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Estudo fitoquímico e investigação da atividade imunomoduladora de metabólitos secundários 
de Erythroxylum simonis Plowman (Erythroxylaceae). 

Dantas, C. A. G. 
Pós-Graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, 

Dissertação de Mestrado, CCS/UFPB (2018). 
 

RESUMO 

 
Durante séculos a sociedade humana faz uso de plantas com fins medicinais, 

sendo provavelmente um dos primeiros meios que a humanidade buscou para aliviar 
suas dores e enfermidades. Erythroxylum simonis Plowman, conhecida popularmente 
como “Guarda-Orvalho” é uma espécie da família Erythroxylaceae com distribuição 
em alguns estados da região Nordeste do Brasil. Este trabalho tem como objetivo 
efetuar uma abordagem fitoquímica e avaliar o potencial imunomodulador de 
metabólitos secundários isolados de Erythroxylum simonis. As partes aéreas da 
espécie foram coletadas na Mata Pau-Ferro no município de Areia – PB. Após 
secagem e pulverização foi realizada uma extração do material vegetal e posterior 
partição do extrato resultando nas fases hexânica, clorofórmica, acetato de etíla e n-
butanólica. O teor de fenólicos totais no extrato etanólico bruto foi determinado por 
espectrofotometria utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau. A partir de técnicas 
cromatográficos realizadas com a fase acetato de etíla foi possível isolar 6 compostos: 
ácido protocatecuico, ácido 3-O-cafeoilquínico, ácido 4-O-cafeoilquínico, quercetina-
3-sambubiosídeo, canferol-3-sambubiosídeo e canferol-3-O-β-D-glicopiranosídeo. 
Estes foram identificados por espectroscopia de massas e de RMN de 1H e 13C, 
utilizando técnicas uni e bidimenssionais. Para avaliação da atividade 
imunomoduladora dos flavonoides quercetina-3-sambubiosídeo e canferol-3-
sambubiosídeo, camudongos fêmeas foram estimulados com tioglicolato (4%) na 
cavidade peritoneal para obtenção dos macrófagos. A determinação da viabilidade 
celular foi realizada pelo ensaio do MTT. Foi estudado, in vitro, o efeito de diferentes 
concentrações das amostras (10 µM, 50 µM e 100 µM) na produção de óxido nítrico 
(NO) pelo método colorimétrico indireto conhecido como reação de Griess. O efeito 
modulador desses flavonóis em diferentes concentrações, sobre os níveis das 
citocinas TNF-α e IL-6 foram analisadas por ELISA. Nenhuma das concentrações dos 
flavonóis testados foi capaz de reduzir a viabilidade celular e  de interferir na produção 
do NO e das citocinas TNF-α e IL-6 produzidas por macrófagos estimulados com 
lipopolissacarídeo (LPS) bacteriano. Os resultados obtidos deste trabalho, 
contribuíram para o conhecimento fitoquímico e farmacológico do gênero 
Erythroxylum e da espécie Erythroxylum simonis. 
 
Palavras-chaves: Guarda-Orvalho, Erythroxylaceae, flavonoides, inflamação, plantas 
medicinais. 
 
 

 

 

 

 

 



 
 

Phytochemical study and investigation of the immunomodulatory activity of secondary 
metabolites from Erythroxylum simonis Plowman (Erythroxylaceae). 

Dantas, C. A. G. 
Pós-Graduação em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, 

Dissertação de Mestrado, CCS/UFPB (2018). 
 

 

ABSTRACT 

 

       For centuries human society has made use of medicinal plants, and is 
probably one of the first means humanity has sought to alleviate its pains and 
infirmities. Erythroxylum simonis Plowman, commonly known as "Guarda Orvalho" 
is a species of the Erythroxylaceae family with distribution in some states of the 
Northeast region of Brazil. This work aims to make a phytochemical approach and 
evaluate the immunomodulatory potential of secondary metabolites isolated from 
Erythroxylum simonis. The aerial parts of the species were collected at Mata Pau-
Ferro in the city of Areia - PB, after dried and pulverized, the extraction of the 
vegetal material and subsequent partitioning of the extract resulted in hexane, 
chloroform, ethyl acetate and n-butanolic phases. The total phenolic content in the 
ethanolic crude extract was determined by the Folin-Ciocalteau spectrophotometric 
method. It was possible to isolate 6 compounds: protocatechuic acid, 3-O-
caffeoylquinic acid, 4-O-caffeoylquinic acid, quercetin-3-sambubioside, 
kaempferol-3-sambubioside and kaempferol-3 -O-β-D-glucopyranoside. These 
were identified by mass and NMR 1H and 13C spectroscopy, using uni and 
bidimensional techniques. In order to evaluate the immunomodulatory activity of 
flavonoids quercetin-3-sambubioside and kaempferol-3-sambubioside, female 
mice were stimulated with thioglycollate (4%) in the peritoneal cavity to obtain the 
macrophages. Determination of cell viability was performed by the MTT assay. The 
effect of different concentrations of the samples (10 μM, 50 μM and 100 μM) on 
nitric oxide (NO) production was studied in vitro by the indirect colorimetric method 
known as Griess reaction. The modulating effect of these flavonols at different 
concentrations on the levels of TNF-α and IL-6 cytokines was analyzed by ELISA. 
None of the flavonol concentrations tested were able to reduce cell viability and to 
interfere in the production of NO and TNF-α and IL-6 cytokines produced by 
bacterial lipopolysaccharide (LPS) stimulated macrophages. The results obtained 
from this work contributed to the phytochemical and pharmacological knowledge of 
the genus Erythroxylum and the species Erythroxylum simonis. 
 
Keywords: Guarda-Orvalho, Erythroxylaceae, flavonoids, inflammation, medicinal 
plants. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A população humana dispõe de numerosas informações sobre o ambiente onde 

vive, no qual, o conhecimento popular sobre as espécies vegetais é uma importante 

ferramenta para a busca de novas fórmulas terapêuticas.  Durante séculos a 

sociedade vem recorrendo as plantas para tratar diferentes doenças. Todas as 

civilizações e culturas empregam ou já empregaram plantas com intuito medicinal. E 

esse conhecimento tradicional foi fundamental, como base, para a Farmacologia 

moderna (FERREIRA et al., 2014; BREITBACH et al., 2013). 

O Brasil possui uma expressiva diversidade de espécies vegetais, uma vez que é 

detentor de diferentes ecossistemas, climas e solos, dada a sua grande área física 

(FILHO, 1987). Muitas comunidades brasileiras fazem uso de plantas medicinais para 

o tratamento ou prevenção de doenças, e muitas das espécies são carentes de 

estudos químicos e farmacológicos, possuindo pouca ou nenhuma confirmação 

científica de suas propriedades biológicas. Muitas espécies medicinais da flora nativa 

são comercializadas em feiras livres, mercados populares, lojas de produtos naturais 

e cultivadas nos quintais de algumas residências. A falta de estudos toxicológicos e 

de informações sobre estas plantas, pode acarretar em diversos prejuízos aos 

indivíduos que lhes fazem uso, como reações adversas ou promover um efeito 

sinérgico com outras drogas. Atualmente a toxicidade de plantas medicinais é um 

sério problema de saúde pública no Brasil, tornando a pesquisa na área de produtos 

naturais essencial (MACIEL et al., 2002; PINTO et al., 2006; VEIGA JUNIOR et al., 

2005). 

As plantas produzem uma grande variedade de substâncias, dentre elas, os 

metabólitos secundários. Estes compostos desempenham um importante papel na 

adaptabilidade às condições ambientais as quais estão expostas. Inúmeros estudos, 

in vivo e in vitro, tem validado alguns metabólitos secundários quanto a sua segurança 

de uso e eficácia farmacológica, para o desenvolvimento de novos produtos 

farmacêuticos e agroindustriais (SIMÕES et al., 2017). 

Os flavonoides constituem uma das classes de metabólitos secundários mais 

amplamente distribuída no reino vegetal e presente na dieta humana. Diversos 

estudos têm atribuído diferentes atividades aos flavonoides, a exemplo: ação 

antioxidante, cardioprotetora, anticancerígena entre outras (WANG, et al., 2018).  Uma 

das ações de destaque é a capacidade que alguns flavonoides tem de atuar sobre o 
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sistema imunológico e sobre a resposta inflamatória. Dessa forma, os flavonoides 

representam uma alternativa promissora frente aos processos inflamatórios 

(COUTINHO et al., 2009). As drogas vegetais que mais se destacam nesta classe 

são: citrus, ginco e maracujá.  Pesquisas com plantas medicinais da caatinga tem 

demonstrado a presença de flavonoides em diversas espécies, sendo os possíveis 

agentes responsáveis pelas propriedades atribuídas a estas plantas (SIMÕES et al., 

2017; SIQUEIRA et al., 2011).  

Nos últimos anos tem-se evidenciado uma evolução nas pesquisas químicas e 

farmacológicas de plantas medicinais. Diversas moléculas novas, tem suas estruturas 

elucidadas e relatadas na literatura a cada momento, algumas possuindo significantes 

propriedades farmacológicas. O crescimento dessa área de pesquisa veio com o 

desenvolvimento e aperfeiçoamento de técnicas cromatográficas e espectroscópicas.  

Estes avanços aliados ao fato de que o Brasil possui uma das biotas mais ricas do 

mundo, se tornam uma fonte de oportunidade para o crescimento científico e 

tecnológico do país na área de produtos naturais, além de contribuir na formação de 

recursos humanos qualificados (CECHINEL FILHO, 1998). 

Devido a importância do gênero Erythroxylum para a família Erythroxylaceae, 

pela diversidade do gênero no estado da Paraíba e pelos raros estudos, tanto do ponto 

de vista químico quanto do ponto de vista farmacológico, de algumas espécies, este 

trabalho tem grande relevância para o desenvolvimento dos conhecimentos deste 

gênero, especificamente sobre a espécie Erythroxylum simonis Plowman e seus 

metabólitos.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Geral 

 

Contribuir para os conhecimentos fitoquímicos e biológicos do gênero 

Erythroxylum e da família Erythroxylaceae, através do estudo das partes aéreas da 

espécie Erythroxylum simonis Plowman. E avaliar uma possível atividade 

imunomoduladora de compostos isolados desta espécie. 

 

2.2. Específicos 

 

 Determinar o teor de fenólicos totais do extrato etanólico bruto das partes 

aéreas da espécie Erythroxylum simonis; 

 Extrair, isolar e purificar os metabólitos secundários da espécie Erythroxylum 

simonis, utilizando técnicas extrativas com solventes orgânicos e métodos 

cromatográficos; 

 Elucidar ou identificar as estruturas químicas dos constituintes de Erythroxylum 

simonis através de métodos espectroscópicos, tais como espectroscopia de 

massas e RMN de 1H e 13C; 

 Avaliar o efeito de diferentes concentrações de metabólitos secundários 

isolados de Erythroxylum simonis na produção de NO (óxido nítrico) e na 

citotoxicidade em cultura celular de macrófagos peritoneais. 

 Analisar o efeito modulador de metabólitos secundários isolados de 

Erythroxylum simonis na produção de citocinas por macrófagos peritoneais. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

      3.1. Considerações sobre a família Erythroxylaceae 

 

Erythroxylaceae é uma família de plantas angiospérmicas pertencente à ordem 

Malpighiales, à classe Magnoliopsida das dicotiledôneas. É composta por quatro 

gêneros: Aneulophus, Erythroxylum, Nectaropetalum e Pinacopodium, que reúnem 

cerca de 240 espécies (BIERI et al., 2006). Compreendem árvores e arbustos com 

distribuição nas regiões subtropicais e tropicais da América do Sul, África e Sudeste 

Asiático (Figura 1) (BROCK et al., 2005). A maioria das espécies pertencem ao gênero 

Erythroxylum e são encontradas principalmente na América tropical, os demais 

gêneros apresentam poucas espécies com distribuição apenas no continente africano 

(DALY, 2004; MENDONÇA et al., 1998; LOIOLA et al., 2007).    

 

Figura 1 – Distribuição geográfica mundial da família Erythroxylaceae. 

 
 

Fonte: Laboratório de Sistemática de Plantas Vasculares da Faculdade de Ciências do Instituto de 
Ecologia e Ciências Ambientais (LSPV-FC-IECA) 

 

      3.2. Considerações sobre o gênero Erythroxylum 

 

O gênero Erythroxylum é o maior da família Erythroxylaceae, reunindo 

aproximadamente 230 espécies com ampla distribuição nos trópicos e subtrópicos. É 

o único gênero da família encontrado na Região Neotropical, onde também se 

encontra a maior diversidade de Erythroxylum, cerca 187 espécies foram registradas 

(PLOWMAN; HENSOLD, 2004). A região nordeste do Brasil, a Venezuela e 

Madagascar são considerados centro de endemismo e diversidade deste gênero. 

Estas espécies apresentam grande variedade de habitats, podendo ser encontradas 
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em florestas, em áreas semiáridas, em altitudes elevadas ou ao nível do mar (DALY, 

2004). 

De acordo com Loiola et al. (2007) o gênero morfologicamente é caracterizado 

pela presença de plantas lenhosas, arbustos ou árvores, glabras, com catafilos 

geralmente semelhantes às estípulas. As folhas são alternas e inteiras, com estípulas 

intrapeciolares. As flores são monoclinas, diclamídeas, pentâmeras e heterostílicas, 

com 10 estames de filetes unidos na base, formando um tubo que circunda o pistilo. 

O ovário é súpero, tricarpelar, trilocular, mas geralmente com apenas um único óvulo 

desenvolvido. O fruto é uma drupa, vermelha a púrpura. 

No Brasil foram encontradas 115 espécies, e cerca de 74 possui distribuição 

restrita,  com ocorrência no cerrado, caatinga, floresta amazônica e mata atlântica 

(DALY 2004; LOIOLA et al., 2007). O estado brasileiro com maior número de espécies 

de Erythroxylum é a Bahia, são 56 registros de um total de 70 espécies da região 

Nordeste. No estado da Paraíba 13 espécies foram catalogadas, são elas: E. 

caatingae Plowman, E. citrifolium A. St.-Hil, E. nummularia Peyr., E. pauferrense 

Plowman, E. passerinum Mart., E. simonis Plowman, E. suberosum var. denudatum 

O.E. Schulz, E. subrotundum A. St.-Hil. e E. squamatum Sw, encontradas do brejo ao 

sertão. Grande parte destas espécies tem distribuição restrita ao Nordeste do Brasil 

(E. caatingae, E. nummularia, E. pauferrense, E. pungens, E. revolutum, E. rimosum 

e E. simonis). É importante ressaltar que a espécie E. pauferrense foi registrada 

apenas no estado da Paraíba, no município de Areia (LOIOLA et aL., 2007). 

As espécies que se destacam pelo seu valor comercial são a E. coca, E. 

novogranatense e suas variedades, por produzirem o alcaloide tropânico cocaína, que 

pode chegar a 2% da massa total das folhas secas, e foi por causa deste alcaloide 

que o interesse pelo gênero Erythroxylum teve início (PLOWMAN; RIVIER, 1983). A 

espécie E. coca (Figura 2, pág. 27) tem uma longa tradição de uso, sendo inicialmente 

utilizada pelos indígenas e Incas em rituais religiosos. Sua disseminação veio com a 

chegada dos espanhóis, que após aprender sobre as propriedades da espécie, 

difundiram o uso entre os trabalhadores indígenas da Bolívia, Equador e Peru. Por 

possuir ação estimulante, dar sensação de bem-estar e provocar euforia, o uso 

abusivo de cocaína pode leva a dependência química, que é um dos principais 

problemas de saúde pública no mundo (SIMÕES et al., 2017). 

 

 



27 
 
 

Figura 2 - Espécie Erythroxylum coca. 

