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RESUMO

O presente trabalho descreve o estudo quimico e, paralelamente, a investigacéo
das atividades antioxidante e antimicrobiana de quatro espécies medicinais do
Cerrado goiano, Cayaponia espelina (Silva Manso) Cogn., C. citrullifolia (Griseb.)
Cogn., C. weddellii (Naudin) Gomes-Klein (Cucurbitaceae) e Psychotria
trichophora Miill. Arg. (Rubiaceae). O estudo dos extratos etandlicos das
espécies citadas conduziu ao isolamento de metabdlitos secundarios de diversas
classes, sendo varios bioativos. O estudo da fracdo acetato de etila das folhas
de C. espelina e das fracdes n-butanodlica e hidrometandlica de C. citrullifolia
viabilizou o isolamento e elucidacéo estrutural de sete compostos: luteolina (CE-
1), luteolina  4’-O-B-D-glicopiranosideo  (CE-2), luteolina  7-O-B-D-
glicopiranosideo (CE-3), canferol 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosideo (CC-1), benzil-
O-B-D-xilopiranosil-(1—6)-B-D-glicopiranosideo (CC-4), acido B-O-
glucosilsalicilico (CC-3) e vicenina-2 (CC-2). Com excec¢ao da vicenina-2, todos
0s outros compostos estdo sendo relatados pela primeira vez no género
Cayaponia. O estudo da fragéo acetato de etila das folhas de C. weddellii levou
aos mesmos glicosideos (CE-2 e CE-3) relatados em C. espelina. A quarta
espécie investigada neste trabalho foi P. trichophora. O estudo quimico da fracéo
acetato de etila das folhas propiciou o isolamento e elucidacao estrutural de seis
compostos: cameliasideo B (PT-3), canferol-3-O-{B-D-xilopiranosil-(1—2)-[a-L-
raminopiranosil-(1—6)]}-B-D-galactopiranosideo  (PT-4), canferol-3-O-[B-D-
xilopiranosil-(1—3)-a-L-raminopiranosil-(1—6)]-B-D-galactopiranosideo  (PT-5),
canferol-3-O-B-D-robinosideo (PT-2) e acido 5-p-coumaroilquinico (PT-6). Nas
raizes foi identificada a cumarina escopoletina (PT-1). A elucidacdo estrutural
dos compostos foi realizada através de andlise espectroscopica, tais como IV e
RMN de H e 13C, experimentos uni e bidimensionais.Os flavonoides PT-4 e PT-
5 estdo sendo descritos pela primeira vez em Rubiaceae, isolados anteriormente
apenas nas familias Fabaceae e Leguminosae. Analises em CCDA das fracfes
oriundas da extracdo acido/base das folhas de P. trichophora ndo apresentaram
reacao positiva para alcaloides com o reagente Dragendorff. Testes preliminares
com a Escherichia coli revelaram o potencial farmacolégico da fracdo acetato de
etila das folhas de C. espelina, com 74 % de inibi¢cdo de crescimento bacteriano,
na concentracdo de 82ug/mL. Esta fragcdo também exibiu forte atividade
antioxidante, com ICso de 5,40 + 0,16 pg/mL, comparavel ao antioxidante
comercial acido ascorbico. Os extratos brutos etandlicos de C. espelina e C.
weddellii foram os mais promissores como antioxidantes, com ICso de 13,21 +
0,31 e 13,14 + 0,57 pug/mL, respectivamente. Em bioensaios preliminares com a
linhagem tumoral Sarcoma 180, todas as amostras testadas exibiram baixa
atividade, apesar da descricdo na literatura de atividade antitumoral para os
flavonoides isolados.

Palavras chave: Cayaponia, Psychotria, flavonoides.
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ABSTRACT

This work describes the chemical evaluation and, in parallel, the investigation of
antioxidant and antimicrobial activity of four medicinal species of Brazilian
Cerrado, Cayaponia espelina (Silva Manso) Cogn., C. citrullifolia (Griseb.) Cogn.,
C. weddellii (Naudin) Gomes-Klein (Cucurbitaceae) and Psychotria trichophora
Mull. Arg. (Rubiaceae). The study of ethanol extracts of the species mentioned
above led to the isolation of several classes of secondary metabolites, many of
them presenting biological activity. Evaluation of ethyl acetate fractions of the
leaves of C. espelina and n-butanol and hydromethanol fractions of C. citrullifolia
led to the isolation and structural elucidation of seven compounds: luteolin (CE-
1), luteolin 4'-O-glucoside (CE-2), luteolin 7-O-glucoside (CE-3), kaempferol 3,7-
O-a-L-dirhamnoside (CC-1), benzyl-O-B-b-xylopyranosyl-(1—6)--D-
glucopyranoside (CC-4), salicylic acid 2-O-B-glucopyranoside (CC-3) and
vicenin-2 (CC-2). The glucosides CE-2 and CE-3 found in C. espelina were also
found in ethyl acetate fraction from C. weddellii leaves, indicating that there might
be a chemical similarity between these species. The fourth species investigated
in this study was P. trichophora and the chemical study of ethyl acetate fraction
of its leaves led to the isolation and structural elucidation of six compounds:
camelliaside B (PT-3), kaempferol-3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)-[B-D-
xylopyranosyl-(1—2)]-B8-D-galactopyranoside  (PT-4), kaempferol-3-O-[B-D-
xylopyranosyl-(1—3)-a-L-rhamnopyranosyl-(1—6)]-B8-D-galactopyranoside (PT-
5), kaempferol-3-O-robinoside (PT-2) and 3-O-p-coumaroylquinic acid (PT-6).
Coumarin scopoletin (PT-1) were identified from its roots. Structural identification
of compounds was performed by spectroscopic analysis including IR and *H and
13C NMR, in one-and two-dimensions. Flavonoids PT-4 and PT-5, previously
isolated in the Fabaceae and Leguminosae families, were described for the first
time in Rubiaceae. Furthermore, CCDA analysis of acid-base fractions obtained
from P. trichophora leaves did not result positive for alkaloids against the
Dragendorff reagent. Preliminary tests in Escherichia coli showed that the ethyl
acetate fraction from C. espelina presents pharmacological potential, inhibiting
74 % of bacterial growth at a 82 pg/mL concentration. This fraction also exhibited
strong antioxidant activity, with ICso value of 5.40 = 0.16 pg/ml, being comparable
to that of the commercial antioxidant, ascorbic acid. Extracts from C. espelina
and C. weddelli were the most promising antioxidants with 1Cso values of 131 +
0.31 and 13.14 = 0.57 pg/mL, respectively. In preliminary bioassays against
Sarcoma 180 tumor cell line, all tested samples presented low activity despite the
literature data for antitumor activity of the isolated flavonoids.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo fonte primordial de medicamentos convencionais altamente
eficazes no tratamento de muitas doencas. Entretanto os compostos naturais
oriundos de plantas nem sempre sdo utilizados diretamente como farmacos, mas
sdo moléculas que podem servir como protétipos para o desenvolvimento de novos
medicamentos. Com as novas tecnologias de liberacdo de farmacos, mesmo as
moléculas altamente citotoxicas podem agir em locais especificos, evitando seus
efeitos colaterais tdxicos sobre tecidos normais. Além disso a identificacdo de novas
proteinas com efeitos importantes sobre a regulacdo do ciclo celular e progresséo
dos tumores, as moléculas isoladas de plantas e de outras fontes naturais estao
provando ser uma importante fonte de novos inibidores da acdo dessas proteinas
(CRAGG et al., 2005).

Segundo Newman e Cragg (2012), que analisaram 0s agentes terapéuticos
aprovados, em todo o mundo, nos ultimos 30 anos (1981 a 2010), das novas
entidades quimicas aprovadas, 29% foram obtidas de origem natural. Citam ainda
que, dos medicamentos anticancerigenos, 48,6% foram obtidos a partir de produtos
naturais ou diretamente derivados destes, e dos medicamentos aprovados para
tratamento de infec¢des provocadas por bactérias, fungos, parasitas e virus, 33,7%
sao obtidos a partir de fontes naturais. Esta constatacdo mostra como os produtos
naturais sdo fonte expressiva para a obtencdo de medicamentos e que foram e
ainda sdo valorizados como fonte de prototipos para a descoberta de novos

farmacos.



A investigacdo quimica e bioldgica de plantas medicinais se constitui em uma
estratégia de desenvolvimento e protecdo da diversidade vegetal brasileira,
principalmente, o estudo de espécies pertencentes ao Cerrado e a Mata Atlantica,
pois estas areas foram reconhecidas como aquelas de maior risco de extingdo, o
que reforca a importancia de pesquisadores no sentido de estudarem esses
ecossistemas (MYERS et al., 2000). O Cerrado € a segunda maior zona de
vegetacao do pais, cobrindo aproximadamente 23% da superficie total do territorio e
situa-se em regides de maior desenvolvimento do Brasil central, sendo natural que
as espécies que compdem este bioma exercam forte influéncia na medicina popular.
Além do mais, para a maior parte das espécies brasileiras, ndo ha estudos quimicos
e/ou biolégicos e constitui, portanto, um potencial a ser investigado com vistas a
identificacdo de novos farmacos.

O grupo de Produtos Naturais do Instituto de Quimica (IQ-UFG), em
colaboracdo com pesquisadores do ICB/UFG, IPTSP/UFG, FF/UFG e DQ/UEM,
buscam consolidar linhas de pesquisa voltadas para o estudo das Plantas
Medicinais do Cerrado. O intuito € ampliar o estudo quimico-biol6gico de um namero
significativo de espécies, qualificando a utilizacdo das mesmas. Desta forma, o
estudo da flora goiana, em especial, de espécies das familias Cucurbitaceae e
Rubiaceae, conhecidas como fonte de compostos bioativos, torna-se importante e
estratégico na busca de modelos estruturais para o avanco da quimica medicinal.

Entre os géneros selecionados para estudo, Psychotria e o Cayaponia
demonstraram especial interesse biol6gico por acumularem metabdlitos especiais
com forte atividade antioxidante, antitumoral, antibacteriana, anti-inflamatoria,
sedativa, entre outras (KONOSHIMA et al., 1995; TRUITI et al., 2006; ESCANDELL
et al., 2006). Portanto, a analise quimica e, paralelamente, a investigacdo de
atividade biol6gica de espécies dessas familias podem conduzir a metabdlitos
secundéarios e/ou fragbes com atividade biolégica ou mesmo a compostos
estruturalmente relacionados e que apresentam maior atividade e/ou menor

toxicidade.

1.1. Familia Cucurbitaceae Juss.

A familia foi incluida no clado Cucurbitales juntamente com Begoniaceae C.
Agardh, Coriariaceae DC., Corynocarpaceae Engler, Datiscaceae Dumortier,

Anisophylleaceae Ridley e Tetramelaceae Airy Shaw (ZHANG et al. 2006), porém
3



segundo Schaefer e Renner (2011), a familia Apodanthaceae Tiegh & Takht
também foi incluida em tal taxon e, de acordo com informacdes apresentadas no
site do Missouri Botanical Garden - MOBOT (2013), também, estédo incluidas as
seguintes, familias: Bryoniaceae G. May, Cyclantheraceae Lilja, Nhandirobaceae
T. Lestib., Polygonanthaceae Croizat e Zanoniaceae Dumort; sendo que esse
ultimo taxon é considerado invalido por Schaefer e Renner (2011).

A familia Cucurbitaceae apresenta entre 950 e 980 espécies, distribuidas em
95 géneros, com maior diversidade nas regides tropicais e subtropicais, em
especial, no sul da Asia, oeste da Africa, Madagascar e México (SCHAEFER;
RENNER, 2011). No Brasil, ha registros de 30 géneros e cerca de 150 espécies
distribuidas em todas as regifes e em diferentes dominios (GOMES-KLEIN et al.,
2015).

As plantas sdo comumente escandentes, com folhas de venacdo palmada e
lamina foliar frequentemente simples-lobada a composta, em geral, com gavinhas ao
lado da base do peciolo. Flores unissexuais, geralmente, actinomorficas,
pentameras, hipanto presente, sépalas unidas pela base, pétalas soldadas ou livres;
flores estaminadas com 1 a 5 estames, com anteras variaveis na forma e quantidade
de tecas (uma ou duas); as pistiladas com ovério infero, unilocular & plurilocular, 1 a
3 estiletes, e 6vulos 1-numerosos. Frutos em geral bagas (NEE, 2007; GOMES-
KLEIN et al. 2010).

Esta familia tem grande importancia na economia mundial, visto que muitas
de suas espécies sdo plantas alimenticias de grande relevancia na agricultura, como
no caso das aboboras (Cucurbita maxima Duch. e C. foetidissima Kunth), da
moranga (C. pepo L.), do pepino (Cucumis sativus L.), da melancia (Citrullus lanatus
(Theinb.) Matsum & Nakai), do melédo (C. melo L.), do chuchu (Sechium edule Duch)
(KOCYAN et al., 2007), entre outras. Além disso, diversas espécies sao utilizadas na
medicina popular, destacando-se as espécies dos géneros Trichosanthes L.,
Lagenaria Ser., Luffa Mill., Benincasa Savi, Momordica L., Cucumis L., Citrullus
Schrad. ex Eckl. & Zeyh, Cucurbita L., Bryonopsis Arn., Corallocarpus Welw. ex
Hook.f. (DHIMAN et al., 2012). Como exemplo de espécies com potencial medicinal,
tém-se Wilbrandia ebracteata Cogn. e Cayaponia tayuya (Vell.) Cogn.,
comercializadas como droga vegetal “taiuia”, usadas na medicina popular como anti-
inflamatorio e antirreumatico (AQUILA et al., 2009).

Estudos fitoquimicos de Cucurbitaceae revelaram a presenca de metabdlitos

secundarios tais como, acidos graxos (SHI et al., 2002; JIN; LEE, 2012), esteroides
4



(LIU et al., 2009; XU et al., 2012), saponinas, flavonoides (JIN; LEE, 2012; XU et al.,
2012) e cucurbitacinas (LIU et al., 2009; JIN; LEE, 2012; MALLIKADEVI et al., 2012).

De modo geral, os componentes majoritarios de espécies da familia
Cucurbitaceae séo as cucurbitacinas, triterpenos tetraciclicos altamente oxigenados
de esqueleto incomum 19-(10—9p)-abeo-10a-lanost-5-eno (1), que podem ser
encontrados livres (agliconas) ou glicosilados. Esses compostos apresentam alta
diversidade estrutural devido a modificacdes na cadeia lateral, as funcionalidades do
anel A e a fatores estereoquimicos (CHEN et al., 2005). Nas plantas, as
cucurbitacinas sdo geralmente encontradas em maior quantidade nas raizes,

seguidas pelos frutos, cotilédones, folhas e sementes (MACEDO et al., 2007).

O grande interesse farmacologico pelas cucurbitacinas e seus derivados
glicosilados esta relacionado principalmente a sua toxicidade e as diversas
atividades biol6gicas apresentadas, tais como citotdxicas, antitumorais, anti-
inflamatorias, antifertilidade, fagorrepelentes, antimicrobianas, apresentarem acao
cardiovascular, hepatoprotetora e curativa, como as mais significativas
(JAYAPRAKASAM et al., 2002; VALENTE, 2004; CHAVES et al., 2005; CHEN et al.,
2005).

As cucurbitacinas B (2), D (3) e E (4) isoladas dos frutos de Cucurbita
andreana L. mostraram significativa citotoxicidade a células tumorais de célon
humano (HCT-116), com 81,5; 80,4 e 77% de Iinibicdo, respectivamente, na
concentracédo de 0,4 uM. Cita-se ainda citotoxicidade a células tumorais de mama
(MCF-7), pulmédo (NCI-H460) e sistema nervoso central (SF-268) para o composto
(1) JAYAPRAKASAM et al., 2002).



Dos compostos isolados dos frutos de Momordica charantia L., destaca-se um
novo esteroide, 24(R)-estigmastan-3(,5a,6B-triol-25-eno 3-O-B-glicopiranosideo (5)
e trés cucurbitacinas inéditas, 19 (R)-n-butanoxi-58,19-epoxicucurbita-6,23-dieno-
3B,25-diol  3-O-B-glicopiranosideo  (6), 23-O-B-alopiranosil-cucurbita-5,24-dien-
70,3B,22(R),23(S)-tetraol-3-O-B-allopiranosideo (7) e 3-O-{[B-glicopiranosil-(1—6)]-
O-B-glicopiranosil}-25-0O-B-glicopiranosideo (8) (LIU et al., 2009).

OR,

R; = glc(6>1)glc, R, = glc

\\\\\\u



Até o momento varias cucurbitacinas foram isoladas, incluindo algumas com
modificagdes estruturais como as nor-cucubitacinas glicosiladas, cayaponosideos A
(9), B (10), C (11) e D (12), presentes nas raizes de C. tayuya (HIMENO et al. 1992).

OH o)
R /W
9, R=
OAc
e} OH
A IOH 10' R= /\/Y
GlcO 0]
11, R=

oj?
T
o
I

HO
12,R=

7\§

Os flavonoides, em especial, os C-glicosilados séo relatados em algumas
Cucurbitaceas, a exemplo de Bryonia dioica Jacq., B. alba L., Cucumis melo L.,
Lagenaria siceraria (Molina) Standl. e W. ebracteata (BARANOWSKA et al., 2001).
Destacam-se as flavonas C-glicosiladas: vicenina-2 (13), vitexina (14) apigenina 6-C-
B-D-apiofuranosideo (15), isoladas das partes aéreas de S. edule (chuchu)
(SICILIANO et al., 2004). De Citrullus colocynthis (L.) Schrad, planta medicinal
usada no tratamento de constipacdo, edema, infeccbes bacterianas, cancer,
diabetes e como abortiva, foi isolado as flavonas isosaponarina (16), isovitexina (17)
e isoorientina-3'-O-Me éter (18), as quais exibiram alto potencial antioxidante

(DELAZAR et al., 20086).
Rs

OR,
R3

R20 o 13: Ri=Rs=glc, R2=R3=R4=Rs=H
14: Ri1=R2=R4=Rs=H, Rs=glc

15 Ri=glc, R2=R4=Rs=H, R3s=Api
Ry 16: Ri1=Rs=glc, R2=R3=Rs=H
17: Ri=glc, R2=R3=R4=Rs=H

OH o 18: Ri=glc, R2=Rs=H, Ra=H, Rs=OCHs

Dos frutos da planta medicinal chinesa Siraitia grosvenorii Swingle (SG),
foram isolados os flavondis derivados do canferol: 7-O-L-raminopiranosideo e 3,7-di-

O-L-raminopiranosideo, além do novo flavandiol, siraitiflavandiol (19) (JIN; LEE,
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2012). A 5,7,2'4'-tetraidroxi-5'-metoxiflavona (20), isolada das sementes de
Trichosanthes kirilowi Maxim, revelou atividade frente a linhagem tumoral de cancer
de pulméo (A549) e para dois tipos de melanomas (SK-Mel-2 e B16F1), com ICso de
0,92, 8,00 e 7,23 pg/mL, respectivamente (RAHMAN et al., 2007).

OMe

OCH;  OH 19

1.1.2. Género Cayaponia Silva Manso

O género Cayaponia constitui um dos mais vastos dentro da familia
Cucurbitaceae, com aproximadamente 60 espécies, distribuidas principalmente nos
paises da América do Sul e com apenas uma espécie na Africa e Madagascar
(BARTH et al., 2005). No Brasil sdo encontradas aproximadamente 47 espécies,
sendo 20 restritas ao territdrio nacional. As espécies estdo presentes, em grande
parte, na regido Amazonica e Mata Atlantica. Alguns taxons apresentam um padrao
de distribuicdo geografica bastante amplo, como C. cruegeri (Naudin) Cogn., C.
espelina, C. podantha Cogn., C. tayuya, ocorrendo em diversos estados brasileiros,
enquanto outros exibem distribuicdo restrita, como C. amazonica (Poep. & Endl.)
Cogn., C. cogniauxiana Gomes-Klein, C. caulobotrys C. Jeffrey, C. coriacea Cogn.,
C. duckei Harms, C. granatensis Cogn. e C. triangularis (Cogn.) Cogn. (GOMES-
KLEIN; PIRANI, 2000).

Do ponto de vista fitoquimico, apenas oito espécies de Cayaponia foram
investigadas até o momento, sendo elas, C. racemosa (Mill.) Cogn., C. angustiloba
(Cogn.) Cogn., C. hirsuta Cogn., C. grandifolia (Torr. et A. Gray) Small., C. africana
(Hook. F.) Exell., C. podantha, C. cabocla (Vell.) Mart. e C. tayuya. Para este género
sdo relatados o0s metabdlitos secundarios: &cidos graxos, flavonoides e
cucurbitacinas. As cucurbitacinas estdo presentes em seis espécies, menos em C.
grandifolia e C. africana. Nessas espécies, relata-se a presenca do acido 97, 11E,
13Z-octadecatrienoico, conhecido como acido punicicio (HOPKINS et al., 1969).

A espécie C. tayuya registrada, na Farmacopeia Brasileira (1926), como a
droga vegetal “taiuid”, é a planta mais estudada do género sob o ponto de vista
guimico e/ou farmacolégico. Sua raiz € muito usada na medicina popular no Brasil,
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Peru e Colémbia no tratamento de diversas patologias, incluindo doencas de pele,
artrite, reumatismo, antitumoral, antiviral e anti-inflamatoria (ESCANDELL et al.,
2006, KONOSHIMA et al., 1995). Das raizes desta planta ja foram isoladas e
identificadas mais de 30 cucurbitacinas, sendo varias bioativas, como a
cucurbitacina R (21) e 23,24-diidrocucurbitacina B (22), para as quais relatam
atividade anti-inflamatéria em experimentos que incluem inflamacdes aguda,
sistémica, topica, dermatolégica e artritica (ESCANDELL et al., 2007), além de
atividade antialérgica (ESCANDELL et al., 2008).

o]

A investigacdo quimica dos frutos de C. racemosa, espécie medicinal usada
no tratamento de cancer, resultou no isolamento das cucurbitacinas P (23) e
2,3,16,20(R)-25-pentaidroxi-22-oxocucurbita-5-eno (24), ambas revelaram
significativa citotoxicidade in vitro, em células tumorais de c6lon humano, de mama,
melanoma e leucémica. O composto 24 apresentou também moderada atividade
anticancerigena in vivo, em modelo de Sarcoma 180 (DANTAS et al.,, 2007,
MILITAO et al., 2012).

Da raiz de C. angustiloba e dos frutos de C. racemosa, foram isoladas as
cucurbitacinas B (25), D (26), F (27) e as diidrocucurbitacinas D e F (JACOBS;
SINGH, 1990). Os compostos (25) e (26) apresentaram inibicdo da proliferacéo
celular de cancer de pulméao (H-460) em 96% e 43% (0,1 uM), de c6lon humano em

80,4% e 80,4% (0,4 uM), de mama (MCF-7), 87% e 78% (0,4 uM) e do sistema
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nervoso central (SF-268) em 92% e 25% (0,05 uM), respectivamente, e também
para o0 carcinoma epidermoide de cavidade bucal (CHEN et al, 2005;
JAYAPRAKASAM et al., 2003).

(o}

No género Cayaponia, os Unicos flavonoides encontrados, até o momento,
foram as flavonas C-glicosiladas: vicenina-2 (13), isovitexina (16), spinosina (28),
swertisina (29) e isoswertisina (30), isolados da raiz de C. tayuya. O estudo da
atividade biolégica da fragcdo butandlica, contendo os compostos supracitados,
detectou pronunciada acao anti-inflamatoria in vivo com inibicdo da expressdo de
ambos, COX-2 e iINOS (6xido nitrico-sintase induzida), evidenciando que acao anti-
inflamatoria de C. tayuya pode estar associada também com a presenca de

flavonoides, e ndo apenas com as cucurbitacinas (AQUILA et al., 2009).

OH
R3
O
R,0O .
2 28: Ri=glc-(2"—1")-glc, R2=CHs, Rs=H
29: Ri=glc, R2= CH3 R3=H
Ry 30: Ri=H, R2= CHjs, Rs=glc
OH o

1.2. Familia Rubiaceae Juss.

A familia Rubiaceae € a quarta maior familia em namero de espécies das
angiospermas, ficando atras apenas de Orchidaceae, Asteraceae e Leguminosae
(PIETROBOM et al.,, 2011). Esta familia possui cerca de 650 géneros e
aproximadamente 13  mil  espécies, com  destribuicdo  cosmopolita,

predominantemente, pantropical, com poucas espécies extratropicos (DELPRETE;
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JARDIM, 2012). A maioria dos representantes desta familia sdo arvores, arvoretas,
arbustos ou ervas, raramente lianas ou epifitas (TAYLOR et al.,, 2007). No Brasil,
esta familia compreende aproximadamente 115 géneros e mais de 1.600 espécies
distribuidas em diferentes formacdes vegetais, com uma grande ocorréncia na
Amazoénia, Floresta Atlantica e Cerrado (DELPRETE; JARDIM, 2012). Nesse ultimo
sdo encontrados principalmente espécies dos géneros Alibertia Rich. Ex DC.,
Psychotria L., Palicourea Aubl. e Tocoyena Aubl. (CASTRO, 1999).

Estudos quimicos de Rubiaceas demonstram uma diversidade de metabdlitos
secundérios, entre os quais, incluem-se alcaloides (CARDOSO et al., 2008);
flavonoides, triterpenos (BARROS et al., 2008) cumarinas (CHOZE et al., 2010);
saponinas, quinonas, lignoides, diterpenos, iridoides, antraquinonas, derivados
fendlicos, entre outros. Varios metabolitos exibem importantes atividades biologicas,
a exemplo da cafeina encontrada em Coffea arabica L., da quinina em Cinchona
pubescens Vahl. e da emetina em Psychotria ipecuanha (Brot.) Stokes. Esses trés
compostos estao entre as 30 substancias isoladas de plantas mais importantes para
uso medicinal (GERLACH et al., 2010). No Brasil, as plantas desta familia sdo
usadas popularmente e na fabricacdo de fitoterapicos, a exemplo da unha-de-gato,
um fitoterapico formulado a base da entrecasca de Uncaria tomentosa (Wild.) DC,
indicado como antiinflamatério (uso oral e tdpico), nos casos de artrite reumatdide,
osteoartrite e como imunoestimulante. Este medicamento esté incluido na Relacdo
Nacional de Medicamentos (RENAME), cuja ultima atualizacdo foi estabelecida pela
Portaria MS/GM n°. 533/2012 (RIECK, 2015).

