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RESUMO

O género Calea L. (Heliantheae, Asteraceae) contém aproximadamente
125 espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do Novo
Mundo. Esse género tem sido descrito na literatura por apresentar varias
propriedades bioldgicas, tais como atividade anti-inflamatoria,
citotdxica, leishmanicida, antiflingica, antihipertensiva e
hipoglicemiante. A espécie Calea uniflora Less., conhecida
popularmente como “arnica-da-praia”, ¢ empregada na medicina popular
devido as suas propriedades anti-inflamatérias; e a espécie C.
pinnatifida (R. Br.) Less., conhecida vulgarmente como “quebra-tudo” e
“olina”, ¢ utilizada popularmente no tratamento de desordens
estomacais, e como amebicida e giardicida. Tendo em vista o potencial
terapéutico do taxon Calea, 0 presente trabalho teve como objetivos
isolar e identificar os principais constituintes quimicos presentes nas
folhas de C. uniflora e C. pinnatifida, bem como avaliar o potencial
leishmanicida e tripanocida dos compostos isolados. Os compostos
foram obtidos através de sucessivos procedimentos cromatograficos
(Cromatografia Liquida a Vacuo, Cromatografia em Coluna,
Cromatografia em Camada Delgada Preparativa, Cromatografia Liquida
de Média Pressdo e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia); e a
elucidacdo estrutural foi realizada com base em técnicas
espectroscopicas (Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e C,
Infravermelho) e espectrométricas (Espectrometria de Massas de Alta
Resolucao), determinagdo do ponto de fusdo e comparagdo com dados
publicados na literatura. Da espécie C. pinnatifida foram isolados e
identificados cinco cromenos (eupatoriocromeno,
metileupatoriocromeno, encecalinol, etil encecalol e 12-hidroxi-
encecalina), um aldeido fendlico (vanilina), quatro derivados do éacido
hidroxi-cindmico (cafeato de etila, acido 3,4-di-O-E-cafeoilquinico,
acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico e acido 4,5-di-O-E-cafeoilquinico), um
diterpeno (fitol) e uma lactona sesquiterpénica inédita na literatura
(11,13-diidroxi-calaxina). Da espécie C. uniflora foram isolados e
caracterizados treze metabodlitos secundarios: noreugenina, &cido
cafeico, cafeato de etila, uma mistura de buteina+orobol, o-hidroxi-



buteina, buteina-4’-O-B-glicopiranosideo, quercetina-3-0O-f-
glicopiranosideo, acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico, desacetileupaserrina,
2a-hidroxi-8B-2°,3°,5’-trihidroxi-angeloiloxi-costunolideo, 2a-hidroxi-
8B-3’-hidroxi-2’,5’-epoxi-angeloiloxi-costunolideo e ovatifolina.
Adicionalmente, os compostos isolados foram avaliados frente as
formas amastigotas intracelulares de Leishmania amazonensis e
Trypanosoma cruzi. A lactona 11,13-diidroxi-calaxina foi 0 composto
mais bioativo contra L. amazonensis (Clsp = 8,3 uM) e T. cruzi (Clsg =
5,3 uM). O cafeato de etila e a mistura de buteina+orobol também
demonstraram interessante efeito tripanocida, com valores de Clso de
18,3 e 26,5 uM, respectivamente. O teste de citotoxicidade foi realizado
frente a linhagem celular TPH-1, e os valores de CCs, foram calculados
para aqueles compostos que apresentaram percentagem de inibicdo
sobre o crescimento dos parasitas > 50%. Os valores de CCs, variaram
de 15,6 a 236,7 uM, sendo que o cafeato de etila foi o composto mais
seletivo, com indice de seletividade (IS) igual a 12,95.

Palavras-chave: Asteraceae. Calea. Fitoquimica. Leishmanicida.
Tripanocida.



Tamires Cardoso Lima de Carvalho. Estudo fitoquimico e de
bioatividade de Calea pinnatifida (R. Br.) Less. e Calea uniflora
Less. (Asteraceae). [Tese de Doutorado]. Programa de Poés-
Graduagdo em Farmacia, Universidade Federal de Santa Catarina.
Orientadora: Dra. Maique Weber Biavatti, 2016.

ABSTRACT

The genus Calea L. (Heliantheae, Asteraceae) contains about 125
species and is distributed essentially in tropical and subtropical regions
of the New World. This genus has been reported in the literature to
possess several biological properties, including anti-inflammatory,
cytotoxic,  leishmanicidal,  antifungal,  antihypertensive  and
hypoglicemiant activities. Calea uniflora Less., popularly known as
"arnica-da-praia", is used in folk medicine due to its anti-inflammatory
properties; and C. pinnatifida (R. Br.) Less., commonly known as
"quebra-tudo" and “olina”, is popularly used for treatment of stomach
disorders and as amebicidal and giardicidal. In view of the therapeutic
potential of taxon Calea, this study aimed to isolate and identify the
main chemical constituents present in the leaves from C. uniflora and C.
pinnatifida, as well as to evaluate the leishmanicidal and trypanocidal
potential of isolated compounds. Compounds were obtained by
successive chromatographic methods (Vacuum Liquid Chromatography,
Column Chromatography, Preparative Thin-Layer Chromatography,
Medium Pressure Liquid Chromatography and High Performance
Liquid Chromatography); and structural elucidation was based on
spectroscopic (Nuclear Magnetic Resonance *H and *3C, infrared) and
spectrometric techniques (High Resolution Mass Spectrometry),
physical data and comparison with published data. From the C.
pinnatifida species were isolated and identified five chromenes
(eupatoriochromene, methyleupatoriochromene, encecalinol, ethyl
encecalol and 12-hydroxy-encecalin), one phenolic aldehyde (vanillin),
four hydroxycinnamic acid derivatives (ethyl caffeate, 3,4-O-E-
dicaffeoylquinic acid, 3,5-O-E-dicaffeoylquinic acid and 4,5-O-E-
dicaffeoylquinic acid), one diterpene (phytol) and one new
sesquiterpene lactone (11,13-dihydroxy-calaxin). From C. uniflora were
isolated and characterized thirteen secondary metabolites: noreugenin,
caffeic acid, ethyl caffeate, a mixture of butein+orobol, a-hydroxy-
butein, butein-4'-O-B-glucopyranoside, quercetin-3-0O-B-
glucopyranoside, 3,5-O-E-dicaffeoylquinic acid, desacetyleupaserrin,
2a-hydroxy-8p-2',3',5'-trihydroxy-angeloyloxycostunolide, 2a-hydroxy-



8B-3'-hydroxy-2',5'-epoxy-angeloyloxycostunolide ~ and  ovatifolin.
Additionally, isolated compounds were tested against intracellular
amastigotes of Leishmania amazonensis and Trypanosoma cruzi. The
sesquiterpene lactone 11,13-dihydroxy-calaxin was the most bioactive
compound against L. amazonensis (ICso = 8.3 uM) and T. cruzi (ICsq =
5.3 uM). Ethyl caffeate and the mixture buteint+orobol also
demonstrated interesting trypanocidal effect, exhibiting 1Cs, values of
18.3 and 26.5 uM, respectively. The cytotoxicity test was performed
against macrophage-like THP-1 cells and the CCs, values were
calculated for those compounds which showed percentage of parasite
growth inhibition > 50%. The CCs, values ranged from 15.6 to 236.7
uM, and ethyl caffeate was the most selective compound, with a
selectivity index (SI) of 12.95.

Keywords: Asteraceae. Calea. Phytochemistry. Leishmanicidal.
Trypanocidal.
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APRESENTACAO

As plantas medicinais representam, indubitavelmente, uma das
maiores fontes de substancias bioativas que podem ser empregadas na
terapéutica, devido, sobretudo, a grande complexidade e diversidade
estrutural dos metabdlitos produzidos. Ha séculos, os recursos da flora
vém sendo utilizados pelo homem no tratamento de diferentes
patologias, e muitas dessas substancias ativas foram introduzidas na
terap@utica, permanecendo até hoje como medicamentos (BRANDAO et
al., 2010; DUTRA et al., 2016). Uma analise envolvendo a aprovacao de
novos medicamentos revelou que aproximadamente 60% de todos 0s
farmacos considerados apresentaram um produto natural envolvido no
seu desenvolvimento (NEWMAN & CRAGG, 2012). Como exemplo de
alguns medicamentos obtidos a partir de fontes vegetais pode-se citar 0s
quimioterapicos paclitaxel e 3-O-angeloil ingenol, e o antimalérico
artemisinina (FIDLER & GOLDBERG, 2014; MEDRADO et al., 2015;
ONGUENE et al., 2013).

Diferentes espécies do género Calea sdo tradicionalmente
utilizadas na medicina popular em diferentes paises da América Central
e Latina, incluindo o Brasil. As espécies Calea uniflora Less. (“arnica-
da-praia”) e C. pinnatifida (R. Br.) Less. (“quebra-tudo”) séo
encontradas no Estado de Santa Catarina e sdo empregadas na medicina
popular no tratamento de processos inflamatdrios em geral e desordens
estomacais, respectivamente (FERREIRA et al., 1980a; MORS;
RIZZINI; PEREIRA, 2000; ZANK, 2011). Este trabalho apresentou
como objetivo principal investigar a composi¢do quimica dos extratos
vegetais de C. uniflora e C. pinnatifida, bem como avaliar o potencial
bioldgico dos compostos isolados, em parceria com o professor Dr.
Mario Steindel, do laboratorio de Protozoologia da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Paralelamente, foram e/ou estdo
sendo desenvolvidos trés estudos de atividade biol6gica envolvendo
essas duas espécies, 0s quais se intitulam:

v' Estudo do efeito anti-inflamatério da Calea pinnatifida
utilizando-se o modelo de inflamacdo neutrofilica induzido pela
carragenina, em camundongos (FINALIZADO) - Dissertacdo de
Mestrado do aluno Bruno Matheus de Campos Facchin (Orientadora:
Dra. Tania Frode; Programa de P6s-Graduacdo em Farmacia — UFSC);

v' Estudo do efeito anti-inflamatério e antitumoral de Calea
uniflora Less. utilizando-se o modelo de inflamagdo neutrofilica
induzido pela carragenina, em camundongos (EM ANDAMENTO) -
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Tese de Doutorado da aluna Jdlia Salvan Rosa (Orientadora: Dra.
Tania Frode; Programa de P6s-Graduacdo em Farméacia — UFSC);

v’ Investigacdo de compostos naturais e sintéticos quanto a
atividade antimicobacteriana in vitro e determinacdo do seu
mecanismo de acdo (EM ANDAMENTO) — Tese de Doutorado da
aluna Leticia Muraro Wildner (Orientadora: Dra. Maria Luiza Bazzo;
Programa de Pds-Graduagdo em Farmécia — UFSC).

A apresentacdo escrita dos resultados do trabalho experimental
da tese foi estruturada da forma cléssica: Introducdo, Revisdo
bibliografica, Metodologia, Resultados e Discussdo, Conclusdes,
Consideracdes finais e Perspectivas, Referéncias bibliogréficas,
Apéndices e Anexos. No apéndice 1 consta uma lista de todos os
resumos apresentados em anais de congressos ao longo do doutorado.
Nos anexos 1 e 2 estdo dois manuscritos publicados, frutos desse
trabalho, e no anexo 3 consta um manuscrito aceito para publicacéo.
Abaixo, segue o titulo dos manuscritos publicados e aceito para
publicacdo, bem como o periédico a que foram submetidos.
Adicionalmente, também esti em fase de redagdo um artigo de revisdo
sobre 0 uso tradicional, constituintes quimicos e atividades bioldgicas
do género Calea:

v" “Chromenes from leaves of Calea pinnatifida (R. Br.) Less.
and evaluation of their leishmanicidal activity” — Artigo publicado no
periodico Brazilian Journal of Pharmacognosy no ano de 2015;

v' “Evaluation of leishmanicidal and trypanocidal activities of
phenolic compounds from Calea uniflora Less.” — Artigo publicado no
periodico Natural Product Research no ano de 2015.

v' “A new furanoheliangolide sesquiterpene lactone from Calea
pinnatifida (R. Br.) Less. and evaluation of its trypanocidal and
leishmanicidal activity” — Artigo submetido para publicacdo no
periodico Journal of the Brazilian Chemical Society no ano de 2016.

v “The Genus Calea L. (Asteraceae): Traditional Uses,
Phytochemistry and Biological Activities” — Artigo em fase de redagéo
para posterior submissdo ao periédico Phytochemistry Reviews.
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1 INTRODUCAO

O wuso de plantas medicinais é uma pratica terapéutica
generalizada e, provavelmente, tdo antiga quanto a propria existéncia da
humanidade. Durante muito tempo, o homem aprendeu a conhecer a
acdo polivalente das substancias naturais, sobretudo, aquelas de origem
vegetal, e a utilizar-se de suas propriedades sobre os diversos 6rgaos e
tecidos do organismo humano (LEONTI, 2011; NEWMAN & CRAGG,
2016). Nos dltimos anos, o interesse nas terapias alternativas e no uso
medicinal dos produtos naturais, especialmente aqueles derivados de
plantas, tem aumentado consideravelmente em todo o mundo (CRAGG
& NEWMAN, 2013; DUTRA et al., 2016; LALL & KISHORE, 2014;
TABASSUM & HAMDANI, 2014). Este aumento € observado
sobretudo nos paises desenvolvidos, como por exemplo nos Estados
Unidos e em alguns paises da Europa. Estima-se que o mercado mundial
desta classe de medicamentos atinja cerca de 20 bilhdes de ddlares
anualmente (DUTRA et al., 2016).

As plantas medicinais e seus derivados constituiram a base da
terapéutica medicamentosa até meados do século XX, quando a sintese
quimica, que teve inicio no final do século XIX, estreou uma fase de
crescimento abrupto (CALIXTO, 2000). Atualmente, a utilizacdo de
espécies vegetais com fins medicinais tem ressurgido e esta em
constante expansdo em nivel mundial. A crescente busca por agentes
terapéuticos derivados de plantas e outros produtos naturais pode ser
justificada por diversos fatores, entre eles a relevancia dos organismos
vegetais como fonte de substancias bioativas, 0 surgimento de doengas
ainda sem tratamento adequado, a preferéncia da populacdo por
tratamentos “naturais”, a crescente validacdo cientifica das propriedades
farmacoldgicas de espécies vegetais, e o crescimento do conhecimento
cientifico acerca dos produtos fitoterapicos, uma alternativa terapéutica
bem aceita e mais acessivel a populacdo (BRAZ FILHO, 2010;
MISHRA & TIWARI, 2011; SOUZA-MOREIRA; SALGADO;
PIETRO, 2010).

A abordagem etnobotanica ou etnofarmacolégica é uma das
estratégias mais utilizadas para investigar plantas medicinais. A mesma
consiste em combinar informagdes adquiridas junto a comunidades
locais, que fazem uso da flora medicinal, com estudos cientificos. A
convivéncia e o aprendizado com diferentes grupos étnicos aumentaram
as chances de sucesso na descoberta de novas moléculas bioativas,
trazendo inUmeras contribuicdes para o desenvolvimento da pesquisa
em produtos naturais (ALBUQUERQUE et al., 2014; MEDEIROS et
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al., 2013; SOUZA et al, 2013). Atravées da informacdo
etnofarmacolégica ~ foram descobertos muitos compostos
farmacologicamente ativos e que deram origem a farmacos fortemente
empregados na terapéutica, a exemplo da digoxina (Digitalis lanata
Ehrh.), morfina (Papaver somniferum L.), atropina (Atropa belladona
L.), paclitaxel (Taxus brevifolia Nutt.), quinina (Cinchona officinalis),
entre outros.

No Brasil, a utilizacdo de plantas com fins terapéuticos é
derivada de diferentes civilizacGes e culturas, sobretudo, das influéncias
indigena, europeia e africana (MARTINS et al., 2000). Nas ultimas
décadas, as plantas medicinais tém sido amplamente empregadas como
remédios caseiros por uma grande parcela da populacéo brasileira, o que
em parte pode ser explicado pelo elevado custo dos medicamentos
industrializados e também pelo aumento no nimero de dados sobre 0
uso das plantas presentes nas florestas tropicais (BRANDAO et al.,
2008; LUCENA,; ARAUJO; ALBUQUERQUE, 2007;
TEKLEHAYAMANOT & GIDAY, 2007). Além de apresentar uma
enorme biodiversidade, o Brasil também possui um amplo
conhecimento tradicional acumulado por pessoas locais que tém acesso
direto a natureza e aos produtos oriundos dessa diversidade bioldgica,
fato que intensifica essa pratica terapéutica (ALBAGLI, 2001;
CARTAXO; SOUZA; DE ALBUQUERQUE, 2010).

Estima-se que do total de medicamentos consumidos atualmente,
aproximadamente 60% sejam oriundos de produtos naturais ou
derivados destes (NEWMAN & CRAGG, 2016). Além disso, cerca de
25% dos farmacos prescritos em todo o mundo sdo provenientes de
espécies vegetais (ALVES et al., 2014) e mais de 100 paises possuem
regulamento para o uso de medicamentos a base de plantas medicinais
(SAVOIA, 2012). Segundo projecdes do Instituto Brasileiro de Plantas
Medicinais (IBPM), o mercado de fitoterapicos movimenta em média,
por ano, US$ 500 milhdes de dolares no Brasil.

A familia botanica Asteraceae destaca-se entre as familias com
mais espécies empregadas na medicina popular. Esse grupo sistematico
possui distribuicdo cosmopolita, sendo considerada a familia de plantas
mais representativa no Brasil (aproximadamente 250 géneros)
(EMERENCIANO et al., 2007; GUIMARAES et al., 2012; SOUZA &
LORENZI, 2008). Com aproximadamente 125 espécies neotropicais
(ROQUE & CARVALHO, 2011), o género Calea L. é um dos maiores
representantes da tribo Heliantheae. Varias espécies desse taxon sdo
utilizadas com fins medicinais em diferentes paises da América Latina,
entre eles o Brasil, Coldmbia, El Salvador, México e Venezuela. No que
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se refere ao Brasil, vale destacar duas espécies comumente encontradas
no Estado de Santa Catarina e empregadas na medicina popular para o
tratamento de processos inflamatérios e afecgdes estomacais, no entanto,
ainda ndo devidamente exploradas do ponto de vista quimico e
farmacoldgico: Calea uniflora Less. e C. pinnatifida (R. Br.) Less.

Tendo em vista 0 emprego medicinal popular das referidas
espécies no Estado de Santa Catarina e em outros Estados do Brasil, e 0
pouco conhecimento sobre a quimiotaxonomia e comprovacao cientifica
dos seus potenciais terapéuticos; torna-se relevante investigar o perfil
fitoquimico dos extratos dessas plantas, podendo, desse modo,
contribuir para o conhecimento sistematico dos metabolitos secundérios
presentes nessas espécies e beneficiar a saide da populagdo que faz uso
de substancias provindas dessas plantas. Além disso, considerando a
biodiversidade da flora brasileira, bem como o histdrico e o potencial
farmacoldgico de plantas da familia Asteraceae, a exemplo das espécies
Solidago chilensis Meyen. (acdo anti-inflamatoria, gastroprotetora e
hipoglicémica) (BARROS et al., 2016; SILVA et al., 2015) e Artemisia
annua (atividade anti-inflamatéria, antimalérica e antitumoral) (BRAZ
FILHO, 2010), ha uma grande expectativa de se descobrir novas
substancias bioativas em plantas medicinais nativas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais representam, muitas vezes, o (nico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. A utilizacdo de
espécies vegetais com finalidade profilatica, terapéutica, curativa e
paliativa é tdo antiga quanto a prépria existéncia do homem, e esse
conhecimento milenar vem acompanhando a evolugdo dos povos ao
longo dos séculos (ALVES et al., 2014; MACIEL; PINTO; VEIGA JR.,
2002). Observando-se a histdria de diversas culturas antigas, a exemplo
das civilizagBes chinesa, mesopotamica, egipcia, entre outras, quanto ao
uso de plantas medicinais; evidencia-se a engenhosidade do homem na
utilizacdo de plantas para o tratamento de uma ampla variedade de
enfermidades e a importancia dos conhecimentos que levaram a
construcao da base da medicina popular.

A primeira citagdo escrita sobre o uso de plantas como remédio
pode ser encontrada na obra Pen Ts'ao ("A Grande Fitoterapia™) do autor
chinés Shen Nung, que data de cerca de 2.800 anos antes de Cristo
(a.C.). No Egito, a partir de 2.000 a.C., os antigos papiros ratificavam
gue um grande nimero de médicos utilizava as plantas como remédio e
considerava a doenca como consequéncia de causas naturais, e nao
como resultado dos poderes de espiritos maléficos. Outros relatos
também demonstravam que, desde 2.300 a.C., os assirios, hebreus e
egipcios cultivavam varias ervas e traziam consigo inimeras outras de
suas expedi¢oes, criando diferentes classes de medicamentos com essas
plantas (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).

Segundo Tomazzoni, Negrelle e Centa (2006), os registros da
utilizacdo de plantas medicinais no ocidente sdo mais recentes quando
comparados ao oriente, datando do século V a.C. No inicio da era crist,
0 grego Pedanio Dioscorides catalogou e ilustrou aproximadamente 600
plantas medicinais em sua obra denominada “De Matéria Médica”,
descrevendo 0 emprego terapéutico dessas espécies. Vale destacar que
muitos dos nomes apresentados por esse médico grego ainda hoje séo
utilizados na boténica, sendo esta obra considerada a principal referéncia
ocidental para a &rea de plantas medicinais até o Renascimento.

Os metabdlitos secundarios produzidos pelo reino vegetal
constituem uma grande parcela da diversidade quimica conhecida e
registrada na literatura. A complexidade e a variedade estrutural das
micromoléculas (metabdlitos secundarios) sintetizadas pelas plantas e
organismos marinhos ainda sdo inatingiveis por métodos experimentais,
0 que, provavelmente, é uma consequéncia direta de um mecanismo
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evolutivo que levou um periodo de milhfes de anos para acontecer;
atingindo um refinamento elevado de formas de protecao e resisténcia as
variagbes climaticas, agdo antrdpica, poluicio e predadores
(MONTANARI & BOLZANI, 2001; VIEGAS JR.; BOLZANI,
BARREIRO, 2006).

Em 2016, Newman e Cragg demonstraram a importancia dos
produtos naturais como fonte para o desenvolvimento de novos
farmacos nos ultimos 34 anos. Esses autores contabilizaram um total de
1.562 novos medicamentos aprovados no periodo de Janeiro de 1981 a
Dezembro de 2014. Desse numero, 27% correspondiam a substancias de
origem totalmente sintética e, aproximadamente, 60% a substancias de
procedéncia natural ou derivadas desta. Neste percentual estdo inclusos
0s compostos de origem vegetal, evidenciando a importancia dos
produtos naturais na descoberta de novas entidades quimicas para o
desenvolvimento de farmacos com finalidades terapéuticas (Tabela 1).

Tabela 1 — Total de novos medicamentos aprovados no periodo de 1981-2014 e
sua fonte de origem (Fonte: Newman & Cragg, 2016).

. N° de novos farmacos %o de novos farmacos
Fonte de origem

aprovados aprovados
Bioldgica (B) 250 16%
Vacina (V) 101 6%
Produto natural (N) 67 4%
Produto natural “botinico” (NB) 9 1%
Derivado de produto natural e
geralmente modificado por 320 21%
semissintese (ND)
Totalmente sintético (S) 420 27%
Totalmente sintético com
farmacoforo baseado em um 61 4%
produto natural (S*)
Composto sintético com
farmacdéforo natural e que o
mimetiza substratos naturais 162 10%
(S*/NM)
Composto obtido totalmente por
sintese e que mimetiza substratos 172 11%
naturais (S/NM)

Total 1.562 100%
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O Brasil concentra uma grande proporgdo da biodiversidade do
planeta, sendo considerado um dos 17 paises megadiversos do mundo.
Com exuberante diversidade bioldgica tanto em nimero de espécies
guanto na variedade e complexidade de seus biomas, o ecossistema
brasileiro detém cerca de 30% das florestas tropicais do globo e possui o
maior nimero de espécies conhecidas da Terra (PIMENTEL et al.,
2015; VALLI et al., 2013). Em nUmeros absolutos, aproximadamente
200.000 espécies ja foram descritas, no entanto, estima-se que essa
diversidade seja constituida por um ndmero 6 a 10 vezes maior (MMA,
1998).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as plantas
medicinais sdo definidas como sendo “todo e qualquer vegetal que
possui, em um ou mais d6rgdos, substancias que podem ser utilizadas
com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semissintéticos”. J4 fitoterapia caracteriza-se pela “utilizagdo de plantas
medicinais em suas diferentes preparacGes farmacéuticas, sem a
utilizacdo de substancias ativas isoladas, mesmo que estas sejam de
origem vegetal” (BULLETIN OF THE WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1998).

A fitoterapia foi reconhecida e tem sido incentivada pela OMS
Como recurso terapéutico para o tratamento de doencas desde 1978. Em
2014, essa organizagdo atualizou o plano de estratégias sobre medicina
tradicional 2014-2023, visando auxiliar as autoridades sanitarias a
encontrar solugdes que propiciem uma visdo mais ampla a respeito da
melhora da salde e autonomia dos pacientes. Esse plano de estratégias
possui duas metas principais: 1) Oferecer apoio aos Programas de
Assisténcia a Salde dos seus paises membros para que aproveitem de
forma racional a possivel contribuicdo da medicina tradicional a salde,
bem-estar e a atencdo centrada nas pessoas; 2) Promover a utilizacdo
segura e eficaz da medicina tradicional mediante a regulamentacdo de
produtos, praticas e profissionais (OMS, 2014).

No Brasil, a politica para a utilizacdo de plantas como medicinais
no servico publico de salde foi estabelecida por meio de duas acdes: a
Portaria n°® 971 de 03 de maio de 2006, a qual aprovou a Politica
Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no
Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2006a); e o Decreto n° 5.813
de 22 de Junho de 2006, o qual sancionou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) no pais (BRASIL, 2006b). Essas
duas politicas objetivaram ampliar o acesso a opcdes de tratamento com
produtos seguros, eficazes e de qualidade, de forma integrativa e
complementar e ndo em substituicdo ao modelo convencional; e garantir
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a populacdo brasileira o acesso seguro e o uso racional de fitoterapicos e
plantas medicinais, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade e o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da indlstria nacional,
respectivamente.

Em 2014, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) atualizou a norma para o registro dos Medicamentos
Fitoterapicos (MF) e aprovou a criagcdo de uma nova categoria para a
comercializacdo de fitoterapicos, a qual foi denominada de ‘“Produto
Tradicional Fitoterapico” (PTF) (RDC 26/2014). De acordo com essa
resolucdo, serdo enquadrados como MF aqueles que passarem por testes
clinicos e ndo clinicos padronizados para avaliagdo da seguranca e
eficacia e, como PTF, aqueles registrados com base em literatura
técnico-cientifica que demonstrarem uso seguro em seres humanos por,
no minimo, 30 anos. Os PTF n&o necessitam se submeter as analises dos
MF, sendo imprescindivel somente provas de carater tradicional no que
pese a seguranca e eficacia desses produtos. O Quadro 1 traz as
principais diferencas entre os MF e os PTF (ANVISA, 2014).

Quadro 1 — Principais diferengas entre os MF e os PTF.

Medicamento Produto Tradicional

Diferencas Fitoterapico (MF) | Fitoterapico (PTF)

Comprovacéo de seguranga e | Obtida por estudos | Obtida por demonstracéo
eficacia/efetividade clinicos de tempo de uso

0
Boas Préticas de Fabricacéo Segue aRDCn Segue a RDC n° 13/2013

17/2010
Informagdes do fitoterapico Disponibilizadas na D'Spo%bluéztzdas no
para o consumidor final bula informativo

Formas de obter a autorizagéo
de comercializagéo junto a
ANVISA

Registro, Registro
Simplificado ou
Notificagdo

Registro ou Registro
Simplificado

2.2 A FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae foi descrita inicialmente pelo filésofo grego
Teofrasto 300 anos a.C. Em 1792, essa familia foi primeiramente
denominada por Dietrich Giseke pelo nome Compositae, porém, em
1822, por permissdo do Cdédigo Internacional de Nomenclatura Botanica
(CINB), a mesma passou a ser designada pelo nome de Asteraceae
(KATINAS; GUTIERREZ; CRISCI, 2007).
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Essa familia possui distribuicdo cosmopolita, sendo considerada a
maior familia de plantas dentro das angiospermas eudicotileddneas, com
aproximadamente 25.000 espécies distribuidas em 1.100 géneros
(ALVARENGA et al., 2001; EMERENCIANO et al., 2007). No Brasil,
especialmente na flora do cerrado, esse grupo de plantas € bastante
representativo, estimando-se cerca de 250 géneros e 2.000 espécies
(EMERENCIANO et al., 2007; SOUZA & LORENZI, 2008).

Devido ao grande nOmero de espécies e a diversidade
morfologica e filogenética de Asteraceae, varios botanicos tém
estabelecido sua propria classificacdo taxondmica para essa familia
(BAYER & STARR, 1998; FUNK et al., 2005; WAGENITZ, 1976;
JANSEN et al., 1990), dificultando a delimitagdo das subfamilias, tribos
e subtribos. Nos ultimos anos, diversos estudos moleculares tém
resultado em profundas revisdes sistematicas nessa familia. De acordo
com Bremer (1994), classificacdo mais amplamente adotada pelos
pesquisadores, essa familia compreende 17 tribos distribuidas em trés
subfamilias; Asteroideae (10 tribos), Cichorioideae (6 tribos) e
Barnadesioideae (1 tribo) (Quadro 2). Entretanto, uma proposta mais
recente de classificagdo reconhece 12 subfamilias e 28 tribos, um
nimero muito superior aos comumente aceitos (PANERO & FUNK,
2008).

As plantas de Asteraceae sdo caracteristicas por apresentar uma
enorme diversidade de metabdlitos secundarios, tais como poliacetilenos
(CHRISTENSEN & LAM, 1991; POLLO et al, 2013;
POLYANSKAYA; KOROLYUK; TKACHEV, 2007), terpenoides
(KHAN et al., 2010; MALDONADO et al., 2014a,b), cumarinas
(MIYAZAKI et al., 2013; OLENNIKOV & KASHCHENKO, 2014),
benzofuranos (ROMANO et al, 2008; TOYODA; YAOITA;
KIKUCHI, 2006), alcaloides (BOSI et al., 2013; TIDJANI et al., 2013),
flavonoides (AL-MUSAYEIB et al., 2014, BENYAHIA;
BENAYACHE; BENAYACHE, 2014) e lactonas sesquiterpénicas
(KASIM; UKPO; ODUKOYA, 2013; MERCADO et al., 2014;
SALAPOVIC; GEIER; REZNICEK, 2013), sendo que estas duas
Gltimas classes s&o reportadas na literatura como importantes
marcadores quimiotaxondmicos dessa familia (EMERENCIANO et al.,
2007; SCOTTI et al., 2012; SEAMAN, 1982; VERDI; BRIGHENTE;
PIZZOLATTI, 2005).
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Quadro 2 — Classifica¢do das subfamilias e tribos de Asteraceae segundo
Bremer (1994).

Subfamilia Cadigo Tribo

Inuleae

Plucheeae

Gnaphalieae

Calenduleae

Astereae

Asteroideae AST
Anthemideae

Senecioneae

Helenieae

Heliantheae

Eupatorieae

Multisieae

Cardueae

Lactuceae
Cichorioideae CIC

Vernonieae

Liabeae

Arctoteae

Barnadesioideae BAR Barnadesieae

Codigo das subfamilias: AST= Asteroideae; CIC= Cichorioideae e BAR=
Barnadesioideae.

Muitas espécies de Asteraceae tém sido o enfoque principal das
pesquisas no ambito da quimica e farmacologia de produtos naturais.
Além de estabelecer o seu perfil fitoquimico, esses estudos objetivam a
avaliacdo de suas atividades medicinais frente a diferentes alvos
biolégicos. Ao mesmo tempo, alguns desses estudos também tém
propiciado a descoberta e o desenvolvimento de novos farmacos (DA
COSTA et al., 2007), a exemplo da artemisinina, um potente agente
antimalarico natural isolado da espécie Artemisia annua (BRAZ FILHO,
2010).
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Segundo Monks e colaboradores (2002) s&o registradas mais de
1.000 espécies de Asteraceae em banco de dados etnomedicinais. Entre
as indmeras plantas dessa familia empregadas na medicina popular,
podemos citar as espécies do género Lynchnophora, conhecidas
popularmente como “arnica”, as quais sdo amplamente usadas no
tratamento da dor, reumatismo, picada de insetos e como anti-
inflamatério (FERRARI et al., 2012; SAUDE et al., 1998). Outro
género importante na medicina caseira, sobretudo no Brasil, é o
Baccharis, cujas espécies sdo conhecidas popularmente como
“carqueja”. Varias espécies desse género sdo usadas com indicagdes
populares para o tratamento de anemias, diabetes, hipertensdo arterial,
gastroenterites e hepatites (CAMPOS et al.,, 2016; MORAIS &
CASTANHA, 2011; VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

2.3 TRIBO HELIANTHEAE CASS.

Também conhecida como a tribo do girassol, Heliantheae ¢ a
tribo mais numerosa e representativa na familia Asteraceae,
englobando aproximadamente 190 géneros e 2.500 espécies. No Brasil,
essa tribo também é a de maior representatividade, apresentando cerca
de 60 géneros e 75 espécies (JULIO & OLIVEIRA, 2009). Segundo
Karis & Ryding (1994), os maiores géneros da tribo Heliantheae s&o
Verbesina, com aproximadamente 300 espécies, Bidens com 240,
Viguiera com 180, Wedelia com 130 e Calea com 110.

Esse grupo monofilético possui distribuicdo cosmopolita,
ocorrendo principalmente em regies tropicais e subtropicais, com
centro de diversificacio nas Américas (CRONQUIST, 1981;
MARTINS et al, 2006). Além disso, as espécies de Heliantheae
possuem uma grande importancia medicinal, econdmica e ornamental;
destacando-se as espécies dos géneros Bidens e Vernonia como
medicinais, e Dahlia e Cosmos como ornamentais (BARRETO et al.,
2011; BORGES et al, 2013; BREMER, 1994; NEGRELLE &
FORNAZZARI, 2007).

A maioria das espécies de Heliantheae consiste em ervas ou
arbustos, embora existam alguns géneros com plantas arbéreas. Suas
folhas normalmente sdo trinervadas e arranjadas em pares opostos; 0S
tricomas foliares sdo, em geral, multisseptados e com uma base
multicelular; os capitulos podem ser discoides ou radiados; as anteras
sdo curtamente calcaradas, enegrecidas ou de cor clara; ocorre
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geralmente a presenca de paleas no receptaculo; e os pigmentos florais,
na maioria das vezes, sdo amarelos (KARIS & RYDING, 1994).

A tribo Heliantheae tem sido elemento de especulacdo durante
muitos anos, devido, sobretudo, a sua ampla diversidade morfolégica e
guimica. Varios metabdlitos secundarios ja foram isolados de espécies
pertencentes a essa tribo, tais como lactonas sesquiterpénicas
(CARTAGENA; MONTANARO; BARDON, 2008; KRETSCHMER
et al., 2011), poliacetilenos (LI et al., 2008; PRIESTAP; BENNETT;
QUIRKE, 2008), flavonoides (CHANG et al., 2007; LI et al., 2008;
SCHILLING; PANERO; STORBECK, 1987), derivados do tiofeno
(ABOUZID & ORIHARA, 2007), alquilamidas (CASADO et al.,
2009), entre outros. Vale destacar que os poliacetilenos, as lactonas
sesquiterpénicas e os flavonoides sdo descritos como importantes
marcadores quimiotaxondmicos dessa tribo (CHRISTENSEN & LAM,
1991; EMERENCIANO et al., 2006; FERREIRA et al., 2005).

2.4 CONSIDERAGCOES SOBRE O GENERO Calea L.

O género Calea L. pertence a familia Asteraceae, tribo
Heliantheae. Em trabalhos mais antigos, ndo havia um consenso acerca
de qual subtribo incluia esse taxon, sendo o mesmo enquadrado nas
subtribos Galinsoginae (OBER; QUIJANO; FISCHER, 1984; OBER,;
URBATSCH; FISCHER, 1985a) e Neurolaeninae (CASTRO;
TAMAYO-CASTILLO; JAKUPOVIC, 1989; SCHMEDA-HIRSCHMA
et al., 1986). Entretanto, atualmente, a classificagdo mais utilizada para
esse género € aguela que o insere na subtribo Melampodiinae (PRUSKI
& URBATSCH, 1988; PUEBLA et al., 2011).

Calea inclui aproximadamente 125 espécies que ocorrem em
regibes tropicais e subtropicais do Novo Mundo, sendo que o0 maior
nimero de espécies é registrado no Brasil (ROQUE & CARVALHO,
2011). No ano de 2010, Mondin e Bringel realizaram uma listagem das
espécies de Calea existentes no Brasil, reconhecendo para esse género
53 espécies amplamente distribuidas na flora brasileira, principalmente,
nos estados de Goias (Distrito Federal), Bahia, Mato Grosso, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parang, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul. A Figura 1 apresenta um mapa da distribuicdo geogréafica do
género Calea no mundo.
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Figura 1 — Distribui¢o geografica do género Calea no mundo.
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As plantas do género Calea sdo frequentemente confundidas
com espécies dos géneros Aspilia Thours e Wedelia Jacg. No entanto,
Wedelia possui flores do raio pistiladas e papus coroniforme; Aspilia,
por sua vez, apresenta flores do raio neutras, constricdo no apice das
cipselas e papus geralmente aristado; enquanto, em Calea, as flores do
raio, quando presentes, sdo pistiladas e o papus € composto de paleas
livres, uma caracteristica diagnostica para esse género (ROQUE &
CARVALHO, 2011).

Vérias espécies de Calea sdo tradicionalmente conhecidas e
empregadas no ambito da medicina popular em diferentes paises da
América Central e Latina. Informagfes etnofarmacoldgicas registram o
uso popular de espécies desse tdxon para o tratamento de problemas
digestivos e afecgbes do estbmago (FARAGO et al, 2006;
VENDRUSCOLO; SIMOES; MENTZ, 2005). A espécie C.
zacatechichi é utilizada popularmente no México como colagoga,
catértica, antidisentérica, psicotropica (MAYAGOITIA; DIAZ;
CONTRERAS, 1986) e no tratamento de varias desordens anti-
inflamatdrias, tais como reumatismo, edema e problemas respiratorios
(VENEGAS-FLORES; SEGURA-COBOS; VAZQUEZ-CRUZ, 2002).
C. urticifolia é empregada pela populacdo salvadorenha no tratamento
de Ulceras pépticas e outros processos inflamatérios (CASTILLO et al.,
1981), e C. glomerata é utilizada na medicina popular colombiana para
o0 tratamento da hipertensdo arterial (GUERRERO et al., 2002). Além
dessas indicacbes, também sdo descritas para esse género acdo
antimicrobiana (CASTILLO et al.,, 1981), tripanocida e amebicida
(FERREIRA et al., 1980a,b).

Em 1930, teve inicio o estudo do género Calea com a avaliacdo
da atividade amebicida da espécie C. pinnatifida (MALHADO FILHO,
1930). Desde entdo, os extratos de diferentes representantes desse

ante: www.gbif.sibbr.gov.br (19/10/2014).
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género passaram a ter suas atividades farmacoldgicas e seu perfil
fitoquimico pesquisados.

Apesar do nimero relativamente grande de representantes,
poucas espécies desse género tém sido estudadas do ponto de vista
farmacoldgico, destacando-se as espécies C. urticifolia (MATSUURA et
al.; 2005; NAKAGAWA et al.; 2005; OHGUCHI et al., 2009;
UMEMURA et al., 2008; USAMI; SAKAIDA; ADACHI, 2011) e C.
zacatechichi (BORK et al., 1997; IINUMA et al., 2003; KOHLER et al.,
2002; MAYAGOITIA; DIAZ; CONTRERAS, 1986; VENEGAS-
FLORES; SEGURA-COBOS; VAZQUEZ-CRUZ, 2002; WU et al.,
2011a). No Quadro 3 estdo sumarizados 0s estudos de atividades
bioldgicas ja realizados com espécies de Calea. Na literatura ha relatos
de trabalhos com extratos brutos, éleos essenciais e compostos isolados,
principalmente, lactonas sesquiterpénicas.

Varios estudos fitoquimicos tém sido conduzidos com
diferentes espécies de Calea, demonstrando a presenca de variadas
classes de metabdlitos secundarios nesse taxon, tais como: derivados p-
hidroxi-acetofenonas (CASTRO; TAMAYO-CASTILLO;
JAKUPOVIC, 1989; DO NASCIMENTO & DE OLIVEIRA, 2014);
cromenos, como 0 eupatoriocromeno e o precoceno Il isolados das
folhas de C. serrata (STEINBECK et al., 1997); cromanonas das
espécies C. cuneifolia (LOURENCO; GOKITHI; CAMILO, 1981) e C.
clausseniana (DO NASCIMENTO & DE OLIVEIRA, 2014);
flavonoides livres e heterosideos, como a acacetina (OBER; FISCHER,;
PARODI, 1986; OBER & FISHER, 1987) e a quercetina-3-O-
rutinosideo (PUEBLA et al., 2011); e derivados do timol, tais como o 3-
isobutiriloxi-timol isolado das raizes de C urticifolia (BOHLMAN &
JAKUPONIC, 1979). No entanto, as lactonas sesquiterpénicas sdo
encontradas como componentes majoritarios (OBER; FRONCZEK;
FISCHER, 1985a, 1985b; OBER; URBATSCH; FISCHER 1985a;
SCHMEDA-HIRSCHMAN et al., 1985; VICHNEWSKI; GOULART;
HERZ, 1982), podendo ser usadas como  marcadores
guimiossistematicos para esse género. No Quadro 4 estdo representadas
as estruturas quimicas de diversos metabolitos secundarios identificados
em espécies de Calea, bem como o 6rgdo vegetal e a espécie da qual
foram isolados.
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Quadro 1 — Atividades biologicas descritas para os extratos, 6leos essenciais e

compostos isolados de Calea.

