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Estudo fitoquimico e investigacéo da atividade imunomoduladora de metabdlitos secundarios
de Erythroxylum simonis Plowman (Erythroxylaceae).

Dantas, C. A. G.

Pés-Graduacgdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertacdo 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 familia Erythroxylaceae com distribuicédo
em alguns estados da regido Nordeste do Brasil. Este trabalho tem como objetivo
efetuar uma abordagem fitoquimica e avaliar o potencial imunomodulador de
metabolitos secundarios isolados de Erythroxylum simonis. As partes aéreas da
espécie foram coletadas na Mata Pau-Ferro no municipio de Areia — PB. Apos
secagem e pulverizacao foi realizada uma extracdo do material vegetal e posterior
particdo do extrato resultando nas fases hexanica, cloroféormica, acetato de etila e n-
butandlica. O teor de fendlicos totais no extrato etandlico bruto foi determinado por
espectrofotometria utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau. A partir de técnicas
cromatograficos realizadas com a fase acetato de etila foi possivel isolar 6 compostos:
acido protocatecuico, &cido 3-O-cafeoilquinico, &cido 4-O-cafeoilquinico, quercetina-
3-sambubiosideo, canferol-3-sambubiosideo e canferol-3-O-B-D-glicopiranosideo.
Estes foram identificados por espectroscopia de massas e de RMN de 'H e 3C,
utilizando técnicas uni e bidimenssionais. Para avaliacdo da atividade
imunomoduladora dos flavonoides quercetina-3-sambubiosideo e canferol-3-
sambubiosideo, camudongos fémeas foram estimulados com tioglicolato (4%) na
cavidade peritoneal para obtencdo dos macrofagos. A determinacdo da viabilidade
celular foi realizada pelo ensaio do MTT. Foi estudado, in vitro, o efeito de diferentes
concentragfes das amostras (10 pM, 50 uM e 100 pM) na producdo de éxido nitrico
(NO) pelo método colorimétrico indireto conhecido como reacéao de Griess. O efeito
modulador desses flavonois em diferentes concentracdes, sobre o0s niveis das
citocinas TNF-a e IL-6 foram analisadas por ELISA. Nenhuma das concentracdes dos
flavonois testados foi capaz de reduzir a viabilidade celular e de interferir na producéo
do NO e das citocinas TNF-a e IL-6 produzidas por macrofagos estimulados com
lipopolissacarideo (LPS) bacteriano. Os resultados obtidos deste trabalho,
contribuiram para o conhecimento fitoquimico e farmacolégico do género
Erythroxylum e da espécie Erythroxylum simonis.

Palavras-chaves: Guarda-Orvalho, Erythroxylaceae, flavonoides, inflamacéao, plantas
medicinais.



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

Dantas, C. A. G.

Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Dissertacdo 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-B-D-glucopyranoside. These
were identified by mass and NMR 'H and '3C 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 uM, 50 yM and 100 pM) 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-a 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-a 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. INTRODUCAO

A populacdo humana dispde de numerosas informacdes sobre o ambiente onde
vive, no qual, o conhecimento popular sobre as espécies vegetais é uma importante
ferramenta para a busca de novas férmulas terapéuticas. Durante séculos a
sociedade vem recorrendo as plantas para tratar diferentes doencas. Todas as
civilizacbes e culturas empregam ou ja 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 area fisica
(FILHO, 1987). Muitas comunidades brasileiras fazem uso de plantas medicinais para
o tratamento ou prevencdo de doencas, e muitas das espécies sao carentes de
estudos quimicos e farmacologicos, possuindo pouca ou nenhuma confirmacéo
cientifica de suas propriedades biologicas. Muitas espécies medicinais da flora nativa
séo comercializadas em feiras livres, mercados populares, lojas de produtos naturais
e cultivadas nos quintais de algumas residéncias. A falta de estudos toxicoldgicos e
de informacdes sobre estas plantas, pode acarretar em diversos prejuizos aos
individuos que lhes fazem uso, como reacGes adversas ou promover um efeito
sinérgico com outras drogas. Atualmente a toxicidade de plantas medicinais € um
sério problema de saude publica no Brasil, tornando a pesquisa na area de produtos
naturais essencial (MACIEL et al., 2002; PINTO et al., 2006; VEIGA JUNIOR et al.,
2005).