1.2.1. Género Psychotria L.

O género Psychotria compreende cerca de 1800 espécies com ampla
distribuicdo em regides tropicais do mundo e raramente em regides subtropicais.
Estima-se que na Ameérica tropical estejam presentes aproximadamente 550
espécies (DELPRETE, 2010), sendo a maioria das espécies de habito arbustivo,
embora arvores, ervas, lianas e epifitas, também, sdo conhecidas (NEPOKROEFF
et al., 1999).

Este género é amplamente reconhecido por sua complexidade taxonémica,
gue pode ser atribuida ndo apenas ao grande numero de espécies presentes no
género e tribo, mas também pela falta de caracteres morfologicos disponiveis para

delimitar os grupos, sendo que muitas caracteristicas diagnosticas de Psychotria sédo
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compartilhadas com espécies de outros géneros, como, por exemplo, com
Palicourea e Cephaelis Sw. (DELPRETE, 2010).

Com base em caracteristicas morfolégicas e distribuicdo geografica das
espécies, este género foi dividido em trés subgéneros: Psychotria subg. Tetramerae
(Hiern) R. Petit (espécies da Africa e Madagascar), P. subg. Psychotria L. (espécies
pantropicais) e P. subg. Heteropsychotria Steyerm (espécies que ocorrem nas
Ameéricas, similares ao género neotropical, Palicourea) (LOPES et al., 2004).

Na medicina popular, varias espécies de Psychotria sdo usadas, a exemplo
de P. colorata (Willd. ex Roem. Schult.) Mull. Arg., utilizada pela populacdo
amazonense no tratamento de dores abdominais (raiz) e de ouvido (flores)
(VEROTTA et al., 1998); P. carthaginensis Jacq. e P. viridis Ruiz & Pavén, usadas
como antiparasitaria, emético e alucinégeno; P. insularum A. Gray utilizada no
tratamento de cataratas, desordem abdominal e infec¢des (GERLACH et al., 2010).
Citam-se ainda outros usos terapéuticos para espécies de Psychotria, como no
tratamento de infec¢cdes do sistema reprodutor feminino, bronquite, distlrbios
gastrointestinais, irritacbes da pele, tumores, Ulceras e distarbios oculares
(OLIVEIRA et al., 2013).

De acordo com Klein-Junior et al. (2013), os principais metabdlitos
secundarios isolados e identificados em Psychotria sdo alcaloides (60%), seguido
por triterpenos (9%), ciclotideos (5%), flavonoides (4%), esteroides (3%), quinonas
(3%), norisoprenoides (3%), cumarinas (3%) e outras classes (10%).

Dentre os alcaloides, destacam-se os do tipo pirrolidinoinddlico (31)
(VEROTTA et al.,, 1998; LI et al.,, 2011), quinolinico (27) (SOLIS et al., 1997),
isoquinolinico (32 e 33) (TEIXEIRA, et al., 2012), triptamina (35) (GERLACH et al.,
2010), indol B-carbolinico simples (36) ou indol B-carbolinico monoterpénico, a
exemplo da psicolatina (37), principal alcaloide presente nas folhas de P. umbelata
Tonn. Este alcaloide revelou ag¢do analgésica suave, ansiolitica, antidepressiva,
além de efeitos amnésicos em ratos (PASSOS et al.,, 2013). J4 o alcaloide N,N-
dimetiltriptamina (35), encontrado em P. viridis, mostrou a¢éo alucinégena. Enquanto
gue das raizes de P. ipecacuanha (Brot.) Stoves, planta conhecida como ipeca ou
ipecacuanha, foram isolados dois valiosos alcaloides, a emetina (33) e a cefalina
(34), usados no tratamento de diarreias, como amebicida, expectorante e anti-
inflamatorio (TEIXEIRA et al, 2012). Os alcaloides p-carbolinicos, 14-
oxoprunifoleina (38) e estrictosamida (39), isolados de P. prunifolia (Kunth) Steyerm,

uma planta endémica do Cerrado goiano, inibiram as formas promastigotas de
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Leishmania amazonenses, com ICso de 16,0 e 40,7 pg/mL, respectivamente (KATO
et al., 2012).

33: R= CHjg,
34: R=H, cefalina

Estudos quimicos com espécimes de Psychotria coletados no Brasil tém
mostrado quase que exclusivamente a presenca de alcaloides do tipo indol -
carbolinico monoterpénico, em especial, aqueles do subgénero Heteropsychotria,
enquanto os alcaloides polindélicos foram encontrados, em sua maioria, em
espécies do subgénero Psychotria (espéceis pantropicais) (OLIVEIRA et al., 2013).

Por outro lado, o estudo fitoquimico de algumas Psychotrias chinesas
mostraram que as espécies que acumulam compostos fendlicos, como no caso de
P. hainanensis H. L. Li e P. serpens L. (NISHIBE, 2002), ndo produzem alcaloides,
ao contrario das espécies P. correae (Dwyer M.V.Hayden) C. M. Taylor, P. colorata e
P. henryi Levl (LU et al., 2014). Assim, os compostos fendlicos podem servir como
um marcador quimico de espécies de Psychotria desprovidas de alcaloides,
corroborando a preposi¢cédo de Tan e colaboradores (2012), que além dos alcaloides,

outros metabdlitos secundarios devem ser usados como marcadores
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guimiotaxondmicos no género, especialmente para as espeécies localizadas na
regido da Asia-Pacifico.

Ja os norisoprenoides (40-43) isolados da planta chinesa P. yunnanensis (LU
et al., 2014), em especial (35) e alguns analogos estruturais tém sido usados para
identificar relac®es infragenéricas dentro do género, particularmente na atribuicdo de
suas secdes taxondmicas. Isso & bastante significativo, uma vez que a filogenia

molecular de todo o género ainda néo é conhecida (TAN et al., 2012).

40 41 42 43

Um levantamento bibliografico mostrou, até o momento, a ocorréncia de
apenas 8 flavonoides em Psychotria, distribuidos em 5 espécies, sendo 4 chinesas:
P. hainanensis, P. yunnanensis, P. serpens (NISHIBE, 2002), P. rubra e uma
brasileira, P. spectabilis. Foram encontradas 2 flavonas glicosiladas (44 e 45), 1
flavanona (46) e 5 flavondis (47-51). Os residuos de agucar presentes sdo D-glicose
e L-raminose. As formulas estruturais dos flavonoides (44-51) isolados de Psychotria

estdo elencadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Formulas estruturais dos flavonoides isolados de Psychotria.

Flavonoide Espécie/parte da Referéncia
planta bibiogréafica
HO
OH

o P. rubra/raiz LU et al., 2014b.

R;0

)

HO (0]

44: Ri=rutenosideo, R2=0OH
45: Ri=rutenosideo, R2=H
OH

OH

HO o) = P. yunnanensis/parte LU etal., 2014a.
‘ aérea
46
o}

R,
OH
R,0 0
P. hainanensis/folhas
ORy
OH [e)

47: Ri1=Rs=H, R>=OH: 48: Ri=H, R2>=0H,
Rs=rutenosideo, 49: Ri=glc, R2=Rs=H, 50:
R1=R2=H, Rzs=rutenosideo.

OH
OH
P. spectabilis/folhas
HO ©
Orha
OH (0]

51

Ll et al., 2011.

BENEVIDES
al., 2004.

et
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1.3. Flavonoides

Os flavonoides constituem a classe mais representativa e estruturalmente
diversificada de compostos fendlicos, encontrados em plantas superiores.
Atualmente, estdo descritos mais de oito mil compostos (WENZEL, 2013).
Naturalmente, os flavonoides s&o encontrados numa grande variedade de alimentos,
como frutas, vegetais, sementes, flores e folhas e fazem parte integral da dieta
humana. Os flavonoides tém se destacado por apresentar diversas atividades
biologicas, tais como antioxidantes, anti-inflamatérios, antialérgicos, antivirais,
antibacterianos, antifungicos, antitumorais e antiemorragicos (REYNERTSON et al.,
2005).

Esta classe engloba um grupo de compostos polifendlicos complexos e a
grande maioria apresenta uma estrutura basica com 15 atomos de carbonos
arranjados em dois anéis aromaticos (A e B) e um heterociclico oxigenado (anel C)
(Figura 2). Os flavonoides séo classificados com base em suas estruturas quimica
em flavonois, flavonas, flavanonas, flavonolignanas, flavana, isoflavonas,
antocianidinas, auronas, leucocianidinas, neoflavonoides e chalconas (SINGH et
al., 2014), como se ilustra na Figura 1. As diferencas individuais dentro de cada
grupo resultam de uma variagdo no numero e posi¢cdo dos grupamentos hidroxilas,
por modificacdes nos nucleos (especialmente, a saturacdo no anel C), e pelo grau
de metilacdo e de glicosilacéo, os quais afetam varias propriedades dos flavonoides,
especialmente a polaridade das moléculas.

Entre as flavonas e flavondis, os compostos mais encontrados sdo aqueles
com hidroxilas nas posi¢cdes 3’ e 4’ do anel B e, em menor extensao, aqueles com
apenas uma hidroxila na posi¢ao 4’. O sitio de glicosilagao preferido dos flavonoides
€ a posicdo 3 e, menos frequente, a posicdo 7. Nos glicosideos, a D-glicose € o
carboidrato mais comum, mas outros acglcares também podem ser encontrados,

como a D-xilose, D-galactose e L-raminose.
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Figura 1 - Classificagdo dos flavonoides baseado em sua estrutura quimica.
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neoflavonoide (dalbergina)

Fonte: DEWICK, 2002.

Os flavonoides sdo compostos de biossintese mista envolvendo blocos
provenientes da via poliaceato da via do chiquimato. A maioria dos compostos desse
grupo compartilha um percursor chalcénico comum e, por isso, sdo biogenética e
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estruturalmente relacionados. A primeira etapa na biossintese dos flavonoides é a

reacao de condensacéo do 4-hidrocinamoil-CoA com trés unidades de malonil-CoA,

catalisada pela enzima chalcona sintase (CHS), resultando na formacao da chalcona

naringenina (Cs-C3-Cs), intermediario-chave, na biossintese de flavonoides

(DEWICK, 2002). Biossinteticamente, os esqueletos dos varios tipos de flavonoides

formam-se sequencialmente segundo o esquema apresentado na Figura 2.

Figura 2 - Rota biossintética geral para as principais classes de flavonoides.
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Fonte: DEWICK, 2002.
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1.3.1. Flavonoides em Rubiaceae

Os flavonoides sdo uma importante classe de metabdlitos secundérios cuja
distribuicdo em espécies do género Psychotria € extremamente restrita. Assim,
visando uma melhor compreenséo sobre a distribuicdo desses compostos na familia
Rubiaceae, um levantamento sobre a ocorréncia das principais classes de
flavonoides nesta familia sera apresentado.

Uma busca utilizando-se como base de dados o Scopus, Web of Science e
Scifinder, sem restricdo de data, até julho/2014, e usando as palavras-chave
“Flavonoids in Rubiaceae” e “Flavonoids and Rubiaceae”, mostrou que a distribuigao
de flavonoides nesta familia € bem ampla, sendo encontrados em mais de 45
géneros. Os artigos consultados relatam a presenca de mais de cem flavonoides
diferentes, sendo representados, principalmente, por flavonas, flavanonas,
catequinas, neoflavonas e flavonais.

Os flavondis (3-hidroxiflavonas) possuem uma ampla distribuicdo na familia
Rubiaceae, estando presentes em mais de 34 géneros. Geralmente, ocorrem como
glicosideos e é comum a presenca de hidroxilas nos carbonos C-5 e C-7 do anel A,
em C-3’ e C-4’ do anel B, o grupo metoxila aparece com maior frequéncia em C-6,
C-7 e C-4. A quercetina e o canferol e seus glicosideos sdo os principais
representantes desta classe e estdo presentes em muitas espécies de Rubiaceae.
Atualmente, s&@o descritos mais de 8 mil flavonoides naturais e, desses,
aproximadamente 350 foram encontrados no reino vegetal, como glicosideos
derivados do canferol (IWASHINA; MURAI, 2013). Na familia Rubiaceae, foram
encontrados, até o momento, aproximadamente 27 espécies, distribuidas em 21
géneros. No género Psychotria, foram relatados, até o presente momento, apenas 2
flavonois derivados do canferol (49 e 50, Tabela 1), ambos isolados da planta
medicinal chinesa P. hainanensis (LI et al., 2011).

O estudo quimico das folhas, flores e galhos de Adina racemosa Mig. levou
ao isolamento de 5 flavondis glicosilados novos (52-56) e de 8 conhecidos. Os novos
compostos foram capazes de inibir a sintese de proteinas em eucarioticos, mas néo
em procarioticos (ITOH et al., 2004). Ja de Hedoytis diffusa Willd foram isolados 5
flavondis (57-61), os quais mostraram significativa atividade neuroprotetora em
experimentos realizados com culturas primarias de células do coOrtex de rato
danificadas por L-glutamato, sendo que os compostos (58) e (59) foram os mais

ativos. O estudo da relacdo estrutura-atividade desses compostos indicou que a
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presenca de duas hidroxilas no anel B (sistema catecol) e um substituinte acila na
porcdo glicosidica sdo cruciais para a resposta bioldgica, j& a substituicdo da D-

galactose pela D-glicose néo alterou a atividade biolégica (KIM et al., 2001).

52: R=trans-p-cumaroil 53: R=0OH, R?=H, R3=R*=H
54: R1=R?2=R3=R*= trans-p-cumaroil
55: R1=0OH, R?= R*= trans-p-cumaroil, R3=H

56: R'=0H, R2=trans-p-cumaroil, R3-H,
R*=trans-cafeoil

ol 2_ 2 6 ;
57: R*=H, R“=glc — glc— feruoil
58: R1=0H, R2=gic 2> glc 2 feruoil
59: R1=0OH, R?=glc 2> glc —» feruoil

60: R1=H, R2=gal = glc

61: R'=OH, R?>=gal 4 glc

Em relagdo a distribuicdo de flavondis triglicosilados em Rubiaceae, até o
momento, foram descritos apenas 18 compostos diferentes, sendo 8 derivados da
qguercetina, 8 do canferol, 1 da diosmentina e 1 da isomentina. Os carboidratos
presentes sdo D-glicose, L-raminose, D-xilose, D-galactose e arabinose. As O-
glicosilagdes ocorrem com maior frequéncia nos carbonos: C-3 (10 compostos), C-7
(3 compostos) e C-3 e C-7 (5 compostos). Esses compostos estédo distribuidos nas
espécies de Morinda morindoides (Baker) Milne-Redh. (CIMANGA et al.,, 1997),
Putoria calabrica (L.) DC. (CALIS et al., 2001), Chimarrhis turbinata DC. (CARDOSO
et al.,, 2005), Randia hebecarpa Benth (NAZARI et al., 2006), Leptostigma
arnothianum (NUNES et al., 1987), Coprosma sp (RAYMOND, 1979), Galium
sinaicum Boiss. (GAMAL et al., 1999) e Andina racemosa (53-56) (ITOH et al.,
2004).
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Os artigos consultados relataram a presenca de flavonas em 12 espécies de
Rubiaceae, distribuidas em sete géneros. Recentemente, Kongkum et al. (2012)
isolaram quatro flavonas novas de Gardenia carinata Wall., a 5,2'-diidroxi-7,3",4',5"-
tetramethoxyflavona (62), 5,2',5'-triidroxi-7,3',4'-trimetoxiflavona (63), 5,7,2',5-
tetraidroxi-6,3',4'-trimetoxiflavona (64) e 5,2',5'-triidroxi-6,7,3',4'-tetrametoxiflavona
(65), juntamente com as conhecidas 5,3'-diidroxi-6,7,4',5'-tetrametoxiflavona (66),
5,7,3',5"-tetraidroxi-6,4'-dimetoxiflavone (67). Todos os compostos exibiram atividade
citotoxica frente as células MCF-7, mas apenas as flavonas (64), (66) e (67) foram
ativas frente a linhagem de células P-388. Os compostos (62-65), (60) e (67)
mostraram também atividade anti-HIV-1, sendo (63) o mais ativo.

R, o
Re
Ry

OH (0]

62: R=H, R?=R%=R%=R%=0Me, R3=0OH
63: R'=H, R?=R%=R5=0OMe, R®*=R=0H
64: R'=R*=R5=OMe, R?=R3=R5=0H
65: R'=R?=R*=R5=0OMe, R3=R®=0OH
66: R'=R?=R5=R=0OMe, R®= H, R*=0OH

A flavona 5,5'-diidroxi-6,7,2',3'-tetrametoxiflavona (67), isolada de G. cramerii
(Ait) e G. fosbergii Tirveng, destaca-se por possuir um padréo de oxidacdo nao usual
no anel B (C-5') (GUNATILAKA et al., 1982). Ja as flavonas C-glicosiladas: vitexina
(14), isovitexina (16), vitexina-o-glc foram encontradas em Canephora
madagascariensis J.F. Gmel. (PARIS; DEBRAY, 1973). Das espécies Galium verum
L. e M. morindoides, foi isolada a flavona luteolina 7-glicosideo (68), que apresenta
importantes atividades citotoxicas frente a diferentes linhagens tumorais, como:
cancer de colon (COLO 320 DM e HCT-116), gastrico (AGS), mama (MCF-7),
pulméo (A549), figado (HEP-G2) (BASKAR et al., 2011, FAWZY et al., 2012). Citam-
se, ainda, as glicoflavonas derivadas da diosmetina, 7-O-B-D-glucopiranosideo (69),
7-O-B-D-xilopiranosil-(1-6)-B-D-glucopiranosideo  (70) e a Iinédita, 7-O-a-L-

rhamnopiranosil-(1-2)-[B-D-xilopiranosil-(1-6)]-B-D-glucopiranosideo (71), isoladas
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de G. verum (ZHAO et al., 2008). A 5,3’,5-triidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (72) de G.
tubifera Wall. mostrou atividade anti-HIV em ensaio com o virus D Tat/RevMC99 e
sistema de células 1A2 (REUTRAKUL et al., 2004).

Ry

68: R1=R?=H,

- Rl1=R6= 2—R3=-R4=R5 =R7=
67: R1=R°=H, R?=R3=R’=R5 =R7=0Me 70: Ri=H, R2=xilose,

69: R?=0glc, R1=R3=R*=R7=H, R5=OH, R®=OCHj
71: R1=R3=R%=H, R?= R®=OCHjz, R*=R"=0H

72: R=raminose, R?=xilose

As flavanonas estdo presentes em espécies dos géneros Galium L.
(KOHLMUENZER, 1964), Augustia L. (CHOZE et al., 2010), Hydnophytum Jack,
Faramea Aubl. (NASCIMENTO et al., 2013) e Hamelia Jacq. Um exemplo importante
€ a hesperidina (73), presente em G. mollugo L., que mostrou atividade anti-
inflamatdria, analgésica, antimicrobiana, antiviral, antifertilidade, anticancer, entre
outras (GARG et al., 2001). Para os compostos butina (3',4',7-triidroxiflavanona) (74)
e 7,3 5-triidroxiflavanona (75), isolados de Hydnophytum formicarum Jack,
demonstraram, respectivamente, atividades antioxidante e citotoxica para células de
cancer de mama (MCF-7) (ABDULLA et al., 2010). Recentemente, Nascimento et al.
(2013) descreveram uma nova glicoflavanona, a 5-hidroxi-4'-metoxiflavanona-7-O-3-
D-apiofuranosil-(1-6)-B-D-glucopiranosideo (76), isolada das folhas de Faramea
marambaiae M. Gomes.

Ry
R
73: R1=R4= Rs=0OH, R2=OMe, R3=H
Rs RO R, 74 Ri=R;=Rs=OH, Rs=Rs=H
75: R1=R3=Rs=0H, R2=R4=H
76: R1i=Rs=H, R2=OMe, R4=0OH Rs=0glc(6—1)api

Ry o

Esses resultados demonstram a importancia das espécies dos géneros

Cayaponia e Psychotria, amplamente distribuidas na regido do Cerrado/GO, e
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evidenciam a relevancia de estudos quimicos e farmacolégicos de espécies desses

géneros tdo pouco exploradas.

1.4. Espécies medicinais estudadas
1.4.1. Cayaponia espelina (Silva Manso) Cogn.

A espécie C. espelina € conhecida popularmente pelos nomes de taiuig,
tomba, disciplina, fel-de-gentio, fruta-de-gentio, purga-de-carijo, carijé6 e espelina-
verdadeira (FARIAS, 1986; PEREIRA et al., 2002). Apresenta-se como trepadeira,
com periodo de frutificacdo de setembro a dezembro. No Brasil, essa espécie &
encontrada nos estados do Ceara, Bahia, Mato Grosso, Goias, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parana e no Distrito Federal. Suas folhas
sdo usadas na medicina popular como tonico, diurético, purgativo, contra picada de
cobra, artrite e sifilis. A raiz € utilizada no tratamento de epilepsia e reumatismo
(LORENZI, 2002; TRUITI et al., 2005). A fotografia e a classificagéo taxondémica da
espécie (GBIF, 2014) estao apresentadas na Figura 3.

Figura 3- Fotografia de um exemplar de C. espelina e classificacdo botéanica da
espécie.

Classe: Magnoliopsida
Ordem: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae Juss.
Género: Cayaponia Silva
Manso

Espécie: Cayaponia espelina
(Silva Manso) Cogn.
Sindnimo: Perianthopodus

espelina Silva Manso

Fonte: https://www.flickr.com/groups/plantasdocerrado/pool/with/8178741465/lightbox/, acesso em
19/08/2015.
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O estudo quimico das raizes de C. diversifolia (Cogn), C. martiana (Cogn)
Cogn., C. hirsuta, C. cf. coreaceae (Cogn), C. cf. tibiricae (Naud.) Cogn., C. cf. ulei
Cogn e C. espelina, como previamente descrito por Farias et al. (1986), resultou na
identificacdo de varias cucurbitacinas. A cucurbitacina R (16) foi encontrada em
todas as espécies estudadas. Este € o Unico estudo quimico relatado, até o

momento, para C. espelina.

1.4.2. Cayaponia citrullifolia (Griseb.) Cogn.

A espécie C. citrullifolia é uma planta trepadeira, conhecida popularmente, na
Argentina, como tayuya. Sua raiz € muito usada pela populagcdo no tratamento de
regulacdo da fertiidade e diurética (BARBOSA et al., 2009). Esta espécie é
encontrada em diferentes formacdes vegetais como no cerrado (lato sensu), floresta
ciliar ou de galeria, Floresta estacional semidecidual, floresta ombrdfila (floresta
pluvial), nos estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Amazonas,
Amapa e Par4d (GOMES-KLEIN et al., 2015).

A revisao bibliografica indicou, até o0 momento, auséncia de qualquer estudo
guimico ou farmacologico de C. citrullifolia. A fotografia e a classificacdo taxonémica
da espécie (GBIF, 2015) estao apresentadas na Figura 5.

Figura 4 - Fotografia de um exemplar de C. citrullifolia e a classificacdo botanica da
espécie.

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Cucurbitales

Familia: Cucurbitaceae Juss.

Género: Cayaponia Silva Manso

Espécie: Cayaponia citrullifolia (Griseb.)

Cogn.

Sindénimos: Cayaponia citrullifolia var. breviloba
Griseb., Cayaponia latifolia Cogn.

Fonte: Arquivo pessoal da Profa Vera L. Gomes-Klein
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1.4.3. Cayaponia weddellii (Naudin) Gomes-Klein

A planta medicinal C. weddellii € conhecida popularmente como purga-de-
carijo, sendo uma espécie herbacea prostrada, com caules finos e longos que
crescem rentes ao solo nos campos secos e cerrados abertos, podendo ser
considerada intermediaria entre as ervas tipicas e as trepadeiras (RIBEIRO, 2011).
A raiz é usada no tratamento de sifilis, picada de cobra e edema.

A revisao bibliografica indicou, até o0 momento, auséncia de qualquer estudo
quimico ou farmacoldgico de C. weddellii. A fotografia e a classificacdo taxonémica

da espécie (GBIF, 2014) estao apresentadas na Figura 5.

Figura 5 - Fotografia de um exemplar de C. weddellii e a classificacdo botanica da
espécie.

# Classe: Magnoliopsida

", Ordem: Cucurbitales

" ¥ Familia: Cucurbitaceae Juss.

Género: Cayaponia Silva Manso

Espécie: Cayaponia weddellii (Naudin) Gomes-Klein

/ \ Sindnimos: Perianthopodus weddellii Naudin,
/* \ Cayaponla weddellii var. angustiloba (Cogn.) Cogn.

/P’ﬂLrul (:

Fonte: Arquivo pessoal da Profa Vera L. Gomes-Klein.
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1.4.4. Psychotria trichophora Mull. Arg.

A espécie P. trichophora pertencente a familia Rubiaceae e é encontrada
como erva ou subarbusto de 0,5-1,5 m de altura. Caracteriza-se pelas folhas
simples, opostas, dorsiventrais e hipoestométicas. Esta espécie encontra-se na
Venezuela, Bolivia e Brasil. No Brasil, é encontrada na Mata Atlantica, no Cerrado,
em matas de encosta e pluviais (PIETROBOM, 2008), nos estados do Para,
Amazonas, Acre, Mato Grosso, Tocantins, Goias, Maranh&o, Bahia, Minas Gerais,
Séo Paulo e no Distrito Federal (DELPRETE, 2010).

A revisdo bibliogréfica indicou, até o momento, auséncia de qualquer estudo
quimico ou farmacolégico de P. trichophora, a fotografia e a classificacao

taxondmica da espécie (GBIF, 2014) estdo apresentadas na Figura 6.

Figura 6 - Fotografia de um exemplar de P. trichophora e a classificacdo botanica da
espécie.

Ordem: Gentianales

Familia: Rubiaceae

Subfamilia: Rubioideae

Género: Psychotria

Subgénero: Heteropsychotria

Espécie: Psychotria trichophora Muell. Arg,
Sindnimos: P. trichophoroides Muell. Arg.,
P. sciaphila S., Petagomoa nigricans
Bremek, Cephaelis trichophoroides.