Antiplasmodial

Antidiarreica e
antinociceptiva

Atividade " Extrato/Oleo/ o
A Espécie Referéncia
bioldgica Composto
Antiflngica |C. clematidea Oleo essencial FLACH et al. (2002)
Citotoxica ) Extrato CARVALHO et al. (2013)
o ) C. fruticosa
Antimicrobiana Extrato CARVALHO et al. (2014)
Antihipertensiva | C. glomerata Extrato GUERRERO et al. (2002)
Larvicida C. Extrato VICHNEWSKI;
lantanoides GOULART; HERZ (1982)
Leishmanicida e <
antimalarica C. montana Extrato CELINE et al. (2009)
Antimicrobiana Extrato/benzofurano/ | DO NASCIMENTO et al.
C. platylepis | Sesquiterpeno/flavonoide (2004a)
Antiflingica Oleo/monoterpeno FLACH et al. (2002)
Anti-inflamatdria Acetofenona GOMEZ & GIL (2011)
C. prunifolia|  Flavonoide/acido
Vasodilatadora fenolico/diterpeno PUEBLA etal. (2011)
Extrato RIBEIRO et al. (2008)
Acaricida C.serrata | Oleo essencial/cromeno | RIBEIRO et al. (2011)
Extrato RIBEIRO et al. (2012)
Antitumoral OHGUCHI et al. (2009)
Antiadipogénica | C. urticifolia | Lactona sesquiterpénica MATSUURA et al. (2005)
N NAKAGAWA et al.
Citotoxica (2005)
Citotoxica YAMADA et al. (2004)
Leishmanicida Lactona sesquiterpénica WU et al. (2011a)
VENEGAS-FLORES;
Anti-inflamatéria Extrato SEGURA-COBOS;
VAZQUEZ-CRUZ (2002)
Psicotrapica c Extrato MAYAGOITIA; DIAZ;
zacatechichi

Extrato/flavonoide

Extrato

CONTRERAS (1986)
KOHLER et al. (2002)
SALAGA et al. (2015;

2016)
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Quadro 2 — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
8B-Acetoxi-1p-peroxi-
costunolideo [2]
SCHMEDA-
C. clematidea| Partes aéreas | HIRSCHMAN
et al. (1985)

8B-Acetoxi-1B-hidroxi-
costunolideo [3]

8B-Acetoxi-anhidroverlotorina

(4]
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Quadro 4 (continuacdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
O OH
CH,
!
NI
(o)
o}
9a-Hidroxi-11,13-diidro-
S RTEGA,;
11,13-epoxi-atripliciolideo- C OLOPEGZ'
8p-metacrilato [5] crocinérvosa Partes acreas MALDONADO
(1989)
OH
= A
o]
¢}
Crocinervolideo [6]
OBER;
A FRONCZEK;
C. divaricata - FISCHER
(1985b)

3B-Acetoxi-leptocarpina

(8]
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Quadro 4 (continuacdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
3-Acetil-4-acetoxi-8-
angeloiloxi-chapliatrina [9] . ) BOHLMANN
C. harleyi Partes aéreas et al. (1984)
. M
H O
(]
1 CH,
0
o o
o
Caleharloide-8-0O-[2°,3’-
epoxi-2’-metilbutirato] [10]
Q o}
C. ) BOHLMANN
hymenolepis et al. (1982c)

HiC CH,

0
8p-Angeloiloxi-isoatripliocideo
[12]
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Quadro 4 (continuacdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
Jamaicolideo A [13]
O/A/
0
OBER;
C. i FISCHER;
jamaicensis PARODI
(1986)

Jamaicolideo C [15]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
b
o~ Yo
WO, OBER;
o] C. ) FISCHER;
jamaicensis PARODI
(1986)
VICHNEWSKI;
C. Partes aéreas GOULART:;
lantanoides ) HERZ (1982)
C. villosa BOHLMANN
et al. (1982¢)
c SCHMEDA-
ru iéola Partes aéreas | HIRSCHMANN
P etal. (1986)

5B-Mirtenil-4a,5-diidro-
atripliciolideo-8-O-isovalerato
[19]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
o)\i
HO
= 3 CH,
o] c SCHMEDA-
o ru i(;ola Partes aéreas | HIRSCHMANN
g P et al. (1986)
9a-Hidroxi-atripliciolideo-
8-O-isobutirato [20]
o
CH2O H CHy
Telekina [21] c OBER &
septuplilnervia ) FISCHER
(1987)
o)
\\C OH CH2
Septupnolideo [22]
OBER;
C. ) URBATSCHI;
solidaginea FISCHER
(1985c¢)

Solidaginolideo A [23]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
OBER;
C. ) URBATSCHI,
solidaginea FISCHER
(1985¢)
Solidaginolideo B [24]
o]
OBER;
o} C. ) FRONCZEK;
' subcordata FISCHER
BH CH, (1984a)
Subcordatolideo B [25]
OH
OBER;
Y C. _ FRONCZEK;
CH, = CH, subcordata FISCHER
2 0 0
I (1984b)
OBER;
C. ) FRONCZEK;
subcordata FISCHER
(1987)

Subcordatolideo D [27]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie Orgao vegetal Referéncia
0
%O OBER;
e} C. ) FRONCZEK;
O | subcordata FISCHER
(1987)
CH,
Subcordatolideo E [28]
- LEE et al.
C.ternifolia | Folhas (1982)
zacateéhichi Folhas WU et al.
(2011a)
Caleina A [29]
OH
- Q
HO' - CH,
° OBER;
Trichomatolideo B [30 '
301 C. . QUIJANO;
trichomata FISCHER
(1984)

OH
OW‘H\/
o
‘ CH,

o
Trichomatolideo C [31]

HOY
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
OH CH,
OBER;
C. i QUIJANO;
trichomata FISCHER
(1984)
3-Desoxi-2,3-diidro-heliangina
(34]
CH,
o)
o \OHo Qo CHe BORGES DEL
— c CASTILLO et al.
. urtici]l‘olia Folhas (1981)
0, CH, OHGUCHI
et al. (2009)

2,3-Epoxi-juanislamina [35]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
C. Folhas OHGUCHI
urticifolia etal. (2009)
Calealactona A [37]
o=/
o ‘\\OH o Q CH;
. BOHLMANN
C. villosa -

8p-Angeloiloxi-3p-(3-metil-
butiriléxi)-1p,10a-epoxi-1,10H-
costunolideo [39]

et al. (1982¢)
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Quadro 4 (continuacdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
C. villosa ) BOHLMANN
' et al. (1982¢)
A [41]
C BORGES DEL
zacatechichi Folhas CASTILLO etal.
(1981)
MARTINEZ;
c. Partes aéreas ESQUIVEL;
zacatechichi ORTEGA
(1987)

Caleina E [43]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
MARTINEZ;
C, Partes aéreas ESQUIVEL;
zacatechichi ORTEGA
(1987)
Calealactona C [45]
o OH o i
C. Wu et al.
zacatechichi Folhas (2011a)

Calealactona E [47]
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Quadro 4 (continuacdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Lactonas sesquiterpénicas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
C. Folhas Wu et al.
zacatechichi (2011a)
8p-Angeloiloxi-9a-acetoxi-
caliculatolideo [49]
Derlquos Qe acetofenonas e Espécie | Orgao vegetal Referéncia
p-hidroxi-acetofenonas
OH O
_ DO
NASCIMENTO
0 c pares | &DE OLIVEIRA
0 N e S | LOURENGO
)j\ ' GOKITHI;
o) CAMILO
2-Senecioil-4-(1-acetil- (1981)

sarracinoiloxi-etil)-fenol [50]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Derivados de acetofenonas e

p-hidroxi-acetofenonas Espécie | Orgao vegetal Referéncia
OH O
= DO
NASCIMENTO
o C. Partes | ¢ DE OLIVEIRA
clausseniana | subterraneas (2014)
S g ]
o C. villosa Raizes BOHLMANN
o o etal. (1982e)
2-Senecioil-4-(angeloiloxi-etil)-
fenol [51]
OH O
=
HO
2-Senecioil-4-(hidroxi-etil)- LOURENCO;
fenol [52] - S GOKITHI;
C. cuneifolia | Xilopodio CAMILO
OH O (1981)
=
(¢}
2-Senecioil-4-acetil-fenol [53]
O
KH’LOJIEEO O
. . BOHLMANN
~N
o o C. harleyi | Partes aéreas et al. (1984)

9-O-Angeloiloxi-
diidrocalefoliona [54]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Derivados de acetofenonas e

p-hidroxi-acetofenonas Espécie | Orgao vegetal Referéncia
o__0
HO/X:[ BOHLMANN
~o ° C. harleyi | Partes aéreas et al. (1984)
9-O-Diidrocalefoliona [55]
0
° C BOHLMANN
Caleahimenona A [56 ' i
[6] hymenolepis Raizes et al. (1982c)
(0)
. O
OCHj,
0 o
— o
o
Caleahimenona B [57]
OH O
= CASTRO;
TAMAYO-
C. prunifolia | Partes aéreas CASTILLO;
o) JAKUPOVIC
e (1989)

2-Senecioil-4-O-metil-éter-
hidroquinona [58]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Derivados de acetofenonas e

p-hidroxi-acetofenonas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
(@]
YO0
0 :;/
HO o
9-O-Angeloiloxi-calefoliona [59]
[¢]
/H(O (0] (0]
© HO og/
C. teucrifolia | Partes aéreas 2?&:—" I‘(%'g‘g\lcl;l
9-O-Isobutiriloxi-calefoliona '
[60]
OYK
CH,
o
O
)‘ko O\
o o
Caleteucrifolona [61]
Flavonoides e o,u_tros Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
compostos fenolicos
OBER;
URBATSCH,;
FISCHER (1985b)
: OBER;
G e
C "amaicensis Folhas FISCHER (1985h)
g - OBER; FISHER;
septuplinervia ) PARODI (1986)
PR - MARTINEZ;
OH O zacate(;hichi Partes aéreas | NAVEDA-DIAZ;
Acacetina [62] c Partes aéreas JOSEPH-
zacateéhichi NATHAN (1988)
OBER &
FISHER (1987)
HERZ &

KUMAR (1980)
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Flavonoides e outros

compostos fendlicos Espécie | Orgao vegetal Referéncia
OH
A
HO o
HO 5 DO
. C NASCIMENTO;
Ho—/= clausséniana Partes aéreas | DE OLIVEIRA;
oH _ _ CAMILO
7-O-(a-L-ramnopiranosil-(1—2)- (2007)
B-D-glicopiranosil)-3',4',7-
trihidroxi-flavona [63]
ORTEGA,
LOPEZ,
MALDONADO
C. Partes aéreas (1989)
crocinervosa Folhas DO
C. platylepis NASCIMENTO;
OH O SILVA; DE
Genkwanina [64] OLIVEIRA
(2002)
OH
HO o O OBER;
- FRONCZEK;
O | C. divaricata - FISCHER
(1985b)
OH (o]
Apigenina [65]
)\)J\ X C. . BOHLMANN
o hymenolepis Partes acreas et al. (1982c)
enecmnll-caleleplna [66]
DO
NASCIMENTO;
C. platylepis Flores SILVA,; DE
OLIVEIRA
OH O (2002)

Quercetina [67]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Flavonoides e outros

compostos fendlicos Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
OH
9 o
HO o NASCIMENTO;
C. platylepis Flores SILVA; DE
OLIVEIRA
. O (2002)
Liquiritigenina [68]
(o]
o]
N CASTRO;
o— TAMAYO-
C. prunifolia | Partes aéreas CASTILLO;
HO Q JAKUPOVIC
(1989)
Caleprunifolina [69]
HO
HOJQ\/YO
o o
55 f ; OH OH
HO
OH o e oH
. [e]
Acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico
[70]
- PUEBLA et al.
C. prunifolia Folhas (2011)

HO.

HO
Quercetina-3-O-rutinosideo

(rutina) [71]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

9-Acetoxi-caleteucrina [76]

Benzofuranos Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
OBER;
FRONCZEK;
FISCHER
(1985a)
O 0 CASTRO;
Y/ C. berteriana| Partes aéreas TAMAYO-
o C.peckii | Partesaéreas | CASTILLO;
o} C. prunifolia - JAKUPOVIC
- (1989)
Calebertina [72] OBER:
FRONCZEK;
FISCHER
(1985a)
BOHLMANN
HO o) CH etal. (1984)
p) . . DO
Cc. Ihairlliylis Parseilzgieas NASCIMENTO;
3 - pratylep SILVA; DE
Euparina [73] OLIVEIRA
(2002)
o) CH;
/
o]
© /
Caleteucrina [74] C Raires BOHLMANN
o CH, hymenolepis et al. (1982c)
\”/Om
0 s
9-Acetoxi-diidrocaleteucrina [75]
o o} CH,
P c BOHLMANN
)j\o h menéle is Raizes et al. (1982c)
o] y P13 1 partes aéreas | BOHLMANN
o Vs C. teucrifolia

et al. (1981c)




75

Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Benzofuranos Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
o CH,
/ c BOHLMANN
HO h menéle is Raizes et al. (1982c)
5 0 Cy teucri fc?lia Partes aéreas | BOHLMANN
T 7/ ' etal. (1981c)
9-Hidroxi-caleteucrina [77]
/O (6] CH,
Y/
_©
4,6-Dimetoxi-2-(1-metil-etenil) CASTRO:;
-benzofurano [78 -
[78] C. pecKkii Partes aéreas TAMAYO .
C. prunifolia | Partes aéreas CASTILLO;
_© 0] CH, ' JAKUPOVIC
1989)
P (
o
_©
4,5,6-Dimetoxi-2-(1-metil-
etenil)-benzofurano [79]
CASTRO;
O o TAMAYO-
Y/ CASTILLO;
o o} JAKUPOVIC
o (1989)
- C. peckii | Partes aéreas DO
Caleprunina A [80] C. platylepis | Partes aéreas | NASCIMENTO;
C. prunifolia - SILVA; DE
0 o) OLIVEIRA
m (2002)
~o o OBER;
Caleprunina B [81] FRONCZEK;
FISCHER (1985a)
HO o DO
Y/ NASCIMENTO;
o) C. platylepis | Partes aéreas SILVA; DE
o) OLIVEIRA
Euparona [82] (2002)
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Benzofuranos Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
o
© 0
Y
0
5-Acetil-6,7-dimetoxi- CASTRO;
benzofurano [83] - . JAKUPOVIC;
C. prunifolia | Partes aéreas BOHLMANN
~o (1984)
Y
o
5,6,7-Trimetoxi-2-(1-metil-
etenil)-benzofurano [84]
O CH2
ATH
0 o) - ) BOHLMANN
%\W / C. teucrifolia| Partes aéreas et al. (1981¢)
o]
8-O-Angeloiloxi-
diidrocaleteucrina [85]
Cromenos (benzopiranos) Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
(¢}
X
o)
6-Acetil-2,2-dimetil-cromeno
(86]
C. hispida Raizes BOHLMANN

(0]
HO
X
HO O

6-Hidroxi-acetil-7-hidroxi-2,2-

dimetil-cromeno [87]

et al. (1982f)
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Cromenos (benzopiranos)

Espécie

Orgao vegetal

Referéncia

o)
HO §
o
6-Hidroxi-acetil-2,2-dimetil-
cromeno [88]

C. hispida
C. peckii

Raizes
Partes aéreas

BOHLMANN
et al. (1982f)
CASTRO;
TAMAYO-
CASTILLO;
JAKUPOVIC
(1989)

O
X
HO O

Eupatoriocromeno [89]

C. hispida
C. oxylepis
C. peckii
C.
rotundifolia
C. serrata

Raizes
Raizes
Partes aéreas
Partes aéreas
Partes aéreas

BOHLMANN
et al. (1982f)
BOHLMANN
et al. (1982a)
CASTRO;
TAMAYO-
CASTILLO;
JAKUPOVIC
(1989)
BOHLMANN
et al. (1981b)
STEINBECK
etal. (1997)

O AN
o)
o

C. jamaicensis

OBER; FISCHER;
PARODI (1986)

A OBER;
C. prunifolia - URBATSCH:
Prunicromeno B [90] FISCHER (1985a)
o BOHLMANN
C. oxylepis . et al. (1982a)
= C. Pariilzgieas BOHLMANN
~o o rotundifolia Raizes et al. (1981b)
. . C. teucrifolia BOHLMANN
Metileupatoriocromeno [91] etal. (1981c)
o
CASTRO;
X TAMAYO-
- C. peckii Partes aéreas CASTILLO;
o o JAKUPOVIC
5,7-Dimetoxi-2,2-dimetil - (1989)

cromeno [92]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Cromenos (benzopiranos) Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
o
X
o o
6-(1-Metoxi-etil)-7-metoxi-2,2- CASTRO;
dimetil-cromeno [93] TAMAYO-
C. peckii Partes aéreas CASTILLO;
~o JAKUPOVIC
(1989)
O A
o o)
5,6,7-Trimetoxi-2,2-dimetil-
cromeno [94]
CASTRO;
o N TAMAYO-
. . CASTILLO;
g C. peckii Partes aereas | 51 UPOVIC
(¢} o C.serrata | Partes aéreas (1989)
Precoceno Il [95] STEINBECK
etal. (1997)
o)
- A BOHLMANN
~o o C. teucrifolia Raizes et al. (1981¢)
6-Hidroxi-acetil-7-metoxi-
dimetil-cromeno [96]
Cromanonas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
0
DO
C. Partes NASCIMENTO
OH o clausseniana | subterraneas |& DE OLIVEIRA

2,2-Dimetil-6-(1-hidroxi-etil)-
cromanona [97]

(2014)
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Cromanonas Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
OY o
o
0“:.§ o o)
o]
Isbmero cis: Acetato de
uniflorol A [98]
Isbmero trans: Acetato de DO
uniflorol B [99] C. Partes NASCIMENTO
clausseniana | subterraneas |& DE OLIVEIRA
o (2014)
fY’
(0] o
(0]
Ao
2,2-Dimetil-6-[1-(4-acetoxi-
angeloiloxi)-etil]-cromanona
[100]
o
LOURENCO;
HO - O GOKITHI;
I C. cuneifolia | Xilopodio CAMILO
2,2-Dimetil-6-hidroxi-4- (1981)
cromanona [101]
Derivados do timol Espécie | Orgdo vegetal Referéncia
HO
O MARTINEZ;
o SANCHEZ;
C. nelsonii | Partes aéreas JOSEPH-
\[(0 NATHAN
o o (1987)

3-Isobutiriloxi-7-hidroxi-8,9-
epoxi-10-acetoxi-timol [102]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Derivados do timol Espécie | Orgéo vegetal Referéncia

-~
e

3,7-Diisobutiriloxi-8,9-epoxi-
10-acetoxi-timol [103]

YS%%

3,8-Diidroxi-9-acetoxi-10- MARTINEZ;
isobutiriloxi-timol [104] SANCHEZ;
C. nelsonii | Partes aéreas JOSEPH-

YO NATHAN
I (1987)
OH
)\(o O\[‘(}\
OH
(@] (0]

3,8-Diidroxi-7-Acetoxi-9,10-
diisobutiriloxi-timol [105]

)Yo

(@)

OH
HO
OH
3,8,10-Trihidroxi-7-isobutiriloxi-
timol [106]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Derivados do timol Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
%(o
o
OH
/O le)
3-Hidroxi-7,9-diisobutiriloxi-8- MALDONADO:
metoxi-timol [107] - ) MARQUEZ: ’
C. nelsonii | Partes aéreas ORTEGA
(1992)
(0]
o)k(
=
OYO
3-1sobutiriloxi-10-acetoxi-8,9-
dehidrotimol [108]
o
o)K( e Raizes BOHLMANN
OH - P etal. (1981c)
O
3-Isobutiriloxi-8,9-epoxi-10-
hidroxi-timol [109]
BOHLMANN
[¢]
- ) et al. (1981c)
A S P sonman
' JAKUPOVIC
(1979)

3-1sobutiriloxi-timol [110]
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Acetilenos Espécie | Orgéo vegetal Referéncia
/N /N C=C—C=CH,
HO S S H
5’-Hidroxi-metil-5-(3-buteno-1-
inil)-2,2-bitiofeno [111] BOHLMANN
C. angusta | Partes aéreas et al. (1982d)
N\ N\ C.pilosa | Partesaéreas | BOHLMANN
}O s s O et al. (1981a)
o
5’-Acetoxi-metil-5-(3-buteno-
1-inil)-2,2-bitiofeno [112]
H3C—(C=C)s—CH=CH,
Tridecapenta-3,5,7,9,11-in-
1-eno [113]
HO//
o/ TN ey, |, integrifolia|  Raizes BZ%EH\C@%’\SI;;IB‘)&
Diidrofalcarinol [114]
[e]
HZC:>\-—(::C—C:C—\:/(CHZ)5:CH2
Diidrofalcarinona [115]
H,C=C—C=C—C=C—C=C—CHy C. phyllolepis } BBL(J)I;:l_I—,}A:I\?ND'\'II'
1-Noneno-3,5,7-triino [116] | C. teucrifolia - ZDERO (1973)
/N I\ C=C—C=CH,
s S H
5’-Metil-5-(3-buteno-1-inil)-2,2-
bitiofeno [117] BOHLMANN
C.pilosa | Partes aéreas ©

O:<O /S\ /S\ C=C—CHj;

5’-Acetoxi-etil-5-(1-propin-1-il)-
2,2-bitiofeno [118]

et al. (1981a)
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Quadro 4 (continuacdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Acetilenos

Espécie

Orgao vegetal

Referéncia

[cj/\/czc—csc—czc—cm
"'oH

(-)-Ictiotereol [119]

o]
(H2C)3 g:c—c;c—c;cfczc—cm
7 H
[e]
>¢0
2-Acetoxi-6-tetradeceno-
8,10,12-triin-1-o0l [120]

o]

A

(HoC)3 EZE—CEC—CEC—CEC—CHg
HO
2-Hidroxi-6-tetradeceno-

8,10,12-triin-1-ol [121]

C. reticulata

Partes aéreas

BOHLMANN
et al. (1982b)

H204\[]/\¥CEC—/\/\(CHZ)4
° HZC/)
1,4,8,10,16-Heptadecapentaen-
6-in-3-ona [122]

(o)

HC? > (CH)s J/—‘/{
l—C=c—c=c H

=
2,9,16-Heptadecatrieno-
4,6-diinal [123]

HO/\/_(CEC)ZW(CHZ)A
HZC/

2,8,10,16-Heptadecatetraeno-
4,6-diin-1-0l [124]

o
(CHols X" X—(c=c),—F~ \n/

XCH, ©

2,8,10,16-Heptadecatetraeno-
4,6-diin-1-ol de acetato [125]

C. scabra
C.
zacatechichi

Partes aéreas
Partes aéreas

BOHLMANN &
ZDERO (1977)
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Esteroides

Espécie

Orgao vegetal

Referéncia

OH
OH

B-Sitosterol
3-B-D-glicopiranosideo [126]

OH

Estigmasterol 3-p-D-
glicopiranosideo [127]

C. parviflora
C. platylepis

Partes aéreas
Partes aéreas

BORGES DEL
CASTILLO
et al. (1986)

DO
NASCIMENTO;
SILVA; DE
OLIVEIRA
(2002)

Estigmasterol [129]

C. parviflora
C.
zacatechichi

Partes aéreas
Partes aéreas

BORGES DEL
CASTILLO
et al. (1986)
MARTINEZ;
NAVEDA-DIAZ;
JOSEPH-
NATHAN (1988)
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Triterpenos

Espécie

Orgao vegetal

Referéncia

C. parviflora

Partes aéreas

BORGES DEL
CASTILLO
etal. (1986)

Acetato de lupeol [133]

C. peckii

Partes aéreas

CASTRO;
TAMAYO-
CASTILLO;

JAKUPOVIC

(1989)
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Quadro 4 (continuagdo) — Metabdlitos secundarios isolados do género Calea.

Triterpenos Espécie | Orgéo vegetal Referéncia

BOHLMANN

C. teucrifolia| Partes aéreas et al. (1981¢)

C QUIJANO;
zacatechichi - CALDERON;
RIOS (1977)

Acetato de taraxasterol [135]

2.5 Calea pinnatifida (R. BR.) LESS.

C. pinnatifida é uma erva perene, arbustiva e com ramos
hexagonais (Figura 2). Essa espécie é frequentemente confundida e
identificada como C. serrata, no entanto, C. serrata possui capitulos
sésseis ou subsésseis, numerosos e com inflorescéncias em glomérulos;
e C. pinnatifida, por sua vez, apresenta capitulos solitarios,
pedunculados em cimas umbeliformes e localizados nas axilas das
folhas dos ramos superiores e terminais (MONDIN, 2004). De acordo
com a classificacdo taxondmica, essa espécie pertence ao Reino —
Plantae, Classe — Equisetopsida, Subclasse — Magnoliidae, Ordem —
Asterales, Familia — Asteraceae, Subfamilia — Asteroideae, Tribo —
Heliantheae, Subtribo — Melampodiinae e Género — Calea L.

Segundo Costa (2002) e Marchetti (2012), C. pinnatifida é
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conhecida popularmente como “cipd-cruz”, “aruca”, “erva-de-lagarto”,
“quebra-tudo”, “picdozinho” e “olina”. As partes aéreas dessa espécie
sdo empregadas na medicina popular como amebicida, giardicida, no
tratamento de cortes e hematomas, e no combate a problemas

estomacais (gastrite e ma digestdo) (FERREIRA et al., 1980a,b;
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MALHADO FILHO, 1947; MORS; RIZZINI; PEREIRA, 2000;
PRUSK & URBATSCH, 1988).

Figura 2 — Calea pinnatifida (R. Br.) Less.

Fonte: A autora (2013).

No que diz respeito a sua distribuicdo geogréfica, essa espécie
ocorre no Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina. Na flora brasileira, C.
pinnatifida é encontrada nas regides Sudeste, Sul e Centro-oeste,
sobretudo, no Distrito Federal e nos Estados de S8o Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (MONDIN, 2004; MONDIN & BRINGEL, 2010).

Os dados elencados em levantamento bibliografico permitiram
observar a unanimidade em relagdo a escassez de informagfes sobre o
aspecto quimico e efeitos farmacoldgicos dessa espécie.

Kato e colaboradores (1994) realizaram a caracterizacdo quimica
do oleo essencial obtido das folhas de C. pinnatifida. A analise do 6leo
permitiu a identificacdo de doze componentes quimicos, constituidos,
fundamentalmente, por uma mistura de monoterpenos (a-pineno [136],
B-pineno [137], sabineno [138], mirceno [139], a-felandreno [140], p-
cimeno [142], ocimeno [143] e metil timol [144]) e sesquiterpenos (o-
copaeno [141], a-cadineno [145], humuleno [146] e B-cariofileno [147])
(Figura 3).

Em estudos prévios, Ferreira e colaboradores (1980a,b)
avaliaram o perfil fitoquimico dos extratos éter de petroleo e acetato de
etila preparados a partir das partes aéreas de C. pinnatifida,
identificando cinco constituintes quimicos: o poliacetileno tetradeca-
4E,6E,12E-trien-8,10-diin-1-o0l [148], os acidos anisico [149] e 4-
glicosiloxi-benzoico [150], o esteroide sitosterol [128] e a lactona
sesquiterpénica arucanolideo [48]. As estruturas quimicas dos
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compostos isolados dos extratos éter de petrdleo e acetato de etila das
partes aéreas de C. pinnatifida sdo apresentadas na Figura 4.

Figura 3 — Estruturas quimicas dos principais constituintes do 6leo essencial de
C. pinnatifida (R. Br.) Less.
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Figura 4 — Estruturas quimicas dos compostos isolados das partes aéreas de C.
pinnatifida (R. Br.) Less.
o)
HO/\/W_C:C—C:CV

Tetradeca- 4E,6E,12E-trien-8,10-diin-1-0l [148]

o
OH
OH
)
HO
HO o
OH “,

Acido 4-glicosiloxi-benzoico [150]

OH

o

Acido anisico [149]

Sitosterol [128] Arucanolideo [48]

No que se refere aos estudos farmacolégicos desenvolvidos com
essa espécie, foram encontrados na literatura somente dois trabalhos até
0 momento. Em 2012, Marchetti e colaboradores avaliaram a atividade
antiproliferativa dos extratos diclorometano e etanol das folhas frescas e
secas de C. pinnatifida. Os ensaios foram realizados com nove linhagens
celulares diferentes: pulmdo (NCI-H460), mama (MCF-7), célon (HT-
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29), ovario com fen6tipo resistente a multiplos farmacos (NCI-
ADR/RES), prostata (PC-3), melanoma (UACC-62), ovario (OVCAR-
3), rim (786-0) e leucemia (K-562). O extrato diclorometano das folhas
secas foi aquele que apresentou melhor perfil de citotoxicidade para as
linhagens celulares empregadas, sendo posteriormente submetido a
ensaios de avaliagdo da atividade antitumoral in vivo. Nos ensaios in
vivo, foram utilizados dois modelos de cancer murino: os modelos de
tumor ascitico e tumor sélido de Ehrlich. Em ambos os modelos
empregados, o extrato diclorometano exibiu significativa atividade
antitumoral, quer seja através do aumento na sobrevida dos animais
tratados ou por meio da inibicdo do crescimento do tumor
(MARCHETTI et al., 2012).

Tendo em vista o interessante perfil antitumoral exibido pelo
extrato diclorometano de C. pinnatifida, Marchetti (2012) deu
prosseguimento a este trabalho, objetivando identificar os possiveis
principios ativos responsaveis pela atividade antitumoral dessa espécie.
Esse estudo revelou que a lactona arucanolideo [48] é um dos principais
compostos envolvidos na atividade antiproliferativa e antitumoral de C.
pinnatifida, com destaque para sua atividade antimetastatica em modelo
de metastase experimental em tumor subcutaneo B16-F10 (melanoma).

2.6 Calea uniflora LESS.

C. uniflora Less. € uma erva perene e subarbustiva, possui
tricomas glandulares e tectores, xilopddio arredondado e flores
amarelas (Figura 5). A mesma caracteriza-se por capitulos solitarios e
inflorescéncias longamente pedunculadas, o que a diferencia de outras
espécies desse género (MONDIN, 2004; BUDEL et al., 2006).
Segundo a classificagdo cientifica, essa espécie pertence ao Reino —
Plantae, Classe — Equisetopsida, Subclasse — Magnoliidae, Ordem —
Asterales, Familia — Asteraceae, Subfamilia — Asteroideae, Tribo —
Heliantheae, Subtribo — Melampodiinae e Género — Calea L.

C. uniflora é conhecida vulgarmente pelos nomes de “erva-de-
lagarto” e “arnica-da-praia” (PIO CORREA, 1978; ZANK, 2011).
Com relacéo a sua distribuicdo, essa espécie é encontrada no Uruguai e
nas regides Sul e Sudeste do Brasil, principalmente, nos Estados de
S&o Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (FERRAZ et al., 2009).

No Estado de Santa Catarina, as partes aéreas de C. uniflora séo
empregadas na medicina popular pelas comunidades locais para o
tratamento de dores e processos inflamatérios em geral, como
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cicatrizante e como substituto da arnica em contusées e machucaduras
internas e externas (ZANK, 2011).

Figura 5 — Calea uniflora Less.

e AR

Fonte: A autora (2012).

Em relacéo aos estudos fitoquimicos, foram realizados, até o
presente momento, poucos trabalhos com essa espécie. Em 2004, Do
Nascimento e De Oliveira analisaram a composicdo quimica dos
extratos diclorometano e etanol das partes aéreas dessa espécie. Do
extrato diclorometano foi isolado somente um composto, o acido 2-
metil-2,3-diihidroxi-butanoico-1,4-lactona [153], enquanto do extrato
etanol foram isolados trés compostos fenolicos heterosideos: o0s
flavonoides  quercetina-3-O-B-galactopiranosideo  [151], 3°,4°,7-
trihidroxi-flavona-7-O-B-glicopiranosideo  [152] e 2’,4-diidroxi-3-
metoxi-chalcona-4’-O-B-glicopiranosideo [154]. A Figura 6 apresenta
as estruturas quimicas dos quatro compostos isolados das partes aéreas
de C. uniflora.

No mesmo ano, Do Nascimento e colaboradores (2004b)
descreveram a ocorréncia de quatro derivados p-hidroxi-acetofenonas
no extrato diclorometano das partes subterraneas de C. uniflora: 2-
senecioil-4-(metoxi-etil)-fenol [156], 2-senecioil-4-(pentadecanoiloxi-
etil)-fenol [157], 2-senecioil-4-(angeloiloxi-etil)-fenol [155] e 2-
senecioil-4-(hidroxi-etil)-fenol [158]. Em outro estudo, também
realizado com o extrato diclorometano das partes subterrneas dessa
planta, foi reportado o isolamento e a identificacdo estrutural de trés
cromanonas: 0 2,2-dimetil-6-(1-hidroxi-etil)-cromanona [97], e uma
mistura do uniflorol A [159] e uniflorol B [160] (DO NASCIMENTO
et al., 2007). A Figura 7 apresenta as estruturas quimicas dos
compostos isolados das partes subterraneas de C. uniflora.
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Figura 6 — Estruturas quimicas dos compostos isolados das partes aéreas de C.
uniflora Less.

O (0]
' 4" 7-Trihi - -7-0-B-slicopi ; OH
HO Ie) 3',4',7-Trihidroxi-flavona-7-0-B-glicopiranosideo [152] q

Acido 2 metil-2,3-diidroxi-

butanoico-1,4-lactona [153]
Quercetina-3-0-| B O O
galactopiranosideo [151]

2',4-Diidroxi-3-metoxi 4'-0-B-glicopi i [154]

Figura 7 — Estruturas quimicas dos compostos isolados das partes subterraneas
de C. uniflora Less.
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Com relagdo aos efeitos farmacoldgicos e biolégicos de C.
uniflora, Do Nascimento, De Oliveira e Albuguerque (2002) avaliaram
as propriedades tripanocida e antiflngica dos extratos diclorometano e
etanol das partes aéreas e subterraneas dessa espécie, evidenciando
interessante atividade tripanocida e antiflngica para o0 extrato
diclorometano das partes subterrdneas. Considerando o potencial
farmacoldgico desse extrato, Do Nascimento et al. (2004b) deram
continuidade a este estudo visando identificar os metabdlitos
secundarios responsaveis por esses efeitos. Esses autores isolaram
quatro compostos da classe das acetofenonas como componentes
majoritarios do extrato diclorometano: 2-senecioil-4-(angeloiloxi-etil)-
fenol [155], 2-senecioil-4-(metoxi-etil)-fenol [156], 2-senecioil-4-
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(pentadecanoiloxi-etil)-fenol [157] e 2-senecioil-4-(hidroxi-etil)-fenol
[158]. Todos os compostos isolados demonstraram atividade antifungica
contra diferentes cepas de fungos dermatéfitos e espécies do género
Candida, sendo que essa atividade foi superior a exibida pelo extrato
diclorometano. Com relacdo ao efeito tripanocida, somente o0s
compostos [157] e [158] foram ativos frente as formas tripomastigotas
de Trypanosoma cruzi.

No ano de 2007, Do Nascimento e colaboradores avaliaram a
atividade leishmanicida de trés cromanonas (97, 159 e 160) obtidas do
extrato diclorometano das partes aéreas de C. uniflora frente a espécie
Leishmania major. A mistura das cromanonas [159] e [160] apresentou
significativo efeito leishmanicida nas doses de 100, 50 e 25 pg/mL (%
inibicdo de crescimento = 88,9; 81,5 e 54,8%, respectivamente). A
cromanona [97], no entanto, ndo foi bioativa em nenhuma das doses
testadas.

Em outro estudo, realizado no ano de 2009, foram investigadas as
atividades neurofarmacoldgicas (ansiedade e atividade psicomotora) e
neurotoxicoldgicas (genotoxicidade no tecido cerebral) do extrato
metanol de C. uniflora em ratos. De modo complementar, também foi
realizada uma prospeccao fitoquimica visando identificar as principais
classes de metabolitos presentes nesse extrato. A analise fitoquimica
preliminar indicou a presenca de saponinas e flavonoides no extrato
metanol; e o0s resultados obtidos nos ensaios farmacologicos
demonstraram que a espécie em estudo ndo induziu deficiéncias
psicomotoras, efeitos ansioliticos e genotdxicos nas doses testadas; bem
como ndo promoveu alteracdo da motivacgdo e atividade locomotora dos
animais avaliados (FERRAZ et al., 2009).

Em 2014, Torres avaliou a atividade antinociceptiva e anti-
inflamatdria do extrato hidroalcodlico das flores de C. uniflora frente a
quatro modelos animais distintos: contor¢des abdominais induzidas por
acido acético, teste da formalina, placa quente e edema de pata induzido
por carragenina. O extrato bruto de C. uniflora exibiu uma interessante
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria, o que pode estar
relacionado ao seu uso na medicina popular. As contor¢des abdominais
induzidas por &cido acético foram reduzidas significativamente nas
doses de 100 e 300 mg/kg quando comparado ao grupo controle. Na
segunda fase da dor induzida pela formalina, este tratamento também
produziu um efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio significante. No
modelo de nocicepcdo induzida pelo calor (placa quente), apds 60 min
de tratamento com a dose de 300 mg/kg, houve um aumento expressivo
do tempo de reagdo ao estimulo nociceptivo, sugerindo uma atividade
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analgésica central. Entretanto, no teste do edema de pata induzido por
carragenina, o extrato bruto de C. uniflora ndo demonstrou efeito anti-
inflamatdrio em nenhuma das doses testadas (30, 100 e 300 mg/kg).
Adicionalmente, o extrato ndo apresentou efeito miorrelaxante e nédo
interferiu na coordenacdo motora dos animais submetidos ao teste do
rota-rod, evidenciando que a agdo antinociceptiva ndo resulta de um
possivel efeito depressor sobre 0 SNC (TORRES, 2014).

2.7 LACTONAS SESQUITERPENICAS (LST) E SEU
POTENCIAL BIOLOGICO

As lactonas sesquiterpénicas (LST) constituem um grande e
diversificado grupo de metabdlitos secundarios geralmente incolores,
amargos, relativamente estaveis e de carater lipofilico. As LST
apresentam 15 atomos de carbono em seu nucleo fundamental, sendo
formadas pela condensacédo de trés unidades isoprénicas (Cs) seguida de
ciclizacdo e transformacdo oxidativa para produzir uma lactona cis ou
trans-fundida (GHANTOUS et al., 2010; SANCHEZ-TORANZO et al.,
2014). Em geral, o anel lactdnico possui cinco membros (y-lactona ou
butirolactona) e uma ligacdo dupla (endo- ou exociclica) conjugada ao
grupamento carbonila, constituindo uma vy-lactona a,B-insaturada.
Vérias atividades bioldgicas das LST tém sido primariamente atribuidas
a sua metade y-lactona o,B-insaturada, pois um metileno exociclico
conjugado a carbonila ou sistemas carbonilicos a,B-insaturados
adicionais sdo elementos estruturais chave capazes de reagir em adigdes
do tipo Michael com nucledéfilos biol6gicos tais como grupos sulfidrilas
(grupo tiol dos residuos de cisteina) (PADILLA-GONZALEZ;
SANTOS; DA COSTA, 2016).

Pertencente a subfamilia dos terpenoides, as LST sdo compostos
amplamente distribuidos nas plantas superiores e, em menor quantidade,
em fungos e briofitas. J& foram descritas mais de 7.000 estruturas
guimicas, nimero que justifica o amplo espectro de atividades
bioldgicas descritas para essas substancias (MACIAS et al., 2006).

As LST representam uma importante classe de produtos naturais
em plantas da familia Asteraceae, sendo consideradas importantes
marcadores quimiotaxonémicos nessa familia e onde ocorre a maior
abundancia e variedade estrutural desses compostos (cerca de 5.000
estruturas diferentes reportadas com aproximadamente 30 subtipos de
esqueletos carbociclicos (CHATURVEDI et al.,, 2011; PADILLA-
GONZALEZ; SANTOS; DA COSTA, 2016; SCOTTI et al., 2012).
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Além disso, esses metabdlitos também podem ser encontrados
esporadicamente em outras familias de angiospermas, tais como
Apiaceae, Magnoliaceae, Lauraceae, Bombacaceae, Chloranthaceae,
Rutaceae e Acanthaceae (CHATURVEDI et al., 2011; PADILLA-
GONZALEZ; SANTOS; DA COSTA, 2016).

A respeito da localizacdo dessa classe de micromoléculas nas
plantas, as mesmas raramente estdo presentes nas partes subterraneas,
sendo armazenadas, principalmente, nas partes aéreas do vegetal. Nas
partes aéreas, esses compostos sdo produzidos e secretados, sobretudo,
pelos tricomas glandulares, sejam eles localizados na superficie das
folhas ou nos apéndices das anteras (GOPFERT et al., 2005; TISSIER,
2012). A localizacéo das LST nos tricomas glandulares ocorre devido a
alta toxicidade ndo especifica de tais compostos, necessitando a
compartimentalizacdo dessas substancias para evitar autotoxicidade. A
presenca de tricomas glandulares é uma caracteristica marcante em
plantas da familia Asteraceae (CASTRO; LEITAO-FILHO;
MONTEIRO, 1997).

Conforme o esqueleto carbociclico, as LST podem ser
distribuidas em diferentes classes, sendo que 0s principais grupos
descritos sdo: germacranolideos, eudesmanolideos, elemanolideos,
eremofilanolideos, guaianolideos, cadinanolideos, pseudoguaianolideos
e xantolideos (Figura 8) (SANCHEZ-TORANZO et al., 2014). O sufixo
"olideo" refere-se a funcdo lactona e baseia-se no costunolideo, um
sesquiterpeno carbociclico com 10 membros.

As LST da classe dos germacranolideos possuem duas
insaturacbes em seu carboesqueleto, a primeira localizada entre os
carbonos C1-C10, e a segunda entre os carbonos C4-C5, sendo
denominadas 1(10),4-ciclodecadieno. Dependendo da conformacéao
apresentada por essas insaturacbes, € possivel estabelecer quatro
isbmeros para a classe dos germacranolideos: trans, trans; cis, trans;
trans, cis e cis, cis. Esses isdbmeros sdao denominados de germacrolideo,
melampolideo,  heliangolideo e cis, cis-germacradienolideo,
respectivamente (Figura 9).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Folhas
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Figura 8 — Principais classes de lactonas sesquiterpénicas.
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Figura 9 — Isomeros da classe dos germacranolideos.
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As LST exibem uma grande variedade de propriedades
bioldgicas, constituindo uma classe de substancias com potencial para
uso na medicina moderna. Ghantous et al. (2010) relataram algumas
LST que chegaram & fase inicial de testes clinicos (testes em seres
humanos), entre elas a artemisinina (ART), a tapsigargina (TAP) e o
partenolideo (PAR). Essas LST atuam em vias de sinalizacdo
especificas, sendo seletivas contra alguns tipos de tumores e células-
tronco tumorais. A TAP, por exemplo, possui acdo frente a tumores
solidos avancados; enquanto a ART ¢é ativa contra cancer de mama
metastatico e cancer colorretal. Atualmente, a TAP estd no ensaio
clinico de fase Il (DOAN et al., 2015).

Entre as atividades biolégicas descritas na literatura para essa
classe de substancias, podemos destacar as atividades -citotoxica
(KUMAR et al, 2014, MALDONADO et al, 2014ab;
PONOMARENKQO, et al., 2016; RIOS et al., 2014), anti-inflamatoria
(BUTTIRINI et al., 2014; FELIX et al., 2014; FLEMMING et al., 2015;
HUANG et al., 2014), antibacteriana (CIRIC et al., 2012; FORTUNA et
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al, 2011; VENKATESWARA et al., 2013), antifingica (AHMED &
ABDELGALEIL, 2005; ERASTO; GRIERSON; AFOLAYAN, 2006;
THEODORI et al., 2006), antiviral (LIU et al., 2010; MOHAMMED,;
CHRISTENSEN; COLLA, 2014; ROSSINI et al., 2012), antimalérica
(GRAZIOSE et al., 2011; PAN et al., 2011; PEDERSEN et al., 2009),
leishmanicida (KARIOTI et al, 2009; ODONNE et al., 2011; SOSA et
al., 2016; TOLEDO et al., 2014), tripanocida (FABIAN et al., 2013;
KARIOTI et al, 2009; OTOGURO et al., 2011), hipoglicemiante (HOU
et al.,, 2003; JIA et al., 2013; SERRA-BARCELONA et al., 2014),
citoprotetora gastrica (GIORDANO et al., 1992; PENISSI et al., 1998),
antidepressiva (GONCALVES et al, 2012; LIU et al, 2012;
TOLARDO et al., 2010), entre outras. Além disso, as LST também
possuem atividade alelopatica e fitotéxica, desempenhando um papel
importante na defesa das plantas contra organismos patgenos, insetos
herbivoros e mamiferos (ALVARENGA et al., 2009; MACIAS et al.,
2006; SILVA et al., 2011).

