg
MPLC (Sepra C-18; 34 x 3 cm)
etanol:agua 30:70 —
etanol:agua 90:10; v/v
[ I I
1 7 12
65 mg
RMN
MPLC (Sepra C18; 45 x 1 cm) CEA-6
metanol:dgua 50:50; v/v 10,5 mg
| I
1 4 12
RMN
CEA-2
51,6 mg

Esquema 11: Fracionamento e obtencéo da substancia CEA-2 a partir da FA-19.
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O fracionamento da FA-20 (220,6 mg) por MPLC (fase reversa), sistema
eluente isocratico composto por metanol:dgua (80:20; v/v), vazado de 2,0 mL/min
forneceu 130 fracbes que foram reunidas em 13 novas fracdes por semelhanca
cromatografica em CCD. As fragcbes obtidas foram cromatografadas em CCD e
reveladas com solugdo de DPPH. Deste procedimento foram isoladas as
substancias denominadas de CEA-1 (16,2 mg) e CEA-7 (78,2 mg) (Esquema 12).

FA-20
220,6 mg

MPLC (Sepra C18; 34 x 3 cm)
metanol: 4gua 80:20; v/v

1 6 13
RMN RMN
CEA-1 CEA-7
16,2 mg 78,2 mg

Esquema 12:Fracionamento e obtencado das substancias CEA-1 e CEA-7 a partir da
FA-20.

4.4 ENSAIOS BioLOGICOS

4.4.1 Testes comportamentais

Os testes comportamentais foram realizados na Universidade Bandeirante de
Séo Paulo e Centro de Psicobiologia Aplicada da Universidade Federal de Sé&o
Paulo sob a responsabilidade do Prof. Dr. Luis Carlos Marques e do pequisador Dr.

Fulvio Rieli Mendes.

4.4.1.1 Screening toxico-farmacologico

Cinco grupos de cinco camundongos machos, de 4 meses de idade,
receberam doses de 1, 10, 100 e 500 mg/kg do EB de C. echioides liofilizado
solubilizado em agua por via intraperitoneal e 500 mg/kg via oral (gavagem),

juntamente com os grupos controle para cada dosagem.
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Imediatamente apds, foram colocados em gaiolas de arame, com barras
espacadas de 1 cm, em numero de cinco por gaiola, sendo observados nos tempos
de 5, 15 e 30 min e apos, 1, 2, 4 e 24 h. Foram anotados todos os comportamentos
pertinentes a expressao de algum efeito farmacoldgico e/ ou toxico. Como roteiro
usou-se 0 protocolo empregado no Departamento de Psicobiologia da Unifesp
(CARLINI, 1972; OLIVEIRA et al.,, 1991) que avalia sinais gerais como: micgao,
defecacéo, “writhes”, pélos arrepiados, atividade motora, tremor, convulsido, ataxia,
perda do reflexo de postura, sensibilidade dolorosa, ptose palpebal, cauda de
Straub, abducédo das patas posteriores, sinais de estereotipia, bocejos, sono,
“‘grooming” excessivo, tdbnus muscular, lacrimejamento, exoftalmia, salivacdo e

morte.

4.4.1.2 Atividade motora

Empregaram-se trés grupos de camundongos jovens com dez animais cada.
Um grupo, controle, recebeu agua e os dois grupos restantes 10 e 50 mg/kg de EB
liofilizado de C. echoides solubilizado em agua por via intraperitoneal.
Imediatamente apo6s foram colocados em caixas eletrébnicas de avaliagdo de
movimentacdo e contados os movimentos no periodo de 60 min (OLIVEIRA et al.
1991).

4.4.1.3 Tempo de sono barbitarico

Foram utilizados camundongos machos jovens tratados agudamente por via
intraperitonel com agua (grupo controle) e EB de C. echiodes nas doses de 10 e 50
mg/kg (grupos tratados) solubilizado em agua. Passados 60 min receberam uma
dose de 80 mg/kg de hexabarbital por via intraperitoneal. Foram avaliados os
tempos de laténcia para iniciar 0 sono e entre a perda e a recuperacgao do reflexo de
endireitamento do animal (tempo de sono). O critério para a recuperacao do reflexo
de endireitamento foi fixado quando o animal, por trés vezes consecutivas saiu da

posicdo de decubito dorsal que foi imposta (CARLINI et al., 1986).

4.4.1.4 Coordenacao motora

Realizou-se a avaliacdo da coordenacdo motora dos animais por meio do
aparelho rota-rod, o qual consiste de uma barra giratdria de superficie aspera, com
didmetro de 3 cm e comprimento de 60 cm, dividida em cinco compartimentos iguais
separados por discos de 24 cm de diametro. O aparelho fica elevado a 40 cm da

base e gira na velocidade de 12 rpm. Realizou-se uma prévia selecdo dos animais
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no aparelho no dia anterior, selecionando-se 0s que conseguiam permanecer no
equipamento por 60 seg em até trés tentativas. Foram utilizados camundongos
machos jovens divididos em grupos. O grupo controle recebeu agua e dois grupos
foram tratados com o EB liofilizado de C. echioides solubilizado em agua com doses
de 10 e 50 mg/kg pela via intraperitoneal. A avaliacdo envolveu tempo de
permanéncia na barra giratéria bem como nimero de quedas em trés minutos de
avaliacdo, nos tempos de 30, 60 e 120 min apos a administracdo (OLIVEIRA et al.,
1991).

4.4.1.5 Teste do labirinto em cruz elevado

Foram utilizados trés grupos de camundongos machos jovens, sendo que o
grupo controle foi tratado com agua e os dois grupos restantes tratados com EB
liofilizado solubilizado em agua de C. echioides nas doses de 10 e 50 mg/kg
respectivamente, todos por via oral no periodo de sete dias. Os animais foram
submetidos individualmente por cinco minutos ao labirinto em cruz elevado que
consiste em uma estrutura de quatro bracgos, elevados 50 cm do chéo, dois bracos
possuem paredes, sendo chamados de “bracos fechados” e os outros dois bragos
nao possuem as paredes, sendo chamados de “bragos abertos”. Foram avaliados os
parametros: numero de entradas nos bracos abertos; nimero de entradas nos
bracos fechados; tempo de permanéncia nos bracos abertos; tempo de permanéncia

nos bracgos fechados e nimero de segmentos cruzados nos bracos abertos.

4.4.2 Atividade antioxidante
4.4.2.1 Avaliagéo da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH

A capacidade antioxidante foi avaliada de acordo com a metodologia descrita
por Mensor et al. (2001).

Para a analise preliminar do extrato bruto e subfracfes provenientes de sua
particdo foram preparadas solu¢cbes na concentracdo de 150 pg/mL de amostra em
metanol e como controle positivo solucéo padrao de acido ascorbico (vitamina C) na
mesma concentragdo. Para a determinagdo do ICso do extrato bruto, subfragbes,
substancias puras e controle positivo foram utilizadas pelo menos cinco
concentracdes diferentes. O controle positivo foi solucdo de Trolox® (acido 6-hidroxi-
2, 5, 7, 8-tetrametilcromo2-carboxilico) nas mesmas concentracbes das amostras.

Os experimentos foram realizados em triplicata.



35

Solugcdo metandlica de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) 0,3 mmol/L (1 mL)
foi adicionada a amostra (2,5 mL) deixando-se reagir em temperatura ambiente.
Metanol (1 mL) com adicdo de solucdo amostra (2,5 mL) foram utilizados como
branco. Solucdo de DPPH 0,3 mmol/L (1,0 mL) e metanol (2,5 mL) foram usados
como controle negativo. Ap6s 30 min os valores de absorbancia foram medidos a
518 nm e convertidos em porcentagem de atividade antioxidante ou percentagem de
DPPH consumido (AA%), utilizando-se para isso a seguinte férmula: AA%=100 —
{[(Abs amostra — Abs branco) x 100] / Abs controle}.

4.4.2.2 Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH em CCD

Foram utilizadas cromatoplacas de silica gel GF254 (Merck®), onde foram
aplicadas amostras das fracfes e substancias purificadas, usando-se fase moével
apropriada para cada caso. Em seguida, as placas foram reveladas com solugéo a
0,2% (p/v) de DPPH em etanol. O desenvolvimento de manchas de coloragéo

amarela demonstrou reacédo positiva (CONFORTI et al., 2002).

4.4.3 Avaliacao da atividade citotoxica

A avaliagdo da atividade citotoxica foi desenvolvida sob a responsabilidade do
prof. Dr. Celso Vataru Nakamura do Departamento de Ciéncias Basicas da Saude-
UEM.

4.4.3.1 Cultura de células

Células HCT-116 (célula de cancer colo-retal humano), foram cultivadas
usando meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10%
de SFB (soro fetal bovino ) e 50 pg/mL de gentamicina. A cultura foi mantida em
garrafas plasticas com tampa de rosca e dispositivo para entrada de CO:2 e
incubadas a 37 °C em estufa umida com tensdo de 5% de CO: (Fischer Scientific,
modelo Isotemp). Sempre que a monocamada de células encontrava-se confluente
era feita a renovacgao ou repique da cultura, utilizando solucéo de tripsina-EDTA a 37
°C.

4.4.3.2 Avaliacéo da citotoxicidade sobre células HCT-116

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada pelo método da sulforodamina B,
descrito por Skehan et al., 1990, com algumas modificacdes. Células HCT-116 foram
cultivadas em placas de 96 pocos. Apos a formagcdo da monocamada confluente,
aproximadamente 24 h, o meio antigo foi retirado e 100 pyL de DMEM foram

adicionados em cada poc¢o. Em seguida, o meio foi retirado e 100 pL das varias
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concentragcbes dos compostos foram adicionados por poco, em triplicata, exceto nos
pocos destinados ao controle de células, em que, ao invés das concentracdes da
droga, foram adicionados 100 pL de DMEM. Foram testadas as concentracdes de
3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pug/mL. Apos a adicdo das amostras as placas foram
incubadas por 48 h a 37 °C e 5% de CO2. Em seguida, o meio foi removido de cada
poco e lavado com PBS (tampdo fosfato salina) estéril. Para fixacdo foram
adicionados, em cada poco, 50 puL de &cido tricloroacético a 10% por 1h sob
refrigeracdo e ao abrigo de luz. Apds, a placa foi lavada 4x em agua corrente e
mantida em temperatura ambiente até secar. Apés a secagem da placa, adicionou-
se, a cada poco, 50 pL de uma solucdo a 0,4% de sulforrodamina B em acido
acético 1%. A placa foi incubada novamente sob refrigeracéo e ao abrigo da luz por
30 minutos. Em seguida, o corante foi retirado e a placa lavada 4x com acido acético
glacial a 1% para remocgdo do corante em excesso. O corante ligado as células
viaveis foi dissolvido em 150 pL de solucéo Tris-base 10mmol/L. Apds, determinou-
se a absorbancia em leitor de ELISA (Bio-Tek, modelo Power Wave XS) a 530 nm.

Os resultados foram comparados com o controle de células e a citotoxicidade
foi determinada pela destruicdo celular provocada pelos compostos, pela seguinte
férmula:

% de toxicidade celular = 100 — (DO tto / Do cc)

4.5 CONTROLE DE QUALIDADE

4.5.1 Residuo seco

A avaliacdo do residuo seco foi feita de acordo com a técnica descrita por
Mello e Petrovick (2000). Uma amostra de 20,0 g da solugdo extrativa foi
exatamente pesada em pesa-filtro previamente tarado e evaporada até secura em
banho de agua, sob agitacdo constante. O pesa-filtro foi colocado em estufa por 2 h
a temperatura de aproximadamente 105 °C, resfriado em dessecador e pesado. O
resultado foi expresso em relagdo a 100,0 g do extrato, pela média de trés

determinacdes.

4.5.2 Granulometria meédia

A determinacgéo da granulometria (tamanho das particulas do p6 e distribuigéo
de tamanho) foi realizada segundo a metodologia prevista na Farmacopéia Brasileira
(1988). Foram utilizados tamises de malha com 150, 180, 212, 300, 600 e 850 um
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previamente tarados. Uma por¢cao de 25,0 g foi colocada no tamis de maior malha e
submetida & agitacdo mecénica durante 30 min em agitador de peneiras
eletromagnético (Bertel, modelo AGT-01) superpostos, partindo-se de maior
diametro ao menor. Apos os tamises foram pesados e realizados os célculos de

acordo com a seguinte férmula.

Dpart = X (% Frac&o residual x abertura média)/ 100 = X mm

4.5.3 Perda por dessecacgéo

A avaliacdo da perda por dessecacao foi feita de acordo com a técnica
descrita pela Farmacopéia Brasileira (1988). Pesou-se exatamente cerca de 3 g do
lenho moido da planta em pesa-filtro de vidro previamente dessecado e tarado nas
mesmas condi¢cdes a serem empregadas na determinacdo. Os pesa-filtros foram
colocados na estufa por 2 h a 105 °C, posteriormente resfriados em dessecador e
pesados. Repetiu-se a operacdo até peso constate. Os valores sdo expressos em %
(p/p), calculados pela férmula:

PU _ PS Pa = massa da amostra

X100 Pu = massa do pesa-filtro mais a amostra antes da dessecacao
Pa Ps = massa do pesa-filtro mais a amostra apés a dessecacgéo

4.5.4 Teor de extrativos

A avaliacdo do teor de extrativos foi feita de acordo com a técnica descrita
por Mello & Petrovick (2000). Cerca de 1,0 g da droga vegetal moida, exatamente
pesada, foi submetida a decoccdo com 100,0 g de agua, durante 10 min. Apos
resfriamento o volume foi completado para 100,0 mL. A solucao restante foi filtrada
em papel de filtro e os primeiros 20,0 mL foram desprezados. Do restante do
filtrado foi pesada uma aliquota equivalente a 20,0 g, em pesa-filtro previamente
tarado, e evaporado até secura em banho de agua, sob agitacdo constante. O
residuo foi colocado em estufa, a temperatura de 105 °C por 2 h, resfriado em
dessecador e pesado. O teor de extrativos foi calculado em massa percentual, pela

meédia de cinco determinac¢des segundo a equacao:

.FD.100
TE=2 ==
m
onde: TE = teor de extrativos (%; m/m)

g = massa de residuo seco (g)
FD = fator de diluicéo (5)
m = massa da amostra (g).
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4.5.5 Cinzas totais e cinzas insollUveis em acido

A avaliacao do teor de cinzas totais e cinzas insollveis foi feita de acordo com
a técnica descrita pela Farmacopéia Brasileira (2010). Pesaram-se cerca de 3,0 g do
lenho moido em cadinho de silica previamente calcinado, resfriado e pesado.
Incinerou-se em mufla a 450 °C até eliminacdo total do carvdo. Resfriou-se a
temperatura ambiente e pesou-se, repetindo 0 experimento até peso constante.
Calculou-se a porcentagem de cinzas totais. Para as cinzas insolaveis em &cido,
foram adicionados 25 mL de HCI 20% no cadinho com residuos de cinzas, sendo
entdo fervida a amostra em manta aquecedora por 5 min e filtrada 2 vezes em papel
de filtro isento de cinzas. A seguir lavou-se o papel de filtro com agua fervente até o
pH tornar-se neutro. Acondicionou-se o papel de filtro no cadinho estabilizado e
tarado, o qual foi carbonizado na mufla por quatro horas, sendo a seguir esfriado em

dessecador e pesado para o calculo de cinzas insollveis em acido.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Empregou-se a analise de variancia (ANOVA) de uma e duas vias para 0s
testes paramétricos com variaveis intervalares, seguidas do teste de Tukey a
posteriori se necessario; dados de frequéncia foram analisados pelo teste de Fisher
unicaudal. O nivel de significancia aceito foi de p < 0,05 para todos 0s experimentos.

Essas analises foram realizadas por software estatistico (STATISTICA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 AVALIACAO DO LIQUIDO EXTRATOR

Com a finalidade de obter extrato(s) bruto(s) em bom rendimento, alta
concentracdo das substancias presentes e com maior capacidade antioxidante, para
os estudos fitoquimicos e bioldgicos, foi realizada a otimizacdo de extracdo dos
caules da planta, utilizando-se diferentes sistemas de solvente, tais como, etanol,
metanol e acetona puros ou em mistura com agua, e posterior analise do teor de
residuo seco, capacidade antioxidante e cromatografia em camada delgada.

O método de extracdo escolhido foi a turbdlise por ser um processo rapido e
eficiente (VOIGT, 1993). A comparacdo com a capacidade antioxidante deve-se a
presenca comum de alcaloides e flavonoides no género Croton, metabdlitos
secundarios que comumente apresentam este tipo de atividade biolégica (RIZSK,
1987; PAYO et al, 2001).

A andlise estatistica por variancia entre as médias de capacidade antioxidante
(p = 0,05 — ANOVA seguida por Tukey) mostrou que os extratos obtidos com
etanol:dgua (7:3; v/v), etanol:agua (1:1; v/v), metanol:agua (1:1; v/v) e metanol foram
0os que demonstraram o0s melhores resultados, n&o apresentando diferenca
significante entre si (Figura 11). Estes extratos também apresentaram os maiores
teores de residuo seco (Figura 12), sendo que o extrato etanol:agua 1:1 (v/v) foi o
gue demonstrou o0 maior teor dentre eles, seguido pelo etanol:agua (7:3; viv). A
presenca comum de terpenoides, substancias de baixa polaridade, no género Croton
levou a escolha do solvente etanol:agua (7:3; v/v), de menor polaridade que

etanol:dgua (1:1; v/v).

Capacidade Antioxidante
Frente ao Radical DPPH B Vitamina C
O Ext. aquoso
100 O Ext. etandlico 50%
0O Ext. etandlico 70%
O Ext. etandlico 95%
—= 0O Ext. metanolico
’_‘l_h_---_| I—‘ O Ext. acetato de etila
0 1 @ Ext. diclorometano
Amostra O MeOH:Agua 50%
O Acetona:Agua (70%)

% reducédo

;

Figura 11: Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH dos extratos de C.

echioides na concentracao de 150 ug/mL em relacéo ao liquido extrator
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Residuo Seco

% 6,00 1 O Ext. aquoso
5,00 ~ O Ext. etandlico 50%
4,00 A O Ext. etandlico 70 %
3,00 A O Ext. etandlico 95 %
2,00 A1 0O Ext. metandlico
1,00 - ’_‘ . 0O Ext. acetato de etila
0,00 , @ Ext. diclorometano

O Metanol 50%

Extrato O Acetona/Agua 7:3

Figura 12: Teor de residuo seco dos extratos de C. echioides com varios liquidos
extratores.

O extrato bruto obtido nestas condi¢des foi fracionado por particdo liquido-
liquido segundo Cechinel Filho e Yunes (2001), utilizando-se solventes em ordem
crescente de polaridade. Deste processo, resultaram cinco fracdes que foram
cromatografadas em CCD (Figura 13) e testadas quanto a capacidade antioxidante
frente ao radical DPPH para se determinar quais as fracbes seriam utilizadas nos
procedimentos de isolamento e identificacao estrutural. Por meio da CCD resultante,
revelada com anisaldeido sulfurico, pode-se observar que a FH apresentava um
perfil rico em substancias de baixa polaridade. No teste de capacidade antioxidante,

a fracdo que apresentou maior atividade foi a FA (Figura 14).

Figura 13: CCD da particdo liquido-liquido do EB de C. echioides eluida com
hexano:diclorometano:metanol (6:3:1; v/v) e revelada com anisaldeido
sulfarico.
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Capacidade Antioxidante
Frente ao Radical DPPH

100 -

80 A

% reducéo

60 A

40 A

20 A

o ] —

Vit. C FAQ FB FA FD FH

Figura 14: Comparacdo da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH das
fracbes FAQ, FB, FA, FD e FH na concentragcdo de 150 pug/mL. Controle

positivo vitamina C.
Tomando-se por base estes dois parametros, as fracdes FH e FA foram
escolhidas para o estudo fitoquimico, a FH por provavelmente conter compostos
diterpénicos, que sdo considerados marcadores quimicos do género e a FA por ser

a fracdo com maior capacidade antioxidante.

5.2 ISOLAMENTO DOS CONSTITUINTES

5.2.1 Fracionamento e isolamento de substéancias a partir da FH

O fracionamento da fracdo FH e purificacdo das sub-fracGes resultantes, por
cromatografia em coluna de fase normal (Esquemas 1 a 6), levaram ao isolamento
das substancias que foram denominadas de CEH-1 a CEH-10. Pela andlise dos
dados espectroscopicos de RMN associados aos dados espectrométricos de
massas das substancias isoladas, foram identificados os diterpenos, CEH-1, CEH-2,
CEH-3, CEH-4a, CEH-4b e CEH-5, o sesquiterpeno CEH-6, o triterpeno CEH-7 e os
fitoesteroides CEH-8, CEH-9 e CEH-10. N&o foram encontrados dados na literatura

para os diterpenos CEH-2 e CEH-3, indicando serem substancias inéditas.