Fonte: Arquivo pessoal.
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2 OBJETIVOS

O estudo de C. espelina, C. citrullifolia, C. weddellii e P. trichophora visa
contribuir para o conhecimento quimico e biolégico dessas espécies presentes no
Cerrado goiano e, em especial, na busca de metabdlitos secundéarios bioativos. Os

objetivos especificos deste trabalho sao:

e Realizar o estudo fitoquimico das folhas e raizes de P. trichophora.

e Realizar o estudo fitoquimico das folhas das espécies C. espelina, C.
citrullifolia e C. weddellii.

e Elucidar as estruturas das substancias isoladas usando métodos
espectroscopicos (UV, IV e RMN 1D e 2D).

e Avaliar a atividade antioxidante de extratos e fracbes das folhas de C.
espelina, C. citrullifolia, C. weddellii e P. trichophora.

e Avaliar o potencial antibacteriano de extratos e fragdes obtidos das folhas de

C. espelina, C. citrullifolia, C. weddellii e P. trichophora.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Instrumentagé&o e procedimentos gerais

>

Os solventes utilizados foram da marca Synth e Vetec de qualidade P.A. e grau
HPLC.

Para concentrar as solugbes utilizou-se rotaevaporador, modelo MA 120 da
marca MARCONI®,

Os pontos de fusdo (PF) foram determinados em aparelho Karl Kolb, da
Scientific-Techinical-Supplies.

Nos testes de atividade antioxidante foi usado espectrofotdmetro UV-Vis Perkin
Elmer Lambda 45, cubeta quartzo de 1 cm de caminho optico.

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE) da Marca Shimadzu®, modelo LC-
8A, equipado com um detector de UV (SPD-M20A). Foi usado uma coluna
analitica Shim-pack PRESP-ODS (H) de (h x dc= 250 x 4,6 mm, 5 um) e uma
semipreparativa C-18 Shim-pack PRESP-ODS (H) de (h x de= 250 x 20 mm, 5
um). Ambas colunas com diametro de poro de 100 A. As amostras foram
injetadas manualmente em um loop de 20 L (analitico) e 2 mL (preparativo).
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) analitico da Marca Dionex ICS-
5000, equipado com detector Ultimate 3000 Diode Array, injetor manual e com
bomba quaternaria 1ICS-5000, coluna Dionex Acclain 120 (5 pym, 4,6 x 100 mm,
120 °A).

As amostras injetadas no CLAE foram filtradas em uma seringa adaptada com
uma membrana de politetrafluoretileno (PTFE), didmetro de poro de 0,45 um, da

Macherey-Nagel.
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» Para a elucidacdo estrutural dos compostos isolados foram empregadas as
técnicas unidimensionais de RMN 'H e 13C e bidimensionais COSY, HSQC
(correlacdo direta, *JcH) e HMBC (correlacdo a longa distancia). Todos os
espectros e mapas de correlacdo foram obtidos em espectrébmetro Bruker
Avance Il 500, 11,75 T, operando em frequéncia de 500 MHz para 'H e 125 MHz
para C. Os deslocamentos quimicos foram dados em ppm, tendo como
referéncia interna o sinal do solvente e/ou tretrametilsilano (TMS, 6 = 0,0 ppm).
Os solventes usados para diluicdo das amostras foram metanol tetradeuterado
(CDs0OD) e dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-ds), ambos da Sigma Aldrich®.

» Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectroféometro
PerkinElmer, modelo Spectrum 400, na regido de 4000 a 400 cm em pastilhas
de KBr.

» Nas separacfes cromatograficas em coluna foram usadas as fases estacionarias:
silica gel 60 (0,063-0,200 mm, 70-230 mesh ASTM), silica gel 60 (0,040-0,063
mm, 230-400 mesh ASTM), ambas da Merck, silica gel 100 C18 (0,040-0,063
mm, 230-400 mesh ASTM), Sephadex LH-20 (Pharmacia) e Diaion HP-20
(Fluka). Foram utilizadas colunas de vidro cujo diametro e altura variaram
conforme as massas das amostras.

» Nas analises cromatograficas em camada delgada analitica (CCDA) empregou-se
silica gel 60 G e GFzs4 da Merck e para a visualizacdo das substancias nas
mesmas, utilizou-se radiacdo na regido do ultravioleta (254 e 365 nm), reagente
de Dragendorff (especifico para deteccdo de compostos nitrogenados),
anisaldeido e/ou solucédo de acido sulfarico (MeOH/H2S04 1:1 v/v), seguido de
aguecimento por 5 min em placa aquecedora.

» O sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA) utilizado é constituido de um
injetor comutador manual construido em acrilico; tubos de poliestireno de 0,8 mm
de didmetro interno; bomba peristaltica (Milan, modelo 204); camara de difusédo
gasosa construida em acrilico, composta por uma membrana de Teflon®.
Espectrofotdmetro Micronal, modelo B 382, equipado com uma cela de fluxo de
180 pL e caminho oOptico de 10 mm.

» Nos testes de toxicidade aguda frente a Escherichia coli usou-se como controle

positivo o antibiético Ciprobiot 500 mg, do laboratério Sandoz. Os reagentes
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usados no preparo do meio de cultura minimo foram da marca Synth e o

autoclave (Phoenix).

» Nos ensaios de atividade antioxidante utilizou-se o radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil, DPPH, (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). As leituras de absorbancias
foram obtidas em espectrofotdbmetro UV-Vis Lambda 45 da PerkinElmer no
comprimento de onda de 515 nm. O &cido ascorbico, antioxidante comercial, foi

utilizado como controle positivo.

3.2. Material botanico

3.2.1. C. espelina

As folhas e ramos de C. espelina foram coletados em 13 de setembro de
2010, em area de formacdo de Cerrado bastante devastado e com passagem de
fogo, préxima ao loteamento MansGes do Campus, no municipio de Goiania, Goias.
O material botanico foi coletado e identificado pela Profa. Dra. Vera Lucia Gomes-
Klein, ICB/UFG. A exsicata esta depositada no Herbario da Universidade Federal de
Goiéas, Unidade de Conservacdo PRPG, Campus Il, Goiania, GO, sob o niumero de
registro 47401.

A planta apresentava-se com botbes estaminados, com calice e corola
verdes, flores adultas apresentando cdlice verde e corola verde com margem

amarelada.

3.2.2. C. citrullifolia

As folhas, frutos e ramos de C. citrullifolia foram coletados em 13 de setembro
de 2010, na Escola de Veterinaria/lUFG, Campus Samambaia, Goiania, Goias. A
identificacdo da espécie foi realizada pela Profa. Dra. Vera Lucia Gomes-Klein,
ICB/UFG. A exsicata esta depositada no Herbario da Universidade Federal de
Goias, Unidade de Conservacdo PRPG, Campus II, Goiania, GO, sob o numero de
registro 47402.
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3.2.3. C. weddellii

As folhas e ramos de C. weddellii foram coletadas em 6 de dezembro de
2012, a margem da trilha préximo a cerca que limita com o jardim botanico de
Brasilia, na Reserva Ecologica do IBGE, area do Cristo-EEJBB, Distrito Federal,
Brasil. A coleta e identificagdo botanica foi realizada pela Profa. Dra. Vera Lucia
Gomes-Klein, ICB/UFG. A exsicata estd depositada no Herbario da Universidade
Federal de Goias, Unidade de Conservacdo PRPG, Campus Il, Goiania, GO, sob

namero de registro 47403.

3.2.4. P. trichophora

As folhas, ramos e raiz de P. trichophora foram coletados em novembro de
2011, no bosque St. Hilaire do Campus Samambaia da UFG, Goiania-GO. A
identificacdo botanica foi realizada pelo Prof. Dr. Piero Giuseppe Delprete, Herbério
da Guiana Francesa (Herbier de Guyane, Institut de Recherche pour le
Développement, Herbier de Guyane, Institut de Recherche pour le Développement).

A planta encontrava-se em area sombreada, com folhas adultas de coloragéo
verde escura. A exsicata da planta esta depositada no Herbario da Universidade

Federal de Goias, Unidade de Conservacdo PRPG, Campus Il, Goiania, GO

3.3. Isolamento dos metabdlitos secundarios de C. espelina

3.3.1. Preparacao do extrato e obtencéo das fracdes

As folhas de C. espelina foram dessecadas em estufa com ventilacédo forcada
a 40 °C e pulverizadas em moinho de facas com granulacdo definida. O p6 obtido
(90 g) foi submetido a maceracdo exaustiva com etanol 96%. Apds a extracdo, a
solucéo extrativa foi concentrada em rotaevaporador sob presséo reduzida, obtendo,
assim, o extrato bruto etandlico (8,5 g). Parte do extrato (8 g) foi dissolvido em 200
mL de MeOH:H20 (7:3) e, em seguida, submetido a particdes liquido-liquido com
hexano, diclorometano (CH2Cl2), acetato de etila (AcOEt) e n-butanol (n-BuOH) em
um funil de separagdo de 500 mL e 200 mL de cada solvente. As fases orgéanicas
foram dessecadas com Na2SOa4 anidro, filtradas e concentradas em rotaevaporador,
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obtendo fracdes de diferentes polaridades. O rendimento das fracdes foi calculado

pela expresséo: rendimento (%)= (massa da fragdo/massa do extrato) x 100.

3.3.2. Estudo quimico da fracdo AcOEt

Uma aliquota da fase AcOEt (700 mg) foi submetida a cromatografia em
coluna, utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria e diclorometano e
metanol em gradiente de 20% de diclorometano a 100 % de metanol, obtendo 57
subfracbes de aproximadamente 20 mL cada. As subfracdes apos serem analisadas
por CCDA, usando como fase moével a mistura de CH2Cl2:MeOH 10 %, foram
reunidas em 7 novas subfragcbes de acordo com os perfis cromatograficos
apresentados. A Sf. 3 foi submetida a cromatografia liqguida sob vacuo (CLV),
utilizando silica gel 60 G como adsorvente e eluida com CH2Cl2:MeOH em gradiente
crescente de polaridade, obtendo um total de 39 subfracdes. Apds a eliminagédo do
solvente da Sf. 12, obteve-se 7,9 mg de um sdélido amarelo que foi identificado como
CE-1. A Sf. 4 foi submetida a separacdo em CLAE preparativa, utilizando como fase
estacionaria C18 ODS e como fase movel uma mistura de MeOH:H20 55%,
resultando no isolamento de CE-2 e CE-3. O esquema apresentado na Figura 7
mostra o procedimento experimental para a obtencédo dos compostos CE-1, CE-2 e
CE-3.
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Figura 7- Esquema de fracionamento da Fr. AcOEt.

Fracao AcOEt (700 mg)

CC Sephadex LH-20 (2 X 23 cm)
gradiente: CH,Cl,/MeOH

57 subfracdes

CCDA (silica gel G, CH,Cl,/MeOH 15%),
Anisaldeido/H,SO,

v v
Sf. 3 St 4
81,1 mg 95,5 mg
CLV (Silica gel G) CLAE preparativa, coluna C18 ODS (5
H=14cm, ¢=53cm um, 100 A, 250 x 20 mm), fase movel:
Gradiente: CH,Cl,/MeOH MeOH/H,0 55%, eluigao isocratica, A =
254 nm, inje¢cdo: 2 mL, fluxo: 10
mL/min.

39 subfracdes

CCDA (Silica gel G, CH,Cl,/MeOH 10%),
Anisaldeido/H,SO, I l

st. 12 CE-2 CE-3
l 24,3 mg 10,5 mg
CE-1 (tr. 21,9 min)  (tr. 39,7 min)

7,9 mg

CC: cromatografia em coluna, CLV: cromatografia liquido sob vacuo, CCDA: cromatografia em
camada delgada analitica, tr. tempo de retengdo. Sf.: subfracao.

3.4- Isolamento dos metabdlitos secundarios das folhas de C. weddellii

3.4.1- Preparacdao do extrato e obtencao das fracdes

As folhas foram dessecadas em estufa com ventilacdo forcada a 40 °C,
moidas em moinho de facas com granulac@o definida. O material moido (28 g) foi
submetido a extracdo por maceracao com etanol 96 %. O extrato etandlico obtido foi
filtrado, concentrado em rotaevaporador a pressdo reduzida, obtendo 5,3 g de
extrato bruto. Parte do extrato (4,5 g) foi solubilizado em 200 mL de MeOH:H20
(8:2), filtrado e a solugéo resultante foi transferida para um funil de separagéo e, em
seguida, submetida a particdes liquido/liquido com solventes de polaridades
crescentes, hexano (4 x 50 mL), CHCIs (4 x 50 mL), AcOEt (4 x 50 mL) e n-BuOH (4

x 50 mL). As fases orgéanicas obtidas foram dessecadas com Na2SOa anidro, filtradas
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e concentradas em rotaevaporador. O rendimento das fracdes foi calculado pela

expressdo: Rendimento (%)= (massa da fragdo/massa do extrato) x 100.
3.4.2- Estudo quimico das folhas de C. weddelli

Uma parte de cada fracdo (CHCIls AcOEt e n-BuOH) foi submetida a pre-
purificada em CLV, usando como fase estacionaria silica gel 100 C18 e eluida com
MeOH:H20 50% e MeOH 100%. ApoOs a eliminacdo dos solventes, os residuos
obtidos foram solubilizados na fase mével utilizada na separacdo no CLAE, filtrado
em membrana PTFE com poro de 0,45 um. Aliquotas de 20 pL (concentracdo de 1 a
3 mg/mL) dessas solucdes foram analisadas em CLAE-DAD analitico, usando uma
coluna, C18 Dionex Acclain (120, 5 ym, 4,6 x 100 mm), fase movel o gradiente linear
de MeOH:H20 (10—100%) em 30 min e MeOH puro por 10 min, fluxo de 1 mL/min,
monitoramento nos comprimentos de onda 220, 254, 318 e 360 nm.

Os perfis cromatogréaficos das fragdes CHCIs, ACOEt e n-BuOH (Figura 8)
apresentaram-se muito semelhantes, sendo que 0s 2 picos mais intensos
apresentavam 0s mesmos tempos de retencdo. O espectro de absor¢cédo no UV
indicou que podiam ser os mesmos compostos nas 3 fracdes. Assim, optou-se em

trabalhar apenas com a fracdo AcOEt.

36



Figura 8- Comparacao dos cromatogramas das fracoes, (a) CHCIs, (b) AcOEt e (c)
n-BuOH. Condi¢Oes utilizadas: coluna Dionex Acclain 120, 5 ym, 4,6 x 100 mm
gradiente linear [MeOH:H20, 10—100% em 30 min] e MeOH por 20 min, fluxo: 1
mL/min, A= 254 nm, volume de injecao 10 pL.
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Continuacao da Figura 8.
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Logo em seguida, foram analisadas em CLAE-DAD os compostos isolados
das folhas de C. espelina (compostos CE-1, CE-2 e CE-3) nas mesmas condi¢des
em que foram obtidos os cromatogramas acima para que se pudesse comparar 0s
espectros de absorcdo no UV dos picos com o mesmo tempo de retencdo das
fracOes e dos padrdes para analisar a composi¢cdo das mesmas.

Os padrdes injetados, CE-2 e CE-3, apresentaram tempo de retencéo igual
aos dos picos mais intensos, 1 e 2, respectivamente. Além disso, comparou-se 0s
espectros de absorcdo no UV dos padrdes com os dos picos mais intensos dos
cromatogramas das fracoes CHCIs, AcCOEt e n-BuOH e foi observado que as
mesmas possuiam os compostos CE-2 e CE-3 como seus principais constituintes.

Assim, visando a realizacdo de ensaios biol6gicos, os compostos CE-2 (25
mg) e CE-3 (15 mg) foram re-isolados da fracdo AcOEt de C. weddellii. A fracao foi
purificada por CLAE preparativa no modo reverso, fase movel MeOH:H20 55%, A =

254 nm, injecao: 2 mL, fluxo: 10 mL/min.
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3.5- Isolamento dos metabdlitos secundarios das folhas de C. citrullifolia
3.5.1- Preparacao do extrato e obtencao das fragdes

As folhas de C. citrullifolia foram dessecadas em estufa com ventilacao
forcada a 40 °C, pulverizadas em moinho de facas com granulagéo definida. O p6
obtido (120 g) foi submetido a maceracdo com etanol 96%. ApoOs a extracdo, a
solugéo extrativa foi concentrada em rotaevaporador sob presséo reduzida, obtendo,
assim, o extrato bruto etandlico (15 g). Parte do extrato (14 g) foi dissolvido em 200
mL de MeOH:H20 (7:3) e, em seguida, submetido a partigbes liquido/liquido com
hexano, CH2Cl2, AcCOEt e n-BuOH em um funil de separacédo de 500 mL e 250 mL de
cada solvente, obtendo fracdes de diferentes polaridades. O rendimento das fragbes
foi calculado pela expresséao: Rendimento (%)= (massa da fracdo/massa do extrato)
x 100.

3.5.2- Estudo da fracdo AcOEt

Uma parte da fracdo AcOEt (700 mg) foi submetida a cromatografia em
coluna, utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria e metanol como fase
movel, obtendo-se um total de 20 subfracdes, de aproximadamente 20 mL cada. As
subfracbes apOs serem analisadas por CCDA foram reunidas em 5 novas
subfracdes de acordo com os perfis cromatograficos apresentados. A Sf. 4 (200 mg)
foi submetida a cromatografia em silica gel 60, eluida em gradiente de
CH2Cl2:MeOH, obtendo-se 55 subfracbes, de aproximadamente 10 mL cada. As
subfracbes apOs serem analisadas por CCDA foram reunidas em 7 novas
subfracdes. A Sf. 5, apos eliminacdo do solvente, forneceu 17,3 mg de um sélido
solivel em metanol que foi identificado como CC-1. O esquema apresentado na
Figura 9 mostra o procedimento experimental desenvolvido para a obtencdo de CC-
1.
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Figura 9- Esquema de fracionamento da Fr. AcOEt das folhas de C. citrullifolia.

Fracdo AcOEt
700 mg

—| 20 subfracbes Sf. 4
» (20mLcada) —————————> 200mg

CC Sephadex LH-20 (2 X 23 cm),
Eluente: MeOH

CC Silica gel 60 (0,040-0,063 mm)
H=18cm,$=2,5cm
Gradiente: CH,Cl,:MeOH

55 subfracdes

St 5 |_ (10 mL cada)
CC-le—— 17,3 mg

CCDA (silica gel 60 GFs4)
CHCl;:MeOH 15%, 3 gotas HAc,
Anisaldeido/H,SO,

3.5.3- Estudo da fracdo hidrometandlica

Uma parte da fracdo hidrometandlica (2,5 g) foi solubilizada em metanol e,
entdo, submetida a fracionamento em Sephadex LH-20 (H = 32 cm, ¢= 3,8 cm),
usando metanol como eluente. Foram coletadas 20 subfracbes, de
aproximadamente 30 mL cada. As subfracdes apOs serem analisadas por CCDA
foram reunidas em 8 novas subfracdes (Sf 1 a Sf 8) de acordo com os perfis
cromatograficos apresentados. A Sf. 4 (300 mg) foi purificada em CLAE preparativa
no modo reverso, fase movel ACN: solucéo acidificada a 0,1 % com ATFA (15:85),
corrida isocratica, resultando no isolamento de compostos denominados de CC-2,
CC-3 e CC-4. Os compostos CC-3 e CC-4 também foram re-isolados da Sf. 2. O
esquema de isolamento esta descrito na Figura 10 e o cromatograma da purificacéo

em CLAE preparativa na Figura 11.
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Figura 10- Esquema de purificacdo das subfracdes 2 e 4.

CLAE preparativa, coluna C18 ODS (5 um, 100 A, 250 x 20 mm), —  CC-3
fase mével: ACN:solugéo acidificada a 0,1 % com ATFA (15:85), (tr. 16 min; 6,7 mg)
Sf. 2 elui¢do isocratica, A = 210 e 230 nm, inje¢do: 2 mL, fluxo: 8

190 mg ml /min

y» CC4
(tr 22,1 min; 3,5 mg)

—» CC-2

CLAE preparativa, coluna Shim-pack presp-ODS (H), 5 um, 100 A, (tr 23,6 min;11,9 mg)
250 x 20 mm, fase mével: ACN:solucéo acidificada a 0,1 % com
Sf. 4 ATFA (15:85), eluicdo isocratica, A = 210 e 230 nm, injegdo: 2 mL, cc-3
300 m > )
9 (tr 15,6 min; 2,5 mg)
__, CC-4

(tr 22,1 min;19,4 mg)

Figura 11- Cromatograma da purificacdo da SF-4 por CLAE preparativa. Condicdes
utilizadas: coluna C18 ODS, 5 uym, 250 x 20 mm, fase movel: ACN/solucao
acidificada a 0,1% com ATFA (15:85), eluicao isocrética, fluxo 8 mL/min, A = 210 nm,
volume injetado: 2 mL.
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3.6. Isolamento dos metabdlitos secundarios das folhas P. trichophora

3.6.1. Preparacao do extrato e obtencédo das fracdes

As folhas de P. trichophora foram dessecadas em estufa com ventilagdo
forcada a 40 °C e pulverizadas em moinho de facas com granulacdo definida. O
material moido (378 g) foi submetido a extracdo por maceracdo com etanol 96%. O
extrato etanolico foi filtrado e concentrado em rotaevaporador a presséo reduzida,
fornecendo 67 g de extrato bruto. Parte do extrato (55 g) foi solubilizado em
MeOH:H20 (7:3) e, submetido a particdes liquido/liquido em solventes de
polaridades crescentes: hexano, CH2Cl2, AcOEt e n-BuOH.

As fracbes CH2Cl2, AcOEt e n-BuOH foram, inicialmente, submetidas a uma
analise exploratoria no CLAE-DAD, para verificagcdo da complexidade e composicao
das mesmas. Observou-se que os perfis cromatograficos das fracdbes AcOEt e n-
BuOH (Figura 12) eram muito parecidos e que apresentavam 0s picos mais intensos
com os mesmos tempos de retencdo (10 a 20 min). Assim, optou-se em trabalhar
apenas com a fracdo AcOEt diretamente no CLAE preparativo, de modo, a minimizar

perdas e obter uma melhor separacéo.

Figura 12- Comparacdo dos cromatogramas obtidos para as fragbes AcOEt e n-
BuOH das folhas de P. trichophora. Condi¢cBes utilizadas: coluna Dionex Acclain
120, 5 ym, 4,6 x 100 mm, fase moével: gradiente linear [MeOH:H20, 10—100%
MeOH] em 30 min e MeOH por 10 min, fluxo de 1 mL/min, , A= 254 nm, volume
injetado: 10 L.
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3.6.2. Estudo da fracdo AcOEt

Uma parte da fracdo AcOEt (1 g) foi solubilizada em MeOH e submetida a
uma CLV usando como fase estacionaria C18 e metanol como eluente. Apos a
eliminacdo do metanol uma parte do residuo foi solubilizado na fase mével utilizada
na separagdo no CLAE, filtrado em membrana PTFE com poro de 20 ym. Aliguotas
de 20 pL (concentracdo 2 mg/mL) da solucdo foi analisada em CLAE analitico,
usando uma coluna C18 ODS (5 um, 250 x 4,6 mm), fluxo de 1 mL/min, A= 268 e
318 nm. Nessa etapa, diversas fases moveis foram testadas e a que apresentou
melhor resolugdo dos picos foi a mistura de ACN:solucdo acidificada a 0,1% com
ATFC (16:84), sendo assim, transportada para a purificacdo em CLAE preparativa.
As subfracdes foram coletadas manualmente por pico, e ndo por tempo de retencéo,
devido a proximidade dos mesmos. As massas e as estimativas dos tempos de
retencdo das subfracbes coletadas estdo descritas na Tabela 2 e o cromatograma

na Figura 13.

Tabela 2- As subfracfes coletadas na purificacdo da fracdo AcOEt por CLAE
preparativa.

Subfragéo Tempo de retencdo médio (min) Massa (mg)
SF-1 31,9-34,9 55,5
SF-2 39,3 2,0
SF-3 46,3 5,6
SF-4 47,9 78
SF-5 49,5 9,1
SF-6 53,8 11,7
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Figura 13- Cromatograma isocratico da Fr. AcOEt das folhas de P. trichophora via
CLAE preparativa, C18 ODS, 5 pym, 250 x 20 mm, fase movel: ACN:solucao
acidificada a 0,1 % com ATFA (16:84), A = 268 nm, injecao de 2 mL, fluxo 10
mL/min.
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As subfracdes SF-3 a SF-6 foram analisadas por RMN de !H, constatando-se

—

que as subfracdes SF-3, SF-4 e SF-5 eram constituidas de misturas de flavonoides
glicosilados, porém devido a pequena quantidade de massa néo foi possivel realizar
a elucidacdo estrutural dos compostos. A SF-6, apés a eliminacdo do solvente,
forneceu 11,7 mg de um solido que foi identificado como PT-2.

A andlise do espectro de RMN de H da SF-1, mostrou que se tratava de uma
mistura de trés flavonoides glicosilados. Assim, visando a separacdo dos compostos,
a SF-1 (55 mg), foi submetida a um novo fracionamento por CLAE preparativa,
utilizando-se as seguintes condi¢fes: como fase movel foi usada a mistura de
MeOH:solucéo acidificada a 0,1 % com ATFA (38:62), eluicdo isocratica, A = 210 e
230 nm, injecdo: 2 mL e fluxo de 10 mL/min. Para garantir a melhor separacdo dos
picos, injetou-se cerca de 25 mg (concentracdo de 12,5 mg/mL) de amostra por
corrida. Foram coletadas as subfragdes SF-1A (trmedio 29,7 min) e SF-1B (trmeédio 31,5
min), que apods eliminacdo da fase movel, forneceram o PT-3 e a mistura de PT-4 e
PT-5, respectivamente. O esquema de purificacdo da SF-1 esta apresentado na

Figura 14.

44



Figura 14- Esquema de purificacdo da SF-1.