28 ~ COMPOSTOS FENOLICOS (FLAVONOIDES E NAO
FLAVONOIDES) E SEU POTENCIAL BIOLOGICO E
FARMACOLOGICO

As plantas sintetizam uma enorme variedade de metabdlitos
secundarios, sendo o grupo dos compostos fendlicos um dos mais
importantes e abundantes na natureza. Essa classe de produtos naturais
constitui um importante grupo de fitoquimicos alimentares, sendo
encontrada em alimentos e bebidas de origem vegetal, tais como frutas,
legumes, sementes, cereais, vinho, azeite de oliva, sucos, cha e café
(CHEYNIER, 2005; CHIRINOS et al., 2009; MANACH et al., 2004;
MINIATI, 2007). J& foram caracterizados mais de 8.000 compostos
fendlicos em plantas; compreendendo estruturas diversas que variam
desde moléculas simples, com um anel aromatico (C¢) ligado a um ou
vérios grupamentos hidroxilas, a substdncias cujas moléculas s&o
altamente ramificadas, como os taninos (BRAVO, 1998).

Os compostos fendlicos apresentam uma grande diversidade
estrutural, podendo ser subdivididos em dois grandes grupos em fungéo
da similaridade de suas cadeias de atomos de carbono e do padrdo de
substituicdo, a saber, flavonoides e ndo flavonoides (MANACH et al.,
2004; MICHALAK, 2006).

Os flavonoides representam a classe de compostos fenélicos mais
comum e amplamente distribuida nas plantas. Mais de 5.000
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flavonoides ja foram descritos na natureza (COOK & SAMMAN, 1996;
YAO et al., 2004). Os mesmos caracterizam-se por apresentar dois aneis
benzénicos (A e B) ligados por trés atomos de carbono que geralmente
formam um heterociclo oxigenado (anel C), denominado nicleo flavano
(Figura 10) (CORRADINI et al., 2011; MANACH et al., 2004).

Conforme o grau de oxidacdo e o padrdo de substituicdo do anel
heterociclico C, os flavonoides podem ser classificados em 11
diferentes classes: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonois,
diidroflavonois, isoflavonoides, flavanois, chalconas, diidrochalconas,
antocianidinas e catequinas (CORRADINI et al., 2011; HARBORNE &
WILLIANS, 2000; ROSS & KASUME, 2002). Na Figura 10 sédo
apresentadas as estruturas basicas de algumas classes de flavonoides
presentes no género Calea.

Figura 101 — Estruturas bésicas de algumas classes de flavonoides encontradas
no género Calea.

Chalcona Flavona Flavonol

O grupo dos ndo flavonoides é bastante heterogéneo e,
diferentemente dos flavonoides, ndo possui uma estrutura basica em
comum. Esse grupo é composto por acidos fendlicos (acido benzoico,
hidroxi-cinamico e seus derivados), lignanas, cromonas, cromanonas,
acetofenonas, benzofuranos, antraquinonas, cromenos, cumarinas,
taninos hidrolisaveis, entre outros (CHEYNIER, 2005). Na Figura 11
sdo apresentadas as estruturas basicas das principais classes de nédo
flavonoides encontradas no género Calea. Tendo em vista a abundancia
dos cromenos nesse género, essa classe quimica sera discutida mais
detalhadamente na proxima sessao.

Os compostos fendlicos sdo de grande interesse nas industrias
alimenticia, farmacéutica e cosmética, pois exibem um amplo espectro
de propriedades farmacoldgicas e bioldgicas. Entre as atividades
comprovadas cientificamente para esse grupo de metabdlitos, podemos
destacar a atividade antioxidante (BURCU; AYSEL; NURDAN, 2014;
FAN et al., 2014; WANG et al., 2015; 2016), citotoxica (KUETE et al.,
2014; MANOSROI et al., 2013; PARVEEN et al., 2014), anti-
inflamatéria (AZOFEIFA et al., 2013; FIGUEIREDO-RINHEL et al.,
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2013; LI et al., 2014), antibacteriana (GADETSKAYA et al., 2015;
GOKBULUT et al.,, 2013; PLYUTA et al., 2013; RASHED et al.,
2014), antifangica (GALLUCCI et al., 2014; RASHED et al., 2014;
ZABKA & PAVELA, 2013), antimalérica (GADETSKAYA et al.,
2015), vasodilatadora (LIU et al., 2014; PENSO et al., 2014; WANG et
al., 2014), antiparasitaria (OTOGURO et al., 2012; SALEM et al.,
2011), tripanocida (GADETSKAYA et al., 2015) e inseticida (SINGH
etal., 2014).

Além das atividades descritas anteriormente, 0s compostos
fendlicos também possuem grande importancia fisiologica e
morfoldgica em plantas. Os mesmos contribuem para as caracteristicas
sensoriais e pigmentacdo de frutas e legumes, desempenham um papel
relevante no crescimento e reproducdo vegetal, fornecem protecdo
contra raios ultravioleta (UV), e atuam como fitoalexinas, conferindo
resisténcia contra organismos patdgenos e predadores (BRAVO, 1998;
FARAH & DONANGELO, 2006).

Figura 11 — Estruturas basicas das principais classes de compostos ndo
flavonoides encontrados em Calea.
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2.9 CROMENOS (BENZOPIRANOS) E  ATIVIDADES
BIOLOGICAS

Os cromenos constituem uma classe de produtos naturais que tem
despertado grande interesse na comunidade cientifica devido as suas
diversas propriedades biologicas. Os mesmos sdo compostos organicos
policiclicos resultantes da fusdo de um nulcleo benzénico com um anel
heterociclico pirano. De acordo com a nomenclatura IUPAC, os
cromenos sdo também denominados de benzopiranos (THOMAS &
ZACHARIAH, 2013).

Existem alguns isdmeros de benzopiranos, 0s quais variam
conforme a orientacdo de fusdo dos aneis em comparacdo com o atomo
de oxigénio; resultando em trés diferentes esqueletos estruturais, a
saber, cromano, 2H-cromeno e 4H-cromeno. A classe de compostos
2H-cromeno é a mais comum e abundante na natureza, tendo sido
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reportada em diferentes espécies de vegetais, sobretudo, nas plantas da
familia Asteraceae (THOMAS & ZACHARIAH, 2013; VAN
OTTERLO et al., 2005). Na Figura 12 sdo exibidos os trés esqueletos
estruturais possiveis para os nucleos benzopiranos.

Figura 12 — Esqueletos estruturais possiveis para os benzopiranos.
o o] o)
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Cromano 2H-Cromeno 4H-Cromeno
Entre as varias propriedades bioldgicas ja descritas na literatura
para 0s cromenos, podemos destacar as atividades anti-inflamatdria
(GEBHARDT et al., 2007; HEO et al., 2014; JOHNSON et al., 2010),
antitumoral (ADEBAYO et al., 2011; HEO et al, 2011;
PRACHYAWARAKORN; MAHIDOL; RUCHIRAWAT, 2011),
analgésica (GUO et al.,, 2008; JOHNSON et al., 2010), antiviral
(DHARMARATNE et al., 2002; IWASHIMA et al., 2005), antioxidante
(JOHNSON et al, 2010; MORIMURA et al, 2009;
PRACHYAWARAKORN; MAHIDOL; RUCHIRAWAT et al., 2011),
antimicrobiana (QIN et al., 2011; ZAINUDDIN et al., 2010),
antifingica (PARRA; DELGADO; CUCA, 2011; QIN et al., 2011,
SAGA et al., 2006), acaricida (BURKHARDT et al., 1994; RIBEIRO et
al., 2011), tripanocida (BATISTA JR. et al., 2008; EROSA-REJON et
al., 2010; HAREL et al., 2011) e leishmanicida (ALIZADEH et al.,

2008; EROSA-REJON et al., 2010).
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Investigar a composi¢do quimica dos extratos etandlicos das
espécies Calea uniflora e C. pinnatifida, bem como avaliar o potencial
bioldgico dos compostos isolados.

3.2 ESPECIFICOS

v' Obter a impressdo digital metabdlica (fingerprinting) das
espécies C. uniflora e C. pinnatifida por UHPLC-DAD-HRFTMS e, se
possivel, realizar a desreplicacdo das mesmas;

v lIsolar e purificar os principais metabdlitos secundarios
presentes nas espécies em estudo;

v' Obter extratos direcionados para a obtencdo de lactonas
sesquiterpénicas (LST) e poliacetilenos;

v Determinar a estrutura quimica das substancias isoladas através
de técnicas espectroscopicas e espectrométricas;

v" Avaliar a atividade leishmanicida e tripanocida in vitro dos
compostos isolados de C. uniflora e C. pinnatifida frente as formas
intracelulares amastigotas de Leishmania amazonensis e Trypanosoma
cruzi;

v’ Determinar os valores de Clsy (concentracdo inibitéria 50%)
para 0s compostos mais bioativos (percentagem de inibicdo > 50%);

v Realizar ensaios de citotoxicidade (CCsg) dos compostos
isolados frente as células TPH-1 néo infectadas.
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4 METODOLOGIA
4.1 ESPECIFICACOES DOS REAGENTES E EQUIPAMENTOS
4.1.1 Equipamentos utilizados

— Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) da
marca Bruker, modelos Avance 400 e/ou Ascend 600

— Espectrdmetro de Massas Q Exactive Plus™ (Thermo Scientific)

— Espectrdmetro de Massas Xevo G25 Qtof MS (Waters)

— Espectrofotdmetro de 1V da marca Shimadzu, modelo Prestige-21
FTIR-8400

— Cromatégrafo Liquido Preparativo Shimadzu modelo SCL-
10ADVP

— UHPLC Accela™ (Thermo scientific, USA)

— UPLC Acquity (Waters)

— MPLC FMI Lab Pump, modelo QSY (Fluid Metering Inc.,
Syosset, NY).

— Aparelho de ponto de fusdo da Microquimica, modelo MQAPF-
301

— Balangas de alta preciséo das marcas Katashi e Ohaus®

— Syncore da marca Biichi

— Evaporador rotativo da Biichi, modelo R-210

— Estufa a vacuo da marca Marconi

— Aparelho liofilizador da EC Apparatus, modelo Micro Modulyo

— Cémara de luz ultravioleta (UV) da marca Prodicil, modelo VA 50

4.1.2 Métodos cromatograficos, solventes e reagentes empregados

Os processos cromatograficos de adsorcdo [cromatografia liquida
a vacuo (CLV) e cromatografia em coluna flash (CC)] foram realizados
empregando-se como fases estacionarias silica gel 60, com
granulometria de 40-63 um (230-400 mesh), da marca Vetec®; e silica
gel modificada (C18), de particulas com dimensGes entre 40-63 um, da
marca Silicycle™. As colunas de vidro cilindricas e os funis de placa
sinterizada utilizados como suporte na CC e CLV, respectivamente,
foram de comprimento e didmetro variado a depender da quantidade de
amostra a ser cromatografada. Para a cromatografia de adsorgédo em fase
reversa foram empregadas colunas Lobar Lichroprep® RP18 (40-63 pm)
da Merck®, e colunas de vidro Econoline® da Sorbent Technologies.

Os fracionamentos por cromatografia de permeagdo em gel
(exclusdo por tamanho molecular) foram realizados em gel de dextrana
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Sephadex® LH-20, de procedéncia da GE Healthcare®; empregando
acetona, CHCI3;, MeOH ou H,0 como fases moveis.

As cromatografias em camada delgada analitica (CCDA) foram
realizadas utilizando-se cromatoplacas de gel de silica 60 (250 pm)
sobre aluminio, da marca Silicycle®, com indicador de fluorescéncia em
A = 254 nm. Nas analises em fase reversa foram empregadas
cromatofolhas de aluminio de silica modificada (C18), da marca
Machery-Nagel®, também com indicador de fluorescéncia (UVsy).

Os eluentes empregados nos procedimentos cromatograficos
foram: hexano, CH,Cl,, CHCI;, AcOEt, acetona e MeOH; puros ou em
misturas binarias; com gradiente crescente de polaridade. Todos os
solventes orgénicos utilizados foram destilados quando necessérios ou
apresentavam grau de pureza P.A. (marcas Vetec®, Dinamica® ou
Synth®). Nos procedimentos realizados em fase reversa utilizou-se
ainda, como eluente, H,O destilada.

A revelacdo dos compostos nas cromatoplacas analiticas foi
efetuada pela exposicdo das placas a lampada ultravioleta (UV), nos
comprimentos de onda curto (A = 254 nm) e longo (A = 366 nm); e pela
nebulizacdo com o agente cromogénico anisaldeido sulfurico (0,5 mL de
anisaldeido; 10,0 mL de acido acético glacial; 85,0 mL de etanol; 5,0
mL de H,SO, concentrado), seguido de aquecimento das placas por
alguns minutos a altas temperaturas.

4.1.3 Analise instrumental

Os compostos isolados foram caracterizados por espectroscopia
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) com o auxilio dos espectros
de RMN de *H e **C, além dos mapas de correlagdo COSY (Correlation
Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation) e
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Em alguns casos,
também foram realizados espectros de RMN de 'H NOE seletivo
(Nuclear Overhauser Effect). Os espectros foram registrados em
espectrdbmetro da marca Bruker, modelos Avance 400 e Ascend 600
(Departamento de Quimica, Universidade Federal do Parand — UFPR),
operando a 400 e 600 MHz para 'H, e 100 e 150 MHz para “C,
respectivamente. Os dados adquiridos (FID — Free Induction Decay)
foram processados no programa ACD Labs (Spec Manager).

As amostras para analise foram preparadas dissolvendo-se uma
pequena quantidade da mesma em solvente deuterado da marca
Cambridge Isotope Laboratories (CDCl3, acetona-dg ou MeOD-d,). Os
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deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo
(ppm), e o tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padréo interno de
referéncia (6 = 0 ppm).

As multiplicidades dos sinais de RMN de 'H foram indicadas
segundo a convengdo: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd
(duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto), dddd (duplo duplo duplo
dupleto), t (tripleto), q (quadrupleto) e m (multipleto). A constante de
acoplamento (J) foi expressa em Hertz (Hz) e o nimero de hidrogénios
foi deduzido a partir da integral relativa. A identificacdo estrutural dos
compostos foi confirmada por comparacdo dos seus dados
espectroscopicos com dados previamente descritos na literatura.

As anélises por Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo
(HRMS) foram registradas nos equipamentos Xevo G25 Qtof MS
(Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, UFSC e/ou Centro de
Estudos em Biofarmacia, Departamento de Farméacia, UFPR) e Q
Exactive Plus (Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, USP-RP),
todos com fonte de ionizagdo por Electrospray (ESI) operando no modo
positivo e/ou negativo de analise.

Os espectros de absorcao na regido do 1V foram obtidos a partir
de amostras dispersas em pastilnas de brometo de potassio (KBr);
utilizando espectrofotdmetro da Shimadzu, modelo Prestige-21 FTIR-
8400 (Laboratério de Farmacognosia, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, UFSC), na regido de 4000 a 400 cm™.

O ponto de fusdo das substancias isoladas foi determinado em
equipamento MQAPF-301 da Microquimica (Laboratério de Quimica
Farmacéutica, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, UFSC), com
temperatura variando de 0 a 350 °C.

4.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As folhas de C. pinnatifida foram coletadas na Costa da Lagoa,
Florianopolis (27°56°52,40”’S; 48°43°28,80”0), Santa Catarina, Brasil,
nos meses de setembro de 2012 (1° material) e junho de 2013 (2°
material). J& a espécie C. uniflora (folhas e flores) foi coletada no
municipio de Imbituba (28°20°3,36°’S; 48°67°8,21°°0), Santa Catarina,
Brasil, no dia 30 de outubro de 2012. A identidade botanica de ambas as
espécies foi confirmada pelo Dr. John Pruski e um exemplar de cada
espécie encontra-se catalogado no herbéario Missouri Botanical Garden,
New York, sob os nimeros MO-2383318 (C. pinnatifida) e MO-
2383317 (C. uniflora).
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4.3 OBTENCAO E PARTICIONAMENTO DOS EXTRATOS
BRUTOS

A Figura 13 ilustra os procedimentos experimentais empregados
na obtencdo e particionamento dos extratos brutos das folhas de C.
uniflora e C. pinnatifida.

Figura 13 — Esquema dos procedimentos experimentais empregados na obtencéo
e particionamento dos extratos brutos das folhas de C. uniflora e C. pinnatifida.
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As folhas frescas de C. pinnatifida (12 coleta) (800 g) foram
rasuradas com o auxilio de uma tesoura e extraidas por maceracéo a frio
com EtOH 92%. O processo de maceracdo durou sete dias e foi repetido
guatro vezes. O filtrado obtido em cada etapa foi reunido e o solvente
foi removido em evaporador rotativo (temperatura inferior a 45 °C),
originando 12,0 g de extrato bruto. Visando uma semipurificacdo das
substancias em grupos de coeficientes de particdo semelhantes, 0 extrato
bruto foi dissolvido em 200 mL de H,O e submetido a uma particéo
liquido-liquido com solventes em ordem crescente de polaridade:
hexano (4 x 150 mL), CH,Cl, (4 x 100 mL) e AcOEt (4 x 100 mL),
respectivamente. Apds a evaporacdo dos solventes em rotaevaporador,
obtiveram-se as fraces hexano (4,5 g), diclorometano (0,5 g) e acetato
de etila (1,5 g), assim como uma fracdo aquosa remanescente, a qual foi
liofilizada fornecendo um sélido higroscopico (4,5 g).

As folhas frescas de C. pinnatifida (22 coleta) (2,6 Kg) foram
rasuradas e maceradas a temperatura ambiente com EtOH 92% até o
esgotamento do material vegetal. Posteriormente, o extrato foi filtrado e
concentrado em rotaevaporador, fornecendo um extrato bruto de cor
verde escura (142,0 g). O extrato bruto foi retomado em EtOH-H,O
(30:70, v/v) e particionado com solventes de diferentes polaridades:
hexano (5 x 500 mL), CH,Cl, (4 x 500 mL) e AcOEt (3 x 500 mL).
Apo0s a concentracdo dos solventes em evaporador rotativo, obtiveram-
se as fragcBes hexano (68,5 g), diclorometano (7,4 g) e acetato de etila
(5,9 g), bem como uma fracdo residual aquosa, a qual foi liofilizada
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gerando um solido higroscépico (52,0 g). Ainda, a fracdo residual
aquosa foi submetida a um fracionamento em coluna de Amberlite
XAD-4, empregando MeOH, resultando na fracdo metanol (42,5 g).

As folhas frescas de C. uniflora (2,3 Kg) foram rasuradas com o
auxilio de uma tesoura e submetidas a extracdo continua por processo de
maceracdo com EtOH 92% por 15 dias. Ap6s o procedimento de
extracdo, o extrato foi filtrado e concentrado em evaporador rotativo,
sob pressdo reduzida, com temperatura inferior a 45 °C. O residuo da
primeira maceracdo foi re-extraido até a exaustdo do material vegetal,
resultando em um extrato bruto de coloracdo verde-escura (104,0 g).
Posteriormente, o extrato bruto foi dissolvido em H,O (1,2 L) e
submetido a uma particéo liquido-liquido com hexano (4 x 500 mL),
CH,CI, (4 x 500 mL) e AcOEt (4 x 500 mL). Apos a evaporagdo dos
solventes em evaporador rotativo, obtiveram-se as fracdes hexano (26,8
g), diclorometano (3,2 g) e acetato de etila (6,2 g), bem como uma
fracdo residual aquosa, a qual foi liofilizada originando um so6lido
higroscépico (67,8 g). Ainda, a fracdo residual aquosa foi submetida a
um fracionamento em coluna de Amberlite XAD-4, empregando MeOH,
resultando na fracdo metanol (47,8 g).

4.4 IMPRESSAO DIGITAL METABOLICA DAS ESPECIES C.
uniffora E C. pinnatifida POR  UHPLC-UV-ESI-MS E
DESREPLICACAO

As andlises de UHPLC-UV-ESI-MS empregadas na
desreplicacdo foram realizadas em parceria com o professor Dr.
Fernando Batista da Costa da Universidade de Sdo Paulo (USP-RP).

As andlises dos extratos brutos e fragbes orgéanicas
(diclorometano, acetato de etila e metanol) de C. uniflora e C.
pinnatifida foram realizadas em um UHPLC Accela™ (Thermo Fisher
Scientific, USA) acoplado a um detector de UV-DAD (Thermo Fisher
Scientific, PDA Detector) e a um espectrdmetro de massas Q Exactive
Plus™ (Thermo Fisher Scientific, USA) com ionizagdo por
Electrospray (ESI) e analisador do tipo Orbitrap™. Os extratos e
fracbes foram solubilizados em EtOH 70%, na concentracdo de 0,5
mg/mL, e filtrados com uma membrana filtrante em
Politetrafluoretileno (PTFE) com poro de 0,20 um e didmetro de 15
mm. Para as analises por UHPLC-UV-ESI-MS, uma aliquota de 5 pL
dos extratos e fragdes organicas foi injetada via autoinjetor, e mantida a
temperatura de 10 °C. A separacdo cromatografica foi efetuada em uma
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coluna cromatogréfica de fase reversa ACE® 3 C18 (150 x 3 mm, 3
pm), protegida por uma pré-coluna equivalente. O método
cromatografico empregado foi desenvolvido pelo grupo AsterBioChem,
no qual a fase mével foi um gradiente linear de elui¢do utilizando como
solventes H,O com &cido férmico (0,1%) (v/v) na bomba A, e ACN
(acetonitrila) com &cido formico (0,1%) (v/v) na bomba B. O seguinte
programa de eluicdo foi utilizado: 0 — 17 min, 2 - 55% de B; 17 — 20
min, 55 - 100% de B; 20 — 24 min, 100% de B; 24 — 27 min, 100 - 2%
de B; 27 — 30 min, 2% de B. A vazdo da fase movel foi de 0,4 mL/min e
0s cromatogramas no UV foram registrados nos comprimentos de onda
de 214, 254 e 325 nm.

Os espectros de massas foram adquiridos, concomitantemente,
nos modos de ionizagdo positivo e negativo, na faixa de varredura de
150 — 1.200 m/z. Os parametros de aquisicdo a seguir foram mantidos
em todas as andlises: 250 ms para 0 maximo tempo de inje¢&o, intervalo
entre os espectros de 1 ps, resolucdo de 70.000, voltagem no spray de
3,6 kV e temperatura do capilar de 300 °C.

Antes da sequéncia de andlises foi realizada uma calibracdo do
aparelho para cada polaridade empregando a solugdo Thermo Calmix
(Sigma-Aldrich®). Os dados foram processados e armazenados
utilizando o software Thermo™ Xcalibur™ versdo 2.2 (Thermo Fisher
Scientific, USA). As amostras foram analisadas em sequéncia iniciando
pelo branco (ACN-H,0) e, a cada dez amostras, o branco foi reinjetado.
A anélise dos perfis quimicos foi, entdo, realizada por comparagédo dos
dados de massas exatos com os bancos de dados DNP (Dictionary of
Natural Products®) e AsterDB (Asteraceae Data Base), e com a
literatura (SciFinder Scholar®). Adicionalmente, também foi realizado
um levantamento bibliografico e uma compilagdo dos dados da
literatura sobre a composi¢do quimica do género Calea.

45  FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO DAS FRACOES
ORGANICAS

A Figura 14 apresenta um fluxograma resumindo os
procedimentos cromatogréficos realizados com a espécie C. pinnatifida
e 0s respectivos compostos isolados das fragdes hexano, diclorometano
e acetato de etila. Similarmente, a Figura 15 apresenta um fluxograma
resumindo os procedimentos cromatogréficos realizados com a espécie
C. uniflora e o0s respectivos compostos isolados das fragdes
diclorometano e acetato de etila.
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Figura 14 — Fluxograma resumindo os procedimentos cromatograficos realizados com a espécie C. pinnatifida e os respectivos
compostos isolados das fragcdes hexano, diclorometano e acetato de etila.
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Figura 15 — Fluxograma resumindo os procedimentos cromatograficos realizados com a espécie C. uniflora e os respectivos

compostos isolados das fragdes diclorometano e acetato de etila.
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45.1 Isolamento de substancias da fracdo hexano de C.
pinnatifida (12 coleta)

Uma aliquota da fracdo hexano (2,0 g) de C. pinnatifida foi
submetida a CC, empregando silica gel como fase estacionédria e,
misturas binarias de hexano e acetona (100:0, 98:2, 95:5, 90:10, 70:30,
50:50 e 0:100, respectivamente), como fase mével. As fragdes obtidas
foram monitoradas por CCDA e, apés analise do perfil cromatografico,
as mesmas foram agrupadas conforme similaridade do fator de retencéo
(Rf). Este procedimento cromatografico resultou no isolamento da
substancia CPT6 (5,0 mg), e na obtencdo de algumas fragcOes ricas em
cromenos. Essas fragBes enriquecidas em cromenos foram
posteriormente purificadas por CCDP (cromatografia em camada
delgada preparativa) em hexano-acetona (85:15 ou 60:40, v/v),
fornecendo quatro compostos codificados como: CPT1 (8,0 mg), CPT2
(18,0 mg), CPT3 (5,0 mg) e CPT4 (4,0 mg) (Figura 14). A Figura 16
apresenta a CCDA de algumas fracbes da CC contendo 0s compostos
isolados descritos acima.

Figura 16 — CCDA em silica gel de algumas fragfes contendo 0s compostos
CPT1, CPT2, CPT3, CPT4 e CPT6. Fase movel: hexano-acetona 9:1 e 8:2,
respectivamente. Detecgédo: anisaldeido sulfirico/aquecimento.
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45.2 Isolamento de substancias da fracdo diclorometano de C.
pinnatifida (22 coleta)

A fracdo diclorometano (7,4 g) foi submetida a técnica de CLV,
empregando silica gel de fase normal como fase estacionaria e, como
fase mdvel, gradiente de solventes com polaridade crescente (hexano,
acetona e MeOH). Esse procedimento cromatografico forneceu dez
subfracbes (A, B, C, D, E, F, G, H, I e J). O sistema de elui¢&o utilizado,
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bem como o volume de solvente e a massa de cada subfracdo obtida
estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Esquema de eluigdo utilizado no fracionamento por CLV da fragido
diclorometano de C. pinnatifida.

Fase moével u til?;glduom(;L) Subfracao Mas?;gl))tida

Hexano puro 800 A 3,0
Hexano-acetona 85:15 700 B 29,0
Hexano-acetona 70:30 500 C 193,0
Hexano-acetona 55:45 500 D 1.690
Hexano-acetona 40:60 500 E 1.170
Hexano-acetona 25:75 500 F 926,0
Hexano-acetona 10:90 500 G 394,0
Acetona-MeOH 90:10 500 H 1.067
Acetona-MeOH 70:30 500 I 802,0

MeOH puro 800 J 1.150

Uma aliquota da subfracdo D (500 mg) foi purificada em coluna
cromatogréfica de silica gel, utilizando como eluente misturas binarias
de hexano-CHCI;, CHCI;-AcOEt e ACOEt-MeOH em gradiente
crescente de polaridade. Foram coletadas 158 fragdes, as quais foram
analisadas por CCDA e agrupadas em 35 fragdes conforme a
similaridade cromatografica. Este procedimento resultou no isolamento
da substancia CPT7 (7,0 mg). A fracdo F44-50 foi posteriormente
purificada por CCDP em hexano-acetona (75:25, v/v), fornecendo um
composto codificado como CPT5 (3,8 mg). Além disso, as fracfes F76-
83 e F84-89 foram submetidas a um novo fracionamento cromatogréafico
em coluna, empacotadas com a fase estacionaria Sephadex® LH-20,
empregando CHCI; e acetona como fases moveis, respectivamente.
Destes procedimentos foram obtidas 39 e 36 fracBes, as quais foram
reunidas por similaridade em CCDA, sendo possivel o isolamento de
dois compostos: CPT8 (56,3 mg) e CPT9 (17,5 mg), respectivamente
(Figura 14). A Figura 17 apresenta a CCDA das substancias CPT8 (A) e
CPT9 (B).
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Figura 17 — CCDA em silica gel dos compostos CPT8 (A) e CPT9 (B). Fase
mdvel: CHCIl;-AcOEt 75:25 e 70:30, respectivamente. Deteccdo: anisaldeido

sulfarico/aquecimento.

cPr$
E m CPT9
=08
A B

45.3 Isolamento de substéncias da fracédo acetato de etila de C.

pinnatifida (22 coleta)

Uma aliquota da frag8o acetato de etila (4,9 g) foi submetida ao
processo de fracionamento por CLV, utilizando silica gel como fase
estacionaria e os solventes CH,Cl,, AcOEt e MeOH (em proporcoes
variadas) como fase mével. Esse fracionamento cromatografico resultou
em oito subfragbes (A, B, C, D, E, F, G e H). O volume de solvente
empregado na CLV, o sistema de eluicdo e a massa de cada subfracdo
obtida estdo especificados na Tabela 3.

Tabela 3 — Esquema de eluigdo utilizado no fracionamento por CLV da fragdo
acetato de etila de C. pinnatifida.

Volume

Massa obtida

Fase movel utilizado (mL) Subfracéo (mg)
CH,Cl,-AcOEt 50:50 600 25,5
CH,Cl,-AcOEt 30:70 700 B 80,0

AcOEt puro 500 C 130,5
AcOEt-MeOH 80:20 500 D 2.620
AcOEt-MeOH 60:40 500 E 1.630
AcOEt-MeOH 40:60 500 F 250,0
AcOEt-MeOH 20:80 500 G 94,0

MeOH puro 700 H 74,0
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A subfragdo C (126,5 mg) foi submetida a um fracionamento por
Cromatografia Liquida de Média Pressdo (CLMP), utilizando-se uma
coluna Lobar Lichroprep® de silica de fase reversa (C18) como fase
estacionaria, e misturas de H,O-MeOH como fase mdvel. Foram obtidas
73 fragOes, as quais foram monitoradas por CCDA e reunidas de acordo
com o perfil cromatografico. A fracdo F50-53, eluida com H,0-MeOH
(60:40), forneceu 22,7 mg da substancia CPT10 (Figura 14).

Uma aliquota da subfracdo E (1.000 mg) foi submetida a CC,
utilizando-se Sephadex LH-20 como fase estacionaria, e acetona-MeOH
(1:1, v/v) como fase mdvel. Foram obtidas 37 fragdes. As fracOes
coletadas foram monitoradas por CCDA e reunidas de acordo com a
similaridade cromatogréafica. Uma aliquota da fracdo F16-19 (60 mg) foi
submetida a um novo fracionamento por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) em cromatégrafo Shimadzu SCL-10ADVP com
injecdo manual, equipado com duas bombas LC-10AD e detector UV-
VIS SPD-10AV. As andlises foram realizadas empregando-se uma
coluna de fase reversa C18 Phenomenex Luna (250 x 10 mm, 10 um)
como fase estaciondria e; uma mistura de ACN-H,O (20:80, v/v),
contendo 1% de acido férmico na fase aquosa, como fase mével. Todas
as analises foram realizadas em modo isocratico, com fluxo de 1,5
mL/min, detec¢do no UV a 325 nm e volume de injecdo de 1,0 mL. Ao
fim destas analises, foram obtidas duas substancias codificadas como
CPT11 (6,4 mg) e CPT12 (10,3 mg) (Figura 14). A Figura 18 apresenta
a CCDA das substancias CPT11 e CPT12.

Figura 18 — CCDA em fase reversa dos compostos CPT11 e CPT12. Fase
mével: H,O-MeOH (60:40). Detecgéo: anisaldeido sulfurico/aquecimento.
i P |
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4.5.4 Isolamento de substancias da fracdo diclorometano de C.
uniflora

Uma aliquota da fracdo diclorometano (3,0 g) de C. uniflora foi
submetida a um fracionamento preliminar por CLV, empregando silica
gel de fase normal como fase estacionaria e hexano, CH,Cl, AcOEt e
MeQOH, puros ou em misturas binarias, como sistema de elui¢do. Apds a
evaporacdo dos solventes em evaporador rotativo obtiveram-se doze
subfragdes (A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, L e M). O volume de solvente
utilizado na CLV, o sistema de eluicdo empregado e a massa de cada
subfracdo obtida estdo especificados na Tabela 4.

Tabela 4 — Esquema de eluigdo utilizado no fracionamento por CLV da fragdo
diclorometano de C. uniflora.

Fase movel . yolume Subfracéo Massa obtida
utilizado (mL) (mg)
Hexano-CH,CI, 70:30 400 A 16,0
Hexano-CH,Cl, 50:50 200 B 3,0
Hexano-CH,Cl, 30:70 200 C 0,9
CH,CI, puro 200 D 0,9
CH,Cl,-AcOEt 90:10 400 E 127,0
CH,Cl,-AcOEt 80:20 400 F 661,0
CH,Cl,-AcOEt 60:40 400 G 705,0
CH,Cl,-AcOEt 40:60 400 H 650,0
CH,CI,-AcOEt 20:80 400 I 137,0
AcOEt puro 400 J 49,0
AcOEt-MeOH 70:30 400 L 344,0
AcOEt-MeOH 50:50 400 M 307,0

A subfracdo F (661 mg) foi submetida a CC, utilizando-se silica
gel como fase estaciondria e misturas de hexano-AcOEt e AcOEt-
MeOH como fases mdveis. Foram coletadas 240 fragdes de 40 mL cada.
As fragdes coletadas foram monitoradas por CCDA e as amostras que
possuiam mesmo Rf foram reunidas. A fracdo F114-144, eluida com
hexano-AcOEt (80:20), forneceu 76,3 mg da substancia CUT2. A fracdo
F130-139 foi submetida a um novo processo de purificacdo por CCDP,
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eluida com CH,Cl,-AcOEt (75:25, v/v), obtendo-se 0 composto CUT7
(2,5 mg). Além disso, as fracGes F69-78 e F207-213 foram purificadas
em coluna de Sephadex LH-20, empregando acetona-MeOH (1:1) como
sistema de eluicdo. Dos procedimentos de purificacdo por exclusdo
molecular em Sephadex LH-20 foram obtidas 25 e 31 fracdes,
respectivamente. Essas fracfes foram agrupadas por similaridade em
CCDA, sendo possivel o isolamento de dois compostos: CUT9 (17,9
mg), a partir da fracdo F69-78, e CUT8 (5,2 mg) de F207-213 (Figura
15). A Figura 19 apresenta a CCDA de CUT2, CUT7 (A) e CUTS8 (B).

A subfracdo H (650 mg) foi purificada em CC de silica gel,
empregando-se os seguintes solventes: CH,Cl,, AcOEt e MeOH (puros
ou em misturas bindrias). Foram obtidas 270 fragGes. As fracOes
coletadas foram monitoradas por CCDA e reunidas de acordo com a
similaridade cromatografica. Ao fim desta coluna, as fracbes F136-161 e
F174-186 foram purificadas por CCDP, obtendo-se as substancias
CUT6 (12,2 mg) e CUT5 (77,9 mg), respectivamente (Figura 15). A
Figura 19 apresenta a CCDA das substancias CUT5 e CTUG (A).

Figura 19 — CCDA em silica gel de CUT2, CUT5, CUT6, CUT7 (A) e CUTS (B).
Fase movel: CH,Cl,-AcOEt (70:30). Detecgdo: anisaldeido sulfurico/aquecimento.
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455 Isolamento de substancias da fracdo acetato de etila de C.
uniflora

Uma aliquota da fracdo acetato de etila (6,0 g) foi submetida ao
processo de fracionamento por CLV, utilizando silica gel como fase
estacionéria e os solventes hexano, AcOEt, acetona e MeOH (em
proporcBes variadas) como fase modvel. Esse fracionamento
cromatogréafico originou oito subfracdes (A, B, C, D, E, F, Ge H). O
volume de solvente empregado na CLV, o sistema de elui¢do e a massa
de cada subfracéo obtida estéo especificados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Esquema de eluigdo utilizado no fracionamento por CLV da fragio
acetato de etila de C. uniflora.

Fase movel . yolume Subfracéo Massa obtida

utilizado (mL) (mg)

Hexano-AcOEt 90:10 300 A 20,0
Hexano-AcOEt 70:30 400 B 70,0
Hexano-AcOEt 50:50 400 C 460,0
Hexano-AcOEt 30:70 400 D 2.500
Hexano-AcOEt 10:90 400 E 1.090
AcOEt-acetona 50:50 400 F 190,0
Acetona pura 400 G 874,0
Acetona-MeOH 50:50 400 H 796,0

A subfracdo D (2.500 mg) foi fracionada por CC em silica gel,
utilizando como eluente misturas bindrias de CH,Cl,-MeOH em
gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas 151 fracfes, as quais
foram monitoradas por CCDA, e as amostras que possuiam mesmo Rf
foram reunidas em 16 grupos. Este fracionamento cromatografico
resultou no isolamento dos compostos CUT3 (61,9 mg) e CUT4 (122,7
mg). Além disso, a fracdo F77-87 foi purificada por CCDP em CH,ClI,-
MeOH (85:15, v/v), fornecendo 6,0 mg do composto CUT1 (Figura 15).
A Figura 20 apresenta a CCDA das substancias CUT3 e CUT4 (A).

As subfrac@es E e F foram monitoradas por CCDA e reunidas por
apresentarem perfil cromatografico semelhante. As mesmas (1.280 mg)
foram submetidas a um fracionamento por CLMP, utilizando-se uma
coluna Lobar Lichroprep® de silica de fase reversa (C18) como fase
estacionaria, e misturas de H,O-MeOH como fase mével. Foram obtidas
171 fragBes, as quais foram monitoradas por CCDA e reunidas de
acordo com o perfil cromatogréfico. A fracdo F122-134, eluida com
H,0-MeOH (70:30, v/v), forneceu 12,4 mg da substancia CUT11. A
fragdo F98-110 foi submetida a um novo processo de purificagdo por
CCDP, eluida com CH,Cl,-MeOH (70:30, v/v), obtendo-se 0 composto
CUT12 (5,0 mg). Além disso, a fragdo F10-22 foi purificada em coluna
de Sephadex LH-20, empregando MeOH como sistema de eluicéo.
Foram coletadas 15 fracfes deste procedimento cromatografico, as quais
foram agrupadas por similaridade em CCDA, sendo possivel o
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isolamento da substancia CUT10 (70,6 mg) (Figura 15). A Figura 20
apresenta a CCDA das substancias CUT10 (B) e CUT12 (C).

Figura 20 — CCDA em silica gel de CUT3 e CUT4 (A). Fase movel: CH,Cl,-
MeOH (85:15). CCDA em fase reversa dos compostos CUT10 (B) e CUT12 (C).
Fase movel: H,O-MeOH (50:50). Deteccéo: anisaldeido sulfdrico/aquecimento.
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4.6 ENSAIOS BIOLOGICOS in vitro FRENTE AS FORMAS
AMASTIGOTAS INTRACELULARES DE Leishmania amazonensis e
Trypanosoma cruzi

A avaliacdo da atividade antiprotozoaria in vitro foi realizada pela
Dra. Milene H. Moraes em parceria com o professor Dr. Mério Steindel
(Laboratério de Protozoologia — UFSC).

A linhagem celular de leucemia monocitica aguda THP-1 (ATCC
T1B202) (células coletadas no 3° ou 4° dia de crescimento) foi cultivada
em placas de 96 pogos em meio de cultura RPMI-1640 na auséncia de
vermelho de fenol (Sigma-Aldrich, CO. St. Louis, MO, EUA) e
suplementada com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Life Technologies,
EUA), 125 mM de tampdo HEPES, 100 U/mL de penicilina, 100
pg/mL de estreptomicina e 2 mM de Glutamax® a temperatura de 37 °C
em atmosfera de 5% de CO,. Posteriormente, essa cultura de células (4,0
x 10* células/poco) foi acrescida de 100 ng/mL de forbol 12-miristato
13-acetato (PMA) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) durante
72 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,, a fim induzir a sua
diferenciacdo em fagécitos aderentes semelhantes a macrofagos
(SCHWENDE et al., 1996).

As formas promastigotas de L. amazonensis
MHOM/BR/77/LTB0016, expressando a enzima B-galactosidase, foram
obtidas em meio Schneider (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
acrescido com 5% de SFB inativado e 2% de urina humana. As culturas
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foram mantidas a 26 °C por meio de repiques semanais em garrafas de
cultura celular em meio Schneider.

As formas intracelulares amastigotas a serem utilizadas no
screening leishmanicida foram obtidas a partir do cultivo de
promastigotas. Apo6s quatro dias de cultivo; uma suspensdo de
promastigotas, em fase logaritmica tardia de crescimento, foi coletada
por centrifugacdo e lavada duas vezes com PBS (Tampdo Salino
Fosfato, pH 7,4). A concentracdo de parasitas foi ajustada para 4,0 x 10°
células/mL em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 10% de
soro humano AB™ por 1 hora a 34 °C em estufa para opsonizagéo do
parasita. Em seguida, a suspensdo de promastigotas opsonizadas foi
adicionada sobre as células THP-1 na proporcéo de parasitas/célula 10:1
e incubada durante 4 horas a 34 °C em atmosfera de 5% de CO,. Ap0Gs
este periodo, os parasitas ndo internalizados nas células foram
removidos por meio de uma lavagem com PBS e, as células infectadas
foram incubadas por 24 horas com 180 pL de meio RPMI-1640
suplementado completo a fim de permitir a transformacdo das
promastigotas em amastigotas intracelulares.

A espécie Trypanosoma cruzi B-galactosidase, cepa Tulahuen, foi
fornecida pelo Laboratério de Parasitologia Celular e Molecular, Centro
de Pesquisas René Rachou, FIOCRUZ, Belo Horizonte. As formas
tripomastigotas, derivadas de cultura de células de fibroblastos L929
infectadas, foram utilizadas para infectar as células de macréfagos THP-
1 diferenciadas (4,0 x 10* células/poco) em microplacas de 96 pocos,
numa proporcao de parasitas/célula 3:1; e incubadas overnight a 37 °C
em estufa com 5% de CO,. O meio contendo os parasitas nao
internalizados foi removido e substituido por 180 puL de meio de cultura
fresco (BUCKNER et al., 1996).

Todos o0s compostos avaliados foram solubilizados em
dimetilsulféxido (DMSO) e diluidos nas concentracdes seriadas de 50 a
1,56 uM. Uma monocamada de células infectadas foi tratada pela adi¢éo
de 20 pL de cada composto testado, seguido por incubacdo em estufa
durante 48 horas a 34 ou 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO,.
Apos o tratamento, as células foram cuidadosamente lavadas com PBS e
incubadas durante 16 horas a 37 °C com 250 uL do substrato
cromogénico clorofenol vermelho-B-D-galactopiranosideo 100 pM
(CPRG) (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA) e Nonidet P-40
0,1% (NP-40) (Amresco Inc., Solon, Ohio, EUA). A densidade oOptica
foi lida em comprimento de onda de 570/630 nm em equipamento
TECAM®, modelo Infinite M200. Os ensaios biolégicos foram
realizados em triplicata e repetidos pelo menos duas vezes para avaliar a
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reprodutibilidade dos resultados e a manutengdo da atividade dos
compostos em solucdo. A determinacdo da concentracdo que inibe em
50% o crescimento dos parasitas (Clsg) foi calculada a partir de curvas
concentragao-resposta por regressao ndo linear. Anfotericina B (Bristol-
Myers, Squibb) e benznidazol (Sigma) foram utilizados como controle
positivo nos ensaios leishmanicida e tripanocida, respectivamente; e
DMSO 1% foi empregado como controle negativo.

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio com brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT), conhecido como
método colorimétrico MTT. Essa técnica consiste na incorporacdo do
MTT por células vidveis que reduzem o composto através da agdo de
desidrogenases mitocondriais, formando um sal de formazana insoltvel
e com coloragdo roxa, o qual se deposita no citoplasma. Dessa forma, a
reducdo de MTT & formazana é diretamente proporcional aoc nimero de
células viaveis em cultura. Para realizacdo desse ensaio de
citotoxicidade, as células THP-1 (6,0 x 10* por poco) foram semeadas
em microplacas de 96 pocos e diferenciadas com 100 ng/mL de PMA
durante 72 horas a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO,. Em
seguida, 20 puL dos compostos testados, diluidos em meio de cultura em
concentragdes decrescentes de 500 a 15,6 uM ou DMSO 1% (controle
negativo), foram adicionados sobre as células e cultivados por 72 horas
a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO,. A absorbancia foi
determinada em leitor de microplacas (TECAN) a 540 nm, e 0s
resultados foram expressos em CCs, (concentragdo citotdxica 50%). O
procedimento do ensaio colorimétrico usado na triagem dos compostos
esta esquematizado na Figura 21.