As plantas produzem uma grande variedade de substancias, dentre elas, os
metabdlitos secundérios. Estes compostos desempenham um importante papel na
adaptabilidade as condicbes ambientais as quais estdo expostas. Inimeros estudos,
in vivo e in vitro, tem validado alguns metabdlitos secundarios quanto a sua seguranca
de uso e eficacia farmacolégica, para o desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos e agroindustriais (SIMOES et al., 2017).

Os flavonoides constituem uma das classes de metabdlitos secundéarios mais
amplamente distribuida no reino vegetal e presente na dieta humana. Diversos
estudos tém atribuido diferentes atividades aos flavonoides, a exemplo: agéo
antioxidante, cardioprotetora, anticancerigena entre outras (WANG, et al., 2018). Uma

das acOes de destaque é a capacidade que alguns flavonoides tem de atuar sobre o
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sistema imunolégico e sobre a resposta inflamatéria. Dessa forma, os flavonoides
representam uma alternativa promissora frente aos processos inflamatorios
(COUTINHO et al., 2009). As drogas vegetais que mais se destacam nesta classe
sdo: citrus, ginco e maracuja. Pesquisas com plantas medicinais da caatinga tem
demonstrado a presenca de flavonoides em diversas espécies, sendo 0s possiveis
agentes responsaveis pelas propriedades atribuidas a estas plantas (SIMOES et al.,
2017; SIQUEIRA et al., 2011).

Nos ultimos anos tem-se evidenciado uma evolugcdo nas pesquisas quimicas e
farmacoldgicas de plantas medicinais. Diversas moléculas novas, tem suas estruturas
elucidadas e relatadas na literatura a cada momento, algumas possuindo significantes
propriedades farmacoldgicas. O crescimento dessa area de pesquisa veio com 0
desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas cromatogréaficas e espectroscopicas.
Estes avancos aliados ao fato de que o Brasil possui uma das biotas mais ricas do
mundo, se tornam uma fonte de oportunidade para o crescimento cientifico e
tecnoldgico do pais na area de produtos naturais, além de contribuir na formacéo de
recursos humanos qualificados (CECHINEL FILHO, 1998).

Devido a importancia do género Erythroxylum para a familia Erythroxylaceae,
pela diversidade do género no estado da Paraiba e pelos raros estudos, tanto do ponto
de vista quimico quanto do ponto de vista farmacolégico, de algumas espécies, este
trabalho tem grande relevancia para o desenvolvimento dos conhecimentos deste
género, especificamente sobre a espécie Erythroxylum simonis Plowman e seus

metabdlitos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Contribuir para os conhecimentos fitoquimicos e biolégicos do género
Erythroxylum e da familia Erythroxylaceae, através do estudo das partes aéreas da
espécie Erythroxylum simonis Plowman. E avaliar uma possivel atividade

imunomoduladora de compostos isolados desta espécie.

2.2. Especificos

e Determinar o teor de fendlicos totais do extrato etandlico bruto das partes

aéreas da espécie Erythroxylum simonis;

e Extrair, isolar e purificar os metabdlitos secundérios da espécie Erythroxylum
simonis, utilizando técnicas extrativas com solventes organicos e métodos

cromatograficos;

e Elucidar ou identificar as estruturas quimicas dos constituintes de Erythroxylum
simonis através de métodos espectroscopicos, tais como espectroscopia de

massas e RMN de 1H e 13C;

e Avaliar o efeito de diferentes concentracbes de metabdlitos secundarios
isolados de Erythroxylum simonis na producdo de NO (éxido nitrico) e na

citotoxicidade em cultura celular de macréfagos peritoneais.