5.2.2 Fracionamento e isolamento de substancias a partir da FA

Das fracOes obtidas na purificacdo do EB por particéo liquido-liquido, a FA foi
a que apresentou melhor capacidade antioxidante. Com o objetivo de isolar e
identificar substancias bioativas, as fracdes obtidas do fracionamento da FA foram
aplicadas em CCD e reveladas com solucdo de etandlica de DPPH (Figura 15). As

zonas que apresentaram descoloracéo visivel (de cor amarela) sdo as que possuem
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capacidade antioxidante. Algumas fracbes foram novamente reunidas e as mais
ativas foram selecionadas para serem submetidas novamente a purificagdo

cromatografica.

Figura 15: CCD das fragbes obtidas da purificacdo da FA de 1 a 26, eluida com
cloroférmio: metanol (85:15; v/v) e revelada com solugdo metandlica de
DPPH.

O fracionamento e purificacdo das subfracdes resultantes foram feitos por
meio de cromatografia em coluna de fase reversa, de adsor¢cdo ou de contra-
corrente. Estes procedimentos levaram ao isolamento de doze substancias
denominadas de CEA-1 a CEA-12. Pela andlise dos dados espectroscépicos de
RMN associados aos dados espectrométricos de massas das substancias isoladas,
foram identificados cinco alcaloides indélicos, CEA-1, CEA-2, CEA-3, CEA-4 e CEA-
5, quatro flavonoides, CEA-6, CEA-7, CEA-8 e CEA-9, e trés derivados de acido
benzoico CEA-10, CEA-11 e CEA-12. Nao foram encontrados dados na literatura

para o alcaloide CEA-5 indicando ser uma substancia inédita.

5.3 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DA FH

As estruturas moleculares das substancias isoladas foram determinadas com
base em dados espectrocépicos de RMN de 'H e 13C, espectrométricos de IV e EM
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e comparacdo com dados descritos na literatura. Os diterpenos CEH-2 e CEH-3
estdo sendo descritos pela primeira vez, tratando-se de substancias inéditas.

5.3.1 Diterpeno CEH-1

O espectro de massas (ESI-MS, modo positivo) do diterpeno CEH-1 mostrou
0s picos em m/z 375,2171 [M+H]* e 397,1994 [M+Na]* (Figura 16) que associados
aos dados de RMN 3C (Figura 19) permitiram propor a férmula C22Hz00s. A
interpretacdo e comparacédo dos dados de RMN com os da literatura (HASAN et al.,
2000) levaram-nos a identificacdo do CEH-1 como sendo o 15,16-ep6xi-3,13(16),14-
neo-clerodatrien-17,18-dicarboxilato de metila (nasimalun B).

CEH-1
|ﬂ1€'ﬂ54j [M+H]* +MS, 0.5-0.9min #(13-21), Background Subtracted|
x10%]
2.0 ~
1 [aV]
10
| ™ [M+Na]*
1.5 =t
1 [o2}
[o2]
0 -
1.01 2 3
' g 3
© ™ oA
™ ™ » 2 ~ 2 @ <
1 ~ oo ¥ o M @ = p s
S %8 8§ 5 Y5 2 s g
] & ’ 3 € v 99 Q g8
O.Q-“ L || I LAl “ll I; .JIL 1[[\ |1 .AL lul ll 1o

Figura 16: Espectro de massas (ESI-MS) da substancia CEH-1, no modo positivo.
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Os espectros de RMN de 'H (Figura 17, Tabela 1) e 13C (Figura 19, Tabela
2) do CEH-1 evidenciaram a presenca do anel furanico por meio dos sinais em &+
6,27 (H-14), 7,20 (H-16) e 7,35 (H-15), juntamente com o0s sinais dos respectivos
carbonos em 6¢ 111,2, 138,7 e 143,0 e do carbono néo ligado a hidrogénio C-13, em
0c125,4.

A presenca do anel decalinico penta substituido, contendo uma ligacao dupla,
foi caracterizada pelos sinais em déu/oc 1,41-1,68/17,3; 2,15-2,33/27,2; 1,13-2,41/35,0
e 1,60-2,02/21,8, referentes aos hidrogénios e carbonos metilénicos C-1, C-2, C-6 e
C-7; sinais em dn/dc 2,58/49,4 e 1,43/46,6 correspondente aos carbonos metinicos
C-8 e C-10; sinais em 6c 37,5 e 38,9 dos carbonos C-5 e C-9 além dos sinais em
dn/dc 6,65/137,5 e dc 142,0 que evidenciam a ligagdo dupla entre os C-3 e C-4. Os
sinais em &u1/dc 1,33 e 0,94/21,0 e 20,2 comprovam a presencga dos grupos metilas

Me-19 e Me-20, ligados aos C-5 e C-9, respectivamente.

MeO-17
MeO-18
10
l
1
| 6eq 2eq 12b 2ax 7ax 1eq Teq | 116:
11
| C ,‘JH ¥ 19 |20
K \‘ nlﬁ F"‘ ! \r\ 1 Jh i M J WI‘
o " ENLIN
HIL.IU , \ | J N\) W ‘ 'l-' _)"UFVN\/ \"\/‘JU“ u 1IL
R e . AT —— /
2.6 2.5 2.4 2.3 2.2 2.1 ppm 1.80 1.70 1.60 1.50 ppm /1
{ [
[
1516 3 14 7 /’// /| ff f /‘:
. r r |
i i f//}‘ J HJ‘/}/
6ax
J| I |l | (kA i
ol A ) T O |7 X% AR LAY VN |
7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 17: Espectro de RMN de 'H da substancia CEH-1 (300 MHz, CDCls).
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A presencga dos sinais de grupo metoxila em 61 3,66 e 3,70, com integragéo
para trés hidrogénios cada, associados aos sinais de carbonila em 6c 175,2 e 167,7

comprovam a presenca dos dois grupos carbometoxi que estéo ligados nas posicdes

C-4 e C-8 do sistema decalinico, respectivamente.

f‘ L]
S -
E;‘; (ppm)_ . ]
i) 1 )
2
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3 ]
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B
]
i

Fl1 (ppm)

Figura 18: Espectro de COSY da substancia CEH-1 (300 MHz, CDClI3).

O anel furanico esta ligado ao sistema decalinico na posicdo C-9 por uma
unidade etileno caracterizada por intermédio dos sinais em &n/6c 1,40-1,76 € 2,20 e
2,50/ 46,6 e 18,5.
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No espectro de RMN 'H encontram-se Varios sinais sobrepostos na regiéo
entre o+ 1,00 a 2,50, o que dificultou a determinagdo de algumas constantes de
acoplamento. As atribuicdes de todos os sinais de RMN 'H e as respectivas
correlagcbes observadas no COSY (Figura 18) estdo demonstradas na Tabela 1,
confirmando a estrutura proposta e o posicionamento dos grupos ligados no

esqueleto terpénico

Tabela 1: Dados de RMN de 'H (300 MHz, CDCIlz) e correlagées observadas no
COSY da substancia CEH-1, comparados com os valores de o4 (600 MHZ, CDCl3)
para o nasimalun B (HASAN et al., 2000).

CEH-1 nasimalun B
H Su (m, J em Hz) COSY du (m, J em Hz)
lax 1,46 (m) H-1eq, H-2eq, H-2b, 1,53 (dddd, 13,5; 13,5;
H-10 13,5; 5,0)
leq 1,68 (m) H-lax, H-2eq, H-2ax, 1,70 (dddd, 13,5; 5,0; 5,0;
H-10 5,0)
2ax 2,15 (m) H-1leq, H-1lax, H-2eq 2,19 (m)
2eq 2,33 (ddd, 19,8; 4,8; 4,8) H-1eq, H-lax, H-2ax, 2,33 (ddd, 20,0; 5,0; 5,0)
H-3
3 6,65 (dd, 4,2; 3,0) H-2eq 6,65 (dd, 5,0; 3,0)
6ax 1,13 (ddd, 13,5;13,5; 3,6) H-6eq, H-7eq 1,13 (ddd, 13,5; 13,5; 4,0)
6eq 2,41 (ddd, 13,2; 3,6; 3,6) H-6ax 2,44 (ddd, 13,5; 3,0; 3,0)
7ax 2,02 (ddd, 13,5; 13,5; 3,6) H-7eq, H-8 2,05 (dddd, 13,5; 13,5;
13,5; 3,0)
7eq 1,60 (m) H-6ax, H-7ax, H-8 1,66 (M)
8ax 2,58 (dd, 12,9; 3,6) H-7eq, H-7ax 2,59 (dd, 13,5; 4,0)
10ax 1,43 (m) H-1leq, H-lax 1,43 (dd, 12,0; 6,0)
11a 1,76 (ddd, 14,7; 14,7;5,0)  H-11b, H-12a, H-12b 1,77 (ddd, 18,0; 13,5; 5,0)
11b 1,40 (m) H-11a, H-12a, H-12b 1,45 (m)
12a 2,50(ddd, 13,2; 13,2; 4,0) H-12b, H-11a, H-11b 2,53 (ddd, 13,5; 13,5; 3,5)
12b 2,20 (ddd, 11,0; 11,0; 3,5) H-12a, H-11a, H-11b 2,21 (m)
14 6,27 (dd, 1,5; 0,6) H-15 6,28 (d, 2,0)
15 7,35 (dd, 1,5; 1,5) H-14 7,36 (dd, 2,0; 1,0)
16 7,20 (sl) 7,22 (s)
19 1,33 (s) 1,34 (s)
20 0,94 (s) 0,95 (s)
MeO-17 3,66 (s) 3,68 (s)
MeO-18 3,70 (s) 3,71 (s)
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160 140 120 100 80 60 40 20

Figura 19: Espectro de RMN de 3C e DEPT da substancia CEH-1 (75,5 MHz,

CDCla).

J\__J de L

i

F1
(ppm

~

'S
o

I

[ee]
o

|

M i

F2 (ppm)

Figura 20: Espectro de HMQC da substancia CEH-1 (75,5 MHz; CDCls).
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Na Tabela 2 estdo demonstrados os sinais de RMN de 13C, associados aos

dados dos espectros de DEPT e HMQC, comparados com os valores de dc descritos

na literatura para o nasimalun B.

Tabela 2: Dados de RMN de 3C, DEPT e HMQC (75,5 MHz; CDCIs3) da substancia
CEH-1 comparados com os valores de 6c (150 MHz; CDCls) descritos na literatura
para o nasimalun B (HASAN et al., 2000).

CEH-1 nasimalun B
C dc DEPT HMQC dc
1 17,3 CH; 1,41; 1,68 17,2
2 27,2 CH> 2,15; 2,33 26,9
3 137,5 CH 6,65 137,2
4 142,0 C 141,8
5 37,5 C 37,3
6 35,0 CH; 1,13; 2,41 34,9
7 21,8 CH: 1,60; 2,02 21,6
8 49,4 CH 2,58 49,1
9 38,9 C 38,7
10 46,6 CH 1,43 46,4
11 41,1 CH> 1,40; 1,76 40,9
12 18,5 CH; 2,20; 2,50 18,1
13 125,4 C 125,1
14 111,2 CH 6,27 111,0
15 143,0 CH 7,35 142,7
16 138,7 CH 7,20 138,5
17 175,2 C 174,9
18 167,7 C 167,5
19 21,0 CHs; 1,33 20,8
20 20,2 CHs; 0,94 19,9
MeO-17 51,4 CHs; 3,66 51,1
MeO-18 51,5 CHs; 3,70 51,2
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5.3.2 Diterpeno CEH-2

A comparacdo dos dados de RMN com os dados do CEH-1 associados a
andlise do espectro de massas (ESI-MS, no modo positivo), 0 qual apresentou picos
em m/z 361,4 [M+H]* e 383,3 [M+Na]* (Figura 21), permitiram propor a formula
C21H280s e a identificacdo da substancia como sendo a 15,16-ep06xi-3,13(16),14-neo-
clerodatrien-17-carboxi-18-carboxilato de metila. Apos ampla revisdo bibliografica,

nao foi encontrada referéncia a substancia, indicando ser inédita.

(0]

Meo~ | g
CEH-2
[M+Na]* Scan ES+
383 4
100 52508
i [M+H]*
] 3534
-
11911
| 3293 348 4 375 4 299 4
] 2070 2211 2592 2752 3012
\
1 J 2793 ‘ 3393 4154 4434
0 J”.u.]u]lj.l ]I.IJJJJ.I-‘|||I.I‘L|.I‘I‘L|-|‘l.l.i.-.inllil-lllli.I.I. ..I|||n|l|l iy .||l I.|.|||| N i”ul |.|I. 9 LT R | VT | W e ||II PR T EREERAN | RWERWEN TP miz

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460

Figura 21: Espectro de ESI-MS da substéncia CEH-2, no modo positivo.
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Os espectros de RMN do diterpeno CEH-2 (Figuras 22 a 27) mostraram-se
semelhantes ao do CEH-1. A auséncia de um dos dois sinais de metoxila, presentes
no CEH-1, e o deslocamento do sinal de carbonila em dc 167,7 para 180,8 sugeriram
a substituicdo de grupo carbometoxi, em CEH-1, para carboxi, em CEH-2.

A presenca do anel furano foi confirmada no espectro de RMN de 'H (Figuras
22 e 23) pelos sinais em 61 6,28, 7,21 e 7,34. O sinal de hidrogénio vinilico em &n
6,65, atribuido ao H-3, os sinais de hidrogénios metinicos em &4 2,58 (H-8) e 1,45
(H-10) e os de hidrogénios metilénicos em &u 1,70 (H-1leq), 1,50 (H-lax), 2,33 (H-
2eq), 2,20 (H-2ax), 2,45 (H-6eq), 1,12 (H-6ax), 2,02 (H-7ax) e 1,62 (H-7eq)
caracterizam o sistema decalinico do esqueleto terpénico. O grupo carbometoxi foi
estabelecido pelo sinal em 61 3,70 (3H) bem como metilicos 19 e 20 pelos sinais em
on 0,98 (3H) e 1,33 (3H). Os sinais de hidrogénio metilénico em éu 1,74 (H-11a),
1,61 (H-11b), 2,45 (H-12a) e 2,15 (H-12b) sao referentes ao sistema etilénico. Os
sinais de RMN de 'H com as respectivas multiplicidades e correlacdes observadas
no COSY (Figura 24) estado expressos na Tabela 3.

MeO-18

15 14 MeO
3 m
| 16 f i,
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N }‘ﬁ‘ I I‘ﬁ f‘q o ’
2 I S AN r [y
/ / /
T T e A / /
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J" / I / |
r )] o0 /
T I/ /
w ‘ N /
‘ J } J it I A .‘/ /J
‘ b AL Mo 11
_MJL __ﬁ J ,UJ& " J'IuLV{'fh-'-J‘I'f J"’x—fu‘uf” "y W L
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7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 22: Espectro de RMN de 'H da substancia CEH-2 (300 MHz; CDCls).
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Figura 24: Espectro de COSY da substancia CEH-2 (300 MHz; CDCIs).
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Tabela 3: Dados de RMN de 'H (300 MHz; CDCIlz) e correlagGes observadas no
COSY da substancia CEH-2, comparados com os valores de o4 (600 MHZ, CDClI3)
para o nasimalun B (HASAN et al., 2000).

CEH-2 nasimalun B
H o1 (m, J em Hz) COSY o1 (m, J em Hz)
lax 1,50 (m) H-leq, H-2eq, H-10 1,53 (dddd, 13,5; 13,5;
13,5; 5,0)
leq 1,70 (m) H-lax, H-2eq, H-10 1,70 (dddd, 13,5; 5,0; 5,0;
5,0)
2ax 2,20 (m) H-2eq 2,19 (m)
2eq 2,33 (ddd, 19,8; 4,8; 4,8) H-leq, H-lax, H-2ax, 2,33 (ddd, 20,0; 5,0; 5,0)
H-3
3 6,65 (dd, 4,2; 3,0) H-2eq 6,65 (dd, 5,0; 3,0)
6ax 1,12 (ddd, 13,5; 13,5; 3,5) H-6eq, H-7eq, H-7ax 1,13 (ddd, 13,5; 13,5; 4,0)
6eq 2,45 (ddd, 13,2; 3,3; 3,3) H-6ax, H-7eq, H-7ax 2,44 (ddd, 13,5; 3,0; 3,0)
7ax 2,02 (ddd, 13,5; 13,5; 3,0) H-7eq, H-6ax 2,05 (dddd, 13,5; 13,5;
13,5; 3,0)
7eq 1,62 (m) H-7ax, H-6ax, H-8 1,66 (m)
8ax 2,58 (dd, 12,9; 3,5) H-7eq 2,59 (dd, 13,5; 4,0)
10ax 1,45 (m) H-1leq, H-lax 1,43 (dd, 12,0; 6,0)
1lla 1,74 (ddd, 14,7; 14,7; 5,1) H-12a 1,77 (ddd, 18,0; 13,5; 5,0)
11b 1,61 (m) H-12b 1,45 (m)
12a 2,45 (ddd; 13,2; 13,2; 4,0) H-12b, H-11b 2,53 (ddd, 13,5; 13,5; 3,5)
12b 2,15 (ddd, 11,0; 11,0; 3,3) H-12a, H-11a 2,21 (m)
14 6,28 (dd, 1,8; 0,6) H-15 6,28 (d, 2,0)
15 7,34 (dd, 1,8; 1,5) H-14 7,36 (dd, 2,0; 1,0)
16 7,21 (sl) 7,22 (s)
19 1,33 (s) 1,34 (s)
20 0,98 (s) 0,95 (s)
MeO-17 - 3,68 (s)
MeO-18 3,70 (s) 3,71 (s)

A andlise conjunta dos espectros de RMN de 13C, DEPT (Figura 25) e HMQC
(Figura 26) confirmou a estrutura proposta ao CEH-2. O anel furanico foi
evidenciado pelos sinais em 6c 111,3 (CH), 138,8 (CH), 142,9 (CH) e 125,2 (C). Para
o sistema decalinico penta substituido, foram atribuidos os sinais de carbono
metilénico em 6c 17,3 (C-1), 27,1 (C-2) 34,8 (C-6) e 21,6 (C-7); metinicos em &c
137,6 (C-3), 49,1 (C-8), 46,6 (C-10) e os sinais de carbono nao ligado a hidrogénio
em &c 141,8 (C-4), 37,4 (C-5), 38,9 (C-9). Os sinais em &c 137,6 e 141,8

evidenciaram a dupla ligacao entre C-3 e C-4.
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O grupo carbometoxi foi comprovado por intermédio dos sinais em éc 51,5 e
167,7 e o grupo carboxi pelo sinal em 180,8. Os sinais em éc 20,1 e 21,0 indicaram a
presenca de dois grupos metilas e os sinais de carbono metilénico em 40,8 e 18,5 a
presenca do sistema etilénico. Todos os dados de RMN de '3C e as respectivas
conectividades com os sinais de hidrogénio observadas no HMQC podem ser

visualizados na Tabela 4.

180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
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Figura 25: Espectro de RMN de 3C e DEPT da substancia CEH-2 (75,5 MHz;
CDCl3).
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Figura 26: Espectro de HMQC da substancia CEH-2 (75,5 MHz; CDCls).

A comprovacdo do posicionamento do grupo carboxi em C-8, bem como as
atribuicbes dos demais carbonos nédo ligados a hidrogénio foram feitas por
experimento de HMBC (Figura 27). As correlacdes do sinal em 8+ 2,58, referente ao
H-8, com o sinal em &c 180,8, referente ao carbono carbonilico do grupo carboxi, e
com o grupo metila C-20 em 6c 20,1 comprovam a proximidade destes grupos e
suas respectivas atribuicdes (Figura 28). Para o grupo metila C-20 tem-se também a
correlacdo a 3Jch com o C-11, em &c 40,8, da unidade etilénica e a 2JcH com o
carbono quaternario C-9 em dc 38,9. Para o grupo metila C-19 observou-se
correlagdes com C-4 e C-5. As correlagdes dos H-12a e H-12b, da unidade etilénica,
H-14 e H-15 do anel furano, com o carbono quaternario C-13, comprovam a conexao
destes dois sistemas. As demais correlacbes podem ser observadas na Tabela 4

comprovando a estrutura sugerida para o diterpeno CEH-2.
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Figura 28: Principais correlacdes observadas no espectro de HMBC da substancia
CEH-2.
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Tabela 4: Dados de RMN de 3C, DEPT, HMQC e HMBC (75,5 MHz; CDCI3) da
substancia CEH-2.