Figura 21 — Esquema colorimétrico utilizado na triagem dos compostos testados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51  OBTENGAO DOS  EXTRATOS  BRUTOS E
PARTICIONAMENTO LiQUIDO-LIQUIDO

Para a preparacdo dos extratos brutos de ambas as espéces C.
uniflora e C. pinnatifida empregou-se EtOH 92% como liquido extrator
devido a sua baixa toxicidade, baixo risco ambiental e elevada
polaridade, 0 que o torna capaz de extrair uma grande variedade de
metabolitos secundarios. Os valores dos rendimentos provenientes dos
extratos das folhas de C. uniflora e C. pinnatifida estdo apresentados na
Tabela 6. De modo geral, os extratos brutos das duas espécies
apresentaram bons rendimentos de massa bruta, haja vista que o material
vegetal empregado no processo extrativo foi fresco e, por conseguinte,
apresentava elevados teores de agua.

Tabela 6 — Rendimentos das extragdes das folhas de C. uniflora e C. pinnatifida.

Extratos Material vegetal fresco Massa bruta(g) Rendimento%o
C. uniflora 2.300 104,0 4,52
C. pinnatifida
(12 coleta) 800 12,0 15
C. pinnatifida
(22 coleta) 2.600 142,0 5,45

O particionamento com solventes de polaridades distintas
(hexano, CH,CI, e AcOEt) possibilitou o fracionamento do extrato bruto
em grupos de constituintes quimicos com coeficientes de particdo
semelhantes. Hexano é considerado um solvente de baixa polaridade,
extraindo compostos quimicos mais apolares (graxas, 6leos volateis,
esteroides, triterpenos). Enquanto isso, CH,Cl, e AcOEt sdo solventes
de polaridade intermediéria, sendo capazes de solubilizar metabdlitos
secundarios mais polares (lactonas sesquiterpéncias, alcaloides,
derivados fendlicos em sua formas agliconas). Desta forma, foi possivel
realizar uma semipurificacdo das substancias presentes no extrato bruto.
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52 IMPRES§AO DIGITAL METABOLICA DOS EXTRATOS E
FRACOES ORGANICAS DAS ESPECIES C. uniflora E C. pinnatifida
E DESREPLICACAO

Impressdo digital quimica ou fingerprinting metabolico é a
andlise de um conjunto de amostras de maneira simples e rapida visando
a obtencdo do perfil metabdlico caracteristico de um organismo sob
determinadas condigdes. As andlises de fingerprinting ndo tém por
finalidade identificar cada metabdlito detectado, mas sim comparar e
classificar perfis ou modelos metabdlicos que podem variar em resposta
a perturbacbes genéticas ou ambientais, podendo ainda identificar
substancias discriminantes ou biomarcadores (DETTMER; ARONOV;
HAMMOCK, 2007; KRASTANOV, 2010; VILLAS-BOAS &
GOMBERT, 2007). Por sua vez, a técnica de desreplicacdo (do inglés,
dereplication) refere-se & rapida identificacio de metabolitos
secundarios conhecidos em uma espécie em estudo, sendo uma
ferramenta bastante Util na deteccdo de novos compostos bioativos na
presenca de substancias ativas conhecidas. No entanto, essa ndo é uma
tarefa facil, haja vista que os metabdlitos secundarios ocorrem numa
vasta gama de concentra¢cBes nos produtos naturais, juntamente com
enormes variacdes na sua composicao e propriedades fisicas e quimicas.
Dessa forma, sdo necessarios métodos analiticos confidveis, robustos e
seletivos para identificar esses metabdlitos em amostras complexas
(ABDELMOHSEN et al., 2014; YULIANA et al., 2011).

As impressBes digitais dos extratos e fragcbes organicas foram
obtidas por UHPLC-UV(DAD)-MS. Os cromatogramas dos diferentes
extratos e fragcdes foram acessados e, em cada tempo de retencéo (tr), 0
espectro no UV foi analisado para identificar a classe quimica das
substancias presentes. Além disso, o0 espectro de massas também foi
empregado para obter a massa monoisotopica dos ions pico base bem
como os fragmentos originados nos modos de ionizagdo positivo e
negativo. Dessa forma, mediante comparacdo dos dados de tg, curvas de
absorcdo no UV e espectro de massas com os bancos de dados AsterDB
e DNP e/ou dados da literatura sobre a composicdo quimica do género
Calea, foi possivel sugerir algumas substancias presentes nos extratos
das duas espécies em estudo.

A andlise dos perfis quimicos de C. uniflora e C. pinnatifida
demonstrou a presenga de LST, flavonoides, derivados do &cido hidroxi-
cindmico, entre outros compostos fenolicos. Os flavonoides apresentam
intensa absorcdo no UV, exibindo duas bandas de absorcdo
caracteristicas: banda Il (anel A) com maximo de absor¢do entre 240-
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295 nm e banda I (anel B) com méaximo de absorgao entre 300-550 nm,
com varia¢fes que dependem da classe do flavonoide e da presenca de
grupos substituintes (auxdcromos) (ANDERSEN & MARKHAM, 2006;
GOBBO-NETO & LOPES, 2008; ROBARDS & ANTOLOVICH,
1997). Por sua vez, os derivados do &cido hidroxi-cindmico,
componentes majoritarios nos extratos e fracdes organicas, apresentam
caracteristicamente duas bandas de absor¢do maxima no UV: uma em
torno de 300 nm e outra em torno de 320 nm (CLIFFORD et al., 2003;
GOBBO-NETO & LOPES, 2008). As LST, detectadas em quantidades
menores do que o0 esperado nas amostras, absorvem em torno de 220 nm
quando apresentam duplas ligagdes conjugadas heteroanulares ou duplas
exociclicas conjugadas a carbonila como grupos cromoforos
(SCHMIDT, 1999; MERFORT, 2002; SILVERSTEIN; BASSLER;
MORRIL, 1979). E importante salientar que aneis y-lacténicos a,p-
insaturados com ligagdo dupla exociclica conjugada & carbonila sdo
bastante comuns no género Calea. Além disso, tendo em vista que
algumas LST ndo possuem cromoéforos relevantes, alguns compostos
dessa classe quimica podem ndo ter sido detectados nas andlises por
UHPLC-UV-DAD. As Figuras 22 e 23 apresentam 0s cromatogramas
com os perfis quimicos obtidos por UHPLC-UV-DAD das espécies C.
pinnatifida e C. uniflora, respectivamente.

A desreplicacdo do extrato bruto de C. pinnatifida possibilitou a
identificacdo de nove substancias por comparagdo com os bancos de
dados AsterDB e DNP. Essa espécie apresentou em sua composi¢do
guimica basicamente derivados fenolicos (derivados do acido hidroxi-
cindmico, flavonoides e cromenos). Além disso, alguns dos compostos
identificados tiveram a confirmagdo das suas estruturas quimicas pela
coinjecdo de substdncias puras e andlise dos seus padrdes de
fragmentacdo MS/MS obtidos no mesmo equipamento. A Figura 24
apresenta 0s cromatogramas de ions totais (TIC) do extrato bruto da
espécie C. pinnatifida obtidos nos modos negativo e positivo,
respectivamente.
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Figura 22 — Cromatogramas (A = 214, 254 e 325 nm) do extrato bruto e fracdes
organicas (diclorometano, acetato e metanol), respectivamente, de C. pinnatifida
obtidos por UHPLC-UV-DAD (Fase movel: H,O-ACN, com gradiente de

eluicdo; coluna ACE C18, 150 x 3 mm, 3 um; vazéo da fase mével 0,4 mL/min).
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Figura 23 — Cromatogramas (A = 214, 254 e 325 nm) do extrato bruto e fragdes
organicas (diclorometano, acetato e metanol), respectivamente, de C. uniflora
obtidos por UHPLC-UV-DAD (Fase mével: H,O-ACN, com gradiente de

eluicdo; coluna ACE C18, 150 x 3 mm, 3 um; vazdo da fase mével 0,4 mL/min).
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Figura 24 — Cromatogramas de ions totais (TIC) do extrato bruto de C.
pinnatifida obtidos a partir das analises por UHPLC-DAD-MS nos modos de
ionizacdo negativo (acima) e positivo (abaixo).
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Os derivados do &cido hidroxi-cinamico foram identificados por
meio dos espectros no UV e pelos espectros de massas (ions pico base e
fragmentos caracteristicos). Para tal, foi empregado o esquema
hierdrquico para identificacdo de acidos clorogénicos desenvolvido por
Clifford e colaboradores (2003, 2005, 2006, 2007). A tabela 7 contém a
identificacdo de alguns constituintes do extrato bruto de C. pinnatifida
com correspondentes tempos de retengdo, dados de espectrometria de
massas e no UV obtidos por UHPLC-DAD-MS.

O pico cromatogréafico com tr de 7,12 min é sugestivo do acido 3-
O-cafeoilquinico (3-ACQ), conhecido como acido clorogénico. Este
pico apresentou o fon pico base de m/z 355 [M+H]" no modo positivo e
m/z 353 [M-H] no modo negativo. Além disso, o 3-ACQ apresentou o
fon fragmento de m/z 191 [(M-H) — CAF] referente a perda de uma
unidade cafeoila (CAF) no modo de ionizag¢do negativo (CLIFFORD et
al., 2003; CLIFFORD; KNIGHT; KUHNERT, 2005; JANDA et al.,
2009). Para melhor diferenciacdo dos outros isdmeros cafeoilquinicos
(4-ACQ e 5-ACQ), os dados obtidos (tr, espectro de massas €
fragmentacdo) também foram comparados com o0s reportados por
Faleiro (2014), no qual foi realizada a desreplicacdo de extratos de
Aldama La Llave empregando o mesmo método utilizado nesse
trabalho.
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O pico cromatografico com tg de 7,94 min corresponde ao acido
cafeico (ACAF), apresentando o ion pico base de m/z 163 [(M+H) —
H,0]" no modo positivo, formado a partir da desidratagdo do &cido
cafeico; e o pico ion base de m/z 179 [M-H] no modo de ionizacao
negativo (WANG et al., 2012).

O pico cromatografico com tg de 8,76 min foi identificado como
0 &cido 3-O-feruloilquinico (3-AFQ), apresentando o ion pico base de
m/z 369 [M+H]" no modo de ionizac&o positivo e o fon de m/z 367 [M—
H]™ no modo negativo, baseado na descricdo de Clifford et al. (2003) e
comparacgdo com dados de Faleiro (2014).

O pico cromatografico com tg de 9,46 min é sugestivo da
guercetina 3-O-B-D-glicopiranosideo (isoquercitrina, ISOQ),
apresentando o ion pico base de m/z 465 [M+H]" no modo positivo e 0
fon de m/z 463 [M-H] no modo negativo. Além disso, a isoquercitrina
apresentou o fon fragmento de m/z 301 [(M-H) - Glicose]
correspondente a perda da molécula glicose no modo negativo (BRITO
et al., 2014; LAMBERT et al., 2015). Ainda, o padrdo dessa substancia
foi injetado para comparacao dos espectros no UV e de massas.

Os picos com tg de 10,03; 10,31 e 10,73 min correspondem aos
acidos dicafeoilquinicos (diACQ), sendo identificados como 3,4-
diACQ, 3,5-diACQ e 45-diACQ, respectivamente. No modo de
ionizagdo positivo, esses compostos apresentaram os ions de m/z 517
[M+H]" e m/z 499 [(M+H) — H,0]", sendo o segundo originado a partir
da perda de uma molécula de agua do acido diACQ. Enguanto isso, no
modo de ionizag¢do negativo foi observado o ion de m/z 515 [M-H]
como fon pico base. A identificacdo inequivoca desses trés isdbmeros foi
realizada pela ordem de eluicdo e seus padrGes de fragmentacdo
(CLIFFORD et al. 2003; CLIFFORD; KNIGHT; KUHNERT, 2005;
JAISWAL et al., 2014).

O pico cromatografico com tg de 14,15 min é sugestivo do
cafeato de etila (CAFET). Este pico apresentou o ion pico base de m/z
209 [M+H]" no modo de ionizag&o positivo e o fon de m/z 207 [M—H]
no modo de ionizacdo negativo. Além disso, o cafeato de etila
apresentou o ion fragmento de m/z 179 [(M-H) — C,Hs]™ correspondente
a perda do grupamento etila no modo de ionizagdo negativo
(LAMBERT et al., 2015). Ainda, um padrdo do cafeato de etila foi
injetado separadamente para confirmacao da estrutura quimica.

O pico cromatografico com tg de 20,59 min foi identificado como
0 cromeno metileupatoriocromeno (MEUP), apresentando o ion pico
base de m/z 233 [M+H]" no modo de ionizagao positivo.
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Tabela 7 — Constituintes quimicos identificados no extrato bruto de C. pinnatifida com correspondentes tempos de retencao (tg),
dados de espectrometria de massas e no UV obtidos a partir das anélises por UHPLC-DAD-MS.

tr Substéancias
(min)  sugeridas

fons observados (m/z) nos cromatogramas
TIC (UHPLC-MS) no modo positivo

fons observados (m/z) nos cromatogramas
TIC (UHPLC-MS) no modo negativo

Uvméx
(nm)

712 3-ACQ
7,94 ACAF
8,76 3-AFQ
9,46 1ISOQ

10,03  3,4-diACQ
10,31  3,5-diACQ
10,73 4,5-diACQ

14,15 CAFET

20,59 MEUP

[M+H]" 355,1016 pb (erro: 3,6 ppm);
[(M+H) — AQ]" 163

[(M+H) — H,0]" 163,0389 pb (erro: 3,7 ppm)

[M+H]" 369,1176 pb (erro: 2,7 ppm);
[(M+H) - AQ]" 177

[M+H]" 465,1021 pb (erro: 2,6 ppm);
Kh4+}D47(Hc]*303
[M+H]" 517,1332 pb (erro: 2,7 ppm);
[(M+H) — H,0]" 499
[M+H]" 517,1331 pb (erro: 2,9 ppm);
[(M+H) — H,0]" 499
[M+H]" 517,1330 pb (erro: 3,0 ppm);
[(M+H) — H,0]" 499

[M+H]" 209,0805 pb (erro: 4,3 ppm)

[M+H]" 233,1169 pb (erro: 3,9 ppm)

[M-H] 353,0876 pb (erro: 0,8 ppm);
[(M-H) - CAF] 191

[M-H] 179,0339 pb (erro:2,8 ppm)
[M-H] 367,1028 pb (erro: 0,3 ppm)

[M-H] 463,0877 pb (erro: 0 ppm);
[(M-H) — Glc] 301
[M-H] 515,1184 pb (erro: 1,2 ppm);
[(M-H) — AQ] 353
[M-H] 515,1182 pb (erro: 1,6 ppm);
[(M-H) - AQ] 353
[M-H] 515,1187 pb (erro: 0,6 ppm);
[(M-H) — AQ] 353
[M-H] 207,0654 pb (erro: 1,4 ppm)
[(M-H) — C,Hs] 179

299, 326
296, 324

298, 328

255, 354

297, 325

300, 327
297,327

300, 325

283, 329

pb: pico base; ACQ: acido cafeoilquinico; CFQ: acido feruloilquinico; AQ: &cido quinico; Glc: glicose; CAF: cafeoila; ACAF:
acido cafeico; 1SOQ: isoquercitrina; CAFET: cafeato de etila; MEUP: metileupatoriocromeno. Desreplicacdo considerando

valores de erro <5 ppm.
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A desreplicagdo do extrato bruto da espécie C. uniflora permitiu a
identificacdo preliminar de oito substancias. De maneira semelhante a
espécie C. pinnatifida, C. uniflora revelou-se composta basicamente por
compostos  fendlicos, derivados do &cido hidroxi-cinamico e
flavonoides. Os picos cromatograficos com tempo de retencédo (tg) 7,12;
7,94; 9,46; 10,03; 10,31; 10,73 e 14,15 min foram desreplicados
anteriormente e correspondem as substancias 3-ACQ, ACAF, 1SOQ,
3,4-diACQ, 3,5-diIACQ, 4,5-diIACQ e CAFET, respectivamente. Além
dessas substancias, o pico cromatografico com tg de 12,56 min foi
identificado como a cromona noreugenina (NOR). Este pico apresentou
o fon pico base de m/z 193 [M+H]" no modo positivo e m/z 191 [M-H]
no modo negativo. O espectro no UV desse composto apresentou dois
méximos de absorc&o, um em 248 nm e outro em 293 nm. E importante
salientar que o grupo cromona (Cg-C3) € o centro cromofdrico da
maioria dos compostos flavonoidicos (Cg-C3-Cg), fato que justifica essas
duas bandas de absor¢do no UV tipicas de flavonoides (FREDERICE et
al., 2009). Ainda, um padrdo da NOR foi injetado separadamente para
confirmacdo da estrutura quimica. A Figura 25 apresenta 0s
cromatogramas de ions totais (TIC) do extrato bruto de C. uniflora
obtidos nos modos de ionizagdo negativo e positivo, respectivamente.

Figura 25 — Cromatogramas de ions totais (TIC) do extrato bruto de C. uniflora
obtidos a partir das analises por UHPLC-DAD-MS nos modos de ionizagdo
negativo (acima) e positivo (abaixo).
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5.3 IDENTIFICACAO E ELUCIDACAO ESTRUTURAL DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS

O estudo quimico das folhas de C. uniflora e C. pinnatifida,
utilizando métodos convencionais de cromatografia em gel de silica e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, culminou no isolamento e
caracterizacdo estrutural de 23 metabdlitos secundarios provenientes de
diferentes classes quimicas: cromenos, flavonoides nas formas agliconas
e glicosiladas, lactonas sesquiterpénicas, aldeidos fendlicos, cromonas,
diterpenos e derivados do &cido hidroxi-cindmico (&cidos clorogénicos).
Dos 23 metabolitos isolados, 10 foram oriundos da espécie C.
pinnatifida, 11 da espécie C. uniflora e dois foram isolados de ambas as
espécies. Também € importante ressaltar que todos 0s compostos
isolados estdo sendo descritos pela primeira vez para as espécies em
estudo e a maioria para o género Calea.

A caracterizacdo estrutural das substancias isoladas foi realizada
através da interpretacdo de seus dados espectrais de RMN de *H e *C,
incluindo experimentos bidimensionais como COSY, HSQC e HMBC,
além de espectrometria de massas. A confirmagdo final de suas
estruturas foi realizada por comparacdo com dados de RMN e dados
fisicos (p.f.) disponiveis na literatura. Entre os compostos isolados
destacam-se as lactonas sesquiterpénicas, as quais sdo encontradas como
componentes majoritarios e caracteristicos do género Calea.

A seguir sera discutida a elucidacdo estrutural de cada uma das
substancias obtidas. Para melhor compreensdo, a caracterizagdo dos
compostos foi realizada de acordo com a espécie da qual foram isolados.

5.3.1 Investigacdo fitoquimica da espécie C. pinnatifida
5.3.1.1 Substancia CPT1 (eupatoriocromeno)

O composto CPT1 (8,0 mg) (Figura 26) foi obtido da fracdo
hexano (12 coleta) como cristais amarelos em forma de agulhas, com
ponto de fusdo (p.f.) na faixa de 78-80 °C. Na anélise por CCDA, esse
composto apresentou-se como uma mancha com fator de retencdo (Rf)
0,47 no sistema de eluicdo hexano:acetona (90:10, v/v). Além disso,
essa substancia apresentou extingdo de fluorescéncia sob luz UV em A =
254 nm e, fluorescéncia no comprimento de onda A = 366 nm. Apds
revelacdo com solucdo de anisaldeido sulfirico, esse composto
desenvolveu coloragdo azul-marinho.
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Figura 26 — Estrutura quimica do composto CPT1 (eupatoriocromeno).

O espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) (Figura 27) do
composto CPT1 revelou a presenga de dois simpletos largos ressonando
em 6y 7,31 (1H; sl; H-5) e 64 6,33 (1H; sl; H-8), indicando a presenca
de um anel benzeno 1,2,4,5-tetrassubstituido. Também foram
observados dois dupletos de um sistema de spin AM em &y 6,28 (1H; d;
J=9,9 Hz; H-4) e &4 5,58 (1H; d; J=9,9 Hz; H-3), tipicos de hidrogénios
olefinicos com configuracéo cis, sugerindo a ocorréncia de um cromeno
(benzopirano). Esta classe de metabdlitos secundarios foi confirmada
pela presenca de um simpleto intenso em &y 1,44 (6H; s; H-9 e H-10),
integrando para seis hidrogénios, atribuido as duas metilas geminais
localizadas no carbono C-2 do anel pirano. Um simpleto adicional em &y
2,54 (3H; s; H-12) foi sugestivo de hidrogénios de grupo metila alfa a
um grupo carbonila.

Todas as atribuicdes dos valores de **C foram feitas com base nos
experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 28) e HMBC
(Figura 29). Os mapas de correlagdo HSQC e HMBC demonstraram a
presenca de 13 sinais, incluindo uma carbonila de cetona (6¢ 202,3),
dois carbonos sp? aromaticos (5c 104,5 e 128,5), dois carbonos
aromaticos quaternarios (8¢ 113,8 e 113,5), dois carbonos aromaticos
quaternarios oxigenados (8¢ 160,4 e 165,2), dois carbonos olefinicos (8¢
121,0 e 128,9), um carbono quaternario sp* oxigenado (5c 77,9) e trés
grupamentos metila (d¢c 26,1; 28,6 e 28,6).

As correlacdes *H-'*C a longa distancia observadas no mapa de
correlagio HMBC permitiram estabelecer a conectividade entre 0s
atomos na molécula. O hidrogénio olefinico que ressona em & 6,28 (H-
4) mostrou correlagdo com os carbonos em 8¢ 77,9 (C-2), 128,5 (C-5) e
160,4 (C-8a). Além disso, o hidrogénio aromatico em &y 7,31 (H-5)
apresentou correlagdo com os carbonos em d¢ 121,0 (C-4), 165,2 (C-7),
160,4 (C-8a) e 202,3 (C-11); e os hidrogénios metilicos em 6y 1,44 (H-9
e H-10) mostraram correlagdo com os carbonos em d¢ 77,9 (C-2), 128,9
(C-3) e 28,1 (C-10). A Figura 30 apresenta algumas correlacbes HMBC
do composto CPT1.
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Os dados descritos acima sdo consistentes com um esqueleto 2,2-
dimetil-2H-cromeno. Considerando-se os dados publicados na literatura
(GOMEZ-HURTADO et al., 2012; HAREL et al., 2011) e a analise dos
dados espectrais de RMN 1D e 2D, o composto CPT1 (Cy3H1403) foi
identificado como sendo o eupatoriocromeno (6-acetil-7-hidroxi-2,2-
dimetil-cromeno). Vale salientar que ap6s a caracterizacdo desse
composto por RMN, o mesmo sofreu uma nova purificagéo, obtendo-se
100% de pureza por CLUE-DAD (Cromatografia Liquida de
Ultraeficiéncia acoplada a Detector de Arranjo de Diodos). A Tabela 8
apresenta uma comparacdo dos dados de RMN de ‘H e *C do
eupatoriocromeno com o0s dados reportados por GOmez-Hurtado e
colaboradores (2012).

Figura 27 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI;) do composto CPT1
(eupatoriocromeno).
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Figura 28 — Mapa de correlagcdo HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto CPT1
(eupatoriocromeno).
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Figura 29 — Mapa de correlagio HMBC (400 MHz, CDClI;) do composto CPT1
(eupatoriocromeno).
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Figura 30 — Representagdo de algumas correlagdes HMBC do composto CPT1
(eupatoriocromeno).
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Tabela 8 — Dados de RMN de 'H e **C (400 e 100 MHz, CDCl5) do
eupatoriocromeno em comparagdo com dados da literatura.

GOMEZ-HURTADO

du(mult, JHzZ) 8¢ etal. (2012), CDCl,

Posicdo 400 MHz ~ 100MHz TMBC Slmult. aHz) e
500 MHz 125 MHz
2 - 77,9 - i 77,9
3 558(d;99) 1289  2M4a  557(d;996) 1288
4 6,28(d;99) 1210  2/58a  626(d;996) 1209
4a - 1135 - - 1135
5 7,31 (sl) 1285 470811 7,29 (s) 1285
6 - 1138 - . 1139
7 - 165,2 - . 165,0
8 6,33 (sl) 1045 4a/6/7/8a 6,31 () 104,4
8a - 160,4 - . 160,4
9 1,44 (s) 286  2/3/10 1,43 (s) 28,5
10 1,44 (s) 286 2/3/9 1,43 (s) 28,5
11 - 202,3 - - 202,3
12 2,54 (s) 26,1 6/11 2,52 (s) 26,2

O eupatoriocromeno € um cromeno bastante comum no género
Calea, tendo sido previamente reportado nas espécies Calea serrata
(STEINBECK et al., 1997), C. hispida (BOHLMANN et al., 1982f), C.
oxylepis (BOHLMANN et al., 1982a), C. rotundifolia (BOHLMANN et
al., 1981b) e C. peckii (CASTRO et al., 1989). Além disso, esse
composto também foi isolado de espécies de outros géneros e familias,
tais como Ageratina arsenei (Asteraceae) (GOMEZ-HURTADO et al.,
2012), A. riparia (BANERJEE et al., 1985), Piper aduncum
(Piperaceae) (MOREIRA; GUIMARAES; KAPLAN, 1998),
Eupatorium riparium (Asteraceae) (BANDARA et al., 1992) e Tithonia
diversifolia (Asteraceae) (ZHAI et al., 2010). Com relacdo ao seu
potencial bioldgico, foi avaliada a atividade desse composto frente a
parasitas do género Trypanosoma (HAREL et al., 2013) e larvas dos
insetos Culex pipiens e Oncopeltus fasciatus (KLOCKE et al., 1985).

5.3.1.2 Substancia CPT2 (metileupatoriocromeno)

O composto CPT2 (18,0 mg) (Figura 31) foi isolado da fracdo
hexano (1? coleta) como um 6leo amarelo. Na analise por CCDA, essa
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substancia apresentou-se como uma mancha com valor de Rf = 0,40 no
sistema de solvente hexano:acetona (90:10, v/v), com extincdo de
fluorescéncia sob luz UV no comprimento de onda A = 254 nm. ApGs
revelacdo com o reagente anisaldeido sulfirico, esse composto
desenvolveu coloracéo azul-marinho.

Figura 31 — Estrutura quimica do composto CPT2 (metileupatoriocromeno).
H,CO 0

O espectro de RMN 1D das substancias CPT1 e CPT2
apresentaram o0 mesmo padrdo de sinais, sugerindo que este composto
também trata-se de um cromeno. O espectro de RMN de *H (400 MHz,
CDCl3) (Figura 32) desse composto mostrou sinais tipicos de
hidrogénios de sistema aromatico, apresentando um simpleto em 8y 7,54
(1H; s; H-5) e outro em &y 6,38 (1H; s; H-8). Também foi notada a
presenca dois dupletos em &y 6,30 (1H; d; J=9,8 Hz; H-4) e 64 5,53 (1H;
d; J=9,8 Hz; H-3), com constante de acoplamento da ordem de 9,8 Hz,
caracteristica de hidrogénios olefinicos com isomeria geométrica cis. A
presencga de um simpleto intenso integrando para seis hidrogénios em &4
1,44 (6H; s; H-9 e H-10) é referente as duas metilas geminais ligadas ao
anel pirano. Um simpleto adicional em &y 2,56 (3H; s; H-12) é sugestivo
de hidrogénios metilicos proximos a carbonila. A principal diferenga
observada entre os compostos CPT1 e CPT2 foi o aparecimento de um
sinal, integrando para trés hidrogénios, em oy 3,88 (3H; s; H-13),
compativel com a presenca de um grupamento metoxila no composto
CPT2.

O espectro de RMN de *C (100 MHz, CDCls) (Figura 33) do
composto CPT2 apresentou 14 sinais caracteristicos de um esqueleto
croménico: d¢ 77,7 (C-2), 128,4 (C-3), 121,4 (C-4), 114,0 (C-4a), 129,1
(C-5), 120,8 (C-6), 161,2 (C-7), 99,7 (C-8), 158,5 (C-8a), 28,4 (C-9),
28,4 (C-10), 197,6 (C-11), 31,9 (C-12) e 55,6 (C-13). As atribuicdes dos
valores de **C também foram realizadas com auxilio dos experimentos
de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 34) e HMBC (Figura 35).

A partir das correlacées espectroscopicas *H-*C a longa distancia
observadas no mapa de correlagio HMBC foi possivel estabelecer a
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conectividade entre os atomos na molécula. O hidrogénio olefinico H-4
(64 6,30) mostrou correlagdo com os carbonos C-2 (6¢ 77,7), C-4a (dc
114,0), C-5 (6¢ 129,1) e C-8a (6¢ 158,5). O mapa de correlacdo HMBC
também revelou correlagdo entre o sinal do hidrogénio aromatico em 6
6,38 (H-8) € os carbonos em d¢ 114,0 (C-4a), 120,8 (C-6), 161,2 (C-7) e
158,5 (C-8a); os hidrogénios metilicos em 6y 1,44 (H-10) mostraram
correlagdo com os carbonos em &¢ 77,7 (C-2), 128,4 (C-3) e 28,4 (C-9);
e, por sua vez, os hidrogénios da metoxila em &y 3,88 (H-13)
apresentaram correlagdo com o carbono aromatico oxigenado em &¢c
161,2 (C-7). Na Figura 36 sdo apresentadas algumas correlagbes HMBC
do composto CPT2.

A combinacdo de todos os dados espectroscdpicos apresentados
acima e a comparacdo com dados disponiveis na literatura (HAREL et
al., 2011; ZHAI et al., 2010) permitiram a identificacdo do composto
CPT2 (Cy4H1603) como sendo o metileupatoriocromeno (6-acetil-7-
metoxi-2,2-dimetil-cromeno). Na Tabela 9 sdo apresentados os dados de
RMN de *H e **C do metileupatoriocromeno, bem como as correlacdes
'H-*C a longa distancia observadas no mapa de correlagdo HMBC e a
comparacgdo com os dados descritos por Harel e colaboradores (2011).

O composto metileupatoriocromeno foi isolado anteriormente
de plantas de diferentes géneros da familia Asteraceae, entre elas
podemos destacar as espécies Calea oxylepis (BOHLMANN et al.,
1982a), C. teucrifolia (BOHLMANN et al., 1981c), C. rotundifolia
(BOHLMANN et al., 1981b), C. morii (BOHLMANN et al., 1981a),
Tithonia diversifolia (ZHAI et al., 2010), Ageratina pichinchensis var.
bustamenta (AGUILAR-GUADARRAMA et al., 2009), Flourensia
riparia (URIBURU et al, 2004) e Encelia farinosa (KUNZE;
MUELLER; PROKSCH, 1995). Além disso, também foram
investigadas algumas atividades biologicas para esse composto, a
exemplo das atividades antiprotozodria (HAREL et al., 2013),
antifingica (SATOH et al., 1996), inseticida (SRIVASTAVA &
PROKSCH, 1993), larvicida (KLOCKE et al.,, 1985) e fototoxica
(PROKSCH et al., 1983).
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Figura 32 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI,) do composto CPT2
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Figura 34 — Mapa de correlagdo HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto CPT2
(metileupatoriocromeno).
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Figura 35 — Mapa de correlagago HMBC (400 MHz, CDClI;) do composto CPT2
(metileupatoriocromeno).
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Figura 36 — Representagdo de algumas correlagdes HMBC do composto CPT2
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Tabela 9 — Dados de RMN de 'H e **C (400 e 100 MHz, CDClIs) do cromeno
metileupatoriocromeno em comparagéo com dados da literatura.

HAREL et al. (2011), CDCl,

&y (mult., J Hz) oc

Posicao oo MHz 100 MHz TTMBC 8 (mult., J Hz) 8¢
400 MHz 100 MHz
> - 777 - i 778
3 553(d;98) 1284  2/4a/9/0 551 (d; 9,8) 1286
4 630(d;98) 1214 2/M4a58a 6,29 (d: 9.8) 1215
4a - 114,0 - i 1142
5 7,54 (s) 1201 47088411 7,52 () 1293
6 ; 1208 - ; 1208
7 - 1612 - : 1613
8 6,38 (s) 997  4al6/7/8a 6,37 (s) 99,8
8a - 1585 - : 1587
9 1,44 (s) 284 2/3/10 1,43 (s) 28,6
10 1,44 (s) 284 20309 1,43 (s) 28,6
11 - 1976 - : 1978
12 256 (s) 31,9 6/11 255 (s) 32,1
13 3,88 (s) 55,6 7 3,86 (s) 55,8

5.3.1.3 Substancia CPT3 (encecalinol)

O composto CPT3 (5,0 mg) (Figura 37) foi obtido da fracdo
hexano (1% coleta) como uma goma esverdeada. Na analise por CCDA,
esse composto apresentou-se como uma mancha com Rf = 0,38 no
sistema de eluicdo hexano:acetona (80:20, v/v). Além disso, essa
substancia apresentou extin¢do de fluorescéncia sob luz UV em A = 254
nm e, quando revelado com o reativo anisaldeido sulfirico, adquiriu
coloragdo azul-marinho.

Figura 37 — Estrutura quimica do composto CPT3 (encecalinol).
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Os espectros de RMN 1D e 2D da substancia CPT3 apresentaram
sinais semelhantes aos dos cromenos eupatoriocromeno (CPT1) e
metileupatoriocromeno (CPT2), sugerindo que este composto também
pertence a esta classe quimica. O espectro de RMN de "H (400 MHz,
CDCl3) (Figura 38) do composto CPT4 revelou a presenca de um
dupleto em dy 6,94 (1H; d; J=0,3 Hz; H-5) e um simpleto em oy 6,37
(1H; s; H-8), indicativo da presenca de um anel aromatico 1,2,4,5-
tetrassubstituido. Também foi observado um duplo dupleto em &y 6,27
(1H; dd; J=9,7; 0,3 Hz; H-4) e um dupleto em 6y 5,47 (1H; d; J=9,7 Hz;
H-3). A presenca de um simpleto intenso, integrando para seis
hidrogénios em 8y 1,42 (6H; s; H-9 e H-10), ¢ atribuida as duas metilas
geminais localizadas no carbono C-2 do anel pirano. Um sinal adicional
em dy 3,82 (3H; s; H-13) na forma de um simpleto, com integracdo para
3H, é sugestivo de hidrogénios ligados a carbono sp* oxigenado, o qual
foi atribuido a uma metoxila. A principal diferenca observada entre os
compostos CPT2 e CPT3 foi referente a multiplicidade e aos valores de
deslocamento quimico dos hidrogénios H-11 e H-12. No composto
CPT4, os hidrogénios H-12 aparecem no espectro como um dupleto
ressonando em &y 1,48 (3H; d; J=6,5 Hz; H-12), enquanto o hidrogénio
H-11 revelou-se como um quadrupleto ressonando em dy 5,02 (1H; q;
J=6,5 Hz; H-11), tipico de hidrogénio carbinolico.

Todas as atribuicdes dos valores de *3C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 39)
e HMBC (Figura 40). Os mapas de correlacdo HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 14 &omos de carbono, incluindo dois
carbonos sp® arométicos (5c 99,9 e 123,9), dois carbonos arométicos
quaternarios (8¢ 113,7 e 125,6), dois carbonos aromaticos quaternarios
oxigenados (6¢ 153,2 e 157,5), dois carbonos olefinicos (6¢ 121,9 e
127,9), um carbono quaternario sp® oxigenado (3¢ 76,5), dois carbonos
sp® oxigenados (5¢ 55,6 e 65,8) e trés grupamentos metila (3¢ 22,9; 28,2
e 28,2).

As correlacdes *H-C a longa distancia visualizadas no mapa de
correlagio HMBC permitiram estabelecer a conectividade entre o0s
atomos na molécula. O hidrogénio olefinico que ressona em &y 6,27 (H-
4) mostrou correlagdo com os carbonos em 8¢ 76,5 (C-2), 123,9 (C-5) e
153,2 (C-8a). Além disso, o hidrogénio aromatico em &y 6,37 (H-8)
apresentou correlagdo com os carbonos em 8¢ 113,7 (C-4a), 125,6 (C-6),
157,5 (C-7) e 153,2 (C-8a) e os hidrogénios metilicos em 6y 1,48 (H-12)
mostraram correla¢do com os carbonos em 8¢ 125,6 (C-6) e 65,8 (C-11).
Na Figura 41 sd8o apresentadas algumas correlagbes HMBC do
composto CPT4.
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Os dados descritos acima reforcam a hip6tese da substancia CPT3
tratar-se de um cromeno. Considerando-se os dados publicados na
literatura (FANG; YU; MABRY, 1988; HAREL et al., 2011) e a analise
dos dados espectroscépicos de RMN 1D e 2D, o composto CPT3
(C14H1503) foi elucidado como sendo o cromeno encecalinol [6-(1-
hidroxi-etil)-7-metoxi-2,2-dimetil-cromeno]. E importante ressaltar que
apos a identificacdo desse composto por RMN 1D e 2D, 0 mesmo sofreu
uma nova purificacdo, obtendo-se cerca de 70% de pureza por CLUE-
DAD. Na Tabela 10 é realizada uma comparacao dos dados de RMN de
'H e BC do encecalinol com os dados descritos por Harel e
colaboradores (2011).

O cromeno encecalinol foi isolado previamente de plantas de
diferentes géneros, entre elas podemos destacar as espécies Calea morii
(BOHLMANN et al., 1981a), Ageratina glechonophylla (GONZALEZ
et al., 1989), Ageratum conyzoides L. (GONZALEZ et al., 1991) e
Baccharis glutinosa (DOMINGUEZ; EL DAHMI; ROMBOLD, 1986).
De maneira adicional, também foram investigadas algumas propriedades
bioldgicas para esse composto, a exemplo das atividades antiprotozoaria
(HAREL et al., 2013), antifungica (AGUILAR-GUADARRAMA et al.,
2009), antimicrobiana  (RIOS; AGUILAR-GUADARRAMA,;
NAVARRO, 2004) e larvicida (KLOCKE et al., 1985).

Figura 38 — Espectro de RMN de "H (400 MHz, CDCl;) do composto CPT3
(encecalinol).

8 8
i T
8
045 ©
H e
| H ] .
u | Ll A
0354 - lL o~ ,JL | e
! B = %
% R MW e e T
g 0.30
£ ~
% 025 %%
5
[}
E 0.20<
z
0.15
3 ~
0.10- $ ?T? ge
58 P,
- I o .
0 =R — ) O
1.01 1.00 1.19 1.28 1.611.33 1.611.53 1.07 3.48 369745
U U R e i U
7.0 6.5 6.0 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0

Chemical Shift (ppm)



141

Figura 39 — Mapa de correlagao HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto CPT3
(encecalinol).
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Figura 40 — Mapa de correlagio HMBC (400 MHz, CDClI;) do composto CPT3
(encecalinol).
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Figura 41 — Representagéo de algumas correlagbes HMBC do composto CPT3
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Tabela 10 — Dados de RMN de *H e **C (400 e 100 MHz, CDCl;) do cromeno
encecalinol em comparacéo com dados da literatura.

HAREL et al. (2011), CDCl,

6y (mult., J Hz) dc

Posicdo oo MHz ~ 100MHz TMBC 8. (mult,JHz)  &c
400MHz 100 MHz
2 - 765 i - 76,1
3 547(d;97) 1279  2/4a 5,46 (d; 9,8) 121,7
4 627(dd:97;03) 1219  2/5Ba 6,27 (d:9.8) 1236
4a - 1137 i - 1136
5 6,94 (d;03) 1239  4/7/8a/11 6,94 (3) 1274
6 - 1256 i ) 1258
7 - 157,5 i ; 157,0
8 6,37 (5) 999  4al6/7/8a 637 () 99,4
8a - 153,2 i ) 153,0
9 1,42 (3) 282 2/3/10 1,41 (5) 2738
10 1,42 (s) 282 2/3/9 1,42 (s) 27,8
11 5,02 (q; 6,5) 65,8 12 5,01 (q; 6,5) 65,2
12 1,48 (d; 6,5) 229 6/11 1,47 (d; 6,5) 228
13 3,82 (3) 55,6 7 3,81 (5) 55,1

5.3.1.4 Substancia CPT4 (etil encecalol)

O composto CPT4 (4,0 mg) (Figura 42) foi isolado da fracdo
hexano (1% coleta) como um o6leo verde amarelado. Na analise por
CCDA, essa substancia apresentou-se como uma mancha com valor de
Rf = 0,67 no sistema de solvente hexano:acetona (90:10, v/v), com
extingdo de fluorescéncia sob luz UV no comprimento de onda A = 254
nm. Apo6s revelagdo com o agente cromogénico anisaldeido sulfarico,
essa substancia desenvolveu coloragdo azul-marinho.

Figura 42 — Estrutura quimica do composto CPT4 (etil encecalol).
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O espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCls) (Figura 43) do
composto CPT4 mostrou uma estreita semelhanca com o espectro de
RMN de 'H de CPT3, sugerindo que aquele composto também pertence
a classe dos cromenos. Foram identificados no espectro dois simpletos,
um em &y 7,00 (1H; s; H-5) e outro em 6y 6,34 (1H; s; H-8), que podem
ser atribuidos a hidrogénios aromaticos pertencentes a um sistema de
spin AM. Também foi notada a presenca de dois dupletos referentes a
hidrogénios olefinicos em 8y 6,29 (1H; d; J=9,7 Hz; H-4) e 64 5,45 (1H;
d; J=9,7 Hz; H-3). A presenca de um simpleto integrando para seis
hidrogénios em &y 1,43 (6H; s; H-9 e H-10) é referente as duas metilas
geminais ligadas ao anel pirano; e um sinal em &4 3,77 (3H; s; H-13) na
forma de um simpleto, com integragéo para 3H, corrobora a presenca de
uma metoxila. Adicionalmente, também foi observado no espectro um
dupleto em &y 1,35 (3H; d; J=6,4 Hz; H-12) acoplando com um
quadrupleto ressonando em &y 4,74 (1H; q; J=6,4 Hz; H-11). A
comparacao entre os espectros de CPT3 e CPT4 evidenciou a presenca
de trés sinais que ndo haviam sido visualizados em CPT3. O espectro do
composto CPT4 apresentou ainda dois duplos quadrupletos em &y 3,39
(1H; dg; J=9,4; 7,0 Hz; H-1"a) e 64 3,37 (1H; dg; J=9,4; 7,0 Hz; H-1"b),
caracteristicos de hidrogénios diastereotopicos de metileno e um duplo
dupleto em &y 1,18 (3H; dd; J=7,0; 7,0 Hz; H-2"). Esse conjunto de
sinais corrobora a presenca de um grupamento etoxila.

Todas as atribuicdes dos valores de **C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 44)
e HMBC (Figura 45). Os mapas de correlacdo HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 16 sinais, incluindo dois carbonos sp®
aromaticos (8¢ 99,3 e 123,9), dois carbonos aromaticos quaternarios (dc
113,9 e 124,6), dois carbonos aromaticos quaternarios oxigenados (8¢
152,8 e 157,6), dois carbonos olefinicos (8¢ 122,2 e 127,5), um carbono
quaternario sp°® oxigenado (3¢ 76,3), trés carbonos sp® oxigenados (8¢
55,5; 63,8 e 70,9) e quatro metilas (d¢c 15,5; 22,8; 28,2 e 28,2).