e Analisar o efeito modulador de metabdlitos secundarios isolados de

Erythroxylum simonis na produc¢éo de citocinas por macréfagos peritoneais.
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3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1. Consideracdes sobre a familia Erythroxylaceae

Erythroxylaceae é uma familia de plantas angiospérmicas pertencente a ordem
Malpighiales, & classe Magnoliopsida das dicotiledéneas. E composta por quatro
géneros: Aneulophus, Erythroxylum, Nectaropetalum e Pinacopodium, que retnem
cerca de 240 espécies (BIERI et al., 2006). Compreendem arvores e arbustos com
distribuicdo nas regides subtropicais e tropicais da América do Sul, Africa e Sudeste
Asiatico (Figura 1) (BROCK et al., 2005). A maioria das espécies pertencem ao género
Erythroxylum e sdo encontradas principalmente na América tropical, os demais
géneros apresentam poucas espécies com distribuicdo apenas no continente africano

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

Figura 1 — Distribuicdo geografica mundial da familia Erythroxylaceae.
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Fonte: Laboratério de Sistematica de Plantas Vasculares da Faculdade de Ciéncias do Instituto de
Ecologia e Ciéncias Ambientais (LSPV-FC-IECA)

3.2. Consideracgfes sobre o género Erythroxylum

O género Erythroxylum €& o maior da familia Erythroxylaceae, reunindo
aproximadamente 230 espécies com ampla distribuico nos tropicos e subtrépicos. E
0 Unico género da familia encontrado na Regido Neotropical, onde também se
encontra a maior diversidade de Erythroxylum, cerca 187 espécies foram registradas
(PLOWMAN; HENSOLD, 2004). A regiao nordeste do Brasil, a Venezuela e
Madagascar sao considerados centro de endemismo e diversidade deste género.
Estas espécies apresentam grande variedade de habitats, podendo ser encontradas
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em florestas, em areas semiaridas, em altitudes elevadas ou ao nivel do mar (DALY,
2004).

De acordo com Loiola et al. (2007) o género morfologicamente € caracterizado
pela presenca de plantas lenhosas, arbustos ou arvores, glabras, com catafilos
geralmente semelhantes as estipulas. As folhas sao alternas e inteiras, com estipulas
intrapeciolares. As flores sdo monoclinas, diclamideas, pentameras e heterostilicas,
com 10 estames de filetes unidos na base, formando um tubo que circunda o pistilo.
O ovario é supero, tricarpelar, trilocular, mas geralmente com apenas um Unico 6vulo
desenvolvido. O fruto € uma drupa, vermelha a parpura.

No Brasil foram encontradas 115 espécies, e cerca de 74 possui distribuicdo
restrita, com ocorréncia no cerrado, caatinga, floresta amazoénica e mata atlantica
(DALY 2004; LOIOLA et al., 2007). O estado brasileiro com maior nUmero de espécies
de Erythroxylum é a Bahia, sdo 56 registros de um total de 70 espécies da regiao
Nordeste. No estado da Paraiba 13 espécies foram catalogadas, sdo 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
sertdo. Grande parte destas espécies tem distribuicdo restrita ao Nordeste do Brasil
(E. caatingae, E. nummularia, E. pauferrense, E. pungens, E. revolutum, E. rimosum
e E. simonis). E importante ressaltar que a espécie E. pauferrense foi registrada
apenas no estado da Paraiba, no municipio de Areia (LOIOLA et aL., 2007).

As espécies que se destacam pelo seu valor comercial sdo a E. coca, E.
novogranatense e suas variedades, por produzirem o alcaloide tropanico cocaina, que
pode chegar a 2% da massa total das folhas secas, e foi por causa deste alcaloide
gue o interesse pelo género Erythroxylum teve inicio (PLOWMAN; RIVIER, 1983). A
espécie E. coca (Figura 2, pag. 27) tem uma longa tradi¢cdo de uso, sendo inicialmente
utilizada pelos indigenas e Incas em rituais religiosos. Sua disseminacao veio com a
chegada dos espanhois, que apOs aprender sobre as propriedades da espécie,
difundiram o uso entre os trabalhadores indigenas da Bolivia, Equador e Peru. Por
possuir acado estimulante, dar sensacdo de bem-estar e provocar euforia, 0 uso
abusivo de cocaina pode leva a dependéncia quimica, que é um dos principais

problemas de satde publica no mundo (SIMOES et al., 2017).
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Figura 2 - Espécie Erythroxylum coca.