C oc DEPT HMQC HMBC
2JcH 3JcH
1 17,3 CH; 1,50; 1,70 H-2, H-10
2 27,1 CH; 2,20; 2,33 H-1, H-10
3 137,6 CH 6,65 H-1
4 141,8 C H-2eq, H-2ax, Me-
19
5 37,4 C H-1, H-6a, Me-19
6 34,8 CHa 1,12; 2,45 Me-19
7 21,6 CH; 1,62; 2,02
8 49,1 CH 2,58 H-11a, Me-20
9 38,9 C H-8, H-10, Me-20
10 46,6 CH 1,45 H-leq H-2eq, H-11a, Me-
19, Me-20
11 40,8 CHa 1,61; 1,74 H-12ax Me-20
12 18,5 CHa 2,15; 2,45 H-11a, H-11b
13 125,2 C H-12a, H-12b, H-14 H-15
14 111,3 CH 6,28 H-11b, H-16
15 142,9 CH 7,34 H-14 H-16
16 138,8 CH 7,21 H-14-H-15
17 180,8 C H-8
18 167,7 C MeO-18
19 21,0 CHs 1,33
20 20,1 CHs 0,98 H-8

MeO-18 51,5 CHs 3,70
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5.3.3 Diterpeno CEH-3
O diterpeno CEH-3 foi identificado com base na comparacao de seus dados

espectroscopicos com os de CEH-1 (nasimalun B).

CEH-3
O espectro de RMN 'H (Figuras 29 e 30, Tabela 5) da substancia CEH-3
apresenta sinais para trés hidrogénios aromaticos caracteristicos do anel furano em

on 6,30 (H-14), 7,26 (H-16) e 7,36 (H-15), confirmados por suas correlacbes no

espectro de COSY. A presenca do sistema decalinico foi confirmada, principalmente,
pelos sinais em 6+ 2,20 (H-1a), 1,70 (H-1b), 2,93 (H-2ax), 2,42 (H-2eq), 1,42 (H-6a),
1,32 (H-6b), 2,02 (H-7ax) e 1,70 (H-7eq), atribuidos aos hidrogénios metilénicos e
sinais em 061.3,01 (H-4), 2,63 (H-8) e 2,64 (H-10), referentes aos hidrogénios
metinicos. Em relacdo a CEH-1, observa-se a presenca de um sinal em &n 3,01,
atribuido ao hidrogénio H-4, e a auséncia do sinal referente ao hidrogénio sobre
dupla ligagdo em 61 6,65. Em 6 3,67 (3H) e 61 3,70 (3H) observam-se os sinais das
metoxilas dos grupos carbometoxi ligados ao C-8 e C-4, respectivamente. Os sinais
em o1 1,04 e 0,92 foram atribuidos aos grupos metila Me-19 e Me-20,
respectivamente. A unidade etilénica foi caracterizada pelos sinais em o1 1,74 (H-
11a), 1,50 (H-11b) 2,67 (H-12a) e 2,33 (H-12b),
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Figura 29: Espectro de RMN de 'H da substancia CEH-3 (300 MHz; CDCls).
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Figura 30: Ampliacéo parcial do espectro de RMN de 'H da substancia CEH-3.
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Tabela 5: Dados de RMN de 'H (300 MHz; CDCIlz) e correlagées observadas no
COSY de CEH-3.

H on (m, J em Hz) COSY

la 1,95 (m) H-1b, H-2a, H-10
1b 1,70 (m) H-1a, H-2a, H-10
2ax 2,93 (ddd, 14,4; 13,5; 7,5) H-1a, H-1b, H-2eq, H-4
2eq 2,42 (m) H-2ax

4ax 3,01 (d, 1,8) H-2ax

6a 1,42 (m) H-6b, H-7ax, H-7eq
6b 1,32 (m) H-6a, H-7ax
7ax 2,02 (ddd, 13,8; 13,8; 3,6) H-6a, H-7ax
7eq 1,70 (m) H-7ax,H-6a, H-6b, H-8
8ax 2,63 (dd, 9,0; 3,6) H-7ax
10ax 2,64 (dd, 9,3; 3,6) H-1a, H1lb

1lla 1,74 (ddd, 14,7; 14,7; 5,4) H-11b, H-12a, H-12b
11b 1,50 (m) H-11a, H-12a
12a 2,67 (m) H-12b, H-11a, H-11b
12b 2,33 (m) H-12a, H-11a

14 6,30 (dd, 1,8; 0,9) H-15

15 7,36 (t, 1,8) H-14, H-16

16 7,26 (M) H-15

19 1,04 (s)

20 0,92 (s)

MeO-17 3,67 (s)
MeO-18 3,70 (s)

A configuracgéo relativa de CEH-3 foi definida pelos valores das constantes de

acoplamento (J) usando-se como modelo o diterpeno nasimalum (b) (HASAN et al.,

2001). A constante de acoplamento de 1,8 Hz relativa ao acoplamento em W entre

H-4 e H-2ax, como observado no espectro de COSY, determina a orientacdo B-axial

para o H-4 e, consequentemente, a-equatorial para o grupo carbometoxi ligado em

C-4. A orientacdo a-equatorial para o grupo carbometoxi em C-8 foi estabelecida

pela constante de acoplamento de 9,0 Hz entre H-8ax e H-7ax. A configuragéo trans

para a decalina foi determinada pela constante de acoplamento de 9,3 Hz observado

entre H-10ax e H-7ax.
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Figura 31: Espectro de COSY da substancia CEH-3 (300 MHz; CDClIs).

As diferencas observadas no espectro de RMN *3C do diterpeno CEH-3 em
relacdo ao observado para CEH-1 foram, principalmente, a presenca de sinais
adicionais para uma carbonila e um carbono metinico, em &c 206,4 e 71,0,

respectivamente, em CEH-3, e a auséncia dos sinais da insaturacdo do esqueleto
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terpénico em oc 137,5 (C-3) e 142,0 (C-4), em CEH-1. Estas diferencas levaram a
atribuir a carbonila 6c 206,4 em C-3 e o carbono metinico 6c 71,0 em C-4.

Os dados de RMN 13C foram analisados conjuntamente com os espectros de
DEPT (Figura 32) e HMQC (Figura 33), sendo que 22 sinais foram atribuidos ao
diterpeno CEH-3 por comparacao com os dados de CEH-1.

o

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 pPpPm

Figura 32: Espectro de RMN de 3C e DEPT da substancia CEH-3 (75,5 MHz;
CDCls).

O sistema furanico foi evidenciado pelos sinais em &c 125,2 (C-13), 111,2 (C-

14), 143,0 (C-15) e 138,9 (C-16). Os sinais dos carbonos metilénicos em 6c 22,2 (C-

1), 39,5 (C-2), 36,7 (C-6), 21,7 (C-7), 40,9 (C-11) e 18,7 (C-12); carbonos metinicos

em oc 71,0 (C-4), 49,3 (C-8) e 39,0 (C-10) e carbonos néo ligados a hidrogénio em

dc 41,6 (C-5), 39,4 (C-9), confirmaram a presenca do sistema diterpénico. Os grupos
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carbometéxi foram evidenciados pelos sinais em 6c 174,6 (C-17), 169,6 (C-18), 51,5
(MeO-17) e 52,4 (MeO-18).
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Figura 33: Espectro de HMQC da substancia CEH-3 (75,5 MHz; CDCls).



63

No espectro de HMBC (Figuras 34 e 35), observaram-se as correlagdes do
H-4 com a carbonila em C-3 e com o carbono quaternério C-5, bem como as
correlacdes para as metilas Me-19 com o C-5 e Me-20 com o C-8, comprovando as
suas respectivas atribuicbes. Nao foram encontradas correlacbes dos grupos
carbometdéxi com o esqueleto terpénico, entretanto as demais correlacbes

observadas, mostradas na Tabela 6, sdo compativeis com a estrutura proposta.

|
L

]
iy

(ppm)

L
o

g

o
o

b

[y
o
o

120

- 140

160

ke

[y

<

o
“o

(V]
o
o

3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

F2 (ppm)

Figura 34: Ampliacdo parcial do espectro de HMBC da substancia CEH-3 (75,5
MHz; CDCl3).
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Figura 35: Ampliacdo parcial do espectro de HMBC da substancia CEH-3 (75,5
MHz; CDCl3).
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Tabela 6: Dados de RMN de 3C, DEPT, HMQC e HMBC (75,5 MHz; CDCl3) da

CEH-3 comparados com os valores de dc para o nasimalun B (150 MHz; CDClIs)

descritos na literatura (HASAN et al., 2000).

CEH-3 nasimalun B
C oc DEPT HMQC HMBC dc
2JcH 3JcH
1 22,2 CH> 1,95; 1,70 H-2 17,2
2 39,5 CH> 2,93; 2,42 26,9
3 206,4 C H-4 137,2
4 71,0 CH 3,01 141,8
5 41,6 C H-4, Me-19 37,3
6 36,7 CH: 1,42; 1,32 H-4 34,9
7 21,7 CH: 2,02; 1,70 H-6b 21,6
8 49,3 CH 2,63 Me-20 49,1
9 39,4 C Me-20 38,7
10 39,0 CH 2,64 Me-19, 46,4
Me-20
11 40,9 CH; 1,74; 1,50 40,9
12 18,7 CH: 2,67; 2,33 H-11la 18,1
13 125,2 C 125,1
14 111,2 CH 6,30 H-16 111,0
15 143,0 CH 7,36 H-14 H-16 142,7
16 138,9 CH 7,26 H-14 138,5
17 174,6 C MeO-17 174,9
18 169,6 C MeO-18 167,5
19 21,9 CHs 1,04 20,8
20 20,2 CHs 0,92 H-11a 19,9
MeO-17 51,5 CHs; 3,67 51,1
MeO-18 52,4 CHs; 3,70 51,2
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As evidéncias apresentadas pelos dados de RMN somadas aos dados do
espectro de massas (ESI-MS), no modo positivo, com 0 pico do ion molecular em
m/z 413,1934 [M+Na]* (Figura 36) permitiram propor a férmula C22H300s e confirmar
a estrutura de CEH-3 como sendo 3-0x0-15,16-ep0Oxi-13(16),14-neo-clerodadien-

17,18-dicarboxilato de metila.
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Figura 36: Espectro de ESI-MS da substéncia CEH-3 no modo positivo.
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5.3.4 Diterpenos CEH-4a e CEH-4b

Os diterpenos CEH-4a e CEH-4b foram obtidos na forma de uma mistura em
equilibrio de proporcdo aproximada 3:1. A formula molecular C20H2803 foi
estabelecida para os diterpenos por intermédio de espectrometria de massas (ESI-
MS), no modo positivo, que mostra o pico referente ao ion molecular acrescido de
sédio em m/z 339,1933 [M+Na]* (Figura 37). A comparacdo dos dados de RMN
obtidos com a literatura (TANG et al., 2008) levou a identificar a mistura de CEH-4a

e CEH-4b como sendo o ptychonal-hemiacetal e ptychonal, respectivamente.

A maior concentracdo de CEH-4a na amostra resultou em maior intensidade
dos sinais observados no espectro de RMN de 13C e integracdo dos sinais de RMN
de 'H para este diterpeno o que possibilitou a atribuicdo respectiva dos dados de
RMN para CEH-4a e CEH-4b.

A mistura de ptychonal-hemiacetal e ptychonal foi previamente isolada de
Ptychopetalum olacoides Benth (Olacaceae) por Tang et al. (2008) e, apesar de
terem sidos reportados como substancias inéditas, foram publicados somente os
principais sinais de RMN de 'H para ambas. A insuficiéncia de dados espectrais na
literatura levou a comparar os dados de RMN de CEH-4a e CEH-4b com os do 20-
O-metil-ptychonal-acetal (TANG et al., 2008).
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Figura 37: Espectro de ESI-MS da mistura de CEH-4a e CEH4b, no modo positivo.

A comparacéo do espectro de RMN 'H de CEH-4a e CEH-4b (Figuras 38 e
39, Tabelas 7 e 8) com os dos diterpenos discutidos anteriormente mostrou a
presenca de sinais adicionais na regido de 6u 4,20 a 5,30 sugerindo mudancas no
padrdo de substituicdo do sistema decalinico em ambos os diterpenos e, também,
de um sinal em 6+ 10,01, comprovando a presenca do grupo aldeido em CEH-4b.

Os sinais observados em o&u 6,30 (H-14), 7,36 (H-15), 7,26 (H-16)
comprovaram a presenca de anel furanico para o diterpeno CEH-4a e, da mesma
forma, os sinais em o1 6,28 (H-14), 7,37 (H-15), 7,26 (H-16) comprovaram a
presenca deste grupo para o CEH-4b. Os sistema etilénicos em ambos o0s
diterpenos foram evidenciados pelos sinais em on 1,97 (H-11a), 1,74 (H-11b), 2,44
(H-12a) e 2,26 (H-12b).

O espectro mostrou os sinais de grupos metila secundario (Me-17) em 61 1,19
(d, 6,9), para CEH-4a e 1,23 (d, 7,5) para CEH-4b; grupos metilicos terciarios (Me-
18 e 19) em 6 1,60 (d, 1,8) e 1,25 (s) para CEH-4a e em 1,60 (m) e 1,18 (s) para
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CEH-4b. Os sinais em on 5,03 (dl) e 5,19 (m) séo referentes aos hidrogénios sobre
dupla ligacdo (H-3) de CEH-4a e CEH-4b, respectivamente. Os sinais em &1 1,78
(lax), 1,66 (1leq) e 2,12 (2ax, eq) correspondem aos hidrogénios metilénicos de
ambos os diterpenos bem como os sinais para hidrogénio metinico em dn 1,78 (m)
(H-8) e 1,86 (H-10).

Para o diterpeno CEH-4a, o sinal de hidrogénio hemiacetalico em &u 5,21 (d,
4,5; H-20) e de hidrogénio oximetinico em én 4,31 (d, 4,8; H-7) caracterizam a
presenca do anel lactol ligado em C-7 e C-9 do sistema decalinico. Em &+ 1,92 (dd,
13,5; 5,0) e 1,46 (d, 13,5) temos os sinais dos hidrogénios metilénicos H-6eq e H-
6ax, respectivamente. De forma semelhante ao relatado para o 20-O-metil-
ptychonal-acetal (TANG et al., 2008), nao foi observado acoplamento entre H-7 e H-
6ax e a constante de acoplamento de 4,7 Hz observada entre H-7 e H-6eq pode ser
explicada pelo angulo diedro ser de aproximadamente 90° entre estes hidrogénios.

Para CEH-4b, os sinais do H-6eq em ox 2,18 (dd, 15,0; 2,1), H-6ax em 1,42
(d, 15,3, 4,2) e H-7 em 1,78 (m) demonstram, como esperado, pelas constantes de
acoplamento observada de 4,2 Hz entre H-7 e H-6ax, alteracdo no angulo de ligacao
entre estes hidrogénios ocasionada pela auséncia do anel lactol na estrutura como
em CEH-4a.
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As correlagbes observadas no COSY para os diterpenos CEH-4a e CEH-4b

podem ser observadas na Figura 40 e Tabelas 7 e 8.
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Figura 40: Espectro de COSY da mistura de CEH-4a e CEH-4b (300 MHz; CDCls).
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Tabela 7: Dados de RMN de 'H (300 MHz; CDCIz) e correlagées observadas no

COSY para o CEH-4a comparados com os valores de &4 (600 MHz; CDCI3) para o

20-O-metil-ptychonal-acetal descritos na literatura (TANG et al., 2008).

CEH-4a 20-O-metil-
ptychonal-acetal
H du (m, J em Hz) COSY du (m, J em Hz)
lax 1,66 (m) H-laeq, H-2, H-10 1,68 (m)
leq 1,78 (m) H-lax, H-2 1,79 (m)
2ax 2,12 (m) H-lax, H-1leq, H-3 2,15 (m)
2eq 2,12 (m) H-lax, H-1leq, H-3 2,13 (m)
3 5,03 (dI) H-2, H-18 5,03 (dI)
6ax 1,46 (d, 13,5) H-6eq 1,48 (d, 13,4)
6eq 1,92 (dd, 13,5; 5,0) H-6ax, H-7 1,91 (dd, 13,4; 4,7)
7eq 4,31 (d, 4,8) H-6eq 4,25 (d, 4,7)
8ax 1,78 (m) H-17 1,75(q, 7,1)
10ax 1,86 (dd, 13,5; 2,7) H-1leq 1,85 (dd, 13,4; 2,6)
11la 1,97 (ddd, 14,4; 14,4; 4,2) H-11b, H-12a, H-12b 1,94 (m)
11b 1,74 (ddd, 13,5; 13,5; 4,0) H-11a, H-12a, H-12b 1,64 (m)
12a 2,44 (ddd, 13,8; 13,5; 5,1) H-12b, H-11a, H-11b 2,41 (m)
12b 2,26 (ddd, 14,7; 14,7; 4,0) H-12a, H-11a, H-11b 2,25 (m)
14 6,30 (dd, 2,4; 0,9) H-15, H-16 6,30 (dd, 1,6; 0,8)
15 7,36 (dd, 1,8; 1,5) H-14 7,35 (dd, 1,6; 1,6)
16 7,26 (sl) H-14 7,24 (dd, 1,6; 0,8)
17 1,19 (d, 6,9) H-8 1,13 (d, 7,1)
18 1,60 (d, 1,8) H-3 1,60 (sl)
19 1,25 (s) 1,25 (s)
20 5,21 (d, 4,5) H-12a 4,64 (s)
MeO - - 3,32 (s)
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Tabela 8: Dados de RMN de 'H (300 MHz; CDCIz) e correlagées observadas no
COSY da CEH-4b comparados com os dados descritos na literatura para o
ptychonal (300 MHz; CDCIs) por Tang et al. (2008).

CEH-4b Ptychonal
H du (m, J em Hz) COSY H
leq 1,78 (m) leq
lax 1,66 (m) lax
2ax, eq 2,12 (m) H-3 2ax, eq
3 5,19 (m) H-2, H-18 3
6ax 1,42 (d, 15,3, 4,2) H-6eq, H-7 6ax
6eq 2,18 (dd, 15,0; 2,1) H-6ax 6eq
7eq 4,14 (m) H-6ax 7eq
8ax 1,78 (m) 8ax
10ax 1,86 (m) 10ax
lla 1,97 (m) 1lla
11b 1,74 (m) 11b
12a 2,44 (m) 12a
12b 2,26 (m) 12b
14 6,28 (m) H-15, H-16 14
15 7,37 (m) H-14 15
16 7,26 (sl) H-14 16
17 1,23 (d, 7,5) 17
18 1,60 (m) H-3 18
19 1,18 (s) 19
20 10,01 (s) 20

A presenca de sinais duplicados no espectro de RMN de **C e DEPT (Figura
41) com intensidade na proporcédo de 3:1 permitiu atribui-los aos diterpenos CEH-4a
e CEH-b distintamente com o auxilio dos dados publicados para o 20-O-metil-
ptychonal-acetal conforme pode ser observado nas Tabelas 9 e 10.

As diferencas estruturais entre o0s diterpenos estdo relacionadas
principalmente ao C-20, que no caso de CEH-4a é notado pelo sinal de carbono
hemiacetalico em dc 99,3 e em CEH-4b pelo sinal de carbono aldeidico em &c 209,6.
Estes grupos distintos induziram em diferencas significativas nos deslocamentos
quimico, principalmente, no C-7, carbono metinico ligado a oxigénio, em &c 84,5
(CEH-4a) e 72,8 (CEH-4b); no C-6, carbono metilénico, em éc 40,7 (CEH-4a) e em
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dc 43,31 (CEH-4b); no carbono metilico Me-17 em 6c 15,6 (CEH-4a) e em &c 13,8

(CEH-4b) entre outros efeitos menos intensos observados.
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Figura 41: Espectro de RMN de 3C e DEPT da mistura de CEH-4a e CEH-4b (75,5

MHz; CDClzs).

Na regido compreendida entre 6c 111,0 a 146,3 ppm foram observados 12

sinais que foram atribuidos aos anéis furano (C-13 a C-16) e sobre dupla ligacao (C-

3 e C-4) de ambos os diterpenos. Os carbonos metilénicos C-1, C-2, C-11 e C-12

foram observados na regido de 6c 18,8 a 27,2 ppm e os carbonos metilicos Me-18 e

Me-19 entre 6c 18,2 a 23,4 ppm. A atribuicdo destes e demais sinais estédo

mostrados nas Tabelas 9 e 10 e sdo concordantes com a estrutura proposta.
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Figura 42: Espectro de HSQC da mistura de CEH-4a e CEH-4b (75,5 MHz; CDClIs).

O experimento de HMBC (Figura 43, Tabelas 9 e 10) foi utilizado para se
comprovar as atribui¢cdes, principalmente, do grupo lactol em CEH-4a, bem como
dos carbonos nédo ligados a hidrogénio e dos grupos metilas em ambos os
diterpenos. Por intermédio desta técnica foi possivel estabelecer inequivocamente
todos os deslocamentos quimicos para o CEH-4a.

Para o diterpeno CEH-4a, o posicionamento do grupo lactol entre C-9 e C-7
foi confirmado pelas correlacdes dos hidrogénios H-7, H-8 e H-10 com o C-20,
juntamente com as correlacbes observadas dos H-6a e H-20 com o carbono
metinico C-7. As correlacdes do grupos metilicos Me-17 com o H-7 e H-8; Me-18
com o carbono C-3 e Me-19 com C-4, C-5 e C-6, confirmaram o posicionamento
destes grupos ligados, respectivamente, aos C-8, C-4 e C-5.