As correlacdes *H-*C a longa distancia observadas no mapa de
correlagio HMBC permitiram estabelecer a conectividade entre o0s
atomos na molécula. O hidrogénio olefinico H-4 (64 6,29) mostrou
correlacdo com os carbonos C-2 (8¢ 76,3), C-4a (6¢ 113,9), C-5 (8¢
123,9) e C-8a (3¢ 152,8). Além disso, os hidrogénios diastereotopicos
H-1’a e H-1’b (84 3,39; 3,37) apresentaram correlacdo com os carbonos
C-11 (8¢ 70,9) e C-2’ (8¢ 15,5); e os hidrogénios metilicos H-12 (84
1,35) mostraram correlacdo com os carbonos C-6 (6c 124,6) e C-11 (8¢
70,9). Na Figura 46 sdo mostradas algumas correlagbes HMBC do
composto CPT4.
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A combinacdo de todos os dados espectroscépicos apresentados
acima e a comparacdo com dados disponiveis na literatura (STEELINK
& MARSHALL, 1979) permitiram constatar que o composto CPT4
(C16H22053) trata-se do cromeno etil encecalol [6-(1-etoxi-etil)-7-metoxi-
2,2-dimetil-cromeno]. Na Tabela 11 estdo sumarizados os dados de
RMN de *H e *3C do etil encecalol, bem como as correlaces *H-*C a
longa distancia observadas no mapa de correlacdo HMBC e a
comparacao com os dados descritos por Steelink e Marshall (1979).

O cromeno etil encecalol foi descrito anteriormente como um
artefato da espécie Encelia farinosa Gray produzido durante o processo
de extracdo empregando EtOH como liquido extrator (STEELINK &
MARSHALL, 1979). Em geral, os derivados etoxilados sdo pouco
comuns do ponto de vista biogenético; entretanto, esse composto
também foi isolado do extrato n-hexano de Ageratum conyzoides, e em
nenhum procedimento cromatografico de isolamento e purificacdo foi
empregado EtOH (FANG; YU; MABRY, 1988). No intuito de averiguar
se esse composto é ou ndo um artefato oriundo do processo extrativo
com EtOH, foi realizada uma extracdo com MeOH empregando uma
peguena parte do material vegetal e, em seqguida, o extrato bruto foi
submetido a0 mesmo procedimento de particionamento. Apds analise
por CCDA, o etil encecalol ndo foi identificado, concluindo-se que,
provavelmente, 0 mesmo tratava-se de um artefato. N&o ha registros na
literatura de estudos biol6gicos desenvolvidos com esse cromeno.

Figura 43 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CDCI;) de CPT4 (etil encecalol).
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Figura 44 — Mapa de correlagao HSQC (600 MHz, CDCl3) do composto CPT4
(etil encecalol).

o ll e AuU-\L‘_L‘ ‘

J . ko
-J " -
e P F g
=
2 ; w0 §
= e = 3
| EOE
2
- - 100 ©
C] T
o TP -
T T T T T T T T T T
7 6 4 2 1 0

3
F2 Chemical Shift (ppm)

Figura 45 — Mapa de correlagio HMBC (600 MHz, CDCl;) do composto CPT4
(etil encecalol).
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Tabela 11 — Dados de RMN de *H e **C (600 e 150 MHz, CDCl;) do cromeno
etil encecalol em comparagdo com dados da literatura.

STEELINK &
MARSHALL
Posigao  Ow(Mult, JH2) - Be  HmBC __(1979). CCly
&y (mult., J Hz)
100 MHz
2 - 76,3 - -
3 5,45 (d: 9,7) 1275 2/4a/9/10 533 (d; 10,0)
4 6,20 (d: 9,7) 1222 2/4a/5/8a 6,24 (d: 10,0)
4a - 113,9 ; -
5 7,00 (s) 1239 4/7/8/8a/11 7,00 (5)
6 - 1246 - -
7 - 157,6 - ]
8 6,34 (5) 993  4a/6/7/8a/11 6,28 (3)
8a - 152,8 ; i
9 1,43 (5) 28,2 213/10 1,33 (3)
10 1,43 (5) 28,2 213/9 1,33 (5)
11 4,74 (q; 6,4) 709 57121 4,72 (q; 7,0)
12 1,35 (d: 6,4) 22,8 6/11 1,26 (d: 7,0)
13 3,77 (3) 55,5 7 3,63 (s)
'a  339(dq;94:70) 638 1/2° ,
I'b 337(dq:94:70) 638 172 331 (4: 60)
> 118(dd;7,0;7,0) 155 ik 1,10 (d; 6,0)

5.3.1.5 Substancia CPT5 (12-hidroxi-encecalina)

O composto CPT5 (3,8 mg) (Figura 47) foi isolado da fracéo
diclorometano (22 coleta) como um 6leo de cor amarela. Na analise por
CCDA, esse composto apresentou-se como uma mancha com Rf = 0,43
no sistema de eluicdo hexano:acetona (75:25, v/v). Além disso, essa
substancia apresentou extin¢do de fluorescéncia sob luz UV em A= 254
nm e fluorescéncia no comprimento de onda A = 366 nm. Apoés
revelacdo com solucdo de anisaldeido sulfirico, esse composto
desenvolveu coloragdo azul-marinho.
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Figura 47 — Estrutura quimica do composto CPT5 (12-hidroxi-encecalina).

O espectro de RMN 1D das substancias CPT2 e CPT5
apresentaram 0 mesmo padrdo de sinais, sugerindo que este composto
também trata-se de um cromeno. O espectro de RMN de *H (600 MHz,
CDCly) (Figura 48) do composto CPT5 mostrou sinais tipicos de
hidrogénios de sistema aromatico, apresentando um simpleto em &y 7,76
(1H; s; H-5) e outro em 8y 6,38 (1H; s; H-8). Também foi notada a
presenca dois dupletos em 6y 6,33 (1H; d; J=9,9 Hz; H-4) e &y 5,56 (1H;
d; J=9,9 Hz; H-3), com constante de acoplamento da ordem de 9,9 Hz,
caracteristica de hidrogénios olefinicos com isomeria geométrica cis. A
presenca de um simpleto intenso integrando para seis hidrogénios em 6y
1,46 (6H; s; H-9 e H-10) é referente as duas metilas geminais ligadas ao
anel pirano. Um simpleto adicional em 64 3,89 (3H; s; H-13), integrando
para trés hidrogénios, é compativel com a presenca de um grupamento
metoxila. A principal diferenca observada entre os compostos CPT2 e
CPT5 foi referente a multiplicidade e aos valores de deslocamento
guimico dos hidrogénios H-12. No composto CPT5, os hidrogénios H-
12 aparecem no espectro como um dupleto ressonando em &4 4,68 (2H;
d; J=4,6 Hz; H-12), tipico de hidrogénio carbindlico. Além disso, no
espectro de CPT5 foi observada a presenca de um tripleto adicional em
Sy 3,84 (1H; t; J=4,6 Hz), integrando para um hidrogénio, atribuido a
um grupamento hidroxila (OH). A constante de acoplamento de 4,6 Hz é
referente ao acoplamento da hidroxila com os hidrogénios do metileno
(H-12).

Todas as atribuicdes dos valores de **C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 49)
e HMBC (Figura 50). Os mapas de correlacio HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 14 atomos de carbono, incluindo dois
carbonos sp® aromaticos (5c 99,6 e 129,2), dois carbonos aromaticos
quaternarios (8¢ 114,6 e 115,5), dois carbonos aromaticos quaternarios
oxigenados (8¢ 159,8 e 162,4), dois carbonos olefinicos (6¢ 121,2 e
128,9), um carbono quaternario sp> oxigenado (5c 78,2), dois carbonos
sp3 oxigenados (8¢ 55,7 e 69,6), uma carbonila de cetona (197,2) e dois
grupamentos metila (6¢c 28,6 e 28,6).
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A partir das correlacées espectroscopicas *H-C a longa distancia
observadas no mapa de correlagio HMBC foi possivel estabelecer a
conectividade entre os atomos na molécula. O hidrogénio olefinico H-4
(dn 6,33) mostrou correlagdo com os carbonos C-2 (8¢ 78,2), C-5 (3¢
129,2) e C-8a (8¢ 159,8). O mapa de correlagio HMBC também revelou
correlacdo entre o sinal do hidrogénio aromatico em 84 6,38 (H-8) e 0s
carbonos em 6¢ 115,5 (C-6), 162,4 (C-7) e 159,8 (C-8a); enquanto 0s
hidrogénios metilicos em 8y 1,46 (H-10) mostraram correlacdo com o0s
carbonos em d¢ 78,2 (C-2), 128,9 (C-3) e 28,6 (C-9) e os hidrogénios da
metoxila em 8y 3,89 (H-13) apresentaram correlacdo com o carbono
aromatico oxigenado em d¢ 162,4 (C-7). Além disso, o hidrogénio da
hidroxila mostrou correlacdo com os carbonos C-11 (8¢ 197,2) e C-12
(6¢ 69,6). Na Figura 51 sdo apresentadas algumas correlaces HMBC do
composto CPT5.

A combinacdo de todos os dados espectroscépicos apresentados
acima e a comparacdo com dados disponiveis na literatura
(BOHLMANN & JAKUPOVIC, 1978) permitiram a identificacdo do
composto CPT5 (Cy4Hi60,) como sendo o cromeno 12-hidroxi-
encecalina, também  conhecido como  7-(O)-metil-desacetil-
ripariocromeno B. Na Tabela 12 sdo apresentados os dados de RMN de
'H e ¥*C da 12-hidroxi-encecalina, bem como as correlagées *H-*C a
longa distancia observadas no mapa de correlagdo HMBC e a
comparagdo com os dados descritos por Bohlmann e Jakupovic (1978).

Figura 48 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCI,) de CPT5 (12-hidroxi-encecalina).
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Figura 49 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, CDCl3) do composto CPT5
(12-hidroxi-encecalina).
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Figura 50 — Mapa de correlagio HMBC (600 MHz, CDClI;) do composto CPT5
(12-hidroxi-encecalina).
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Figura 51 — Representagao de algumas correlagdes HMBC do composto CPT5
(12-hidroxi-encecalina).
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Tabela 12 — Dados de RMN de *H e **C (600 e 150 MHz, CDCl;) do cromeno
12-hidroxi-encecalina em comparagdo com dados da literatura.

BOHLMANN &
JAKUPOVIC
posigao (Ul IH2) - be - HmBC  __(1978) cpel,
&y (mult., J Hz)
270 MHz

2 : 78,2 : :

3 556(:99 1289 240910  551(¢95)
4 633(d99 1212 25/ 6,30 (d; 9.5)
4a - 1146 - -

5 7,76 (s) 129,2 4/7/8a/11 7,73 (s)

6 : 1155 : :

7 : 162,4 : :

8 6,38 (5) 996  6/7/8all 6,35 (5)

8a : 1598 : :

9 1,46 (5) 2866  2/3/10 144 (9)

10 1,46 (5) 28,6 2/3/9 1,44 (5)

11 - 197,2 - -

12 488(¢46) 696 1 4,64 (d; 4,0)
13 3,89 (5) 55,7 7 3,86 (5)
OH 3,84 (t; 4,6) ; 11/12 ;

O composto 12-hidroxi-encecalina foi isolado anteriormente das
espécies Helichrysum cymosum (L.) D. Don (JAKUPOVIC et al., 1989),
Brasilia sickii (BOHLMANN et al, 1983), Lagascea rigida
(BOHLMANN & JAKUPOVIC, 1978), Calea teucrifolia
(BOHLMANN et al., 1981c) e Arnica lesingii (MERFORT;
PABREITER; WILLUHN, 1992). No entanto, até o presente momento
ndo ha relatos na literatura de estudos biol6gicos desenvolvidos com
esse cromeno.

5.3.1.6 Substancia CPT6 (fitol)

O composto CPT6 (5,0 mg) (Figura 52) foi isolado da fracdo
hexano (12 coleta) como um 6leo amarelo. Na analise por CCDA, esse
composto mostrou-se como uma mancha com Rf = 0,51 no sistema de
eluicdo hexano:acetona (80:20, v/v). Além disso, essa substancia nao
apresentou fluorescéncia em A = 366 nm, bem como ndo extinguiu a
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fluorescéncia em A = 254 nm. Apos revelacdo com o reativo anisaldeido
sulfirico, esse composto adquiriu cor roxa.

Figura 52 — Estrutura quimica do composto CPT6 (fitol).
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O espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI,) (Figura 53) da
substancia CPT6 revelou a presenga de um triplo quadrupleto em
5,41 (1H; tq; J=7,0; 1,2 Hz; H-2), caracteristico de hidrogénio olefinico.
A constante de acoplamento da ordem de 7,0 Hz sugere um acoplamento
vicinal (Jun), enquanto a constante de acoplamento de 1,2 Hz é
indicativa de acoplamento alilico (*Jyu). Também foi observado no
espectro um dupleto em 84 4,15 (2H; d; J=7,0 Hz; H-1), integrando para
dois hidrogénios, tipico de hidrogénios oximetilénicos; e dois
multipletos na regido entre 8y 1,35-1,26 e 8y 1,15-1,10; caracteristico de
grupos CH, de cadeia carbdnica alifatica. Na regido mais protegida do
espectro foram observados trés sinais, o primeiro em &y 0,87 (6H; d;
J=6,3 Hz; H-16 e H-17), o0 segundo em &y 0,85 (3H; d; J=6,3 Hz; H-18)
e o terceiro em 64 0,84 (3H; d; J=6,6 Hz; H-19), integrando para 3H
cada, caracteristicos de hidrogénios metilicos. O espectro de hidrogénio
também revelou um sinal de metila mais desprotegido que 0s anteriores,
com deslocamento quimico em &y 1,67 (3H; d; J=1,2 Hz; H-20),
sugerindo a presenca de um grupamento metila ligado a um carbono
olefinico. A constante de acoplamento de 1,2 Hz é sugestiva de
acoplamento alilico (*Ju). Este conjunto de dados espectrais sugere a
ocorréncia de um diterpeno. Com o intuito de confirmar a atribuicéo do
hidrogénio H-2, foi realizada a simulacdo da multiplicidade e dos
valores das constantes de acoplamento com o auxilio do programa
FOMSC3 (CONSTANTINO et al., 2006). Para tal, foram utilizados os
valores de deslocamento quimico e de J (Hz) obtidos no espectro
experimental (Figura 54).

Todas as atribuicdes dos valores de **C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 55)
e HMBC (Figura 56). Os mapas de correlacio HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 20 atomos de carbono, incluindo um
carbono sp? olefinico (3¢ 123,2), um carbono olefinico quaternario (3¢
140,3), um carbono sp3 oxigenado (8¢ 59,5), nove metilenos (d¢c 24,4,
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24,7; 25,2; 36,4; 37,4; 37,6; 38,3; 39,3 e 39,9), trés metinos (8¢ 28,0;
32,6 e 32,8) e cinco grupos metila (d¢ 16,2; 19,8; 19,8; 22,7 e 22,7).

As correlacdes a mais de uma ligacéo entre hidrogénio e carbono
(ZJHC, 3JHC e 4JHC) observadas no mapa de correlacdo HMBC permitiram
estabelecer a conectividade dos fragmentos identificados. O hidrogénio
olefinico H-2 (84 5,41) mostrou correlacdo com os carbonos C-1 (8¢
59,5), C-4 (8¢ 39,9) e C-20 (8¢ 16,2). Adicionalmente, os hidrogénios
oximetilénicos em &y 4,15 (H-1) apresentaram correlacdo com o0s
carbonos C-2 (6¢ 123,2), C-3 (6c 140,3) e C-4 (6¢c 39,9); e os
hidrogénios metilicos H-16 (84 0,87) mostraram correlagdo com 0s
carbonos C-14 (8¢ 39,3), C-15 (8¢ 28,0) e C-17 (8¢ 22,7). Na Figura 57
sdo apresentadas algumas correlaces HMBC do composto CPTB6.

Todas as informacBGes espectrais anteriormente descritas
corroboram a presenca de um esqueleto diterpénico. Considerando-se 0s
dados descritos na literatura (MELOS et al., 2007; MIRANDA et al.,
2012; RAGASA; JAVIER; TAN, 2003) e a analise dos dados
espectroscopicos de RMN uni- e bidimensionais, o composto CPT6
(CyoH400) foi identificado como sendo o fitol (3,7,11,15-tetrametil-
hexadec-2-en-trans-1-ol). Na Tabela 13 é apresentada uma comparagédo
dos dados de RMN de *H e **C do fitol com os dados reportados por
Ragasa, Javier e Tan (2003); bem como sdo enumerados oS
acoplamentos a longa distancia Jyc identificados no mapa de correlacéo
HMBC.

O fitol é um diterpeno pertencente ao grupo dos alcoois aciclicos
insaturados de cadeia longa (C,oH40O) e ramificada. O mesmo é parte
integrante da familia das clorofilas, conferindo a essas substancias uma
propriedade hidrofébica. O fitol é encontrado majoritariamente na
clorofila a, bem como em menor proporcdo nas clorofilas b, ¢ e d.
Outras possiveis fontes desse diterpeno incluem 6leos vegetais, carnes,
produtos lacteos derivados de ruminantes, fosfolipidios bacterianos e
vitamina K (MCGINTY; LETIZIA; API, 2010; RONTANI &
VOLKMAN, 2003).

Alguns trabalhos publicados na literatura tém evidenciado o
potencial bioldgico desse alcool aciclico insaturado. J& foram descritas
para o fitol atividades antimicobactéria (SAIKIA et al.; 2010),
antinociceptiva (LEITE, 2010), anti-inflamatdria (SANTOS et al., 2013;
SILVA et al., 2013), antioxidante (SANTOS et al., 2013), antiparasitaria
(MORAES et al., 2014) e ansiolitica (COSTA et al., 2014). Além disso,
esse diterpeno é rotineiramente empregado na indlstria como
componente de xampus, sabonetes, cosmeéticos, detergentes, entre
outros; e seus derivados sdo capazes de induzir resposta imunolégica em
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humanos, possibilitando sua utilizagdo como adjuvante em vacinas
(AACHOUI et al., 2011).

Figura 53 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCI;) do composto CPT6
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Figura 55 — Mapa de correlagdo HSQC (400 MHz, CDCl3) do composto CPT6

(fitol).
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Figura 56 — Mapa de correlagio HMBC (400 MHz, CDCl;) do composto CPT6
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Figura 57 — Representagdo de algumas correlagdes HMBC do composto CPT6
(fitol).
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Tabela 13 — Dados de RMN de *H e **C (400 e 100 MHz, CDCI5) do diterpeno
fitol em comparacéo com dados da literatura. NO = sinal ndo observado.

RAGASA; JAVIER; TAN

. su(mult,JHZ) B 2003), CDCI
Posiggo ™ (400 MHz ) 100mHz HMBC & (mu(lt., J I)—|z) 5
400 MHz 100 MHz
1 415(d;7.0) 595 234 415(d:67) 594
2 541(tq;7.0:12) 1232 1420  541(567) 1231
3 ; 1403 ) ) 1403
4 204200(m) 399  2/3/5/20 NO 39,9
5  135126(m) 252 - NO 25,1
6  1151,10(m) 36,4 : NO 36,6
7 135126(m) 326 : NO 32,7
8  1151,10(m) 37,6 : NO 37,4
9 135126(m) 24,4 : NO 24,4
10 115110(m) 37,4 ; NO 37,4
11 135126(m) 328 : NO 32,8
12 115110(m) 383 : NO 37,3
13 135126(m) 247 ; NO 24,8
14 115110(m) 393 : NO 39,4
15 135126(m) 280 : NO 28,1
16 087(d63) 227 141517 087(d:67) 227
17 087(d63) 227 141516 087(d:67) 226
16 085(d;63) 198 7812  086(d;20) 197
19 08466 198 7/8 085(d;32) 19,7
20 167(d;12) 162 2034 NO 16,2

5.3.1.7 Substancia CPT7 (vanilina)

O composto CPT7 (7,0 mg) (Figura 58) foi isolado da fracdo

diclorometano (22 coleta) como um sélido cristalino, com p.f. entre 81,8-
82,0 °C. Na analise por CCDA, essa substancia apresentou-se como uma
mancha com valor de Rf = 0,58 no sistema de solvente CHCI;:AcOEt
(90:10, v/v), com extingcdo de fluorescéncia sob luz UV no comprimento
de onda A = 254 nm. Apo6s revelacdo com o reagente quimico
anisaldeido sulfirico, essa substancia desenvolveu coloracdo amarelo-

clara.
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Figura 58 — Estrutura quimica do composto CPT7 (vanilina).
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O espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCls) (Figura 59) do
composto CPT7 revelou a presenca de dois dupletos ressonando em &
7,425 (1H; d; J=1,8 Hz; H-2) e 4 7,04 (1H; d; J=8,4 Hz; H-5), e um
duplo dupleto em &y 7,424 (1H; dd; J=8,4; 1,8 Hz; H-6), sugerindo a
presenca de um anel aromatico 1,3,4-trissubstituido. Também foi
observado um simpleto em &y 9,83 (1H; s; H-7), tipico de hidrogénio
aldeidico, indicando a ocorréncia de um aldeido fendlico. Um sinal
adicional em 3y 3,97 (3H; s; OCHj3), na forma de um simpleto com
integracdo para 3H, é sugestivo de hidrogénios ligados a carbono sp®
oxigenado, o qual foi atribuido a um grupo metoxila.

Todas as atribuicdes dos valores de *3C foram realizadas com o
auxilio dos mapas de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 60) e
HMBC (Figura 61). Os mapas de correlacio HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de oito atomos de carbono, incluindo uma
carbonila de aldeido (5c 190,8), trés carbonos sp® aromaticos (5¢ 108,9;
114,4 e 127,4), um carbono aromatico quaternario (8¢ 129,9), dois
carbonos aromaticos quaternarios oxigenados (d¢c 147,1 e 151,6) e um
carbono quaternario sp* oxigenado (8¢ 56,2).

As correlacdes "H-"*C a longa distancia visualizadas no mapa de
correlagdo HMBC permitiram estabelecer a conectividade entre os
atomos na molécula. O hidrogénio aldeidico que ressona em &y 9,83 (H-
7) mostrou correlagdo com os carbonos em d¢ 108,9 (C-2), 127,4 (C-6),
129,9 (C-1) e 147,1 (C-3). Além disso, a hidroxila fenolica em &y 6,16
apresentou correlagdo com os carbonos em 8¢ 114,4 (C-5), 147,1 (C-3) e
151,6 (C-4); e os hidrogénios da metoxila em &y 3,97 (OCHy)
mostraram correlagdo com o carbono em &¢ 147,1 (C-3). Na Figura 62
sdo apresentadas algumas correlagdes HMBC do composto CPT7.

A anélise conjunta dos dados espectroscopicos de RMN 1D e 2D
apresentados acima e a comparagdo com dados publicados na literatura
(FRANCA et al., 2005) permitiram constatar que o composto CPT7
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(CgHgO3) trata-se da vanilina (4-hidroxi-3-metoxi-benzaldeidog. Na
Tabela 14 h4 uma comparagdo dos dados de RMN de 'H e **C da
vanilina com os dados descritos por Franca e colaboradores (2005).

A vanilina constitui um dos principais componentes da baunilha,
sendo um dos aromatizantes mais apreciados e empregados
mundialmente. Esse composto pode ser obtido de diferentes plantas do
género Vanilla, particularmente, da espécie V. planifolia, conhecida
popularmente como ‘“baunilha”. As principais aplica¢des da vanilina
ocorrem nas industrias de produtos alimentares, em bolos, doces,
sorvetes, chocolates e bebidas; e também como aromatizantes de
tabacos, perfumes e medicamentos (DAUGSCH & PASTORE, 2005;
SUN et al., 2001).

Alguns trabalhos publicados na literatura tém demonstrado o
potencial biolégico da vanilina. J& foram descritas para esse composto
atividades antimutagénica (SHAUGHNESSY; SETZER; DEMARINI,
2001), antioxidante (LIBARDI, 2010), conservante (CERRUTTI &
ALZAMORA, 1996; RUPASINGHE et al., 2006) e antimicrobiana
(CERRUTTI; ALZAMORA; VIDALES, 1997, RUPASINGHE et al.,
2006). Além disso, Haridas Nidhina, Poulose e Gopalakrishnapillai
(2011) reportaram a capacidade da vanilina de induzir a diferenciacéo de
adipdcitos em células murinas (3T3-L1) e estes, por sua vez, exibiram
alta sensibilidade a insulina, a qual foi evidenciada por um aumento
significativo na absor¢éo de glicose.

Figura 59 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCI,) do composto CPT7 (vanilina).
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Figura 60 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, CDCl3) do composto CPT7
(vanilina).
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Figura 61 — Mapa de correlagio HMBC (600 MHz, CDClI;) do composto CPT7
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Tabela 14 — Dados de RMN de 'H e **C (600 e 150 MHz, CDCls) do aldeido fenélico
vanilina em comparagdo com dados da literatura. NO = sinal ndo observado.
FRANCA et al.

. 8u(mult, J Hz 5 2005), CDCI
Posicio % (00N Leg i HMEC o (mu(lt.,J I)—|z) 5
200MHz 50 MHz
1 : 1299 : i 1299
2 7425(d:18) 1089 467 7,38(d;16) 1087
3 i 1471 i ; 1471
4 : 1516 : : 1517
5 704(d;84) 1144 34  700(d;84) 1144
6 7.424(dd;84:18) 1274 2347 7,39(d;84;16) 1275
7 9,83 (5) 1908  12/3/6 9,81 (s) 1909
OH 6,16 (sl) : 3/4/5 NO :
OCH, 3,97 (5) 56,2 3 3,96 (5) 56,1

5.3.1.8 Substancia CPT8 (11,13-diidroxi-calaxina)

O composto CPT8 (56,3 mg) (Figura 63) foi obtido da fracdo
diclorometano (2% coleta) na forma de um so6lido amorfo de cor
esbranquicada, com p.f. na faixa de 144,5-146,0 °C. Na andlise por
CCDA, esse composto apresentou-se como uma mancha com Rf = 0,52
no sistema de eluicdo CH,Cl,:AcOEt (75:25, v/v). Além disso, essa
substancia apresentou extin¢do de fluorescéncia sob luz UV em A = 254
nm e, apos revelacdo com solucdo de anisaldeido sulfarico, desenvolveu
coloragdo marrom.

Figura 63 — Estrutura quimica do composto CPT8 (11,13-diidroxi-calaxina).
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O espectro de IV (KBr) (Figura 64) do composto CPT8 mostrou
absorcdes em 1768 cm™ (y-lactona), 1712 e 1589 cm™ (furanona),
sugerindo a presenca de um furanoheliangolideo (SAKAMOTO et al.,
2003; SANTOS et al., 2004). Além disso, a banda localizada em 1166
cm™ foi atribuida ao estiramento C—O de grupo alcool e/ou éter, e a
banda em 1589 cm™ foi correspondente ao estiramento olefinico (—
C=C-).

O espectro de massas de alta resolucdo (HRMS) (Figura 65) da
substancia CPT8, obtido com fonte de ioniza¢do por Electrospray no
modo negativo [ESI(-)-MS], registrou um pico do ion molecular de m/z
377,1234 [M-H] (calculado m/z 377,1236). Essa massa é coerente com
a formula molecular CygH»;0g, € indica um indice de deficiéncia de
hidrogénios (IDH) igual a nove para esse composto. A Figura 66
apresenta o perfil de fragmentagdo do composto CPT8 por ESI(-)-
HRMS, e a Figura 67 esquematiza uma proposta de fragmentacdo para
esse composto.

O espectro de RMN de 'H (CDCls;, 600 MHz) (Figura 68) da
substancia CPT8 apresentou sinais caracteristicos de lactona
sesquiterpénica do género Calea. A auséncia do par de dupletos
referente ao metileno exociclico e a presenca de um par de dupletos em
oy 4,22 (1H; d; J=12,7 Hz; H-13a) e 6 3,89 (1H; d; J=12,7 Hz; H-13b)
fornece evidéncias da saturagdo entre C-11 e C-13, e sugere a presencga
hidrogénios oximetilénicos diastereotdpicos. Um simpleto em &y 5,59
(1H; s; H-2) em adicdo a um duplo quadrupleto em &y 6,02 (1H; dg;
J=3,6; 1,8 Hz; H-5) sugere a presenca de um furanoheliangolideo
(BOLHMANN et al., 1982c). Também foi possivel visualizar no
espectro dois sinais caracteristicos de hidrogénios oximetinicos em Jy
5,09 (1H; ddd; J=4,4; 2,9; 2,2 Hz; H-8) e &4 5,17 (1H; ddq; J=4,2; 3,6;
1,8 Hz; H-6), e um sinal tipico de hidrogénio metinico em &y 3,40 (1H;
dd; J=4,2; 2,2 Hz; H-7). O pequeno valor da constante de acoplamento
observado entre os hidrogénios H-6 e H-7 (Js7;=4,2 Hz) corrobora a
presenca de um heliangolideo 12,6a-trans lactonizado com uma dupla
ligagdo 4,5-cis. Dois sinais com deslocamento quimico em &y 2,54 (1H;
dd; J=15,2; 4,4 Hz; H-9a) e 64 2,34 (1H; dd, J=15,2; 2,9 Hz; H-9b)
foram atribuidos a hidrogénios diastereotopicos de grupo metileno.
Também foi possivel visualizar no espectro um duplo dupleto em dy
2,08 (3H; dd; J=1,8; 1,8 Hz; H-15) ¢ um simpleto em &y 1,47 (3H; s; H-
14), integrando para 3H cada, correspondentes a dois grupamentos
metilas. Um simpleto largo em 3y 3,26 (1H; sl; OH) foi referente a um
grupo hidroxila. Por fim, a cadeia lateral éster apresentou trés sinais com
deslocamento quimico em oy 6,05 (1H; dg; J=2,0; 1,0 Hz; H-3’a); 64
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5,65 (1H; dg, J=2,0; 1,5 Hz; H-3"b) e 84 1,86 (3H; dd, J=1,5; 1,0; H-4"),
indicando a presenga de um grupamento metacrilato (MeCr). Na Figura
69 consta 0 mapa de correlagdo homonuclear COSY (Jun), confirmando
os acoplamentos visualizados no espectro de RMN de 'H. Entre os
acoplamentos observados nesse mapa de correla¢do, podemos destacar o
acoplamento do hidrogénio em &y 3,40 (H-7) com os hidrogénios em &y
5,17 (H-6) e 6y 5,09 (H-8); e do hidrogénio olefinico em &y 6,05 (H-3’a)
com os hidrogénios em 6y 5,65 (H-3°b) ¢ 64 1,86 (H-4").

A configuracdo relativa dos carbonos quirais foi deduzida atraves
dos valores das constantes de acoplamento, as quais foram
correlacionadas com o angulo diedro obtido por meio de estereomodelos
e aplicacdo da curva de Karplus. O fato da dupla ligagéo existente entre
os carbonos C-4 e C-5 apresentar orientacdo cis, aliado a constante de
acoplamento da ordem de 4,2 Hz observada entre os hidrogénios H-6 e
H-7, sugere que estes hidrogénios apresentam orientaces diferentes.
Assumindo que o hidrogénio H-7 possui orientagdo a, como ocorre na
grande maioria das lactonas sesquiterpénicas de angiospermas (FISHER,
1990; IBRAHIM et al., 2013; SHI et al. 2015), pode-se sugerir uma
orientacdo [ para o hidrogénio H-6. Similarmente, a pequena constante
de acoplamento exibida entre os hidrogénios H-7 e H-8 (J;5=2,2 Hz)
indica uma orientagdo P para a cadeia lateral éster e a para o hidrogénio
H-8. O sinal correspondente ao hidrogénio H-7 possui um valor de
deslocamento quimico inusualmente baixo (84 3,40), sugerindo que este
hidrogénio esta préximo ao oxigénio do anel furano. Esta proximidade
requer uma orienta¢do o para os hidrogénios H-14 do grupo metil, assim
como ocorre em todos os furanoheliangolideos de estereoquimica
conhecida (DE VIVAR et al., 1976; OBER; URBATSCH; FISCHER,
1986; PASSREITER; STOBER; ORTEGA, 2000; SAKAMOTO et al.,
2003; TRIANA, 1984).

Todas as atribuicdes dos valores de **C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlagdo heteronuclear HSQC (Figura 70)
e HMBC (Figura 71). Os mapas de correlacio HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 19 atomos de carbono, incluindo uma
carbonila de lactona (8¢ 173,4), uma carbonila de cetona o,f-insaturada
(6c 205,4), uma carbonila de éster o,B-insaturada (6c 166,7), trés
carbonos sp2 olefinicos (8¢ 103,7; 128,1 e 132,9), dois carbonos
olefinicos quaternarios (6c 130,9 e 134,9), um carbono olefinico
quaternario oxigenado (3¢ 185,2), trés sp *carbonos oxigenados (¢ 45,5;
68,4 e 75,9), dois carbonos quaternarios sp3 oxigenados (6¢ 78,1 e 88,4),
um metileno (6¢ 43,4), um metino (6¢c 54,9) e trés grupos metila (5¢
18,1; 19,8 e 22,1).
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As correlacdes a mais de uma ligacdo entre hidrogénio e carbono
Clue, *Juc e “Jne) visualizadas no mapa de correlagio HMBC
permitiram estabelecer a conectividade entre os fragmentos na molécula.
A posicdo da cadeia lateral éster na molécula foi confirmada pela
correlagdo do hidrogénio oximetinico H-8 (64 5,09) com a carbonila de
éster em oy 166,7 (C-17). Além disso, o hidrogénio olefinico H-2 (34
5,59) mostrou correlagdo com os carbonos C-1 (3¢ 205,4), C-3 (dc
185,2), C-4 (6¢ 130,9) e C-10 (6¢ 88,4); e o sinal atribuido ao grupo OH
(64 3,26) apresentou correlagdo com os carbonos C-7 (8¢ 54,9), C-11 (6¢
78,1) e C-12 (6¢c 173,4). Na Figura 72 sdo apresentadas algumas
correlagdes HMBC do composto CPT8.

A analise dos dados espectrais de 1V, HRMS e RMN 1D e 2D
permitiram caracterizar o composto CPT8 (Cy9H2,0g) como sendo a
lactona 11,13-diidroxi-calaxina (11,23-diidro-11,13-diidroxi-
atripliciolideo-8p-metacrilato). Até o momento ndo ha registro na
literatura do isolamento ou identificacdo estrutural dessa substancia,
sugerindo tratar-se de uma lactona inédita na literatura. No entanto, da
espécie C. pilosa foi previamente isolado um composto com estrutura
guimica semelhante, denominada 11,13-epéxi-calaxina (BOLHMANN
et al., 1981a). A principal diferenca entre a 11,13-epoxi-calaxina e a
11,13-diidroxi-calaxina é a substituicdo do grupamento epoxi por um
diol. Na Tabela 15 é realizada uma descri¢do detalhada dos dados de
RMN de 'H e *C do composto CPT8, bem como sdo apresentadas as
correlagdes observadas nos mapas de correlagdo COSY e HMBC.
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Figura 65 — Espectro de massas de alta resolu¢do (modo varredura) do
composto CPT8 (11,13-diidroxi-calaxina) obtido por ESI(-)-HRMS.
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Figura 66 — Perfil de fragmentac¢do do composto CPT8 (11,13-diidroxi-
calaxina) por ESI(-)-MS%
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Figura 67 — Proposta de fragmentagdo do composto CPT8 (11,13-diidroxi-
calaxina) [ESI(-)-HRMS].
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Figura 68 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, CDCI;) do composto CPT8
(11,13-diidroxi-calaxina).
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Figura 69 — Mapa de correlagao COSY (600 MHz, CDCl3) do composto CPT8
(11,13-diidroxi-calaxina).
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Figura 70 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, CDClIs) do composto CPT8
(11,13-diidroxi-calaxina).
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Figura 71 — Mapa de correlagdio HMBC (600 MHz, CDClI5) do composto CPT8
(11,13-diidroxi-calaxina).
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Figura 72 — Representagdo de algumas correlagdes HMBC do composto CPT8

(11,13-diidroxi-calaxina).

R
CHj;

Tabela 15 — Dados de RMN de *H e **C (600 e 150 MHz, CDCl;) do composto
CPT8 (11,13-diidroxi-calaxina).

Posicéo 8y (mult., J Hz) 'H-'H COSY &8¢ (HSQC) HMBC
1 - - 205,4 -
2 5,59 (sl) - 103,7 1/3/4/10
3 - - 185,2 -
4 - - 130,9 -
5 6,02 (dg; 3,6; 1,8) 6/15 132,9 317
6 5,17 (ddq; 4,2; 3,6; 1,8) 5/7/15 75,9 4/5/7/8/12
7 3,40 (dd; 4,2; 2,2) 6/8 54,9 5/6/8/9/11/12
8 5,09 (ddd; 4,4; 2,9; 2,2) 7/9a/9b 68,4 6/7/9/10/11/1°
% 2,54 (dd; 15,2; 4,4) 8/9b 434 1/7/8/10/14
9b 2,34 (dd; 15,2; 2,9) 8/9a 434 1/7/10/14
10 - - 88,4 -
11 - - 78,1 -
12 - - 1734 -
13a 4,22 (d; 12,7) 13b 455 7/8/11/12
13b 3,89 (d; 12,7) 13a 455 7/111/12
14 1,47 () - 22,2 1/8/9/10
15 2,08 (dd; 1,8; 1,8) 5/6 19,8 3/4/517
I - - 166,7 -
2 - - 134,9 -
3a 6,05 (dg; 2,0; 1,0) 3°b/4’ 128,1 1°/2°/4°
3’b 5,65 (dq; 2,0; 1,5) 3a/4’ 128,1 1°/2°/4°
4 1,86 (dd; 1,5; 1,0) 3°a/3’b 18,1 1°/2°/3°
OH 3,26 (sl) - - 7/111/12
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5.3.1.9 Substancia CPT9 (cafeato de etila)

O composto CPT9 (17,5 mg) (Figura 73) foi obtido da fracdo
diclorometano (2% coleta) como cristais esbranquicados em forma de
agulhas, com p.f. na faixa de 149,2-150,2 °C. Na analise por CCDA,
esse composto apresentou-se como uma mancha com Rf = 0,44 no
sistema de eluicdo CHCI3:AcOEt (70:30, v/v); com extingdo de
fluorescéncia sob luz UV no comprimento de onda A = 254 nm, e
fluorescéncia em A = 366 nm. Apds revelacdo com anisaldeido sulfurico,
esse composto desenvolveu coloragdo marrom-acinzentada.

Figura 73 — Estrutura quimica do composto CPT9 (cafeato de etila).

HO

HO

O espectro de RMN de *H (600 MHz, acetona-ds) (Figura 74) do
composto CPT9 revelou a presenca de dois dupletos ressonando em &
7,16 (1H; d; J=2,2 Hz; H-2) e &4 6,87 (1H; d; J=8,2 Hz; H-5), e um
duplo duplo dupleto em 6y 7,04 (1H; ddd; J=8,2; 2,2; 0,4 Hz; H-6),
indicando a presenca de um anel aromatico 1,2,4-trissubstituido.
Também foi observado um dupleto em 8y 6,27 (1H; d; J=15,9 Hz; H-8)
e um duplo dupleto em 6y 7,53 (1H; dd; J=15,9; 0,4 Hz; H-7), tipico de
hidrogénios olefinicos com configuracdo trans, sugerindo a ocorréncia
de um derivado de &cido cindmico. O espectro exibiu ainda um
guadrupleto em &y 4,18 (2H; q; J=7,1 Hz; H-1), caracteristico de
hidrogénios oximetilénicos; e um tripleto em 6y 1,27 (3H; t; J=7,1 Hz;
H-2), coerente com a presenga de um grupo etoxi.

Todas as atribuicdes dos valores de *3C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 75)
e HMBC (Figura 76). Os mapas de correlagdo HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 11 &tomos de carbono, incluindo uma
carbonila de éster (5c 167,5), trés carbonos sp® aromaticos (Sc 115,1;
116,5 e 122,4), um carbono aromatico quaternario (8¢ 127,6), dois
carbonos aromaticos quaternarios oxigenados (8¢ 146,2 e 148,9), dois
carbonos sp? olefinicos (3¢ 115,9 e 145,5), um carbono sp® oxigenado
(6¢ 60,5) e um grupo metila (6¢ 14,8).

As correlagBes a mais de uma ligacdo entre hidrogénio e carbono
(3uc e *Juc) observadas no mapa de correlagio HMBC permitiram
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estabelecer a conectividade dos fragmentos identificados. O hidrogénio
aromatico H-5 (64 6,87) mostrou correlagdo com os carbonos C-1 (8¢
127,6) e C-3 (8¢ 146,2); o hidrogénio olefinico em &y 7,53 (H-7)
apresentou correlacdo com os carbonos C-2 (8¢ 115,1), C-6 (6¢ 122,4) e
C-9 (8¢ 167,5); e os hidrogénios metilicos H-2* (8 1,27) mostraram
correlagdo com o carbono C-1’ (6¢ 60,5). Na Figura 77 sdo apresentadas
algumas correlagdes HMBC do composto CPT9.

A andlise conjunta dos dados espectrais anteriormente descritos
corrobora a presenca de um derivado do &cido hidroxi-cinamico, o qual
¢ caracterizado estruturalmente por um esqueleto carbénico Cs-Cs.
Considerando-se os dados descritos na literatura (LAN et al., 2012;
XIANG et al., 2011) e a analise dos dados espectrais de RMN uni e
bidimensionais, o composto CPT9 (Cy;H;,0,4) foi identificado como
sendo o cafeato de etila. Tendo em vista que a formagéo de derivados
etoxilados é pouco comum do ponto de vista biogenético, o cafeato de
etila é, provavelmente, um artefato do &cido cafeico formado durante o
processo de extracdo com EtOH. Na Tabela 16 é realizada uma
comparagdo dos dados de RMN 1D e 2D do cafeato de etila com os
dados descritos por Xiang et al. (2011); bem como sdo sumarizados 0S
acoplamentos a longa distancia Jyc identificados no mapa de correlagdo
HMBC.

O cafeato de etila foi isolado anteriormente de plantas de
diferentes familias, tais como llex latifolia Thunb. (Aquifoliaceae) (HU;
HE; JIANG, 2014), Cirsium japonicum var. australe (Asteraceae) (LAI
et al., 2014), Artemisia capillaris (Asteraceae) (ZHAO et al., 2014),
Mikania micrantha (Asteraceae) (XU et al., 2013), Lactuca tuberosa
(Asteraceae) (STOJAKOWSKA et al., 2013), Hedyosmum brasiliense
(Chloranthaceae) (AMOAH et al., 2013), Ziziphora clinopodioides
(Lamiaceae) (FURUKAWA et al.,, 2012), Euphorbia tangutica
(Euphorbiaceae) (ZHANG et al., 2012), Vernonia scorpioides
(Asteraceae) (KREUGER et al., 2012), entre outras. Além disso,
também foram relatadas vérias propriedades bioldgicas para esse
composto, tais como atividade hipoglicemiante (LAI et al., 2014),
alelopética (XU et al., 2013), anti-inflamatéria (CHIANG et al., 2005),
antioxidante (SILVA et al., 2000), antifibrotica (BOSELLI et al., 2009),
antitumoral (LEE et al., 2014), antifungica (TANG et al., 2014), entre
outras.
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Figura 74 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, acetona-ds) do composto CPT9

(cafeato de etila).
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Figura 76 — Mapa de correlagio HMBC (600 MHz, acetona-dg) do composto
CPT9 (cafeato de etila).
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Figura 77 — Representacgdo de algumas correlagbes HMBC do composto CPT9
(cafeato de etila).
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Tabela 16 — Dados de RMN de *H e *C (600 e 150 MHz, acetona-ds) do cafeato
de etila em comparagdo com dados da literatura.

XIANG et al.