 

(Fonte: Mário Franco, 2012) 

 

As partes mais utilizadas das espécies do gênero Erythroxylum, na medicina 

popular, são as folhas secas, sendo a infusão e decocção os métodos de extração 

mais empregados. Os principais usos na medicina popular buscam uma ação 

estimulante, indutora de euforia, anti-inflamatória, promotora de saciedade, 

anestésica local e para o alívio de dores no estômago e cabeça (GONZÁLEZ-GARCÍA 

et al., 2005). Outras partes das plantas também têm registros de uso, a exemplo das 

raízes de E. campestre e das cascas do caule da E. tortuosum, em que os infusos 

destes órgãos são empregados, respectivamente, como laxante e adstringente no 

caso de hemorragias (RODRIGUES; CARVALHO, 2001).  

Outra espécie utilizada na medicina tradicional é a Erythroxylum vacciniifolium, 

conhecida popularmente como catuaba-verdadeira, cujo chá ou decocto de suas 

cascas é um dos remédios mais populares do Brasil, ao qual é atribuído propriedades 

estimulantes do sistema nervoso central e afrodisíacas.  Ensaios farmacológicos em 

modelos animais, realizados com o extrato desta espécie, evidenciaram atividade 

contra infecções provocadas por Escherichia coli e Staphylococcus aureus, além de 

atividade antiviral (KLETTER et al., 2004; ADAMS et al., 2007). 

Ensaios realizados com o extrato metanólico das folhas de E. monogynum 

demonstraram que o mesmo possui propriedade hepatoprotetora contra 

hepatotoxicidade induzida por paracetamol (SYED; NAMDEO, 2013). Em ensaios de 

atividade antimicrobiana com o extrato metanólico de E. pulchrum, foi evidenciado 

uma inibição do crescimento das linhagens das seguintes bactérias: Bacillus subtilis 
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CCT 0516, Escherichia coli ATCC 2536, Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619, 

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus aureus ATCC 25925, 

Streptococcus sanguíneos, Streptococcus salivares, Streptococcus mutans e 

Streptococcus ATCC (ALBUQUERQUE, 2013). Estudos recentes com o extrato 

etanólico de Erythroxylum caatingae, em ovelhas, evidenciaram uma ação na 

diminuição das contrações cervicais (SANTOS et al., 2016). 

Do ponto de vista fitoquímico, os metabolitos secundários mais evidenciados 

nas espécies desse gênero são alcaloides tropânicos, presentes em quase todos os 

órgãos das plantas que os contém, seguido dos terpenos e flavonoides. As espécies 

com maior número de estudos fitoquímicos são E. coca, E. novogranatense, E. 

zambesiacum, E. hypericifolium, E. monogynum, E. pictum, E. argentinum, E. 

rotundifolium e E. rufum (GONZÁLEZ-GARCÍA et al., 2005). No Quadro 1 estão 

agrupadas as principais classes de metabólitos secundários encontradas nas 

diferentes partes das espécies do gênero Erythroxylum. 

 

Quadro 1 – Metabólitos secundários evidenciados em diferentes órgãos de espécies do gênero 
Erythroxylum, de acordo com GONZÁLEZ-GARCÍA et al. (2005). 

Partes da planta Metabólitos secundários 

Cascas do caule Alcaloides e terpenos 

Cascas da raiz Alcaloides 

Folhas Alcaloides, terpenos e flavonoides 

Raiz Alcaloides 

 

O alcaloide tropânico que mais se destaca neste gênero é a cocaína, por sua 

ação psicoativa no sistema nervoso central, sendo a droga psicoestimulante mais 

utilizada em todo o mundo (ALAGILLE et al., 2005). Um levantamento bibliográfico 

realizado por Oliveira et al. (2010) com 230 espécies de Erythroxylum, indicou que 

apenas 35 apresentaram registros de alcaloides, com um total de 186 alcaloides 

tropânicos. Desta forma, este tipo de metabólito é um dos mais encontrados em 

espécies do gênero Erythroxylum (SIMÕES et al., 2017). No Quadro 2 foram reunidos 

alguns alcaloides registrados em espécies deste gênero. 
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Quadro 2 – Estruturas de alguns alcaloides tropânicos encontrados em espécies do gênero 

Erythroxylum. 

Espécie Alcaloide Referência 

 

 

E. argentinum 

(Folhas) 

 

 

 

 

metilecgonidina 

 

 

Zuanazzi et al. 

(2001) 

 

 

 

 

 

 

E. caatingae 

(Caule) 

 

 

 

 

catuabina B 

 

 

 

 

 

 

Oliveira et al. 

(2011) 

 

 

 

E. coca 

(Folhas) 

 

 

 

cocaína 

 

 

 

Torre et al. 

(2013) 
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E.  pervillei 

(Cascas do 

caule) 

 

 

pervilleina H 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chin et al. 

(2006) 

 

 

 

E. rimosum 

(Folhas) 

 

 

 

7β-acetoxi-3β,6β-dibenzoiloxitropano 

 

 

 

Ribeiro et al. 

(2013) 

 

 

E. 

vacciniifolium 

(Cascas do 

caule) 

 

 

vaccinina A 

 

 

 

Zanolari et al. 

(2005) 
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Estudos realizados por Ansell et al. (1993) com o caule de 20 espécies de 

Erythroxylum, levaram ao isolamento de 43 diterpenos em 10 das espécies 

analisadas. Pesquisas com a fase hexânica de Erythroxylum revolutum promoveram 

o isolamento de 6 diterpenos (OLIVEIRA, 2012). Além destes metabólitos algumas 

espécies ainda apresentam triterpenos, como a Erythroxylum leal costae, na qual 

estudos com seu extrato metanólico levaram ao isolamento de 3 triterpenoides 

(CHAVEZ et al., 1996). Alguns terpenoides registrados em espécies do gênero 

Erythroxylum foram agrupados no Quadro 3.  

 

Quadro 3 – Estrutura de alguns terpenoides encontrados em espécies do gênero Erythroxylum. 

Espécie Terpenoide Referência 

 

 

 

 

 

E. barbatum 

(Raízes) 

 

 

  

erythroxidiol X 

 

 

 

 

 

 

Santos et al. 

(2006) 

 

 

 

 

 

 

E. leal costae 

(Folhas) 

 

 

 

 

 

palmitato de β-amirina  

 

 

 

 

 

 

Chávez et al. 

(1996) 
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E. 

passerinum 

(Frutas 

maduras) 

 

 

rianodanol 

 

 

 

Barreiros et al. 

(2007) 

 

 

 

E. revolutum 

(Folhas) 

 

 

ent-caur-16-en-3β-ol 

 

 

 

Oliveira et al. 

(2012) 

 

 

 

 

E. suberosum 

 

 

7-oxo-16-hidroxi-abiet-15(17)-en-19-al 

 

 

 

Nascimento et 

al. 

(2012) 

 

Apesar da ocorrência de flavonoides em várias famílias, estes metabólitos e 

seus derivados triglicosilados são considerados marcadores de Erythroxylum 

(RIBEIRO et al. 2013). Estudos realizados por González-Guevara et al. (2004) com 

quatro espécies de Erythroxylum (E. confusum, E. areolatum, E. havanense e E. 

alaternifolium) detectaram baixa quantidade de alcaloides e altas concentrações de 

flavonoides. A presença de flavonóis, flavanonas, isoflavonas, flavonas e chalconas 

já foi registrada em algumas espécies. Porém, os flavonóis correspondem a maior 

parte dos registros (GONZÁLEZ-GARCÍA et al., 2005). Estes metabólitos no gênero 

Erythroxylum ocorre na maioria das vezes como 3-O-monoglicosídeos com glicose, 
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ramnose, xilose, galactose ou arabinose e como 3-O-diglicosídeos com diferentes 

combinações destes açúcares (GONZÁLEZ-GUEVARA et al., 2006). No Quadro 4 

foram reunidos alguns flavonoides de Erythroxylum. 

 

Quadro 4 – Estrutura de alguns flavonoides encontrados em espécies do gênero Erythroxylum. 

Espécie Flavonoide Referência 

 

 

 

 

E. barbatum 

(Folhas) 

 

 

 

 

 

epicatequina 

 

 

 

 

Barreiros et al. 

(2005) 

 

 

 

 

 

 

 

E. coca 

(Folhas) 

 

 

 

 

Canferol-4’-O-(ramnosil)-glicosídeo 

 

 

 

 

Johnson et al. 

(2003) 

 

 

 

 

E. nummularia 

(Folhas) 

 

 

 

 

4′,7-dimetil-quercetina 

 

 

 

 

Barreiros et al. 

(2005) 
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E. pulchrum 

(Folhas) 

 

 

ombuina-3-rutinosídeo-5-glicosídeo 

 

 

 

 

Albuquerque et 

al. 

(2014) 

 

 

 

 

E. subrotundum 

(Folhas) 

 

 

quercetina-3-O-α-L-raminosídeo 

 

 

 

 

Oliveira et al. 

(2012) 

 

 

      3.3. Considerações sobre a espécie Erythroxylum simonis Plowman 

 

A espécie Erythroxylum simonis Plowman (Figura 3, pág. 35), popularmente 

conhecida como “Guarda-Orvalho” tem sua distribuição limitada a região Nordeste do 

Brasil, podendo ser encontrada nas florestas úmidas do litoral e nas matas do interior 

conhecidas como “brejos de altitude”. Existem registros de sua presença nos estados 

da Paraíba, Pernambuco, Ceará, Sergipe e Rio Grande do Norte (PLOWMAN, 1986; 

LOIOLA et al., 2007; COSTA-LIMA et al., 2014) 
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Figura 3 - Espécie Erythroxylum simonis Plowman 

 

(Fonte: M.I.B. Loiola, 2009) 

 

Esta espécie homenageia Simon J. Mayo, botânico no Royal Botanic Gardens, 

Kew, por suas contribuições nos estudos botânicos no Parque Estadual Mata do Pau-

Ferro, que é uma reserva ambiental localizada na cidade de Areia no estado da 

Paraíba, e também local de primeiro registro de E. simonis Plowman (PLOWMAN, 

1986). Estudos químicos de Erythroxylum simonis são raros. A classificação botânica 

desta espécie pode ser visualizada no Quadro 5.  

 

Quadro 5 – Classificação botânica da espécie Erythroxylum simonis. 

Reino Plantae 

Divisão Magnoliophyta 

Classe Magnoliopsida 

Ordem Malpighiales 

Família Erythroxylaceae 

Gênero Erythroxylum 

Espécie Erythroxylum simonis Plowman 
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3.4. Considerações sobre flavonoides 

 

Os flavonoides compõem uma classe de metabólitos secundários largamente 

distribuída no reino vegetal (LOPES et al., 2000). Podem ser encontrados nas folhas, 

sementes, cascas e flores de diversas espécies vegetais. Mais de 4.000 flavonoides, 

nas formas naturais ou de seus glicosídeos, foram identificados até o momento (HEIM 

et al., 2002). Estes metabólitos têm biossíntese mista, proveniente das vias do 

chiquimato e acetato, que formam o núcleo fundamental dos flavonoides (Figura 4), 

fenil-benzopirano (C6-C3-C6), que consiste em quinze átomos de carbono arranjados 

em três anéis (A, B e C) (DORNAS et al., 2007). O anel benzeno A é condensado com 

um anel de seis membros (C), que na posição 2 carrega um anel fenil benzeno (B). O 

anel C pode ser um pirano heterocíclico, que produz catequinas e antocianidinas, ou 

pirona, que produz flavonóis, flavonas e flavanonas (AHERNE; O’BRIEN, 2002).  

 

Figura 4 - Núcleo fundamental dos flavonoides e sua numeração. 

 

(Fonte: SIMÕES et al., 2017)  

 

A palavra flavonoide deriva do latim “flavus” que significa amarelo, por estes 

compostos participarem da coloração de flores, onde são responsáveis pelos tons de 

amarelo, laranja e vermelho (TIMBERLAKE; HENRY, 1986). Os flavonoides também 

exercem importantes funções para o crescimento, desenvolvimento e defesa da 

planta, tais como proteção contra os raios ultravioleta e visível, ação antioxidante, 

inibição enzimática, controle hormonal e proteção contra fungos, vírus e bactérias (DI 

CARLO et al., 1999; SIMÕES et al., 2017). 

Os flavonoides também são constituintes importantes na dieta humana, 

podendo ser encontrados em frutas, vegetais e bebidas como o chá e vinho tinto, em 

média, a dieta diária contém aproximadamente 1 g de flavonoides (AHERNE; 
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O’BRIEN, 2002). Também são encontrados em várias plantas utilizadas na medicina 

popular em todo o mundo, sendo assim compostos importantes não apenas paras as 

plantas, mas também para os humanos (DI CARLO et al., 1999).   

Os compostos flavonoídicos podem ocorrer nas plantas em suas formas livres 

(aglicona), como O-heterosídeos, C-heterosídeo e/ou derivados metilados e/ou 

acilados (KUMAR; PANDEY, 2013). A classificação dos flavonoides depende do nível 

de oxidação e das mudanças no núcleo carbônico básico, acarretadas por diferentes 

tipos de reações, tais como: oligomerização, alquilação ou glicosilação (TAHARA, 

2007). Alterações no anel central (C) proporcionam a formação de diferentes 

subclasses de flavonoides (Figura 5, pág. 38), tais como: flavonas, flavonóis, 

chalconas, flavanonas, flavanonóis, isoflavonas e antocianidinas (SCALBERT; 

WILLIAMSON, 2000; BOOTS et al., 2008; COUTINHO et al., 2009). Quando os 

glicosídeos são formados, a ligação ocorre geralmente nas posições 3 ou 7, na maioria 

das vezes a unidade osídica é uma glicose, ramnose, xilose, galactose, arabinose ou 

diferentes combinações destes açúcares (GONZÁLEZ-GUEVARA et al., 2006; 

KUMAR; PANDEY, 2013). 

É ampla a utilização de plantas medicinais contendo flavonoides em todo o 

mundo, o que torna essencial os estudos desses metabólitos. Alguns medicamentos 

para o tratamento de doenças cardiovasculares são elaborados a partir de flavonoides 

(SIMÕES et al., 2017). Vários ensaios in vivo e in vitro vêm atribuindo diversas ações 

biológicas a estes compostos, tendo destaque as atividades antioxidante, 

antiulcerogênica, antitumoral, anti-inflamatória, antialérgica, antimicrobiana, anti-

hemorrágica e antiviral (LOPES et al., 2000; SIMÕES et al., 2017).  

Alguns estudos têm evidenciado significativa atividade anti-inflamatória para os 

flavonoides do tipo flavonol, com destaque para quercetina e canferol, amplamente 

distribuídos no reino vegetal. Esta ação pode ser atribuída a um efeito inibitório das 

enzimas: ciclo-oxigenase, lipo-oxigenase, fosfolipase A2 e ação moduladora sobre a 

enzima iNOS, promovendo uma inibição da produção de óxido nítrico (LOPES et al., 

2000; SANTANGELO et al., 2007; YOON; BAEK et al. 2005). 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoon%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16259055
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yoon%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16259055
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Figura 5 - Esqueletos básicos de flavonoides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      3.5 Considerações sobre inflamação  

 

A inflamação consiste em uma resposta fisiológica do organismo 

desencadeada por uma lesão tecidual ou pela exposição a um patógeno, 

normalmente restaurando o tecido lesionado. Logo, as principais funções da resposta 

inflamatória são a defesa e o reparo, habitualmente restituindo a homeostase. Este 

processo é fundamental para a segurança e sobrevivência do organismo, de forma 

Isoflavonas Auronas 

Chalconas Antocianos 

Flavonas Flavonóis 

Flavanonas Flavanonóis 
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que, se esta resposta falhar, seja por razões genéticas, como a deficiência de adesão 

leucocitária, seja por motivos de tratamentos imunossupressores ou por infecções que 

escapem de sua ação, como a ocasionada pelo vírus da imunodeficiência humana, os 

danos são graves ou fatais (MEDZHITOV, 2008; RANG et al., 2011). 