PT-3
CLAE preparativa, C18 ODS (5 ym, 250 x 20 mm), fase moével: (5,3 mg)
MeOH/H,0 0,1% ATFA (38:62), A = 210 e 230 nm, injegdo: 2 mL,
SF-1 fluxo 10 mL/min.,
55 mg
PT-4 + PT-5
L» (88mg)

3.6.3. Estudo da fracdo n-BuOH

Parte da fracdo n-BuOH (5,8 g) foi submetida a CC em Diaion HP-20 (H = 30
cm, ¢ = 4,6 cm), eluida com agua (2L), MeOH:H20 75 % (1 L), MeOH:H20 50 % (0,5
L) e MeOH (0,5 L). A subfracdo 2 (250 mg), eluida com MeOH:H20 75 %, foi
submetida a fracionamento em Sephadex LH-20 (H = 32 cm, ¢ = 3,8 cm), usando
metanol como eluente. Foram coletadas 31 subfracdes de 10 mL cada, e apés
serem analisadas por CCDA, foram agrupadas em 6 novas subfracfes. A subfracéo
4 (105,9 mg) foi submetida a separacdo em CLAE usando uma coluna C18 ODS,
como fase movel a mistura de ACN:solucdo acidificada a 1 % com &cido acético
(15:85), fluxo 10 mL/min, monitorado em 254 nm, resultando no isolamento de PT-6
(6,6 mQ).

Além do composto PT-6, todos os flavonoides identificados na Fr. AcOEt

também estéo presentes na fracdo n-BuOH.

3.7. Estudo quimico dos ramos e raizes de P. trichophora

Os ramos e raizes de P. trichophora foram dessecados em estufa com
ventilacdo forgcada a 40 °C, moidos em moinho de facas com granulacédo definida. O
material pulverizado (700 g) foi submetido a extracdo por maceracdo com etanol 96
%. O extrato etandlico foi filtrado, concentrado em rotaevaporador a presséo
reduzida, fornecendo 28 g de extrato bruto. Parte do extrato (7,5 g) foi solubilizado
em MeOH/H20 (7:3) e, submetido a particdes liquido/liquido com solventes em

ordem crescente de polaridades, obtendo as fracdes em hexano, CHCIs e AcOEt.
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3.7.1. Estudo da fracdo CHCI3

O residuo da fase CHCIz (335 mg) foi submetido a cromatografia em coluna
em silica gel 60, usando gradiente de CHCI3:MeOH, como eluente, obtendo-se um
total de 108 subfracdes, de aproximadamente 10 mL cada. As subfracdes apos
serem analisadas por CCDA foram reunidas em 10 novas subfra¢des de acordo com
os perfis cromatogréficos apresentados.

A SF-3 foi purificada por CLAE no modo reverso, usando como fase mével
ACN/H20 65%, corrida isocratica. A SF-3A coletada no tr. 5,7 min, teve a fase movel
eliminada e forneceu 4,2 mg de um sdlido amarelado que foi identificado como PT-1.
O esquema de isolamento de PT-1 esta apresentado na Figura 15.

Figura 15- Esquema de isolamento de PT-1.

. | 4 CCDA (Sl gel GF254,
CC Si gel 60 (0,040-0,063 mm) CH,Cl/MeOH 5%),
~ H=15cm, $=2,5cm . . SE-3A
Fracéo Gradiente: CH,Cl,/MeOH Anisaldeido/H,SO,
: CHCl 108 (43,3 mg)
CHCIS ~ ) g
subfracdes
(335 mg)
CLAE preparativa, C18 ODS (H), 5
gm, 250 x 20 mm, fase movel:
ACN/H,0 65%, A = 254 nm, fluxo: 10
mL/min. PT-1
(4,2 mg)

3.8. Fracionamento acido-base

Dando continuidade ao estudo quimico das folhas de P. trichophora, s6 que
visando a dectecao da presenca de alcaloides, uma parte do extrato bruto etandlico
(10 g) foi solubilizado em 200 mL de solucdo aquosa de &cido acético 10 % (v/v) e
mantido sob agitacdo por 24 h. A solugéo foi filtrada em funil de Blichner para a
seraracao dos residuos, fornecendo a solucédo aquosa acida 1.

A solucéo aquosa acida |, 200 mL, foi extraida com cloroférmio, 3 x 100 mL, a
qual foi dessecada com Na2SOs anidro. O solvente organico foi eliminado em
rotaevaporador, obtendo-se a fracdo acida cloroférmica (335 mg) e a fase aquosa

acida 2.
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A fase aquosa acida Il foi adiconada hidréxido de aménio concentrado até um
pH entre 8 e 9, e em seguida, foi submetida extracdo com cloroférmio, 3 x 100 mL,
acetato de etila, 3 x 100 mL e n-butanol, 3 x 100 mL. As fases organicas foram
dessecadas com Na:SO4 anidro, filtradas e os solventes organicos eliminados em
rotaevaporador, obtendo-se as fracbes basicas: cloroférmica (24 mg), acetato de
etila (57 mg) e n-butandlica (85 mg), respectivamente.

As fracdes foram analisadas por CCDA e reveladas com o reagente de
Dragendorff, no entanto, em nenhuma fracdo observou-se mancha alaranja que
pudesse sugerir a presenca de alcaloides nas mesmas, por isso, as fracbes nao

foram submetidas a fracionamentos cromatograficos.

3.9. Atividade bioldgica

3.9.1. Atividade antioxidante

O método utilizado para a avaliagdo da atividade antioxidante dos extratos
brutos e das fracbes diclorometano, cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica foi a
reacdo desses com um radical estavel, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), em uma
solucao de metanol.

Para a realizacdo dos testes foram preparadas solucbes com diferentes
concentracfes de amostras (extratos e fracfes) e do controle (acido ascérbico) em
metanol. Das solucdes foram retirados volumes de 100 a 300 L, colocados em
tubos de ensaio contendo 2700 pL de solugdo metandlica de DPPH a 40 pg/mL,
quando necessario, acrescentou-se metanol até o volume de 3000 pL. Os tubos
foram deixados por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente. A reducédo do
radical livre DPPH foi medida pela leitura da absorbancia a 515 nm, contra um
branco especifico (solucdo da amostra em suas respectivas diluicbes, sem adi¢céo
de DPPH). Como controle foi usado 2700 pL da solugdo de DPPH (40 pg/mL)
acrescido de 300 pL de metanol. Todas as concentragcfes foram testadas em
triplicata.

A capacidade de sequestrar o radical livre foi expressa como percentual de

inibicdo de oxidagao do radical e calculado conforme formula abaixo:

%AA={[AbScontrole—(AbSamostra—AbSbranco) X100}/ AbScontrole,
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%AA: porcentagem de atividade antioxidante.
Abscontrole: @absorbancia da solugéo de DPPH 40 pg/mL.
Absamostra: @absorbancia da mistura reacional (DPPH+amostra).

O valor de concentragdo inibitoria, 1Cso (concentragéo necessaria para inibir
50% do DPPH), foi obtido através da analise de regresséo linear pelo programa
Origin Pro 2015, por meio de um grafico com a percentagem de inibicdo na abscissa
versus a concentracdo das amostras em diferentes concentracbes na ordenada,

obtendo assim uma reta.

Tratamento Estatistico

Todas as andlises foram realizadas em triplicata. Foram considerados
estatisticamente diferentes o0s resultados de atividade antioxidante que
apresentaram probabilidade de ocorréncia da hipétese de nulidade menor que 5%
(p<0,05), aplicando-se ANOVA. A homoscedasticidade das variancias foi obtida pelo
teste de Cochran, apés a transformacdo dos dados por rank, seguida de
comparacdes multiplas pelo teste de Tukey. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o software ASSISTAT.

3.9.2. Teste de susceptibilidade antimicrobiana

O teste de toxicidade rapido realizado, foi baseado no trabalho descrito por
Jardim e colaboradores (1990), utilizando-se a bactéria Escherichia coli ATCC 8739,
como organismo-teste. A inibicdo do crescimento bacteriano foi avaliada por um
sistema de anadlise por injecdo em fluxo (FIA) com deteccdo espectrofotométrica da
turbidez da suspensao bacteriana.

Os testes foram realizados no laboratério de Quimica Analitica, Unidade
Universitaria de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Universidade Estadual de Goias,
sob a supervisdo do Prof. Dr. Jonas Vieira. A bactéria E. coli foi cedida pela

Fundacdo Oswaldo Cruz/RJ.
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Preparo do meio de cultura

O meio de cultura para a bactéria E. coli foi preparado pela adicéo de 1,6 g de
K2HPOg4; 1,6 g de KH2PO4; 1 g de NaCl; 4 g (NH4)2SO4; 0,1 g de MgS04.7H20; 0,3 g
de acido citrico em 1L de agua destilada. O pH final foi ajustado em 7,2 usando uma
solucdo de NaOH 4 mol/L. O meio de cultura foi autoclavado a 121 °C, por 15
minutos. Apés o resfriamento até aproximadamente 70 °C, 2,5 g de glicose foram
adicionados na solucdo e o meio de cultura foi deixado em repouso até atingir a

temperatura ambiente.

Procedimento do teste de toxicidade

O meio de cultura liquido (1L) foi contaminado com E. coli (mantida em agar)
e deixado a temperatura ambiente até que a suspensdo bacteriana comecasse a
turvar. Em seguida, colocou-se em banho-maria a 37 °C e fez-se o monitoramento
da turbidez a 420 nm, até atingir 0,049 de absorbancia, que corresponde a uma
populacdo microbiana de aproximadamente 8X108 células/mL (GIMENEZ, 1994).
Neste momento, cuidadosamente, aliquotas de 20 mL da suspensdo foram
transferidas para tubos de ensaio contendo as amostras-testes (Tabela 3),
solubilizadas em 400 pL de DMSO. Os tubos de ensaio foram devidamente lacrados
com uma rolha e um capilar interno, por onde a suspensao bacteriana € aspirada e
injetada diretamente no percurso analitico do sistema FIA. O monitoramento da
turbidez foi realizado a cada 30 minutos, por 3 horas, de acordo com a ordem
seguinte: primeiramente o controle; em seguida, as culturas contaminadas e
finalmente o branco. Como controle positivo usou-se o antibiotico cloridrato de
ciprofloxacino na concentracdo de 10 pg/mL, como controle negativo (branco),
utilizou-se a suspensao bacteriana acrescida de 2 % de DMSO. O meio de cultura
sem adicdo da bactéria atuou como prova em branco. Todas os experimentos foram
realizados em triplicata.

Os resultados foram expressos como porcentagem de inibicdo de crescimento
(PIC) do microrganismo, obtido pela expressao: PIC = [(1 - AbSamostra/AbSbranco)] x
100, em tempo predeterminado do experimento. As amostras e as concentragdes

utilizadas nos ensaios estdo na Tabela 3.
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Tabela 3- As amostras e as concentracdes usadas nos testes de toxicidade rapida
frente a bactéria E. coli.
Planta Amostra Concentracao da

amostra (ug/mL)

Extrato bruto 23,4:62,4; 82,0
Fr. n-BuOH 24.5; 65,0; 85,0
C. espelina
Fr. AcOEt 23,0; 60,0; 82,0
Fr. CH2ClI2 23,0; 62,0; 83,5
Extrato bruto 38,0; 60,0; 83,0
Fr. hidrometandlica 25,0; 60,0; 80,0
C. citrullifolia
Fr. AcOEt 10,0; 20,0:; 40,0
Fr. CH2ClI2 14,5; 25,0; 40,0
Extrato bruto 25,0; 65;0; 85,0
Fr. n-BuOH 25,0; 65:0; 85,0
C. weddellii
Fr. AcOEt 25,0; 65:0; 85,0
Fr. CH2ClI2 14.5; 25,0; 40,0
P. trichophora Extrato bruto 23,5; 62,4; 82,0

Sistema de analise por injecdo em fluxo

Um volume determinado da suspenséo bacteriana (180 pL) é injetado num
carregador (agua destilada (St)), o qual flui até a camara de difusdo gasosa (Cd), por
onde o CO:2 produzido pela bactéria é difundido através de uma membrana
hidrofébica de Teflon® e descartado pelos orificios da mesma. A zona de amostra
isenta de CO2 flui passando pela unidade de deteccédo (Dt), sendo em seguida
descartada. A turbidez gera um sinal em funcdo da absorcdo da radiacao
eletromagnética em 420 nm. ApOs atingir o maximo sinal analitico, o injetor é

comutado novamente e novo ciclo é iniciado. Quanto mais toéxica a amostra, mais
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limpido o meio de cultura permanece. O diagrama esquematico do sistema FIA esta

apresentado na Figura 16 e foto nas Figuras 17 e 18.

Figura 16- Diagrama do sistema FIA/espectrofotdmetro usado no monitoramento da
turbidez das suspensdes bacterianas nos testes de toxicidade. St, solugéo
transportadora; Am, amostra; In, injetor comutador manual; Bm, bomba peristaltica;
Cd, camara de difusédo; Dt, detector (espectrofotometro); De, descarte.

I R = e §
Z J
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Figura 17- Sistema FIA utilizando nos testes de toxicidade rapida frente a E. coli, (a)
tubo de ensaio contendo a suspenséao bacteriana; (b) solucéo transportadora (agua);
(c) bomba peristéltica; (d) camara de difusdo gasosa; (e) espectrofotémetro.

Figura 18- Foto do Injetor/comutador manual e da algca de amostragem (a), tubos
usados nos testes (b).

26/05/2009
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3.9.3. Ensaio citotoxico

Os ensaios biologicos para avaliar a atividade citotoxica in vitro frente a
células tumorais da linhagem Sarcoma 180 foram realizados segundo o modelo
baseado no método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio), no qual consiste na medida do dano induzido pela droga no
metabolismo celular de glicideos, principalmente, na atividade de desidrogenases
(MOSMANN, 1983).

Os ensaios citotoxicos foram realizados no laboratorio de Genética do
Instituto de Ciéncias Biolégicas | da Universidade Federal de Goias, sob a
coordenacao da Profa. Dra. Elisangela de Paula Silveira Lacerda.

Os extratos foram diluidos em 200 pL DMSO a 0,1% e 800 pL de meio RPMI,
iniciando a triagem na concentracdo de 1 mg.mLt. Para a realizacdo dos ensaios
bioloégicos, as células foram mantidas com meio RMPI 1640, L-glutamina,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de gentamicina.

O processo de quantificacdo celular foi feito colocando-se em um eppendorf
10 uL de células e 90 uL de azul de trypan. Desse eppendorf retirou-se, entdo, uma
aliquota de 10 uL e colocou-a na Camara de Neubauer para a quantificacao.

As células de Sarcoma 180 foram quantificadas e plaqueadas em placa com
microplacas de 96 pocgos, com 1x10°de célula em cada poco. Em seguida as células
foram tratadas com amostras-teste com diferentes concentragcdes por 48 horas.
Posteriormente foi adicionado o sal tetrazolio MTT, e apés 3 horas o SDS foi
adicionado. A quantificacdo da densidade Optica foi medida em um

espectrofotdmetro com filtro de 550 nm, apés 24h do tratamento com SDS.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Rendimento dos extratos e fracdes

Os rendimentos dos extratos brutos etandlicos de C. espelina, C. weddellii,
C. citrullifolia, P. trichophora, e respectivas fracoes obtidas por particdes liquido-

liqguido com solventes de polaridades crescentes encontram-se nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4- Rendimento dos extratos brutos etandlicos.

Espécie Parte da planta Massa do Massa do Rendimento (%,
material extrato bruto m/m)*
boténico seco e obtida (g)
moido (g)

C. espelina Folhas 90 8,5 9,4
C. weddellii Folhas 28 53 18,9
C. citrullifolia Folhas 120 15,0 12,5
P. trichophora Folhas 378 67,0 17,7
Ramos e Raizes 700 28,0 4,7

“Célculo do rendimento (%)= (massa do extrato/massa da planta seca) x 100.
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Tabela 5- Rendimentos das fracdes obtidas por particdes liquido-liquido dos
extratos brutos.

Espécie Mzsc,)sa Massa (g) e rendimento (%, m/m) das fragbes?
extrato Fr. Fr. Fr. Fr. Fr.
usada (g)  hexénica CHClz ou AcOEt n-BuOH hidrometanolica
CH2Cl2
C. espelina 8,00 0,13 (1,6) 0,38 (4,7)° 0,86 (10,7) 1,30 (16,2) 4,65 (58,2)
C. 4,50 0,87 (19,3) 1,00 (22,2)¢ 0,74 (16,4) 1,10 (24,4) 0,50 (11,1)
weddellii
C. 14,00 1,14 (8,1) 0,49 (3,5)° 0,79 (5,6) 1,34 (9,6) 9,50 (67,8)
citrullifolia
= 55,00° 1,05 (1,9) 2,50 (4,5)¢ 5,20 (9,4) 12,00 (21,8) nd
trichophora
7,50°¢ 0,19 (2,5) 0,34 (4,5)¢ 0,17 (2,2) - ~6,5¢9

aCélculo do rendimento (%)= (massa da fracdo/massa do extrato bruto) x 100. "Extrato das folhas. °Extrato
dos ramos e raiz. 9Fragdo CHCls. ®Fracdo CH2Clz. nd (ndo determinada).

4.2. Fracionamento &acido-base do extrato etanélico das folhas de P.

trichophora

Uma parte do extrato bruto etandlico das folhas de P. trichophora foi
submetida a particdo liquido/liquido, resultando em 5 fracdes com diferentes
niveis de polaridades, Fr. hexanica, Fr. CH2Cl2, Fr. AcOEt, n-BuOH e
hidrometandlica. As fracdes foram analisadas por CCDA, utilizando-se como fase
estacionaria silica gel 60 com indicador de fluorescéncia (UV254) e diversas fases
moveis. A revelacdo das cromatoplacas com o reagente de Dragendorff
mostraram manchas amareladas, pouco intensas nas fracdes AcOEt e n-BuOH,
sugerindo a presenca de compostos nitrogenados. No entanto, estudos quimicos
dessas fragdes levaram ao isolamento exclusivamente de flavonoides (PT-2, PT-
3, PT-4 e PT-5) e nenhum alcaloide foi encontrado.

Assim, dando continuidade ao estudo quimico das folhas de P. trichophora,
s6 gque agora visando a dectecdo de alcaloides, uma vez que esses compostos
sdo considerados os marcadores quimicos do género, parte do extrato bruto
etanadlico (10 g) foi submetido a fracionamento acido-base padréo para alcaloides.

Foram obtidas as fracdes: acida cloroférmica (335 mg) e as basicas: cloroformica
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(24 mg), acetato de etila (57 mg) e n-butandlica (85 mg). As fracbes obtidas foram
analizadas por CCDA em silica gel com varias fases moveis e reveladas com o
reagente Dragendorff. Nas cromatoplacas ndo se observou manchas alaranjadas
gque pudessem sugerir a presenca de alcaloides nas folhas de P. trichophora.

Os espectros de RMN de 'H das fragdes: acida CHCIz e basica CHCls,
mostraram apenas sinais na regiao mais blindada, os quais podem sugerir a
presenca de terpenos. J4 o espectro da fracdo basica n-BuOH mostrou apenas
sinais de acUcares, enquanto, o espectro da fracdo basica AcOEt apresentou
sinais pouco intensos na regido de hidrogénios aromaticos, mas nao foi possivel
inferir a presenga de alcaloides na fragdo com base nesses sinais.

Um levantamento bibliogréfico realizado sobre as espécies de Psychotria,
investigadas sob o ponto de vista quimico, mostrou a ausencia de alcaloides em
apenas 6 espéceis, P. carthagenensis (LEAL; ELISABETSKY, 1996; LOPES et
al., 2004), P. gitingensis, P. corea (TAN et al., 2012), P. yunnanensis (LU et al.,
2014a), P. rubra (LU et al., 2014b) e P. vellosiana (MORENO et al., 2014). Nestas
espécies foram encontrados flavonoides, cumarinas, diterpenos, esteroides,
norisoprenoides, monoterpenos, compostos fendlicos, iridoides e naftoquinonas.

A auséncia de alcaléides em diferentes espécies de Psychotria ilustra a
importancia da andlise quimica do género, tal como proposto por Tan et al.
(2012), que além dos alcaloides, outros metabdlitos secundarios devem ser
utilizados como marcadores quimiotaxondmicos no género.

Assim, este estudo acrescenta uma nova espécie a uma série de trabalhos

gue mostram a auséncia de alcaloide em Psychotria.
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4.3. Compostos isolados

Os extratos etanolicos de folhas das plantas medicinais C. espelina, C.
citrullifolia, C. weddellii e P. trichophora foram purificados através de varios
procedimentos cromatograficas em silica gel, Sephadex LH-20 e CLAE
preparativa no modo reverso, obtendo-se treze compostos de diferentes classes,
sendo varios bioativos.

A elucidacéo estrutural dos compostos isolados foi realizada com base na
andlise dos espectros de absor¢cdo na regido do infravermelho (IV), de
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 13C, experimentos uni e bidimensionais
(HSQC, HMBC, COSY e TOCSY).

4.3.1. Compostos isolados de C. espelina, C. citrullifolia e C. weddellii

O estudo fitoquimico da fracdo acetato de etila de C. espelina resultou no
isolamento dos compostos CE- 1, CE-2 e CE-3, identificados como sendo as
flavonas luteolina, luteolina 4’-O-B3-D-glicopiranosideo e luteolina 7-O-B-D-
glicopiranosideo, respectivamente (Figura 20). Ja o estudo das fracfes n-BuOH e
hidrometandlica das folhas de C. citrullifolia, levaram ao isolamento e elucidacao
estrutural de quatro compostos, um flavonol glicosilado (CC-1), uma flavona C-
glicosilada (CC-2), um derivado do alcool benzilico (CC-3) e um salicilato (CC-4)
(Figura 20). Os compostos foram identificados como canferol 3,7-di-O-a-L-
ramnopiranosideo, vicenina-2, acido [p-O-glucosilsalicilico e benzil-O-B-D-
xilopiranosil-(1—6)-B-D-glicopiranosideo, respectivamente. Nas folhas de C.
weddellii foram identificados os flavonoides CE-2 e CE-3, previamente isolados
das folhas de C. espelina. Dos compostos relacionados acima, com excecao da
vicenina-2 (CC-2), previamente relatada na raiz de C. tayuya, os demais
compostos estdo sendo descritos pela primeira vez no género Cayaponia.

As formulas estruturais dos compostos isolados e identificados nas folhas

de C. espelina, C. weddellii e C. citrullifolia estdo representadas na Figura 19.
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Figura 19- Estruturas dos compostos isolados e identificados nas folhas de C.
espelina, C. weddellii e C. citrullifolia.
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4.3.2. Compostos isolados de P. trichophora

A quarta espécie investigada neste trabalho foi P. trichophora, cujo estudo
quimico da fracdo acetato de etila das folhas levou ao isolamento e elucidacéo
estrutural dos compostos, canferol-3-O-B-D-robinosideo (PT-2), cameliasideo B
(PT-3), do canferol-3-O-{B-D-xilopiranosil-(1—2)-[a-L-raminopiranosil-(1—6)]}-B-D-
galactopiranosideo (PT-4) e do canferol-3-O-[B-D-xilopiranosil-(1—3)-a-L-
raminopiranosil-(1—6)]-B-D-galactopiranosideo (PT-5). A investigacdo quimica da
fracdo n-butandlica levou ao isolamento de PT-6, identificado com sendo &cido 5-
p-coumaroilquinico. Ja o estudo quimico do extrato bruto etandlico da raiz e
ramos levou ao isolamento da cumarina, escopoletina (PT-1). Os flavonoides PT-
2 a PT-5 foram identificados também na fragdo n-butandlica (Figura 20).
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Figura 20- Estruturas dos compostos isolados e/ou identificados em P.
trichophora.
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O levantamento bibliografico apresentado na introducdo deste trabalho,
mostrou a ocorréncia de apenas 8 flavonoides, isolados de cinco espécies de
Psychotria. Na familia Rubiaceae, os flavonoides constituem um dos grupos de
substancias mais frequentes em espécies dos géneros: Uncaria, seguida de
Gardenia e Ixora. Dentre os flavonoides relatados em Rubiaceae, os flavonois e
seus 3-O-heterosideos sdo os mais frequentes. A glicose e a ramnose sdo 0s
acucares mais comuns, seguida da galactose.

Neste trabalho o estudo quimico do extrato etandlico das folhas de P.
trichophora resultou no isolamento de quatro flavonéis, todos 3-O-heterosideos,
com agliconas do canferol. Detectou-se também a presenca de mais 4 flavondis
3-O-diglicosideos no extrato, mas devido a pouca massa nas fracbes, estes
compostos nao tiveram suas estruturas elucidadas.

O composto canferol-3-O-B-D-robinosideo (PT-2), € inédito no género
Psychotria. Na familia Rubiaceae ja foi isolado de 3 espécies: Ixora undulata
(SUGIMOTO et al., 2014), Uncaria rhynchophylla (Mig.) Jacks. (MA et al., 2009) e
Chimarrhis turbinata Duck Prodr. (CARDOSO et al., 2005).

J& o composto cameliasideo B (PT-3) também estd sendo descrito pela
primeira vez no género Psychotria. Em Rubiaceae esse composto foi isolado da
espécie, Galium sinaicum (GAMAL et al., 1999). Previamente isolado das
sementes da planta chinesa Camellia oleifera Abel (Theaceae) (DU et al., 2008),
do feijdo verde (Phaseolus vulgaris, Fabaceae) (PLUMB et al., 1999), de Camellia
sinensis (Theaceae) (SEKINE et al., 1991) e recentemente de Zizyphus jujuba
var. spinosa (YOUNG et al., 2012).

Recentemente, Wei e colaboradores (2014) demostraram que o0
cameliasideo B possui excelente atividade antioxidante in vivo, em ensaio de
estresse oxidativo induzido por juglona, com ICso de 0,21 pg/mL. O composto
apresentou também pronunciada atividade citotoxica a células de carcinoma
hepatocelular BEL-7402. Em ensaios anti-HIV-RT o composto mostrou-se inativo,
com ICso> 200 pg/mL (DU et al., 2008).

O canferol-3-O-{B-D-xilopiranosil(1—2)-[a-L-raminopiranosil-(1—6)]}-B-D-
galactopiranosideo (PT-4), isolado das folhas de Trifolium repens L. (Fabaceae)
(KICEL; WOLBIS, 2012) e das raizes de Andira humilis (Leguminosae) (GARCEZ

et. al., 2010), mostrou atividade antimalarica in vitro frente ao Plasmodium
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falciparum, com 68,7% de inibicdo, na concentracédo de 0,5 ng/mL (MURAKAMI et
al., 2001).