. 8y (mult, J Hz 8¢ (2011), DMSO-d
Posicdo (600 MHz ) 1s0MHz TMBC it o h) . o

600 MHz 150 MHz

1 - 1276 - - 1275

2 7,16 (d; 2,2) 1151  4/6 7,18 (d; 1,5) 1152

3 - 146,2 - - 1455

4 - 1489 - - 1487

5 6,87 (d; 8,2) 1165 13 6,88 (d; 8,4) 116,3

7,04 (ddd; 8,2 o

6 2,2; 0 1224  2/4  7,05(dd; 84,15 1224

7 753(dd;159;04) 1455  2/6/9  7,55(d;15,6) 1462

8 6,27 (d; 15,9) 1159  1/9 6,29 (d; 156) 1156

9 - 167,5 - - 1674

1 4,18 (q; 7,1) 60,5 9/2° 4,18 (9, 7,2) 60,5

N

1,27 (d; 7.1) 14,8 v 1,28 (d; 7,2) 14,6
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5.3.1.10 Substancia CPT10 (acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico)

O composto CPT10 (22,7 mg) (Figura 78) foi obtido da fracdo
acetato de etila (22 coleta) como um sélido amarelo-esverdeado, com p.f.
na faixa de 163-164,5 °C. Na analise por CCDA em fase reversa (C18),
esse composto apresentou-se como uma mancha com Rf = 0,76 no
sistema de eluigdo H,O:MeOH (50:50, v/v); com extincdo de
fluorescéncia sob luz UV no comprimento de onda A = 254 nm, e
fluorescéncia em A = 366 nm. Apds revelacdo com solucdo de
anisaldeido sulfarico, esse composto desenvolveu coloragdo marrom-
esverdeada.

Figura 78 — Estrutura quimica do composto CPT10 (4cido 3,5-di-O-E-
cafeoilquinico).

O espectro de RMN de *H (600 MHz, MeOD-d,) (Figura 79) do
composto CPT10 apresentou quatro dupletos em oy 6,27 (1H; d; J=15,9
Hz; H-2%), 8y 6,36 (1H; d; J=15,9 Hz; H-2""), &4 7,58 (1H; d; J=15,9
Hz; H-3") e 64 7,62 (1H; d; J=15,9 Hz; H-3"), tipicos de hidrogénios
olefinicos com configuracdo trans (J=15,9 Hz). Também foram
observados trés sinais em 6y 6,78 (2H; d; J=8,2 Hz; H-8’ ¢ H-8""), 64
6,97 (2H; dd; J=8,2; 2,0 Hz; H-9’ ¢ H-9>") e &y 7,06 (2H; d; J=2,0 Hz;
H-5’ e H-5"), integrando para dois hidrogénios cada, o que sugere dois
sistemas de acoplamento AMX (presenca de dois aneis aromaticos
1,3,4-trissubstituidos). Esse conjunto de sinais permitiu sugerir a
presenca de duas unidades cafeoilas (CAF). Além disso, também foram
diagnosticados sinais compativeis com uma molécula de &cido quinico
(AQ). Foram observados no espectro trés sinais tipicos de hidrogénios
oximetinicos em &y 3,96 (1H; dd; J=7,8; 3,3 Hz; H-4), 84 5,41 (1H; dm;
J=7,8 Hz; H-3) e &y 5,43 (1H; ddd; J=6,5; 3,3; 3,2 Hz; H-5); e um
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conjunto de sinais caracteristicos de hidrogénios metilénicos na regido
compreendida entre 6y 2,32 e 2,16 (H-2 e H-6).

Todas as atribuicdes dos valores de *3C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 80)
e HMBC (Figura 81). Os mapas de correlagdo HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 25 atomos de carbonos, incluindo duas
carbonilas de éster a,B-insaturadas (6c 168,5 e 168,9), uma carbonila de
acido carboxilico (3¢ 177,9), seis carbonos sp? aromaticos (8¢ 115,3;
115,3; 116,6; 116,6; 123,0 e 123,0), dois carbonos aromaticos
quaternarios (8¢ 127,9 e 127,9), quatro carbonos aromaticos
quaternarios oxigenados (dc 146,9; 146,9; 149,8 e 149,8), quatro
carbonos sp? olefinicos (8¢ 115,3; 115,8; 147,2 e 147,2), trés carbonos
oxigenados sp® (8¢ 71,2; 72,1 e 72,1), um carbono oxigenado sp’
quaternario (8¢ 75,3) e dois metilenos (6¢ 36,5 e 38,2).

A posicdo dos grupos cafeoilas (axial ou equatorial) na molécula
foi estabelecida com base nos valores de deslocamentos quimicos e das
constantes de acoplamento dos hidrogénios H-3, H-4 e H-5. O valor de J
de H-4 com H-3 indicou um acoplamento axial-axial (J = 7,8 Hz),
enquanto o acoplamento de H-4 com H-5 sugeriu uma relacdo axial-
equatorial (J = 3,3 Hz); corroborando a hipotese de uma orientacdo 3-
equatorial 5-axial para as unidades cafeoilas e equatorial para a hidroxila
da posicdo C-4. Adicionalmente, a ligacdo dos grupos cafeoilas a
molécula de &cido quinico foi estabelecida pelas correlagdes observadas
no mapa de correlagio HMBC entre o hidrogénio H-5 (64 5,43) e 0
carbono C-1’ (3¢ 168,9), e entre o hidrogénio H-3 (8 5,41) e o carbono
C-1 (8¢ 168,5). Na Figura 82 sdo apresentadas algumas correlagdes
HMBC do composto CPT10.

Todas as informacdes espectrais anteriormente descritas ratificam
a presenca de um derivado de &cido quinico esterificado com duas
unidades cafeoilas. A interpretacdo dos dados espectroscopicos de RMN
(1D e 2D) de CPT10 e a comparagdo com dados disponiveis na
literatura (AN et al., 2008; KODOMA et al., 1998; PUEBLA et al.,
2011) conduziu a estrutura do éacido 3,5-di-O-E-cafeoil-quinico
(C25H2401;). Na Tabela 17 é realizada uma comparacgdo dos dados de
RMN de 'H e 3C desse derivado de 4cido clorogénico com os dados
reportados por Kodoma e colaboradores (1998); bem como sdo
enumerados todos o0s acoplamentos a longa distancia Jyc identificados
no mapa de correlacdo HMBC.

O é&cido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico foi previamente isolado de
varias espécies de plantas, tais como Calea prunifolia (PUEBLA et al.,
2011), Ligularia thomsonii (HUSSAIN et al., 2014), Suaeda glauca
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(AN et al.,, 2008), Bistorta manshuriensis (CHANG et al., 2009),
Solidago virga-aurea var. gigantea (SANG; SANG; KONG, 2004),
Centella asiatica (SATAKE et al., 2007), Calendula officinalis L.
(OLENNIKOV & KASHCHENKO, 2014), Pluchea indica (L.) Less.
(ARSININGTYAS et al., 2014), entre outras. Na literatura séo relatadas
para o acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico diversas atividades bioldgicas,
tais como vasodilatadora (PUEBLA et al., 2011), hepatoprotetora (AN
et al., 2008), antitrombdtica (SATAKE et al., 2007), hipoglicemiante
(OLENNIKOV & KASHCHENKO, 2014), antioxidante (HUSSAIN et
al., 2014), antihistaminica (WANG et al., 2006a), anticolinesterésica
(CONFORTI et al., 2010), antinociceptiva (SANTOS et al., 2005) e
antimicrobiana (ZHU; ZHANG; LO, 2004).

Figura 79 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, MeOD-d,) do composto CPT10
(&cido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico)
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Figura 80 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, MeOD-d,) do composto

CPT10 (Acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico).
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Figura 81 — Mapa de correlagio HMBC (600 MHz, MeOD-d,) do composto

CPT10 (Acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico).
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Figura 82 — Representagdo de algumas correlagbes HMBC do composto CPT10
(&cido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico).
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Tabela 17 — Dados de RMN de 'H e **C (MeOD-d,) do &cido 3,5-di-O-E-

8y (mult., J Hz)

dc

KODOMA et al.
(1998), acetona-dg

PoOsICa0 " 600 MHz 150MHz MMBC 5t 9t oc
270MHz 100 MHz
1 - 753 i - 748
2a 2,21 (m) 38,2 317 2,20 (m) 38,1
2b 2,21 (m) 38,2 317 2,20 (m) 38,1
3 5,41 (dm; 7,8) 21 1417 5,40 (m) 721
4 396(dd;7.8;33) 712 3/5 3,99 (m) 70,6
5 5"‘3&‘?1‘?’2)6'5' 721 14 5,40 (m) 724
6a  232(dd;14,2;32) 365 : 2,20 (m) 36,3
6b  216(dd;14,2;65) 365  1/2/5/7 2,20 (m) 36,3
7 - 177,9 . - 176,3
I’ - 168,5 : - 167,2
2 6,27 (d; 15.9) 1153 14 6,29(d;159) 11638
3 7,58 (d: 15,9) 1472 1/4/5°/9°  7,60(d;159) 1461
& - 127,9 : - 128,1
5 7,06 (d; 2,0) 1153  6/7/9°  7,11(d; 1.9) 1156
6 - 146,9 : - 146,8
7 - 1498 . - 149,2
g 6,78 (d; 8,2) 1166  47/6° 6,81 (d; 7.8) 116,1
9 697(dd;82;20) 1230 576/7 697(dd;7,8,19) 1229
1 - 168,9 . - 167,5
27 6,36 (d: 15,9) 1158 174> 630(d;159) 1168
37 7,62 (d: 15,9) 1472 1747/579"  7,61(d;15,9) 146,
4 - 127,9 : - 128,2
5 7,06 (d; 2,0) 1153 /779" 7,11(d: 1,9) 115,7
6" - 146,9 : - 1468
77 - 1498 : - 1493
8" 6,78 (d; 8,2) 1166 476" 6,83 (d; 7.8) 116,7
9" 697(dd;8,2;20) 1230 567 7,00 (dd;7,8,19) 1231
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5.3.1.11 Substéncias CPT11 e CPT12 (acidos 3,4-di-O-E-
cafeoilquinico e 4,5-di-O-E-cafeoilquinico, respectivamente)

O composto CPT11 (6,4 mg) (Figura 83) foi obtido da fracdo
acetato de etila (22 coleta) como uma goma de coloragdo marrom-
esverdeada. Na analise por CCDA em fase reversa (C18), essa
substancia apresentou-se como uma mancha com Rf = 0,75 no sistema
de eluicdo H,0:MeOH (40:60, v/v). Além disso, esse composto
apresentou extincdo de fluorescéncia sob luz UV em A = 254 nm e,
fluorescéncia no comprimento de onda A = 366 nm. Apds revelacdo com
solucdo de anisaldeido sulfirico, esse composto desenvolveu coloracao
marrom-acinzentada.

Figura 83 — Estrutura quimica do composto CPT11 (3,4-di-O-E-cafeoilquinico).

A substancia CPT12 (10,3 mg) (Figura 84), também oriunda da
fracdo acetato de etila (22 coleta), foi obtida como uma goma marrom.
Na analise por CCDA em fase reversa (C18), esse composto apresentou-
se como uma mancha com Rf = 0,63 no sistema de elui¢cdo H,O:MeOH
(40:60, v/v); com extin¢do de fluorescéncia sob luz UV no comprimento
de onda A = 254 nm e fluorescéncia em A = 366 nm. Apods revelacdo
com 0 agente cromogénico anisaldeido sulfirico, esse composto
adquiriu coloragdo marrom-acinzentada.



177

Figura 84 — Estrutura quimica do composto C12 (4,5-di-O-E-cafeoilquinico).

Os espectros de massas de alta resolugdo (modo varredura) dos
compostos CPT11 e CPT12, registrados no modo de ionizacdo negativo
[ESI-(-)-HRMS], apresentaram um pico do ion molecular de m/z
515,1184 [M-H] e m/z 515,1187 [M-H] , respectivamente, compativeis
com a presenca de derivados dicafeoilquinicos (duas unidades cafeoilas
e uma molécula de acido quinico). A presenca dos ions fragmentos de
m/z 353 (&cido clorogénico) e m/z 191 (acido quinico) ddo suporte a esta
proposta de estrutura. Na natureza existem seis isbmeros posicionais
com essa estrutura basica (1,3-diACQ; 1,4-diACQ; 1,5-di-ACQ; 3,4-
diACQ; 3,5-diACQ e 4,5-di-ACQ), no entanto, ap6s analise de todos os
dados de massas, foi possivel restringir esse ndmero a trés
possibilidades: 3,4-diACQ; 3,5-diACQ e 4,5-di-ACQ. Segundo Clifford
e colaboradores, é possivel realizar a identificagdo inequivoca desses
trés isdbmeros baseado em seus padrdes de fragmentacdo (CLIFFORD et
al. 2003, 2007; CLIFFORD; KNIGHT; KUHNERT, 2005; CLIFFORD;
ZHENG; KUHNERT, 2006).

Os isdmeros 3,5-diIACQ e 4,5-diIACQ exibem padrdes de
fragmentacdo similares, diferindo na abundancia relativa de cada ion
fragmento obtido a partir do ion molecular (CLIFFORD et al., 2003). O
isbmero 3,4-diACQ, por sua vez, apresenta ions fragmentos Unicos,
sendo por isso facilmente distinguido dos outros dois (CLIFFORD et al.,
2003; CLIFFORD; KNIGHT; KUHNERT, 2005; DE MARIA &
MOREIRA, 2004). A diferenca entre esses trés derivados do acido
clorogénico foi possivel por meio da andlise dos espectros de ions
produto (MS?) oriundos da fragmentacéo do fon de m/z 515, onde os
fragmentos de m/z 173 e m/z 335 foram observados exclusivamente no
espectro de massas do isdmero 3,4-diACQ (Figura 85). O ion fragmento
de m/z 335 [(M-H) — CAF — H,0] é referente a perda de uma unidade
cafeoila (CAF) e de uma molécula de H,0, enquanto o ion fragmento de
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m/z 173 [(M-H) — (2CAF) — H,O]  é atribuido a perda de duas unidades
CAF e uma molécula de H,O (DE MARIA & MOREIRA, 2004).
Baseado no padrdo de fragmentacdo descrito anteriormente, 0 composto
CPT11 foi caracterizado como sendo 0 cido 3,4-di-O-E-cafeoilquinico.

Figura 85 — Perfil de fragmentagio do isdmero 3,4-diACQ obtido por ESI(-)-
MS?.
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A confirmacdo da estrutura do composto C12, de modo a
distinguir entre os isbmeros 3,5-diACQ e 4,5-diACQ, foi realizada por
meio da andlise da abundancia relativa de cada ion fragmento obtido a
partir do ion de m/z 515. A presenca do pico ion base de m/z 179 e a
existéncia do fragmento minoritario de m/z 191 (Figura 86) sugere que o
composto C12 trata-se do isémero 4,5-diACQ. Caso se tratasse do
isbmero 3,5-diACQ estes fragmentos apareciam com abundéancia
relativa trocada, sendo majoritario o ion fragmento de m/z 191 e
minoritario o ion fragmento de m/z 179 (CLIFFORD et al., 2003;
CLIFFORD; KNIGHT; KUHNERT, 2005; DE MARIA & MOREIRA,
2004). Esta diferenca pode ser explicada porque a remo¢do de uma
unidade CAF ocorre mais facilmente caso esta se encontre nas posi¢des
C-3 ou C-5, enquanto em C-4 essa perda é mais dificil de ocorrer. Um
argumento plausivel para a estabilidade do grupo CAF na posicdo C-4
fundamenta-se na acidez dos grupos COOH e OH. Além disso, a
participacdo 1,2 acil é outra justificativa pertinente. A participacéo 1,2
acil facilita a perda de 5-OH (em 3,4-diACQ) ou de 5-CAF (em 4,5-
diACQ), conferindo maior estabilidade a unidade cafeoila em C-4
guando comparado com as posi¢es C-3 e C-5 alternativas (CLIFFORD
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et al.,, 2003). Na Tabela 18 sdo mostrados os principais fragmentos
obtidos pela analise dos espectros de massas [ESI(-)-MS?] dos isomeros
3,4-diACQ; 3,5-diIACQ (dados descritos na secdo 5.3.1.10) e 4,5-
diACQ. Ainda, na Figura 87 esta esquematizada uma proposta de
fragmentacdo para o composto 3,4-diACQ (CPT11).

Figura 86 — Perfil de fragmentagdo do isdémero 4,5-diACQ obtido por ESI(-)-

MS?,
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Tabela 18 — Fragmentos obtidos por ESI(-)-MS? para os isdmeros 3,4-diACQ;
3,5-diACQ e 4,5-diACQ.

2
Isbmeros Ms* Mis f t
fon molecular ion pi ons fragmentos
lon pico base secundarios
3,4-diACQ 515 353 173 pb, 179, 191, 335
3,5-diACQ 515 353 179, 191 pb
4,5-diACQ 515 353 179 pb, 191

pb: pico base
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Figura 87 — Proposta de fragmentagdo do 4cido 3,4-di-O-E-cafeoilquinico

[ESI(-)-HRMS].
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5.3.2 Investigacéo fitoquimica da espécie C. uniflora
5.3.2.1 Substancia CUT1 (acido cafeico)

O composto CUT1 (6,0 mg) (Figura 88) foi obtido da fracdo
acetato de etila como um sélido amarelado, com p.f. na faixa de 224-227
°C. Na andlise por CCDA, esse composto apresentou-se como uma
mancha com Rf = 0,40 no sistema de eluicdo CH,Cl,:MeOH (85:15,
v/v), com extincdo de fluorescéncia sob luz UV no comprimento de
onda A = 254 nm, e fluorescéncia em A = 366 nm. Apos revelacdo com
solucdo de anisaldeido sulfirico, esse composto desenvolveu cor
marrom.
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Figura 88 — Estrutura quimica do composto CUT1 (&cido cafeico).

HO

HO

Os espectros de RMN de 'H e °C da substancia CUT1
apresentaram uma estreita similaridade com os espectros de RMN de
CPT9, sugerindo que o composto CUT1 também se trata de um derivado
de 4cido cinamico. O espectro de RMN de *H (600 MHz, MeOD-d.)
(Figura 89) de CUTL1 apresentou dois dupletos ressonando em &y 7,01
(1H; d; J=1,9 Hz; H-2) e 6y 6,75 (1H; d; J=8,0 Hz; H-5), e um duplo
dupleto em &4 6,88 (1H; dd; J=8,0; 1,9 Hz; H-6), sugerindo a presenga
de um anel benzénico 1,2,4-trissubstituido. Também foi observada a
presenca de dois dupletos em &y 7,38 (1H; d; J=15,9; H-7) e &y 6,26
(1H; d; J=15,9 Hz; H-8), tipicos de sistema trans-alceno de derivados
aromaticos Cg-Cs.

As atribuices dos valores de **C foram realizadas com o auxilio
dos mapas de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 90) e HMBC
(Figura 91). Os mapas de correlagdo HSQC e HMBC evidenciaram a
presenca de nove atomos de carbono, incluindo uma carbonila de acido
carboxilico (8¢ 173,8), trés carbonos sp? aromaticos (8¢ 114,8; 116,3 e
121,4), um carbono aromatico quaternario (8¢ 128,5), dois carbonos
aromaticos quaternarios oxigenados (8¢ 146,6 e 148,5) e dois carbonos
sp® olefinicos (3¢ 120,2 e 143,3).

As correlacdes a mais de uma ligacdo entre hidrogénio e carbono
Clue, e e “Jne) visualizadas no mapa de correlagio HMBC
permitiram estabelecer a conectividade entre os &tomos na molécula. O
hidrogénio aromatico H-6 (8, 6,88) mostrou correlagcdo com os carbonos
C-2 (8¢ 114,8), C-4 (3¢ 148,5) e C-7 (8¢ 143,3); e 0 hidrogénio olefinico
em &y 6,26 (H-8) apresentou correlagdo com os carbonos C-1 (8¢ 128,5)
e C-9 (6¢ 173,8). Na Figura 92 séo apresentadas algumas correlacfes
HMBC do composto CUT1.

A andlise dos dados espectroscépicos de RMN 1D e 2D
apresentados acima e a comparacdo com dados publicados na literatura
(BHATT, 2011) permitiram a identificacgdo do composto CUT1
(CgHgO4) como sendo o acido cafeico. Na Tabela 19 é realizada uma
comparagdo dos dados de RMN de 'H e *C do 4cido cafeico com os
dados descritos por Bhatt (2011). E importante salientar que alguns
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valores deslocamentos quimicos de **C descritos por Bhatt (2011)
apresentam variacdes de deslocamento quimico quando comparados aos
valores obtidos para a substancia CUT1.

O é&cido cafeico foi previamente isolado de varias espécies de
plantas, tais como Abutilon theophrasti (MAMADALIEVA et al.,
2014), Chenopodium quinoa Willd. (TANG et al., 2015), Perilla
frutescens var. arguta (ZHOU et al., 2014b), Kitaibelia vitifolia
(KURCUBIC et al., 2013), Achillea fragantissima (HAMMAD et al.,
2014), Sphallerocarpus gracilis (GAO et al., 2014), Artemisia
absinthium L. (LEE et al., 2013b), Polygonum multiflorum Thunb.
(THIRUVENGADAM et al., 2014), Lycopersicon esculentum Mill.
(MLADENOVIC et al., 2014), entre outras. Varios trabalhos publicados
na literatura tém evidenciado o potencial biolégico desse &cido hidroxi-
cindmico. Ja foram relatadas para o 4&cido cafeico atividade
quimiopreventiva (YANG et al, 2014), antioxidante
(NADANASABAPATHI; RUFIA; MANJU, 2013), anti-inflamatéria
(YANG et al.,, 2013a), antinociceptiva (GAMARO et al.,, 2011),
antidiabética (CHAO et al., 2010), antiangiogénica (KIM et al., 2009) e
antiherpética (IKEDA et al., 2011).

Figura 89 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, MeOD-d,) do composto CUT1
(&cido cafeico).
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Figura 90 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, MeOD-d,) do composto

CUT1 (acido cafeico).
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Figura 91 — Mapa de correlagdo HMBC (600 MHz, MeOD-d,) do composto

CUT1 (acido cafeico).
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Figura 92 — Representacdo de algumas correlagdes HMBC do composto CUT1
(&cido cafeico).
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Tabela 19 — Dados de RMN de *H e **C (600 e 100 MHz, MeOD-d,) do 4cido
cafeico em comparacdo com dados da literatura.

BHATT
. u(mult, J Hz 5 2011), D,0

Posicio Q0 1sorp; HMEC o (mult(., 3 H)z) s

300MHz 75 MHz

1 : 1285 } } 1254
2 701(d;1,9) 1148  3/4l6/7 7,10 (s) 1148
3 i 146,6 i i 1452
4 : 1485 : : 1483
5 675(0:82) 1163 1/3/4/6  680(d;80) 1158
6  688(dd;82,19) 1214 2477 702(d80) 1214
7 738(d;159) 1433 1/2/6/8/9 7,51(d; 150) 1414
8 6.26(d;159) 1202 19  635(d;150) 1275
9 i 1738 i i 174,7

5.3.2.2 Substancia CUT2 (noreugenina)

O composto CUT2 (76,3 mg) (Figura 93) foi obtido da fracéo
diclorometano na forma de cristais amarelos, com p.f. na faixa de 254,8-
257,0 °C. Na analise por CCDA, esse composto apresentou-se como
uma mancha com Rf = 0,52 no sistema de eluicdo CH,CI,:AcOEt
(75:25, viv). Além disso, essa substancia apresentou extingdo de
fluorescéncia sob luz UV em A = 254 nm e, apds revelacdo com solucéo
de anisaldeido sulfurico, adquiriu coloracdo amarelo-clara.

Figura 93 — Estrutura quimica do composto CUT2 (noreugenina).
HO

O espectro de RMN de *H (400 MHz, acetona-ds) (Figura 94) do
composto CUT2 apresentou sinais em regido mais desprotegida,
indicando tratar-se de uma substancia aromatica. Foi possivel visualizar
no espectro dois dupletos ressonando em 8y 6,36 (1H; d; J=2,0 Hz; H-8)
e o0y 6,23 (1H; d; J=2,0 Hz; H-6), sugerindo a presenga de um anel
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benzeno 1,2,3,5-tetrassubstituido. A constante de acoplamento da ordem
de 2,0 Hz é tipica de padrdo de substituicdo meta. A presenca de um
simpleto largo em &y 12,89 (1H; sl; OH) é referente a uma hidroxila
quelatogénica localizada no carbono C-5 (DA SILVA, 2009). De modo
suplementar, foi observado no espectro um sinal em 8y 6,07 (1H; sl; H-
3), caracteristico de hidrogénio olefinico; e um simpleto largo em dy
2,37 (3H; s; H-11), atribuido a um grupo metila, o qual estd mais
desblindado, provavelmente, devido a proximidade a uma dupla ligacéo.

Todas as atribuicdes dos valores de **C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 95)
e HMBC (Figura 96). Os mapas de correlacio HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 10 atomos de carbonos, incluindo uma
carbonila de cetona a,B-insaturada (8¢ 182,9), dois carbonos aromaticos
sp® (8¢ 94,5 e 99,5), um carbono aromatico quaternario (5c 104,9), trés
carbonos aromaticos quaternarios oxigenados (3¢ 159,3; 164,1 e 164,8),
um carbono sp® olefinico (8¢ 108,9), um carbono olefinico quaternario
oxigenado (d¢ 168,3) e um grupamento metil (5¢ 20,3).

As correlacdes *H-*C a longa distancia visualizadas no mapa de
correlacio HMBC permitiram estabelecer a conectividade entre os
atomos na molécula. A hidroxila fendlica quelada por ligacdo
hidrogénio-carbonila que ressona em &y 12,89 (OH) mostrou correlacéo
com os carbonos C-5 (164,1), C-6 (99,5) e C-10 (104,9); e o hidrogénio
olefinico em &y 6,07 (H-3) apresentou correlagdo com os carbonos em
dc 20,3 (C-11), 104,9 (C-10), 168,3 (C-2) e 182,9 (C-4). Na Figura 97
sdo apresentadas a algumas correlacdes HMBC do composto CUT2.

Os dados espectroscépicos descritos acima permitiram propor um
esqueleto basico de cromona. As informagdes obtidas através da anélise
dos espectros de RMN 1D e 2D aliadas a comparagdo com valores da
literatura (ALI et al., 1990; HUANG et al., 2010; KANG; LI; HAO,
2003) permitiram caracterizar a substancia CUT2 (CyoHgO,4) como
sendo a cromona noreugenina (5,7-diidroxi-2-metil-cromona). Na
Tabela 20 é realizada uma comparacdo dos dados de RMN de *H e **C
da noreugenina com os dados reportados por Ali e colaboradores (1990).

A noreugenina é uma cromona encontrada em VArias espécies
vegetais, sendo descrita para as espécies Mallotus apelta (LU et al.,
2014), Hymenocallis littoralis Salisb. (ANH; DUONG; HOANG, 2014),
Ammi visnaga (SELLAMI et al., 2013), Melaleuca cajuputi Powell
(RATTANABURI et al., 2014), Pisonia aculeata (WU et al., 2011b),
Knoxia corymbosa (WANG et al., 2006b) e Polygonum multiflorum
(RAO et al., 2009). Entre os efeitos biol6gicos e farmacoldgicos citados
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na literatura para esse composto, podemos destacar a atividade
antirrugas (CAROLA et al., 2010) e antiviral (HU et al., 1994).

Figura 94 — Espectro de RMN de *H (400 MHz, acetona-ds) do composto CUT2
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Figura 95 — Mapa de correlagdo HSQC (400 MHz, acetona-dg) do composto
CUT2 (noreugenina).
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Figura 96 — Mapa de correlagio HMBC (400 MHz, acetona-dg) do composto
CUT2 (noreugenina).
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Figura 97 — Representacdo de algumas correlagdes HMBC do composto CUT2
(noreugenina).

Tabela 20 — Dados de RMN de *H e "*C (400 e 100 MHz, acetona-ds) da
cromona noreugenina em comparagdo com dados da literatura.

ALl et al.

& (Mult., J Hz) dc (1990), DMSO-d,

POSICa0 " 400 MHz 100 MHz HMBC it J H) dc
400 MHz 100 MHz

2 - 168,3 - - 168,7
3 6,07 (sl) 1089 2/4/10/11 613 (s) 108,8
4 - 182,9 - - 182,6
5 - 164,1 - - 164,9
6 6,23 (d; 2,0) 995  5/810 618 (d; 19) 99,6
7 - 164.8 - - 1684
8 6,36 (d; 2,0) 94,5  4/6/7/9/10 6,30 (d; 1,9) 94,6
9 - 159,3 - - 162,4
10 - 104.9 - - 104,3
11 2,37 (sl) 20,3 213 2,34 (sl) 20,7

OH 12,89 (sl) - 5/6/10 12,83 (sl) -
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5.3.2.3 Amostra CUT3 (mistura de buteina e orobol)

A amostra CUT3 (61,9 mg) foi obtida da fracdo acetato de etila
como um s6lido amarelo. Na analise por CCDA, a mesma apresentou-se
como uma mancha com valor de Rf = 0,69 no sistema de solvente
CH,Cl,:MeOH (85:15, v/v), com extin¢do de fluorescéncia sob luz UV
no comprimento de onda A = 254 nm. Apds revelagdo com o reagente
quimico anisaldeido sulfirico, essa amostra desenvolveu cor laranja. A
analise dos dados espectroscopicos de RMN 1D e 2D sugeriram que
CUT3 trata-se, na realidade, de uma mistura de duas substéncias na
propor¢do 1:1 (CUT3-1: Figura 98; CUT3-2: Figura 99).
Adicionalmente, as informagdes obtidas por meio dos experimentos de
correlagdo heteronuclear (HSQC e HMBC) permitiram estabelecer a
atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos de todos os atomos
de hidrogénio e carbono dos dois compostos presentes nessa mistura.

Figura 98 — Estrutura quimica do composto CUT3-1 (buteina).
HO OH

O espectro de RMN 'H (400 MHz, MeOD-d,) (Figura 100) da
amostra CUT3 apresentou sinais em regido mais desprotegida,
sugerindo que essa mistura é constituida por duas substancias
arométicas. Além disso, a anélise dos dados espectrais permitiu definir
para a primeira substdncia (CUT3-1) um esqueleto de chalcona,
enquanto para a segunda (CUT3-2) foi atribuido um esqueleto de
isoflavona, ambos com ndcleo fundamental Cg-C3-Cq. O espectro de
CUT3-1 apresentou um dupleto em 3y 7,54 (1H; d; J=15,3 Hz; H-a) e
um duplo dupleto em 8y 7,72 (1H; dd; J=15,3; 0,5 Hz; H-p), tipico de
sistema trans-alceno de derivados aromaticos Cg-C3-Cs (HALBWIRTH,
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2010). Além disso, também foram visualizados seis sinais de hidrogénios
aromaticos referentes a dois aneis fenila em 6y 7,94 (1H; d; J=8,9 Hz;
H-6), 6y 6,42 (1H; dd; J=8,9; 2,5 Hz; H-5"), 8y 6,29 (1H; d; J=2,5 Hz;
H-3), 84 7,11 (1H; ddd; J=8,2; 2,3; 0,5 Hz; H-6), &4 6,82 (1H; dd;
J=8,2; 0,4 Hz; H-5) e &4 7,18 (1H; dd; J= 2,3; 0,4 Hz; H-2). O composto
CUT3-2 foi caracterizado pela presenga de um simpleto em 6y 8,03 (1H;
s; H-2), tipico de hidrogénio H-2 de isoflavonas. De maneira adicional,
no espectro também foram observados cinco sinais na regido de
hidrogénios aromaticos: 64 7,02 (1H; dd; J=1,9; 0,5 Hz; H-2"), &4 6,85
(1H; dd; J=8,9; 1,9 Hz; H-6"), 6y 6,82 (1H; dd; J=8,9; 0,5 Hz; H-5"), o4
6,34 (1H; d; J=2,1 Hz; H-8) e 64 6,22 (1H; dd; J=2,1 Hz; H-6). A Figura
101 apresenta uma expansdo do espectro de RMN de *H da amostra
CUT3 na regido entre 7,62-6,18 ppm.

Todas as atribuicdes dos valores de **C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlacdo HSQC (Figura 102) e HMBC
(Figura 102). Os mapas de correlacdo HSQC e HMBC evidenciaram a
presenca de 15 4tomos de carbonos para o composto CUT3-1 (8¢ 193,6;
167,5; 166,3; 150,1; 147,2; 146,1; 133,4; 128,4; 123,6; 118,5; 116,6;
115,9; 114,9; 109,2 e 103,9) e 15 atomos de carbonos para 0 composto
CUT3-2 (8¢ 182,4; 165,9; 164,0; 159,8; 155,0; 147,2; 146,8; 124,9;
123,7; 121,8; 117,5; 116,6; 106,4; 100,2 e 94,8), reforgando a hipdtese
de esqueletos carbdnicos com ndcleo fundamental Cg-Cs-Ce.

As correlagBes a mais de uma ligacdo entre hidrogénio e carbono
Clue, Juc e “Jne) visualizadas no mapa de correlagio HMBC
permitiram estabelecer a conectividade entre os fragmentos nas duas
substancias. Para o composto CUT3-1, o hidrogénio olefinico H-B (84
7,72) mostrou correlacdo com os carbonos C-o (8¢ 118,5), C-B’ (8¢
193,6), C-1 (6¢c 128,4), C-2 (8¢ 115,9) e C-6 (8¢ 123,6); e o hidrogénio
aromatico em oy 6,29 (H-5’) apresentou correlagdo com os carbonos C-
1’ (8¢ 114)9), C-3” (8¢ 109,2) e C-6’ (8¢ 167,5). Para o composto
CUT3-2, o hidrogénio olefinico H-2 (84 8,03) mostrou correlacdo com
0s carbonos C-1° (6¢c 124,9), C-4 (dc 182,4) e C-9 (6¢ 159,8); e o
hidrogénio aromatico em &y 6,22 (H-6) apresentou correlagdo com 0s
carbonos C-5 (6¢ 164,0), C-7 (8¢ 165,9), C-8 (6¢c 94,8) e C-10 (3¢
106,4). Nas Figuras 103 e 104 sdo representadas algumas correlagdes
HMBC dos compostos CUT3-1 e CUT3-2, respectivamente.

A andlise dos dados espectroscépicos de RMN 1D e 2D
apresentados acima e a comparacdo com dados publicados na literatura
(CHEN et al.,, 2008; ZHENG; LIANG; HU, 2006) permitiram a
identificagdo do composto CUT3-1 (Cy5H120s) como sendo a chalcona
buteina, e do composto CUT3-2 (Cy5H1006) como sendo a isoflavona
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orobol (isoluteolina). Nas Tabelas 21 e 22 é realizada uma comparagéo
dos dados de RMN da buteina e da isoluteolina, respectivamente, com
dados da literatura.

Figura 100 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, MeOD-d,) da amostra CUT3
(buteina e orobol).
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Figura 101 — Expansdo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, MeOD-d,) na
regido de 7,62-6,18 ppm.
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Figura 102 — Mapa de correlagdo HSQC (400 MHz, MeOD-d,) da amostra
CUT3 (buteina e orobol).
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Figura 103 — Mapa de correlagdo HMBC (400 MHz, MeOD-d,) da amostra
CUT3 (buteina e orobol).
| |

&= 0

E
(

«Jlﬂ JJMI‘J‘H"'IL MW‘“\-«"‘-VL
:
F1 Chemical Shit (ppm)

3 2 1 0

5 4
F2 Chemical Shift (oom)

Figura 104 — Representagdo de algumas correlagdes HMBC do composto
CUT3-1 (buteina).
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Figura 105 — Representagdo de algumas correlagdes HMBC do composto
CUT3-2 (orobol).

Tabela 21 — Dados de RMN de *H e *C (400 e 100 MHz, MeOD-d,) da
chalcona buteina em comparagéo com dados da literatura.

CHEN et al.

. ) 2008), acetona-d
Posiao %glk/ilszZ) 1006l\C/IHz HMBC =, (ngult., 3 Hz) o
500 MHz 125 MHz

1 - 128.4 : : 128.1
2 748(dd:23;04) 1159  BAA4l6 7,34 (d; 2.0) 115,9
3 - 1472 i 146,3
4 . 150,1 : : 149,2
5  682(dd:82;,04) 1166  14/6 689 (d; 85) 116.4
6 7'1;‘(3(?%0,';55’2; 1236 B2/4/5 7.21(dd:85;20) 1234
P ; 114.9 i i 1145
2 ; 167,5 : : 167.0
3 6,29 (d; 2,5) 1039 127/5  635(d; 2,0) 103,7
" - 166,3 : : 166,5
5 642(dd:89;25) 1092 13 646 (dd: 85 20) 1086
6 7,94 (d; 8,9) 1334 P4 810(d;9,0) 133,2
o 754(d;153) 1185  B//1  7.68(d; 155 1183
B 7.72(dd:153;0,5) 1461 oB/1/2/6 7.75(d;155) 1455
B ; 1036 i i 192,7
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Tabela 22 — Dados de RMN de *H e "*C (400 e 100 MHz, MeOD-d,) da
isoflavona orobol (isoluteolina) em comparagdo com dados da literatura.

ZHENG; LIANG; HU

Posicao ™" (4%3 Ik}ilszZ) 1008|\C/| Hy HMBC —- (n%??G?] |e—1|cze)tona d?sc
300 MHz 75 MHz
2 8,03 (s) 1550  17/4/9 8,11 (s) 154,3
3 - 1237 - - 1234
4 - 1824 - - 1815
5 - 164,0 - - 1634
6 6,22 (d; 2,1) 1002 5/7/8/10 6,26 (d; 1,8) 99,7
7 - 1659 - - 165,2
8 6,34 (d; 2,1) 948  6/7/9/10 6,38 (d; 1,8) 94,5
9 - 159,8 - - 159,0
10 - 106,4 - - 105,7
I’ - 1249 - - 124,1
2 7,02(dd;19;05) 1175 15/’ 7,10(d; 15) 117,0
3 - 1472 - - 1456
4 - 146,8 - - 146,4
5 682(dd;89;05) 1166 2/ 686 (d;84) 1159

¢  685(dd;89;19) 1218  3/2/4 690 (dd;84;15) 1214

A buteina foi previamente isolada de espécies vegetais de
diferentes géneros (CAVALCANTE et al., 2012; CHEN et al., 2008;
HASHIDA et al., 2014; PARK et al., 2014; SERGENT et al., 2014;
ZHAO et al., 2013). Além disso, vérios trabalhos publicados na
literatura tém demonstrado o seu potencial biolégico. J& foram relatadas
para essa chalcona atividade antiadipogénica (SONG et al.,, 2013),
anticoagulante (LIAO; LUO; KONG, 2013), antifibrética (SZUSTER-
CIESIELSKA et al., 2014), antitumoral (CHO; WOO; KO, 2014; JANG
et al., 2012; RAJENDRAN et al., 2011) e antioxidante (FARHOOSH,
2005).

No tocante ao orobol, o0 mesmo ja foi isolado de diferentes
espécies, tais como Eclipta prostrata (TEWTRAKUL et al., 2011),
Thermopsis dolichocarpa, Vexibia alopecuroides (SYROV et al., 2001),
Cudrania tricuspidata (Carr.) Bur. (ZHENG; LIANG; HU, 2006),
Dalbergia odorifera (LEE et al., 2013a), Litsea guatemalensis Mez.
(SIMAO DA SILVA et al., 2012), entre outras. Com relacio aos estudos
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bioldgicos realizados com essa isoflavona, sdo descritas atividades anti-
inflamatoria (SIMAO DA SILVA et al., 2012; TEWTRAKUL et al.,
2011), antioxidante (RUEFER & KULLING, 2006), hepatoprotetora
(SYROV et al., 2001), hipolipidémica (KHUSHBAKTOVA; SYROV;
BATIROV, 1991) e antitumoral (YAMASHITA; KAWADA,
NAKANO, 1990).

5.3.2.4 Substancia CUT4 (a-hidroxi-buteina)

O composto CUT4 (122,7 mg) (Figura 106) foi obtido da fracéo
acetato de etila na forma de um sélido laranja, com p.f. na faixa de
177,1-178,3 °C. Na analise por CCDA, esse composto apresentou-se
como uma mancha com Rf = 0,65 no sistema de eluicdo CH,Cl,:MeOH
(85:15, v/v). Além disso, essa substancia apresentou extingdo de
fluorescéncia sob luz UV em A = 254 nm e, apds revelacdo com solucdo
de anisaldeido sulfurico, intensificou a coloragéo laranja.

Figura 106 — Estrutura quimica do composto CUT4 (a-hidroxi-buteina).
HO OH OH

O espectro de RMN de *H (600 MHz, MeOD-d,) (Figura 107) do
composto CUT4 apresentou um conjunto de sinais entre oy 7,61 e 6,699;
compativeis com a presenga de trés hidrogénios arométicos de um
sistema de acoplamento ABX para o anel B: 8y 7,61 (1H; d; J=8,4 Hz;
H-6"), 64 6,72 (1H; d; J=2,0 Hz; H-3") e 8y 6,699 (1H; dd; J=8,4; 2,0
Hz; H-5). Observaram-se também no espectro um par de dupletos
ressonando em &y 7,52 (1H; d; J=2,0 Hz; H-2) e 6y 6,84 (1H; d; J=8,3
Hz; H-5), e um duplo dupleto em &y 7,24 (1H; d; J=8,3; 2,0 Hz; H-6),
sugerindo a presenca de um anel benzénico do tipo 1,2,4-trissubstituido.
Adicionalmente, um simpleto tipico de hidrogénio olefinico em &y 6,696
(1H; s) foi atribuido ao hidrogénio P a carbonila. Esses dados
espectroscopicos sugerem fortemente a presenca de uma estrutura basica
do tipo Cs-C3-Cg, a qual é consistente com um esqueleto de a-hidroxi-
chalconas. Além disso, a geometria molecular da olefina dessa chalcona
foi determinada com configuracdo molecular trans com base em estudos
anteriores (FERREIRA; VAN DER MERWE; ROUX, 1974; MALAN
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& ROUX, 1974; METUNO et al., 2008; VAN DER MERWE et al.,
1972).

Todas as atribuicdes dos valores de *3C foram realizadas com o
auxilio do espectro de RMN de *3C (Figura 108) e dos experimentos de
correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 109) e HMBC (Figura 110). O
espectro de RMN de *C e os mapas de correlagio HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 15 atomos de carbonos, incluindo uma
carbonila de cetona o,B-insaturada (5c 184,6), seis carbonos sp’
aromaticos (d¢c 99,4; 114,0; 116,7; 118,7; 126,5 e 126,9), dois carbonos
aromaticos quaternarios (8¢ 115,0 e 125,4), quatro carbonos aromaticos
quaternarios oxigenados (6c 146,8; 149,5; 168,5 e 169,7), um carbono
sp® olefinico (8¢ 114,7) e um carbono olefinico quaternario oxigenado
(8¢ 147,7).

A partir das correlacdes espectroscopicas *H-"3C a longa distancia
observadas no mapa de correlagio HMBC foi possivel estabelecer a
conectividade entre os atomos na molécula. A atribuicdo do hidrogénio
H-B foi confirmada por suas correlacdes com os carbonos C-2 (8¢
118,7); C-6 (8¢ 126,5); C-a (8¢ 147,7) e C-B' (6¢ 184,6). A ressonancia
de RMN de 2°C em d¢ 147,7 foi atribuida ao carbono C-a. Além disso, o
hidrogénio aromatico H-5 (84 6,84) mostrou correlagdo com os carbonos
C-1 (8¢ 125,4), C-3 (8¢ 146,8) e C-4 (d¢c 149,5); ¢ o hidrogénio em 64
6,699 (H-5) apresentou correlagdo com os carbonos aromaticos em 8¢
115,9 (C-17) e 6¢ 99,4 (C-3°). Na Figura 111 sdo apresentadas algumas
correlagdes HMBC do composto CUTA4.