Para o diterpeno minoritario CEH-4b foi possivel observar as correlacoes
entre H-8/C-20 e H-10/C-9 comprovando que o grupo aldeido encontra-se ligado em
C-9. A correlagcdo do grupo Me-17 com C-7 comprova 0 posicionamento deste
carbono oxi-metinico, bem como o posicionamento do grupo Me-19 ligado em C-5

pela correlacdo do H-6b com este grupo.
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Figura 43: Espectro de HMBC da mistura de CEH-4a e CEH-4b (75,5 MHz; CDCl3).
As correlagbes observadas para os diterpenos CEH-4a e CEH-4b estdo

mostradas nas Tabelas 9 e 10 e as principais correlacdes na Figura 44.

Figura 44: Principais correlacdes do espectro de HMBC de CEH-4a e CEH-4b.
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As configuracdes relativas de CEH-4a e CEH-4b foram definidas pela técnica

de NOESY (Figura 45, Tabelas 9 e 10) e pelos valores das constantes de

acoplamento (J), de acordo com o estabelecido para o ptychonal-hemiacetal e

ptychonal na literatura.
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Figura 45: Espectro de NOESY da mistura de CEH-4a e CEH-4b (75,5 MHz;

CDCl3).

Para o CEH-4a, a constante de acoplamento de 4,8 Hz observada entre H-7 e

H-6eq, no espectro de RMN de 'H, evidencia a posicdo-« para o anel lactol, em

relacdo ao H-7, definido como B-equatorial. A correlacdo entre H-10 e H-12b

confirma a orientacdo 8 do grupo etileno-furanico e a correlagéo entre H-8 e H-11a e

H-12b confirma a orientacdo a do grupo metila Me-17. A configuracdo trans da
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decalina é confirmada pela auséncia de correlacdo entre H-10 e Me-19 bem como
pela correlacdo entre H-1lax e Me-19. A configuracdo-8 do grupo hidroxila ligado ao
C-20 foi estabelecida pela correlacéo entre H-20 e o grupo Me-19, ambos na mesma
face (face-a) da estrutura. As correlacbes observadas para o CEH-4a estao
mostradas na Figura 46 e Tabela 9. Para o CEH-4b a auséncia de correlacao
espacial entre H-10 e o grupo Me-19 comprova a configuragdo trans do sistema
decalinico. A orientacdo-a para o grupo hidroxila ligado ao C-7 foi definida pela

correlacéo entre H-7 e H-10, que encontram-se em posicao B-axial.

CEH-4a

Figura 46: Principais correlacdes do espectro de NOESY de CEH-4a e CEH-4b.

As correlacdes observadas para o CEH-4b estdo mostradas na Figura 46 e
Tabela 10.



79

Tabela 9: Dados de RMN de 3C, DEPT, HMQC e HMBC (75,5 MHz; CDCIz) de
CEH-4a comparados com os dados descritos na literatura para o 20-O-metil-
ptychonal-acetal (150 MHz; CDCls) por Tang et al. (2008).

CEH-4a 20-O-metil-
C 8¢ DEPT HMQC HMBC NOESY ptychonal-
23 23 cn acetal 8c
1 18,8 CH; 1,66 Me-19 18,6
1,78
2 25,8 CH; 2,12 H-1a H-3 25,6
3 1190 CH 5,03 H-1a, Me-18  H-2;Me- 118,7
18
H-6a, H-6b,
4 146,3 C Me-18 Me-19 146,3
5 38,7 C 38,5
6 40,7 CH; 1,46 H-8, Me-19 H-7 40,6
1,92 H-7
H-6a, H-20, H-6; H-8;
7 84,5 CH 4,31 Me-17 Me17 84,1
o w7 o am s R
9 52,4 C Hi?;‘,;l_(l)’lgl_ H-7, Me-17 52,3
10 47,4 CH 1,86 H-1a, H-1b  H-11a, Me-19 Me-18; 47,1
H-12a
11 27,2 CH; 1,74 H-12a 26,8
1,97
12 19,5 CH; 2,26 H-11a, H-11b H-8;H-10 19,2
2,44 H-8
H-12a, H-12b,
13 1255 C H-14. H-16 H-15 125,3
14 1111 CH 6,30 H-15 H-12a, H-16 110,9
15 1430 CH 7,36 H-14 H-16 142,7
H-14, H-15, H-
16 138,7 CH 7,26 124 H-12b 138,5
17 15,6 CHs 1,19 H-8 H-7a 15,1
18 18,2 CHs 1,60 H-3; H- 18,6
10; H-20;
19 23,4 CHs 1,25 H-6a, H-6b  H-1b; H- 23,5
20
20 99,3 CH 5,21 H-7, H-8, H-10 106,0
MeO 55,4
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Tabela 10: Dados de RMN de *3C, DEPT, HMQC e HMBC (75,5 MHz; CDCls) de
CEH-4b comparados com os dados descritos na literatura para o 20-O-metil-
ptychonal-acetal (150 MHz; CDCI3) por Tang et al. (2008).

CEH-4b 20-O-metil-
C 8¢ DEPT HMQC HMBC NOESY  ptychonal-
23 23 acetal éc
1 18,7  CH, 1,66 18,6
1,78
2 258  CH, 2,12 25,6
3 1202 CH 5,19 Me-18 118,7
4 1439 C Me-18 Me-19 146,3
5 37,9 C 38,5
6 433  CH, 2,18 40,6
1,42 H-7
7 728  CH 4,14 Me-17  H-6b; Me-17 84,1
8 483  CH 1,78 H-6a, Me-17 46,6
9 54,6 C H-20 Me-17 52,3
10 474  CH 1,86 H-7 47,1
11 269  CH, 1,66 26,8
1,97
12 195  CHs, 2,26 19,2
2,44
13 124,6 C H-14, H-16 H-15 125,3
14 1110 CH 6,28 110,9
15 143,3 CH 7,37 142,7
16 1389 CH 7,26 H-12b 138,5
17 13,8  CHs 1,23 H-20 15,1
18 184  CHs 1,60 18,6
19 221  CHs 1,18 H-6b 235
20 2096 CH 10,01 H-8 Me-17 106,0
MeO 55,4
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5.3.5 Diterpeno CEH-5

Os dados espectroscopicos de RMN (Figuras 47 a 50) do diterpeno CEH-5
sdo similares aos do CEH-1. As principais diferencas observadas referem-se aos
deslocamentos quimicos para os hidrogénios e carbonos nas posicdes C-7 e C-8, a
auséncia dos sinais correspondentes a um grupo carbometdoxi e a presenca de
sinais para um grupo metila em &1/6c 0,83/16,2. Estas observagdes levaram-nos a
propor a substituicdo de um grupo carboxi em CEH-1, por um grupo metila, em CEH-
5. Esta substituicdo resultou no deslocamento do sinal do C-8 de éc 49,4, em CEH-1,
para 36,1, em CEH-5, e do H-8 de 41 2,58 para 1,50 bem como, do sinal do C-7 de
oc 21,8 para 27,5 e de seus respectivos hidrogénios, entre outros efeitos menos

intensos observados no esqueleto terpénico.

CEH-5
Os dados de RMN 'H (Figura 47) estdo apresentados na Tabela 11. A

presenca do anel furano foi evidenciada pelos sinais em 6,25 (H-14), 7,35 (H-15) e
7,26 (H-16). O sistema trans-decalinico foi caracterizado principalmente pelos sinais
dos hidrogénio metilénicos em 61 1,63 (H-1a), 1,45 (H-1b), 2,28 (H-2a), 2,04 (H-2b),
2,28 (H-6a), 1,10 (H-6b), 1,50 (H-7a) e 1,40 (H-7b) e metinicos em 6,60 (H-3), 1,50
(H-8) e 1,30 (H-10).
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Figura 47: Espectro de RMN de 'H da substancia CEH-5 (300 MHz; CDCls).
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Figura 48: Espectro de COSY da substancia CEH-5 (300 MHz; CDCIs).
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Tabela 11:Dados de RMN de 'H (300 MHz; CDCIs) e correlagcdes observadas no
espectro de COSY de CEH-5.

H 1 (m, J em Hz) COSY

la 1,63 (m) H-1b, H-2a, H-10
1b 1,45 (m) H-1a, H-2a, H-2b
2a 2,28 (m) H-1a, H-1b, H-3
2b 2,04 (m) H-1b

3 6,60 (dd, 3,6; 3,6) H-2a

6a 2,28 (m) H-6b, H-7a
6b 1,10 (ddd, 13,2; 13,2; 3,9) H-6a

7a 1,50 (m) H-6a

7b 1,40 (m)

8 1,50 (m) H-17

10 1,30 (m) H-1a
1lla 1,62 (m)
11b 1,50 (m) H-12a
12a 2,30 (m) H-12b, H-11b
12b 2,14 (m) H-12a

14 6,25 (dd, 0,9; 0,9) H-15

15 7,35 (dd, 1,8; 1,5) H-14

16 7,26 (sl)

17 0,83 (d, 6,3) H-8

19 1,25 (s)

20 0,76 (s)

MeO-18 3,66 (s)

O espectro de RMN 13C foi analisado conjuntamente com os espectros de
DEPT (Figura 49) e HMQC (Figura 50). Os dados obtidos foram atribuidos a

estrutura e sdo concordantes com o descrito na literatura para o éster metilico do

acido hardwickico descrito na literatura por COSTA et al. (1998), como poder ser

observado na Tabela 12.



85

Lll . \’ { i T._J‘J
i
. N
L L B L B L T L B L L BB L B LA
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm
~ l J J[ \ulull t L JL_ ml\Jl\ nhvﬁ'kuhxh‘,mﬁ
I ZILGIO H140 III‘‘:‘I.Z.l(}”lll”Illl.Cl'OHHH‘IallJHHHHEIOHI HII4O - 2IC‘I Hp‘pm
Figura 49: Espectro de RMN de '3C e DEPT da substancia CEH-5 (75,5 MHz;
CDCls).
»»UJ‘ A J 1, N Jw [
%: F1 é - "'—‘ }
T_; (PPm)_i - e "’?;;,.
— 7 o - o
T 40— —
3 soé - =
60
70{
- 80
90%
100%
— 110—2 -
120%
K 130% -
B N PUE DA
:‘I'“'I""I“"\""\"“\“"I‘
7 [ 5 4 3 2 1
F2 (ppm)
Figura 50: Espectro de HMQC da substancia CEH-5 (75,5 MHz; CDCls).
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Tabela 12: Dados de RMN de 3C, DEPT e HMQC (75,5 MHz; CDCI3) de CEH-5,

comparados com os valores de dc (75,5 MHz; CDCI3) para o éster metilico do acido

hardwickico descritos na literatura (COSTA et al., 1998).

CEH-5 éster metilico do acido
C Sc DEPT HMQC hardwickico - éc
1 17,7 CH2 1,45; 1,63 17,4
2 27,4 CH2 2,04; 2,28 27,0
3 137,1 CH 6,60 136,9
4 142,7 C 142,6
5 37,8 C 35,8
6 36,1 CH2 1,10; 2,28 37,5
7 27,5 CH2 1,40; 1,50 27,1
8 36,5 CH 1,50 46,1
9 40,0 C 38,7
10 46,7 CH 1,30 46,4
11 38,8 CH2 1,50; 1,62 38,5
12 18,4 CH2 2,14; 2,30 18,0
13 125,8 C 125,7
14 111,2 CH 6,25 111,0
15 1429 CH 7,35 142,8
16 138,2 CH 7,26 138,5
17 16,2 CHs 0,83 15,8
18 168,1 C 168,0
19 20,9 CHs 1,25 20,6
20 18,5 CHs 0,76 18,1
MeO-18 51,4 CHs 3,66 51,4
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A identificagdo do diterpeno CEH-5 como sendo o éster metilico do &cido

hardwickico foi comprovada pelo espectro de massas (ESI-MS), no modo positivo,

que apresentou os picos referentes ao ion molecular em m/z 353,5 [M+Na]* e 369,5
[M+K]* (Figura 51).

FH17 SCAN3+ 1 (0.527) Scan ES+
1004 369465 2327
353.506
=
367.400
235.284 293.362
370,529
225.334 310523 331414
259.379 275275 p91.350
219,263 257314 | 561 319 307,444 vo.ag || 24400 | 33479 345370 365.460
241292 - 361,392
211252 245.208 271.39 289.419 305.441 343.305 371.343
227.274 255.31. 285.477] || |[297.493]
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 m/z
2 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380

Figura 51: Espectro de ESI-MS, modo positivo, da substéncia CEH-5.
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A substancia CEH-6 apresentou o pico do ion molecular em m/z 219,3 [M-H]

no espectro de ESI-MS, no modo negativo, (Figura 52) compativel com a formula

al
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Figura 52: Espectro de ESI-MS, no modo negativo, da substancia CEH-6

molecular C1sH240. A partir da andlise dos dados de RMN de 'H e 3C (Figuras 53,
54 e 56, Tabelas 13 e 14) e comparacdo com os citados na literatura (HEYMANN et

1994), a substancia CEH-6 foi identificada como sendo o trans—1(10)-epoxi-
4(15)-cariofileno.

Scan ES-
1.35e5
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No espectro de RMN *H (Figuras 53 e 54) os sinais em &+ 4,86 (d, 0,9) e 4,90

(d, 0,9) evidenciaram a presenca de um grupo metilénico exociclico e os sinais em

o1 0,98 (3H), 1,08 (3H) e 1,20 (3H) a presencga dos trés grupos metilicos, sendo que

o0 ultimo esta ligado ao anel epoxido. O sinal em o+ 2,88 refere-se ao hidrogénio H-1,

ligado ao anel epdxido. Os sinais dos demais hidrogénios metinicos e metilénicos

foram atribuidos a estrutura de acordo com o reportado na literatura para o trans—
1(10)-epoxi-4(15)-cariofileno (HEYMANN et al., 1994) e estdo expressos na Tabela

13.

12

13

Figura 53: Espectro de RMN de *H da substancia CEH-6 (300 MHz; CDCls).
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Figura 54: Ampliacdo parcial do espectro de RMN de 'H de CEH-6 (300 MHz;

CDCla).

Tabela 13: Dados de RMN de *H e COSY (300 MHz; CDCI3) de CEH-6, comparados

com os valores descritos na literatura de dn (400 MHz; CDCls) para o trans—1(10)-
epoxi-4(15)-cariofileno (HEYMANN et al., 1994).

CEH-6 trans—1(10)-epOxi-4(15)-
cariofileno
H o1 (m, J em Hz) COSsY 81 (M, J em Hz)
lax 2,88 (dd, 10,8; 4,0) H-2ax 2,87 (dd, 11,0; 4,0)
2ax 1,30 (m) H-lax, H-1eq, H-2eq, 1,32 (dddd, 12,5; 11,0; 8,0; 4,5)
H-3eq

2eq 2,30 (ddd, 12,6; 8,1; 3,9) H-2ax 2,25 (ddt, 12,0; 8,0; 4,0)
3ax 2,10 (m) H-3eq 2,11 (ddd, 12,5; 8,0; 4,5)
3eq 2,35 (dd, 12,6; 8,1; 3,9) H-2ax, H-3ax 2,34 (dd, 12,5; 8,0; 4,5)
5eq 2,62 (dd, 18,6; 9,6) H-6b, H-7 2,62 (dt, 10,0; 9,5)
6ax 1,62 (m) H-5 1,62 (t, 10,0)
6eq 1,70 (m) 1,69 (t, 10,8)

7 1,77 (t,9,9) H-5, H-8a 1,76 (t, 10,0)

8a 1,65(ddd, 12,9; 8,1; 2,7) H-7, H8b 1,66 (dddd, 13,5; 5,0; 3,5; 1,0)
8b 1,40 (m) H-8a, H-9b 1,43 (tdd, 13,5; 10,5; 4,0)
9a 2,08 (m) H-9b 2,09 (dt, 13,0; 3,5)

9%b 1,00 (m) H-8b, H-9a 0,97 (dt, 13,0; 5,0)

12 0,98 (s) 0,98 (s)

13 1,08 (s) 1,01 (s)

14 1,20 (s) 1,20 (s)
15a 4,90 (d, 0,9) H-15b 4,97 (d, 1,0)
15b 4,86 (d, 0,9) H-15a 4,86 (d, 1)
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Figura 55: Espectro de COSY da substancia CEH-6 (300 MHz; CDCls).

O espectro de RMN 13C foi analisado conjuntamente com os espectros de
DEPT (Figura 56) e HMQC (Figura 57) e apresentou quinze sinais que foram
atribuidos a estrutura com auxilio dos dados relatados para o trans—1(10)-epoxi-
4(15)-cariofileno (Tabela 14).
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Figura 56: Espectro de RMN de '3C e DEPT da substancia CEH-6 (75,5 MHz;
CDCl3).

Os sinais em d&c 152,0 e 113,0 caracterizaram a olefina exociclica e os sinais
em oc 64,0 (CH) e 60,1 (C) sugeriram a presenca do anel epoxido. O sinal de
carbono quaternario em &c 34,2 comprovou a presenca do anel ciclobutano com dois
grupos metilicos vicinais ligantes em &¢c 21,8 (C-12) e 30,1 (C-13).

A configuracao trans para C-1/C-10 foi determinada pela comparacdo dos &c
dos C,, C-3 e C-8, em relacdo ao oxigénio do epodxido, com os valores reportados na

literatura (HEYMANN et al., 1994), como pode ser observado na Tabela 14.
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Figura 57: Espectro de HMQC da substancia CEH-6 (75,5 MHz; CDCls).

Tabela 14: Dados de RMN de 3C, DEPT e HMQC (75,5 MHz; CDCIs) da CEH-6,
comparados com os valores de &c para o trans—1(10)-epoxi-4(15)-cariofileno (100
MHZ; CDCIs) descritos na literatura (HEYMANN et al., 1994).

CEH-6 trans—1(10)-

epoxi-4(15)-
c dc DEPT HMQC cariofileno - 8c
1 64,0 CH 2,88 63,7
2 30,4 CH; 2,30; 1,30 30,3
3 30,0 CH; 2,35; 2,10 29,8
4 152,0 C 151,8
5 48,9 CH 2,62 48,7
6 39,9 CH; 1,70; 1,62 39,8
7 50,9 CH 1,77 50,8
8 27,4 CH; 1,65; 1,44 27,2
9 39,3 CH; 2,08; 1,00 39,2
10 60,1 C 59,8
11 34,2 C 34,1
12 21,8 CHs; 0,98 21,7
13 30,1 CHs 1,08 29,9
14 17,2 CHs 1,20 17,0
15 113,0 CH; 4,90; 4,86 112,8
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5.3.7 Triterpeno CEH-7

Os dados de RMN comparados com os da literatura (CARVALHO et al., 1998)
associados ao espectro de massas levou-nos a identificacdo da substancia CEH-7

como sendo o lupeol.

CEH-7

A estrutura do CEH-7 foi caracterizada por meio do espectro de RMN H
(Figuras 58 e 59) principalmente pelos sinais para sete metilas, C-23 a C-28 e C-30,
em o1 0,97, 0,76, 1,03, 0,83, 0,94, 0,79 e 1,68, para um hidrogénio a-carbinélico em
on 3,18 (H-3; dd, 11,1; 5,4), para dois hidrogénios vinilicos de dupla terminal em &n
4,57 (d, 2,7) e 4,69 (d, 2,4) e para um metino em 2,39 (H-18). Os demais dados

observados estao expressos na Tabela 15.
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Figura 59: Ampliacdo parcial do espectro de RMN de 'H da CEH-7 (300 MHz;
CDCls).
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Tabela 15: Dados de RMN de 'H (300 MHz; CDClz) de CEH-7.

H o1 (m, J em Hz)
1 1,36 (m) 2H
2a 1,68 (m)
2b 1,60 (m)
3 3,18 (dd, 11,1; 5,4)
5 1,38 (m)
6a 1,52 (m)
6b 1,35 (m)
7a 1,42 (m)
7b 1,36 (m)
9 1,22 (m)
1lla 1,42 (m)
11b 1,23 (m)
12a 0,92 (m)
12b 1,00 (m)
13 1,62 (m)
15a 1,68 (m)
15b 1,62 (m)
16 0,90 (m) 2H
18 2,39 (ddd, 11,1; 11,1; 5,7)
19 0,68 (m)
21 1,30(m)
22a 1,38 (m)
22b 1,16 (m)
23 0,97 (s)
24 0,76 (s)
25 1,03 (s)
26 0,83 (s)
27 0,94 (s)
28 0,79 (s)
29a 4,69 (d, 2,4)
29b 4,57 (d, 2,7)
30 1,68 (s)

O espectro de RMN de 13C e DEPT (Figura 60) apresentou 0s sinais em ¢
109,6 (C-29) e 151,2 (C-20), referentes a dupla terminal e em 79,2 correspondente
ao metino carbindlico (C-3). Os grupos metilas foram caracterizados pelos sinais em
oc 29,9, 40,2, 28,2, 15,6, 16,2, 16,4, 14,8, 18,2 e 19,5, respectivamente C-23 a C28
e C-30. Os dados de RMN de 3C de CEH-7 foram comparados com os dados da



97

literatura para o lupeol (CARVALHO et al.,, 1998) como pode ser observado na
Tabela 16.