A resposta inflamatória envolve diversos tipos de células e mediadores, que 

estão divididos em dois componentes: a resposta imunológica inata e a resposta 

imunológica adaptativa. A resposta imunológica inata ocorre imediatamente após a 

lesão tecidual ou infecção, envolvendo componentes vasculares e celulares, como os 

mastócitos, células dendríticas e macrófagos, que reconhecem o patógeno e liberam 

citocinas e outros mediadores como prostaglandinas e histamina.  A interleucina IL-1, 

IL-6 e o fator de necrose tumoral TNF-α agem na parede do endotélio vascular 

induzindo a expressão de moléculas de adesão nas superfícies celulares, além de 

promover um aumento da permeabilidade vascular. As citocinas também estimulam a 

síntese de óxido nítrico, que é um vasodilator, o que contribui com o aumento da 

permeabilidade vascular. Todos estes eventos ocorrem com o objetivo de direcionar 

os leucócitos para o local do patógeno. Na resposta imunológica adaptativa as 

principais células envolvidas são os linfócitos. Esta resposta é específica e 

especializada para o patógeno invasor (RANG et al., 2011; SHERWOOD; TOLIVER-

KINSKY, 2004). 

A resposta inflamatória é classificada em: aguda e crônica. A resposta 

inflamatória aguda tem curta duração e envolve mediadores que promovem os sinais 

clássicos da inflamação (dor, calor, rubor e edema, acompanhados ou não da perda 

da função tecidual), que estão relacionados com o processo de vasodilatação, como 

por exemplo os prostanoides e o óxido nítrico. A inflamação crônica ocorre quando o 

patógeno promotor da inflamação aguda persistir no organismo. Este evento é 

caracterizado pela presença dominante de macrófagos e linfócitos no tecido afetado, 

podendo durar muitos dias, meses ou anos (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; 

GILROY et al., 2004). 

 Em geral, a inflamação constitui um mecanismo de defesa do organismo, e 

não uma doença. No entanto, a inflamação também está associada com a 

fisiopatologia de diversas doenças. Nestes casos, se faz necessário o uso de agentes 

farmacológicos com o objetivo de inibir ou abolir com o processo inflamatório, 

minimizando os danos e proporcionando maior conforto. Os anti-inflamatórios e 

imunossupressores são os fármacos capazes de interferir nesta resposta fisiológica 
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(COUTINHO et al., 2009). A grande ocorrência de efeitos colaterais decorrentes do 

uso destes medicamentos é um estímulo para a busca de novos agentes terapêuticos, 

e uma alternativa para isso são metabólitos secundários de algumas plantas, como os 

flavonoides. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

      4.1. Material e equipamentos utilizados 

 

Para a determinação de fenólicos totais, foram utilizados os reagentes de Folin-

Ciocalteau e carbonato de sódio. As amostras foram analisadas em um 

espectrofotômetro UV-VIS da marca Shimadzu modelo UV-2550. Para obtenção da 

curva de calibração foi empregado o ácido gálico como padrão. 

A cromatografia por exclusão em coluna foi realizada utilizando como fase fixa 

o Sephadex LH-20 (Amersham Biosciences), e como fase móvel o metanol p.a. da 

Sigma-Aldrich. 

A cromatografia em camada delgada analítica (CCDA) foi realizada em 

cromatofolhas de alumínio - sílica gel 60 PF254 artigo 7749, Merck.  Para a eluição, 

foram utilizados solventes orgânicos comerciais (hexano, acetato de etila e metanol) 

puros ou em misturas binárias, em ordem crescente de polaridade. 

A revelação física das cromatoplacas foi realizada através da exposição à 

radiação ultravioleta em dois comprimentos de onda, 254 e 366 nm, utilizando o 

aparelho Mineralight modelo UVGL-58. 

A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) foi realizada em um 

cromatógrafo analítico da marca Shimadzu, equipado com uma coluna de fase reversa 

C-18 da marca Kromasil, bomba LC-20AT, injetor automatico SIL-20A HT e detector 

UV-VIS SPD-M20A, como fase móvel foi utilizado água milli-Q acidificada (0,1% ácido 

fórmico) e metanol grau HPLC da Merk. E em um cromatógrafo preparativo da marca 

Shimadzu, equipado com uma coluna de fase reversa C-18 da marca ACE, bombas 

LC-6AD, injetor manual, e detector UV-VIS SPD-M10A. Como fase móvel foi utilizado 

água milli-Q acidificada (0,1% ácido fórmico) e metanol grau HPLC da Merk. Este 

também foi empregado no preparo da amostra. 

Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear de 1H (RMN de 1H) e de 13C 

(RMN de 13C), utilizando técnicas uni e bidimensionais (HMQC, HMBC, COSY e 

NOESY) foram obtidos em um espectrômetro Brucker operando a 400 MHz (1H) e 100 

MHz (13C), localizado no Laboratório Multiusuário de Caracterização e Análise (LMCA) 

da UFPB. Para o preparo das amostras a serem analisadas, foram utilizados solventes 

deuterados (CD3OD e DMSO) da Cambridge Isotope Laboratories.  
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Os espectros de massas das substâncias foram obtidos utilizando 

espectrômetros de massas de alta e baixa resolução da marca Bruker, modelo micro 

TOF II e Ion-Trap AmazonX, respectivamente. As amostras foram preparadas com 

metanol grau HPLC da Merk. 

 

      4.2. Material Vegetal 

 

            4.2.1. Coleta e identificação do material vegetal 

 

As partes aéreas de Erythroxylum simonis foram coletadas no Parque 

Estadual Mata do Pau-Ferro, localizado no município brasileiro de Areia, estado da 

Paraíba. O material botânico foi identificado pela Profa. Dra. Maria de Fátima Agra. 

Uma exsicata desta espécie encontra-se catalogada no Herbário Prof. Lauro Pires 

Xavier (JPB) do Centro de Ciências Exatas e da Natureza – UFPB, sob registro 

Lourenço & Carneiro 232 Herbário JPB/UFPB. 

 

            4.2.2. Processamento do material vegetal  

 

 Em uma estufa com ar circulante, foi realizada a dessecação das partes aéreas 

de Erythroxylum simonis à temperatura de 40 ºC durante 72 horas. Em seguida, o 

material já seco, foi pulverizado em moinho mecânico fornecendo 3000 g do pó da 

planta. 

 

      4.3. Obtenção do extrato etanólico bruto 

 

Após secagem e pulverização, o material vegetal foi submetido à extração 

exaustiva por maceração em etanol (EtOH) a 95 %. Este procedimento foi realizado 3 

vezes com intervalos de 72 horas entre cada extração. A solução extrativa foi, em 

seguida, filtrada e evaporada por meio de um rotaevaporador, a uma temperatura 

média de 40 oC, obtendo-se ao fim, o extrato etanólico bruto (EEB) (Esquema 1). 

 

      4.4. Determinação do teor de fenólicos totais 
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 O teor de fenólicos totais foi determinado por espectrofotometria, sendo 

utilizado o reagente de Folin-Ciocalteu, e como padrão fenólico foi empregado o ácido 

gálico (GULCI et al., 2004). Inicialmente,  uma solução com concentração de 1 mg 

mL-1 foi preparada a partir da solubilização de 1 mg do extrato etanólico bruto das 

partes aéreas de Erythroxylum simonis em 1 mL de MeOH. Posteriormente, uma 

alíquota de 120 µL desta solução foi mantida em contato, por 8 minutos, com 500 µL 

do reagente de Folin-Ciocalteu a 10% em água. Com o objetivo de neutralizar a 

mistura, adicionou-se 400 µL de solução de carbonato de sódio a 7,5 % em água. 

Após 120 min, sobre o abrigo da luz e a temperatura ambiente, as amostras foram 

transferidas para uma placa de 96 poços (200 µL/poço) e foi realizada a leitura em um 

espectrofotômetro UV/Vis calibrado a 765 nm. Como branco foi utilizada uma mistura 

de 120 µL da solução inicial do EEB com 900 µL de água destilada. Esta análise foi 

realizada em triplicatas e repetida por três dias. A partir da equação de regressão 

linear da curva de calibração, obtida a partir de soluções de ácido gálico em diversas 

concentrações (75; 100; 150; 200 e 300 µg mL-1), foi possível determinar o teor de 

fenólicos totais, o qual é expresso em miligramas de equivalentes de ácido gálico por 

grama de extrato (mg EAG / g de amostra). 

 

4.5.  Fracionamento do extrato etanólico bruto 

 

Parte do Extrato Etanólico Bruto (50 g) das partes aéreas de Erythroxylum 

simonis foi diluída em 500 ml de uma solução de metanol/água (7:3 v/v) e submetido 

a agitação por 60 minutos para homogeneização. Em seguida, foi realizada uma 

partição líquido/líquido em uma ampola de separação, utilizando os seguintes 

solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, clorofórmio, acetato de etila e 

n-butanol. As soluções obtidas foram concentradas sob pressão reduzida a uma 

temperatura de 40 °C em um rotaevaporador, obtendo-se ao fim as fases: hexânica, 

clorofórmica, acetato de etila e n-butanólica (Esquema 1, pág. 45). 
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Esquema 1 – Elaboração e partição do Extrato Etanólico Bruto (EEB) das partes aéreas de 

Erythroxylum simonis. 

 
 
 

 

 

Legenda: ESFH – Fase hexânica de Erythroxylum simonis; ESFC – Fase clorofórmica de Erythroxylum 
simonis; ESFA – Fase acetato de etila de Erythroxylum simonis; ESFB – Fase butanólica de 
Erythroxylum simonis. 

 

 

 

 

 

 

Partes aéreas de Erythroxylum simonis

Pó da planta

3000 g

Macerado 

EEB (50 g)

ESFH 

(5,3 g)
Solução hidrometanólica I

ESFC 

(4,7 g)
Solução hidrometanólica II

ESFA 

(4,5 g)
Solução hidrometanólica III

ESFB

(13,2 g)
Solução hidrometanólica IV

Secagem em estufa de ar 
circulante a 40°C por 72 h 
 
  
Pulverização em moinho 
mecânico  

 

Pulverização em moinho mecânico 
 

Maceração em etanol 95% até 
exaustão do material 
 

 

Concentração sob pressão reduzida 
em rotaevaporador a 40°C 

 

Partição com hexano 
 

Partição com clorofórmio  
 

Partição com 
acetato de etila 

 

Partição com 
n-butanol 

 

Solubilização em 500 mL de uma 
solução metanol/água (7:3 v/v) 
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      4.6. Fracionamento cromatográfico da fase acetato de etila  

 

A fase acetato de etila (3,5 g) foi submetida a cromatografia em coluna 

utilizando como fase fixa Sephadex LH-20, e metanol (MeOH) como fase móvel. 

Foram coletadas 44 frações (ESFr-01 – 44). Após secagem a temperatura ambiente, 

as frações foram reunidas por análise de seus fatores de retenção em cromatografia 

de camada delgada analítica (CCDA) utilizando diferentes sistemas de eluição, em 

ordem crescente de polaridade. Como revelador físico foi utilizada a luz ultravioleta 

em dois comprimentos de onda (254 e 366 nm) (Esquema 2). Desta reunião foram 

obtidas 19 frações (Quadro 6, pág 47). 

 

Esquema 2 – Fracionamento da fase acetato de etila. 

 

 

 

 
 
 
 
 

Fase acetato

(3,5 g)

CC Sephadex® 
LH-20

44 Frações

(ESFr 01 – 44)

19 Frações

CCDA  
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Quadro 6 – Dados das reuniões das frações após monitoramento por CCDA. 

 

 

 

      4.7. Processamento cromatográfico da fração ESFA 15 por CLAE 

  

A fração ESFA 15 (170 mg) foi analisada por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE). Inicialmente foi preparada uma solução, com 1mg da amostra em 

metanol grau HPLC, na concentração de 1 mg ml-1. Empregou-se como fase móvel 

água milli-Q acidificada (0,1% ácido fórmico) e metanol. A análise no cromatógrafo 

analítico permitiu desenvolver um método eficiente para o isolamento das substâncias 

presentes na fração. No método mais eficaz, a concentração de metanol variou de 0 

a 70% em um tempo de 90 minutos com um fluxo de 0,6 mL min-1. No cromatograma 

(Figura 6, pág. 48) foi possível observar 6 picos principais principais. 

Na transposição para o cromatógrafo preparativo, foi preparada uma solução 

com 150 mg da amostra em 600 µL de metanol grau HPLC.  Foram realizadas 6 

injeções de 100 µL desta solução. Foi utilizado o método desenvolvido na fase 

analítica, no entanto foi empregado um fluxo de 8 ml/min. As frações obtidas foram 

Fração   Peso 

ESFA 1-2 0,0321 g 

ESFA 3 0,0166 g 

ESFA 4-5 0,0302 g 

ESFA 6 0,0249 g 

ESFA 7 0,0863 g 

ESFA 8-10 0,8000 g 

ESFA 11-14 1,0760 g 

ESFA 15 0,2049 g 

ESFA 16-20 0,6000 g 

ESFA 21-23 0,1118 g 

ESFA 24-25 0,0704 g 

ESFA 26-29 0,2000 g 

ESFA 30-32 0,0224 g 

ESFA 33-36 0,0375 g 

ESFA 37-40 0,0197 g 

ESFA 41 0,0234 g 

ESFA 42 0,0144 g 

ESFA 43 0,0216 g 

ESFA 44 0,0108 g 
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então concentradas sob pressão reduzida a uma temperatura de 40 °C em um 

rotaevaporador. Deste processo foram coletadas 6 frações (ESFA-15.1 – 15.6) 

correspondentes aos 6 principais picos visualizados no cromatograma analítico. 

Estando as substâncias presentes nestas frações, isoladas. Estas foram codificadas 

em Es-1, Es-2, Es-3, Es-4, Es-5 e Es-6. 

 

Figura 6 - Cromatograma da fração ESFA-15. 

 

 

      4.8. Caracterização estrutural dos compostos isolados  

 

 As determinações estruturais dos constituintes químicos isolados, foram 

efetuadas a partir da análise dos espectros de RMN de 1H e 13C, incluindo técnicas 

uni e bidimensionais (HMQC, HMBC, COSY e NOESY), e pela comparação destes 

com dados descritos na literatura. Para a obtenção dos espectros foi utilizado o 

dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6) na solubilização da substância Es-1 e metanol 

deuterado (CD3OD) para as substâncias Es-2, Es-3, Es-4, Es-5 e Es-6. 

Os deslocamentos químicos (δ) foram expressos em partes por milhão (ppm) e 

como padrão interno foram utilizados os sinais característicos de 1H e 13C dos 
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solventes utilizados. Para RMN 1H os sinais característicos são em δH 2,49 ppm para 

o DMSO-d6 e em δH 3,30 ppm para o CD3OD. Para os espectros de RMN de 13C, os 

sinais característicos são em δC 39,5 ppm para o DMSO-d6 e em δH 49,0 ppm para o 

CD3OD. As constantes de acoplamento (J) foram dadas em Hz e as multiplicidades 

no espectro de RMN 1H foram indicadas segundo as convenções: s (singleto), sl 

(singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), dl (dubleto largo), t (tripleto), q 

(quadrupleto) e m (multipleto). 

 

      4.9. Espectrometria de massas 

 

 Na preparação das amostras, foi realizada inicialmente a solubilização de 

0,001 g destas em 1 mL de metanol grau HPLC. Posteriormente uma alíquota de 200 

µL desta solução foi adicionada em 800 µL de metanol grau HPLC e, por fim, 20 µL 

desta última solução foi adicionada em 980 µL de CH3OH: H2O (1:1). Em seguida, as 

amostras foram injetadas no espectrômetro de massa, sendo utilizada a técnica de 

Ionização por Eletrospray (modo negativo). 