O composto canferol-3-O-{B-D-xilopiranosil(1—3)-[a-L-raminopiranosil-
(1—6)]}-B-D-galactopiranosideo (PT-5) ja foi isolado de Astragalus caprinus
(Fabaceae) (SEMMAR et al., 2005) e Oxytropis falcata (Leguminosea) (WANG et
al., 2012). Para este composto ndo existe trabalho referente a atividade biologica

descrito na literatura.
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4.4. Elucidagéo estrutural dos compostos isolados

4.4.1. Composto CE-1

HO

O composto CE-1 foi isolado da fracdo AcOEt das folhas de C. espelina
como um soélido amarelo, soluvel em DMSO, apresentando fluorescéncia sob luz
ultravioleta (A=254 nm) e coloracdo amarela quando revelado com anisaldeido.

O espectro do composto CE-1 na regido do IV (Apéndice, Figura Al)
apresentou uma banda intensa e larga em 3422 cm-, tipica de deformagéo axial
do grupo OH, uma banda em 1659 cm™, referente a deformacéo axial da ligacédo
C=0, indicando a presenca de carbonila a,B-insaturada ou envolvida em ligacéo
de hidrogénio e banda em 1610 e 1503 cm, atribuidos a deformagédo axial de
C=C de arométicos.

O espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) (Apéndice, Figuras A2 e A3)
do composto CE-1 apresentou um par de dupletos em 6+ 6,19 e 61 6,45, com
constantes de acoplamento de 2,2 Hz, tipicos de hidrogénios aromaticos
acoplados meta entre si (H-6 e H-8), respectivamente. Vemos também, sinais
mais desblindados em &+ 7,40 (1H, d, J = 2,3 Hz), 6,90 (1H, d, J = 8,3 Hz) e 7,42
(1H, dd, J = 8,3 e 2,3 Hz), caracteristicos de um sistema de spins do tipo ABM,
referentes aos hidrogénios H-2’, H-5 e H-6' do anel B de um flavonoide,
respectivamente (Figura 21).

Além destes sinais, o espectro de RMN de 'H mostrou um simpleto em &n
6,67, caracteristico do hidrogénio H-3 de uma flavona (HARBONE, 1994), um
simpleto alargado em 6+ 12,98 (OH-5), que condiz com um hidrogénio em ligacao

de hidrogénio com carbonila em (C-4).
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Figura 21- Expansao na regido entre 7,47 a 6,15 ppm do espectro de RMN de *H

(DMSO-ds, 500 MHz) do composto CE-1.
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Assim, através da andlise dos dados de RMN de 'H de CE-1 e comparacao
com a literatura (LI et al., 2008), o composto CE-1 foi identificado como a flavona

luteolina.

Os dados de RMN de 'H obtidos para o composto CE-1 e os dados

utilizados para comparacao, estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6- Dados espectrais de RMN 'H do composto CE-1 (500 MHz, DMSO-ds)

e referéncia consultada para a luteolina.

Posicao CE-1 Luteolina” (LI et al., 2008)
dn; multiplicidade; J (Hz) du: multiplicidade; J (Hz)

3 6,67;s 6,74; s

6 6,19; d; 2,2 6,44; d; 1,9

8 6,45; d; 2,2 6,79;d; 1,9

2 7,40; d; 2,3 7,42;d; 2,2

5 6,90; d; 8,3 6,90; d; 8,2

6’ 7,42; dd; 8,3; 2,3 7,45; dd; 8,2; 2,2
Hidroxila 12,98, sl

quelatogénica

*RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz).
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A luteolina esta sendo relatada pela primeira vez no género Cayaponia. Na
familia Cucurbitaceae foi encontrada em algumas espécies, como em Curcuma
longa L (SHABANA; AFIFIl, 2014) e Luffa echinata Roxb. (SESHADRI,
VYDEESWARAN, 1971).

As propriedades antitumorais da luteolina sdo amplamente discutidas na
literatura, e seus efeitos citotoxicos ja foram descritos para varias linhagens de
células tumorais, estando relacionados ao bloqueio do ciclo celular em G2M
seguido de apoptose, além de modular a atividade de varias proteinas celulares.
Além disso, a luteolina mostrou-se capaz de inibir a angiogénese, prevenir a
carcinogénese e sensibilizar as células tumorais a agentes quimioterapicos
(KANADASWAMI et al.,, 2005; SHI et al., 2007). Recentemente, Yang e
colaboradores (2014), demonstraram que 0 uso combinado de luteolina com
paclitaxel pode ser uma nova estratégia para o tratamento de cancer de mama.
Zhao e colaboradores (2011) relataram que a luteolina € um eficaz agente
quimioterapéutico para o tratamento de cancer de pulméao, atuando através de
multiplas vias, incluindo a parada do ciclo celular e apoptose. A luteolina mostrou
também atividade antiiflamatoéria (SUNG et al., 2015), antioxidante, antibacteriana
(SINGH et al., 2014), entre outras.

4.4.2. Compostos CE-2 e CE-3

Os compostos CE-2 e CE-3 foram isolados da fracdo AcOEt das folhas de
C. espelina, como solidos amarelos, pontos de fusdo 184-185 °C [Lit. p.f. 257-259
°C] (LI et al., 2008) e 255-256 °C, respectivamente. Apresentaram fluorescéncia
sob luz ultravioleta (A=254 nm) e coloracdo amarela quando revelados com

anisaldeido.
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Os espectros dos compostos CE-2 (Apéndice, Figura A4) e CE-3
(Apéndice, Figura Al12) na regido do IV apresentaram, respectivamente, bandas
intensas em 3413 cm™* e 3451 cm™ tipicas de deformacédo axial do grupo OH,
além das bandas em 1666 cm™ e 1661 cm referentes a deformacédo axial da
ligacdo C=0, indicando a presenca de carbonila a,B-insaturada ou envolvida em
ligacdo de hidrogénio e os pares de bandas em [1612 e 1507 cm] e [1607 e
1501 cmY], atribuidos a deformacéo axial de C=C de aromaticos.

Os espectros de RMN de 'H de CE-2 (DMSO-ds, 500 MHz) (Apéndice,
Figuras A5 e A6) e CE-3 (DMSO-ds, 500 MHz) (Apéndice, Figuras Al13 e Al4)
mostraram-se bastante semelhantes, principalmente, pelos sinais observados
para CE-2, em on 6,21 (d, J = 2,1 Hz) e 6,51 (d, J = 2,1 Hz), atribuidos aos
hidrogénios H-6 e H-8, do anel A tetrassubstituido. Para o composto CE-3 foi
observado o mesmo padréo de substituicdo para o anel A, no entanto para H-6 e
H-8, atribuiu-se o par de dupletos em 61 6,45 (J = 2,1 Hz) e 6,80 (J = 2,1 Hz). Por
outro lado, os sinais referentes ao sistema de spins do tipo ABX em 6n 7,50 (1H,
d,J=2,2Hz), 7,25 (1H, d, J =8,4 Hz), 7,52 (1H, dd, J = 8,4 e 2,2 Hz) observados
no espectro de CE-2, e em o+ 7,42 (1H, sl), 6,91 (1H, d, J = 8,4 Hz), 7,45 (dd, J =
8,4 e 2,2 Hz) no espectro de CE-3, foram atribuidos aos hidrogénios H-2', H-5" e
H-6’ do anel B, respectivamente. Os simpletos em &+ 6,81 e 6,75 correlacionados,
nos respectivos mapas de HSQC (Apéndice, Figuras A9 e A15), com os sinais de
carbono em dc 103,8 e 6c 103,4, respectivamente, foram atribuidos ao carbono C-
3, de cada composto enquanto os pares de sinais de carbonos em éc 163,9/164,4
e 181,8/181,7 séo referentes aos carbonos C-2 e C-4 do anel C, de CE-2 e CE-3,
respectivamente.

Nas analises dos mapas de correlagio HMBC (Figura 22) foram
observadas importantes correlacbes que auxiliaram na atribuicdo dos
deslocamentos quimicos dos carbonos das agliconas dos compostos CE-2 e CE-

3, respectivamente.
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Figura 22- Expansdes na regido aromatica dos mapas de

compostos CE-2 e CE-3.
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anoméricos em on 4,90 (1H, d, H-1") e 5,08 (1H, H-1") com constantes de
acoplamento de 7,3 Hz e 7,5 Hz, respectivamente, revelando uma configuracéo 3
para 0os monossacarideos. Os sinais citados acima correlacionaram no mapa de
HSQC com os sinais de carbonos em 6c 101,2 e 100,2. Foram observados,
também, sinais de carbonos oximetinicos em &c 73,3 (C-2”, 2x), 75,9/76,6 (C-3"),
77,1/77,3 (C-4”) e carbonos oximetilénicos em &c 60,8/60,9 (C-6”), estes que
mostram correlacdo, a longa distancia, no mapa de HMBC (Apéndice, Figuras
A10, Al11 e A16), com os hidrogénios H-4” em &n 3,36-3,45/3,43-3,51 (m) e com
H-5" em on 3,21 (t, J = 8,9 HZz)/3,20 (J = 9,0 Hz), dos compostos CE-2 e CE-3,
respectivamente.

A localizacdo da unidade de glicose no composto CE-2 foi estabelecida
através da andlise do mapa de correlagdo HMBC (Figura 23a), onde mostrou
claramente uma interacdo a longa distancia entre o hidrogénio anomérico H-1” (dn

4,90) do acucar e o carbono C-4’ (6c 148,6) e, este com o0s hidrogénios
68



aromaticos H-2' (o1 7,50) e H-6’ (61 7,52). J& no mapa de HMBC (Figura 23b) do
composto CE-3 foi observada a correlacao entre o hidrogénio anomeérico H-1" (dH
5,08) com o carbono C-7 (6c 162,8) e, este com os hidrogénios H-6 (61 6,45) e H-
8 (1 6,80).

Figura 23 - Expansfes dos mapas de correlacdo HMBC dos compostos CE-2 e
CE-3.
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Assim, através da andlise dos dados de RMN uni e bidimensionais (Tabela
7) dos compostos CE-2 e CE-3 e comparacdo com dados da literatura, permitiram
identifica-los como sendo a luteolina 4’-O-B3-D-glicopiranosideo (nephrocizin)
(JIANG et al., 2010) e a luteolina 7-O-B-D-glicopiranosideo (cinarosideo) (LI et al.,
2008), respectivamente. Esses compostos sdo inéditos em espécies do género
Cayaponia. Na familia Cucurbitaceae foram relatados em algumas espécies,
como em S. edule (SICILIANO et al., 2014).

Os dados de RMN de 'H e '3C dos compostos CE-2 e CE-3 estdo
apresentados na Tabela 7. As principais correlacdes observadas nos mapas de

HMBC para os compostos CE-2 e CE-3 estéo representadas na Figura 24.
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Figura 24- Principais correlacdes observadas no mapa de HMBC dos compostos
CE-2 e CE-3.
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Tabela 7- Dados espectrais de RMN de 'H e 13C dos compostos CE-2 e CE-3
(500, 125 MHz, DMSO-ds).

CE-2 CE-3
Posicéo 3¢ 3x; multiplicidade; HMBC 3c 3H; HMBC
J (H2) multiplicidade;
J (H2)
2 163,9 164,4
3 103,8 6,81; s C-2, C-4, 103,4 6,75; s C-2, C-4,
C-10, C-1 C-10
4 181,8 181,7
161,4 161,9
99,0 6,21;d; 2,1 C-5, C-8, 100,0 6,45; d; 2,1 C-5, C-8,
C-10 C-10
7 164,6 162,8
94,3 6,51;d; 2,1 C-6, C-7, 95,0 6,80; d; 2,1 C-6, C-7,
C-9, C-10 C-9, C-10
9 157,4 156,9
10 104,0 105,3
1 124,8 121,2
2 113,6 7,50; d; 2,2 C-2,C-4, 113,8 7,42; sl C-2, C-3,
C-6’ C-4’, C-6’
3 147,0 145,8
4 148,6 149,9
5 116,1 7,25;d; 8,4 Cc-1,C-8 116,2 6,91;d; 8,4 Cc-1,C-3
6’ 118,5 7,52; dd; 8,4; 2,2 C-2,C-2, 119,6 7,45;dd; 8,4, C-2,C-2,
c-4 2,2 c-4
17 101,2 4,90;d; 7,3 c-4 100,2 5,08; d; 7,5 C-7
2” 73,3 3,27-3,35; m 73,3 3,25-3,37, m Cc-1”
3” 75,9 3,27-3,35; m 76,6 3,25-3,37, m c-1”
4” 77,1 3,36-3,43; m 77,3 3,43-3,51, m
5” 69,8 3,21; ;8,9 69,9 3,20; t; 9,0 Cc-3”
6” 60,8 3,74; d; 10,0 60,9 3,73;d; 10,1

A literatura relata importantes atividades bioldgicas para a luteolina 7-O-f3-
D-glicopiranosideo, como efeito cardioprotetor frente a toxicidade induzida pela
doxorrubicina em células H9c2, com reducdo dos niveis de LDH (lactose
desidrogenase) e CK (creatina quinase), além de diminuir a concentracdo
intracelular de ROS (espécies reativas de oxigénio) e [Ca?'] (SINGH et al.,
2014), atividade cicatrizante de feridas, atuando no processo inflamatorio através
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da inibicdo das enzimas hialuronidase e colagenase (SUNTAR et al., 2012), efeito
protetor sobre a neurotoxicidade induzida pela neurotoxina, 6-hidroxidopamina,
em células PC12 (usada para gerar um modelo experimental da doenca de
Parkinson) (LIN et al., 2012), citotoxicidade a linhagens tumorais humana HEP-
G2, HCT-116 e MCF-7 (mama), com valores de ICso de 10,7; 9,3 e 9,9 pg/mL,
respectivamente (FAWZY et al., 2012) e para cancer cervical (HeLa) com 65,33%
de inibicdo da proliferacdo celular, na concentracdo de 100 pug/mL (VO et al.,
2012).

Para a luteolina-4'-O-glicosideo, Kumarasamy e colaboradores (2005),
descreveram leve atividade antibacteriana frente a E. coli (NCTC 8110) e
Staphylococcus aureus (NCTC 10788) com MIC de 1,0x10' mg/mL. Este
composto mostrou também acédo antitumoral com inibicdo da atividade de TNF-a
(fator de necrose tumoral-a), associado a processos inflamatorios e doencas
imunes (LEE et al., 2010).
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4.4.3. Composto CC-1

O composto CC-1 foi isolado da fracdo AcOEt das folhas de C. citrullifolia
como cristais amarelo, p.f. 195-198 °C (Lit. 201-205 °C, MARZOUK et al., 2009).

O espectro de CC-1 na regido do IV (Apéndice, Figura Al7) apresentou
banda intensa em 3390 cm?, tipico da deformacgédo axial do grupo OH, além de
uma banda em 1658 referente a deformacao axial da ligagdo C=0, indicando uma
carbonila a,B-insaturada ou envolvida em ligacéo de hidrogénio e banda em 1600
cm?, atribuida a deformacéo axial de C=C de aromatico.

A andlise do espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) (Apéndice,
Figura A18 e 19) mostrou os sinais tipicos de um sistema de spins do tipo AA'BB’
emon 7,79 (2H, dd, J =89 e 2,1 Hz) e 6,94 (2H, dd, J = 8,9 e 2,1 Hz), os quais
permitiram inferir a presenca de um anel aromatico 1,4-dissubstituido. Enquanto
os pares de dupletos em 61 6,44 e 6,71, com constantes de acoplamento de 2,2
Hz, indicaram a presenca do anel A tetrassubstituido. Adicionalmente, a auséncia
no espectro de RMN de *H de um simpleto com absor¢éo na regido entre 31 6,39
a 6,94, tipico do H-3 de uma flavona sugeriram a presenca de um flavonol. Além
disso, a andlise conjunta do espectro de RMN de 3C (Apéndice, Figura A20) com
0 mapa de correlagdo HSQC (Apéndice, Figura A21), mostrou sinais de carbonos
ndo hidrogenados em &c 157,6, 134,4 e um carbono carbonilico tipico em d&c
177,9, os quais condizem com os carbonos C-2, C-3 e C-4 do anel C, de um
flavonol.

A analise do mapa de correlacdo HMBC (Apéndice, Figura A22) confirmou
os deslocamentos quimicos de carbonos e hidrogénios referentes a aglicona ao
mostrar as seguintes correlacdes: H-2’'/H-6’ (6n 7,79) com C-2 (6¢c 157,6) e C-4’ (6c
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160,1); H-3'/H-5' (51 6,94) com C-1 (8c 120,3) e C-4’; H-6 (51 6,44) com C-5 (5c
160,8), C-7 (5c 161,7), C-8 (5c 94,6) e C-10 (5c 105,8); H-8 (51 6,71) com C-6 (5c
99,4), C-7 (8¢ 161,7) e C-9 (6c 156,1).

O espectro de RMN de 'H mostrou ainda dois dupletos em 815,40 (1H, J =
2,1 Hz) e 5,56 (1H, J = 1,7 Hz), correspondentes aos hidrogénios anoméricos de
duas unidades de aclUcar com configuragdo a. Dois dupletos adicionais em &n
0,92 (3H, J =5,8 Hz) e 1,25 (3H, J = 6,2 Hz), referentes a hidrogénios metilicos,
tipicos do agucar ramnose.

A presengca das unidades de ramnose foi confirmada pelos sinais
observados no espectro de RMN de *3C de carbonos metilicos em &c 17,5 (C-6")

e 17,9 (C-6""), além dos sinais dos carbonos anoméricos em &c 98,4 (C-1") e
101,8 (C-1") e 7 sinais de carbonos carbindlicos entre 6c 69,8 e 71,5.

A andlise do espectro de RMN de 3C aliada ao mapa correlagcdo HMBC
confirmou a localizacdo das unidades de ramnose pelas correlagbes observadas
a longa distancia entre o sinal de hidrogénio anomérico em 61 5,31 (H-1") com C-3
(6c 134,5) do anel C e, entre o segundo hidrogénio anomérico em &n 5,56 (H-17)
com o carbono aromatico C-7 (dc 161,6) do anel A, do flavonol (Figura 25).

Figura 25- Expansdo na regido de hidrogénios anomeéricos no mapa de
correlacdo HMBC (500 MHz, DMSO-ds) do composto CC-1.
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Com base na andlise dos dados de RMN uni e bidimensionais e
comparacao com a literatura (MARZOUK et al., 2009), o composto CC-1 foi

identificado como sendo o canferol 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosideo, conhecido
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como kaempferitrina.

O canferol 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosideo ja foi isolado de outras
espécies da familia Cucurbitaceae, como de Trichosanthes cucumeroides (Ser.)
Maxim (YOSHIZAKI et al., 1987) e S. grosvenorii (DIANPENG et al., 2006). No
género Cayaponia este € o primeiro relatado.

Os dados de RMN de 'H e ¥C e da referéncia consultada estdo
apresentados na Tabela 8. As principais correlacbes observadas no mapa de

HMBC do composto CC-1 estéo representadas na Figura 26.

Figura 26- Principais correlacdes observadas no mapa de HMBC do composto
CC-1.
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Tabela 8- Dados espectrais de RMN de 'H e '3C de CC-1 (500, 125 MHz, DMSO-

de) e da referéncia consultada.

CC-1 Canferol 3,7-di-O-a-L-
Posicao ramnopiranosideo”
(MARZOUK et al., 2009)
dc 6n; multiplicidade; 8¢
J (Hz2)
2 157,6 158,3
3 134,4 135,0
4 177,9 178,0
5 160,8 161,5
6 99,4 6,44; d; 2,2 100,0
7 161,6 162,3
8 94,6 6,71;d; 2,2 95,0
9 156,1 156,6
10 105,8 106,3
1 120,3 121,0
2'/6’ 130,7 7,79;dd; 2,1; 8,9 131,2
3’15’ 115,4 6,94; dd; 2,1; 8,9 116,0
4 160,1 160,7
Ramnose
1” 101,8 531;d; 2,1 102,4
2” 70,1 4,22;dd; 1,7; 3,4 70,9
3” 70,3 3,71; dd; 3,4; 9,2 70,6
47 71,5 3,48;t; 9,5 72,2
5” 71,1 3,32-3,35; m 71,7
6” 17,5 0,92;d; 5,8 18,0
Ramnose
17 98,4 5,56; d; 1,7 99,0
2’ 70,1 4,02;dd; 1,7; 3,4 70,8
3 70,2 3,84; dd; 3,5;9,4 70,6
4 69,8 3,57-3,60; m 71,2
5 71,6 3,32-3,35; m 70,3
6"’ 17,9 1,25;d; 6,2 18,5

*Dados de RMN 13C (DMSO-ds, 125 MHz).
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4.4.4. Composto CC-2

O composto CC-2 foi isolado da fracdo hidrometandlica das folhas de C.
citrullifolia, como sélido amorfo, cujos sinais observados nos espectros de RMN
de 'H (CD30OD, 500 MHz) (Apéndice, Figura A24), 3C (CD30D, 125 MHz)
(Apéndice, Figura A25) e nos mapas de correlacdo HSQC (Apéndice, Figura A26)
e HMBC (Apéndice, Figuras A27 e A28), permitiram inferir a estrutura de um
flavonoide glicosilado para CC-2.

Pela andlise do espectro de RMN de 'H do composto CC-2 foi constatada a
presenca de dois dupletos em 6+ 6,90 (J = 8,7 Hz) em 8,03 (J = 8,7 Hz),
integrando para dois hidrogénios cada, tipicos de um sistema de spins do tipo
AA’BB’, indicando a presenca de um anel B para substituido. Além disso, a
confirmacédo de que tinhamos, neste caso, um anel C tipico de uma flavona, vem
da correlagédo o simpleto em &4 6,82 com o carbono em d&c 102,5 no mapa de
correlacdo HSQC. No mapa de correlacdo HMBC este simpleto correlacionou-se
com os sinais de carbonos em &c 164,1 e 182,3, os quais foram atribuidos aos
carbonos C-2 e C-4 do anel C, da flavona.

Ainda no espectro de RMN de 'H foram observados dois dupletos em &n
4,76 e 4,80, compativeis com os deslocamentos quimicos de hidrogénios
anomeéricos de um C-glicosideo, uma vez que nos O-glicosideos eles aparecem,
tipicamente, na regido entre 5,0 a 5,6 ppm (HARBORNE, 1994). Além disso, as
constantes de acoplamento 10,1 e 9,7 Hz, observadas neste caso sdo bem
maiores que as descritas para os O-glicosideos, que estdo em torno de 1,5a 7,5

Hz. Ademais, a auséncia de sinal caracteristico de carbono anomérico na regiao
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de 100 ppm, nos possibilitou inferir a estrutura de uma flavona C-glicosilada para
CC-2.

A andlise conjunta do espectro de RMN de 3C e do mapa de correlacéo
HSQC revelou para a porcéo glicosidica de CC-2, através dos sinais referentes a
12 carbonos, indicando a presenca de duas unidades de (B-D-glicose na estrutura
de CC-2.

O posicionamento das unidades de glicose nos carbonos C-6 e C-8 da
aglicona de CC-2, foi inferida com base na anélise do mapa de correlacdo HMBC
(Figura 27) que mostrou correlacdo do hidrogénio anomérico em 61 4,80 (H-1")
com o carbono C-6 em &c 107,7 e, também com os dois carbonos hidroxilados C-
5 em 6c 158,5 e C-7 em 161,2, do anel A, indicando que uma unidade de glicose
se encontrava ligada no carbono, C-6. O mapa de correlacdo HMBC mostrou
também correlagdes do hidrogénio anomérico em d&n 4,76 (H-1"") com o carbono
hidroxilado em 6c 161,2 (C-7), com o carbono ligado a oxigénio em dc 155,1 (C-9)
e também com o carbono em &c 105,2 (C-8), sugerindo que a segunda unidade

de glicose estava ligada no carbono C-8, do anel A, da aglicona.

Figura 27- Expansdo na regido de hidrogénios anoméricos do mapa de
correlacdo HMBC (500 MHz, DMSO-ds) do composto CC-2.
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Assim, através de analise dos dados de RMN uni e bidimensionais e
comparacao com a literatura (LU et al., 2000), o composto CC-2 foi identificado
como 6,8-di-C-B-D-glucosilapigenina, mais conhecida como vicenina-2,

previamente isolada da raiz de C. tayuya (BAUER et al., 1985).
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A vicenina-2 ja foi isolada de outras espécies da familia Cucurbitaceae, tais
como C. sativus (pepino) (REIDAH et al., 2012), S. edule (chuchu) (SICILIANO et
al., 2004), W. ebracteata (SANTOS et al., 1996) e B. dioica (PROLIAC et al.,
1989).

Ensaios biologicos anteriores realizados com a vicenina-2 mostraram que
essa flavona, em ensaios pré-clinicos, foi ativa contra o cancer de prostata
(NAGAPRASHANTHA et al., 2011).

Os dados de RMN de 'H e '3C do composto CC-2 e da referéncia
consultada estdo apresentados na Tabela 9. As principais correlagées observadas
no mapa de correlacdo HMBC para o composto estédo representadas na Figura
28.

Figura 28- Principais correlagcdes observadas no mapa de HMBC do composto
CC-2.
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Tabela 9- Dados espectrais de RMN de 'H e 3C de CC-2 (500, 125 MHz,
CDs30OD) e da referéncia consultada.

CC-2 Vicenina-2" (LU et al., 2000)
Posicéo Sc Su: dc
Multiplicidade; J (Hz)
2 164,1 164,1
3 102,5 6,82; s 102,8
4 182,3 182,3
5 158,5 159,8
6 107,7 108,5
7 161,2 162,7
8 105,3 104,7
9 154,8 155,2
10 103,8 103,6
1 121,5 122,1
2'le’ 128,9 8,03; d; 8,7 128,9
315 115,8 6,90; d; 8,7 116,3
4 161,2 161,4
17 74,1 4,80; d; 9,7 74,3
1 73,3 4,76; d; 10,1 74,5
27[2” 71,9/70,9 3,88; t; 9/3,46-3,53; m 71,8/71,8
3713 78,8/77,8 3,24-3,33; m 78,7/79,1
4”14 69,1/70,5 3,31-3,42; m/3,46-3,53; m 70,3/70,8
5”15 80,8/81,9 3,16-3,35; m 81,4/81,9
616’ 61,3/59,8 3,41-3,54; m/3,59-3,66; m 61,1/61,5

*RMN 13C, DMSO-ds, 125 MHz.
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4.4.5. Composto CC-3

O composto CC-3 foi isolado da fracdo hidrometandlica das folhas de C.
citrullifolia, como um sdlido branco amorfo, solavel em metanol.