(Fonte: Méario Franco, 2012)

As partes mais utilizadas das espécies do género Erythroxylum, na medicina
popular, sdo as folhas secas, sendo a infusdo e decoccdo os métodos de extracao
mais empregados. Os principais usos na medicina popular buscam uma agéao
estimulante, indutora de euforia, anti-inflamatéria, promotora de saciedade,
anestésica local e para o alivio de dores no estdmago e cabeca (GONZALEZ-GARCIA
et al., 2005). Outras partes das plantas também tém registros de uso, a exemplo das
raizes de E. campestre e das cascas do caule da E. tortuosum, em que 0s infusos
destes 6rgaos sdo 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 chd ou decocto de suas
cascas é um dos remédios mais populares do Brasil, ao qual é atribuido propriedades
estimulantes do sistema nervoso central e afrodisiacas. Ensaios farmacoldgicos em
modelos animais, realizados com o extrato desta espécie, evidenciaram atividade
contra infeccBes provocadas por Escherichia coli e Staphylococcus aureus, além de
atividade antiviral (KLETTER et al., 2004; ADAMS et al., 2007).

Ensaios realizados com o extrato metandlico das folhas de E. monogynum
demonstraram que o0 mesmo possui propriedade hepatoprotetora contra
hepatotoxicidade induzida por paracetamol (SYED; NAMDEO, 2013). Em ensaios de
atividade antimicrobiana com o extrato metandlico de E. pulchrum, foi evidenciado

uma inibicdo 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 sanguineos, Streptococcus salivares, Streptococcus mutans e
Streptococcus ATCC (ALBUQUERQUE, 2013). Estudos recentes com o extrato
etandlico de Erythroxylum caatingae, em ovelhas, evidenciaram uma acdo na
diminuicdo das contracdes cervicais (SANTOS et al., 2016).

Do ponto de vista fitoquimico, os metabolitos secundarios mais evidenciados
nas espécies desse género sao alcaloides tropanicos, presentes em quase todos 0s
orgaos das plantas que os contém, seguido dos terpenos e flavonoides. As espécies
com maior numero de estudos fitoquimicos sdo E. coca, E. novogranatense, E.
zambesiacum, E. hypericifolium, E. monogynum, E. pictum, E. argentinum, E.
rotundifolium e E. rufum (GONZALEZ-GARCIA et al., 2005). No Quadro 1 estio
agrupadas as principais classes de metabdlitos secundarios encontradas nas

diferentes partes das espécies do género Erythroxylum.

Quadro 1 — Metabdlitos secundarios evidenciados em diferentes 6rgéos de espécies do género
Erythroxylum, de acordo com GONZALEZ-GARCIA et al. (2005).
Partes da planta Metabdlitos secundérios ‘

Cascas do caule Alcaloides e terpenos
Cascas da raiz Alcaloides
Folhas Alcaloides, terpenos e flavonoides
Raiz Alcaloides

O alcaloide tropanico que mais se destaca neste género € a cocaina, por sua
acao psicoativa no sistema nervoso central, sendo a droga psicoestimulante mais
utilizada em todo o mundo (ALAGILLE et al., 2005). Um levantamento bibliografico
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
tropanicos. Desta forma, este tipo de metabdlito € um dos mais encontrados em
espécies do género Erythroxylum (SIMOES et al., 2017). No Quadro 2 foram reunidos

alguns alcaloides registrados em espécies deste género.
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Quadro 2 - Estruturas de alguns alcaloides tropanicos encontrados em espécies do género