 

      4.10. Atividade imunomoduladora 

 

            4.10.1. Animais 

 

Neste estudo foram utilizados camundongos Swiss fêmeas com 8 semanas de 

idade, pesando entre 25 - 30 g, provenientes do Biotério Prof. Thomas George do 

Instituto de Pesquisa em Fármacos e Medicamentos/UFPB. Os animais foram 

mantidos sob controle alimentar com uma dieta balanceada à base de ração 

tipo pellets (Purina) com livre acesso a água, com ventilação e temperatura (25 °C) 

controladas e constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h, 

sendo o período claro das 06h00 às 18h00. Todos os animais foram manipulados 

seguindo os princípios de cuidados com animais e aprovados pelo Comitê de Ética 

em Uso Animal da UFPB Nº 125/2016. 
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            4.10.2. Cultura de macrófagos peritoneais 

  

Os macrófagos peritoneais foram obtidos a partir de camundongos fêmeas com 

8 semanas de idade. Inicialmente, os animais foram estimulados com 2 mL de 

tioglicolato (4%) na cavidade peritoneal. Após 4 dias, os animais foram eutanasiados 

e em suas cavidades peritoneais foram injetados 5 mL de solução PBS estéril 

enriquecida com 3 % de soro fetal bovino (SBF). Posteriormente, foi realizada uma 

massagem por 30 segundos e o lavado foi coletado. 

As células foram centrifugadas a 1500 rpm a 4ºC por 5 minutos e 

ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI completo (RPMI + 10% SBF, 100 U.I. de 

penincilina e 100 μg mL-1 de estreptomicina) e a viabilidade determinada utilizando o 

corante azul de trypan. As células foram ressuspensas na concentração de 2 x 105
 

células mL-1 de meio RPMI completo e distribuídas em poços de placa de 96 poços 

(200 μL/poço). Posteriormente, as células foram cultivadas por um período de 24 

horas, na presença ou ausência de 1 μg mL-1 lipopolissacarídeo (LPS), seguida da 

adição ou não das amostras em diferentes concentrações (10 µM, 50 µM e 100 µM). 

Após 24 horas de incubação, os sobrenadantes foram coletados para análise da 

viabilidade celular e doseamento de óxido nítrico (NO) e citocinas. 

 

            4.10.3. Determinação da viabilidade celular 

 

A determinação da viabilidade celular foi realizada pelo ensaio do MTT 

(brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazólio). Como descrito acima, 

o sobrenadante foi coletado para o doseamento de NO após 24 horas de cultura 

celular.  

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT. Neste método, o MTT 

é reduzido por desidrogenases mitocondriais em células metabolicamente ativas. 

Nesta reação é formado cristal de formazan, um produto de cor roxa solúvel em DMSO 

(REILLY et al., 1998). Foram adicionados 90 μL de meio RPMI completo e 10 μL de 

uma suspensão de MTT a 5 mg mL-1 nas células que permaneceram nos poços da 

placa. Após incubação por 4 horas à temperatura de 37°C e 5% de CO2, o 

sobrenadante foi retirado e adicionou-se 100 μL de DMSO com o objetivo de 

solubilizar os cristais de formazan produzidos. A quantificação da viabilidade celular 

foi realizada em um espectrofotômetro UV – VIS Spectramax 190 – Molecular Device, 
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com comprimento de onda de 570 nm. A média dos valores das absorbâncias obtida 

nas células não tratadas foi considerada como 100% de viabilidade. 

 

            4.10.4. Determinação dos níveis de NO 

 

 Os níveis de NO foram determinados in vitro pelo método colorimétrico indireto 

conhecido como reação de Griess (GREEN et al., 1982). Primeiramente, foi preparado 

o reagente Griess através da mistura de duas soluções na proporção 1:1, a primeira 

composta por naftiletilenodiamino 0,1% (p/v) em ácido orto-fosfórico 5% (v/v) e a 

segunda por sulfonamina p-aminobenzeno 1% (p/v) em ácido fosfórico 5% (v/v). Em 

seguida, 50 μL do reagente de Griess foi adicionado a 50 μL dos sobrenadantes 

obtidos da cultura com macrófagos peritoneais. Após um período de 10 minutos a 

temperatura ambiente, foi realizada a leitura em um espectrofotômetro UV – VIS 

Spectramax 190 – Molecular Device, com comprimento de onda de 540 nm. Os 

resultados em μM foram determinados pela comparação com a curva padrão 

(realizada com nitrito de sódio nas concentrações de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 

3.125 e 1.576 μM). 

 

            4.10.5. Ensaio imunoenzimático para a detecção de citocinas 

 

A quantificação das citocinas, TNF-α e IL-6  presentes na cultura de células foi 

realizada por ELISA, seguindo o protocolo especificado no Kit do fabricante 

(BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-USA). 

Inicialmente as placas de ELISA (NUNC-Immuno™) foram sensibilizadas com 

o anticorpo de captura, anti-TNF-α e anti-IL-6 e incubadas por 18 h a 4°C. 

Posteriormente, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de tween 20 

(PBST) e os sítios inespecíficos foram bloqueados com a solução de bloqueio (PBS 

contendo 10% de SFB) por uma hora. Em seguida, as placas foram novamente 

lavadas com PBST e adicionou-se as amostras a serem analisadas e diferentes 

concentrações das citocinas recombinantes TNF-α e IL-6 para a realização da curva. 

Após 18 horas de incubação a 4°C, as placas foram lavadas e o complexo detector 

formado pelo anticorpo de detecção biotinilado foi adicionado às placas e incubadas 

por uma hora. Em seguida, foram lavadas novamente e o complexo enzimático 

avidina-peroxidase (avidina-HRP) foi adicionado. Após meia hora de incubação à 
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temperatura ambiente e lavagens adicionais, a reação foi revelada pela adição da 

solução substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB) e peróxido de hidrogênio 

(H2O2), esta reação foi interrompida após 15 minutos pela adição de ácido fosfórico 

1M. A leitura foi realizada em leitor de microplaca (MICROPLATE READER versa Max, 

tunable, BN 2529 Molecular Devices) a 450 nm. As quantidades de citocinas foram 

calculadas a partir das curvas-padrão. 

 

            4.10.6. Análise Estatística 

 

Os dados obtidos foram expressos como média  erro padrão da média (e.p.m.) 

e a diferença entre os diferentes grupos foi avaliada por teste t e análise de variância 

de uma via (ANOVA) seguida pelo pós-teste de Tukey. O nível de significância mínimo 

considerado foi 5% (p < 0,05). Os resultados foram analisados pelo programa 

GraphPad Prism versão 5.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA, U.S.A.). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

      5.1. Determinação do teor de fenólicos 

 

O teor de fenólicos totais no extrato etanólico bruto foi determinado pelo método 

espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau. Este reagente é formado por uma mistura 

dos ácidos fosfomolibídico e fosfotunguístico, em que o molibdênio e o tungstênio se 

encontram no estado oxidado. Na presença de agentes redutores, como os 

compostos fenólicos, ocorre a formação do molibdênio azul e tungstênio azul, 

permitindo a quantificação das substâncias redutoras devido a coloração (IKAWA et 

al., 2003).  

O ácido gálico foi utilizado como padrão de referência para a construção da 

curva de calibração, nas seguintes concentrações: 75; 100; 150; 200 e 300   µg          

mL-1. A equação de regressão linear e o coeficiente de correlação linear R2 podem 

ser visualizados no Gráfico 1. Esta equação é essencial para interpolação dos dados 

e desta forma calcular o teor de fenóis em mg EAG/g de EEB de Erythroxylum simonis 

na concentração de 1 mg mL-1 (Tabela 1). 

 

Gráfico 1 - Curva padrão da quantificação de fenólicos totais empregando ácido gálico como 

substância de referência. Absorbância 765 nm. 

 

 

Tabela 1 - Teor de fenóis totais nas amostras (n=9), na concentração de 1 mg mL-1. Dados expressos 
como média ± desvio padrão. 

Amostra Teor de Fenólicos (mg EAG / g) CV (%) Valor de p 

 1º dia 2º dia 3º dia   

EEB 188,98 ± 0,29 185,54 ± 1,53 186,30 ± 3,36 1,30 0,20 

Legenda: CV – Coeficiente de variação. 

y = 0,0074x - 0,1672
R² = 0,9999
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Após análise dos dados presentes na Tabela 1, foi possível observar que a 

concentração de fenólicos no extrato etanólico bruto das partes aéreas de E. simonis 

é de 186,94 ± 2,42 mg EAG/g (18,7 %).  Esta concentração foi próxima a de outras 

espécies de Erythroxylum, como por exemplo a espécie Erythroxylum daphnites, em 

que estudos de sazonalidade com o extrato etanólico bruto de suas folhas, 

evidenciaram um teor de fenólicos de 22,4 % à 27,4 % (MARTINS, 2015). Ainda foi 

possivel observar que o método é estatatisticamente reprodutível na concentração de 

1 mg mL-1, visto que, não há diferença entre os dias de teste no nível de 0,05 de 

significância. 

Devido a presença de quantidade significativa de compostos fenólicos, o EEB 

das partes aéreas de E. simonis possivelmente tem atividade antioxidante, uma vez 

que, estas substâncias são reconhecidas por possuir ação antioxidante, capazes de 

inibir a oxidação de lipoproteínas de baixa densidade LDL e prevenir  doenças 

trombóticas (RAUHA et al., 2000).  
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5.2. Identificação estrutural de Es-1 

 

 A substância Es-1 foi isolada na forma de um pó amorfo de coloração branca 

com 0,006 g. 

O espectro de RMN de 13C na técnica BB (Figura 7, pág. 58), obtidos a 100 

MHz em DMSO,  e sua expansão (Figura 8, pág 59) apresentaram sete 

deslocamentos químicos. Destes, três sinais foram atribuídos a carbonos metínicos 

sp2 e quatro a carbonos não hidrogenados. 

Foi possível observar sinais característicos de carbonos ligados a elementos 

eletronegativos, pois estes substituintes reduzem a densidade eletrônica do átomo de 

carbono. Os elétrons têm a função de blindar o núcleo do campo magnético aplicado, 

logo, sua remoção promove uma desblindagem. Quanto maior a eletronegatividade 

do substituinte, maior a desproteção do carbono e, consequentemente, maior é o seu 

deslocamento químico. Desta forma, os deslocamentos em δC 167,4, δC 150,0 e em 

δC 144,9 evidenciaram três oxigenações na molécula (MOURA et al., 2011). Estes 

sinais, em comparação com dados da literatura, permitiram sugerir que a substância 

Es-1 corresponde ao ácido protocatecuico, e foram atribuídos, nesta ordem, ao 

carbono carbonílico C-7, e aos carbonos C-4 e C-3 do anel aromático (MOURA et al., 

2011). Os carbonos de carbonilas apresentam os maiores deslocamentos químicos, 

uma vez que sofrem efeitos de desproteção devido a hibridação sp2 e por estar ligado 

diretamente ao elemento eletronegativo oxigênio (SILVERSTEIN et al., 2000). Os 

sinais em δC 121,9, δC 121,7; δC 116,6 e δC 115,2, foram atribuídos aos outros 

carbonos do sistema aromático, C-6, C-1, C-2 e C-5, respectivamente, (COLOMBO et 

al., 2010).  Estas e outras atribuições encontram-se compilados na Tabela 2. 

O espectro de RMN de 1H (Figura 9, pág. 59), obtido a 400 MHz em DMSO, e 

suas expansão (Figura 10, pág. 60), apresentaram deslocamentos químicos de 

hidrogênios aromáticos. Estes sinais aparecem em uma região de δH 6,5 - 8,0 ppm, 

devido ao efeito conhecido como anisotropia magnética, no qual os hidrogênios do 

anel sofrem uma maior desblindagem, absorvendo uma frequência relativamente alta 

devido a formação de um campo magnético induzido, provocado pelo movimento 

circular dos elétrons π, quando as moléculas são colocadas em um campo magnético 

(SILVERSTEIN et al., 2000).  

 Foram observados três sinais característicos de um sistema aromático ABX, 

sendo dois dupletos (d), um em δH 7,31 (J = 2 Hz) e outro em δH 6,76 (J = 8,4 Hz), 
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ambos com integral para um hidrogênio. Foi observado ainda, o acoplamento desses 

sinais com um duplo dupleto (dd) em δH 7,27 (J = 2 e 8,4 Hz), estando este, acoplado 

em orto com o segundo próton citado, uma vez que, neste acoplamento a constante 

varia na faixa de 7 a 10 Hz. Quando o acoplamento ocorre na posição meta a 

constante varia de 2 a 3 Hz, este foi o caso observado com o primeiro próton descrito. 

Esses sinais reforçaram a evidência de que a substância Es-1 se trata do ácido 

protocatecuico (PAVIA et al., 2015). 

 Além do efeito de ressonância, os prótons de um sistema aromático sofrem 

influência da hibridação sp2 e da presença ou ausência de grupos doadores ou 

retiradores de elétrons. Os grupos doadores proporcionam proteção nas posições orto 

e para e os grupos retiradores levam a uma desproteção nestas posições. Logo, o 

sinal em δH 6,76 é o mais protegido por estar orto a um grupo doador de elétrons, 

sendo atribuído ao hidrogênio H-5. Os hidrogênios H-2 e H-6 estão orto e para, 

respectivamente, a um grupo doador, porém por ambos estarem orto com relação ao 

grupo retirador de elétrons, sofrem um maior efeito de desproteção, tendo um 

deslocamento químico maior. Assim, os sinais em δH 7,31 e δH 7,27 foram atribuídos 

aos hidrogênios H-2 e H-6, respectivamente (MOURA et al., 2011). Estas e outras 

atribuições foram agrupadas na Tabela 2. 

 A partir da análise destes dados espectrais e em comparação com dados 

encontrados na literatura, foi possível identificar a substância Es-1 como sendo o 

ácido 3,4-dihidroxibenzóico (Figura 10), também conhecido como ácido 

protocatecuico (OU et al., 2012).  

 

 

 

Estrutura do ácido protocatecuico 
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Tabela 2 - Dados de RMN de 1H e 13C (400 e 100 MHz, DMSO) de Es-1, ácido 3,4-dihidroxibenzóico 

(Ácido protocatecuico), em comparação aos dados obtidos por OU et al., 2012. 

Posição δH  

Es-1 

δH  

Referência 

δC  

Es-1 

δC   

Referência 

1 - - 121,7 121,7  

2 7,31 (d; 1 H; J = 2 Hz) 7,33 (d; 1 H; J = 2 Hz) 116,6 116,7 

3 - - 144,9 144,8 

4 - - 150,0 149,8 

5 6,76 (d; 1H; J = 8,4 Hz) 6,76 (d; 1 H; J = 8,2 

Hz) 

115,2 115,1 

6 7,27 (dd; 1 H; J = 8,4 e 2 

Hz) 

7,27 (dd; 1 H; J = 8,2 e 

2 Hz) 

121,9 122,5 

7 - - `167,4 167,7 

 

 
Figura 7 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO) de Es-1. 
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Figura 8 - Expansão do espectro de RMN de 13C (100 MHz, DMSO) de Es-1 na região de 115 – 170 

ppm. 

 

 

Figura 9 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, DMSO) de Es-1. 
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Figura 10 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, DMSO) de Es-1 na região de 6,72 – 7,36 

ppm. 
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5.3. Identificação estrutural de Es-2 

 

A substância Es-2 foi isolada na forma de um pó amorfo de coloração branca 

com 0,008 g. 

O espectro de RMN de 13C na técnica APT da substância Es-2 (Figura 11, pág. 