A andlise do espectro de RMN de 'H (CDsOD, 500 MHz) (Apéndice,
Figuras A29 e A30) mostrou sinais em 6n 7,14 (1H,t,J =7,6 Hz), 7,41 (1H, dd, J =
7,8; 0,9 Hz), 7,53 (1H, ddd, J = 8,4; 7,8; 1,8 Hz) e 7,82 (1H, dd, J = 7,7; 1,8 Hz),
compativeis com a presenca de um anel aromatico 1,2-dissubstituido. No mapa
de correlacdo HSQC (Apéndice, Figura A32) foram observadas correlacdes dos
hidrogénios citados acima com os sinais de carbonos em &c 123,9, 119,2, 1349 e
132,5, respectivamente. Observou-se também um sinal de carbono anomeérico em
dc 104,4, correlacionado com o dupleto em 6u 4,89, que apresentou constante de
acoplamento de 7,5 Hz, tipico de um monossacarideo com configuracao 3.

Uma andlise conjunta do espectro de RMN de 3C (CDsOD, 125 MHz)
(Apéndice, Figura A31) e do mapa de correlagdo HSQC revelou, ainda, a
presenca de um sinal de carbono aromético ligado a heteroatomo em 6c 158,8,
um sinal de carbono carbonilico de acido carboxilico em &¢c 170,0, sinais de quatro
carbonos oximetinicos em 6c 71,5, 75,1, 77,5 e 78,6 e, um oximetilénico em &c
62,3.

Além disso, a observacdo, no experimento de COSY (Apéndice, Figura
A35) do sistema de spins entre H-3/H-4/H-5/H-6, e das correlacdes observadas
no HMBC (Figura 29) entre os sinais de H-3 (6n 7,41) e H-4 (b1 7,53) com o
carbono C-2 (6c 158,8) e H-6 (6n 7,82) com C-7 (6¢c 170,0) e, dos sinais
caracteristicos da glicose, tivemos a confirmacdo da presenca do anel aromético
1,2-dissubstituido.
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Figura 29- Expansdo na regido aromatica do mapa de correlacdo HMBC (500
MHz, CD30OD) do composto CC-3.
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Observou-se, também, a correlacdo a longa distancia, no mapa de HMBC
(Apéndice, Figuras A33 e A34), do hidrogénio anomérico em &1 4,89 (H-1') com o
carbono aromatico em &c 158,8 (C-2), confirmando a ligacdo entre a unidade de
glicose e a porcao aromatica.

Assim, através de analise dos dados de RMN uni e bidimensionais, 0
composto CC-3 foi identificado como acido B-O-glucosilsalicilico, isolado pela
primeira vez no género Cayaponia, sendo que em Cucurbitaceae ja havia sido
descrito em C. sativus (ABU et al., 2012).

As principais correlacdes observadas nos mapas de correlacdo HVBC e
COSY para o composto CC-3 estao representadas na Figura 30. Os dados de

RMN (uni e bidimensionais) do composto CC-3 estédo apresentados na Tabela 10.

Figura 30- Principais correlacdes observadas nos mapas de HMBC (a) e COSY
(b) do composto CC-3.
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Tabela 10- Dados espectrais de RMN de 'H, 3C, HMBC e COSY do composto
CC-3 (500 e 125 MHz, CD30OD).

Posigéo 8¢ 8u: Multiplicidade; HMBC COSY
J (Hz)
1 1231
2 158,8
3 119,2 7,41; dd; 7,8; 0,9 C-1,C-5 H-4
4 134,9 7,53; ddd; 8,4; 7,8: 1,8 C-2,C-6 H-3, H-5
5 123,9 7,14; ddd; 8,4; 7,7: 0,9 c-1,C-3 H-4, H-6
6 132,5 7,82; dd; 7,7; 1,8 C-2, C-4, C-7 H-5
7 170,0
1 104,4 4,89;d; 7,5 C-2 H-2'
2 75,1 3,52;dd; 9,1; 7,5 C-1,C-3 H-1’
3 77,5 3,45-3,50, m C-2,C-4
4 71,5 3,41; dI; 8,9 C-5
5 78,6 3,45-3,50, m C-4 H-6a’
6 62,3 3,72; dd; 10,6; 5,7 (Ha)) C-5 H-5'; H-6b’
3,92; dd; 10,6; 7,7 (Hb) c-4 H-6a’
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4.4.6. Composto CC-4

O composto CC-4 foi isolado da fracdo hidrometandlica das folhas de C.
citrullifolia, como um sdlido amorfo incolor, ponto de fusdo de 189-190 °C (Lit.
193-195 °C, OTSUKA et. al., 1990).

A andlise do espectro de RMN de 'H (CDsOD, 500 MHz) (Apéndice,
Figuras A36 e A37), mostrou sinais em on 7,27 (1H, dt, J = 7,2 e 1,9 Hz), 7,35
(2H, tl, J=7,2Hz) e 7,42 (2H, dI, J = 7,2 Hz), compativeis com a presenca de um
anel aromatico monossubstituido. No mapa de correlacdo HSQC (Apéndice,
Figura A40) os sinais citados acima correlacionaram com os carbonos em dc
128,8 (C-4), 129,2 (C-3 e C-5) e 129,1 (C-2 e C-6), respectivamente. Observou-
se, também, um sinal de carbono aromatico substituido em dc 139,1 e um de
carbono oximetilénico em &c 71,8 (C-7), que correlaciona com os dupletos
centrados em 61 4,66 (1H, J = 12 Hz; H-7a) e 4,91 (1H, J = 12 Hz, H-7b), 0s quais
se correlacionaram a longa distancia, no HMBC (Apéndice, Figuras A4l e A42)
com os carbonos aromaticos C-1 (6c 139,1) e C-2/C-6 (6c 129,1) e, este ultimo
com o hidrogénio H-4 (&1 7,27), evidenciando a unidade benzilica na estrutura de
CC-4 (Figura 31).

Figura 31- Expansdo do mapa de correlacgo HMBC (500 MHz, CDsOD) do
composto CC-4.
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O espectro de RMN de 'H mostrou, ainda, um sinal de hidrogénio
anomérico em ox 4,35 (d, J = 7,7 Hz), com integracdo para dois hidrogénios. No
mapa de HSQC este sinal correlacionou-se aos sinais de carbonos em 6c 103,1
(C-1) e em ¢ 105,5 (C-17).

A andlise combinada do espectro de RMN de 3C e do mapa de HSQC
revelou a presenca da glicose onde o carbono anomérico em d&c 103,1
correlacionou-se com os hidrogénios oximetilénicos H-7a (61 4,66) e H-7b (dH
4,91), confirmando a ligacéo deste acglcar a por¢ao benzilica de CC-3.

A andlise conjunta dos espectros de RMN de 3C, DEPT-135 (Apéndice,
Figura A39) e do mapa de correlacdo HSQC sugeriu também a presenca de uma
unidade de pentose, devido a um conjunto de cinco sinais, sendo um carbono
oximetilénico em &c 66,7 (C-5”), trés oximetinicos em 6c 71,0 (C-4”), 74,9 (C-2") e
77,5 (C-3”) e um carbono anomérico em &c 105,5 (H-17). No mapa de HMBC
observou-se a correlacdo existente dos hidrogénios diastereotépicos ligados no
carbono C-5" [(6n 3,20 (dd, J =10,5 e 9,9 Hz, H-5a”) e 3,87 (dd, J = 10,5 e 5,3 Hz,
H-5b”)] com os carbonos em 6c 71,8 (C-4"), 77,5 (C-3”) e também com o carbono
anomérico em dc 105,5. J& a estereoquimica para a hidroxila posicionada em C-
4” foi inferida com base na constante de acoplamento de 9,9 Hz observada para o
hidrogénio H-4” (6x 3,50), que condiz com uma interacdo axial-axial deste
hidrogénio com H-5" (dn 3,20), indicando que H-4" esta na posicdo axial e o grupo
hidroxila na equatorial, sendo compativel com configuracdo B para C-4”. Os
dados descritos acima permitiram inferir a presenca de uma unidade de 3-D-xilose
como parte da estrutura de CC-4.

A ligacdo entre os acucares foi estabelecida como sendo Xxilopiranosil-
(1—6)-glicopiranosideo, devido a desblidagem de aproximadamente 7,7 ppm no
deslocamento quimico do carbono C-6’ (6c 69,7) da glicose, comparado ao da
glicose livre, que é em torno de 60 a 62 ppm (HARBONE, 1994). Além disso, o
mapa de correlagdo HMBC mostrou claramente a correlagédo entre o carbono
anomérico C-1” (6¢c 105,5) da xilose com o grupo metileno H-6’ da glicose (Figura
32).
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Figura 32- Parte do mapa de correlagdo de HMBC (500 MHz, CDsOD) do

composto CC-4.
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As principais correlagbes observadas no mapa de HMBC para o composto
CC-4 estao representadas na Figura 33.

Figura 33- Principais correlagdes observadas no mapa de HMBC do composto
CC-4.

Desta forma, o composto CC-4 foi identificada através da andlise dos
dados espectroscépicos e comparacdo com dados da literatura (OTSUKA et al.,
1990) como sendo o benzil-O-B-D-xilopiranosil-(1—6)-3-D-glicopiranosideo.

Os dados obtidos nas andlises de RMN, uni e bidimensionais, estdo
apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11- Dados espectrais de RMN de *H (500 MHz), 13C (125 MHz) e HMBC

do composto CC-4 (CD3OD).

Posicao 3¢ 8w; Multiplicidade; HMBC
J (Hz)

Aglicona

1 139,1

2/6 129,1 7,42;dl;7,2

3/5 129,2 7,35;1; 7,2 C-1;C-2

4 128,8 7,27;dt;7,2,1,9 C-2;C-3

7 71,8 4,66; d; 12,0; (H-7a) C-1;,C-1;C-2

4,91; d; 12,0; (H-7b) C-1;C-1;C-2

Glicose

1 103,1 4,35;d; 7,7 c-7

2 74,7 3,23-3,27; m C-1;C-3

3 77,8 3,33-3,38; m Cc-4

4 71,4 3,33-3,38;m C-6’

5 76,9 3,45; ddd; 11,9; 5,7; 2,1 C-4;C-3’

6’ 69,7 3,76; dd; 11,6; 6,0; (H-6a") C-17; C-5’

4,11; dd; 11,6; 2,1; (H-6b’) C-17; C-4
Xilose

17 105,5 4,35,d; 7,7 C-3”; C-5”; C-6’

2” 74,9 3,23-3,27; m c-3”

3” 77,5 3,33-3,38; m C-4”

4 71,0 3,50; ddd; 9,9; 8,7; 5,3 C-37; C-5”

5” 66,7 3,20; dd, 10,5; 9,9; (H-5a") C-17; C-3”

3,87, dd, 10,5; 5,3; (H-5b”) C-17; C-4”; C-3”
) benzil-O-B-D-xilopiranosil-(1—6)-B-D-glicopiranosideo, também

conhecido como (benzil-B-primeverosideo), estd sendo descrito pela primeira vez

no género Cayaponia. Na familia Cucurbitaceae ja foi isolado da planta medicinal

Gynostemma laxum (Wall.) Cogn. (PHAM et al., 2011). A atividade citotoxica in

vitro do benzil-B-primeverosideo foi testada por Lee et al. (2012) contra linhagens

de células tumorais humana de pulméo (A549), ovario (SK-OV-3), melanoma (SK-

MEL-2) e colon humano (HCT15) e apresentou baixa atividade, com valores de

ICs0 > 100 pM.
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4.4.7. Composto PT-2

O composto PT-2 foi obtido da fracdo AcOEt oriunda da particdo do extrato
etandlico de folhas de P. trichophora. Este composto apresentou-se como sélido
amorfo, amarelo, solavel em metanol e p.f. de 219-221 °C.

Pela a andlise do espectro de RMN de 'H (DMSO-ds, 500 MHz) (Figura 34)
foi possivel observar dois duplos dupletos em &4 8,06 (H-2' € H-6’) e em 6,87 (H-3’
e H-5') com constantes de acoplamento de 9,0 e 1,9 Hz e, com integragao para
dois hidrogénios cada, evidenciando um sistema de spin AA'BB’ de um anel
aromatico para substituido. Observou-se, também, os dupletos em 6+ 6,21 (H-6) e
6,44 (H-8) com constantes de acoplamento de 1,8 Hz, indicando um acoplamento
meta em anel aroméatico tetrassubstituido. Os dados acima em adicdo aos de
RMN de 3C (DMSO-ds, 125 MHz) (Apéndice, Figuras A45 e A46) permitiram
inferir a aglicona de PT-2 como sendo derivada do canferol.

Figura 34- Expansdo na regido de aromaticos do espectro de RMN de 'H (500
MHz, DMSO-ds) do composto PT-2.
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No espectro de RMN de 13C foram observados sinais em c 156,7, 133,3 e
177,5, atribuidos, respectivamente, aos carbonos C-2, C-3 e C-4, do anel C.
Observou-se, também, a presenca de onze carbonos entre dc 65,3 e 102,1, sendo
dez metinicos e um metilénico. Esses dados sugeriram a presenca de duas
unidades de acucar na estrutura de PT-2.

A andlise do espectro de RMN de 'H (Apéndice, Figuras A43 e A44)
evidenciou a presenca de uma unidade de ramnose ao mostrar um simpleto
alargado em 61 4,38 e um dupleto em dn 1,06 (3H, J = 6,2 Hz), os quais
correlacionaram no mapa de HSQC (Apéndice, Figuras A47e A48) com o0s
carbonos em 4c 100,1 (C-1"") e &¢c 18,0 (C-6’") e, este por sua vez, correlacionou-
se a longa distancia, no mapa de HMBC (Apéndice, Figuras 49 e 50), com o0s
sinais de carbonos 6c 68,3 (C-5") e 71,9 (C-4’"). Ja para a unidade de galactose
o espectro de RMN de 'H exibiu um dupleto centrado em &n 5,31 (J = 8,0 Hz, H-
1), correlacionado no mapa de HSQC ao sinal de carbono em &c 102,1 (C-1”), 0
qual apresentou acoplamentos a longa distancia com os multipletos em &1 3,53-
3,62 (H-2”) e em 3,39-3,41 (H-3”, m). Por sua vez, os hidrogénios
diastereotopicos H-6a” (6n 3,24, dd, J = 9,3 e 5,4 Hz) e H-6b” (61 3,53-3,62, m),
apresentaram interacdo a longa distancia com os carbonos em &c 68,0 (C-4”) e
73,5 (C-5").

O deslocamento quimico observado para o carbono C-6” (6c 65,3) da
galactose evidenciou que o mesmo esta envolvido em ligacdo interglicosidica do
tipo 6"—1"’, uma vez que o deslocamento quimico para este carbono quando livre
€ em torno de 60 a 62 ppm. Além disso, o0 mapa de correlacdo HMBC mostrou,
claramente, a correlagdo a longa distancia entre o carbono C-6" (6c 65,3) da
galactose com o hidrogénio anomérico H-1"" (dn 4,38) da ramnose.

Finalmente, a ligacdo entre a unidade “osidica” e a aglicona de PT-2 foi
estabelecida através da analise do mapa de correlagdo HMBC, (Figura 35) onde
mostrou a correlacdo entre o hidrogénio anomérico H-1" (61 5,31) com o carbono

C-3 (6c 133,3) do anel C, do flavonol.
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Figura 35- Expansdes do mapa de correlacdo HMBC do composto PT-2.
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Dessa forma, a estrutura do composto PT-2 foi elucidada através de
andlise de RMN (Tabela 10) e corroborado pelos dados da literatura (ABRAHAM
et al., 2008; BRASSEUR, ANGENOT, 1986), com sendo o canferol 3-O-a-L-
raminopiranosil-(1—6)-B-D-galactopiranosideo, conhecido como canferol-3-O-3-D-
robinosideo.

Os dados obtidos nas analises de RMN, uni e bidimensionais estéo
apresentados na Tabela 12. As principais correlacdes observadas no mapa de

correlacdo HMBC para o composto PT-2 estdo representadas na Figura 36.

Figura 36- Principais correlagcdes observadas no mapa de HMBC do composto
PT-2.
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Tabela 12- Dados espectrais de RMN de *H (500 MHz),

do composto PT-2 (DMSO-ds) e da referéncia consultada.

13C (125 MHz) e HMBC

Composto PT-2

Canferol 3-O-a-L-

(ABRAHAM et al.,

raminopiranosil-(1—6)-
B-D-galactopiranosideo

2008)*
Posicéao 3¢ Sn; Multiplicidade; HMBC Sc
J (H2)
Aglicona
2 156,7 156,4
3 133,3 133,2
4 177,5 177,2
5 161,2 161,0
6 98,7 6,21;d;1,8 C-5; C-7, C-8; 98,7
C-10
7 164,1 164,0
8 93,8 6,44;d;1,8 C-6; C-7; C-9; 93,7
C-10
9 156,4 156,4
10 103,9 103,6
1 120,8 120,7
2'/6’ 131,8 8,06; dd; 9,0; 1,9 Cc-2;C-4 130,8
3’15 115,0 6,87; dd; 9,0;1,9 C-1;C-4 114.9
4 160,1 159.8
Galactose
1” 102,1 5,31;d; 8,0 C-3; C-27; C-3” 101,9
2” 71,0 3,53-3,62; m c-1” 71,0
3” 72,9 3,39-3,41; m Cc-17; C-5” 72,8
4” 68,0 3,563-3,62; m C-57; C-6” 67.9
5” 73,5 3,563-3,62; m C-37; C-4”; C-6” 73.4
6” 65,3 3,24;dd; 9,3;5,4e Cc-17; C-4”;, C-5 65,1
3,53-3,62; m
Ramnose
1”” 100,1 4,38, sl C-2; C-6” 99,9
2 70,4 3,39-3,41; m Cc-1” 70,5
3 70,6 3,31-3,37; m 70,3
4 71,9 3,08-3,30; m C-6” 71,8
5” 68,3 3,58-3,62; m Cc-6” 68,2
6" 18,0 1,06; d; 6,2 Cc-4"; C-5” 17,8
OH-5 12,57; s C-5; C-6; C-10
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Continuacao da tabela 12

OH-4’ 10,26; s C-3; C-4
OH-2” 5,26; d; 4,5 C-1; C-2”; C-3”
OH-3” 4,99; d; 5,5 c-2; C-3"
OH-4” 4,63; d; 4,2 C-4"; C-5”
OH-2"” 4,49; d; 4,7 C-17;, C-2
OH-3"" 4,52;d; 5,9 c-3”
OH-4"" 4,66; d; 5,5 C-4"; C-5”

*Dados de RMN 13C obtidos em DMSO-ds (125,65 MHz).

4.4.8. Composto PT-3

O composto PT-3 foi isolado a partir da fracdo acetato de etila das folhas
de P. trichophora como solido amarelo, solavel em metanol, p.f. 198-200 °C [Lit.
194-196 °C] (SEKINE et al., 1991).

O espectro de RMN de 13C (DMSO-ds, 500 MH) (Apéndice, Figuras A53 e
Ab54) de PT-3 apresentou sinais em dc 158,6, 135,0 e 179,6, caracteristicos dos
carbonos C-2, C-3 e C-4 do anel C, de um flavonol. Além disso, a comparacéo
dos dados de RMN de 3C dos compostos PT-2 e PT-3 mostraram-se bem
semelhantes. No entanto, observou-se um maior nimero de sinais de carbonos
carbindlicos, sugerindo que o mesmo apresentava uma unidade de acucar

adicional na estrutura.
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A andlise do espectro de RMN de 'H (Apéndice, Figuras A51 e A52)
revelou sinais de hidrogénios anoméricos em &1 4,52 (sl), 4,78 (d, J = 6,5 Hz) e
5,45 (d; J = 7,6 Hz), os quais evidenciaram a presenca de trés monossacarideos,
sendo um com configuragdo a e dois com configuracdo . Através da analise do
mapa de correlacdo HSQC (Apéndice, Figuras A55 e A56) observou-se um sinal
de carbono em &¢c 17,9, correlacionado ao sinal de hidrogénio em 64 1,09 (3H, d, J
= 6,3 Hz), o que confirmou a presenca de uma unidade de ramnose na estrutura
de PT-3.

A andlise dos sinais adicionais no espectro de RMN de '3C e dos mapas de
correlacdo HSQC e HMBC (Apéndice, Figuras A57 e A58) de PT-3, confirmaram
a presenca de mais duas unidades de acucar, sendo uma hexose e uma pentose.
Para unidade de pentose foram observados sinais de um carbono oximetilénico
em 66,6 (C-5), trés carbonos oximetinicos em &c 71,7 (C-4""), 74,7 (C-2"") e 76,9
(C-3"”) e um carbono anomérico em &c 105,0 (C-1""). Os carbonos C-3"” e C-4"”
correlacionaram a longa distancia com 0s hidrogénios metilénicos
diastereotdpicos: H-5ax" (8w 3,27, dd; 10,6 e 8,8 Hz) e H-5¢q” (5+ 3,99, dd, J = 10,6
e 4,5 Hz), os quais correlacionaram entre si no COSY (Apéndice, Figura A59) e

no HMBC com o carbono anomérico C-1"" (¢ 105,0). A posicao do grupo hidroxila
em C-4 foi estabelecida como sendo 8, devido a magnitude das constantes de
acoplamento de 10,6 e 4,5 Hz observadas para o hidrogénio H-5eq™ (6n 3,99).

Estes valores condizem com acoplamentos: geminal entre H-5ax" € H-5eq” €

axial-equatorial entre H-4"" e H-5", respectivamente, fixando assim o0 grupo

hidroxila ligado em C-4"" na posigao equatorial € o hidrogénio na axial. Estes
dados permitiram inferir a presenca de uma unidade de xilose na estrutura de PT-
3.

Para a unidade de glicose, andlises do espectro de RMN de *3C e o mapa
de correlacdo HSQC exibiram sinais de carbonos oximetinicos 6c 71,2 (C-4”),
77,9 (C-5”) e 78,4 (C-3”) e 82,0 (C-2”), um oximetilénico em &c 68,3 (C-6") e um
anomeérico em d&c 100,9 (C-1"), correlacionado ao hidrogénio anomérico éc 5,45
(H-17), o qual apresentou acoplamento no mapa de correlagdo COSY com o sinal

em &n 3,66 (H-27).

93



A atribuicdo inequivoca dos sinais correspondentes aos hidrogénios dos
acucares foi realizada através do experimento de TOSCY 1D aliado aos dados
obtidos nos mapas de correlacdo HSQC e HMBC. O espectro de TOSCY 1D
(Apéndice, Figura A60(a)) obtido pela irradiacédo na frequéncia de H-1" (8w 5,42; d;
J =7,6 Hz) da glicose, exibiu correlagcdes com os sinais em 61 3,66 (dd, J=8,9 e
7,4 Hz, H-2"), 3,60 (t, 8,9, H-3"), 3,28-3,40 (m, H-4”, H-5”" e H-6") € 3,81 (d, J =
10,6 Hz, H-6”). De modo semelhante, a excitagcédo na frequéncia do H-1"" (du 4,78;
d; J = 6,5 Hz) da xilose, revelou correlagcbes com os sinais em o+ 3,53-3,58 (m, H-
2"), 3,38-3,41 (m, H-3"” e H-4""), 3,27 (dd, J = 10,6 e 8,8 Hz, H-5ax"), 3,99 (dd, J
= 10,6 e 4,5 Hz, H-5¢q””) (Apéndice, Figura A60(b)).

Pelo mapa de HMBC (Figura 37) verificou-se a correlagéo existente entre o
hidrogénio H-6" em &n 3,81 da glicose com o carbono anomérico da ramnose em
dc 102,3, evidenciando a conectividade entre os agucares, glicose e ramnose. Ja
a conexao entre as unidades de xilose e glicose foi inferida também através da
andalise do mapa de correlacdo HMBC, que exibiu, claramente, a correlagdo entre
o sinal do hidrogénio H-2” em 6n 3,66 da glicose com o sinal do carbono

anomerico C-1" (dc 105,0) da xilose. Além disso, o alto valor de deslocamento
quimico apresentado para o carbono C-2” (dc 82,0) da glicose, comparado ao do
flavonoide PT-2, indicou que o mesmo se encontrava envolvido em ligacao

interglicosidica.

Figura 37- Expansdo do mapa de correlacdo HMBC do composto PT-3.

BV AV A G, VAV. W
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3.81,102.3,0.03 100

7 H2 (glicose)/C1 (glicose) |
3.9 ! 105, 0.03 H6(g|icose)/C1(raminose) (gl ) (g : ) C
} 105

H5eq (xilose)/C1 (xilose) 3.66, 105.28, 0.07

F1 Chemical Shift (ppm)

H2 (glicose)/C1 (xiose) £ ;.0

4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65
F2 Chemical Shift (ppm)

Finalmente, a conexdo entre a porcdo osidica’ e a aglicona foi confirmada

através do mapa de correlacdo HMBC, ao mostrar a correlacdo do hidrogénio
94



anomérico em on 5,45 (H-1”) da glicose com o carbono C-3 (6¢c 135,0) do anel C,
do flavonol.

As principais correlagbes observadas no mapa de HMBC para o composto
PT-3 estado representadas na Figura 38.

Os dados obtidos nas andlises de RMN, uni e bidimensionais estao
apresentados na Tabela 13.

Desse modo, através da analise dos dados espectrais e comparagdes com
dados descritos na literatura foi possivel identificar PT-3 como canferol-3-O-[a-L-
raminopiranosil-(1—6)]-[3-D-xilopiranosil-(1—2)]-B-D-glicopiranosideo, conhecido
como cameliasideo B (DU et al., 2008; SEKINE et al., 1991).