A combinacdo de todos os dados espectroscdpicos apresentados
acima e a comparacdo com dados disponiveis na literatura (METUNO et
al., 2008) permitiram a identificagdo do composto CUT4 (CisH1206)
como sendo a chalcona a-hidroxi-buteina (2°,4°,3,4-a-pentahidroxi-
chalcona). Na Tabela 22 estio sumarizados os dados de RMN de 'H e
BC da o-hidroxi-buteina, bem como as correlagdes 'H-'*C a longa
distancia observadas no mapa de correlagdo HMBC e a comparag¢do com
os dados descritos por Metuno e colaboradores (2008). No entanto, é
importante salientar que alguns dos sinais descritos por esses autores
apresentam valores de deslocamento quimico de *H e **C trocados.

A ocorréncia natural de a-hidroxi-chalconas € extremamente
rara na natureza, sendo descritos até agora somente alguns exemplos
(FERREIRA; VAN DER MERWE; ROUX, 1974; MALAN & ROUX,
1974; METUNO et al., 2008). A a-hidroxi-buteina foi descrita
anteriormente em apenas quatro espécies vegetais: Peltogyne pubescens,
P. venosa (MALAN & ROUX, 1974), Trachylobium verrucosum
(FERREIRA; VAN DER MERWE; ROUX, 1974) e Treculia acuminata
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(METUNO et al., 2008). Nao ha relatos na literatura a respeito do
potencial bioldgico desse composto.

Figura 107 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, MeOD-d,) do composto
CUT4 (a-hidroxi-buteina).
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Figura 108 — Espectro de RMN de **C (600 MHz, MeOD-d,) do composto
CUT4 (o-hidroxi-buteina).
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Figura 109 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, MeOD-d,) do composto
CUT4 (a-hidroxi-buteina).
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Figura 110 — Mapa de correlaggo HMBC (600 MHz, MeOD-d,4) do composto
CUT4 (a-hidroxi-buteina).
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Figura 111 — Representagéo de algumas correlagdes HMBC do composto CUT4
(a-hidroxi-buteina).
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Tabela 23 — Dados de RMN de *H e **C (600 e 150 MHz, MeOD-d,) da
chalcona a-hidroxi-buteina em comparacdo com dados da literatura.

METUNO et al.

3 (mult., J Hz) dc (2008), CDCl,

Posicdo 600 MHz 150 MHz FMBC il oHD) o
600 MHz 150 MHz
1 i 1254 : i 1138
2 752(d;20) 1187  PBABM4l6  753(d;L19)  117.9
3 146,8 ; 1457
4 ; 1495 ; i 148,4
5 6,84(d;83) 1167 134  685(d;82) 1157
6  7.24(dd:83;20) 1265  B2/4/5 7.26(dd;8,219) 1254
L i 115,0 i i 1245
» : 160,7 : i 168,8
3 §72(d;20) 994 1245 669(d;19) 1136
" : 1685 ; i 167,4
s 6,699 (dd;84;20) 1140 173  670(dd;83;19) 1131
&  761(d;84) 1269 B/2/4  7,60(d;83) 1258
o ] 1477 i i 146,7
B 6,696 (5) 1147 Wp/2/6 6,71 (5) 98,4
B : 184,6 : ; 1834

5.3.2.5 Substancia CUT5 (desacetileupaserrina)

O composto CUT5 (77,9 mg) (Figura 112) foi obtido da fragéo
diclorometano na forma de um sélido cristalino com cor branca, com p.f.
na faixa de 163,5-165,0 °C. Na analise por CCDA, esse composto
apresentou-se como uma mancha com Rf = 0,45 no sistema de solvente
CH,CI,:AcOEt (40:60, v/v). Além disso, essa substancia apresentou
extin¢do de fluorescéncia sob luz UV em A = 254 nm e, apds revelacdo
com o0 agente cromogénico anisaldeido sulfurico, desenvolveu cor azul-
marinho.
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Figura 112 — Estrutura quimica do composto CUT5 (desacetileupaserrina).

O espectro de massas de alta resolugdo (Figura 113) do composto
CUTS5, obtido com fonte de ionizacdo por Electrospray no modo
positivo [ESI(+)-MS], registrou um ion de m/z 385,1645, referente ao
aduto de sodio [M+Na]® (calculado m/z 385,1627). Essa massa é
compativel com a formula molecular C,oH»NaQg, e indica um indice de
deficiéncia de hidrogénios (IDH) igual a oito para esse composto.

O espectro de RMN de *H (600 MHz, acetona-ds) (Figura 114) da
substancia CUT5 apresentou dois dupletos em oy 6,15 (1H; d; J=3,6 Hz;
H-13a) ¢ 8y 5,63 (1H; d; J=3,2 Hz; H-13b), caracteristicos de
hidrogénios olefinicos de grupamento exometileno, acoplando com um
hidrogénio ressonando em oy 3,24 (1H; dddd; J=8,5; 3,6; 3,2; 1,0 Hz;
H-7), dando evidéncias da presenga de uma lactona sesquiterpénica a,[3-
insaturada. Também foi possivel visualizar dois sinais caracteristicos de
hidrogénios olefinicos em &y 5,10 (1H; m; H-5) e 84 5,09 (1H; m; H-1);
e trés sinais tipicos de hidrogénios oximetinicos em &y 5,89 (1H; ddd;
J=5,2; 2,1; 1,0 Hz; H-8), 8y 5,20 (1H; ddd; J=10,0; 8,5; 0,3 Hz; H-6) e
oy 4,73 (1H; ddd; J=9,7; 9,7; 5,8 Hz; H-2). Um conjunto de sinais com
deslocamento quimico em &y 2,80 (1H; dd; J=14,3; 5,3 Hz; H-9a), &y
2,66 (1H; dd, J=10,9; 5,8 Hz; H-3a), 84 2,49 (1H; dd, J=14,3; 2,1 Hz;
H-9b) e &4 2,07 (1H; m; H-3b) foi atribuido a hidrogénios
diastereotopicos de grupo metileno. As constantes de acoplamento da
ordem de 14,3 e 10,9 Hz sio tipicas de acoplamento geminal (*Ju)
hidrogénio-hidrogénio. Também foi possivel visualizar no espectro um
duplo dupleto em 6y 1,80 (3H; dd; J=1,5; 0,3 Hz; H-15) e um dupleto
em oy 1,57 (3H; d; J=1,0 Hz;, H-14), integrando para 3H cada,
correspondentes a dois grupamentos metil olefinicos. As constantes de
acoplamento da ordem de 1,5 e 1,0 Hz sdo sugestivas de acoplamento
alilico (*Jyn). Por fim, a cadeia lateral éster apresentou quatro sinais
com deslocamento quimico em &y 6,37 (1H; qdd; J=7,2; 1,5; 1,5 Hz; H-
3%), dn 4,27 (1H; ddd; J=13,4; 1,5; 1,5 Hz; H-5’a), &y 4,17 (1H; ddd;
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J=13,4; 1,5; 1,5 Hz; H-5’a) e 8y 1,99 (3H; ddd; J=7,2; 1,5; 1,5 Hz; H-
4%), indicando a presen¢a de um grupamento acetoxi-sarraceniloxi. A
Figura 115 apresenta uma expansdo do espectro de RMN de 'H do
composto CUT5 na regido entre 5,63-1,57 ppm. Com o intuito de
confirmar a atribuicdo do hidrogénio H-7, foi realizada a simulagio da
multiplicidade e dos valores das constantes de acoplamento com o
auxilio do programa FOMSC3 (CONSTANTINO et al., 2006). Para tal,
foram utilizados os valores de deslocamento quimico e de J (Hz) obtidos
no espectro experimental (Figura 116). Na Figura 117 ¢é apresentado o
mapa de correlagdo COSY (Jun), confirmando os acoplamentos
observados no espectro de RMN de 'H. Entre os acoplamentos
observados nesse mapa de correlacdo, podemos destacar o acoplamento
do hidrogénio em 6y 3,24 (H-7) com os hidrogénios em dy 6,15 (H-13a),
dn 5,63 (H-13b) e oy 5,20 (H-6); e do hidrogénio em &y 4,73 (H-2) com
os hidrogénios em &y 5,09 (H-1), oy 2,66 (H-3a) e 64 2,07 (H-3b).

A configuracdo relativa dos carbonos quirais foi deduzida através
do valor das constantes de acoplamento, as quais foram correlacionadas
com o angulo diedro obtido por meio de estereomodelos e aplicacdo da
curva de Karplus; e também foram utilizados experimentos de NOE. As
grandes constantes de acoplamentos observadas entre os hidrogénios H-
5 e H-6 (Js5 = 10,0 Hz) e entre H-6 e H-7 (Js7 = 8,5 Hz) sugerem um
arranjo antiperiplanar de H-5, H-6 e H-7. Assumindo que o hidrogénio
H-7 possui orientagdo o, como ocorre na grande maioria das lactonas
sesquiterpénicas de angiospermas (FISHER, 1990; IBRAHIM et al.,
2013; SHI et al. 2015), pode-se propor uma orientagdo [ para o
hidrogénio H-6. Além disso, a irradiacdo seletiva do sinal de H-7 (84
3,24), por meio do experimento de NOE (Figura 118), ndo causou
alteragdo no sinal de H-6 (84 5,20), corroborando a configuracéo
sugerida anteriormente. Similarmente, a pequena constante de
acoplamento exibida entre os hidrogénios H-7 e H-8 (J;g = 1,0 Hz)
indica uma orientagdo B para a cadeia lateral éster e a para o hidrogénio
H-8. Essa informacdo foi confirmada pelo experimento de NOE, uma
vez que a irradiacdo seletiva do sinal de H-8 (64 5,89) (Figura 119)
causou alteragdo no sinal de H-7 (8 3,24) (H-7 e H-8 possuem a mesma
configuragdo relativa). Para o grupo hidroxila localizado no carbono C-2
foi atribuida uma orientacdo o, com base nos valores das constantes de
acoplamento observados entre o hidrogénio H-2 e os hidrogénios H-3a
(J2,3a: 5,8 HZ) e H-3b (J2|3b: 9,7 HZ)

Todas as atribuicdes dos valores de **C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlagdo heteronuclear HSQC (Figura
120) e HMBC (Figura 121). Os mapas de correlacdo HSQC e HMBC
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evidenciaram a presenca de 20 atomos de carbono, incluindo uma
carbonila de lactona (6c 169,7), uma carbonila de éster (5c 166,2),
quatro carbonos sp? olefinicos (3¢ 120,4; 130,2; 135,9 e 138,9), quatro
carbonos olefinicos quaternarios (8¢ 133,5; 134,3; 138,9 e 143,2), quatro
carbonos sp® oxigenados (8¢ 63,6; 69,3; 72,6 e 76,3), dois metilenos (5¢
44,5 e 49,8), um metino (8¢ 53,5) e trés metilas (5¢ 15,6; 18,7 e 20,1).

As correlacdes a mais de uma ligacédo entre hidrogénio e carbono
Cue, e e “Jyc) visualizadas no mapa de correlagio HMBC
permitiram estabelecer a conectividade entre os fragmentos na molécula.
A posicdo da cadeia lateral éster na molécula foi confirmada pela
correlacdo do hidrogénio oximetinico H-8 (64 5,89) com a carbonila de
éster em oy 166,2 (C-1°). Além disso, o hidrogénio olefinico H-3" (8y
6,37) mostrou correlacdo com os carbonos C-1° (d¢ 166,2), C-4* (8¢
15,6) e C-5° (6c 63,6); e o hidrogénio H-2 (64 4,73) apresentou
correlagdo com os carbonos C-3 (6¢ 49,8) e C-10 (6¢ 134,3). A Figura
122 apresenta algumas correlagées HMBC do composto CUTD5.

O assinalamento de todos os sinais de RMN de ‘H e *C
confirmou a presenca de uma lactona sesquiterpénica com esqueleto
germacranolideo 12,6a-trans lactonizado apresentando um grupamento
acetoxi-sarraceniloxi no carbono C-8 e um grupo hidroxila no carbono
C-2. A analise dos dados espectroscdpicos de HRMS, RMN 1D e 2D e a
comparagdo com dados descritos na literatura (HERZ & DE GROOTE,
1977; HERZ;KUMAR; BLOUNT, 1980; KUPCHAN et al., 1973)
permitiram caracterizar 0 composto CUT5 (CxH20¢) como sendo a
lactona desacetileupaserrina. Na Tabela 24 é realizada uma comparagdo
dos dados de RMN de 'H e **C da desacetileupaserrina com os dados
descritos por Herz e De Groote (1977); e Herz, Kumar e Blount (1980).

Figura 113 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto CUT5
(desacetileupaserrina) obtido por ESI(+)-HRMS.
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Figura 114 — Espectro de RMN de "H (600 MHz, acetona-dg) do composto
CUT5 (desacetileupaserrina).
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Figura 115 — Expansio do espectro de RMN de *H (600 MHz, acetona-ds) do
composto CUT5 na regido de 5,63-1,57 ppm.
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Figura 116 — Comparagio do sinal de RMN de "H de H-7 do composto CUT5
(esquerda — espectro experimental; direita — simulador FOMSC3).
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Figura 117 — Mapa de correlagdo COSY (600 MHz, acetona-dg) do composto
CUTS5 (desacetileupaserrina).
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Figura 118 — Espectro de NOE (600 MHz, acetona-dg) do composto CUT5
(desacetileupaserrina) irradiado em 3,24 ppm.
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Figura 119 — Espectro de NOE (600 MHz, acetona-dg) do composto CUT5
(desacetileupaserrina) irradiado em 5,89 ppm.
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Figura 120 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, acetona-dg) do composto
CUTS (desacetileupaserrina).
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Figura 121 — Mapa de correlagio HMBC (600 MHz, acetona-dg) do composto
CUTS5 (desacetileupaserrina).
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Figura 122 — Representagio de algumas correlagdes HMBC do composto CUT5
(desacetileupaserrina).
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Tabela 24 — Dados de RMN de *H e **C (600 e 150 MHz, acetona-ds) da lactona
desacetileupaserrina em comparacdo com dados da literatura.

HERZ & DE  HERZ: KUMAR;
5 it I H R GROOTE BLOUNT
Posicgo o (Mult. JHz) -~ 8¢ pe (1977) CDCI,  (1980), CDCly
600 MHz 150 MHz
oy (mult., J Hz) d¢
300 MHz 67,09 MHz
1 5,09 (m) 1359  9/14 5,00 (m) 134,1
4,73 (ddd; 9,7; R

2 27:58) 69,3 310 4,74 (dt; 9,5: 5,5) 69,1
3a  2,66(dd;10,9:58) 49,8  1/2/4/5/15 2,72 (dd: 9,5;5,5) 48,8
3b 2,07 (m) 49,8 1/2/4/5/15 2,10 (t 9,5) 48,8

4 - 1432 - - 1431
5 5,10 (m) 1302 3/7/15 5,00 (m) 129,

6 5'208(5‘:_"8;31)0'0; 76,3 4/5/7/8 513 (dd: 10,0; 7,0) 76,0

3,24 (dddd: 8,5: 2,94 (dddd; 7,0:
7 36:3.2: 1.0 535  SI6/113 7055305 53,0
5,89 (ddd; 5,2: 6/7/9/10/ 5,85 (ddd: 6,0;

8 2.1:1,0) 26 Ty 4,0:2,0) i
9a 2,80 (dd; 14,3:53) 445 1/7/8/10/14 2,86 (dd; 15,6; 6,0) 44,0
9b 2,49 (dd: 14,3;2,1) 445 110 2,36 (dd; 15,0; 2,0) 44,0
10 - 134,3 - - 134,8
11 - 138,9 - ; 136,5
12 - 169,7 - ; 169,8
132 6,15(d:36) 1204  7/11/12 6,33 (d: 3,5) 1215
130 563(d;32) 1204  7/1112 5,61 (d: 3,0) 1215
14 1,57 (d; 1,0) 201  1/9/10 1,77 (s) 19,9
15  1,80(dd;1,0:03) 18,7  2/3/4/5/6 1,53 (s) 18,8

1 - 166,2 - - 165,9
2 - 1335 - - 1315

. 6,37 (qdd; 7,2; Vg0 .

3 1515) 1389  1'/45 6,40 (d: 7,5) 140,8

s 1,99 (ddd; 7,2; S ms .

4 15.15) 15,6 23 2,01 (d: 7,5) 15,9

, 4,27 (ddd; 13,4; >0 4,21(q; 7,0

5°a 1.5 1.5) 63,6 2°/3 (9;7,0) 64,0
sp  ATEAEIBE e s 421 (q: 7.0) 64,0

1,5; 1,5)
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A desacetileupaserrina foi isolada anteriormente de diferentes
espécies dos géneros Eupatorium e Helianthus, tais como E. chinense
(ITOH et al., 2009), E. fortunei Turcz (HARUNA; SAKAKIBARA,;
ITO, 1986), E. semiserratum (KUPCHAN et al., 1973), E. mikanioides
(HERZ; KUMAR; BLOUNT, 1980), H. mollis (DANIEWSKI et al.,
1993), H. pumilus (HERZ & DE GROOTE, 1977), H. gracilentus
(MELEK et al., 1984) e H. maximiliani (STEWART; GERSHENZON;
MABRY, 1984). Com relacdo aos estudos bioldgicos realizados com
essa lactona, sdo descritas atividades antialérgica (ITOH et al., 2009),
fagorrepelente (DANIEWSKI et al., 1993) e antitumoral (KUPCHAN et
al., 1973; KUPCHAN; ASHMORE; SNEDEN, 1978).

5.3.2.6 Substéancia CUT6 (2a-hidroxi-8$-2°,3°,5°-trihidroxi-
angeloiloxi-costunolideo)

O composto CUT6 (12,2 mg) (Figura 123) foi obtido da fragéo
diclorometano na forma de um dleo de coloracdo alaranjada. Na analise
por CCDA, esse composto apresentou-se como uma mancha com Rf =
0,50 no sistema de eluicdo CH,Cl,:AcOEt (40:60, v/v). Além disso, essa
substancia apresentou extincdo de fluorescéncia sob luz UV em
comprimento de onda A = 254 nm e, ap06s revelacdo com o agente
cromogénico anisaldeido sulfarico, adquiriu coloracdo azul-marinho.

Figura 123 — Estrutura quimica do composto CUT6 (2a-hidroxi-8p-2°,3,5’-
trihidroxi-angeloiloxi-costunolideo).

Os espectros de RMN de *H das substancias CUT5 e CUT6
apresentaram 0 mesmo padrdo de sinais, sugerindo que este composto
também se trata de uma lactona sesquiterpénica do tipo
germacranolideo. O espectro de RMN de *H (600 MHz, acetona-dg)
(Figura 124) da substancia CUT6 apresentou dois dupletos em 8y 6,18
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(1H; d; J=3,6 Hz; H-13a) e 04 5,70 (1H; d; J=3,2 Hz; H-13b), sugestivos
de grupamento metileno olefinico exociclico, acoplando com um
hidrogénio ressonando em oy 3,29 (1H; dddd; J=8,4; 3,6; 3,2; 1,0 Hz;
H-7), sugerindo a presenca de um anel y-lacténico o,B-insaturado.
Também foi possivel visualizar dois sinais caracteristicos de hidrogénios
olefinicos em 8y 5,11 (1H; dd; J=9,7; 1,2 Hz; H-1) e 84 5,05 (1H; dd;
J=9,9; 1,5 Hz; H-5); e trés sinais tipicos de hidrogénios oximetinicos em
dy 6,01 (1H; ddd; J=4,2; 2,8; 1,0 Hz; H-8), 64 5,26 (1H; dd; J=9,9; 8,4
Hz; H-6) e 8y 4,75 (1H; ddd; J=9,7; 9,7; 5,7 Hz; H-2). Um conjunto de
sinais com deslocamento quimico em 6y 2,72 (1H; dd; J=14,4; 4,2 Hz;
H-9a), 6y 2,66 (1H; dd; J=10,9; 5,7 Hz; H-3a), 64 2,57 (1H; dd; J=14,4;
2,8 Hz; H-9b) e 8y 2,07 (1H; m; H-3b) foi atribuido a hidrogénios
diastereotopicos de grupo metileno. As constantes de acoplamento da
ordem de 14,4 e 10,9 Hz séo sugestivas de acoplamento geminal (*Ju)
hidrogénio-hidrogénio. Também foi possivel visualizar no espectro dois
dupletos em &y 1,80 (3H; d; J=1,5 Hz; H-15) ¢ 64 1,61 (3H; d; J=1,2
Hz; H-14), integrando para 3H cada, correspondentes a dois
grupamentos metila ligados a carbonos olefinicos. As constantes de
acoplamento da ordem de 1,5 e 1,2 Hz s8o sugestivas de acoplamento
alilico (“J4u). A principal diferenca observada entre os compostos CUT5
e CUT6 ocorreu na cadeia lateral éster. No composto CUT6 houve a
substituicdo da dupla ligacdo C-C, localizada nos carbonos C-2’ ¢ C-3’,
por dois grupamentos OH. Assim, a cadeia lateral éster do composto
CUT®6 apresentou quatro sinais com deslocamento quimico em &y 4,51
(1H; q; J=6,6 Hz; H-3"), &4 4,35 (1H; d; J=11,2 Hz; H-5"a), 84 4,20
(1H; d; J=11,2 Hz; H-5’a) e 64 1,50 (3H; d; J=6,6 Hz; H-4").

Todas as atribuicdes dos valores de *3C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura
125) e HMBC (Figura 126). Os mapas de correlacdo HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 20 atomos de carbono, incluindo uma
carbonila de lactona (8¢ 169,7), uma carbonila de éster (8¢ 170,6), trés
carbonos sp2 olefinicos (8¢ 121,7; 130,8 e 135,8), trés carbonos
olefinicos quaternarios (8¢ 134,5; 137,6 e 143,0), cinco carbonos sp3
oxigenados (8¢ 59,8; 67,3; 69,5; 75,6 e 75,7), um carbono spoxigenado
quaternario (8¢ 80,2), dois metilenos (6¢ 45,1 e 49,8), um metino (¢
53,1) e trés grupos metila (5¢ 19,0; 19,4 e 20,3).

As correlacdes a mais de uma ligacédo entre hidrogénio e carbono
visualizadas no mapa de correlacio HMBC permitiram estabelecer a
conectividade entre os fragmentos na molécula. A posicdo da cadeia
lateral éster na molécula foi confirmada pela correlacdo do hidrogénio
oximetinico H-8 (64 6,01) com a carbonila de éster em 8y 170,6 (C-17).
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Além disso, o hidrogénio oximetinico H-6 (84 5,26) mostrou correlacdo
com os carbonos C-4 (6¢c 143,0), C-7 (6¢ 53,1) e C-8 (&¢ 75,6); 0s
hidrogénios metil olefinicos H-15 (84 1,80) apresentaram correlagdo
com os carbonos C-2 (8¢ 69,5) e C-3 (6¢c 49,8); e os hidrogénios
metilicos H-4’ (64 1,50) mostraram correlagdo com os carbonos C-2” (8¢
80,2) e C-3° (6¢ 59,8). Na Figura 127 sdo apresentadas algumas
correlagdes HMBC (“Juc, *Jnc e “Juc) do composto CUTS.

A anélise dos dados espectrais de RMN e a compara¢do com
dados descritos na literatura (PEARCE; GERSHENZON; MABRY,
1986) permitiram caracterizar o composto CUT6 (CyH2s0g) como
sendo a lactona  2a-hidroxi-8p-2°,3”,5’-trihidroxi-angeloiloxi-
costunolideo. Na Tabela 25 sdo apresentados os dados de RMN 1D e 2D
da substancia 20-hidroxi-8p-2°,3,5°-trihidroxi-angeloiloxi-costunolideo,
bem como é realizada uma comparagdo com os dados descritos por
Pearce, Gershenzon e Mabry (1986). E importante salientar que alguns
valores de deslocamentos quimicos descritos por esses autores
apresentam variagOes de deslocamento quimico quando comparados aos
valores obtidos para a substancia CUT6. Ainda, esse composto foi
previamente isolado das espécies Eupatorium mikanioides (KERZ;
KUMAR; BLOUNT,; 1980) e Helianthus resinosus (PEARCE;
GERSHENZON; MABRY, 1986), e ndo ha relatos na literatura acerca
do seu potencial bioldgico.

Figura 124 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, acetona-ds) do composto
CUT6 (2a-hidroxi-8p-2°,3,5’-trihidroxi-angeloiloxi-costunolideo).
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Figura 125 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, acetona-dg) do composto
CUT6 (2a-hidroxi-8p-2°,3”,5’-trihidroxi-angeloiloxi-costunolideo).
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Figura 126 — Mapa de correlagdo HMBC (600 MHz, acetona-dg) do composto
CUT6 (2a-hidroxi-8p-2°,3”,5’-trihidroxi-angeloiloxi-costunolideo).
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Figura 127 — Representagio de algumas correlagdes HMBC do composto CUT6
(20-hidroxi-8p-2,3°,5 -trihidroxi-angeloiloxi-costunolideo).
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Tabela 25 — Dados de RMN de *H e **C (600 e 150 MHz, acetona-ds) da lactona
20-hidroxi-8p-2°,3”,5-trihidroxi-angeloiloxi-costunolideo em comparagdo com

dados da literatura.

oy (mult., J Hz)

dc

PEARCE; GERSHENZON;
MABRY (1986), DMSO-ds

Posicdo eooMHz  150MHz MBC 5 it J Ho) dc
200 MHz 22,6 MHz
1 511(dd;9,7;1,2) 1358 9/14 4,97 (dd; 10,0;15) 1345
2 4’73(7‘?%‘?’7;"7' 69,5 3110 45?0(%0'%3)00 67,9
32 2,66 (dd;10,9;57) 498  1/2/4/5115 2,50 (dd; 10,5;6,0) 487
3b 2,07 (m) 498 14/515 1,93 (dd; 10,5;10,0) 487
4 - 143,0 - - 141,7
5 505(dd;9,9;1,5) 1308  3/6/7/15 4,97 (dd; 10,0;1,5)  129,4
6 526(dd;9,9;84) 757  4/5/7/8  524(dd;10,0;85) 75,2
3,29 (dddd; 8,4; 3,18 (dddd; 8,5; 3,5;
7 3,6;(3,2; 10) 53,1 11/13 (3,2; 15) 51,9
8 6’032‘?"'1%)4'2' 756 o101 78 (ddl%)‘u"& 25 123
9a 2,72 (dd; 14,4;4,2) 451 1/8/14 2,52 (dd; 14,8;55) 43,9
9b  257(144;28) 451 - 2,38 (14,0; 2,5) 43,9
10 - 1345 - - 133,3
11 - 137,6 - - 136,7
12 - 169,7 - - 169,4
13a 6,18 (d; 3,6) 1217 71112 6,07 (d; 3,5) 121,2
13b 5,70 (d; 3,2) 1217 71112 5,64 (d: 3,2) 121,2
14 1,61 (d; 1,2) 20,3 9 1,55 (d; 1,4) 19,6
15 1,80 (d; 1,5) 19,0 213 1,72 (d; 1,5) 18,3
I’ - 170,6 - - 172,9
2 - 80,2 - - 81,8
3’ 4,51 (g; 6,6) 59,8 /5 3,67 (q; 6,5) 68,6
4 1,50 (d; 6,6) 19,4 2/3’ 0,94 (d; 6,5) 17,7
52 4,35(d; 11,2) 67,3 1273 3,40 (s) 64,7
5b 4,20 (d; 11,2) 67,3 1°/3° 3,40 (s) 64,7
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5.3.2.7 Substancia CUT7 (2e-hidroxi-8p-3’-hidroxi-2°,5’-epoxi-
angeloiloxi-costunolideo)

O composto CUT7 (2,5 mg) (Figura 128) foi obtido da fracéo
diclorometano na forma de um sélido esbranquicado, com p.f. na faixa
de 190,5-193,0 °C. Na anélise por CCDA, esse composto apresentou-se
como uma mancha com Rf = 0,29 no sistema de eluicdo CH,Cl,:AcOEt
(40:60, v/v). Além disso, essa substancia apresentou extingdo de
fluorescéncia sob luz UV em A = 254 nm e, ap6s revelacdo com o
reagente quimico anisaldeido sulfarico, desenvolveu coloracdo azul
marinho.

Figura 128 — Estrutura quimica do composto CUT7 (2a-hidroxi-83-3’-hidroxi-
2’,5’-epoxi-angeloiloxi-costunolideo).

O espectro de massas de alta resolu¢cdo do composto CUT7,
obtido com fonte de ionizagdo por Electrospray no modo positivo
[ESI(+)-MS] (Figura 129), registrou um ion de m/z 401,1582, referente
ao aduto de sodio [M+Na]" (calculado 401,1571). Essa massa & coerente
com a férmula molecular C,gH2sNaO-, e sugere um indice de deficiéncia
de hidrogénios igual a oito para esse composto.

Os espectros de RMN das substancias CUT6 e CUTY
apresentaram 0 mesmo padrdo de sinais, sugerindo que este composto
também se trata de um germacranolideo. O espectro de RMN de *H (600
MHz, acetona-ds) (Figura 130) do composto CUT7 apresentou dois
dupletos em 6y 6,15 (1H; d; J=3,6 Hz; H-13a) ¢ &4 5,66 (1H; d; J=3,2
Hz; H-13b), caracteristicos de hidrogénios olefinicos de grupamento
exometileno, acoplando com um hidrogénio ressonando em 8y 3,24 (1H;
dddd; J=8,5; 3,6; 3,2; 1,0 Hz; H-7), dando evidéncias da presenca de
uma lactona sesquiterpénica a,p-insaturada. Também foi possivel
visualizar dois sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos em d
5,09 (1H; dd; J=9,6; 1,0 Hz; H-1) e 84 5,05 (1H; dd; J=9,9; 1,4 Hz; H-
5); e trés sinais sugestivos de hidrogénios oximetinicos em 8y 5,96 (1H;
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ddd; J=4,2; 2,6; 1,0 Hz; H-8), 6y 5,23 (1H; dd; J=9,9; 8,5 Hz; H-6) ¢ 64
4,75 (1H; m; H-2). Um conjunto de sinais com deslocamento quimico
em 8y 2,74 (1H; dd; J=14,3; 4,2 Hz; H-9a), &y 2,66 (1H; dd; J=10,9; 5,8
Hz; H-3a), oy 2,53 (1H; dd; J=14,3; 2,6 Hz; H-9b) e &4 2,07 (1H; m; H-
3b) foi atribuido a hidrogénios diastereotdpicos de grupo metileno. As
constantes de acoplamento da ordem de 14,3 e 10,9 Hz s&o tipicas de
acoplamento geminal hidrogénio-hidrogénio (*Ju). Também foi
possivel visualizar no espectro dois dupletos em 6y 1,82 (3H; d; J=1,4
Hz; H-15) e 64 1,67 (3H; d; J=1,0 Hz; H-14), integrando para 3H cada,
correspondentes a dois grupamentos metil olefinicos. As constantes de
acoplamento da ordem de 1,4 e 1,0 Hz sdo sugestivas de acoplamento
alilico (*Jun). A principal diferenca observada entre os compostos CUT6
e CUT7 ocorreu na cadeia lateral éster. O composto CUT6 apresentou
dois grupamentos OH na cadeia lateral, um localizado no carbono C-2’,
e outro no carbono C-5’. Enquanto isso, no composto CUT7 esses dois
grupamentos OH foram substituidos por um grupo epéxido, o qual foi
confirmado pela presenca de dois dupletos mais protegidos em &y 3,83
(1H; d; J=11,0 Hz; H-5’a) e 64 3,67 (1H; d; J=11,0 Hz; H-5’b). A
Figura 131 apresenta uma expansdo do espectro de RMN de 'H do
composto CUT7 na regido entre 5,25-3,23 ppm.

Todas as atribuicdes dos valores de *3C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura
132) e HMBC (Figura 133). Os mapas de correlacdo HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 20 &tomos de carbono, incluindo uma
carbonila de lactona (8¢ 169,7), uma carbonila de éster (8¢ 172,8), trés
carbonos sp? olefinicos (8¢ 121,6; 130,8 e 135,8), trés carbonos
olefinicos quaternérios (8¢ 134,1; 137,8 e 143,0), cinco carbonos sp’
oxigenados (8¢ 60,1; 66,2; 69,6; 75,3 e 75,8), um carbono sp® oxigenado
quaternario (8¢ 82,4), dois metilenos (8¢ 45,2 e 49,8), um metino (8¢
53,4) e trés grupos metila (5¢ 19,2; 19,6 e 20,1).

As correlacdes a mais de uma ligacédo entre hidrogénio e carbono
(i, *Juc e “Jyc) visualizadas no mapa de correlagio HMBC
permitiram estabelecer a conectividade entre os fragmentos na molécula.
A posicdo da cadeia lateral éster foi confirmada pela correlagdo do
hidrogénio oximetinico H-8 (84 5,96) com a carbonila de éster em oy
172,8 (C-1’). Além disso, o hidrogénio metilénico H-3b (34 2,06)
mostrou correlagdo com os carbonos C-2 (8¢ 69,6), C-4 (8¢ 143,0) e C-5
(6¢c 130,8) e C-15 (8¢ 19,2); e o hidrogénio oximetinico H-5’b (64 3,67)
apresentou correlacdo com os carbonos C-1" (¢ 172,8) e C-2’ (¢ 82,4).
Na Figura 134 sdo apresentadas algumas correlagdes HMBC do
composto CUT7.
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A andlise dos dados espectroscdpicos de HRMS, RMN 1D e 2D,
e a comparacdo com dados descritos na literatura (PEARCE;
GERSHENZON; MABRY, 1986) permitiram caracterizar 0 composto
CUT7 (CyoH2606) como sendo a lactona 2a-hidroxi-83-3’-hidroxi-2’,5’-
epoxi-angeloiloxi-costunolideo. Na Tabela 26 sdo apresentados os dados
de RMN de 'H e **C da substancia 2a-hidroxi-8-3’-hidroxi-2,5’-epoxi
angeloiloxi-costunolideo, bem como é realizada uma comparagdo com
os dados reportados por Pearce, Gershenzon e Mabry (1986). E
importante salientar que alguns valores de deslocamentos quimicos
descritos por esses autores apresentam variacbes de deslocamento
guimico guando comparados aos valores obtidos para a substancia
CUTY7. Até o presente momento esse composto foi isolado somente da
espécie Helianthus resinosus (PEARCE; GERSHENZON; MABRY,
1986) e ndo existem relatos na literatura a respeito do seu potencial
farmacoldgico.

Figura 129 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto CUT7 (2a-
hidroxi-83-3’-hidroxi-2’,5’-epoxi-angeloiloxi-costunolideo) obtido por [ESI(+)-
HRMS].
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Figura 130 — Espectro de RMN de "H (600 MHz, acetona-dg) do composto
CUT7 (2a-hidroxi-8-3’-hidroxi-2’,5’-epoxi-angeloiloxi-costunolideo).
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Figura 131 — Expansdo do espectro de RMN de *H do composto CUT7 (600
MHz, acetona-ds) na regido de 5,25-3,23 ppm.
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Figura 132 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, acetona-dg) do composto
CUT7 (2a-hidroxi-8f-3’-hidroxi-2’,5’-epoxi-angeloiloxi-costunolideo).
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Figura 133 — Mapa de correlagio HMBC (600 MHz, acetona-dg) do composto
CUT7 (2a-hidroxi-8p-3’-hidroxi-2”,5’- epOX| angeloiloxi-costunolideo).

Lol Hum il

iy o . a B 3

- I ame o -
= - - 9 =
; ) ‘ o 2

F 100
; - g
= e ap E
‘_-% =1 e8] E 150 g
s

—_— | E 200

TS oy rrreer LAAAALAARAS LAMME AAAAS LARAIRARAS MARRS LRSS MARARAAALY | T LAAAsd ARALI
6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 05 0

F2 Chemical Shift (ppm)
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Tabela 26 — Dados de RMN de *H e **C (600 e 150 MHz, acetona-ds) da lactona
20-hidroxi-8-3’-hidroxi-2’,5’-epoxi-angeloiloxi-costunolideo em comparagéo

com dados da literatura.

oy (mult., J Hz)

dc

PEARCE; GERSHENZON;

MABRY (1986), DMSO-ds

Posicdo eooMHz  150MHz  MBC 5 it J Ho) dc
200 MHz 22,6 MHz
1 509(dd;9,6;10) 1358 9/14 4,96 (dd; 10,0;1,5) 1345
2 4,75 (m) 69,6 . 4’5(1"0(%0;"2,3)0'0; 68,1
3a 2,66 (dd;10,9;58) 49,8  1/2/4/5115 2,50 (dd; 10,5;6,0) 48,8
3b 2,06 (m) 498 2/4/5115 1,93 (dd; 10,5;10,0) 488
4 - 143,0 - - 142,3
5 505(dd;9,9;1,4) 1308  3/7/15 496 (dd; 10,0;1,5)  129,4
6  523(dd;9,9;85) 758 4/8 521 (dd; 10,0;85) 75,1
3,24 (dddd; 8,5; 3,23 (dddd; 8,5;
! 3,6;(3,2; 1,0) 534 1 3,5;(3,2; 1,5) 517
8 592%""’1"0)4 2753 169 5’7;&‘?0'10"%)5'5; 73,3
9a 274(dd;14,3;42) 452  7/8/10/14 252 (dd;14,0;55) 437
9b  253(143;2,6) 452 1/14 2,42 (14,0; 2,5) 43,7
10 - 134,1 - - 1335
11 - 137,8 - - 136,5
12 - 169,7 - - 169,4
13a 6,15 (d; 3,6) 121,6 7/12 6,08 (d; 3,5) 1214
13b 5,66 (d; 3,2) 121,6 7/12 5,64 (d; 3,2) 1214
14 1,67 (d; 1,0) 20,1 9/10 1,52 (d; 1,5) 19,5
15 1,82 (d; 1,4) 192  2/3/4/5 1,74 (d; 1,5) 18,6
I’ - 172,8 - - 1715
2 - 82,4 - - 81,3
3’ 4,45 (q; 6,7) 60,1 4 4,40 (q; 6,5) 59,6
4 1,44 (d; 6,7) 19,6 2/3’ 1,36 (d; 6,5) 19,0
52 3,83(d; 11,0) 66,2 2 3,56 (d; 11,0) 65,3
5b  3,67(d; 11,0) 66,2 1°/2° 3,45 (d; 11,0) 65,3
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5.3.2.8 Substancia CUTS8 (ovatifolina)

O composto CUT8 (5,2 mg) (Figura 135) foi obtido da fracdo
diclorometano na forma de uma goma de coloragdo esverdeada. Na
analise por CCDA, esse composto apresentou-se como uma mancha
com Rf = 0,51 no sistema de solvente CH,Cl,:AcOEt (70:30, v/v). Além
disso, essa substancia apresentou extincdo de fluorescéncia sob luz UV
em comprimento de onda A = 254 nm e, ap0s revelagdo com o reagente
anisaldeido sulfarico, adquiriu cor roxa.

Figura 135 — Estrutura quimica do composto CUT8 (ovatifolina).
R= OCOCH,

O espectro de massas de alta resolugdo do composto CUTS,
adquirido com fonte de ionizagdo por Electrospray no modo positivo
[ESI(+)-MS] (Figura 136), exibiu um ion de m/z 329,1352, referente ao
aduto de sodio [M+Na]" (calculado 329,1365). Essa massa é consistente
com a formula molecular C;7;H,,NaOs, e indica com um indice de
insaturacdo igual a sete para esse composto.

Os espectros de RMN das substancias CUT5, CUT6, CUT7 e
CUT8 apresentaram 0 mesmo padrdo de sinais, sugerindo que este
composto também se trata de uma lactona sesquiterpénica do tipo
germacranolideo. O espectro de RMN de 'H (600 MHz, acetona-ds)
(Figura 137) da substancia CUT8 apresentou dois dupletos em &y 6,17
(1H; d; J=3,6 Hz; H-13a) e 8y 5,64 (1H; d; J=3,2 Hz; H-13b), tipicos de
grupamento metileno olefinico exociclico, acoplando com um
hidrogénion ressonando em &y 2,94 (1H; dddd; J=8,3; 3,6; 3,2; 0,9 Hz;
H-7), sugerindo a presenga de um anel y-lactonico o,B-insaturado.
Também foi possivel visualizar dois sinais caracteristicos de hidrogénios
olefinicos em 8y 5,19 (1H; ddd; J=12,4; 4,4; 0,5 Hz; H-1) e 64 4,97 (1H;
dd; J=10,1; 1,4 Hz; H-5); e dois sinais tipicos de hidrogénios
oximetinicos em 6y 5,21 (1H; ddd; J=10,1; 8,3; 0,3 Hz; H-6) e 6, 4,68
(1H; m; H-8). Um conjunto de sinais com deslocamento quimico em &y
2,99 (1H; dd; J=14,0; 5,5 Hz; H-9a), o4 2,53 (1H; dddd; J=12,8; 12,4;



219

11,8; 5,4 Hz; H-2a), oy 2,35 (1H; ddd; J=11,4; 5,4; 1,7 Hz; H-3a), o4
2,23 (2H; m; H-2b e H-9b) e &4 2,17 (1H; ddd; J=11,8; 11,4; 5,8 Hz; H-
3b) foi atribuido a hidrogénios diastereotopicos de grupo metileno. As
constantes de acoplamento da ordem de 14,0; 12,8 e 11,4 Hz sdo
sugestivas de acoplamento geminal entre hidrogénios metilénicos
diastereotopicos. Também foi possivel visualizar no espectro um duplo
dupleto em oy 1,66 (3H; dd; J=1,4; 0,3 Hz; H-15) e um simpleto em 6
1,97 (3H; s; H-2"), integrando para 3H cada, correspondentes a dois
grupamentos metila. As principais diferencas observadas entre o0s
compostos CUT5, CUT6, CUT7 e CUT8 foram a auséncia do
grupamento hidroxila e da cadeia lateral éster, localizados nos carbonos
C-2 e C-8, respectivamente. Além disso, 0 composto CUT8 apresentou
um grupamento acetoxi adicional no carbono C-14. A Figura 138
apresenta uma expansdo do espectro de RMN de *H do composto CUT8
na regido entre 4,98-1,66 ppm. Na Figura 139 consta 0 mapa de
correlagdo homonuclear COSY (Jun), confirmando os acoplamentos
observados no espectro de RMN de 'H. Entre os acoplamentos
observados nesse mapa de correlacdo, podemos destacar o acoplamento
do hidrogénio em 6y 2,94 (H-7) com os hidrogénios em dy 6,17 (H-13a),
dn 5,64 (H-13b) e 6y 5,21 (H-6); e do hidrogénio em 6y 5,19 (H-1) com
os hidrogénios em 8y 4,67 (H-14a), o4 2,53 SH—2a) e 0y 2,23 (H-2h).

Todas as atribuicdes dos valores de “>C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura
140) e HMBC (Figura 141). Os mapas de correlacdo HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 17 &tomos de carbono, incluindo uma
carbonila de lactona (8¢ 170,3), uma carbonila de éster (8¢ 170,8), trés
carbonos sp? olefinicos (8¢ 119,7; 129,1 e 135,5), trés carbonos
olefinicos quaternarios (5c 135,7; 1405 e 141,9), trés carbonos sp’
oxigenados (dc 63,6; 72,1 e 75,4), trés metilenos (6¢ 26,4; 39,5 e 43,5),
um metino (6¢ 54,3) e dois grupamentos metila (5¢ 16,8 e 20,9).