65), obtido a 100 MHz em CD3OD, e suas expansões (Figura 12, pág. 65, Figura 13, 

pág. 66) apresentaram dezesseis deslocamentos químicos, dos quais dois foram 

atribuídos a carbonos metilênicos sp3, três a carbonos metínicos sp3, cinco a carbonos 

metínicos sp2 e seis a carbonos não hidrogenados. Os sinais em δC 75,3, δC 74,7, δC 

73,0, δC 68,2, δC 41,4 e δC 36,6 evidenciaram a presença de um derivado do ácido 

quínico. Estes sinais foram equivalentes, nesta ordem, aos carbonos C-1, C-4, C-3, 

C-5, C-6 e C-2, estando C-2 e C-6 mais protegidos por serem carbonos metilênicos e 

por não estarem ligados diretamente a um elemento eletronegativo. Foi observado 

ainda, um sinal de carbonila de ácido em δC 178,3, atribuído ao carbono C-7, após 

comparação com dados descritos na literatura (KUCZKOWIAK et al., 2014). 

O espectro de RMN de 1H (Figura 14, pág. 66), obtido a 400 MHz em CD3OD, 

e suas expansões (Figura 15, pág. 67, Figura 16, pág. 67, Figura 17, pág. 68), 

revelaram a presença de três hidrogênios ligados a carbonos sp3 oxigenados, com 

sinais em δH 5,34 (1H; m), δH 4,15 (1 H; m) e δH 3,64 (dd, 1 H, J = 3,2 e 8,4). 

Apresentaram também um conjunto de sinais de hidrogênios de carbonos metilênicos 

sp3 não equivalentes em δH 1,92 – 2,22 (m). Vale ressaltar que prótons de carbonos 

sp3 apresentam uma faixa de ressonância menor em comparação aos hidrogênios 

ligados a carbonos sp2, uma vez que estes apresentam maior caráter s (33%), os 

tornando mais eletronegativos. Isto ocorre porque o orbital s mantém seus elétrons 

mais próximos do núcleo, resultando assim, em menor blindagem do próton (PAVIA 

et al., 2015). Estes sinais reforçaram a evidência que a substância Es-2 se tratava de 

um derivado do ácido quínico, no qual os sinais em δH 5,34, δH 4,15 δH e 3,64 

corresponderam de modo respectivo aos hidrogênios H-3, H-5 e H-4 do ácido quínico, 

e o conjunto de sinais em δH 1,92 – 2,22 (m) foram condizentes com os hidrogênios 

de carbonos metilênicos H-2 e H-6 (KUCZKOWIAK et al., 2014). Essas atribuições 

foram reunidas na Tabela 3. 

A análise de outros sinais presentes nos espectros de RMN de 1H e 13C de Es-

2, com auxílio de dados da literatura, evidenciaram a presença de uma unidade do 

ácido caféico (JEONG et al., 2011). No espectro de RMN de 1H, três sinais na região 
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de hidrogênios aromáticos indicaram a presença de um sistema ABX 1’, 3’ e 4’ 

trissubstituído, que foram um duplo dupleto em δH 6,93 (1 H, J = 2 e 8 Hz), acoplado 

em orto ao próton com sinal em δH 6,76 (d, 1 H, J = 8 Hz) e em meta ao hidrogênio 

com deslocamento químico em 7,04 (d, 1 H, J = 2 Hz). Estes sinais foram atribuídos, 

respectivamente, aos hidrogênios H-6’, H-5’ e H-2’ da unidade cafeoíla. 

Dois dupletos, ambos com integral para um hidrogênio, um em δH 7,57 (J = 16 

Hz) e outro em δH 6,30 (J = 15,6 Hz), foram equivalentes ao par de hidrogênios ligados 

aos carbonos olefínicos da unidade cafeoíla.  Suas constantes de acoplamento, 

indicaram que os mesmos estão trans-acoplados, devido ao fato de que em uma 

ligação dupla prótons substituídos trans se acoplam com maior intensidade, com um 

valor característico de 3J por volta de 16 Hz. Com relação a constante de acoplamento 

cis, esta tem um valor típico de 3J de aproximadamente 10 Hz (Pavia et al., 2015). 

Esses sinais foram atribuídos aos hidrogênios H-7’ e H-8’ da unidade cafeoíla, 

respectivamente (WAN et al., 2017). Estas e outras atribuições podem ser 

visualizadas na Tabela 3. 

Foram observados deslocamentos químicos no espectro de RMN de 13C e em 

suas expansões, que reforçaram a evidência da unidade cafeoíla. Os sinais em δC 

149,3 e δC 146,7 foram atribuídos, respectivamente, aos carbonos C-4’ e C-3’ desta 

unidade, por serem mais desprotegidos dos demais carbonos aromáticos, pois sofrem 

um efeito eletronegativo direto. Outros sinais em δC 127,9, δC 122,9, δC 116,4 e δC 

115,1 foram atribuídos aos carbonos C-1’, C-6’, C-5’ e C-2’, respectivamente, do 

sistema aromático ABX (LIU et al., 2013).  

Um deslocamento em δC 169,0 indicou a presença da carboníla da unidade 

cafeoíla, sendo atribuído ao carbono C-9’. Os sinais em δC 146,8 e δC 115,7 foram 

atribuídos, respectivamente, aos carbonos C-7’ e C-8’, estando a posição C-8’ mais 

protegida por estar α a carbonila em um sistema carbonílico α,β insaturado, uma vez 

que, a deslocalização eletrônica provoca desproteção na posição β. Estas e outras 

atribuições foram compiladas na Tabela 3. 

Essas atribuições puderam ser confirmadas por análise das correlações no 

mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura 18, pág. 68), e em suas expansões 

(Figura 19, pág. 69, Figura 20, pág. 69), onde se observou-se correlações entre os 

sinais em δH 5,34 (H-3) com δC 73,0 (C-3), de δH 4,15 (H-5) com δC 68,2 (C-5) e de δH 

3,64 (H-4) com δC 74,7 (C-4)  do ácido quínico. Outras correlações entre os sinais em 

δH 7,57 (H-7’) com δC 146,8 (C-7’), de δH 7,04 (H-2’) com δC 115,1 (C-2’), de δH 6,93 
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(H-6’) com δC 122,9 (C-6’), de δH 6,76 (H-5’) com δC 116,4 (H-5’) e de δH 6,30 (H-8’) 

com δC 115,7 (C-8’) confirmaram as atribuições aos carbonos da unidade cafeoíla. 

No mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura 21, pág. 70) e em suas 

expansões (Figura 22, pág. 70, Figura 23, pág. 71), a esterificação da unidade cafeoíla 

no carbono C-3 do ácido quínico, foi confirmada através da correlação a três ligações 

do sinal em δH 5,34 (H-3) com δC 169,0, correspondente ao carbono carbonílico da 

unidade cafeoíla. Pode-se ainda confirmar esta posição de esterificação pela análise 

do mapa de contornos homonuclear NOESY (Figura 24, pág. 71 ), no qual foi 

evidenciada a correlação entre os sinais em δH 5,34 e δH 3,64, referentes aos 

hidrogênios H-3 e H-4, respectivamente.  

Após análise desses dados espectrais e com auxílio da literatura, foi possível 

sugerir que a substância Es-2 trata-se do ácido 3-O-cafeoilquínico.  

 

 

 

 

Estrutura do ácido 3-O-cafeoilquínico 
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Tabela 3 - Dados de RMN de 1H e 13C, utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, 

CD3OD) de Es-2, ácido 3-O-cafeoilquínico, em comparação aos dados obtidos por 
NAKATANI et al., 2000. 

                      HMQC HMBC            Referência 

Posição δH Es-2 δC 

Es-2 

δC x δH δH δC 

1 - 75,3 H-2, H-3, 

H5, H-6 

- 75,4 

2 1,92 – 2,22 (m; 4 H) 36,6 H-3, H-4 1,95 – 2,20 (m) 36,7 

3 5,34 (m; 1H) 73,0 H-2, H-4, 

H-5 

5,34 (ddd; J = 3, 3 e         

4 Hz) 

73,0 

4 3,64 (dd; 1 H; J = 3,2 e  

8,4 Hz) 

74,7 H-2, H-3,   

H-5, H-6 

3,63 (dd; J = 3 e 9 Hz) 74,8 

5 4,15 (m; 1 H) 68,2 H-2, H-3, 

H-4, H-6  

4,14 (ddd; J = 3, 9, e       

9 Hz) 

68,3 

6 1,92 – 2,22 (m; 4 H) 41,4 H-2, H-4, 

H-5 

1,95 – 2,20 (m) 41,5 

7 - `178,3 - - 178,3 

1’ - `127,9 H-2’, H-5’, 

H-6’, H-7’, 

H-8’ 

- 127,9 

2’ 7,04 (d; 1 H; J = 2 Hz) 115,1 H-6’, H-5’,  

H-7’ 

7,04 (d; J = 2 Hz) 115,1 

3’ - 146,7 H-2’, H-5’ - 146,7 

4’ - 149,3 H-2’, H-5’, 

H-6’ 

- 149,4 

5’ 6,76 (d; 1 H; J = 8 Hz) 116,4 H-2’, H-6’, 

H-7’ 

6,76 (d; J = 8 Hz) 116,4 

6’ 6,93 (dd; 1H; J = 2 e 8 Hz) 122,9 H-2’, H-5’, 

H-7’, H-8’ 

6,93 (dd; J = 2 e 8 Hz) 122,9 

7’ 7,57 (d; 1H; J = 16 Hz) 146,8 H-2’, H-5’, 

H-6’, H-8’ 

7,58 (d; J = 16 Hz) 146,8 

8’ 6,30 (d; 1 H; J = 15,6 Hz) 115,7 H-7’ 6,30 (d; J = 16 Hz) 115,8 

9’ - 169,0 H-3, H-7’,   

H-8’ 

- 169,0 
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Figura 11 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-2.  

 

 

Figura 12 - Expansão do espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-2 na região de  0 – 105 
ppm 
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Figura 13 - Expansão do espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-2 na região de 90 – 200 

ppm. 

 

 

Figura 14 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-2. 
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Figura 15 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-2 na região de 6,65 – 

7,70 ppm. 

 

 

Figura 16 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-2 na região de 5,30 – 6,35 

ppm. 
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Figura 17 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-2 na região de 1,80 – 

4,30 ppm. 

 

 

Figura 18 - Mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-2. 
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Figura 19 - Expansão do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-2 na região de 

(1,80– 5,40 ppm) x (30,0 – 95,0 ppm). 

 

 

Figura 20 - Expansão do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-2 na região de 

(5,90– 8,00 ppm) x (100,0 – 155,0 ppm). 
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Figura 21 – Mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-2. 

 

 

Figura 22 - Expansão do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-2 na região de 
(5,20– 8,20 ppm) x (100,0 – 190,0 ppm). 
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Figura 23 - Expansão do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-2 na região de 

(3,45– 4,45 ppm) x (20,0 – 100,0 ppm). 

 

 

Figura 24 - Expansão do mapa de contornos NOESY (400 MHz, CD3OD) de Es-2 na região de (3,50 

– 5,60 ppm) x (3,00 – 5,60 ppm). 
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5.4. Identificação estrutural de Es-3 

 

A substância codificada como Es-3 foi isolada na forma de um pó amorfo 

amarelo com 0,010 g. 

Os espectros de RMN de 1H, obtido a 400 MHz em CD3OD e de 13C – APT, 

obtido a 100 MHz em CD3OD, apresentaram sinais com multiplicidade e 

deslocamentos químicos semelhantes aos da substância Es-2. Após esta análise, foi 

possível sugerir que a substância Es-3 também corresponde a um derivado do ácido 

quínico monossubstituído por uma unidade cafeoíla. 

Observou-se no espectro de RMN de 13C – APT (Figura 25, pág. 75), e em suas 

expansões (Figura 26, pág. 75, Figura 27, pág. 76, Figura 28, pág. 76), dezesseis 

deslocamentos químicos. Destes, dois foram atribuídos a carbonos metilênicos sp3, 

três a carbonos metínicos sp3, cinco a carbonos metínicos sp2 e seis a carbonos não 

hidrogenados. Os sinais com deslocamentos químicos em δC 169,0,  δC 149,5, δC 

147,0, δC 146,7, δC 127,8, δC 122,9, δC 116,4, δC 115,3 e δC 115,1 foram condizentes 

com a unidade cafeoíla, quando comparados com dados da literatura (LIU et al., 

2013). Os demais deslocamentos podem ser visualizados na Tabela 4. 

No espectro de RMN de 1H (Figura 29, pág. 77), e em suas expansões (Figura 

30, pág. 77, Figura 31, pág. 78, Figura 32, pág. 78), um par de dupletos com integrais 

para um hidrogênio em δH 7,63 e δH 6,36  revelaram a presença de dois prótons 

olefínicos em configuração trans, uma vez que a constante de acoplamento foi de 16 

Hz. Estes sinais foram atribuídos aos hidrogênios H-7’ e H-8’, respectivamente. 

Também foram observados sinais, integrando para um hidrogênio, com 

multiplicidades equivalentes ao sistema aromático ABX 1’, 3’, 4’ trissubstituído da 

unidade cafeoíla, que foram os sinais em δH 7,05 (d, J = 2 Hz), δH 6,95 (dd, J = 2 e 8,4 

Hz) e δH 6,77 (d, J = 8 Hz), correspondentes nesta ordem aos hidrogênios H-2’, H-6’ 

e H-5’ (JEONG et al., 2011).  

Um multipleto em δH 1,97 – 2,23, com integral para 4 hidrogênios, foi atribuído 

aos hidrogênios dos carbonos metilênicos do ácido quínico, H-2 e H6. Um conjunto 

de deslocamentos químicos formado pela sobreposição de sinais dos prótons ligados 

a carbonos oxigenados, com integral para dois hidrogênios, em δH 4,29 foi condizente 

com uma substituição no carbono C-4 do ácido quínico pela unidade cafeoíla, em 

comparação com dados da literatura. Este conjunto de sinais foi atribuído aos 

hidrogênios H-3 e H-5. Um duplo dupleto mais desprotegido, integrando para um 
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hidrogênio, em δH 4,80 (J = 3,2 e 9,2 Hz) corroborou com a possível esterificação no 

carbono C-4, este sinal foi então atribuído ao hidrogênio H-4 (WAN et al., 2017). Estas 

e outras atribuições foram reunidas na Tabela 4. 

As atribuições dos sinais aos carbonos foram confirmadas na análise do mapa 

de contornos heteronuclear HMQC (Figura 33, pág. 79), e em suas expansões (Figura 

34, pág. 79, Figura 35, pág. 80), onde se observou-se correlações entre os sinais em 

δH 4,80 (H-4) com δC 79,2 (C-4) e de δH 4,29 (H-3 e H-5) com δC 69,6 (C-3) e δC 65,5 

(C-5) do ácido quínico. Outras correlações entre os sinais em δH 7,63 (H-7’) com δC 

147,0 (C-7’), de δH 7,05 (H-2’) com δC 115,1 (C-2’), de δH 6,95 (H-6’) com δC 122,9 (C-

6’), de δH 6,77 (H-5’) com δC 116,4 (H-5’) e de δH 6,36 (H-8’) com δC 115,3 (C-8’) 

assinalaram os carbonos da unidade cafeoíla. 

A posição de esterificação no ácido quínico pode ser confirmada no mapa de 

contornos heteronuclear HMBC (Figura 36, pág. 80), e em suas expansões (Figura 

37, pág. 81, Figura 38, pág. 81), no qual foi observada a correlação entre o sinal do 

hidrogênio H-4 (δH 4,80) com o carbono carbonílico C-9’ (δC 169,0). Neste espectro foi 

possível ainda observar correlações que permitiram confirmar e assinalar todos os 

carbonos do anel aromático da unidade cafeoíla. Estes dados podem ser encontrados 

na Tabela 4. 