160 140 120 100 80 60 40 20 PpPm

IR \H il

160 140 120 100 80 60 ppm

Figura 60: Espectro de RMN de 3C e DEPT da substancia CEH-7 (75,5 MHz;
CDCls).
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Tabela 16: Dados de RMN de 3C, DEPT e HMQC (75,5 MHz; CDCI3) da CEH-7,
comparados com os valores de dc para o lupeol (50,3 MHZ; CDCls) descritos na
literatura (CARVALHO et al., 1998).

CEH-7 lupeol
C dc DEPT HMQC dc
1 34,5 CH:2 1,36 34,0
2 254 CH: 1,68; 160 23,6
3 79,2 CH 3,20 75,0
4 37,4 C 38,8
5 48,5 C 49,5
6 18,5 CH: 1,52;1,35 18,2
7 35,8 CH; 1,42; 136 34,7
8 39,8 C 39,7
9 50,7 CH 1,22 50,5
10 41,1 C 37,1
11 21,2 CH: 1,42; 1,23 21,0
12 27,6 CH; 1,00; 0,92 26,0
13 38,3 CH 1,62 38,0
14 43,1 C 42,5
15 27,7 CH: 1,68; 1,62 27,2
16 38,9 CH> 0,90 35,0
17 43,2 C 43,5
18 48,2 CH 2,39 49,0
19 55,5 CH 0,68 47,6
20 151,2 C 153,1
21 29,9 CH> 1,3 29,4
22 40,2 CH> 1,38; 1,16 39,7
23 28,2 CHs 0,97 28,0
24 15,6 CHs 0,76 15,5
25 16,2 CHs 1,03 16,0
26 16,4 CHs 0,83 16,0
27 14,8 CHs 0,94 14,1
28 18,2 CHs 0,79 18,2
29 109,6 CH: 4,69; 4,57 109,1
30 19,5 CHs 1,68 19,5
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Figura 61: Espectro de HMQC da substancia CEH-7 (75,5 MHz; CDCls).

A férmula molecular C3oHs0O foi estabelecida por espectrometria de massas,
no modo positivo, que mostrou os sinais em m/z 449,3752 [M+Na]+ e 875,7598
[M+M+Na]+ (Figura 62).
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Figura 62: Espectro de ESI-MS, modo positivo, da substancia CEH-7.
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5.3.8 Esterd6ides CEH-8, CEH-9 e CEH-10

Os espectros de RMN (Figuras 65 e 67) da fracdo FH-2.4.6 mostra que a
mesma trata-se da mistura de B-sitosterol e estigmasterol, denominados CEH-8 e

CEH-9 e a fracdo FH-4 trata-se do B-sitosterol glicosilado, denominado CEH-10.

CEH-8 CEH-9

HO
HO 3 v

OH

As estruturas do g-sitosterol e estigmasterol foram propostas com base na
comparacéo dos sinais de RMN de '*C com os reportados na literatura por Wright et
al. (1978) e comprovadas pela analise da fracdo em GC-EI-MS (Figuras 63 e 64).
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Figura 65: Espectro de RMN de *3C e DEPT das substancias CEH-8 e CEH-9 (75,5
MHz; CDCls).

A proposta da estrutura do B-sitosterol glicosilado para CEH-10 foi feita com
base na comparacdo dos dados de RMN de 3C (Figura 66) com os reportados na
literatura por Iribarren e Pomilio (1983) (Tabela 17) e sua férmula molecular
CssHe0Os foi comprovada por ESI-MS que mostrou o pico do ion molecular em m/z
599,7 [M+Na]* (Figura 67).
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Figura 66: Espectro de RMN de 3C da substancia CEH-10 (75,5 MHz; CDCls).
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Figura 67: Espectro de ESI-MS, modo positivo, da substancia CEH-10.
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Tabela 17: Dados de RMN de *3C (75,5 MHz, CDCI3) de CEH-8, CEH-9 e CEH-10,
comparados com os valores de oc para o B-sitosterol e estigmasterol (25,2 MHz,
CDCI3) descritos por Wright et al. (1978) e B-sitosterol glicosilado (25,2 MHz,

piridina-ds) descrito por Iribarren e Pomilio (1983).

C CEH-8 pB-sitosterol CEH-9 Estigmasterol CEH-10 B-_sﬂos_terol
glicosilado
1 37,5 37,3 37,5 37,3 37,1 37,6
2 31,9 31,6 31,9 31,7 30,0 30,4
3 72,0 71,7 72,0 71,8 77,0 78,1
4 42,5 42,3 42,5 42,4 39,0 40,0
5 141,0 140,8 141,0 140,8 140,8 140,8
6 121,9 121,6 121,9 121,7 122,5 121,9
7 32,1 31,9 32,1 31,9 26,4 26,5
8 32,1 31,9 32,1 31,9 32,3 32,2
9 50,3 50,2 50,3 50,2 50,6 50,4
10 36,7 36,5 n. a. 36,6 37,5 37,0
11 21,3 21,1 21,3 21,1 21,5 21,4
12 39,9 39,8 39,9 39,7 40,2 39,4
13 42,5 42,3 42,5 42,3 42,7 42,6
14 57,0 56,8 57,1 56,9 57,2 56,9
15 24,5 24,3 24,5 24,4 24,7 24,6
16 28,5 28,3 29,2 28,9 28,6 28,6
17 56,3 56,1 56,3 56,0 56,5 56,3
18 12,1 11,9 12,3 12,0 12,1 12,1
19 19,2 194 19,2 194 19,2 19,5
20 36,4 36,3 40,8 40,5 36,6 36,5
21 19,0 18,8 21,4 21,1 19,0 19,1
22 34,2 34,0 138,6 138,4 34,3 34,1
23 26,3 26,4 n. a. 129,3 30,0 32,2
24 46,3 46,0 51,4 51,3 46,3 46,1
25 29,3 29,0 29,9 31,9 29,5 29,6
26 19,6 19,0 21,3 21,3 19,6 19,3
27 20,0 19,6 19,6 19,0 20,0 20,1
28 23,3 23,1 25,7 25,4 23,4 23,5
29 12,2 12,3 12,5 12,3 12,2 12,3
1 - - - - 101,6 102,6
X ; ; - - 74,0 75,3
3 - - - - 76,5 78,5
4 - - - - 70,7 71,0
5 - - - - 79,5 78,6
6 - - - - 62,2 62,9
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5.4 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DA FA

Da fracdo FA foram isolados os alcaloides denominados de CEA-1 a CEA-5,
os flavonoides CEA-6 a CEA-9 e os derivados de acido benzoico CEA-10 a CEA-12.
As substancias foram identificadas com base na interpretacdo dos espectros
de massas, dados de RMN uni e bidimensionais e comparacdo com dados
encontrados na literatura. Apds revisdo bibliografica, ndo foi encontrado referéncia

ao alcaloide CEA-5, indicando que o mesmo é inédito.

5.4.1 Alcaloide CEA-1

O alcaloide CEA-1 foi identificado como sendo a N-trans-p-coumaroil-
triptamina através de comparacdo dos dados de RMN com a literatura
(ANDRIANAIVORAVELONA et al., 1999). O espectro de ESI-MS, no modo positivo,
apresentou o pico do ion molecular em m/z 329,1257 [M+Na]* (Figura 68)

compativel com a estrutura proposta.
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Figura 68: Espectro ESI-MS da substancia CEA-1 no modo positivo.

No espectro de RMN 'H de CEA-1 (Figura 69, Tabela 18) a unidade
triptaminica foi evidenciada pelos sinais em éu 7,57 (H-4), 6,99 (H-5), 7,06 (H-6),
7,32 (H-7) e 7,07 (H-2), relativos aos hidrogénios arométicos do sistema inddlico, em
conjunto com os sinais em &1 2,99 e 3,58, na forma de dois tripletos, atribuidos aos
hidrogénios H-10 e H-11. A unidade trans-p-coumaroil foi caracterizada pelos sinais
em ox 6,38 (d, 15,9 Hz) e 7,44 (d, 15,9 Hz) que foram atribuidos ao H-14 e H-15 da
trans-olefina e pelos sinais em 61 7,38 (2H) e 6,77 (2H) que foram atribuidos ao H-
17/ H-21 e H-18/H-21, respectivamente.
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Figura 69: Espectro de RMN de 'H da substancia CEA-1 (300 MHz; CD30D).

Tabela 18:Dados de RMN de 'H (300 MHz; CD30D) e correlacdes observadas no
COSY da substancia CEA-1.

H 1 (m, J em Hz) COSsY
2 7,07 (s)

4 7,57 (dt 7,8; 1,2) H-5

5 6,99 (ddd, 7,8; 6,9; 1,2) H-4, H-6
6 7,06 (ddd, 7,8; 6,9; 1,2) H-5, H-7
7 7,32 (dt, 7,8; 1,2) H-6
10 2,99 (t, 7,2) H-11
11 3,58 (t, 7,2) H-10
14 6,38 (d, 15,9) H-15
15 7,44 (d, 15,9) H-14
17 7,38 (d, 8,7) H-18
18 6,77 (d, 8,7) H-17
20 6,77 (d, 8,7) H-21

21 7,38 (d, 8,7) H-20
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Figura 70: Espectro de COSY da substancia CEA-1 (300 MHz; CDs0D).

O espectro de RMN 13C foi analisado conjuntamente com os espectros de
DEPT (Figura 71, Tabela 19) e HMQC (Figura 72, Tabela 19) e apresenta 19 sinais
gue foram atribuidos a estrutura de CEA-1 com base nos dados da literatura para o

N-trans-p-coumaroil-triptamina.
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Figura 71: Espectro de RMN de '3C e DEPT da substancia CEA-1 (75,5 MHz;
CDsOD).

Os sinais em oc 123,4, 113,2, 119,3, 119,6, 122,3, 112,2, 138,1 e 127,7 foram
atribuidos aos carbonos de C-2 até C-9 do esqueleto inddlico. Estes dados
associados aos sinais para carbonos metilénicos em 26,3 (C-10) e 41,6 (C-11)
caracterizaram a unidade triptaminica. O sistema trans-p-coumaroil foi evidenciado
pelo sinal em &c 169,2, atribuido em C-13, pelos sinais em 6c 118,5 (CH) e 141,7
(CH), atribuidos a trans-olefina, e em 6c 128,7, 130,5, 116,7 e 160,4, atribuidos ao
anel aromatico. Os sinais do C-17/C-21 e C-18/C-20 estdo reportados
intercambiados na literatura.
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Tabela 19: Dados de RMN de 3C, DEPT e HMQC (75,5 MHz; em CDsOD) da CEA-

1 comparados com os valores de &c para o N-trans-p-coumaroil-triptamina (100
MHz; CD3OD), descritos na literatura (ANDRIANAIVORAVELONA et al, 1999).

N-trans-p-coumaroil-

G triptamina

C oc DEPT HMQC 5c

2 123,4 CH 7,07 123,4
3 113,2 C 113,3
4 119,3 CH 7,57 119,3
5 119,6 CH 6,99 119,5
6 122,3 CH 7,06 122,3
7 112,2 CH 7,32 112,2
8 138,1 C 138,1
9 127,7 C 128,8
10 26,3 CH; 2,99 26,4
11 41,6 CH; 3,58 41,6
13 169,2 C 169,2
14 118,5 CH 6,38 118,5
15 141,7 CH 7,44 141,6
16 128,7 C 127,7
17 130,5 CH 7,38 116,7
18 116,7 CH 6,77 130,5
19 160,4 C 160,4
20 116,7 CH 6,77 130,5
21 130,5 CH 7,38 116,7
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Figura 72: Espectro de HMQC da substancia CEA-1 (75,5 MHz; CDsOD).
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5.4.2 Alcaloide CEA-2

O alcaloide CEA-2 foi identificado como sendo o N-trans-p-coumaroil-5-
hidroxitriptamina por meio da analise e comparacdo de seus espectros de RMN com
os do alcaloide CEA-1. Observou-se alteracbes nos sinais do esqueleto inddlico
como a auséncia do sinal de um carbono metinico aromatico em 6c 119,6, no
alcaloide CEA-1, por um carbono néo ligado a hidrogénio em &c 151,0, no CEA-2,

indicando a presenca de um grupo hidroxila na posi¢ao C-5.

CEA-2

No espectro de RMN 'H (Figura 73) da substancia CEA-2, a alteragdo no
padrdo de substituicdo do anel benzénico do sistema inddlico, pela presenca do
grupo hidroxila em C-5, pode ser comprovado pelos sinais de hidrogénios
aromaticos em &+ 6,96 (d, 2,4), 6,66 (dd, 8,4; 2,4) e 7,15 (d, 8,4), em acordo com as
correlagdes observadas no COSY (Figura 74) para estes sinais. Observou-se
também a presenca do singleto em 6+ 7,01 (H-2) e de dois tripletos em 61 2,92 (H-
10) e 3,57 (H-11), caracterizando a unidade 5-hidroxitriptamina (serotonina). Os
demais sinais foram concordantes com o sistema trans-p-coumaroil (Tabela 20) a

semelhanca com o demonstrado para CEA-1.
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Figura 73: Espectro de RMN de 'H da substancia CEA-2 (300 MHz; CD30D).

Tabela 20:Dados de RMN de 'H (300 MHz; CD30D) e correlacdes observadas no
COSY da CEA-2.

H 1 (m, J em Hz) COSsY
2 7,01 (s)

4 6,96 (d, 2,4) H-6
6 6,66 (dd, 8,4; 2,4) H-4, H-7
7 7,15 (d, 8,4) H-6
10 2,92 (t, 7,2) H-11
11 3,57 (1, 7,2) H-10
14 6,38 (d, 15,6) H-15
15 7,44 (d, 15,6) H-14
17 7,38 (d, 8,4) H-18
18 6,77 (d, 8,4) H-17
20 6,77 (d, 8,4) H-21

21 7,38 (d, 8,4) H-20
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Figura 74: Espectro de COSY da substancia CEA-2 (300 MHz; CD30D).

O espectro de RMN *3C que foi analisado conjuntamente com os espectros de
DEPT (Figura 75) e HMQC (Figura 76), mostra 19 sinais que foram atribuidos a
estrutura com base nos dados da CEA-1 e comparados com os dados da literatura

para a N-trans-p-coumaroil-5-hidroxitriptamina (Tabela 21).
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Figura 75: Espectro de RMN de '3C e DEPT da substancia CEA-2 (75,5 MHz;
CDsOD).

A presenca do sistema 5-hidroxitriptamina foi evidenciado pelos sinais de
carbonos aromaticos em oc 124,2, 112,4, 103,5, 151,0, 112,3, 112,6, 133,0 e 129,3,
C-2 a C-9 e pelos sinais de carbono metilénico em &6c 26,4 (C-10) e 41,4 (C-11). O
sistema N-trans-p-coumaroil foi comprovado pelo sinal de carbono carbonilico em &c
169,2 (C-13), de carbono vinilico em &c 118,5 (C-14) e 141,7 (C-15) e aromatico em
dc 127,7 (C-16), 130,5 (C-17/ C-21), 116,6 (C-18/C-20) e 130,5 (C-21).
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Tabela 21:Dados de RMN de 3C, DEPT e HMQC (75,5 MHz; CD30D) da CEA-2,
comparados com os valores de dc para o N-trans-p-coumaroil-5—hidroxitriptamina
(125 MHz; CD30D), descritos na literatura (ZHANG et al, 1997).

N-trans-p-coumaroil-5—

GEA2 hidroxitriptamina

C dc DEPT HMQC Sc

2 124,2 CH 7,01 124,1
3 112,4 C 112,4
4 103,5 CH 6,96 103,5
5 151,0 C 1515
6 112,3 CH 6,66 112,4
7 112,6 CH 7,15 112,5
8 133,0 C 132,2
9 129,3 C 129,3
10 26,4 CH:2 2,92 26,4
11 41,4 CH:2 3,57 40,8
13 169,2 C 165,1
14 118,5 CH 6,38 119,6
15 141,7 CH 7,44 140,4
16 127,7 C 127,7
17 130,5 CH 7,38 130,2
18 116,6 CH 6,77 116,6
19 160,3 C 159,8
20 116,6 CH 6,77 116,6
21 130,5 CH 7,38 130,2
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Figura 76: Espectro de HMQC da substancia CEA-2 (75,5 MHz; CD3OD).

Através da andlise dos espectros de RMN e comparacdo com a literatura

(ZHANG et al, 1997) a estrutura da N-trans-p-coumaroil-5-hidroxitriptamina foi

proposta para o alcaloide CEA-2, sendo comprovada pelo espectro de ESI-MS,

modo positivo, que apresentou o pico em m/z 345,1212 [M+Na]* (Figura 77).
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Figura 77: Espectro de ESI-MS da substancia CEA-2 no modo positivo.
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5.4.3 Alcaloide CEA-3

A analise dos espectros de RMN do alcaloide CEA-3 em comparacdo com 0s
do alcaloide CEA-2, demonstrou grande similaridade nos sinais registrados. A Unica
diferenca notada foi a presenca do sinal de um grupo metoxila em &1 3,81 (S) e oc
54,7, em CEA-3, sugerindo a substituicdo de um grupo hidroxila, em CEA-2, por
este grupo, em CEA-3.

OMe

CEA-3

Os dados de RMN de 'H (Figura 78, Tabela 22) do alcaloide CEA-3 foram
comparados com os dados reportados na literatura por Jennett-Siems et al. (2003)
para o N-trans-4-metdxi-cinamoil-5-hidroxitriptamina. Os relatos encontrados para
esta substancia a referem como produto de sintese (TAKAHASHI e MIYAZAWA,
2011; JENNETT-SIEMS et al. 2003), indicando ter sido neste trabalho isolada pela
primeira vez de um produto natural. Dados de RMN de 3C nao foram encontrados.

Para o alcaloide CEA-3, no espectro de RMN H (Figura 78), os sinais em &H
6,95 (d, 2,4), 6,65 (dd, 8,7; 2,4) e 7,15 (d, 8,7), comprovam pelas constantes de
acoplamento o padrdo de substituicdo do anel benzénico do sistema inddlico, de
forma semelhante ao descrito para o alcaloide CEA-2. Os sinais em on 7,02 (H-2; s),
2,92 (H-10; t, 7,2) e 3,56 (H-11; t, 6,9) comprovam o sistema 5-hidroxitriptamina e os
sinais dos hidrogénios da trans-olefina em o+ 6,44 (d, 15,6) e 7,47 (d, 16,2), sinais de
hidrogénios aromaticos em o+ 7,45 (2H; d, 8,4) e 6,93 (2 H; d, 9,0) e de grupo
metoxila em 61 3,81 (s) justificam as atribuicbes para o sistema N-trans-4-metoxi-

cinamoil.
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Figura 79: Espectro de COSY da substancia CEA-3 (300 MHz; CD30D).
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Tabela 22: Dados de RMN de 'H (300 MHz; CDs0OD) e correlacdes observadas no

COSY da substancia CEA-3 comparados com os valores de du para o N-trans-4-

metoxi-cinamoil-5-hidroxitriptamina (300 MHz; Me2CO-Ds) descritos na literatura
(JENETT-SIEMS et al, 2003).

N-trans-4-metoxi-

CEA-3 cinamoil-5-

H &1 (m, J em Hz) COSY hidroxitriptamina
OH
2 7,02 (s) 7,10 (d, 2,0)
4 6,95 (d, 2,4) H-6 7,02 (d, 2,5)
6 6,65 (dd, 8,7; 2,4) H-4, H-7 6,70 (dd, 8,5; 2,5)
7 7,15 (d, 8,7) H-6 7,20 (d, 8,5)
10 2,92 (t,7,2) H-11 2,91 (t, 7,5)
11 3,56 (t, 6,9) H-10 3,58 (dt, 7,5; 6,0)
14 6,44 (d, 15,6) H-15 6,54 (d, 15,5)
15 7,47 (d, 16,2) H-14 7,51 (d, 15,5)
17 7.45 (d, 8,4) H-18 7,50 (d, 9,0)
18 6,93 (d, 9,0) H-17 6,95 (d, 9,0)
20 6,93 (d, 9,0) H-21 6,95 (d, 9,0)
21 7,45 (d, 8,4) H-20 7,50 (d, 9,0)
MeO-18 3,81 (s) 3,83 ()

A atribuicdo da metoxila em C-19 foi feita por meio de experimento de NOE

(Figura 80), que mostrou o aumento de intensidade do sinal em 61 6,94, atribuido ao

H-18 e H-20, quimicamente equivalentes, pela irradiacdo do sinal da metoxila em 6n

3,81, indicando a proximidade destes hidrogénios.