Figura 38- As principais correlacdes observadas no mapa de correlacdo HMBC
do composto PT-3.
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Tabela 13- Dados espectrais de RMN de 'H, 3C e HMBC do composto PT-3
(500, 125 MHz, DMSO-ds) e da referéncia consultada.

Composto PT-3

Cameliasideo B
(DU et al., 2008)"

Posicao 3¢ 81; Multiplicidade; HMBC Sc
J (Hz)
Aglicona
2 158,6 157,8
3 135,0 134,5
4 179,6 178,9
5 163,2 162,1
6 100,0 6,23; sl C-7;C-8 99,7
7 165,8 164,9
8 95,0 6,40; sl C-6; C-7; C-10 94,8
9 156,4 158,6
10 105,2 105,5
1’ 123,2 122,7
2’6’ 132,4 8,04; d; 8,7 C-2;C-3; C-4 132,0
3’5’ 116,3 6,91; d; 8,7 C-1; C-4 116,0
4 161,4 160,6
glicose
1” 100,9 5,45;d; 7,6 C-3; C-5” 100,6
27 82,0 3,66;dd; 89e 7,4 Cc-17; C-1"7; C-3” 81,1
3” 78,4 3,60, , 8,9 Cc-27; C-4 77,6
4” 71,2 3,40-3,28, m - 71,0
5” 77,9 3,40-3,28, m c-4” 76,6
6” 68,3 3,40-3,28, m C-1"; C-4” 67,8
3,81;d; 10,6
xilose
17 105,0 4,78;d; 6,5 c-27, C-3” 104,5
2 74,7 3,53-3,58, m C-3” 74,2
3 76,9 3,38-3,41, m Cc-2” 76,2
4 71,7 3,38-3,41; m C-3” 70,6
57 66,6 3,27;dd; 10,6; 8,8, H5. C-1""; C-3; C-4” 66,2

3,99; dd; 10,6; 4,5; 5eq C-1""; C-3"; C-4”
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Continuagéo da tabela 13.

ramnose
177 102,3 4,52; sl c-2"7; C-3"; C- 101,7
5", C-6”
277 72,2 3,56-3,61, m C-3"” 72,0
37" 71,7 3,24-3,28; m c-2"” 71,6
4”” 74,0 3,24-3,28; m c-27” 73,9
5”” 69,8 3,41-3,45; m C-4"” 69,4
6”” 17,9 1,09;d; 6,3 C-4"";, C-5"" 17,7

*RMN de 3C (125 MHz, CDsOD).

4.4.9. Compostos PT-4 e PT-5

Os compostos PT-4 e PT-5 foram isolados em mistura a partir da fracéo

acetato de etila das folhas de P. trichophora como um sélido amarelo solavel em
metanol.

Os espectros de RMN (uni e bidimensionais) (Apéndice, Figuras A61-A77)
apresentaram uma duplicidade de sinais, sendo possivel identificar pequenas
diferencas nos valores de deslocamentos quimicos, evidenciando a presenca de
dois compostos estruturalmente semelhantes.

O espectro de RMN de 3C (CD30D, 75 MHz) (Apéndice, Figuras A65 a
A68) apresentou os pares de sinais em éc 158,6/158,7, 135,1/135,9 e 179,8/179,9
caracteristicos dos carbonos C-2, C-3 e C-4 do anel C de um flavonol. Além disso,
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a comparacédo dos dados de RMN de '3C como os do composto PT-3 mostraram-
se bem semelhantes. No entanto, observou-se um maior nimero de sinais de
carbonos carbinolicos e anoméricos, sugerindo uma mistura de flavonoides
triglicosilados, sendo ambos derivados do canferol.

A andlise do espectro de RMN de 'H (CDsOD, 500 MHz) (Apéndice,
Figuras A61 a A64) revelou sinais de hidrogénios anoméricos em 61 4,52 (d, J =
1,1 Hz), 4,75 (d, J = 7,2 Hz), 5,05 (d, J = 7,7 Hz) e 5,28 (d, J = 7,7 Hz) que
permitiram atribuir a presenca das unidades glicosidicas. A magnitude das
constantes de acoplamento dos hidrogénios anoméricos sdo condizentes com
monossacarideo com configuracdo a e trés f3.

O mapa de correlagdo HSQC (Apéndice, Figuras A69 a A71) da mistura de
PT-4 e PT-5 corroborou com a sugestao das unidades “osidicas” ao revelar sinais
para carbonos anomeéricos em &¢ 101,6, 102,0, 105,6 e 105,7 e ainda sinais para
dois carbonos metilénicos em dc 66,7 e 67,2. Observou-se, também, um sinal
para carbono metilico em &c 18,1, correlacionado com os dupletos centrados em
o1 1,18 (J =6,3Hz) e 1,19 (J = 6,3 Hz), referentes as duas unidades de ramnose.

A andlise dos sinais adicionais no espectro de RMN de '3C e dos mapas de
correlacdo HSQC e HMBC (Apéndice, Figuras A72 a A75) da mistura de PT-4 e
PT-5 confirmaram a presenca das unidades xilose ao mostrar sinais para 5
carbonos oximetinicos em &c 70,1, 71,1, 75,1, 75,2 e 77,2 e para um carbono
oximetilénico em &c 66,7, que correlacionou-se através do mapa de HSQC com os
hidrogénios diastereotdpicos em on 3,24-3,38 (m, H-5a’’) e on 3,95-3,98 (m, H-
5b’™”), os quais mostraram estar acoplados entre si no mapa de correlagdo COSY
(Apéndice, Figuras A76 a A77) e a longa distancia com o carbono anomérico em
dc 105,7 (C-1""). O sinal para o hidrogénio anomérico foi observado em 4,75,
tipico de um residuo de xilose terminal.

Para as unidades de galactose, a analise conjunta do espectro de RMN de
13C e do mapa de correlagcdo HSQC mostraram sinais de carbonos oximetinicos
entre d¢c 70,0 e 80,2, sinais de dois carbonos anoméricos em &c 101,6 e 105,6 e
um sinal de carbono metilénico em 6c 67,2.

A conexao entre os residuos de acgucares presentes nas estruturas dos

compostos PT-4 e PT-5 foram estabelecidas com base nas correlagbes
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observadas nos mapas de correlagaéo HMBC e COSY. Para o composto PT-4, o
mapa de correlacio HMBC mostrou, claramente, a correlacdo entre o H-6" (6H
3,38-3,42, m) da galactose com o carbono anomérico da ramnose em &c 102,0
(C-1"") (Figura 39a), bem como, entre o hidrogénio anomeérico da xilose em &H
4,75 (H-1"") com o carbono em &c 80,0 (C-2”) da galactose (Figura 39b) do
composto PT-4, e também ao carbono C-3”” (8¢ 72,7) da ramnose do composto
PT-5.

Figura 39- Mapa de correlacdo HMBC (expansdo) da mistura de PT-4 e PT-5.
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Finalmente, a ligacdo entre as porc¢des “osidicas” e as agliconas de PT-4 e
PT-5 foi estabelecida com base na correlagéo observada, a longa distancia, no
mapa de HMBC (Figura 40), entre os hidrogénios anoméricos das unidades de
galactose em on1 5,05 (H-1") e 5,28 (H-1") como sinais em &c 135,9 e 135,1,

referentes aos carbonos C-3 de PT-4 e PT-5, respetivamente.

Figura 40- Expansdes do mapa de correlacdo HMBC (regido de hidrogénios
anoméricos) da mistura dos compostos PT-4 e PT-5.
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Desta forma, apds analise minuciosa dos dados espectrais e comparagao
com dados publicados na literatura foi possivel identificar os compostos PT-4 e
PT-5 como canferol-3-O-{3-D-xilopiranosil-(1—2)-[a-L-raminopiranosil-(1—6)]}-B-

D-galactopiranosideo  (MURAKAMI et al.,, 2001) e canferol-3-O-[B-D-
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xilopiranosil(1—3)-a-L-raminopiranosil(1—6)]-B-D-galactopiranosideo  (SEMMAR
et al., 2002), respectivamente.
As principais correlacbes observadas no mapa de HMBC para os

compostos PT-4 e PT-5 estdo representadas na Figura 41.

Figura 41- Principais correlacdes observadas nos mapas de HMBC (™) e COSY
( #) da mistura dos compostos PT-4 e PT-5.

Os dados de RMN, uni e bidimensionais dos compostos PT-4 e PT-5 e das

referéncias consultadas estéo apresentados nas Tabelas 14 e 15.
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Tabela 14- Dados de RMN de 'H e 3C do composto PT-4 (500, 125 MHz,
DMSO-ds) e da referéncia consultada.

Composto isolado PT-4

Canferol-3-O-{B-D-xilopiranosil-(1—2)-[a-
L-raminopiranosil-(1—6)]}-B-D-

galactopiranosideo
(MURAKAMI et al., 2001)

Posicéao dc Su; Multiplicidade; dc on; multiplicidade;
J (H2) J (H2)
2 158,6 157,0
3 135,1 135,1
4 179,8 178,8
5 163,1 163,0
6 100,0 6,22;d;1,8 99,7 6,68, s
7 166,2 165,7
8 94,9 6,42;d;1,9 94,5 6,67, s
9 159,2 157,6
10 105,8 105,4
1 122,7 122,3
2’/6’ 132,6 8,09; d; 8,5 132,0 8,54,d, 8,5
35 116,4 6,89, dd; 8,6; 1,9 116,1 7,21,d, 85
4 161,6 161,1
Galactose
1” 101,6 5,28;d;7,7 100,7 6,45
2” 80,2 3,95-3,98; m 81,0 4,80,dd,9,0e 7,3
3” 75,6 3,69-3,74; m 75,5 4,28,dd,9,0e 4,0
4” 70,2 3,75-3,80; m 69,4 4,38, m
5” 75,0 3,38-3,42; m 75,1 4,08,dd, 7,6 e5,8
6” 67,2 Ha (3,38-3,42; m) 66,5 Ha (3,90, dd, 10,1; 5,8)
Hb (3,69-3,74; m) Hb (4,28, m)
Xilose
1”7 105,7 4,75;d;7,2 106,1 5,44, d, 6,7
2 75,1 3,59-3,64; m 73,1 4,21,dd,7e6,7
3 77,2 3,40-3,42; m 77,5 4,14, m
4’ 70,1 3,75-3,80; m 70,8 4,14, m
5 66,7 Ha (3,24-3,28; m) 66,9 Ha (3,58, dd; 9 e 9)
Hb (3,95-3,98; m) Hp (4,38, m)
Ramnose
17 102,0 452;d;1,1 101,9 5,15, sl
2”” 72,2 3,47-3,60; m 72,1 4,38, m
377 72,4 3,47-3,60; m 72,7 4,30,dd,9e 4
4 74,0 3,24-3,28; m 73,9 4,14, m
5”7 69,8 3,47-3,60; m 69,7 4,18, m
6" 18,1 1,18;d; 6,1 18,5 1,45, d,5,5

*RMN de 'H e 13C (500 MHz, 125 MHz, piridina-ds).
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Tabela 15- Dados espectrais de RMN de 'H e 13C do composto PT-5 (500, 125

MHz, DMSO-ds) e da referéncia consultada.

Composto PT-5

canferol-3-O-[B-D-xilopiranosil(1—3)-

a-L-raminopiranosil(1—6)]-B-D-
galactopiranosideo” (SEMMAR et al.,

2002)
Posicédo dc du; Multiplicidade; d¢ Su; multiplicidade;
J (H2) J (H2)
Aglicona
2 158,7 159,4
3 135,9 1365,8
4 179,9 179,6
5 163,2 162,9
6 100,0 6,20,d; 1,8 100,0 6,20;d;1,9
7 165,9 166,0
8 95,1 6,40; d; 1,8 95,0 6,39; 1,9
9 158,6 158,5
10 105,9 105,6
1’ 122,7 122,6
2’6’ 132,6 8,11; d; 8,8 132,6 8,10; d; 8,8
3’15 116,4 6,89, dd; 8,6; 1,9 116,1 6.,88; d; 8,8
4 161,7 161,6
galactose
1” 105,6 5,05;d; 7,7 105,6 5,02;d; 7,9
27 73,1 3,75-3,81; m 73,0 3,80; dd; 9,5, 7,9
3” 75,0 3,40-3,42; m 74,9 3,56;d; 9,5, 3,5
4” 70,3 3,75-3,81; m 70,0 3,76
5” 75,4 3,59-3,64; m 75,5 3,66
6” 67,2 3,40-3,42; m 68,0 3,48 e 3,70
ramnose
177 102,0 452:d;1,1 101,9 4,52;:d;1,9
27 71,2 3,56-3,61, m 71,7 3,77;dd; 3,2, 1,9
377 80,2 3,96-3,98; m 82,4 3,55;dd; 9,5. 3,2
47 72,4 3,47-3,60; m 72,7 3,44:1,9,5
57 69,8 3,47-3,60; m 69,5 3,54
6" 18,1 1,19; d; 6,1 18,1 1,16; d; 6,0
Xilose
17 105,7 4,75;d; 7,2 106,5 4,32:d;7,2
2’7 75,2 3,69-3,74; m 74,9 3,23;dd; 9,1, 7,2
3 77,2 3,40-3,42; m 77,3 3,31
4’” 71,1 71,1 3,46, m
5 66,7 Ha (3,24-3,28; m) 66,9 3,09; dd; 11,4, 10,4 e 3,76

Hb (3,95-3,98; m)
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4.4.10. Composto PT-6

O composto PT-6 foi isolado da fracdo n-butandlica das folhas de P.
trichophora, como um sdlido amorfo, solivel em metanol.

O espectro de RMN de 'H (CD30OD, 500 MHz) (Apéndice, Figuras A78 e
A79) mostrou sinais correspondentes a um sistema de spin do tipo AA'BB’ em 6H
6,81 (2H, d; 8,6 Hz, H-3' e H-5) e 7,46 (2H, tas; 8,6 Hz, H-2" e H-6),
caracteristicos de um anel aromético para substituido, dois dupletos em 61 6,32
(H-7) e 7,62 (H-8), referentes aos hidrogénios olefinicos em relacdo de
acoplamento trans (J = 16,2 Hz). Pelo mapa de correlagdo HSQC (Apéndice,
Figura A81) foram observadas as correlacdes entre os hidrogénios citados acima
com os carbonos em oc 116,9, 131,3, 115,4 e 146,8, respectivamente. Esses
dados evidenciaram a presenca de um grupo cumaroila como parte da estrutura
do composto PT-6.

Além dos sinais citados acima, foram observados no espectro de RMN de
'H sinais adicionais em & 3,73 (dd, J = 8,6 e 3,1 Hz), 4,16 (m) e 5,33 (ddd, J =
9,6; 8,6 e 4,4 Hz), referentes aos hidrogénios oximetinicos H-4, H-3 e H-5,
respectivamente, um multipleto em 6n 2,02-2,25, atribuidos aos hidrogénios
metilénicos (H-2 e H-6), os quais permitiram inferir a presenca de uma unidade de
quinato.

O espectro de RMN de '3C (CD3OD, 125 MHz) (Apéndice, Figura A80)
associado ao mapa de correlagdo HSQC, confirmou a presenca de uma unidade
do &cido quinico pelos sinais de trés carbonos oximetinicos em oc 71,3 (C-3), 72,1
(C-5) e 73,6 (C-4), sinais de dois de carbonos metilénicos em &c 38,2 (C-2) e 38,8
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(C-6), um sinal de carbono carbonilico de carboxila em &c 177,1 e um sinal para
carbono ndo hidrogenado em éc 76,2 (C-1).

O posicionamento do grupo coumaroila em C-5 do esqueleto acido quinico
foi inferida com base no efeito de desprotecao observado para H-5 (6n 5,33, ddd,
J = 96; 89 e 44 Hz) quando comparado ao H-3 (6x 4,16, m), aliado as
constantes de acoplamento caracteristicas dos mesmos. Além disso, 0 mapa de
correlacdo HMBC (Apéndice, Figuras A82 e A83) mostrou, claramente, a
correlacdo entre o hidrogénio H-5 com carbono carbonilico em 6c 168,9 (C-9’) e,
este com os hidrogénios olefinicos H-7’ (o1 6,32) e H-8' (o1 7,62), confirmando a
conectividade dos grupos coumaroila e quinato.

A estereoquimica relativa do composto PT-6 foi feita com base nas
constantes de acoplamento observadas para os hidrogénios H-4 (dd, J=8,6 e 3,1
Hz) e H-5 (ddd, J= 9,6; 8,6 e 4,4 Hz). As constantes de 8,6 e 3,1 Hz condizem
com acoplamentos axial-axial (H-4/H-5) e equatorial-axial (H-3/H-4),
respectivamente, posicionando, assim, os hidrogénios H-4 e H-5 nas posi¢cdes
axiais e os grupos hidroxila e coumaroila nas posices equatoriais.

Assim, a analise dos dados espectrais e comparacdes com 0s descritos na
literatura foi possivel identificar PT-6 como sendo o acido 5-p-coumaroilquinico,
(LU et al., 2000).

Os dados espectrais de RMN de 'H, 13C, HMBC e COSY (Apéndice, Figura
A84) do composto PT-6 estdo apresentados na Tabela 16. As principais
correlagdes observadas nos mapas de HMBC e COSY do composto PT-6 estédo
representadas na Figura 42.

104



Figura 42- Correlacdes observadas nos mapas de HMBC (—4) e COSY ( 4~ ) para o
composto PT-6.

Tabela 16- Dados espectrais de RMN de 'H, 13C, HMBC e COSY do composto
PT-6 (500, 125 MHz, CD3OD).

Posicao 3¢ 81; Multiplicidade; HMBC COSY
J (Hz)

1 76,2
2 38,3 2,02-2,25; m C-1; C-3; C-4; C-7
3 71,3 4,16; m C-1; C-2; C-4; C-5 H-4
4 73,6 3,73; dd; 8,6; 3,1 C-5;C-6 H-3; H-5
5 72,1 5,33, ddd; 9,6; 8,6; 4,4 C-1; C-3; C-4; C-9 H-4
6 38,8 2,02-2,25; m C-1; C-2; C-4; C-5; C-7
7 177,1
1’ 127,3

2'/6’ 131,3 7,46; d; 8,6 C-2;C-4;C-8 H-3'/H-5’

3'/5° 116,9 6,81; d; 8,6 C-1;C-4 H-2'/H-6’
4 161,3
7 115,4 6,32; d; 16,2 C-1; C-9 H-8’
8 146,8 7,62; d; 16,2 C-2; C-7’; C-9 H-7’
o’ 168,9
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4.4.11. Composto PT-1

O composto PT-1 foi isolado da fragdo cloroférmica das raizes P.
trichophora, na forma de cristais incolores (em cloroférmio). Este composto
apresentou coloracao azul intensa sob luz UV (A 366 nm) e p.f. 198-200 °C (Lit.
199-202 °C, PAULA et al., 1996).

No espectro de RMN de 'H (CDClz, 500 MHz) (Apéndice, Figura A85) foram
observados sinais caracteristicos de cumarina, como a presenca de dois dupletos
em on 6,28 (J = 9,6 Hz) e 7,61 (J = 9,6 Hz), atribuidos aos hidrogénios olefinicos
H-3 e H-4, respectivamente. O sinal do hidrogénio de H-4 encontra-se mais
desblindado, devido a conjugacao da ligacdo dupla com a carbonila de lactona.
Notou-se, também, um simpleto em &n 3,49, com integracdo para trés
hidrogénios, correspondente a um grupo metoxila aromatico. Além disso, um
simpleto alargado em &n 6,18 foi atribuido a um grupo hidroxila, enquanto os dois
simpletos, um em d&n1 6,85 e outro em 6,92, evidenciaram uma cumarina
substituida nas posicdes 6 e 7.

A andlise conjunta do espectro de RMN de *C (CDCls, 125 MHz)
(Apéndice, Figura A86) e do mapa de correlacdo HSQC (Apéndice, Figura A87),
revelaram a presenca de 10 carbonos, sendo 5 substituidos, incluindo um
carbono de carbonila de lactona em 6c 161,5. Além disso, os sinais em éc 113,3 e
143,2, foram atribuidos aos carbonos olefinicos C-3 e C-4, respectivamente, 0s
sinais em &c 107,4 (C-5) e 103,2 (C-8), aos carbonos aroméaticos e o sinal em &c
56,4 ao carbono oximetinico.

Através da analise do mapa de correlacdo HMBC (Apéndice, Figura A88)
observou-se a existéncia de correlagcéo entre sinal do hidrogénio olefinico H-3 (o
6,28) com os carbonos C-2 (6¢c 161,5) e C-9 (6c 111,5) e H-4 (6 7,61) com os

carbonos aromaticos C-5 (6¢c 107,4) e C-10 (6c 150,5), e também entre o
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hidrogénio aromatico H-8 (n 6,85) com os carbonos em dc 144,0 (C-6) e 149,6
(C-7).

Por fim, o sinal do grupo metoxila em &1 3,49 mostrou correlagdo a longa
distancia, no HMBC, com o sinal de carbono oxigenado em éc 144,0 (C-6) e, este
com o hidrogénio aromatico H-5 (61 6,85), que por sua vez correlacionou-se com
o carbono C-4 (dc 143,2), que faz parte do sistema lactonico.

Os dados de RMN de 'H e 3C e o ponto de fusdo do composto PT-1
concordam com os descritos na literatura (CARVALHO et al., 2006) para 7-
hidroxi-6-metoxi-2H-1-benzopiran-2-ona, uma cumarina conhecida como
escopoletina, previamente isolada de P. vellosiana (MORENO et al., 2014), P.
stachyoides (PIMENTA et al., 2011).

As principais correlagbes observadas no mapa de HMBC para o composto
PT-1 estdo representadas na Figura 43. Os dados espectrais do composto PT-1 e

da referéncia consultada estdo apresentados na Tabela 17.

Figura 43- Principais correlacdes observadas no mapa de HMBC do composto
PT-1.

H,CON />

HO
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Tabela 17- Dados espectrais de RMN de 'H (500 MHz), '*C (125 MHz) e HMBC
do composto PT-1 (CDCIs3) e da referéncia consultada.

Composto PT-1 Escopoletina*
(CARVALHO et al., 2006)
Posica Sc Sh; HMBC 3¢ OH;
0 multiplicidade; multiplicidade;
J (Hz) J (Hz)
2 161,5 161,5
113,3 6,28;d; 9,6 113,3 6,20; d; 9,3
143,2 7,61;d;9,6 C-2; C-5; C- 1440 7,80:d:9,3
10
5 107,4 6,85; s C-4;, C-6; C-7; 107,4 6,75: S
C-10
6 144,0 149,7
7 149,6 150,0
8 103,2 6,92; s C-6; C-7, C-9; 103,2 7,09: s
C-10
9 150,2 143,8
10 1115 111,0
OCHs; 56,4 3,49; s C-4;, C-6 56,4 3,89; s

*RMN *H e 13C, CD30D (200 MHz).

4.5. Ensaios biolégicos

4.5.1. Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos brutos e das fracées das folhas de
C. citrullifolia, C. espelina, C. weddelli e P. trichophora foram avaliados através da
percentagem de reducéo inicial do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazina
(DPPH) pelas amostras em diferentes concentracdes. Os valores de ICso das
amostras analisadas foram obtidos a partir da analise de regresséao linear e
apresentaram bons valores de correlagao (r > 0,99).

Estudos publicados por Reynertson e colaboradores (2005) tém adotado
como critério para a atividade antioxidante in vitro, que amostra que com ICso < 50

108



pug/mL é considerada muito ativa; ICso de 50-100 pug/mL é moderadamente ativa;
ICs0 de 100 — 200 pg/mL apresenta baixa atividade e 1Cso> 200 pg/mL é inativa.
Deste modo, os resultados na Tabela 18 mostram que os EBE de C. espelina, C.
weddelli e P. trichophora sédo muito ativos, com valores de I1Cso de 13,21 + 0,31;
13,14 £ 0,57 e 33,49 + 1,19 pg/mL, respectivamente.

Os extratos de C. espelina, C. weddelli e do padrdo acido ascoérbico
apresentaram atividade antioxidante semelhantes, ndo sendo significativa a
diferenca nos valores de ICso. A forte atividade antioxidante dos extratos pode, em
parte, ser atribuida a presenca majoritaria de flavonoides, cuja atividade
sequestradora de radicais livres € reportada em diversos trabalhos. Ja o extrato
bruto das folhas de C. citrullifolia mostrou baixa atividade, com 1Cso >100 pg/mL.

Comparando-se os valores de ICso das fragbes provenientes da particdo do
extrato bioativo de C. espelina, percebe-se que o efeito antioxidante € mais
pronunciado na fracdo AcOEt (ICso 5,40 = 0,16 pg/mL), comparavel ao padrao
acido ascorbico (ICs0 5,54 + 0,16 pg/mL), provavelmente devido a presenga nessa
fracdo dos flavonoides: luteolina, luteolina-4’-O-B-D-glicopiranosideo e luteolina-
7-O-B-D-glicopiranosideo, todos descritos na literatura como fortes agentes
antioxidantes, com valores de ICso de 4,3x10* mg/mL (LEE et al, 2002), 9,58 e
13,65 pM (JIANG et al., 2010), respectivamente. As fragbes CH2Cl. e n-BuOH
também mostraram forte atividade antioxidante, com valor de 1Cso < 50 pg/mL.

As fracbes CH2Cl2 e n-BuOH das folhas de C. weddelli mostraram alto
potencial antioxidante, com ICso de 13,21 + 0,57 e 23,07 + 0,85 pg/mL,
respectivamente. Tais resultados podem estar relacionados, principalmente, a
presenca dos flavonoides: luteolina-4’-O-B-D-glicopiranosideo e luteolina-7-O-3-D-
glicopiranosideo.

Para a espécie P. trichophora a fragcdo hidrometandlica mostrou fraca
atividade, enquanto que as fracdes AcOEt e n-BuOH demostraram alta atividade
antioxidante. Nessas fracdes foram identificados os flavonoides, cameliasideo,
gue mostrou excelente atividade antioxidante in vivo, segundo WEI et al. (2014), o
canferol, canferol-3-O-{B-D-xilopiranosil-(1—2)-[a-L-raminopiranosil-(1—6)]}-B-D-
galactopiranosideo e canferol-3-O-a-L- raminopiranosil-(1—6)-B-D-

galactopiranosideo.
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Tabela 18- Atividade antioxidante (ICso em pg/mL) dos extratos etandlicos e
fracbes das folhas de C. espelina, C. citrullifolia, C. weddelli e P. trichophora
usando o radical livre DPPH".