Ao analisar e confrontar os dados dos espectros de RMN de 1H e 13C, utilizando 

técnicas uni e bidimensionais, de Es-3 com os descritos na literatura, pode-se 

identificar esta substância como sendo o ácido 4-O-cafeoilquínico (NAKATANI et al., 

2000).  

 

 

Estrutura do ácido 4-O-cafeoilquínico. 
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Tabela 4 - Dados de RMN de 1H e 13C, utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, 

CD3OD) de Es-3, ácido 4-O-cafeoilquínico, em comparação aos dados obtidos por 
NAKATANI et al., 2000. 

                  HMQC HMBC               Referência 

Posição δH Es-3 δC Es-3 δC x δH δH δC 

1 - 76,5 H-2, H-3, 

H5, H-6 

- 76,6 

2 1,97 – 2,23 (m; 4 H) 38,4 H-3, H-4, 

H-6 

2,00 – 2,20 (m) 38,4 

3 4,29 (m; 2H) 69,6 H-2, H-4, 

H-5 

4,28 (ddd; J = 3, 3 e         

4 Hz) 

69,6 

4 4,80 (dd; 1 H; J = 3,2 e     

9,2 Hz) 

79,2 H-2, H-3,   

H-5, H-6 

4,79 (dd; J = 3 e 9 Hz) 79,3 

5 4,29 (m; 2 H) 65,5 H-3, H-4, 

H-6 

4,27 (ddd; J = 4, 9, e     

11 Hz) 

65,5 

6 1,97 – 2,23 (m; 4 H) 42,6 H-2, H-4, 

H-5 

2,00 – 2,20 (m) 42,7 

7 - `177,3 H-2, H-6 - 177,3 

1’ - `127,8 H-2’, H-5’, 

H-6’, H-7’, 

H-8’ 

- 127,8 

2’ 7,05 (d; 1 H; J = 2 Hz) 115,1 H-5’, H-6’, 

H-7’ 

7,06 (d; J = 2 Hz) 115,1 

3’ - 146,7 H-2’, H-5’, 

H-6’ 

- 146,8 

4’ - 149,5 H-2’, H-5’, 

H-6’ 

- 149,6 

5’ 6,77 (d; 1 H; J = 8 Hz) 116,4 H-2’, H-6’ 6,77 (d; J = 8 Hz) 116,5 

6’ 6,95 (dd; 1H; J = 2 e 8,4 Hz) 122,9 H-2’, H-5’, 

H-7’, H-8’ 

6,96 (dd; J = 2 e 8 Hz) 123,0 

7’ 7,63 (d; 1H; J = 16 Hz) 147,0 H-2’, H-6’, 

H-8’ 

7,65 (d; J = 16 Hz) 147,1 

8’ 6,36 (d; 1 H; J = 15,6 Hz) 115,3 H-7’ 6,37 (d; J = 16 Hz) 115,4 

9’ - 169,0 H-4, H-7’, 

H-8’ 

- 169,0 
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Figura 25 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-3.  

 

 

Figura 26 - Expansão do espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-3 na região de 34 –  84 

ppm. 
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Figura 27 - Expansão do espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-3 na região de 112 – 132 

ppm.  

 

 

Figura 28 - Expansão do espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-3 na região de 144 – 182 

ppm. 
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Figura 29 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-3. 

 

 

Figura 30 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-3 na região de 4,10 – 
5,10 ppm.  
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Figura 31 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-3 na região de 1,60 – 2,60 

ppm.  

 

 

Figura 32 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-3 na região de 6,30 – 7,70 

ppm. 
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Figura 33 – Mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-3. 

 

 

Figura 34 - Expansão do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-3 na região de 
(1,60– 5,00 ppm) x (20,0 – 100,0 ppm).  
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Figura 35 - Expansão do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-3 na região de 

(5,80– 8,10 ppm) x (100,0 – 165,0 ppm).  

 

 

Figura 36 – Mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-3. 
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Figura 37 - Expansão do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-3 na região de 

(1,00– 4,80 ppm) x (10,0 – 100,0 ppm).  

 

 

Figura 38 - Expansão do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-2 na região de 

(4,50– 8,00 ppm) x (100,0 – 180,0 ppm). 
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5.5. Identificação estrutural de Es-4 

 

O composto codificado com Es-4 foi isolado na forma de um pó amorfo 

alaranjado com 0,013 g. O espectro de massas mostrou um pico do íon molecular em 

m/z 595.17 [M-H]- compatível com a fórmula molecular C26H28O16. 

O espectro de RMN de 13C (Figura 39, pág. 88), obtido a 100 MHz em CD3OD, 

e suas expansões (Figura 40, pág. 88, Figura 41, pág. 89) apresentaram vinte e cinco 

deslocamentos químicos, referentes a vinte e seis átomos de carbono, estando o sinal 

em δC 158,2 correspondendo a dois carbonos. Foram atribuídos nove sinais a 

carbonos não hidrogenados, dois a carbonos metilênicos sp3, cinco sinais a carbonos 

metínicos sp2 e nove a carbonos metínicos sp3.  Um esqueleto flavonoídico (C6C3C6) 

foi evidenciado pela presença de quatorze sinais característicos, referentes  aos 15 

átomos de carbonos presentes nesta unidade. A ausência do sinal na faixa de δC 104,7 

– 111,8 ppm, assim como a presença do deslocamento químico em 135,0 permitiu 

inferir uma substituição no carbono C-3. Este sinal, em conjunto com os visualizados 

em δC 158,2 e δC 179,5, atribuídos respectivamente aos carbonos C-2 e C-4, 

evidenciaram um esqueleto do tipo flavonol. As faixas características de 

deslocamentos químicos no espectro de RMN de 13C de alguns tipos de flavonoides 

podem ser visualizadas abaixo (PELTER et al. 1976).  
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Faixas de deslocamentos químicos característicos de alguns carbonos em núcleos de flavonoides. 

 

Oxigenações nos carbonos C-5 e C-7 do anel A e em C-3’ e C4’ do anel B foram 

deduzidas, de forma respectiva, pela presença dos sinais  em δC 163,0, δC 165,6, δC 

145,9 e δC 149,6. Esses sinais, em comparação com os dados da literatura, sugeriram 

que o composto Es-6 trata-se de um derivado da quercetina (BELTRAME, 2011). 

Estas e outras atribuições encontram-se agrupadas na Tabela 5.   

O conjunto de sinais em δC 82,1, δC 78,2, δC 78,1, δC 76,9, δC 74,8, δC 70,9, δC 

70,9, δC 66,5 e δC 62,3 sugeriram a presença da sambubiose (WEI et al. 2011). Este 

é um dissacarídeo, presente em alguns pigmentos glicosídicos, em que a pentose 

xilose encontra-se inserida no carbono 2 da glicose (β-D-xilosil-(1→2)-β-D-glicose) 

https://en.wikipedia.org/wiki/Xylose
https://en.wikipedia.org/wiki/Glucose
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(FRANCIS & MARKAKIS, 1989). Os deslocamentos químicos em δC 100,8 e δC 62,3 

foram atribuídos ao carbono anomérico (C-1’’) e ao carbono metilênico (C-6’’) da 

glicose, enquanto que o deslocamento em δC 82,1 foi atribuído ao carbono C-2’’, 

corroborando com a inserção da xilose nesta posição. Os sinais em δC 105,2 e δC 

66,5, foram condizentes respectivamente com o carbono anomérico (C-1’’’) e ao 

carbono metilênico (C-5’’’) da xilose, quando comparados com a literatura (DENG et 

al., 2009). 

 No espectro de RMN de 1H (Figura 42, pág. 89), obtido a 400 MHz em 

CD3OD, e em suas expansões (Figura 43, pág. 90, Figura 44, pág. 90, Figura 45, pág. 

91) foram observados dois singletos largos, um em δH 6,16 e outro em δH 6,35, 

atribuídos aos hidrogênios H-6 e H-8 do anel A, respectivamente. Um duplo dupleto 

em δH 7,61 (J = 1,6 e 8,4 Hz) foi atribuído ao hidrogênio H-6’, estando acoplado em 

orto com H-5’, com sinal em δH 6,86 (d, J = 8,4 Hz). Estes sinais em conjunto com o 

deslocamento em δH 7,63 (sl), atribuído ao hidrogênio H-2’, corroboraram com os 

hidrogênios do sistema aromático ABX, correspondente ao anel B da aglicona 

(BELTRAME, 2011). Dois dupletos, um em δH 5,47 (J = 7,6 Hz) e outro em δH 4,76 (J 

= 6,8 Hz) com integrais para um hidrogênio, foram atribuídos aos hidrogênios 

anoméricos H-1’’ da glicose e H-1’’’ da xilose, de forma respectiva.  Estas e outras 

atribuições foram agrupadas na Tabela 5. 

O mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura 46, pág. 91) e em suas 

expansões (Figura 47, pág. 92, Figura 48, pág. 92), apontaram correlações entre os 

sinais em δH 6,16 (H-6)  com δC 99,7 (C-6) e em δH 6,35 (H-8) com δC 94,5 (C-8), 

confirmando as atribuições sugeridas aos carbonos C-6 e C-8 do anel A da aglicona. 

Correlações entre os sinais em δH 7,63 (H-2’) com δC 117,3 (C-2’), de δH 6,86 (H-5’) 

com δC 116,0 (C-5’) e de δH 7,61 (H-6’) com δC 123,3 (C-6’) confirmaram as atribuições 

aos carbonos do anel B. As demais correlações estão compiladas na Tabela 5.  

No mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura 49, pág. 93) e em suas 

expansões (Figura 50, pág. 93, Figura 51, pág. 94) foi possível observar correlações 

a longa distância entre os sinais em δH 6,16 (H-6) e δH 6,35 (H-8) com o carbono em 

δC 165,6 (C-7), em 6,16 (H-6) com δC 163,0 (C-5) e em δH 6,35 (H-8) com δC 158,2 

(C-9), confirmando as atribuições sugeridas para o anel A. As correlações entre os 

sinais em δH 7,63 (H-2’) e δH 6,86 (H-5’) com δC 123,3 (C-6’), de δH 7,61 (H-6’) com δC 

116,0 (C-5’), de δH 7,63 (H-2’), 6,86 (H-5’) e δH 7,61 (H-6’) com δC 149,6 (C-4’), δC 

145,9 (C-3’) e δC 123,1 (C-1’) e de δH 7,61 (H-6’) com  δC 117,3 (C-2’), permitiram 
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assinalar todos os carbonos do anel B do flavonol. Ainda foi possível observar a 

correlação entre o sinal do hidrogênio anomérico da glicose em δH 5,47 (H-1’’) com o 

sinal em δC 135,0 (C-3), confirmando a ligação da glicose neste carbono da aglicona. 

A inserção da xilose no carbono 2 da glicose foi confirmada através da correlação 

entre o sinal do próton anomérico da xilose em δH 4,76 (H-1’’’) com o sinal em δC 82,1 

(C-2’’). Estas e outras correlações estão reunidas na Tabela 5. 

A fragmentação (Figura 52, pág. 94) do íon da molécula desprotonada, m/z 

595.17 [M-H]-, correspondente a substância Es-4, gerou um íon base com m/z 299,74, 

condizente com uma quebra homolítica da ligação entre a aglicona e a unidade 

osídica, formando um radical desprotonado da quercetina (m/z 300) (HVATTUM et al., 

2002). De acordo com a literatura, a presença dos fragmentos com m/z 462,98 e m/z 

444,95 são condizentes, respectivamente, com a perda da pentose e posterior perda 

de uma molécula de água (FERRERES et al., 2009).  
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A partir desse conjunto de dados espectrais, e em comparação com os 

descritos na literatura, pode-se sugerir que o composto Es-4 se trata da quercetina-3-

O-β-D-xilopiranosil-(12)-β-D-glicopiranosídeo, também conhecida como quercetina-

3-sambubiosídeo (DENG et al., 2009). Esta substância já encontra-se reportada na 

literatura para algumas espécies, como a Nelumbo nucifera (DENG et al., 2009), 

porém está sendo relatada pela primeira vez no gênero Erythroxylum. 

 

 

 

Estrutura da Quercetina-3-sambubiosídeo. 
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Tabela 5 - Dados de RMN de 1H, 13C, utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, CD3OD) 

de Es-4, quercetin-3-sambubiosídeo, em comparação aos dados obtidos por DENG et al., 
2009. 

                     HMQC HMBC                  Referência 

Posição δH Es-4 δC 

Es-4 

δC x δH δH δC 

2 - 158,2 H-2’, H-6’ - 156,8 

3 - 135,0 H-1’’ - 133,4 

4 - 179,5 - - 177,5 

5 - 163,0 H-6 - 161,4 

6 6,16 (sl; 1 H) 99,7 H-8 6,20 (d; J = 2 Hz) 99,2 

7 - 165,6 H-6, H-8 - 165,2 

8 6,35 (sl; 1 H) 94,5 H-6 6,38 (d; J = 2 Hz) 94,2 

9 - 158,2 H-8 - 156,2 

10 - 105,7 H-6, H-8 - 105,1 

1’ - 123,1 H-2’, H-5’, H-6’ - 122,2 

2’ 7,63 (sl; 1 H) 117,3 H-6’ 7,60 (s) 115,9 

3’ - 145,9 H-2’, H-5’, H-6’ - 145,3 

4’ - 149,6 H-2’, H-5’, H-6’  - 149,4 

5’ 6,86 (d; 1 H;  J = 8,4 Hz) 116,0 H-6’ 6,86 (d; J = 8,3 Hz) 116,2 

6’ 7,61 (dd; 1 H; J = 1,6 e    

8,4 Hz) 

123,3 H-2’, H-5’ 7,66 (d; J = 8,3 Hz) 121,6 

1’’ 5,47 (d; 1 H; J = 7,6 Hz) 100,8 - 5,54 (d, J = 7,3 Hz) 98,7 

2’’ 3,69 – 3,74 (m) 82,1 H-1’’’ 3,76 (t; J = 8,5 Hz) 82,5 

3’’ 3,48 – 3,63 (m) 78,1 - 3,63 (t; J = 9 Hz) 77,9 

4’’ 3,37 – 3,42 (m) 70,9 - 3,45 (dd, J = 9,3 e 9,3 Hz) 70,3 

5’’ 3,37 – 3,42 (m) 76,9 - 3,23 (m) 76,5 

6’’ 3,48 – 3,63 (m) 

3,69 – 3,74 (m) 

 

62,3 - 3,65 (dd; J = 3 e 12 Hz) 

3,80 (m) 

61,2 

1”’ 4,76 (d; 1H; J = 6,8 Hz) 105,2 - 4,66 (d; J = 8 Hz) 104,2 

2”’ 3,37 – 3,42 (m) 74,8 - 3,31 (dd; J = 7,5 e 8,9 Hz) 74,2 

3”’ 3,20 – 3,25 (m) 78,2 - 3,35 (m) 77,6 

4”’ 3,48 – 3,63 (m) 70,9 - 3,46 (m) 70,2 

5”’ 3,93 (dd; J = 4,8 e         

11,6 Hz) 

3,20 – 3,25 (m) 

66,5 - 3,81 (dd; J = 5,5 e        

11,2 Hz) 

3,13 (dd; J = 9,5 e        

11,2 Hz) 

66,1 
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Figura 39 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-4. 

 

 

Figura 40 - Expansão do espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-4 na região de 60 – 108 
ppm. 
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Figura 41 - Expansão do espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-4 na região de 110 – 185 

ppm.  

 

 

Figura 42 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-4. 
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Figura 43 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-4 na região de 2,95 – 

4,25 ppm.  