2 1 pPpm

Figura 80: Espectro de NOE da substancia CEA-3 (300 MHz; CDsOD).
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O espectro de RMN 13C, que foi analisado juntamente com os espectros de
DEPT (Figura 81, Tabela 23) e HMQC (Figura 82, Tabela 23), mostra 20 sinais que
foram atribuidos a estrutura com base nos dados do alcaloide CEA-2, previamente
descrito. Todos os dados estdo tabelados e sdo coerentes com a estrutura proposta
para o CEA-3.

OMe

17 19

16 20
N s e e

160 140 120 100 80 60 40 20 PPm

Figura 81: Espectro de RMN de 3C e DEPT da substancia CEA-3 (75,5 MHz;
CD30D).
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Figura 82: Espectro de HMQC da substancia CEA-3 (75,5 MHz; CDsOD).
O espectro de massas (ESI-MS; Figura 83), no modo positivo, apresentou 0s
sinais em m/z 375,5 [M+H]* e 359,5 [M+Na]*, concordantes com a estrutura da N-

trans-4-metoxicinamoil-5-hidroxitriptamina proposta para para CEA-3.
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Tabela 23: Dados de RMN de 3C, DEPT e HMQC (75,5 MHz), em CD30D, de
CEA-3.

C dc DEPT HMQC
2 123,2 CH 7,02
3 111,3 C
4 102,4 CH 6,95
5 149,8 C
6 111,2 CH 6,65
7 111,6 CH 7,15
8 131,9 C
9 128,2 C
10 25,2 CH: 2,92
11 40,3 CH> 3,56
13 168,0 C
14 118,2 CH 6,44
15 140,3 CH 7,47
16 127,7 C
17 129,3 CH 7,45
18 1141 CH 6,93
19 161,3 C
20 1141 CH 6,93
21 129,3 CH 7,45

MeO-18 54,7 CHs 3,81

[M+Na]*
o [M+H]*

360.484

284,603 320476
75.421
219.438  229.458  245.403 338.488 75
307.354 391.492
217.421 261410 277 229| 301,55 3533:;40
H | ) W ‘ 412479 425399 440840 450433 475630 H9LS7S
L L

m/z
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500

Figura 83: Espectro ESI-MS da substéncia CEA-3 no modo positivo.
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5.4.4 Alcaloide CEA-4

O alcaloide CEA-4 foi caracterizado pela analise dos espectros de RMN de 'H
e 13C (Figuras 84 e 87) e comparacdo com os dados reportados na literatura para a

N-trans-feruloil-5-hidroxitriptamina (moschamina) por Zhang et al. (1997).

OMe

A andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 84) do alcaloide CEA-4 em
comparacdo com o CEA-2 mostrou que os sinais da unidade 5-hidroxitriptamina
permaneceram inalterados, mantendo o mesmo perfil de substituicdo para o anel
benzénico, confirmado pro intermédio dos sinais em &+ 6,96 (d, 2,4), 6,66 (dd, 8,4-
2,4) e 7,15 (d, 8,4). Os sinais para a unidade etilenoamina foram on 2,92 (t, 7,2) e
3,56 (t, 7,2).

Os sinais para hidrogénio aromético em 6+ 7,10 (d, 1,8), 6,78 (d, 8,1) e 7,00
(dd, 8,1-1,8), pelo padrdao de acoplamento, sugeriram a presenca de um anel
aromatico 1,3,4-trisssubstituido. Estes dados associados a presenca do sinal do
grupo metoxila em 81 3,86 (s) e do hidrogénio vinilico em 6+ 6,41 (d, 15,6) e 7,43 (d,

15,6) caracterizaram o sistema N-trans-feruloil.
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Figura 84: Espectro de RMN de H da CEA-4 (300 MHz; CDsOD).
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Tabela 24: Dados de RMN de 'H (300 MHz; CDsOD) e correlacdes observadas no
COSY e NOESY 2D da substancia CEA-4.

H &1 (M, J em Hz) COSY NOESY
2 7,02 (s)
4 6,96 (d, 2,4) H-6 H-10, H-11
6 6,66 (dd, 8,4; 2,4) H-4, H-6
7 7,15 (d, 8,4) H-6
10 2,92 (t,7,2) H-11 H-4
11 3,56 (t, 7,2) H-10 H-4
14 6,41 (d, 15,6) H-15 H-17, H-21
15 7,43 (d, 15,6) H-14 H-17, H-21
17 7,10 (d, 1,8) H-21 H-14, H-15, MeO-18
20 6,78 (d, 8,1) H-21
21 7,00 (dd, 8,1; 1,8) H-17, H-20 H-14, H-15
MeO-18 3,86 (s) H-17
Ak e U J JM_L‘AL
< 2 - ] -]
__] (PPm)j o
= 3.5 [ o
—_;Jw 4.0 /
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— — o
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Figura 85:

Espectro de COSY da substancia CEA-4 (300 MHz; CDsOD).
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A ligacdo da metoxila no anel aromatico em C-18 foi estabelecida pela
correlacdo observada no espectro de NOESY 2D (Figura 86) do sinal em 61 3,86

com 7,10, atribuido ao H-17, indicando a proximidade entre eles.

OMe

BTSN T J_JnJ_,AL

JLJL‘JL‘JU_L
i
W

Figura 86: Espectro de NOESY 2D da substancia CEA-4 (300 MHz; CD3OD).
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O espectro de RMN 3C (Figura 87), analisado conjuntamente com os
espectros de DEPT (Figura 87) e HMQC (Figura 88), mostra 20 sinais que foram
atribuidos a estrutura com base nos dados da substancia CEA-2 e comparados com

os dados da literatura para a moschamina (ZHANG et al, 1997).

OMe

T T
160 140 120 100 80 60 40 20 pPpm

Figura 87: Espectro de RMN de 3C e DEPT da substancia CEA-4 (75,5 MHz;
CD30D).

O sistema 5-hidroxitriptamina foi evidenciado pelos sinais em oc 123,2, 111,3,
102,4, 149,8, 111,2, 111,6, 131,9, 128,2, 25,2, 40,3, atribuidos de C-2 a C-11 e a
unidade N-trans-feruloil por intermédio dos sinais em &c 168,0, 118,2, 140,3, 127,7,
129,3, 114,1, 161,3, 114,1, 129,3, atribuidos de C-12 a C-21. O sinal em &c 54,7,

comprova a presenca do grupo metoxila.
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Tabela 25: Dados de RMN de 13C, DEPT e HMQC (75,5 MHz; em CD30D), da
substancia CEA-4, comparados com os valores de dc para a moschamina (125 MHz;
CD30D), descritos na literatura (ZHANG et al, 1997).

CEA-4 moschamina

C dc DEPT HMQC dc

2 124,3 CH 7,02 124,0
3 112,5 C 112,6
4 103,5 CH 6,96 103,5
5 151,1 C 151,6
6 1124 CH 6,66 112,3
7 112,7 CH 7,15 1125
8 133,1 C 132,5
9 1294 C 129,4
10 26,5 CH: 2,92 26,4
11 41,5 CH: 3,56 40,8
13 169,21 C 166,5
14 118,9 CH 6,41 120,2
15 142,0 CH 7,43 140,3
16 128,3 C 128,3
17 1115 CH 7,10 111,3
18 149,3 C 148,6
19 149,8 C 149,1
20 116,4 CH 6,78 116,1
21 123,1 CH 7,00 122,6

MeO-18 56,41 CHs 3,86 56,2
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Figura 88: Espectro de HMQC da substancia CEA-4 (75,5 MHz; CD3OD).
Os dados do espectro de massas (ESI-MS, modo positivo), que apresentou o
pico do ion molecular em m/z 375,1310 [M+Na]* (Figura 89), associados ao de RMN
e dados da literatura (ZHANG et al.,, 1997) permitiram propor a estrutura da

moschamina para a substancia CEA-4.
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Figura 89: Espectro de ESI-MS da substancia CEA-4, modo positivo.
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5.4.5 Alcaloide CEA-5

Para o alcaloide CEA-5 a andlise do espectro de RMN de 'H (Figura 90,
Tabela 26) evidenciou a presenca de um grupo feruloil por meio dos sinais em &H
7,09 (d, 1,8), 6,78 (d, 8,4) e 6,99 (dd, 8,4-1,8), atribuidos ao anel aromatico, e em &H
6,32 (d, 15,6) e 7,36 (d, 15,6), atribuidos ao sistema trans-olefinico. Os sinais em &H
2,13 e 3,16, na forma de dois tripletos, sugeriram a presenca da unidade
etilenoamina. Os sinais de hidrogénio aromético em &4 6,87, 6,68 e 6,72, foram

atribuidos ao anel aromatico da unidade indolinona.
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Figura 90: Espectro de RMN de 'H da substancia CEA-5 (300 MHz; CDsOD).
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Figura 91: Espectro de COSY da substancia CEA-5 (300 MHz; CD30D).
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Tabela 26: Dados de RMN de 'H (300 MHz; CD30OD) e correlacdes observadas no
COSY da substancia CEA-5.

H 31 (M, J em Hz) COSsY
4 6,87 (d, 2,1) H-6, H-7
6 6,68 (dd, 8,4, 2,1) H-4, H-7
7 6,72 (d, 8,4) H-4, H-6
10 2,13 (t, 7,8) H-11
11 3,26 (M) H-10
14 6,32 (d, 15,6) H-15
15 7,36 (d, 15,6) H-14
17 7,09 (d, 1,8) H-21
20 6,78 (d, 8,4) H-21
21 6,99 (dd, 8,4, 1,8) H-17, H-20
OMe-18 3,87 (s)
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Figura 92: Espectro de NOESY 2D da substancia CEA-5 (300 MHz; CD3OD).
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No espectro de RMN 13C (Figura 93, Tabela 27), observou-se a presenca de
uma carbonila em 6c 181,7 e de um carbono quaternario em 6c 77,0, regido de
carbono alifdtico oxigenado. Estes sinais foram atribuidos ao C-2 e C-3,
respectivamente, sugerindo-se um esqueleto oxinddlico semelhante ao proposto por
Suzuki et al. (1977) ao 5-hidro-dioxindol-3-4cido acético isolado de Oryza sativa L.
(arroz). Os sinais em oc 134,6, 113,0, 154,8, 116,7, 112, e 133,7 foram atribuidos
aos carbonos de C-4 até C-9 da unidade indolinona. A unidade feruloil foi
caracterizada pelos sinais em &c 118,7 e 142,0, atribuidos a trans-olefina, e em
128,3, 111,6, 149,3, 149,8, 116,5 e 123,2, atribuidos ao anel aromatico.

HO COOH

HO

%O
N
H

5-hidro-dioxindol-3-acido acético

JT.LUJJ‘. —— RPRTII

e IMTL,V._J, llm NS T L l

[T T T T T T T I T T T T T T LI I B e e T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 93: Espectro de RMN de 3C e DEPT da substancia CEA-5 (75,5 MHz;
CDsOD).
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Figura 94: Espectro de HMQC da substancia CEA-5 (75,5 MHz; CD3OD).

O espectro de HMBC do alcaloide CEA-5 (Figura 95) apresentou todas as
correlagdes esperadas, possibilitando a atribuicdo inequivoca de todos os sinais de
carbono e comprovando desta forma a estrutura proposta. Para o grupo feruloil as
correlagbes foram concordantes com o observado no espectro de COSY. As
atribuicbes referentes ao anel aromatico do esqueleto indolinona foram
comprovadas pelas correlagdes dos hidrogénios H-4 e H-6 com o carbono
quaternario C-5, H-7 com o C-8 e H-4 com C-9. As correlagdes do H-10 com a
carbonila C-2 e carbinol C-3 confirmam as atribui¢cdes destes carbonos quaternarios.
As correlagbes mais importantes para o alcaloide CEA-5 podem ser visualizadas na

Figura 96 bem como na Tabela 27.
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Figura 95: Espectro de HMBC da substancia CEA-5 (75,5 MHz; CD3OD).
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Figura 96: Correlacdes importantes no HMBC da CEA-5.
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Tabela 27: Dados de RMN de '3C, DEPT, HMQC e HMBC (75,5 MHz; CDsOD) da
substancia CEA-5.

HMBC

C 8c DEPT HMQC - -

2 181,7 C H-10

3 77,0 C H-10 H-4, H-11

4 113,0 CH 6,87

5 154,8 C H-4, H-6 H-7

6 116,7 CH 6,68 H-4

7 112,0 CH 6,72

8 133,7 C H-7

9 134,6 C H-10

10 38,2 CH; 2,13 H-11

11 35,7 CH; 3,26 H-10

13 169,2 C H-14 H-11, H-15

14 118,7 CH 6,32 H-15

15 142,0 CH 7,36 H-17, H-21

16 1283 C H-15 H-14, H-20

17 111,6 CH 7,09 H-15, H-21

18 149,3 C MeO-18

19 149,8 C H-20 H-17, H-21

20 116,5 CH 6,78

21 123,2 CH 6,99 H-15, H-17
MeO-18 56,4 CHs 3,87

Estas deducdes, somadas aos dados dos espectros de ESI-MS, modo
positivo, em alta resolucdo que mostrou o pico em m/z 407,1220 (Figura 97)
referente ao ion [M+Na]*, permitiram propor a estrutura da N-trans-feruloil-3,5-

dihidroxindolin-2-ona para o alcaloide CEA-5.
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Figura 97: Espectro ESI-MS da substancia CEA-5, modo positivo.

Apesar de serem encontrados facilmente compostos oxindélicos isolados de
produto natural (RAJ et al., 2010), a ocorréncia de alcaloides do tipo 3,5-
dihidroxindol-2-ona ou mesmo 3-hidroxindol-2-ona € rara. Ap6s busca na literatura
nao foram encontradas referéncias para a estrutura proposta, indicando se tratar de

uma substancia inédita.
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5.4.6 Flavonoide CEA-6

O espectro de RMN de 'H (Figura 98, Tabela 28) da substancia CEA-6
sugeriu a presenca de um flavonoide contendo o esqueleto do canferol pelos sinais
em dx 6,90 (d, 8,7) e 7,96 (d, 8,7), atribuidos aos hidrogénios H-2’/H-6’ e H-3'/H-5’ no
anel B, hidroxilado na posicdo C-4’; sinais em o1 6,18 (d, 1,8) e 6,38 (d, 1,8)
atribuidos aos hidrogénios H-8 e H-6 do anel A, hidroxilado nas posi¢des C-5 e C-7.
As correlacdes entre H-2'/H-6'e H-3'/H-5 e H-8 e H-6 foram evidenciadas pelo
espectro de COSY (Figura 99). O sinal em 61 3,75 indicou a presenga de uma

metoxila, ligada em C-3.

CEA-6

MeO-3

3es 6
2e6 f | 8
ﬂ “

| | A M\
U ‘\ L / d

e R L
7.99 ppm 6. 93{ ppm 6.42 ppm 6.21 ppm

_J\ - \J L_j Q WOl e

8 7 3 2 1 ppm

Figura 98: Espectro de RMN de *H da substancia CEA-6 (300 MHz; CD30D).
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Tabela 28: Dados de RMN de 'H (300 MHz; em CDs0OD) e correlacdes observadas
no COSY da CEA-6, comparados com os dados da literatura (LEE et al., 2003). para
0 3-O-metilcanferol (300 MHz; CDsOD).

CEA-6 3-O-metilcanferol
H &1 (m, J em Hz) COSsYy o1 (m, J em Hz)
6 6,18 (d,1,8) H-8 6,10 (d,1,8)
8 6,38 (d,1,8) H-6 6,30 (d,1,8)
2’ 7,96 (d, 8,7) H-3’ 7,88 (d, 8,9)
3 6,90 (d, 8,7) H-2’ 6,82 (d, 8,8)
5’ 6,90 (d, 8,7) H-6’ 6,82 (d, 8,8)
6’ 7,96 (d, 8,7) H-5’ 7,88 (d, 8,9)
MeO-3 3,75 (s) 3,68 (s)

Figura 99: Espectro de COSY da substancia CEA-6 (300 MHz; CD30D).
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A andlise do espectro de RMN *3C em conjunto com os espectros de DEPT
(Figura 100, Tabela 29) e HMQC (Figura 102, Tabela 30) mostrou a presenca de
14 sinais, sendo 6 CH em oc 94,8, 99,8, 116,6 e 134,4; 9 carbonos nao ligados a
hidrogénio em &6c 105,9, 122,6, 139,5, 158,1, 158,4, 161,7, 163,1, 165,9 e 180,0 e
um carbono de grupo metoxila em 6c 60,5. O posicionamento da metoxila em C-3 foi
baseada nos valores de deslocamentos quimicos para a carbonila em &c 180,0 (C-
4), e para o carbono C-3 em o&c 139,5, que sdo caracteristicos de esqueleto

flavonoloidico com grupo metoxila nesta posigcdo (AGRAWAL, 1989).

160 140 120 100 80 60 40 20 Ppm

Figura 100: Espectro de RMN de 3C e DEPT da substancia CEA-6 (75,5 MHz;
CDsOD).
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Tabela 29: Dados de RMN de *3C (75,5 MHz; CD30D) de CEA-6 comparados com
os dados da literatura (LEE et al., 2003) para o 3-O-metilcanferol (75,5 MHz;

CDs0OD).
CEA-6 3-O-metilcanferol

C dc DEPT HMQC dc
2 158,1 C 158,5
3 139,5 C 139,9
4 180,0 C 180,4
5 163,1 C 163,5
6 99,8 CH 6,18 100,2
7 165,9 C 166,5
8 94,8 CH 6,38 95,2
9 158,4 C 158,9
10 105,9 C 106,3
1’ 122,6 C 123,0
2 131,4 CH 7,96 131,8
3 116,6 CH 6,90 117,0
4 161,7 C 162,1
5 116,6 CH 6,90 117,0
6’ 131,4 CH 7,96 131,8

MeO-3 60,5 CHs 3,75 60,9

A comparacdo dos dados de RMN com os da literatura (LEE et al., 2003), em

conjunto com as informacdes do espectro de massas (ESI-MS) no modo positivo
(Figura 101) que apresentou os picos em m/z 301,1405 [M+H]* e 323,0525 [M+Na]",

nos levaram a definir a estrutura de CEA-6 como sendo a do flavonoide do 3-O-

metilcanferol.
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Figura 101: Espectro de ESI-MS da substancia CEA-6 no modo positivo.
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Figura 102: Espectro de HMQC da substancia CEA-6 (75,5 MHz; CDsOD).
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5.4.7 Flavonoide CEA-7

O flavonoide CEA-7 foi identificado como sendo o 3-O-metilquercetina através
da comparacdo de dados de RMN (Figuras 103 a 107, Tabelas 30 e 31) com o

flavonoide anteriormente descrito CEA-6 e dados da literatura (LEE et al., 2003).

CEA-7
Os dados de RMN de 'H do flavonoide CEA-7, quando comparados aos do

CEA-6 apresentaram alteracdes no padrao de substituicho somente para o anel B.
Os sinais em 61 7,61 (d, 1,8), 6,87 (d, 8,4) e 7,51 (dd, 8,7-1,8) sdo compativeis com
o padrdo 1,3,4-trissubstituido, caracteristico da quercetina, para o anel B. Os sinais
em &+ 6,18 (d, 1,8) e 6,37 (d, 1,8) foram atribuidos para H-8 e H-6, respectivamente.

MeO-3

) I
| \ "r'"\ 'I‘ | ! [ !
AV UL L L

ORI Ty (R i e

7.58 ppm 6.91 ppm 6.40 ppm 6.21 ppm

MMJWUQ_”;J \'\u__uwx L

T T T T T T T T I s e e e LS A m e
7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 103: Espectro de RMN de 'H da substancia CEA-7 (300 MHz; CDsOD).
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Tabela 30: Dados de RMN de 'H (300 MHz; CD30OD) e correlacdes observadas no
COSY e NOESY 2D de CEA-7 comparados com dados reportados na literatura (LEE
et al., 2003) para a 3-O-metilquercetina (300 MHz; CD3OD).

CEA-7 3-O-metilquercetina
H &1 (M, J em Hz) COSY NOESY 81 (M, J em Hz)
6 6,18 (d, 1,8) H-8 6,09 (d, 1,8)
8 6,37 (d, 1,8) H-6 6,29 (d, 1,8)
2 7,61 (d, 1,8) H-6’ 7,52 (d, 2,0)
5 6,87 (d, 8,4) H-6’ 6,87 (d, 8,5)
6 7,51 (dd, 8,7; 1,8) H-2', H-5' 7,51 (dd, 8,5; 2,0)
MeO-3 3,77.(s) H-2', H-6' 3,68 (s)

|

Wl

Fl (ppm)

Figura 104: Espectro de COSY da substancia CEA-7 (300 MHz; CDs0D).
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A posicdo da metoxila no C-3 foi determinada por meio de experimento de
NOESY 2D (Figura 105), que mostra correlacdes espaciais do sinal em &n 3,77

(OMe) com os sinais em on 7,61 (H-2’) e 7,51 (H-6").