Planta Amostra ICso (ug/mL) £ DP™
EBE 13,21 +0,31gh
_ Fr. n-BuOH 23,07 + 0,85defg
C. espelina
Fr. AcOEt 5,40 £ 0,16h
Fr. CH2Cl2 18,07 + 3,83cde
EBE 13,14 + 0,57fgh
C. weddellii Fr. n-BuOH 15,28 + 0,32cdef
Fr. AcOEt 13,21 £ 0,57gh
EBE 157,87 £ 0,75a
C. citrullifolia Fr. n-BuOH 74,93 + 2,01abc
Fr. AcOEt 124,26+ 0,99ab
EBE 33,49 + 1,19bcd
_ Fr. n-BuOH 15,18 £ 0,79defg
P. trichophora
Fr. AcOEt 14,47 + 0,20efg

Fr. hidrometandlica 115,05 + 1,19ab
- Acido ascorbico™ 5,54 + 0,16h

*‘Baseado em dados originais. "Valores sdo média (n=3)+ desvio padrao (DP). ***Controle positivo.
Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente ao nivel de 5 % pelo
teste de Tukey.

4.5.2. Teste citotoxico in vitro frente ao Sarcoma 180

Paralelamente ao estudo fitoquimico, investigou-se o0 potencial citotéxico
dos extratos etanodlicos e das fragdes das folhas C. espelina, C. weddelli, P.
trichophora e dos compostos isolados luteolina-4’-O-B-D-glicopiranosideo e
luteolina-7-O-B-D-glicopiranosideo.

O extrato bruto etanolico e as fracdes hexano, CHCIs, AcOEt, n-BuOH e
hidrometandlica das folhas de C. weddelli foram submetidos a testes citotoxicos in
vitro frente a linhagem de células tumorais Sarcoma 180. Os resultados

mostraram, que na concentracdo de 1 mg/mL a fracdo CHCIs exibiu leve atividade
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citotoxica, com 66,2 % de inibicdo de crescimento celular. As demais amostras
analisadas, mostraram-se inativas.

Os flavonoides isolados da fracdo CHCIs, luteolina-4’-O-B-D-
glicopiranosideo e luteolina-7-O-B-D-glicopiranosideo aumentaram a proliferacéo
celular, quando comparado ao controle. Esses resultados sugerem que o
potencial citotoxico observado para a fracdo CHCIs possa ser atribuida aos
compostos minoritarios, que ainda ndo foram identificados ou, até mesmo, a
efeitos sinérgicos.

Resultados semelhantes foram descritos por Chang e colaboradores (2008)
para os flavonoides gossipina, morina e naringenina, que aumentaram a
viabilidade celular de duas linhagens tumorais de cancer de pulmdo a MDA-MB-
23 e a MCF-7. A morina também promoveu a proliferacdo celular do carcinoma
colorretal (LoVo).

Para a luteolina-7-O-B-D-glicopiranosideo, a literatura relatou,
recentemente, importantes atividades citotoxicas em diferentes linhagens de
células tumorais, como cancer de coélon (COLO 320 DM e HCT-116), gastrico
(AGS), mama (MCF-7), pulméo (A549) e figado (HEP-G2) (BASKAR et al., 2011,
FAWZY et al., 2012).

O extrato bruto e fragdes hexano, CH2Cl2, AcCOEt e n-BuOH das folhas de
P. trichophora inibiram a viabilidade celular em 32,8; 38,0; 27,2; 38,3 e 27,2 %,
respectivamente, na concentracédo de 1 pug/mL, sugerindo que 0os mesmos néo
sdo citotoxicos para Sarcoma 180.

O extrato bruto etandlico das folhas de C. espelina mostrou-se inativo
frente aos ensaios citotdxicos in vitro com linhagens tumorais de Sarcoma 180 e
K562 (leucemia), com ICso de 138,3 ug/mL.
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Tabela 19- Inibicdo da viabilidade celular do Sarcoma 180 para os extratos e
fracOes das folhas de C. espelina, C. weddelli e P. trichophora.

Planta Amostra?® % inibicdo da viabilidade

celular¢

Extrato bruto 32,8+2,40

Fr. hexanica 38,0+1,44

P. trichophora Fr. CH2Cl2 27,2+£3,35

Fr. AcOEt 38,0+£3,01

Extrato bruto 18,0+2,28

Fr. hexanica 43,3+1,18

C. weddelli Fr. CHCIs 66,2+2,30

Fr. AcOEt 36,9+4,92

Fr. n-BuOH 5,4+2,53

C. espelina Extrato bruto 35,5+1,85
luteolina-4’-O-B-D- - nd

glicopiranosideo®

luteolina-7-O-B-D- - nd

glicopiranosideo®

aExtratos e fragGes foram testados na concentragdo de 1 mg.mL-1. POs compostos puros foram
testados nas concentragfes de 6,25; 12, 25, 50, 100 e 200 pM. ¢Os valores representam a média
de 3 experimentos+DP. aumentou a viabilidade celular.

4.5.3. Teste de susceptibilidade antimicrobiana

Dentre os 4 extratos etandlicos e as 9 fracdes investigadas neste trabalho
quanto a atividade antibacteriana, somente a fracédo acetato de etila das folhas de
C. espelina foi capaz de inibir o crescimento da bactéria E. coli a uma
concentracdo de 82 pg/mL, com 74% de inibicdo. Este resultado € bastante
promissor uma vez que as bactérias gram-negativas sdo normalmente mais
resistentes a antibiéticos por possuirem uma membrana externa que impede a

entrada de inUmeros antibioticos, além disso, 0 espaco periplasmatico possui
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enzimas que sdo capazes de degradar moléculas estranhas oriundas do exterior
da célula (HOLETZ et al., 2002).

O efeito antimicrobiano exibido pela fracdo acetato de etila de C. espelina,
provavelmente se deve, em parte, a presenca dos compostos luteolina, luteolina
7-glicosideo e luteolina 4’-glicosideo.

Estudos cientificos tém demonstrado que a luteolina, seus glicosideos ou
plantas contendo luteolina, apresentam propriedade antibacteriana, antiviral e
antifingica (LOPES-LAZARO, 2009). Para a luteolina s&o citadas atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, E. coli, Bacillus cereus e
Citrobacter freundii, com MIC entre 5,0x102 e 1,0x10* mg/mL (KUMARASAMY et
al., 2005).

Recentemente, Wu e colaboradores (2013) relataram que a atividade

antibacteriana da luteolina frente a E. coli esta associada a inibicdo da enzima
DNA girase, impedindo que esta faga a constru¢do normal do DNA bacteriano.
Neste trabalho, os pesquisadores realizaram, também, o estudo de estrutura-
atividade de seis flavonas e quatro flavonois. Eles observaram que a presenca de
grupos hidroxilas nas posicées C-5 do anel A e C-4’ do anel B, e metoxilas em C-
3 e C-8, sdo essenciais para uma boa atividade frente a E. coli. Contudo, os
flavonoides com grupos hidroxilas em C-3, C-3’, C-5" e C-6 e metoxilas em C-3’,
mostraram baixa atividade.

Algumas espécies da familia Cucurbitaceae tém apresentado atividade
antibacteriana, a exemplo dos extratos cloroférmicos da polpa e do fruto de S.
edule, que foram ativos frente a E. coli ATCC 8739 (SIBI et al., 2013). J4 os
extratos etandlicos das folhas e dos caules de S. grosvenorii mostraram acgéo
bacteriostaticas para a Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, Micrococcus luteus
e Candida albicans (LI et al.,, 2014). Cita-se ainda, atividade antibacteriana do
extrato bruto de sementes M. charantia frente a E. coli, Salmonella typhi e S.
aureus (JABEEN et al. 2014).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo quimica das folhas de C. espelina e de C. weddellii resultou,
até o momento, no isolamento da luteolina, luteolina 4’-O-B3-D-glicopiranosideo e
da luteolina 7-O-B-D-glicopiranosideo. Das folhas de C. citrullifolia foram isolados
0s metabdlitos secundarios, vicenina-2, canferol 3,7-di-O-a-L-ramnopiranosideo,
acido B-O-glucosilsalicilico e benzil-O-B-D-xilopiranosil-(1—6)-B-D-
glicopiranosideo. Com excecdo da vicenina-2, todos 0s outros compostos séo
relatados pela primeira no género Cayaponia, constituindo-se interessante
contribuicdo para o conhecimento quimico do mesmo.

O estudo quimico das folhas de P. trichophora propiciou o isolamento de
quatro flavonoides, um derivado do acido quinico e uma cumarina. Dentre o0s
flavonoides, destacam-se 0 canferol-3-O-[B-D-xilopiranosil-(1—3)-a-L-
raminopiranosil-(1—6)]-B-D-galactopiranosideo e o canferol-3-O-{3-D-xilopiranosil-
(1—2)-[a-L-raminopiranosil-(1—6)]}-p-D-galactopiranosideo, por serem inéditos
em Rubiaceae, isolados, anteriormente, apenas de espécies das familias
Fabaceae e Leguminosae. No entanto, os flavonoides canferol-3-O-3-D-
robinosideo e cameliasideo B, estdo sendo descritos pela primeira vez no género.

Além disso, a auséncia de alcaléides em P. trichophora ilustra a
importancia da andlise quimica do género, tal como proposto por Tan e
colaboradores (2012), que mostra que além dos alcaloides, outros metabdlitos
secundarios devem ser utilizados como marcadores quimiotaxondmicos no
género Psychotria.

A avaliacdo do potencial antibacteriano sugere que a espécie C. espelina
seja uma importante fonte de antimicrobianos em potenciais. Enquanto o0s
extratos brutos de C. espelina e C. weddellii e a fragdo AcOEt de C. espelina
foram os mais promissores como antioxidantes.

Os resultados encontrados, até o momento, contribuem para o
conhecimento quimico e biolégico de espécies dos géneros de Cayaponia e

Pscychotria, ainda pouco explorados.
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Figura Al- Espectro de IV do composto CE-1 (Pastilha de KBr).
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Figura A2- Espectro de RMN de *H do composto CE-1 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A3- Expanséo do espectro de RMN de *H do composto CE-1 (500 MHz, DMSO-de).
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Figura A4- Espectro de IV do composto CE-2 (Pastilha de KBr).
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Figura A5- Espectro de RMN de 'H do composto CE-2 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A6- Expanséao do espectro de RMN de *H do composto CE-2 (500 MHz, DMSO-de).
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Figura A7- Espectro de RMN de 13C do composto CE-2 (125 MHz, DMSO-ds).

39.84
39.68
39.51
39.34
39.17
39.00

40.01

0.10

0.09

0.08

0.07

~73.29

_/'7.

—101.25

0.06

—161.48

—157.44
—147.02
_~118.54
—116.12
“-113.65
104.02
—94.13
60.78

0.05

—181.78
148.60
—124.81

0.04

Normalized Intensity

~164.57,163.23
99.05

0.03

0.02

0.01

Ibasnipeob iy

rfrrrrrrrrrrrrrrrrr|rrrrrrrrr|rrrr|rrrr|rrrr|rrrr|1rrrr[r1rr1r[1r1r1rr[ 111 rrr o r e

180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)

137



Figura A8- Mapa de correlacdo HSQC do composto CE-2 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A9- Expansdes (a) e (b) do mapa de correlagdo HSQC do composto CE-2 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A10- Mapa de correlacdo HMBC do composto CE-2 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura Al11l- Expansdes (a) e (b) do mapa de correlacgdo HMBC do composto CE-2 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura Al12- Espectro de IV do composto CE-3 (Pastilha de KBr).
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Figura A13- Espectro de RMN de 'H do composto CE-3 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura Al4- Expansdes (a) e (b) do espectro de RMN de 'H do composto CE-3 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A15- Mapa de correlacdo HSQC do composto CE-3 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A16- Mapa de correlacdo HMBC do composto CE-3 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A17- Espectro de IV do composto CC-1 (Pastilha de KBr).
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Figura A18- Espectro de RMN de 'H do composto CC-1 (500 MHz, CD30D).
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Figura 19- Expansoes (a) e (b) do espectro de RMN de *H do composto CC-1 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A20- Espectro de RMN de '*C do composto CC-1 (125 MHz, CDsOD).
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Acquisition Time (sec);(0.1982,

. - 0.0099)
Figura A21- Mapa de correlacdo HSQC do composto CC-1 (500 MHz, DMSO-ds). Comment;5 mm TBI 1H/13C/D-
BB Z-GRD Z8624/0014
Frequency (MHz);(500.13,
125.77)
Nucleus;(1H, 13C)
Number of Transients;180
Origin;spect
Original Points Count; (2048, 248)
Owner;Administrator
Points Count; (2048, 1024)
Pulse
Sequence;hsqcedetgpsisp2.3
Solvent;MeOD
Spectrum Type;HSQC
Sweep Width (Hz);(10325.53,
25128.96)
Temperature (degree C);25.260
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Figura A22- Mapa de correlacdo HMBC do composto CC-1 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A23- Expansao do mapa de correlagdo HMBC do composto CC-1 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A24- Espectro de RMN de 'H do composto CC-2 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A25- Espectro de RMN de '*C do composto CC-2 (500 MHz, DMSO-de).
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Figura A26- Mapa de correlacdo HSQC do composto CC-2 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A27- Mapa de correlacdo HMBC do composto CC-2 (500 MHz, DMSO-ds). Acquisition Time (sec);(0.2283,
0.0059)
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Figura A28- Expansao do mapa de correlagdo HMBC do composto CC-2 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A29- Espectro de RMN de 'H do composto CC-3 (500 MHz, CD30D).
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Figura A30- Expansdes (a) e (b) do espectro de RMN de *H do composto CC-3 (500 MHz, CD30D).
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Figura A31- Espectro de RMN de 3 C do composto CC-3 (125 MHz, CDsOD).
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Figura A32- Mapa de correlacdo HSQC do composto CC-3 (500 MHz, CD3OD). Acquisition Time (sec);(0.2925, 0.0102)
Comment;5 mm TBI 1H/13C/D-BB Z-GRD
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Figura A33- Mapa de correlacdo HMBC do composto CC-3 (500 MHz, CD30OD). Acquisition Time (sec);(0.2925,
0.0088)
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Figura A34- Expansao do mapa de correlacdo HMBC do composto CC-3 (500 MHz, CDs0D).
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Figura A35- Mapa de correlagdo COSY do composto CC-3 (500 MHz, CD30D).
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Figura A36- Espectro de RMN de *H do composto CC-4 (500 MHz, CDsOD).
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Figura A37- Expanséao do espectro de RMN de *H do composto CC-4 (500 MHz, CD30OD).
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Figura A38- Espectro de RMN de 3C de CC-4 (125 MHz, CD30D).
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Figura A39- Espectro DEPT - 135 do composto CC-4 (125 MHz, CDs3OD). Acquisition Time (sec);1.1010
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Figura A40- Mapa de correlacdo HSQC de CC-4 (500 MHz, CD3OD).
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Figura A41- Mapa de correlacdo HMBC do composto CC-4 (500 MHz, CD30OD).
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Figura A42- Expansao do mapa de correlacdo HMBC do composto CC-4 (500 MHz, CDs0D).
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Figura A43- Espectro de RMN de 'H do composto PT-2 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A44- Espectro de RMN de 'H (expansédo) do composto PT-2 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A45- Espectro de RMN de '*C do composto PT-2 (125 MHz, DMSO-ds).

0.015

0.010

Normalized Intensity

0.005

—177.54

160.06

164.22
161.26
\-156.50

£

160

140

131.07

133.35
120.89

il \ | AT
120

Ty)
—
o)
-
-

-~104.01

[e)]
<
© o
o~ o I
= a0
o
S —~18
| B |ls
¢ [©
oo '\\ <
. 00 |
B o5 ©
o g il |
| H |
ou LI | | i LL‘J\J (1
100 80

Chemical Shift (ppm)

.36

\65

[T

60

39.68
39.51

40

39.34
39.18

39.01

17.99

20

Acquisition Time (sec);0.5505
Frequency (MHz);125.76
Nucleus;13C

Number of Transients;4003
Origin;spect

Original Points Count;16384
Owner;Administrator

Points Count;32768

Pulse Sequence;zgpg30
Receiver Gain;912.00
SW(cyclical) (Hz);29761.90
Solvent;DMSO-d6
Spectrum Offset
(Hz);12527.6934

Spectrum Type;STANDARD
Sweep Width (Hz);29761.00

175



Figura A46- Expanséao do espectro de RMN de 3C do composto PT-2 (125 MHz, DMSO-ds).

Normalized Intensity

0.009

0.008

0.007

0.006

0.005

0.004

0.003

0.002

0.001

ww 1

—104.01

—102.06

100.12

00

98.81

—70.49

—73.58
_~70.66
—68.35

N-73.01

93.81
—71.15
~-68.06

65.36

MJMMMWMMWWMWWN i

Chemical Shift (ppm)

176



Figura A47- Mapa de correlacdo HSQC do composto PT-2 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A48- Mapa de correlacdo HSQC (expansdes) do composto PT-2 (500 MHz, DMSO-de).
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Figura A49- Mapa de correlacdo HMBC do composto PT-2 (500 MHz, DMSO-ds). Acquisition Time (sec);(0.2662,
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Figura A50- Expansdo do mapa de correlagdo HMBC do composto PT-2 (500 MHz, DMSO-ds).
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Figura A51- Espectro de RMN de 'H do composto PT-3 (500 MHz, CD30OD).
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Figura A52- Expansoes do espectro de RMN de *H do composto PT-3 (500 MHz, CDz0OD).
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Figura A53- Espectro de RMN de '*C do composto PT-3 (125 MHz, CD30D).
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Figura A54- Espectro de RMN de 13C (expansédo) do composto PT-3 (125 MHz, CD3OD).
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Figura A55- Mapa de correlacdo HSQC do composto PT-3 (500 MHz, CDsOD). Acquisition Time (sec);(0.1982,

0.0102)
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Figura A56- Mapa de correlacdo HSQC (expanséo) do composto PT-3 (500 MHz, CDsOD).
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Figura A57- Mapa de correlacdo HMBC do composto PT-3 (500 MHz, CD30OD). Acquisition Time (sec);(0.1982,
0.0097)
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Figura A58- Expansao do mapa de correlacdo HMBC do composto PT-3 (500 MHz, CD30D).
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Figura A59- Mapa de correlacdo COSY do composto PT-3 (500 MHz, CD3OD). Acquisition Time (sec);(0.2927,

0.0366)
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Figura A60- Espectros TOSCY 1D do composto PT-3 (500 MHz, CD3OD), irradiado em: 5,42 ppm (a) e 4,78 ppm (b).
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Figura A61- Espectro de RMN de 'H da mistura de compostos PT-4 e PT-5 (500 MHz, CDsOD).
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Figura A62- Expanséao do espectro de RMN de 'H da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (500 MHz, CD30D).
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Figura A63- Expanséao do espectro de RMN de 'H da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (500 MHz, CD30D).
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Figura A64- Expansdo do espectro de RMN de *H da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (500 MHz, CDsOD).
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Figura A65- Espectro de RMN de *3C da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (125 MHz, CD30D).
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Figura A66- Expansdo do espectro de RMN de 3C da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (125 MHz, CD30D).
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Figura A67- Expansdo do espectro de RMN de 3C da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (125 MHz, CD30D).
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Figura A68- Expanséao do espectro de RMN de 13C da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (125 MHz, CDsOD).
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Figura A69- Mapa de correlacdo HSQC da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (500 MHz, CD3OD). Acquisition Time (sec);(0.1982,
0.0102)

Comment;5 mm TBI 1H/13C/D-
BB Z-GRD Z8624/0014
Frequency (MHz);(500.13,
125.77)

Nucleus;(1H, 13C)

Number of Transients;80
Origin;spect

Original Points Count; (2048,
256)

Owner;Administrator

Points Count;(2048, 1024)
Pulse
Sequence;hsqcedetgpsisp2.3
Solvent;MeOD

Spectrum Type;HSQC

Sweep Width (Hz);(10325.53,
25128.96)

Temperature (degree C);25.060
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Figura A70- Expansdes do mapa de correlacdo HSQC da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (500 MHz, CD3OD).
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Figura A71- Expansdes do mapa de correlacdo HSQC da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (500 MHz, CD3OD).
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Figura A72- Mapa de correlacdo HMBC da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (500 MHz, CD30D). Acquisition Time
(sec);(0.1982, 0.0092)
Comment;5 mm TBI
1H/13C/D-BB Z-GRD
78624/0014

Frequency (MHz);(500.13,
125.77)

Nucleus;(1H, 13C)
Number of Transients;100
Origin;spect

Original Points Count; (2048,
256)

Owner;Administrator
Points Count;(2048, 1024)
Pulse
Sequence;hmbcgplpndqf
Solvent;MeOD

Spectrum Type;HMBC
Sweep Width (Hz);(10325.53,
27905.70)
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C);25.560
A
— 0
- €
L o
-5 &£
£ 3 - a 5
C ©
- L o
- —100 €
- Q
- - <
- [ U
- O i
r LL
— 150
\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\\\\\\\\\‘\;
8 7 6 5 4 3 2 1 0 202

F2 Chemical Shift (ppm)



Figura A73- Expansao do mapa de correlacdo HMBC da mistura dos compostos e PT-5 (500 MHz, CD3OD).
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Figura A74- Expansao do mapa de correlagdo HMBC da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (500 MHz, CD30D).
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Figura A75- Expansdo do mapa de correlagdo HMBC da mistura dos compostos PT-4 e PT-5 (500 MHz, CD30D).
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Figura A76- Mapa de correlacdo COSY da mistura de PT-4 e PT-5 (500 MHz, CD3OD).

Parameter;Value

Acquisition Time (sec);(0.2540,
0.0317)

Comment;5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014

Frequency (MHz);(500.13, 500.13)
Nucleus;(1H, 1H)

Number of Transients;42
Origin;spect

Original Points Count;(2048, 256)
Owner;nmrsu

Points Count;(2048, 1024)

Pulse Sequence;cosygpppgf
Solvent;CDCI3

Spectrum Type;COSY

Sweep Width (Hz);(8060.58,
8056.64)

Temperature (degree C);25.160
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Figura A77- Expansdo do mapa de correlagdo COSY da mistura de PT-4 e PT-5 (500 MHz, CD3OD).
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Figura A78- Espectro de RMN de 'H do composto PT-6 (500 MHz, CD30OD). Acquisition Time (sec);5.5050
Comment;|-14-28pico9 6,6mg
meod Geralda

Frequency (MHz);500.13
Nucleus;1H

Number of Transients;16
Origin;spect

Original Points Count;32768
Owner;nmrsu

Points Count;32768

Pulse Sequence;zg30
Receiver Gain;101.00
SW(cyclical) (Hz);5952.38

Solvent;METHANOL-d4
0.09 Spectrum Offset
(Hz);2525.9653
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Figura A79- Expansdes do espectro de RMN de *H do composto PT-6 (500 MHz, CDsOD).
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Figura A80- Espectro de RMN de 3C de PT-6 (125 MHz, CD30D).
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Figura A81- Mapa de correlacdo HSQC do composto PT-6 (500 MHz, CDsOD).

Acquisition Time (sec);(0.3441,
0.0102)

Comment;5 mm TBI 1H/13C/D-BB
Z-GRD Z8624/0014

Frequency (MHz);(500.13, 125.77)
Nucleus;(1H, 13C)

Number of Transients;36
Origin;spect

Original Points Count;(2048, 256)
Owner;nmrsu

Points Count;(1024, 1024)

Pulse
Sequence;hsqcedetgpsisp2.3
Solvent;MeOD

Spectrum Type;HSQC

Sweep Width (Hz);(5946.57,
25101.09)

Temperature (degree C);25.160
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Figura A82- Mapa de correlacdo HMBC de PT-6 (500 MHz, CD3OD). Acquisition Time (sec);(0.3441,
0.0005)

Comment;5 mm BBO BB-1H/D
Z-GRD Z8007/0124
Frequency (MHz);(500.13,
125.77)

Nucleus;(1H, 13C)

Number of Transients;1
Origin;spect

Original Points Count; (2048,
15)

Owner;nmrsu

Points Count;(2048, 1024)
Pulse Sequence;hmbcgplpndgf
Solvent;MeOD

Spectrum Type;HMBC

Sweep Width (Hz);(5949.47,
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Figura A83- Expansao do mapa de correlagdo HMBC de PT-6 (500 MHz, CD30OD).
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Figura A84- Mapa de correlacdo COSY de PT-6 (500 MHz, CDs0OD).
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Figura A85- Espectro de RMN de 'H do composto PT-1 (500 MHz, CDClz).
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Figura A86- Espectro de RMN de *C do composto PT-1 (125 MHz, CDCls).
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Figura A87- Mapa de correlacdo HSQC de PT-1 (500 MHz, CDCls). Acquisition Time (sec);(0.2927, 0.0102)
Comment;5 mm TBI 1H/13C/D-BB Z-GRD
78624/0014

Date;13 Apr 2012 00:40:02

Frequency (MHz);(500.13, 125.77)
Nucleus;(1H, 13C)

Number of Transients;60

Origin;spect

Original Points Count;(2048, 256)
Owner;Administrator

Points Count;(2048, 512)

Pulse Sequence;hsqgcedetgpsisp2.3
Solvent;CDCI3

Spectrum Type;HSQC

Sweep Width (Hz);(6992.85, 25104.39)
Temperature (degree C);27.000
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Figura A88- Mapa de correlacdo HMBC do composto PT-1 (500 MHz, CDCls). Acquisition Time (sec);(0.2927,

0.0078)
Comment;5 mm TBI 1H/13C/D-BB

Z-GRD Z8624/0014

Frequency (MHz);(500.13, 125.77)

Nucleus;(1H, 13C)

Number of Transients;90
Origin;spect

Original Points Count;(2048, 217)
Owner;Administrator

Points Count;(2048, 1024)

Pulse Sequence;hmbcgplpndgf
Solvent;CDCI3
Spectrum Type;HMBC
Sweep Width (Hz);(6992.85,
27905.70)
Temperature (degree C);27.000
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