 

 

Figura 44 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-4 na região de 4,70 – 6,50 

ppm. 
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Figura 45 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-4 na região de 6,65 – 7,95 

ppm.  

 

 

Figura 46 – Mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-4. 
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Figura 47 - Expansão do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-4 na região de 

(2,80– 4,20 ppm) x (40,0 – 95,0 ppm).  

 

 

Figura 48 - Expansão do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-4 na região de 

(4,40– 7,80 ppm) x (70,0 – 150,0 ppm). 
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Figura 49 – Mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-4. 

 

 

Figura 50 - Expansão do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-4 na região de 
(3,00 – 5,60 ppm) x (30,0 – 160,0 ppm). 
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Figura 51 - Expansão do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-4 na região de 

(5,90– 8,50 ppm) x (80,0 – 190,0 ppm). 

 

 

Figura 52 - Fragmentação da substância Es-4. 
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5.6. Identificação estrutural de Es-5 

 

A substância Es-5 foi isolada na forma de um pó amorfo laranja, com 0,011 g. 

O espectro de massas obtido mostrou um pico em m/z 579.15 [M-H]- compatível com 

a fórmula molecular C26H28O15. 

No espectro de RMN de 13C – BB (Figura 53, pág. 99), obtido a 100 MHz em 

CD3OD, e em suas expansões (Figura 54, pág. 99, Figura 55, pág. 100) foram 

observados vinte e três sinais,  correspondentes a vinte e seis átomos de carbonos, 

sendo dois carbonos metilênicos sp3, seis carbonos metínicos sp2, nove carbonos 

metínicos sp3 e nove carbonos não hidrogenados. Estes sinais evidenciaram um 

esqueleto flavonoídico, e os deslocamentos em δC 179,5, δC 158,3 e δC 134,9 

referentes, nesta ordem, aos carbonos C-4, C-2 e C-3, foram condizentes para um 

esqueleto de flavonol. Uma substituição na posição C-3 (134,9) foi deduzida pela 

ausência do sinal em aproximadamente δC 107,0. 

Os sinais em δC 82,3, δC 78,2, δC 78,1, δC 77,0, δC 74,9, δC 71,0, δC 71,0, δC 

66,6 e δC 62,3, sugeriram a presença de duas unidades osídicas, sendo uma pentose 

ligada a uma hexose. Após análise e comparação com dados da literatura foi sugerida 

a presença da sambubiose ( β-D-xilosil-(1→2)-β-D-glicose), assim como na 

substância Es-4. Os deslocamentos em 100,7 e 62,3 foram atribuídos, nesta ordem, 

ao carbono anomérico (C-1’’) e ao metilênico (C-6’’) da glicose. Enquanto que, os 

sinais em δC 105,3 e δC 66,6 foram atribuídos ao carbono anomérico (C-1’’’) e ao 

metilênico (C-5’’’) da xilose, respectivamente (GIANG et al., 2007). Essas e outras 

atribuições podem ser visualizadas na Tabela 6. 

No espectro de RMN de 1H (Figura 56, pág. 100), obtido a 400 MHz em CD3OD, 

e em suas expansões (Figura 57, pág. 101, Figura 58, pág. 101, Figura 59, pág. 102, 

Figura 60, pág. 102) foi evidenciado um sistema aromático AA’BB’, correspondente 

ao anel B da aglicona. No qual, dois dupletos com integrais para dois hidrogênios 

cada, em δH 8,05 (J = 9,2 Hz) e em δH 6,88 (J = 8,8 Hz) foram atribuídos aos conjuntos 

de hidrogênios H-2’/H-6’ e H-3’/H-5’, respectivamente. Os dupletos em δH 6,36 (J = 2 

Hz) e δH 6,17 (J = 1,6 Hz), ambos com integral para um hidrogênio, foram condizentes 

com os hidrogênios H-8 e H-6 do anel A do flavanol, respectivamente. Esses sinais 

foram condizentes com o esqueleto do canferol (KIM et al. 1994).  

Os conjunto de sinais na região de 3 – 4 ppm  e a ausência de um singleto em 

aproximadamente δH 6,70 (H-3), reforçaram a evidência da presença de uma unidade 

https://en.wikipedia.org/wiki/Xylose
https://en.wikipedia.org/wiki/Glucose
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osídica no carbono C-3. O dupleto com integral para um hidrogênio em δH 5,46 (J = 

7,6 Hz), foi atribuído ao hidrogênio anomérico da glicose, enquanto que o dupleto em 

δH 4,74 (J = 6,8 Hz), também com integral para um hidrogênio, foi condizente com o 

próton anomérico da xilose da unidade sambubiose (GIANG et al., 2007).  

No mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura 61, pág. 103), e em suas 

expansões (Figura 62, pág. 103, Figura 63, pág. 104), foram observadas correlações 

que confirmaram as atribuições aos carbonos do anel A, estas foram entre o sinal em 

δH 6,17 (H-6) com δC 99,7 (C-6) e de δH 6,36 (H-8) com δC 94,6 (C-8). Correlações 

entre os sinais em δH 8,05 (H-2’ e H-6’) com 132,3 (C-2’ e C-6’) e de δH 6,88 (H-3’ e 

H-5’) com δC 116,1 (C-3’ e C-5’) confirmaram as atribuições aos carbonos do anel B 

do flavonol. Na unidade sambubiose foram observadas correlações entre o sinal em 

δH 5,46 (H-1’’) com δC 100,7 (C-1’’) e entre δH 4,74 (H-1’’’) com 105,3 (C-1’’’), que 

confirmaram as atribuições dos carbonos anoméricos da glicose e xilose, nesta 

ordem. 

No mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura 64, pág. 104) e em suas 

expansões (Figura 65, pág. 105, Figura 66, pág. 105), as correlações entre os sinais 

em  δH 6,17 (H-6) e δH 6,36 (H-8) com δC 165,6 (C-7), em δH 6,17 (H-6) com δC 163,0 

(C-5) e em δH 6,36 (H-8) com δC 158,3 (C-9), foram condizentes com as atribuições 

dos carbonos do anel A da aglicona. Foram observadas ainda, correlações entre o 

sinal em δH 5,46 (H-1’’) com δC 134,9, (C-3) confirmando a inserção da sambubiose 

nesta posição, e entre o sinal em δH 4,74 (H-1’’’) com δC 82,3 (C-2’’), o que corroborou 

com a inserção da xilose na posição 2 da glicose. Os dados de RMN de 1H e 13C, 

incluindo técnicas uni e bidimensional, da substância Es-5 estão compilados na 

Tabela 6. 

A fragmentação (Figura 67, pág. 106)  do íon da molécula desprotonada, m/z 

579.15 [M-H]-, correspondente a substância Es-5, gerou um íon base com m/z 284,71, 

condizente com uma quebra heterolítica da ligação entre a aglicona e a unidade 

osídica, formando o canferol desprotonado (m/z 285). De acordo com a literatura, a 

presença dos fragmentos com m/z 446,96 e m/z 428,94 foram condizentes, 

respectivamente, com a perda da pentose e posterior perda de uma molécula de água 

(FERRERES et al., 2009).  
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Fragmentação de Es-5. 

 

Após análise dos dados dos espectros de RMN de 1H e 13C, incluindo técnicas 

uni e bidimensionais, e do espectro de massas, além de comparação com dados 

descritos na literatura, foi possível propor que a substância Es-5 se trata do flavanol 

canferol-3-O-D-xilopiranosil-(12)-O-D-glicopiranosideo, também conhecido por 

canferol-3-sambubiosídeo (GIANG et al., 2007). Esta substância já encontra-se 

reportada na literatura para algumas espécies, como a Papaver rhoeas Bee (LEE et 

al., 2016), porém está sendo relatada pela primeira vez no gênero Erythroxylum. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estrutura da canferol-3-sambubiosídeo. 
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Tabela 6 - Dados de RMN de 1H e 13C uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-5, canferol-

3-sambubiosídeo, em comparação aos dados obtidos por LEE et al., 2016. 

               HMQC HMBC      Referência 

Posição δH Es-5 δC Es-5 δC x δH δH δC 

2 - 158,3 H-2’, H-6’ - 158,4 

3 - 134,9 H-1’’ - 135,3 

4 - 179,5 - - 178,6 

5 - 163,0 H-6 - 163,0 

6 6,17 (d; 1 H; J = 2 Hz) 99,7 H-8 6,19 (sl; 1H) 99,8 

7 - 165,6 H-6, H-8 - 165,7 

8 6,36 (d; 1 H; J = 1,6 Hz) 94,6 H-6 6,39 (sl; 1 H) 94,6 

9 - 158,3 H-8 - 159,4 

10 - 105,7 H-6, H-8 - 105,8 

1’ - 122,8 H-5’, H-3’ - 123,0 

2’ 8,05 (d; 2 H; J = 9,2 Hz) 132,3 H-6’ 8,07 (d; 2 H; J = 8,2 Hz) 132,3 

3’ 6,88 (d; 2 H; J = 8,8 Hz) 116,1 H-2’,H-5’ 6,88 (d; 2 H; J = 8,2 Hz) 116,2 

4’ - 161,4 H-2’, H-3’, 

H-5’, H-6’ 

- 161,5 

5’ 6,88 (d; 2 H; J = 8,8 Hz) 116,1 H-3’, H-6’ 6,88 (d; 2 H; J = 8,2 Hz) 116,2 

6’ 8,05 (d; 2 H; J = 9,2 Hz) 132,3 H-2’ 8,07 (d; 2 H; J = 8,2 Hz) 132,3 

1’’ 5,46 (d; 1 H; J = 7,6 Hz) 100,7 - 5,47 (d; 1H; J = 7,6 Hz) 100,7 

2’’ 3,64 – 3,71 (m) 82,3 H-1’’’ 3,65 (m; 1 H) 82,4 

3’’ 3,50 – 3,61 (m) 78,1 - 3,55 (m; 1 H) 78,2 

4’’ 3,33 – 3,38 (m) 71,0 - 3,35 (m; 1 H) 71,1 

5’’ 3,19 – 3,25 (m) 78,2 - 3,21 (m; 1H) 78,4 

6’’ 3,64 – 3,71 (m) 

3,50 – 3,61 (m) 

62,3 - 3,71 (m; 1 H) 

3,52 (m; 1H) 

62,4 

1”’ 4,74 (d; 1 H; J = 6,8 Hz) 105,3 - 4,74 (s; 1H) 105,5 

2”’ 3,33 – 3,38 (m) 74,9 - 3,38 (m; 1 H) 75,0 

3”’ 3,33 – 3,38 (m) 77,0 - 3,39 (m; 1 H) 77,9 

4”’ 3,50 – 3,61 (m) 71,0 - 3,50 (m; 1 H) 71,0 

5”’ 3,94 (dd; J = 4,8 e 11,6) 

3,19 – 3,25 (m) 

66,6 - 3,93 (m; 1 H) 

3,22 (m; 1 H) 

66,7 
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Figura 53 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-5.  

 

 

Figura 54 - Expansão do espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-5 na região de 62 –  83 
ppm. 
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Figura 55 - Expansão do espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-5 na região de 90 – 180 

ppm.  

 

 

Figura 56 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-5. 
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Figura 57 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-5 na região de 2,90 – 4,15 

ppm.  

 

 

Figura 58 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-5 na região de 4,55 – 5,60 

ppm. 
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Figura 59 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-5 na região de 5,80 – 6,65 

ppm. 

 

 

Figura 60 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-5 na região de 6,50 – 8,50 

ppm.  
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Figura 61 – Mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-5. 

 

 

Figura 62 - Expansão do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-5 na região de 
(2,80– 4,40 ppm) x (35,0 – 100,0 ppm). 
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Figura 63 - Expansão do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-5 na região de 

(4,60– 8,20 ppm) x (80,0 – 150,0 ppm).  

 

 

Figura 64 – Mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-5. 
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Figura 65 - Expansão do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-5 na região de 

(2,60– 5,60 ppm) x (50,0 – 140,0 ppm). 

 

 

Figura 66 - Expansão do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-5 na região de 

(6,10– 8,10 ppm) x (90,0 – 170,0 ppm).  
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Figura 67 - Fragmentação da substância Es-5. 
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5.7. Identificação estrutural de Es-6 

 

 A substância Es-6 apresentou-se como um pó amorfo de cor alaranjada com 

0,009 g. O espectro de massas obtido mostrou um pico em m/z 447.16 [M-H]- 

compatível com a fórmula molecular C21H20O11. 

 O espectro de RMN de 13C na técnica BB (Figura 68, pág. 110), obtido a 100 

MHz em CD3OD, e suas expansões (Figura 69, pág. 110, Figura 70, pág. 111) 

apresentaram dezenove sinais correspondentes a vinte e um átomos de carbono, dos 

quais, um foi atribuído a carbono metilênico sp3, quatro a carbonos metínicos sp2, 

cinco a carbonos metínicos sp3 e nove a carbonos não hidrogenados. O número de 

sinais observados, assim como a presença dos sinais em δC 179,5, δC 158,5 e δC 

135,4, quando comparados com a literatura (KHALIL; KAMEL, 2015), evidenciou que 

a substância Es-6 possuía um esqueleto flavonoídico do tipo flavonol. Estes sinais 

foram equivalentes aos carbonos C-4 (carbonílico), C-2 (β-carbonila) e C-3 (α-

carbonila), respectivamente. Oxigenações nos carbonos C-7, C-5 e C-4’ foram 

evidenciadas, respectivamente, com os deslocamentos químicos em δC 165,9, δC 

163,0 e δC 161,5, corroborando com a estrutura do canferol. 

A ausência do sinal aproximadamente de δC 107,0, indicou uma substituição no 

carbono C-3. Deslocamentos químicos em δC 104,0, δC 78,4, δC δC 78,0, δC 75,7, δC 

71,3 e δC 62,6 foram sugestivos da presença de uma unidade osídica. Após análise 

dos dados, e comparando-os com a literatura, foi possivel identificar esta unidade 

como sendo a glicose (KIM et al. 1994). Esses e os demais deslocamentos encontram-

se compilados na Tabela 7.  

No espectro de RMN de 1H (Figura 71, pág. 111), obtido a 400 MHz em CD3OD, 

e em suas expansões (Figura 72, pág. 112, Figura 73, pág. 112, Figura 74, pág. 113) 

foram observados deslocamentos químicos sugestivos de um sistema aromático 

AA’BB’, correspondente ao anel B, que foi um dubleto em δH 8,04 (J = 8,8 Hz), 

integrando para dois hidrogênios, acoplado em orto a outro dubleto, também com 

integral para dois hidrogênios, em δH 6,88 (J = 8,8 Hz). Esses sinais foram atribuídos 

aos conjuntos de hidrogênios H-2’/ H-6’ e H-3’/ H-5’, estando estes mais protegidos 

por estarem orto ao grupo doador de elétrons (hidroxila). Os dubleto acoplados em 

meta, com sinais em δC 6,40 (J = 2 Hz)  e δC 6,20 (J = 2 Hz) foram condizentes,  

respectivamente, com os hidrogênios H-8 e H-6 do anel A em comparação com dados 

da literatura,  reforçando que o composto Es-6 é um derivado do canferol (KHALIL; 
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KAMEL et al., 2015). A ausência do singleto em aproximadamente δH 6,70, e a 

presença de deslocamentos característicos de açúcar na região de δH 3 – 4 ppm, 

correspondentes a unidade osídica, sugerem a inserção desta unidade no carbono C-

3. Essas atribuições podem ser visualizadas na Tabela 7. 

O mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura 75, pág. 113) e em suas 

expansões (Figura 76, pág. 114, Figura 77, pág. 114), apontou correlações entre os 

sinais em δH 6,20 (H-6)  com δC 99,9 (C-6) e em δH 6,40 (H-8) com δC 94,7 (C-8), 

confirmando as atribuiçoes sugeridas aos carbonos C-6 e C-8 do anel A do flavonol. 