JUJI JUL J\_J \ JI N~ _J

Fl1 (ppm)

Figura 105: Espectro de NOESY de CEA-7 (300 MHz; CD3OD).

Os dados do espectro de RMN 3C conjuntamente com os espectros de DEPT
(Figura 106, Tabela 31) e HMQC (Figura 107; Tabela 31) foram compativeis para o
padrao de substituicdo para o anel B com presenca dos sinais em d&c 122,9 (C),
116,5 (CH), 146,5 (C), 150,0 (C), 116,4 (CH) e 122,3 (CH). Os sinais em 158,0 (C),
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139,5 (C), 180,0 (C), 163,7 (C), 99,8 (CH), 165,9 (C), 94,7 (CH), 158,4 (C), 105,8 (C)
foram atribuidos aos carbonos C-2 até C-10, respectivamente.

Ui LH I

e T r ¥ G thande " ¥ Ul ™ i s

L L LB e e e T LB e e LI L I UL B e
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 106: Espectro de RMN de 3C e DEPT da substancia CEA-7 (75,5 MHz;
CD30D).
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Figura 107: Espectro de HMQC da substancia CEA-7 (75,5 MHz; CDsOD).
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Tabela 31: Dados de RMN de '3C e HMQC (75,5 MHz; CD3:0D) de CEA-7

comparados com os valores de dc da 3-O-metilquercetina (75,5 MHz; CD3OD) da

literatura (LEE et al., 2003).

CEA-7 3-O-metilquercetina
C &c DEPT HMQC dc
2 158,0 C 158,4
3 139,5 C 139,9
4 180,0 C 180,4
5 163,7 C 163,5
6 99,8 CH 6,30 100,1
7 165,9 C 166,3
8 94,7 CH 6,52 96,1
9 158,4 C 158,8
10 105,8 C 106,2
1 122,9 C 123,3
2 116,5 CH 7,63 116,8
3 146,5 C 146,8
4 150,0 C 150,3
5 116,4 CH 6,90 116,9
) 122,3 CH 7,53 122,7
MeO-3 60,5 CH3 3,72 60,9
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A formula molecular do flavonoide CEA-7 CisHi1207 foi estabelecida por

espectrometria de massas (ESI-MS), no modo positivo, (Figura 108) que apresentou

0s sinais em m/z 317,3 [M+H]+ e 339,3 [M+Na]+.

FA_20_6 SCAN+ 1 (0.035)

1004

102.119

o

121.150.

Hlitbpsedeli]

.298

| 251222 275296

[M+Na]*

[M+H]*

317.270

329.371

301.388

Scan ES+
266 2.14e6
340.274
355.274
61.261
353.320

393,530
71.282
““m‘ﬁ‘\‘u‘H‘\mf’f S 1| .

100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Figura 108: Espectro de ESI-MS do flavonoide CEA-7, no modo positivo.
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5.4.8 Flavonoide CEA-8

O flavonoide CEA-8 teve seus dados de RMN comparados com a literatura
(GRAYER et al., 2010) e foi identificado como sendo o 3,7-di-O-metilquercetina. A
comparacao com os dados de RMN do flavonoide CEA-7 demonstrou a grande
similaridade entre ambos, com excecdo de um sinal em dnec 3,86 (S)/56,3 que
indicou a substituicdo de um grupo hidroxila em CEA-7 por um grupo metoxila em
CEA-8.

MeO

CEA-8

A andlise dos espectros de RMN de 'H (Figura 109, Tabela 32) e COSY
(Figura 110, Tabela 32) evidenciou o padrdo de substituicdo para o anel A, di-
substituido em C-5 e C-7, por intermédio dos sinais em &4 6,30 (d, 2,1) e 6,52 (d,
2,1). Os sinais em 6n 6,90 (d, 8,4), 7,53 (dd, 8,4-2,1) e 7,63 (d, 2,1) caracterizaram o

anel B, di-hidroxilado nas posi¢des C-3' e C-4’.
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MeO-3
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Figura 109: Espectro de RMN de 'H da substancia CEA-8 (300 MHz; CDsOD).

A atribuicdo dos grupos metoxilas foi feita com base no espectro de NOESY
2D (Figura 111). As correlagdes espaciais do sinal em éu 3,72 (MeO) com os sinais
em o 7,63 e 7,53, atribuidos ao H-2’' e H-6’, comprovam a sua atribuicdo em C-3 e
as correlagbes do sinal em 6n 3,86 (MeO) com os sinais em ou 6,30 e 6,52,

atribuidos ao H-6 e H-8, posicionam este grupo metoxila em C-7.
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Figura 110: Espectro de COSY de CEA-8 (300 MHz; CD30D).

Tabela 32: Dados de RMN de 'H (300 MHz; CD30D) e correlacdes observadas no
COSY e NOESY 2D de CEA-8 comparados com os 6+ da 3,7-di-O-metilquercetina
(500 MHz; DMSO-ds) descritos na literatura (GRAYER et al., 2010).

3,7-di-O-

Cehee metilquercetina
H o1 (M, J em Hz) COSY NOESY 8 (M, J em Hz)
6 6,30 (d, 2,1) H-8 6,36 (d, 2,0)
8 6,52 (d, 2,1) H-6 6,70(d, 2,0)
2 7,63 (d, 2,1) H-6’ 7,58 (d, 2,2)
5 6,90 (d, 8,4) H-6’ 6,88 (d, 8,5)
6 7,53 (dd, 8,4; 2,1) H-2', H-5' 7,48 (dd, 8,5; 2,2)

MeO-3 3,75 (s) H-2', H-6’ 3,80 (s)

MeO-7 3,86 (s) H-6, H-8 3,86 (s)
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Figura 111: Espectro de NOESY 2D de CEA-8 (300 MHz; CD3OD).

Na Tabela 33 estdo os dados comparados do espectro de RMN 3C, DEPT e
HMQC (Figuras112 e 113) da CEA-8 com os da literatura para a substancia 3,7-di-

O-metilquercetina. Estes dados s&o concordantes com a estrutura proposta.
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Figura 112: Espectro de RMN de 3C e DEPT de CEA-8 (75,5 MHz; CD30D).

J
MK_ALLJL _ A v o

F1 ] ¢
—  (ppm)] *
70;
—_— ]
80
90;
4 L]
4 J [ ]
100
110
— 1o @
120
T T I
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

F2 (ppm)

Figura 113: Espectro de HMQC de CEA-8 (75,5 MHz; CD30OD).
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Tabela 33: Dados de RMN de 3C e HMQC (75,5 MHz; CD30OD), de CEA-8,

comparados com dados de 6c (125 MHz; DMSO-ds.) reportados na literatura para a

3,7-di-O-metilquercetina (GRAYER et al., 2010).

b met?l’q7 u?alr((:)etina

C dc DEPT HMQC 8c

2 157,9 C

3 139,4 C

4 179,8 C

5 162,4 C

6 98,7 CH 6,30 97,5

7 166,8 C

8 92,9 CH 6,52 91,9

9 158,0 C

10 106,5 C

1’ 1225 C

2 116,3 CH 7,63 115,0

3 146,1 C

4 149,6 C

5 116,2 CH 6,90 115,5

6 122,2 CH 7,53 120,7
MeO-3 60,4 CHs 3,72 59,3
MeO-7 56,3 CHs 3,86 55,8
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A estrutura do flavonoide CEA-8 foi confirmada por ESI-MS, modo positivo,
gue mostrou o pico de [M+Na]* em m/z 353,2657 (Figura 114).
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Figura 114: Espectro ESI-MS do flavonoide CEA-8 no modo positivo.
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5.4.9 Flavonoide CEA-9

Comparando-se os dados de RMN do flavonoide denominado CEA-9
(Figuras 115 a 119, Tabelas 34 e 35), com os do CEA-8, 3,7-di-O-metilquercetina,
pode-se observar pequenas diferencas nos deslocamentos quimicos de alguns
sinais de RMN 13C e 'H. Estas diferencgas levaram-nos a propor a mudanc¢a do grupo

metoxila da posi¢cdo C-7, em CEA-8, para a posicéo C-3’, em CEA-9.

CEA-9

Os espectros de RMN de 'H (Figura 115, Tabela 34) e COSY (Figura 116,
Tabela 34), mostram os sinais o1 6,92 (d, 8,7), 7,61 (dd, 8,7-2,1) e 7,68 (d, 2,1), que
foram atribuidos ao anel B, dissubstituido em C-3’ e C-4’. Da mesma forma, os sinais
oH 6,29 (d, 2,1) e 6,39 (d, 2,4) caracterizaram o0 anel A, dihidroxilado em C-5 e C-7.
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Figura 116: Espectro de COSY da substancia CEA-9 (300 MHz; CDs0D).
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Tabela 34: Dados de RMN de 'H (300 MHz; CDs0OD) e correlacdes observadas no
COSY e NOESY da substancia CEA-9.

H on (m, J em Hz) COSY NOESY

6 6,20 (d, 2,1) H-8

8 6,39 (d, 2,4) H-6

2 7,68 (d, 2,1) H-6'

5 6,92 (d, 8,7) H-6’

6’ 7,61 (dd, 8,7; 2,1) H-2', H-5
MeO-3 3,76 (s) H-2’, H-6’
MeO-3’ 3,92 (s) H-2’, H-5

A proposta estrutural para CEA-9 foi confirmada por meio de experimento de
NOESY 2D (Figura 117
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1l
L)

d JJLMMJJ e u

_"'\\‘H\\‘H""""IIII|IIII|HH‘\\H‘\\\\‘\\\\‘IIH‘\\\"""""IllllI|II"""" T
8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2

Fl1 (ppm)

Figura 117: Espectro de NOESY 2D da substancia CEA-9 (300 MHz; CD3OD).
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As correlacdes do sinal em 64 3,92 (MeO) com os sinais em o+ 7,68 e 6,92,
atribuidos ao H-2' e H-5', atribuem este grupo metoxila em C-3’. A atribuicdo do
segundo grupo metoxila em C-3 foi comprovada pela correlacéo do sinal em 61 3,76
(MeO) com os sinais em o+ 7,68 e 7,61, atribuidos ao H-2’' e H-6’.

Na Tabela 35 estédo os dados comparados do espectro de RMN *3C, DEPT e
HMQC (Figuras118 e 119) do flavonoide CEA-8 com os da literatura para a

substancia 3,3’-di-O-metilquercetina.
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Figura 118: Espectro de RMN de 3C e DEPT da substancia CEA-9 (75,5 MHz;
CDsOD).
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Figura 119: Espectro de HMQC da substancia CEA-9 (75,5 MHz; CDsOD).

Tabela 35: Dados de RMN de °C, DEPT e HMQC (75,5 MHz; CD3OD) da
substancia CEA-9 comparados com dados de 6c para a 3,3’-di-O-metilquercetina

(50,6 MHz; DMSO-ds) reportados na literatura (WANG et al., 1989).

3,3’-di-O-
CEAD metilquercetina

C oc DEPT HMQC 5c

2 157,5 C 155,4

3 139,3 C 137,7

4 179,6 C 177,9

5 162,6 C 161,2

6 99,7 CH 6,30 98,6

7 165,4 C 164,1

8 94,7 CH 6,52 93,8

9 158,0 C 156,3

10 105,7 C 104,2

1 122.,5 C 120,8

2 112,5 CH 7,63 112,0

3 148,5 C 147.,4

4 150,6 C 149,7

5 116,2 CH 6,90 115,6

6’ 123,4 CH 7,53 122,2
MeO-3 60,6 CHs; 3,72 59,7

MeO-3’ 56,4 CHs 3,92 55,7
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A férmula molecular C17H1407 foi estabelecida por espectrometria de massas
(ESI-MS), no modo positivo, (Figura 95) que apresentou o pico de [M+Na]* em m/z
353,2661, em conjunto com RMN de 3C. A comparacédo destes dados com os da
literatura (WANG et al., 1989) permitiram elucidar a estrutura de CEA-9 como sendo
a da 3, 3’-di-O-metilquercetina.
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Figura 120: Espectro ESI-MS da substancia CEA-9 no modo positivo.
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5.4.10 Derivados de acido benzdico CEA-10, CEA-11 e CEA-12

A interpretacao dos espectros de RMN das fracdes denominadas de CEA-10
a CEA-12 levou-nos a identificar a série de acidos 4-hidroxi, 4-hidroxi-3-metoxi e 4-
hidroxi-3,5-dimetoxi  benzodico, respectivamente. Os dados de RMN foram
comparados e sdo concordantes com os da literatura (TAN et al., 2004; ALBARICI,
2006).

MeO
OH OH

HO—®—<\O HO \\o HO \\O

MeO MeO

CEA-10 CEA-11 CEA-12

Os dados de RMN de 'H (Figura 121, Tabela 36) da substancia CEA-10
revelam a presenca dos sinais em 61 6,80 (d, 9,0) e 7,86 (d, 9), caracteristico de

anel benzénico para substituido.

Figura 121: Espectro de RMN de 'H da substancia CEA-10 (300 MHz; CD30D).
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Para a substancia CEA-11 o espectro de 'H (Figura 122, Tabela 36) mostrou
o sinal de uma metoxila em 61 3,88 e a presenca dos sinais em 61 7,54 (d, 1,8), 7,54

(dd, 8,4-1,8), e 6,83 (d, 8,7), caracteristicos de anel benzénico meta-para

substituido.
OH
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\\O
MeO
|"|Ii
1
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Figura 122: Espectro de RMN de 'H da substancia CEA-11 (300 MHz; CD30OD).

Para a substancia CEA-12, os sinais em o1 3,88, com integracao para duas
metoxilas e em &1 7,33 (s) para dois hidrogénios magneticamente equivalentes, no
espectro de 'H (Figura 123, Tabela 36), caracterizaram o anel benzénico 1,3,4,5

substituido.
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Figura 123: Espectro de RMN de 'H da substancia CEA-12 (300 MHz; CD30OD).

Tabela 36: Dados de RMN de 'H (300 MHz; CD3OD) &4 (m, J em Hz) das
substancias CEA-10, CEA-11 e CEA-12 comparados com os dados de on da
literatura para os acidos p-salicilico (500 MHz; CD3sOD), vanilico ( 200 MHz; CD30D)
e siringico (500 MHz; CD3OD) (TAN et al., 2004; ALBARICI, 2006).

H CEAl0 _AC P CEA-11 Ac. CEA-12 _ A¢
salicilico vanilico siringico
2 7,86 7,86 7,54 7,57 7,33 7,32
(d, 9,0 (d, 8,6) (d, 1,8) (d, 1,8) (s) (s)
3 6,80 6,80 - - - -

(d, 9,0) (d, 8,6)

5 6,80 6,80 6,83 6,92 - -
90  (d,8,6) (d, 8,7) (d, 8,2)
6 7,86 7,86 7,54 7,42 7,33 7,32
90  (d,8,6) (dd, 8,4: 1,8) (dd, 8,2; 1,8) (s) (s)
MeO-3 - - 3,88 3,96 3,88 3,84
(s) (s) (s) (s)

MeO-5 - - - - 3,88 3,84
(s) (s)
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Os dados de RMN de *3C para as substancias CEA-10, CEA-11 e CEA-12
estdo mostrados nas Figuras 124 a 126 e Tabela 37.
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Figura 124: Espectro de RMN de 13C da substancia CEA-10 (75,5 MHz; CD30D).
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Figura 125: Espectro de RMN de '3C e DEPT da substancia CEA-11 (75,5 MHz;
CDsOD).



172

MeO

OH

HO \\

MeO

160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 126: Espectro de RMN de *3C da substancia CEA-12 (75,5 MHz; CD30D).

Tabela 37: Dados de RMN de **C (75,5 MHz; CD30OD) das substancias CEA-10,
CEA-11 e CEA-12.

C CEA-10 CEA-11 CEA-12
1 n.a 123,0 122,09
2 133,01 113,8 108,3
3 116,03 148,6 148,8
4 163,4 152,6 141,7
5 116,03 115,8 148,8
6 133,01 125,3 108,3
7 170,1 170,0 170,1
MeO-3 - 56,4 56,8
MeO-5 - - 56,8

As formulas moleculares, C7HsO3, CsHsO4 e CoH100s foram estabelecidas por
espectrometria de massas (ESI-MS; Figuras 127 a 129), por intermédio dos sinais
em m/z 137,1 [M-HJ], 191,0305 [M+Na]*, 221,0409 [M+Na]*, respectivamente para
as substancias CEA-10 a CEA-12 em conjunto com os dados da RMN de 13C.
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Figura 127: Espectro ESI-MS da substancia CEA-10 no modo negativo.
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Figura 128: Espectro ESI-MS da substéncia CEA-11 no modo positivo.
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Figura 129: Espectro ESI-MS da substancia CEA-12 no modo positivo.
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5.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.5.1 Testes comportamentais

Visando detectar uma possivel acdo farmacoldgica, especificamente a acdo
adaptégena, foi realizada uma série de testes psicofarmacolégicos com o extrato
bruto liofilizado de C. echioides (CE).

5.5.1.1 Screening toxico-farmacolégico

Os resultados dos experimentos do “screening” toxico-farmacoldgico,
expressos na Tabela 38, servem de parametro orientador para ensaios mais
especificos e dao informacdo preliminar sobre niveis de dosagem e tempo de
administracdo que possam ser usadas posteriormente.

Tabela 38: Resultados obtidos do teste screening farmacolégico do extrato bruto de

C. echioides em camundongos machos jovens.

) Dose (via intraperitoneal) Dose (via
Efeito oral)

observado 1 10 100 500 500
Mortalidade nao nao nao 5 nao
Contor(_;ﬁe_s nao nao + + nao
abdominais
Tremores nao nao + + nao
Atividade motora ++ ++ v - +
Comportamento sim sim n&o - n&o
de escalar
Cauda de Straub nao nao 1 - nao

N por grupo= 5 animais; doses em mg/kg; (+) presenca, (-)auséncia (V) diminuicdo do efeito.

O extrato mostrou efeito estimulante em baixas doses nas vias oral e ip, e
toxicidade evidente nas maiores doses ip, com mortalidade de 100% do grupo 10
min apds a administracdo. Em vista desse perfil, decidiu-se continuar os testes com
a dose de 10 mg/kg e a metade da dose de 100 mg/kg que manifestou efeitos
negativos (50 mg/kg). A ocorréncia de um caso com cauda de Straub, que é
indicativo de estimulacdo de receptores opioides, indicou como interessante a

realizacdo de testes de analgesia.
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5.5.1.2 Atividade motora

A avaliacdo estatistica dos dados do experimento ndo confirmou a acao
estimulante detectada no screening e indicou efeito depressor na maior dose (como
apareceu no screening na dose de 100 mg/kg). Os resultados estdo apresentados

na Figura 130.

Ativida motora

2500 -

movimentos

2000 -+ “'
1500 - "
1000 - *

0

controle 10 mg/kg 50 mg/kg

grupos

Figura 130: Resultados do teste de atividade motora de camundongos jovens (n=
10) tratados agudamente com agua (controle) e doses de 10 e 50 mg/kg
de extrato liofilizado de CE (via i.p).

5.5.1.3 Tempo de sono barbitdrico

No grupo de animais tratados com a dose de 10 mg/kg dois camundongos
ndao dormiram, manifestando uma particularidade fisiolégica e por isso ndo foram
considerados. Nao foram encontradas diferencas nos dois parametros avaliados,
laténcia para iniciar o sono e tempo total de sono entre os trés grupos. Novamente a
dose de 50 mg/kg mostra perfil depressor, embora sem significancia frente ao

controle. Os resultados estédo expressos na Tabela 39.
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Tabela 39:Resultados obtidos do teste de tempo de sono barbitdrico do extrato de

CE em camundongos machos jovens.

Grupo n Laténcia (s) Tempo de sono (min)
Controle 10 2011 42,3+ 20,1
10 mg/kg 3 2,1+1,3 47,0+ 18,7
50 mglkg 10 2,1+1,0 54,0 + 22,0
significancia p=0,99 p=0,45

5.5.1.4 Coordenagédo motora

A avaliacdo envolveu tempo de permanéncia na barra giratéria bem como

namero de quedas em 3 min de avaliacdo, nos tempos de 30, 60 e 120 minutos

apos a administracdo. Os dados estao expressos na Tabela 40.

Tabela 40: Resultados obtidos do teste de tempo de coordena¢do motora do extrato

de bruto de CE em camundongos machos jovens.

Tempo de
avaliacdo  paréametro controle 10 mg/kg 50 mg/kg p
(min)
30 tempo 2,6 +0,6 2410 2,7+0,8 0,76
n. quedas 1,3+1,2 1,3+1,2 1,1+1,2 0,92
60 tempo 29+0,2 28+0,8 25+£09 0,40
n. quedas 0,7+1,2 0,9+1,2 1,2+14 0,67
120 tempo 2,9+0,3 2,8+0,6 25+ 0,8 0,34
n. quedas 0,5+0,9 09+11 10+14 0,61

5.5.1.5 Teste do labirinto em cruz elevado
Os dados obtidos no teste do labirinto em cruz elevada estdo expressos nas

Tabelas 41 e 42.
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Tabela 41: Resultados do teste de labirinto em cruz elevado em camundongos
tratados por 7 dias com agua e duas doses de extrato bruto de CE.