As correlacdes a mais de uma ligacédo entre hidrogénio e carbono
(i, *Juc e “yc) visualizadas no mapa de correlagio HMBC
permitiram estabelecer a conectividade entre os fragmentos na molécula.
A posicdo do grupamento acetoxi na molécula foi confirmada pela
correlagdo do hidrogénio carbinélico H-14a (84 4,71) com a carbonila
de éster em oy 170,8 (C-17). Além disso, o hidrogénio olefinico H-13a
(84 6,17) mostrou correlagdo com os carbonos C-7 (8¢ 54,3), C-11 (3¢
140,5) e C-12 (8¢ 170,3); e os hidrogénio metilicos H-15 (64 1,66)
apresentaram correlagdo com os carbonos C-3 (¢ 39,5), C-4 (6¢ 141,9)
e C-5 (6¢ 129,1). Na Figura 142 sdo apresentadas algumas correlacGes
HMBC do composto CUTS.



220

A andlise dos dados espectroscdpicos de HRMS, RMN 1D e 2D,
e a comparacdo com dados descritos na literatura (CESPEDES et al.,
2001; GNECCO et al., 1973; HOENEISEN; SICVA; BOHLMANN,
1980) permitiram caracterizar o composto CUT8 (C,7;H»,0s) como
sendo a lactona sesquiterpénica ovatifolina. Na Tabela 27 séo
apresentados os dados de RMN da ovatifolina, bem como as correlagdes
'H-*C a longa distancia observadas no mapa de correlagdo HMBC e a
comparacao com os dados descritos por Cespedes et al. (2001).

A ovatifolina foi previamente isolada de diferentes espécies de
plantas, tais como Aristotelia chilensis (CESPEDES et al., 2010), Inula
salsoloides (JESKE; HUNECK; JAKUPOVIC, 1996), Greenmaniella
resinosa (ZDERO; BOLHMANN; SCOTT, 1987), Eupatorium fortunei
Turcz (HARUNA; SAKAKIBARA; ITO, 1986), Inula germanica
(BOHLMANN; BARUAH; JAKUPOVIC, 1985), Blainvillea acmella
(SINGH et al.,, 1985), Podanthus mitiqui (HOENEISEN; SICVA;
BOHLMANN, 1980) e P. ovatifolius (GNECCO et al., 1973). Alguns
trabalhos publicados na literatura tém evidenciado o potencial biol6gico
dessa lactona sesquiterpénica. Ja foi reportada para a ovatifolina
atividade citotoxica (HOENEISEN; SICVA; BOHLMANN, 1980), anti-
inflamatdria (CESPEDES et al., 2000; 2010), alelopatica e antioxidante
(CESPEDES et al., 2001).

Figura 136 — Espectro de massas de alta resolugdo do composto CUT8
(ovatifolina) obtido por [ESI(+)-HRMS].

CUTD25_C 15 (0.310) Cm (4:49)

000 msame T aseT

5555555

:::::::




221

Figura 137 — Espectro de RMN de "H (600 MHz, acetona-dg) do composto
CUTS8 (ovatifolina).
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Figura 138 — Expansio do espectro de RMN de "H (600 MHz, acetona-dg) na
regido de 4,98-1,66 ppm.
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Figura 139 — Mapa de correlagdo COSY (600 MHz, acetona-dg) do composto
CUTS (ovatifolina).
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Figura 140 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, acetona-dg) do composto
CUTS8 (ovatifolina).
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Figura 141 — Mapa de correlagdo HMBC (600 MHz, acetona-ds) do composto
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Figura 142 — Representacdo de algumas correlagdes HMBC de CUT8 (ovatifolina).
R=0COCH,

Tabela 27 — Dados de RMN de *H e *C (600 e 150 MHz, acetona-ds) da lactona
ovatifolina em comparagdo com dados da literatura.
CESPEDES et al.

. 8 (Mult., J Hz) dc (2001), CDCl,
Posicao 600 MHz 1soMHz  MBC 5 it 3 H)
300 MHz
1 519(ddd;12.4;44;05) 1355 9/14 5,12 (dd)
2,53 (dddd; 12.8;
2a 124 11.8. 5.4) 26,4 113 2,32-2,25 (m)
2b 2,23 (m) 264  1/10/14 2,32-2,25 (m)

3a  2,35(ddd; 11,4;54;17) 395  1/2/4/5/15  2,32-2,25 (m)
3b 2,17 (ddd; 11,8;11,4;5,8) 395  2/4/5/15 2,32-2,25 (M)

4 A 141,9 : -
5 497 (dd:10,1;14) 1291 3/7/15 4,87 (d)
6  521(ddd;101;83;0,3) 754  4/7/8 5,23 (dd)

2,94 (dddd; 8,3; 3.6;
7 (32; 09) 543 : 2,76 (ddd)
8 4,68 (m) 721 617 4,69 (d)

%a  299(dd;140;55) 435  7/8/10 2,96 (dd)
9 2,23 (m) 435 1814 218 (d)
10 : 1357 i i
1 : 1405 : :

12 : 17033 : :

13a 6,17 (d: 3.6) 1197 71112 6,35 (d)

130 5,64 (d, 3,2) 1197 712 5,59 (d)

14a 471 (d: 11,8) 636 191’ 4,81 (d)

14b  467(dd:11,8,05 636 19/’ 4,57 (d)
15 1,66 (dd; 1,4; 0,3) 168 3/4/5 1,64 (s)
It ; 1708 : :

2 1,97 (s) 20,9 ik 2,07 (s)
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5.3.2.9 Substancia CUT9 (cafeato de etila)

Os espectros de RMN de 'H e °C da substancia CUT9
apresentaram o mesmo perfil de sinais daqueles observados para CPT9,
permitindo concluir que o composto CUT9 também se trata do cafeato
de etila (dados espectroscopicos na se¢do 5.3.1.9).

5.3.2.10 Substancia CUT10 (acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico)

Os espectros de RMN de 'H e **C da substancia CUT10
apresentaram o mesmo perfil de sinais daqueles observados para CPT10,
permitindo constatar que 0 composto CUT10 também se trata do &cido
3,5-di-O-E-cafeoilquinico (dados espectroscdpicos na se¢éo 5.3.1.10).

5.3.2.11 Substancia CUT11 (buteina-4’-O-p-glicopiranosideo)

O composto CUT11 (12,4 mg) (Figura 143) foi isolado da fragéo
acetato de etilacomo um sélido laranja, com p.f. na faixa de 193,5-195,5
°C. Na analise por CCDA em fase reversa (C18), essa substancia
apresentou-se como uma mancha com valor de Rf = 0,55 no sistema de
solvente H,O:MeOH (40:60, v/v), com extin¢do de fluorescéncia sob luz
UV no comprimento de onda A = 254 nm. Apds revelagdo com o
reagente quimico anisaldeido sulfdrico, essa substancia intensificou a
coloragdo laranja.

Figura 143 — Estrutura quimica do composto CUT11 (buteina-4’-O-f-
glicopiranosideo).

O espectro de RMN de 'H (600 MHz, MeOD-d,) (Figura 144) do
composto CUT11 foi consistente com a presenca de uma aglicona e uma
molécula de aglcar. Os sinais de ressonancia observados no espectro de
RMN de 'H para a aglicona foram tipicos de hidrogénios olefinicos a.,p-
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insaturados, com deslocamento quimico em 8y 7,46 (1H; d; J=15,3 Hz;
H-a) e 6y 7,66 (1H; d; J=15,3 Hz; H-B). Também foi observada a
presenca de seis hidrogénios aromaticos com padrdo de acoplamento
caracteristico de anel 1,2,4-trissubstituido, sugerindo a presenca de dois
aneis benzénicos (A e B): 64 7,93 (1H; d; J=9,0 Hz; H-6"), &4 7,10 (1H;
d; J=2,1 Hz; H-2), 84 7,03 (1H; dd; J=8,1; 2,1 Hz; H-6), 64 6,73 (1H; d;
J=8,1 Hz; H-5), 6y 6,59 (1H; dd; J=9,0; 2,5 Hz; H-5") e &y 6,52 (1H; d;
J=2,5 Hz; H-3"). A geometria da dupla ligacdo olefinica foi determinada
como trans devido a magnitude da constante de acoplamento (J=15,3
Hz) entre os hidrogénios H-a ¢ H-B. Os dados descritos acima sugerem
fortemente a presenca de um nucleo fundamental 1,3-diaril-propano (Ce-
C3-Cg), 0 qual é consistente com um esqueleto de chalcona devido a
presenca da ligacdo olefinica. O sinal de ressonancia referente em dy
4,94 (1H; d; J=7,4 Hz; H-1"") foi atribuido ao hidrogénio anomérico. O
valor tipico da constante de acoplamento do hidrogénio anomérico
(J=7,4 Hz) e a sua multiplicidade dupleto sugerem a presenca de uma
unidade B-D-glicose (ROSLUND et al., 2008). Adicionalmente, o valor
de deslocamento quimico do carbono anomérico (3¢ 101,4) indica que a
ligacdo da molécula de glicose a aglicona ocorreu através de uma
ligacdo O-glicosidica. Outros valores de ressonancia que confirmam a
presenca da unidade glicose sdo: o4 3,81 (1H; dd; J=12,1; 2,3 Hz; H-
6’’a), dy 3,62 (1H; dd; J=12,1; 5,5 Hz; 6”’b), 6y 3,39 (2H; m; H-3"’ ¢ H-
4°%), 8y 3,39 (1H; dm; J=7,4 Hz; H-2"") e 3,32 (1H; ddd; J=9,2; 5;5; 2,3
Hz; H-5").

Todas as atribuicdes dos valores de *3C foram realizadas com o
auxilio dos experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura
145) e HMBC (Figura 146). Os mapas de correlacdo HSQC e HMBC
evidenciaram a presenca de 21 atomos de carbonos: d¢c 194,3; 167,1;
165,4; 150,5; 147,0; 147,0; 132,9; 128,5; 124,1; 118,5; 116,9; 116,7;
116,1; 109,5; 105,3; 101,4; 78,4; 78,4; 74,9; 71,4 e 62,5; isto refor¢a a
hipétese do esqueleto carbdnico com ndcleo fundamental Cg-Cs-Cs
ligado a uma porcéo acucar.

As correlacBes a mais de uma ligacdo entre hidrogénio e carbono
Clue, Juc e “Jne) visualizadas no mapa de correlagio HMBC
permitiram estabelecer a conectividade entre os fragmentos na molécula.
A ligacdo da unidade glicopiranosila a aglicona foi confirmada pela
correlacdo do hidrogénio anomérico H-1" (64 4,94) com o carbono C-4’
(8¢ 165,4) do anel aromético A. Além disso, o hidrogénio olefinico H-f
(44 7,66) mostrou correlagdo com os carbonos C-a (8¢ 118,5), C-B’ (8¢
194,3), C-1 (6¢ 128,5), C-2 (8¢ 116,1) e C-6 (3¢ 124,1). Na Figura 147
sdo apresentadas algumas correlacées HMBC do composto CUT11.
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Os dados espectroscopicos descritos acima permitiram propor um
esqueleto béasico de chalcona O-heterosidica. As informagfes obtidas
através da analise dos espectros de RMN 1D e 2D, aliadas a comparacéao
com valores da literatura (ZHU et al., 2009), permitiram caracterizar a
substancia CUT11 (C;H»040) como sendo a buteina-4’-O-B-
glicopiranosideo  (coreopsina). Na Tabela 28 ¢é realizada uma
comparagdo dos dados de RMN de *H e **C da coreopsina com os dados
reportados por Zhu et al. (2009). No entanto, € importante salientar que
alguns dos sinais descritos por esses autores apresentam atribuicfes de
deslocamento quimico e multiplicidade questiondveis. Por exemplo,
esses autores sugerem que os hidrogénios olefinicos H-o ¢ H-B sdo
guimica- e magneticamente equivalentes, atribuindo uma multiplicidade
simpleto (s) para ambos.

Figura 144 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, MeOD-d,) do composto
CUTL11 (buteina-4’-O-B-glicopiranosideo).
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Figura 145 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, MeOD-d,) do composto
CUT11 (buteina-4’-O-B-glicopiranosideo).
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Figura 146 — Mapa de correlagio HMBC (600 MHz, MeOD-d,4) do composto
CUTL11 (buteina-4’-O-B-glicopiranosideo).
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Figura 147 — Representagéo de algumas correlagdes HMBC do composto
CUT11 (buteina-4’-O-B-glicopiranosideo).
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Tabela 28 — Dados de RMN de 'H e **C (600 e 150 MHz, MeOD-d,) da chalcona
buteina-4’-O-B-glicopiranosideo em comparagdo com dados da literatura.

ZHU et al.

du(mult, JHz) o (2009), DMSO-d,

Posicdo gooMHz 150 MHz MBC it J Ho) dc
600 MHz 150 MHz
1 - 1285 - 126,4
2 710(d;21) 1161 P46 7,28 (d; 1,8) 116,0
3 - 147,0 - - 145,7
4 - 150,5 - - 149,1
5 6,73(d;81) 1167 1234  682(d; 84) 1159
6 703(dd;8,1;21) 1241  B2/3  7,22(dd;84;18) 1230
I’ - 116,9 - - 1151
2’ - 167,1 - - 164,8
3 652(d; 25 1053 12745 657 (d; 1,8) 1037
4 - 165,4 - - 163,6
5 659(dd;9,0;25) 1095  1°/3/4’ 6,63 (dd;8,0;18) 1085
6 793(d;9,0) 1329 BYI/27 /34 8,22 (d; 8,0) 132,7
o 746(d;153) 1185 B/ 7,69 (s) 117,6
B 766(d;153) 1470  o/p/1/2/6 7,69 () 1457
B - 194,3 - - 192,2
1 494(d;7,4) 1014 34 5,02 (d; 7,2) 99,8
27 339(dm;7.4) 749  3U/47 325(dd;7.8;7.2) 732
3 3,39 (m) 784 2757 342(d;7.8) 773
4 3,39 (m) 784 375 3,16 (m) 69,7
5 33;&?%32’ 4 3746 3,30 (m) 76,4
67a 381(dd;12,1;2,3) 625 5 3,69 (d; 10,8) 60,7

6’b 3,62 (dd;12,1;5,6) 62,5 47/5  345(dd; 12,0;6,0) 60,7

A buteina-4’-O-B-glicopiranosideo foi identificada anteriormente
em plantas de diferentes géneros, entre elas podemos destacar as
espécies Bidens ceruna L. (ZHU et al., 2009), B. parviflora (WANG et
al., 2007), Sophora alopecuroides L. (YANG et al., 2013b), Butea
monosperma (Lam.) Taub. (AHMED et al., 2011), Wedelia prostrata
(FARAG et al., 1997), Coreopsis tinctoria (DIAS et al., 2010), entre
outras. Suplementarmente, também foram relatadas algumas
propriedades biologicas para esse composto, tais como atividade
antioxidante (AHMED et al., 2011; ZHU et al., 2009), antialérgica
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(WANG et al., 2007) e inibitéria para a neuraminidase do virus
influenza A (AHMED et al., 2011).

5.3.2.12 Substancia CUT12 (quercetina-3-O-p-glicopiranosideo)

O composto CUT12 (5,0 mg) (Figura 148) foi obtido da fracdo
acetato de etila como um sélido alaranjado, com p.f. na faixa de 216-218
°C. Na andlise por CCDA em fase reversa (C18), esse composto
apresentou-se como uma mancha com Rf = 0,40 no sistema de eluicdo
H,0:MeOH (50:50, v/v); com extin¢do de fluorescéncia sob luz UV no
comprimento de onda A = 254 nm, e fluorescéncia em A = 366 nm. Ap06s
revelagdo com o agente cromogénico anisaldeido sulfurico, esse
composto desenvolveu coloragdo amarelo-alaranjada.

Figura 148 — Estrutura quimica do composto CUT12 (quercetina-3-O-f-
glicopiranosideo).

O espectro de RMN de H (600 MHz, MeOD-d,) (Figura 149) do
composto CUT12 foi compativel com a presenca de uma aglicona e uma
unidade de acucar. Os sinais de ressonancia observados no espectro de
RMN de *H para a aglicona foram tipicos de um esqueleto de flavonol:
dois dupletos em 6y 7,61 (1H; d; J=2,2 Hz; H-2’) ¢ 64 6,76 (1H; d;
J=8,5 Hz; H-5’) e um duplo dupleto em 6y 7,48 (1H; dd; J=8,5; 2,2 Hz;
H-6"), sugerindo a presenga de grupos orto-dioxigenados no anel B do
nicleo flavonoidico (VOGT & TAYLOR, 1995). Também foi
visualizado no espectro um par de dupletos em 6y 6,19 (1H; d; J=2,1
Hz; H-8) e 64 6,03 (1H; d; J=2,1 Hz; H-6), caracteristicos de
hidrogénios aromaticos com padrdo de acoplamento do tipo meta. O
sinal de ressonancia referente a unidade de agucar em dy 5,04 (1H; d;
J=7,8 Hz; H-1"") foi atribuido ao hidrogénio anomérico. O valor tipico
da constante de acoplamento do hidrogénio anomérico (J=7,8 Hz) e a
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sua multiplicidade dupleto corroboram a presenga de uma unidade -D-
glicose (ROSLUND et al., 2008). Ainda, o valor de deslocamento
quimico do carbono anomérico (8¢ 104,9) sugere que a ligacdo da
molécula de glicose a aglicona ocorreu através de uma ligacdo O-
glicosidica. Outras ressonancias que confirmam a presenca da glicose
sdo: 6y 3,60 (1H; dd; J=11,9; 2,5 Hz; H-6""a), 6y 3,48 (1H; dd; J=11,9;
5,3 Hz; 6”’b), 8y 3,38 (1H; dd; J=9,1; 7,8 Hz; H-2""), 64 3,32 (1H; dd;
J=9,1; 8,9 Hz; H-3"), 84 3,25 (1H; dd; J=9,6; 8,9 Hz; H-2>*) e 3,11 (1H;
ddd; J=9,6; 5;3; 2,5 Hz; H-5"").

Os experimentos de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 150)
e HMBC (Figura 151) possibilitaram a atribuicdo dos deslocamentos
quimicos de todos os carbonos da molécula. Os mapas de correlacdo
HSQC e HMBC evidenciaram a presenca de 15 sinais referentes aos
atomos de carbonos da aglicona e seis sinais referentes a glicose: dc
170,9; 163,0; 159,1; 159,1; 158,9; 150,4; 146,3; 135,9; 123,4; 123,3;
117,6; 116,1; 104,9; 104,9; 101,5; 95,9; 78,5; 78,5; 75,8; 71,3 e 62,6;
reforcando a hipdtese do esqueleto carbbnico Cg-C3-Cq ligado a uma
porcao heterosidica.

As correlacdes a mais de uma ligacdo entre hidrogénio e carbono
Clue, 2Juc e “Juc) observadas no mapa de correlagio HMBC
possibilitaram estabelecer a conectividade entre os fragmentos na
molécula. A ligacdo da unidade glicopiranosila a aglicona foi ratificada
pela correlacdo do hidrogénio anomérico H-1"" (8 5,04) com o carbono
C-3* (8¢ 135,9) do anel heterociclico C. Além disso, o hidrogénio
aromatico H-8 (dy 6,19) mostrou correlagdo com os carbonos C-4 (¢
170,9), C-6 (8¢ 101,5), C-7 (8¢ 159,1) e C-10 (3¢ 104,9); e o hidrogénio
H-2’ apresentou correlagdo com os carbonos C-2 (3¢ 158,9), C-1" (8¢
123,4), C-3° (8¢ 146,3) e C-4> (8¢ 150,4). Na Figura 152 sdo
apresentadas algumas correlacbes HMBC do composto CUT12.

A combinacdo de todos os dados espectroscépicos apresentados
acima e a comparacdo com dados disponiveis na literatura (DUDEK-
MAKUCH & MATLAWSKA, 2011; GUVENALP; DEMIREZER,
2005) permitiram identificar o composto CUT12 (C,;H»01,) como
sendo o flavonol glicosilado quercetina-3-O-B-glicopiranosideo
(isoquercitrina). Na Tabela 29 sio apresentados os dados de RMN de 'H
e °C da quercetina-3-O-B-glicopiranosideo, bem como as correlacdes
'H-*C a longa distancia observadas no mapa de correlagdo HMBC e a
comparagdo com os dados descritos por Guvenalp e Demirezer (2005).
E importante salientar que alguns valores de deslocamentos quimicos
descritos por esses autores apresentam variagdes de deslocamento
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quimico quando comparados aos valores obtidos para a substancia
CUT12.

A quercetina-3-O-B-glicopiranosideo foi isolada anteriormente de
diferentes fontes vegetais, entre elas podemos destacar as espécies
Monochaetum multiflorum  (ISAZA; ITO; YOSHIDA, 2001),
Tropaeolum majus L. (GASPAROTTO JUNIOR et al., 2011), Aesculus
hippocastanum (DUDEK-MAKUCH & MATLAWSKA, 2011),
Asperula arvensis L. (GUVENALP & DEMIREZER, 2005), Argemone
platyceras (FERNANDEZ et al., 2005), Parnassia palustris Linn. (HU
et al.,, 2013) e Anthemis tinctoria L. (PAPAIOANNOU et al., 2007).
Além disso, também foram investigadas algumas propriedades
bioldgicas para esse composto, a exemplo das atividades antioxidante,
citotéxica (VELLOSA et al., 2011), antihipertensiva (GASPAROTTO
JUNIOR et al., 2011), antitumoral (AMADO et al., 2009), antiviral
(KIM; NARAYANAN; CHANG, 2010), hipolipidémica (ZHOU et al.,
2014a), anti-inflamatoria (ROGERIO et al., 2007) e antiasmatica
(FERNANDEZ et al., 2005).

Figura 149 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, MeOD-d,) do composto
CUT12 (quercetina-3-O-pB-glicopiranosideo).
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Figura 150 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, MeOD-d,) do composto

CUT12 (quercetina-3-O-B-glicopiranosideo).
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Figura 151 — Mapa de correlagdo HSQC (600 MHz, MeOD-d,) do composto
CUT12 (quercetina-3-O-B-glicopiranosideo).
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Tabela 29 — Dados de RMN de *H e **C (600 e 150 MHz, MeOD-d,) da quercetina-
3-O-glicopiranosideo (isoquercitrina) em compara¢do com dados da literatura.

GUVENALP; DEMIREZER,

3y (Mult., J Hz) dc (2005), MeOD-d,

Posicdo " 400MHz ~ 100MHz TMBC TSt U bz oo
300MHz 75 MHz
2 i 1589 : : 158,0
3 : 1359 : : 135,1
4 : 1709 : : 1789
5 . 163,0 . . 163,2
6 6,03 (d; 2,1) 1015 45810  6,10(d;20) 1014
7 i 159,1 : i 1673
8 6,19 (d; 2,1) 959  4/6/7/10 626 (d; 2,0) 95,4
9 i 159,1 : i 158,6
10 : 1049 : : 105,2
I : 1234 : . 1230
2 7,61 (d; 2,2) 1176 2134  7,70(d;20) 1162
3 i 1463 : i 1459
& : 150,4 : . 1495
5 6,76 (d; 8,5) 1161 /34 685(d;80) 1174
6  748(dd;85,22) 1233 224 757(dd;7.5:20) 1227
1 5,04 (d; 7.8) 1049 33 510(d;77) 1014
2’ 338(dd;9,1;7.8) 758 173747  330-380(m) 743
3 332(dd;9,1;89) 785 274"  330-380(m) 768
4 325(dd;9,6,89) 713 356"  330-380(m) 703
57 312%"0'2"5)96 785 = 330380 (M) 775
6°a  360(dd;11.9;25) 626 475" 330380 (m) 613

6"b  348(dd;11,9;53) 626 4757  3,30-3,80 (m) 61,3
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5.3.3 Atividade leishmanicida e tripanocida dos compostos
isolados

No presente estudo foi avaliada a atividade antiprotozoaria in
vitro dos compostos isolados das espécies C. uniflora e C. pinnatifida
contra Leishmania amazonensis, o0 agente etioldgico da leishmaniose
cutdnea; e Trypanosoma cruzi, um protozoario tripanossomatideo
causador da doenga de Chagas. Todos os compostos foram avaliados
frente as formas amastigotas intracelulares e 0os mesmos estdo sendo
investigados pela primeira vez contra esses protozoarios parasitas.

Os resultados dos ensaios leishmanicida e tripanocida foram
expressos em percentagem de inibicdo de crescimento dos parasitas e
estdo sumarizados na Tabela 30. A habilidade dos compostos em inibir o
crescimento dos parasitas foi avaliada na concentragdo de 50 pM.
DMSO foi empregado como controle negativo na concentragdo maxima
de 1% e ndo interferiu no crescimento dos parasitas em nenhum dos
bioensaios. Anfotericina B na concentracdo de 2,0 uM foi utilizada
como controle positivo contra L. amazonensis, produzindo 82,4% de
inibicdo; e benznidazol 20 uM, farmaco de primeira escolha para o
tratamento da doenca de Chagas, foi usado como controle positivo
contra T. cruzi, causando 82,7% de efeito inibitério no crescimento
parasitario.

Considerando a atividade leishmanicida, a lactona 11,13-diidroxi-
calaxina foi o composto mais bioativo, com 81,8% de inibicdo do
crescimento parasitario na concentragdo de 50 pM; seguido da
ovatifolina, inibindo em 59,9% a carga parasitaria de L. amazonensis.
Os compostos eupatoriocromeno, encecalinol, cafeato de etila, acido
3,5-di-O-E-cafeoilquinico e a mistura de buteina+orobol revelaram
atividade leishmanicida moderada, inibindo o crescimento do parasita
intracelular em 39,3; 32,3; 29,5; 25,3 e 24,7%, respectivamente.

Com relacdo a atividade tripanocida, a lactona 11,13-diidroxi-
calaxina também foi o composto mais potente, inibindo em 94,3% a
carga parasitaria de T. cruzi; seguido do cafeato de etila e da mistura de
buteina+orobol, com um efeito inibitério no crescimento das
amastigotas de T. cruzi de 76,1 e 73,3%, respectivamente. Os compostos
desacetileupaserrina e a o-hidroxi-buteina exibiram efeito tripanocida
moderado (36,8 e 36,2% de efeito inibitorio no crescimento do parasita,
respectivamente).
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Tabela 30 — Screening leishmanicida e tripanocida dos compostos isolados de
C. uniflora e C. pinnatifida frente as formas amastigotas intracelulares de L.

amazonensis e T. cruzi, respectivamente.

Compostos
Concentracgao (50 pM)

% Inibicéo de

crescimento

% Inibic&o de
crescimento

L. amazonensis T. cruzi
Eupatoriocromeno (CPT1) 39,3 (x7,8) 2,4 (x0,02)
Metileupatoriocromeno (CPT2) Sem atividade 3,5 (x0,4)
Encecalinol (CPT3) 32,3 (£5,7) -
Etil encecalol (CPT4) Sem atividade -
12-Hidroxi-encecalina (CPT5) Sem atividade 4,7 (x0,8)
Fitol (CPT6) Sem atividade 2,3 (x0,5)
Vanilina (CPT7) 12,9 (+0,4) 2,4 (+0,6)
Cafeato de etila (CPT9) 29,5 (x1,0) 76,1 (£3,1)
Acido cafeico (CUT1) 9,9 (1,2) Sem atividade
Noreugenina (CUT2) 10,9 (¢1,3) Sem atividade
Buteina+orobol (CUT3) 24,7 (£3,4) 73,3 (x0,3)
a-Hidroxi-buteina (CUT4) 8,2 (x0,5) 36,2 (+4,4)
Buteina-4’-O-p-glicopiranosideo .
(CUT11) 11,7 (x0,9) Sem atividade
Quercetina-3’-O-B-glicopiranosideo -
(CUT12) 8,6 (x2,7) Sem atividade
Acido 3,4-di-O-E-cafeoilquinico
(CPT11) 3,4 (x0,1) 1,7 (20,2)
Acido 3,5-di-O-E-cafeoilquinico .
(CPT10) 25,3 (£3,6) Sem atividade
Acido 4,5-di-O-E-cafeoilquinico
(CPT12) 3,2(x0,4) 1,8 (x0,1)
11,13-diidroxi-calaxina (CPT8) 81,8 (£2,1) 94,3 (£0,4)
Desacetileupaserrina (CUT5) 19,4 (x2,5) 36,8 (+1,8)
2a-hidroxi-8f3-2°,3”,5’-trihidroxi- .
angeloiloxi-costunolideo (CUT6) 14,4 (+1.5) Sem atividade
2a-hidroxi-8f-3’-hidroxi-2’,5’-epoxi- .
angeloiloxi-costunolideo (CUT7) 13,4 (22,0) Sem atividade
Ovatifolina (CUT8) 59,9 (£1,8) 5,0 (x1,1)
Controle negativo (DMSO 1%) 0 0
Controle positivo
(Anfotericina B 2 uM) 824 (+1.9) i
Controle positivo i 82,7 (+0,9)

(Benzonidazol 20 M)
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Um critério extremamente importante que deve ser avaliado na
pesquisa por novos compostos bioativos com potencial terapéutico
contra protozoarios parasitas € detectar um possivel efeito tdxico
inespecifico que afete igualmente os parasitas e as células do
hospedeiro. Entre os 23 compostos avaliados, cinco exibiram uma
percentagem de inibi¢do do crescimento dos parasitas superior a 50%,
sendo selecionados para a obtengdo da Clsy (concentracdo capaz de
inibir em 50% o crescimento dos parasitas) e CCsq (concentracdo
citotdxica 50%). A citotoxicidade para linhagem celular TPH-1 e para
0s protozoarios T. cruzi e L. amazonensis foi comparada utilizando-se o
indice de seletividade (IS), o qual foi mensurado dividindo o valor da
CCs pelo valor da Clsy (CCso/Clsg). Os valores de Clsg, CCsq € IS
obtidos estdo apresentados na Tabela 31.

Tabela 31 — Valores de Clsy, CCs € IS para os compostos 11,13-diidroxi-
calaxina, ovatifolina, cafeato de etila e a mistura de buteina+orobol.

Compostos L.amazonensis  T.cruzi CC% ("M seletividade

11,13-Diidroxi-calaxina 8.3 (+0,6) 5,3 (£0,2) <156 i

(CPT8)
Ovatifolina (CUT8) Perdeu atividade - 68,4 (x0,7) -
Cafeato de etila (CPT9) - 18,3 (x0,3) 236,7 (+0,2) 12,95
Mistura de ; 265 (+0,5) 959 (02) 3,61

buteina+orobol (CUT3)

A lactona 11,13-diidroxi-calaxina, o cafeato de etila e a mistura
de buteina+orobol demonstraram uma interessante atividade tripanocida
frente as formas amastigotas de T. cruzi, exibindo valores de Clsq de 5,3;
18,3 e 26,5 uM, respectivamente. Da mesma forma, a lactona 11,13-
diidroxi-calaxina também exibiu um 6timo efeito leishmanicida, com
uma Clsg = 8,3 uM. Apesar de ter demonstrado um interessante efeito
leishmanicida, a lactona ovatifolina tornou-se inativa. Essa auséncia do
efeito pode ser justificada, provavelmente, devido a um problema na
estabilidade desse composto. A CCsy dos compostos avaliados variou de
15,6 a 236,7 uM, sendo que o cafeato de etila foi o composto mais
seletivo (IS = 12,95).

As LST sdo descritas na literatura por possuirem atividade frente
a diferentes espécies de protozoarios parasitas, tais como Leishmania
amazonensis, L. braziliensis, L. donovani, Trypanosoma brucei
rhodesiense e T. cruzi (KARIOTI et al, 2009; ODONNE et al., 2011,
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SOSA et al.,, 2016; TOLEDO et al., 2014). Por exemplo, Wu e
colaboradores (2011a) avaliaram a atividade anti-Leishmania de seis
lactonas sesquiterpénicas (germacranolideos) isoladas de Calea
zacatechichi contra a espécie Leishmania donovani. Todas as lactonas
testadas demonstraram uma interessante atividade anti-Leishmania,
sendo que a calealactona C (Clsg = 1,9 uM) e a caleina D (arucanolideo)
(Clsg = 2,2 uM) foram as substancias mais bioativas, revelando uma
atividade superior ao controle positivo pentamidina (Clsg = 2,9 uM).
Realizando uma comparacdo répida entre a 11,13-diidroxi-calaxina
(CPT8), a calealactona C [45] e a caleina D [48], é possivel perceber
gue as trés possuem em sua estrutura quimica um grupamento
metacrilato (cadeia lateral éster), bem como apresentam sistemas
carbonilicos a,B-insaturados adicionais. Esses sistemas carbonilicos a,[3-
insaturados séo descritos na literatura como elementos estruturais chave
capazes de reagir em adicbes do tipo Michael com nucledfilos
bioldgicos, tais como grupos sulfidrilas, e varias atividades bioldgicas
das LST tém sido primariamente atribuidas a presenca dos mesmos
(PADILLA-GONZALEZ; SANTOS; DA COSTA, 2016).

Os produtos naturais, especialmente aqueles oriundos de fontes
vegetais, tém demonstrado um grande potencial na pesquisa por novos e
seletivos agentes para o tratamento de importantes doencas causadas por
protozoarios parasitas. Diversas classes de metabolitos secundarios ja
foram isoladas de espécies do género Calea, tais como flavonoides,
lactonas sesquiterpénicas, cromonas, cromenos, poliacetilenos; e
algumas dessas classes quimicas tém se mostrado bioativas nos ensaios
leishmanicida e tripanocida a que foram submetidas (DO
NASCIMENTO; DE OLIVEIRA; ALBUQUERQUE, 2002; DO
NASCIMENTO et al., 2004; 2007; WU et al., 2011a).

Os protozoarios patogénicos do género Leishmania apresentam
dois estagios morfologicos principais durante o seu ciclo de vida: a
forma promastigota flagelada e extracelular, localizada no tubo
digestivo do inseto vetor; e a forma amastigota intracelular e sem flagelo
externo, encontrada no interior de células fagocitarias do hospedeiro
vertebrado (LEOPOLDO et al, 2006; SHAHA et al., 2006;
VENDRAMETTO et al., 2010). Além das diferencas morfoldgicas
existentes entre estas duas formas evolutivas do parasita, as mesmas
também apresentam diferencas bioquimicas, expressando um repertério
variado de proteinas e enzimas em suas membranas celulares, diferentes
vias metabdlicas e resisténcia variada em ambientes acidos. Essas
diferencas entre o0s estdgios promastigotas e amastigotas sdo,
provavelmente, as principais responsaveis pela diferente sensibilidade e
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susceptibilidade observada entre essas duas formas morfoldgicas frente
a compostos com atividade anti-Leishmania reportados na literatura
(CUNNINGHAM, 2002; FUMAROLA; SPINELLI; BRANDONISIO,
2004).

A forma promastigota é a mais amplamente utilizada nos ensaios
anti-Leishmania devido a rapidez, baixo custo, e facilidade de obtencéo
e manipulagdo in vitro, no entanto, as mesmas sdo menos sensiveis do
que as formas amastigotas intracelulares, podendo ocasionar a exclusao
de compostos com atividade anti-Leishmania. Logo, considerando que a
forma amastigota encontrada no hospedeiro mamifero é o estagio do
parasita clinicamente relevante, o emprego de metodologias com
amastigotas sdo mais recomendaveis, pois estas mimetizam melhor a
condicdo intracelular do parasita no hospedeiro, sendo de elevada
importancia para pesquisas bioguiadas objetivando o desenvolvimento
de novos candidatos a farmacos (KAYSEL-CRUZ et al., 2009;
MUYLDER et al., 2011).

Ainda, o ciclo de vida do protozoario flagelado T. cruzi é
relativamente complexo e requer a participacdo de um hospedeiro
vertebrado e outro invertebrado. O mesmo é caracterizado por trés
estagios de desenvolvimento morfologicamente distintos e bem
definidos, a saber: (1) amastigota, que é a forma proliferativa
intracelular encontrada no hospedeiro vertebrado; (2) epimastigota, que
é 0 estagio presente no inseto vetor; e (3) tripomastigota, que é originada
a partir da forma amastigota no final do ciclo de replicacdo intracelular e
depois é liberada para a corrente sanguinea (TEIXEIRA et al., 2012). Na
infeccdo por T. cruzi, ambas as formas amastigotas e tripomastigotas séo
encontradas dentro do hospedeiro humano. Assim, todas as fases do
ciclo de vida do parasita de T. cruzi podem ser utilizadas em bioensaios
para investigar o potencial anti-Trypanosoma cruzi de compostos, no
entanto, as formas infectivas humanas do parasita (amastigota e
tripomastigota) sdo os alvos mais apropriados e clinicamente relevantes,
sendo considerados de importancia primordial em muitos ensaios
(JONES et al., 2013).
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6 CONCLUSOES

v' As andlises por UHPLC-DAD-MS dos extratos brutos e fracdes
organicas de C. pinnatifida e C. uniflora permitiram a desreplicacdo de
10 substancias, incluindo acidos clorogénicos, flavonoides e outros
derivados fendlicos;

v" Ainvestigacdo quimica das folhas de C. pinnatifida resultou no
isolamento e caracterizacdo de 12 substancias, sendo cinco cromenos,
um diterpeno, um aldeido fendlico, uma lactona sesquiterpénica inédita
na literatura e quatro derivados de acido hidroxi-cindmico;

v O estudo fitoquimico do extrato etanélico das folhas de C.
uniflora culminou no isolamento e elucidacdo estrutural de 13
substancias, incluindo quatro lactonas sesquiterpénicas, trés chalconas,
um flavonol heterosidico, uma isoflavona, uma cromona e trés derivados
de acido hidroxi-cindmico;

v Todos os compostos isolados estdo sendo descritos pela
primeira vez para as espécies C. pinnatifida e C. uniflora;

v" Os resultados do estudo fitoquimico evidenciaram a diversidade
guimica do taxon Calea e ratificaram que 0s cromenos e as lactonas
sesquiterpénicas sdo duas classes de metabdlitos secundarios
caracteristicas nesse género;

v" Aavaliagdo da atividade leishmanicida in vitro frente as formas
amastigotas intracelulares de L. amazonensis demonstrou o potencial
leishmanicida da lactona 11,13-diidroxi-calaxina, com Clsy = 8,3 UM;

v Os compostos 11,13-diidroxi-calaxina, cafeato de etila e a
mistura de buteinatorobol exibiram uma atividade tripanocida
significativa frente as formas amastigotas intracelulares de T. cruzi, com
Clsp de 5,3 uM, 18,3 uM e 26,5 uM, respectivamente;

v" O cafeato de etila ndo apresentou citotoxicidade (CCsy = 236,7
uM) frente a macrofagos murinos (linhagem celular TPH-1) e foi o
composto com maior indice de seletividade (1S=12,95).



240



241

CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O presente trabalho cumpriu o seu objetivo principal, o qual se
fundamentou em analisar a composicao quimica das espécies C. uniflora
e C. pinnatifida, bem como avaliar o potencial biol6gico (atividades
leishmanicida e tripanocida) dos compostos isolados. Através de
métodos cromatograficos (CLV, CC, CCDP, CLMP e CLAE) e técnicas
espectroscopicas (IV, RMN 1D e 2D) e espectrométricas (HRMS) foi
possivel isolar e caracterizar 23 metabdlitos secundarios provenientes de
diferentes classes quimicas, dentre elas: lactonas sesquiterpénicas,
flavonoides, derivados do acido hidréxi-cindmico, cromonas, diterpenos
e cromenos. E importante ressaltar que todos os compostos isolados
estdo sendo descritos pela primeira vez para as espécies em estudo e a
maioria para o género Calea, fato que denota a relevancia desse estudo.
Ainda, entre as substdncias isoladas, foi obtida uma lactona
sesquiterpénica inédita na literatura, denominada 11,13-diidroxi-
calaxina (CPT8). A 11,13-diidréxi-calaxina pertence a classe dos
heliangolideos, uma classe de lactonas bastante comum no género
Calea.

No tocante aos ensaios biol6gicos, a lactona 11,13-diidréxi-
calaxina demonstrou uma interessante atividade tripanocida e
leishmanicida frente as espécies Trypanosoma cruzi e Leishmania
amazonensis, respectivamente, com valores de Clsg < 10 uM. Além
disso, essa substancia também foi avaliada frente a duas linhagens de
células tumorais, em parceria com o professor Dr. Gilberto Carlos
Franchi Janior (Universidade Estadual de Campinas, UNICAMP), e
apresentou uma notavel atividade antiproliferativa (dados néo
mostrados). Com relacdo a citotoxicidade dos compostos isolados frente
a linhagem celular TPH-1, o cafeato de etila (CPT9) foi o composto
mais seletivo, com IS = 12,95.

Diante dos dados apresentados, é possivel concluir que os
resultados obtidos com o estudo fitoquimico de C. uniflora e C.
pinnatifida, e a avaliacdo da atividade leishmanicida e tripanocida dos
compostos isolados foram promissores, denotando a importancia da
continuidade dos estudos com essas duas espécies. Como perspectivas
futuras, pretende-se investigar o potencial biolégico dos compostos
isolados frente a outros tipos de atividades bioldgicas (antiproliferativa e
anti-inflamatoria), bem como investigar a composi¢do quimica das
fracbes metanol de C. pinnatifida, e das fra¢des hexano e metanol de C.
uniflora, uma vez que ainda ndo foram isolados metabdlitos secundarios
da classe dos poliacetilenos.
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Calea pinnatifida (R. Br.) Less., Asteraceae, is popularly known as "quebra-tudo™, *cipé-cruz” or *aruca”.
This species is used in the folk medicine for the treatment of stomach pain, giardiasis and amoebiasis.
The aim of this study was to isolate and identify chromenes from leaves of C pinnatifida and evaluate
their leishmanicidal activity. A fraction from leaves of C. pinnatifida was analyzed for their chemical con-

stituents, resulting in the isolation and ization of four known 6-acetyl-7-hydroxy-
224 (1) 6-aceryl-7-methoxy-2,2 mene (2), 641
methoxy-2 2-dimethylchromene (3) and 61 hylchromene (4)

Structure identification of isolated compounds involved analysis of spemal data of 1D and 2D-NMR.
‘The isolabed compounds are here reported for the first time in C. pinnatifido, and the chromenes 1 and 3
show a moderate leishmanicidal activity.

02014 Sociedade Brasileira de Farmacognosia. Published by Elsevier Editora Lrda. All rights reserved.
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ANEXO 2 — Artigo publicado no periédico Natural Product Research
no ano de 2015.
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ANEXO 3 — Artigo aceito para publicacdo no periodico Journal of the
Brazilian Chemical Society no ano de 2016.
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A New Furanoheli lide Sesquiterpene Lactone from Calea pinnatifida (R. Br.)
Less. (Asteraceae) and Evaluation of Its Tryp idal and Leish icidal Activities
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Calea pinnatifida (R. Br.) Less. is commonly known in Brazil as “cipé-cruz”, “quebra-tudo™
or “aruca”. This species is employed in folk medicine as giardicidal, amoebicidal and 10 treat
digestive disorders, The present paper describes the isolation and structure determination of a new
furanoheliangolide sesquiterpene lactone named 1 1,13-dihydroxy-calaxin, in addition to seven

known compounds: ethyl caffeate, vanillin, 12-hydroxy lin, phytol, 3.4-di-0-
acid, 3,5-di-O<affeoylquinic acid and 4, M.—oﬂmm Iquinic acid from the ethanol extract of
C i leaves, . vanillin, 12-hydroxy. call
phytol, 3.4-di-0- id and the mixture of 3,4-di-0-
caffeoylquinic. 3.5-di-0- ffeoylquinic acids were assayed against
the amastigote forms of Leishmania amaz, and Tryy i

lactone 11.13lihydroxy-calaxin exhibited a
displaying IC,, values of 5.27 and 8.30 M, respectively.
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trypanocidal