Correlações entre os sinais em δH 8,04 (H-2’ e H-6’) com δC 132,2 (C-2’ e C-6’) e em 

δH 6,88 (H-3’ e H-5’) com δC 116,0 (C-3’ e C-5’) confirmaram as atribuições aos 

carbonos do anel B. 

No mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura 78, pág. 115) e em suas 

expansões (Figura 79, pág. 115, Figura 80, pág. 116), as correlações entre os sinais 

em δH 6,20 (H-6) e δH 6,40 (H-8) com δC 165,9 (C-7), de δH 6,28 (H-6) com δC 163,0 

(C-5) e de δH 6,40 (H-8) com δC 159,1 (C-9), confirmaram as atribuições aos carbonos 

do anel A do flavonol. A correlação entre o sinal em δH 5,23, correspondente ao 

hidrogênio do carbono anomérico da unidade osídica, com δC 135,4 (C-3) confirmou 

a eterificação no carbono C-3 da aglicona. Os dados de RMN de 1H e 13C, usando 

técnicas uni e bidimensional estão compilados na Tabela 7. 

A fragmentação (Figura 81, pág. 116) do íon da molécula desprotonada, m/z 

447.16 [M-H]-, correspondente a substância Es-5, gerou um íon base com m/z 284,13, 

condizente com uma quebra homolítica da ligação entre a aglicona e a unidade 

osídica, formando um radical desprotonado do canferol (m/z 284). 

Após comparação destes dados com os descritos na literatura, foi possível 

identificar a substância Es-6 como sendo o flavonoide canferol-3-O-β-D-

glicopiranosídeo, também conhecido como astragalina (DEMIREZER et al., 2006). Tal 

composto é comum no gênero Erythroxylum, já relatada na espécie Erythroxylum coca 

var. coca (BOHM et al., 1982)  e pela primeira vez na espécie Erythroxylum simonis. 
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Estrutura do canferol-3-O-β-D-glicopiranosídeo. 

 

Tabela 7 - Dados de RMN de 1H e 13C, utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, 

CD3OD) de Es-6, canferol-3-O-β-D-glicopiranosídeo, em comparação aos dados obtidos por 
DEMIREZER et al., 2006. 

                  HMQC HMBC                 Referência 

Posição δH Es-6 δC Es-6 δC x δH δH δC 

2 - 158,5 H-2’, H-6’ - 158,6 

3 - 135,4 H-1’’ - 135,4 

4 - 179,5 - - 179,4 

5 - 163,0 H-6 - 163,0 

6 6,20 (d; 1 H; J = 2 Hz) 99,9 H-8 6,18  (d, J = 1 Hz) 100,3 

7 - 165,9 H-6, H-8 - 167,3 

8 6,40 (d; 1 H; J = 2 Hz) 94,7 H-6 6,37 (sl) 95,1 

9 - 159,1 H-8 - 158,9 

10 - 105,7 H-6; H-8 - 105,4 

1’ - 122,7 H-3’, H-5’ - 122,8 

2’ 8,04 (d; 2 H; J = 8,8 Hz) 132,2 H-3’, H-6’ 8,04 (d; J = 9 Hz) 132,3 

3’ 6,88 (d; 2 H; J = 8,8 Hz) 116,0 H-2’, H-5’ 6,87 (d, J = 9 Hz) 116,1 

4’ - 161,5 H-2’,H-3’,   

H-5’, H-6’ 

- 161,6 

5’ 6,88 (d; 2 H; J = 8,8 Hz) 116,0 H-3’, H-6’ 6,87 (d, J = 9 Hz) 116,1 

6’ 8,04 (d; 2 H; J = 8,8 Hz) 132,2 H-2’, H-5’ 8,04 (d; J = 9 Hz) 132,3 

1’’ 5,23  (d; 1H; J = 7,6 Hz) 104,0 - 5,22 (d; J = 7,5 Hz) 104,2 

2’’ 3,17 - 3,21 (m) 75,7 - 3,19 (m) 75,7 

3’’ 3,27 - 3,45 (m) 78,0 - 3,42 (m) 78,1 

4’’ 3,27 - 3,45 (m) 71,3 - 3,42 (m) 71,3 

5’’ 3,27 - 3,45 (m) 78,4 - 3,42 (m) 78,4 

6’’ 3,51 (dd, J = 5,6 e 12 Hz) 

3,68 (dd, J = 2,4 e 12 Hz) 

62,6 - 3,52 (dd, J = 4,5 e 12 Hz) 

3,68 (dd, J = 2 e 12 Hz) 

62,6 
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Figura 68 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-6. 

 

 

Figura 69 - Expansão do espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-6 na região de 60 – 106 
ppm. 

 



111 
 
 

Figura 70 - Expansão do espectro de RMN de 13C (100 MHz, CD3OD) de Es-6 na região de 115 – 180 

ppm. 

 

 

Figura 71 - Espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-6. 
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Figura 72 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-6 na região de 2,85 – 4,05 

ppm. 

 

 

Figura 73 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-6 na região de 6,60 – 

8,40 ppm. 
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Figura 74 - Expansão do espectro de RMN de 1H (400 MHz, CD3OD) de Es-6 na região de 5,20 – 6,50 

ppm. 

 

 

Figura 75 – Mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-6. 

 



114 
 
 

Figura 76 - Expansão do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-6 na região de 

(2,50– 4,40 ppm) x (35,0 – 95,0 ppm). 

 

 

Figura 77 - Expansão do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-6 na região de 

(5,30– 8,10 ppm) x (35,0 – 95,0 ppm). 
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Figura 78 – Mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-6. 

 

 

Figura 79 - Expansão do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-6 na região de 
(2,80 – 5,60 ppm) x (40 – 150,0 ppm). 
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Figura 80 - Expansão do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3OD) de Es-6 na região de 

(5,70– 8,50 ppm) x (80 – 180,0 ppm). 

 

 

Figura 81 - Fragmentação da substância Es-6. 
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      5.8. Estudo da citotoxicidade dos compostos Es-4 e Es-5 em macrófagos 

peritoneais  

A citotoxicidade dos compostos Es-4 (quercetina-3-sambubiosídeo) e Es-5 

(canferol-3-sambubiosídeo) foi avaliada em cultura de macrófagos peritoneais pelo 

ensaio do MTT. A partir da análise dos dados expressos no Gráfico 2 e Gráfico 3, 

pode-se concluir que as diferentes concentrações (10, 50  e 100 µM) de ambos os 

flavonóis testados não reduziram a viabilidade celular quando comparados com o 

grupo controle, constituído por células tratadas apenas com meio de cultura RPMI. 

Gráfico 2 - Efeito da substância Es-4, quercetina-3-sambubiosídeo, na viabilidade de macrófagos 

peritoneais. 

 
 

Os resultados estão expressos como média ± e. p. m. A análise foi realizada pelo teste ANOVA seguido 
do pós teste de Turkey, considerando o nível de significância mínimo p < 0,05. Os dados foram 
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarídeo e Es-4: quercetina-3-
sambubiosídeo. 
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Gráfico 3 - Efeito da substância Es-5, canferol-3-sambubiosídeo, na viabilidade de macrófagos 

peritoneais. 

 

 
 

Os resultados estão expressos como média ± e. p. m. A análise foi realizada pelo teste ANOVA seguido 
do pós teste de Turkey, considerando o nível de significância mínimo p < 0,05. Os dados foram 
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarídeo e Es-5: canferol-3-
sambubiosídeo. 

 
 

         5.9. Efeitos dos compostos Es-4 e Es-5 na produção de óxido nítrico em 

cultura de macrófagos peritoneais  

 

O óxido nítrico (NO) é um mediador da resposta inflamatória produzido por 

diferentes células do sistema imunológicos, como os macrófagos, por ação da enzima 

iNOS. O NO possui um efeito vasodilatador e uma ação regulatória no recrutamento 

de leucócitos, além de efeito citotóxico contra microrganismos (SAUTEBIN, 2000).  

O efeito dos falavonóis Es-4 (quercetina-3-sambubiosídeo) e Es-5 (canferol-3-

sambubiosídeo) na produção de NO em sobrenadantes obtidos por cultura de 

macrófagos peritoneais foi determinado pela reação de Griess. Neste método o nitrito, 

produto de degradação do NO, reage em meio ácido com sulfanilamida, formando o 

sal de diazônio. Este reage com N-naftil-etilenodiamina (NED) formando um composto 

estável de coloração púrpura, permitido a análise em um espectrofotômetro.   

Os dados obtidos para as substâncias Es-4 e Es-5 foram expressos no Gráfico 

4 e Gráfico 5, respectivamente. Observou-se que o lipopolissacarídeo (LPS) 

bacteriano estimulou os macrófagos, promovendo um aumento na produção de NO, 

quando comparado com o grupo controle. No entanto, verificou-se que o tratamento 
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com os compostos Es-4 e Es-5 (10, 50 e 100 µM) não modulou a produção de NO 

pelas células estimuladas com LPS. Além disso, o tratamento apenas com os 

flavonóis não interferiu nos níveis de NO quando comparado com o grupo controle 

(dados não mostrados). 

Em contrapartida, estudos mostram que a quercetina livre inibe a expressão de 

iNOS induzida por LPS e a produção de nitrito (LEE et al., 2008), portanto, participa 

da atividade anti-inflamatória das plantas que são utilizadas para este fim e que 

possuem este metabólito. Desta forma, a inserção da unidade osídica sambubiose na 

posição 3 da aglicona, promove a perda do efeito inibidor sobre a produção de óxido 

nítrico pelos macrófagos estimulados por LPS. 

 

Gráfico 4 – Efeito da substância Es-4, quercetina-3-sambubiosídeo, na produção de óxido nítrico em 
macrófagos peritoneais. 

 

 

Os resultados estão expressos como média ± e. p. m. A análise foi realizada pelo teste ANOVA seguido 
do pós teste de Turkey, considerando o nível de significância mínimo p < 0,05. Os dados foram 
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarídeo e Es-4: quercetina-3-
sambubiosídeo. 
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Gráfico 5 – Efeito da substância Es-5, canferol-3-sambubiosídeo, na produção de óxido nítrico em 

macrófagos peritoneais. 

 

Os resultados estão expressos como média ± e. p. m. A análise foi realizada pelo teste ANOVA seguido 
do pós teste de Turkey, considerando o nível de significância mínimo p < 0,05. Os dados foram 
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarídeo e Es-5: canferol-3-
sambubiosídeo. 

 

5.10. Efeito dos compostos Es-4 e Es-5 sobre os níveis de citocinas 

 

As citocinas são polipeptídeos que são liberados durante a resposta 

inflamatória, regulando a ação das células envolvidas neste processo. Como por 

exemplo as citocinas TNF-α (fator de necrose tumoral α) e IL-6 (interleucina-6) que 

estão envolvidas no processo de migração e ativação de leucócitos durante a 

inflamação. Estas citocinas são produzidas pelos macrófagos e outros tipos celulares 

e atuam como alvos farmacológicos para fármacos anti-inflamatórios (RANG et al., 

2011). 

 O efeito das substâncias Es-4 (quercetina-3-sambubiosídeo) e Es-5 (canferol-

3-sambubiosídeo) sobre os níveis das citocinas TNF-α e IL-6 presentes na cultura de 

macrófagos foi realizada por ELISA. Os resultados deste ensaio estão expressos no 

Gráfico 6, Gráfico 7, Gráfico 8 e Gráfico 9. Os dois primeiros são referentes aos efeitos 

de Es-4 e Es-5 sobre a liberação de TNF- α e os dois últimos referem-se aos efeitos 

destes compostos na liberação de IL-6.  

Observou-se, por comparação com o grupo controle, que o LPS estimulou os 

macrófagos, promovendo um aumento na liberação das citocinas TNF-α e IL-6. 

Entretanto, nenhum dos flavonóis testados interferiu nos níveis destes mediadores, 
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quando comparados com as culturas de macrófagos que receberam apenas o LPS. 

Por outro lado, Boesch-Saadatmandi et al. (2011) demonstraram que a quercetina 

livre possui ação inibitória sobre a liberação de TNF-α e IL-6 em macráfagos. Logo, a 

adição da sambubiose na posição 3 da quercetina promove a perda de sua ação 

moduladora sobre a liberação das citocinas TNF-α e IL-6 pelos macrófagos 

estimulados por LPS. 

 

Gráfico 6 – Efeito de Es-4, quercetina-3-sambubiosídeo, sobre os níveis de TNF- α. 

 
 

Os resultados estão expressos como média ± e. p. m. A análise foi realizada pelo teste ANOVA seguido 
do pós teste de Turkey, considerando o nível de significância mínimo p < 0,05. Os dados foram 
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarídeo e Es-4: quercetina-3-
sambubiosídeo. 
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Gráfico 7 – Efeito de Es-5, canferol-3-sambubiosídeo, sobre os níveis de TNF- α. 

 

 
 

Os resultados estão expressos como média ± e. p. m. A análise foi realizada pelo teste ANOVA seguido 
do pós teste de Turkey, considerando o nível de significância mínimo p < 0,05. Os dados foram 
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarídeo e Es-5: canferol-3-
sambubiosídeo. 

 

Gráfico 8 – Efeito de Es-4, quercetina-3-sambubiosídeo, sobre os níveis de IL-6. 

 
 

Os resultados estão expressos como média ± e. p. m. A análise foi realizada pelo teste ANOVA seguido 
do pós teste de Turkey, considerando o nível de significância mínimo p < 0,05. Os dados foram 
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarídeo e Es-4: quercetina-3-
sambubiosídeo. 
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Gráfico 9 – Efeito de Es-5, canferol-3-sambubiosídeo, sobre os níveis de IL-6. 

 
 

Os resultados estão expressos como média ± e. p. m. A análise foi realizada pelo teste ANOVA seguido 
do pós teste de Turkey, considerando o nível de significância mínimo p < 0,05. Os dados foram 
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarídeo e Es-5: canferol-3-
sambubiosídeo. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 A partir dos estudos fitoquímicos das partes aéreas da espécie Erythroxylum 

simonis, pode-se evidenciar uma alta concentração de compostos fenólicos em seu 

Extrato Etanólico Bruto. Através da partição deste, foi obtida a fase acetato de etila 

que por técnicas cromatográficas, resultou no isolamento de seis compostos, os quais 

puderam ser identificados por meio de métodos espectroscópicos, sendo: 

 Três ácidos fenólicos:  ácido protocatecuico, ácido-3-O-cafeoilquínico e ácido-

4-O-cafeoilquínico. 

  Três flavonoides: quercetina-3-sambubiosídeo, canferol-3-sambubiosídeo e 

canferol-3-O-β-D-glicopiranosídeo.  

Estes compostos estão sendo relatados pela primeira vez para esta espécie, e os 

flavonóis quercetina-3-sambubiosídeo e canferol-3-sambubiosídeo relatados pela 

primeira vez no gênero Erythroxylum, contribuindo desta forma, para a ampliação dos 

conhecimentos fitoquímicos deste gênero e da espécie Erythroxylum simonis. 

 Com base nos estudos da atividade imunomoduladora dos flavonóis 

quercetina-3-sambubiosídeo e canferol-3-sambubiosídeo, pode-se observar que nas 

concentrações testadas estes metabólitos não interferem nos níveis do óxido nítrico e 

das citocinas TNF- α e IL-6 produzidas por culturas de macrófagos estimulados por 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), assim como, não promoveram uma redução da 

viabilidade celular. Em comparação com estudos realizados com a quercetina, pode-

se concluir que a adição da sambubiose na posição 3 deste flavonol promove uma 

perda de sua ação moduladora sobre o NO, TNF- α e IL-6 produzidos por macrófagos 

peritoneais. 
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