Bragos abertos Bragos fechados
Grupos n

N° entradas Tempo (s) NCentradas Tempo (S)
Controle 10 3,724 67,2+ 42,5 6,2 £ 3,7 232,8+425
10 mg/kg 10 2,7+15 85,5+ 32,2 44%2,0 214,5+ 32,2
50 mg/kg 11 2,7+29 60,5 + 52,7 41+27 239,5+ 52,7

Significancia NS NS NS NS

p=0,16 p= 0,41 p= 0,22 p= 0,41

NS= néo significativo

Tabela 42: Resultados do teste de labirinto em cruz elevado em camundongos

tratados por 7 dias com agua e duas doses de extrato bruto de CE.

Cruzamentos Ameacas Mergulhos de
Grupos Tempo na ¢ cabeca Defecacéo
Ne . de entrada .
area central (head dip)

conol  41:24 394195  108%56 11,8+7.2 11£12

1?1:]%@ 33+19  160+143*  186%53* 14948 04207

5?]2"'%/1"9 39431  120+152% 135476 11,8493 05+0,8

P NS NS NS
Significancia p= 0,76 p<0,01 p<0,05 0= 0,56 p= 0,19

NS= néo significativo

Os dados mostram resultados contraditorios, sem prevaléncia de efeito
ansiolitico ou estimulante e com dois resultados significantes igualmente indefinidos
isoladamente.

Os resultados obtidos nos testes comportamentais chamam a atengéao pela
escassez de efeitos positivos significativos o que néo tira a relevancia dos mesmos.
Este fato pode estar associado a natureza dos ensaios, que geralmente sdo agudos,

ou seja, doses unicas ou poucas doses administradas por via intraperitoneal (ip) ou
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oral. Esta forma de administracdo pode nao representar necessariamente a forma de
acdo dos adaptdégenos que geralmente ndo apresentam efeitos agudos notéveis,
mas precisam de um tempo mais longo de administracdo (MARQUES, 1998). Outro
fator associado pode ser as doses utilizadas, pois nem sempre existe uma relacéo
direta crescente entre dose e resposta neste tipo de experimento ou seja, podem ser
encontrados melhores respostas utilizando-se doses menores. Desta forma, novos
experimentos precisam ser feitos, com outras doses e administracdo prolongada, de
modo a poderem expressar mais concretamente o perfil farmacoldgico dessa

espécie.

5.5.2 Atividade antioxidante

Tendo em vista que nem todas as plantas tidas como adaptégenas tenham
atividade antioxidante comprovada, mas este efeito pode estar associado na
manifestacdo dos efeitos positivos de varias delas (PANOSSIAN et al.,, 1999) e
certamente contribui para o conjunto de acdes dos adaptégenos (MENDES, 2006)
foi determinada a capacidade antioxidante do extrato bruto, fracfes derivadas da
particdo liquido-liquido, FAQ, FB, FA, FD e FH, e substancias isoladas da FA que
deram resultado positivo em CCD quando reveladas com solugéo de DPPH.

O método quimico utilizando o DPPH para a determinacdo da capacidade
antioxidante destaca-se dentre os demais por ser um método rapido, acessivel, que
ndo requer equipamentos sofisticados e poder ser desenvolvido a temperatura
ambiente, onde a possibilidade de degradacao térmica é reduzida (BONDET et al.,
1997). Este método adapta-se bem a investigacdo do potencial antioxidante de
produtos naturais como extratos brutos vegetais e fracdes purificadas, podendo ser
encontrado diversos relatos na literatura com esta aplicagdo (HOLLEY e
CHEESEMAN, 1993; MENSOR et al., 2001; BRACA, et al., 2002).

O radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) € um radical livre estavel que, na
presenca de um antioxidante doador de hidrogénio (AH), pode ser reduzido em meio
alcoolico formando o 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (KOLEVA et al., 2002). Esta reacao
produz mudanca de coloracdo violeta para amarelo em aproximadamente 30 min,
com intensidade de coloragédo proporcional a concentracdo de acordo com a lei de
Lambert-Beer, sendo monitorada por espectrofotometria UV em 518 nm. Quanto

maior a atividade antioxidante, menor a coloragédo violeta. Esta mudanca de cor
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gradativa deve-se ao pareamento gradativo dos elétrons de DPPH disponiveis
(BLOIS, 1958).

Os resultados deste método podem ser expressos de varias formas, o que
pode causar problemas na comparacdo de resultados com outros estudos
(SHARMA e BHAT, 2009). A forma mais comum de expresséao € pelo valor de ICso,
que representa a quantidade de substancia antioxidante necessaria para reduzir em
50% a concentracao inicial do radical DPPH e, quanto menor for o valor encontrado,
maior a atividade antioxidante da amostra. Neste trabalho foram realizadas as
curvas para o célculo dos valores de ICso com, pelo menos, triplicata de amostra e
cinco pontos. As concentragbes de amostra foram adequadas para reduzir o radical
DPPH entre 20 e 80%.

5.5.2.1 Capacidade antioxidante do Extrato Bruto (EB) e das fragc6es FAQ, FB,
FA, FD e FH

O ICs0 do EB e das fracdes analisadas (FAQ, FB, FA, FD e FH) de C.
echioides foi obtido pela regressao linear da curva de inibicdo do DPPH em relacao

as amostras e estao apresentados na Tabela 43.

Tabela 43: Atividade antioxidante do EB e das fragbes FAQ, FB, FA, FD e FH

comparados com o trolox.

Amostras ICso (ng/mL)
Extrato Bruto (EB) 167,6 £ 16,1
Aquosa (FAQ) 634,1+ 34,8
Butandlica (FB) 65,7+ 2,3
Acetato (FA) 42,0+ 0,3
Diclorometano (FD) 118,7+ 2,6
Hexanica (FH) 3376,2 £ 59,3

Trolox 45+0,2
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Os resultados obtidos mostram grande seletividade por parte do solvente
utilizado na particdo em separar compostos com atividade antioxidante como pode
ser observado nas diferencas de ICso entre a fragdo FH 3376,2 e FA 48,9 pg/mL,
como demonstrado na Tabela 43. Das frag0es testadas, as que apresentaram algum
resultado foram as de média polaridade, FA 48,9 e FB 65,7 ug/mL, quando
comparados ao do trolox 4,5 pug/mL, levando-se em consideracéo que se trata de

uma mistura complexa de substancias comparadas com substancia padréo pura.

5.5.2.2 Atividade antioxidante dos flavonoides CEA-6 a CEA-9

Vérias substancias naturais de diferentes classes quimicas possuem acéo
antioxidante reconhecida, especialmente os que possuem um grupo fendlico em sua
estrutura. Dentre estes, os flavonoides tem tido especial atengédo por ter ampla
distribuicdo, sendo encontrado em praticamente todas as plantas, e bastante
presente na dieta alimentar de homens e animais. Flavonoides tem demonstrado
gue sdo bons neutralizadores de varias espécies reativas de oxigénio (ERO) como
anion superdxido (02*), oxigénio singleto (*O2) e radicais hidroxila e peroxila
(HARBORNE e WILIAMS, 2000; HERNANDEZ et al., 2009; SOUZA e SILVA, 2010)
A relacdo entre a estrutura e a capacidade antioxidante j4 esta bem estabelecida
para os flavonoides, sendo que a presenca de grupo orto-dihidroxi no anel B € um
dos principais fatores associados a alta capacidade de alguns deles e ainda, embora
com contribuicdo menos efetiva, a presenca de grupos hidroxila nas posicdes 3 e 5
do anel A (YOO et al., 2005; HERNANDEZ et al., 2009; SOUZA e SILVA, 2010).

Os flavonoides isolados CEA-6 a CEA-9 foram avaliados quanto a atividade

antioxidante e os valores de ICso foram determinados (Tabela 44).
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Tabela 44: Atividade antioxidante dos flavonoides CEA-6 a CEA-9 comparados com

o trolox.

Flavonoide caod R? R? ICso (uM)
3-O-metilcanferol CEA-6 OH H 71,3+2,.2
3-O-metilquercetina CEA-7 OH OH 9,2+0,3
3,7-di-O-metilquercetina CEA-8 MeO OH 11,0+ 0,6
3,3’-di-O-metilquercetina CEA-9 OH OMe 475+1,2
Trolox - - - 17,8 £ 0,8

Os resultados obtidos estdo concordantes com o exposto em relagdo a

estrutura atividade destas substancias (Tabela 44). A substancia CEA-7 apresentou

a maior capacidade antioxidante seguida da CEA-8, ambas com grupo orto-dihidréxi

no anel B, com valores de ICso inferiores ao do trolox. Pode-se observar também a

pouca influéncia da substituicdo do grupo hidroxila na posicdo R! por um grupo

metoxila em CEA-8. J& a substituicdo do grupo hidroxila por metoxila na posicdo R?

da CEA-9 ou a inexisténcia deste em CEA-6 representa um decréscimo significativo

na atividade.
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5.5.2.3 Atividade antioxidante dos derivados de acido benzdico CEA-10 a CEA-
12

Os valores obtidos de ICso para a série de acido benzoico nomeados de CEA-
10 a CEA-12 estdo demonstrados na Tabela 45.

O OH
N

R? R?
OH
CEA-10 a CEA-12

Tabela 45: Atividade antioxidante dos derivados de acido benzoéico CEA-10 a CEA-

12 comparados com o trolox.

Substancia Cod. R! R? ICs0 (umol/L)
Acido p-salicilico CEA-10 H H n. a.
Acido vanilico CEA-11 MeO H 75,5 + 7,86
Acido siringico CEA-12 MeO MeO 20,2+0,7
Trolox - 179+1,1

n.a.—ndo apresentou atividade.

Nota-se, como esperado, que conforme insere-se grupos oxigenados
doadores de elétrons vizinhos a hidroxila, a capacidade antioxidante das substancias
aumenta. Este resultado contribui na afirmacéo desta proposi¢cao para 0S compostos
fendlicos em geral (KAJIYAMA e OHKATSU, 2001; SOARES, 2002).
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Os valores de ICs0 para os alcaloides CEA-1 a CEA-5 foram determinados

seguindo-se 0 mesmo protocolo utilizado para os flavonoides e estdo demonstrados

na Tabela 46.
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CEA-5

CEA-1a CEA-4

Tabela 46: Atividade antioxidante dos alcaloides CEA-1 a CEA-5 comparados com o

trolox.
. Caod R1 R? R3 IC50
Substancia
(umol/L)

N-trans-p-coumaroil-triptamina CEA-1 H OH H 203,7 £ 25,3
N-trans-p-coumaroil-5-
hidroxitriptamina CEA-2 OH OH H 10,704
N-trans-4-metoxicinamoil-5-
hidroxitriptamina CEA-3  OH  MeO H 175+04
N-trans-feruloil-5-hidroxitriptamina CEA-4 OH OH OMe 145+0,4
N-trans-feruloil-3,5-
dihidroxindolin-2-ona CEA> OH OH  OMe  30,0+07

- - - 179+1,.1

Trolox
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A comparacado dos resultados obtidos leva a sugerir que a presenca de grupo
hidroxila na posicdo R! da unidade triptamina é fundamental para a atividade
antioxidante destes alcaloides. Chama a atencéo o valor de ICso do alcaloide CEA-1
(203,7 umol/L), comparado com o do CEA-2 (10,7 umol/L), cuja Unica diferenca
estrutural é a presenca da referida hidroxila sendo que, este altimo, obteve atividade
antioxidante relativamente maior do que o trolox (17,9 umol/L). Nota-se também que
0 grupo triptamina parece ser a parte da molécula de maior influéncia nos
resultados, pois variagdes nos grupos R? e R3 dos alcaloides CEA-2, CEA-3 e CEA-
4, ndo levam a grandes variagbes de resultado como o observado no caso dos
alcaloides CEA-1 e CEA-2. A comparacao do valor de ICso do alcaloide CEA-4 com
o do CEA-5 mostra que a auséncia do grupo 5-hidroxitriptamina leva a um
decréscimo da atividade antioxidante, mostrando a importancia desta unidade para a
atividade sequestradora do radical livre DPPH.

5.5.3 Atividade citotoxica dos alcaloides CEA-1 a CEA-5

Os alcaloides isolados foram testados contra a linhagem de células tumorais
de colon humanas HCT-116 pelo ensaio da sulforhodamina tendo em vista que foi
encontrado relato de atividade citotdxica significante (28,54 pug/mL) contra células
tumorais Caco2 (co6lon) para a moschamina (SHOEB et al., 2006), o0 mesmo
alcaloide isolado neste trabalho denominado de CEA-4.

Os alcaloides foram testados nas concentracdes de 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e
3,12 ug/mL, em triplicata e em pelo menos 3 momentos diferentes (experimentos

independentes) e os resultados obtidos estdo expressos na Tabela 47 e Figura 131.

Tabela 47: Atividade citotoxica dos alcaloides isolados CEA-1 a CEA-5.

Substéncia Cod ICso (ng/mL)
N-trans-p-coumaroil-triptamina CEA-1 475+9,4
N-trans-p-coumaroil-5-hidroxitriptamina CEA-2 72,7+ 0,5
N-trans-4-metoxicinamoil-5-hidroxitriptamina CEA-3 29,3+ 3,3
N-trans-feruloil-5-hidroxitriptamina (moschamina) CEA-4 53,3+22,7
N-trans-feruloil-3,5- dihidroxindolin-2-ona CEA-5 n.a.

n.a.- ndo apresentou atividade.
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ANTITUMORAL HCT-116
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Figura 131: Resultados do teste de atividade antitumoral HCT-116 dos alcaloides
CEA-1 a CEA-4.

Dentre os alcaloides testados destaca-se o CEA-3 com ICso de 29,3 ug/mL e
morte de 90% das células tumorais na concentracdo de 72 ug/mL. Esta atividade
antitumoral pode ser considerada significante se comparada a encontrada para a
moschamina, 28,54 pg/mL, contra células tumorais Caco2 (SHOEB et al., 2006).
Entretanto deve-se levar em consideragédo que o Instituto Nacional do Cancer (NCI)
americano preconiza valores menores que 30 pg/mL para ensaios preliminares com
extrato bruto de plantas, para serem promissoras fontes de novas substancias com
atividade antitumoral (JOKHADZE et al., 2007).

5.6 CONTROLE DE QUALIDADE DA DROGA VEGETAL

Os resultados das analises de qualidade da matéria-prima vegetal estdo
expressos na Tabela 48. A CCD do extrato metandlico mostra a presenca de
compostos apolares, tipicamente terpenoides, que sdo 0s compostos comumente
utilizados como marcadores quimicos desta espécie, comparado com dois padrdes,
o lupeol, encontrado em diversas espécies e familias vegetais e o diterpeno CEH-2,
isolado pela primeira vez (Figura 132).
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Figura 132: CCD em cromatoplaca de gel de silica 60 F2s4 comparativa entre:

A - extrato bruto; B - diterpeno CEH-2 e C - lupeol, eluida com hexano:

diclorometano: metanol (6:3:1; v/v) e revelada com anisaldeido sulfarico.

Estas informagbes s&o importantes no sentido de se caracterizar o lenho da

planta, parte usada como droga comercial, estabelecendo parametros de qualidade

e padronizacdo. Esses dados permitem ainda que se identifigue e autentique

pedacos do lenho isolados, sem a necessidade do material florido e acesso a

especialista em taxonomia vegetal.

Tabela 48: Resultados do controle de qualidade do lenho de C. echioides.

Andlise n Resultado dp CVv
Granulometria 3 0,36 mm 0,01 2,76
Perda por dessecacgéo 5 9,26 % 0,07 0,82
Teor de extrativos 5 3,92 % 0,19 4,97
Cinzas totais 5 1,24 % 0,06 4,79
Cinzas insollGveis 5 0,16 % 0,01 3,51
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6 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico da fracdo FH resultou no isolamento e identificacdo dos
diterpenos tipo clerodano 15,16-epoxi-3,13(16),14-neo-clerodatrien-17,18-
dicarboxilato de metila (nasimalun B) (CEH-1), 15,16-ep6xi-3,13(16),14-neo-
clerodatrien-17-carboxi-18-carboxilato de metila (CEH-2), 3-0x0-15,16-epOxi-
13(16),14-neo-clerodadien-17,18-dicarboxilato de metila (CEH-3), ptychonal-
hemiacetal (CEH-4a) e ptychonal (CEH-4b) (em mistura), e éster metilico do acido
hardwickico (CEH-5); o sesquiterpeno trans—1(10)-epoxi-4(15)-cariofileno (CEH-6); o
triterpeno lupeol (CEH-7); os fitoesterbides g-sitosterol (CEH-8) e estigmasterol
(CEH-9) (em mistura) e B-sitosterol glicosilado (CEH-10).

O estudo fitoquimico bioguiado pela atividade antioxidante pelo método do
DPPH da fragdo FA resultou no isolamento e identificagdo dos alcaloides inddlicos
N-trans-p-coumaroil-triptamina  (CEA-1), N-trans-p-coumaroil-5-hidroxitriptamina
(CEA-2), N-trans-4-metoxi-cinamoil-5-hidroxitriptamina (CEA-3), N-trans-feruloil-5-
hidroxitriptamina (moschamina) (CEA-4) e N-trans-feruloil-3,5-dihidroxindolin-2-ona
(CEA-5); os flavonoides 3-O-metilcanferol (CEA-6), 3-O-metilquercetina (CEA-7),
3,7-di-O-metilquercetina (CEA-8) e 3,3’-di-O-metilquercetina (CEA-9) e os derivados
de acido benzodico 4-hidroxi acido benzéico (CEA-10), 4-hidroxi-3-metdxi acido
benzdéico (CEA-11) e 4-hidréxi-3,5-dimetdxi acido benzdico (CEA-12).

Os diterpenos  15,16-ep0Oxi-3,13(16),14-neo-clerodatrien-17-carbéxi-18-
carboxilato de metila (CEH-2) e 3-0x0-15,16-ep0xi-13(16),14-neo-clerodadien-17,18-
dicarboxilato de metila (CEH-3), e o alcaloide inddlico N-trans-feruloil-3,5-
dihidroxindolin-2-ona (CEA-5) sdo substancias inéditas na literatura, ja o alcaloide N-
trans-4-metoxi-cinamoil-5-hidroxitriptamina (CEA-3) foi isolado pela primeira vez de
um produto natural.

Todas as substancias identificadas neste trabalho séo inéditas para C.
echioides, sendo de grande relevancia para o conhecimento quimico desta espécie
vegetal. Os compostos ptychonal-hemiacetal (CEH-4a), ptychonal (CEH-4b), N-
trans-p-coumaroil-triptamina (CEA-1), N-trans-p-coumaroil-5-hidroxitriptamina (CEA-
2) e N-trans-feruloil-5-hidroxitriptamina (CEA-4) estdo sendo relatados pela primeira
vez na familia Euphorbiacea.

O isolamento de diterpenos clerodanicos corrobora na utilizacdo destes

compostos como marcadores quimiotaxondmicos do género Croton.
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Os resultados obtidos no screening farmacologico do EB de C. echioides em
camundongos demonstraram efeito estimulante em baixas doses, tanto por
administracdo via oral quanto intraperitoneal (ip) e toxicidade evidente nas maiores
doses por via ip.

Os dados da avaliagéo da atividade motora em camundongos demonstraram
efeito depressor na dose de 50 mg/kg.

Houve auséncia de significancia nos testes agudos de coordenacdo motora
e tempo de sono induzido por hexabarbital em camundongos.

N&o foi possivel detectar um perfil depressor ou estimulante para o EB no
teste do labirinto em cruz elevado utilizando-se camundongos, necessitando de mais
testes com outras doses e administracdo prolongada.

Os resultados dos ensaios de capacidade antioxidante demonstraram a alta
atividade da fracéo FA (ICso de 48,9 + 0,2 ng/mL) e das substéncias CEA-2 (ICso de
10,7 £ 0,4 umol/L), CEA-3 (ICso de 17,5 + 0,4 umol/L), CEA-4 (ICso de 14,5 + 0,4
umol/L), CEA-7 (ICso de 9,2 + 0,3 umol/L), CEA-8 (ICso de 11,0 + 0,6 umol/L) e CEA-
12 (ICsode 20,2 + 0,7 umol/L).

O alcaloide N-trans-4-metoxicinamoil-5-hidroxitriptamina (CEA-3) apresentou
atividade significativa frente a linhagem de células tumorais de c6lon humanas HCT-
116 com ICso de 29,3 pug/mL e morte de 90% das células tumorais na concentragdo

de 72 ug/mL
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