Erythroxylum.
Espécie Alcaloide Referéncia
E. argentinum (o) Zuanazzi et al.
(Folhas) H5C /CH3 (2001)
(o)
metilecgonidina
[
N
o]
E. caatingae Oliveira et al.
(Caule) - (2011)
H,CO OCH;,
OCH;
catuabina B
H5;C K
E. coca M CH, Torre et al.
(Folhas) 0 (2013)
(0]
cocaina
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[
N
HO
HO
(0] o)
E. pervillei Chin et al.
(Cascas do (2006)
caule) \
H,CO OCH,4
OCH;
pervilleina H
CHg3
. / -
E. rimosum AcO, N Ribeiro et al.
(Folhas) (2013)
@]
O
O
O
7B-acetoxi-3B,6B-dibenzoiloxitropano
CH;
3 /
o N 0 CH _
vacciniifolium / 3 Zanolari et al.
(Cascas do "y N (2005)
7/
caule) . \
OH

vaccinina A
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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 hexanica de Erythroxylum revolutum promoveram
o isolamento de 6 diterpenos (OLIVEIRA, 2012). Além destes metabdlitos algumas
espécies ainda apresentam triterpenos, como a Erythroxylum leal costae, na qual
estudos com seu extrato metandlico levaram ao isolamento de 3 triterpenoides
(CHAVEZ et al., 1996). Alguns terpenoides registrados em espécies do género

Erythroxylum foram agrupados no Quadro 3.

Quadro 3 — Estrutura de alguns terpenoides encontrados em espécies do género Erythroxylum.

Espécie ‘ Terpenoide

E. barbatum Santos et al.
(Raizes) (2006)
erythroxidiol X
E. leal costae Chavez et al.
(Folhas) (1996)

H,C(CH,){,C00

) '[,
/// ,
/

palmitato de B-amirina
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OH
E. Barreiros et al.
passerinum (2007)
(Frutas
maduras)
E. revolutum Oliveira et al.
(Folhas) (2012)
ent-caur-16-en-3B-ol
\\\\\\\ OH
' Nascimento et
E. suberosum al.
(2012)
2 0]
OHC W
7-0x0-16-hidroxi-abiet-15(17)-en-19-al

Apesar da ocorréncia de flavonoides em varias familias, estes metabdlitos e
seus derivados triglicosilados sdo considerados marcadores de Erythroxylum
(RIBEIRO et al. 2013). Estudos realizados por Gonzélez-Guevara et al. (2004) com
guatro espécies de Erythroxylum (E. confusum, E. areolatum, E. havanense e E.
alaternifolium) detectaram baixa quantidade de alcaloides e altas concentragfes de
flavonoides. A presenca de flavondis, flavanonas, isoflavonas, flavonas e chalconas
ja foi registrada em algumas espécies. Porém, os flavonois correspondem a maior
parte dos registros (GONZALEZ-GARCIA et al., 2005). Estes metabdlitos no género

Erythroxylum ocorre na maioria das vezes como 3-O-monoglicosideos com glicose,
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ramnose, xilose, galactose ou arabinose e como 3-O-diglicosideos com diferentes
combinacdes destes aclcares (GONZALEZ-GUEVARA et al., 2006). No Quadro 4

foram reunidos alguns flavonoides de Erythroxylum.

Quadro 4 — Estrutura de alguns flavonoides encontrados em espécies do género Erythroxylum.

Espécie ’ Flavonoide Referéncia

OH

OH

Barreiros et al.

E. barbatum HO. o W
(Folhas) ) (2005)
III’,///OH
OH

epicatequina

/Glu-Rha

o
E. coca HO o Johnson et al.
(Folhas) (2003)
OH
OH o

Canferol-4’-O-(ramnosil)-glicosideo

OH
OCH;,
E. nummularia Barreiros et al.
(Folhas) H;CO o (2005)
OH
OH (o}

4’ 7-dimetil-quercetina
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E. pulchrum Albuquerque et

(Folhas) al.

o (2014)

HO o
OH
ombuina-3-rutinosideo-5-glicosideo
OH
OH
E. subrotundum HO o Oliveira et al.
(Folhas) (2012)
HO
0 OH
OH (o] o OH

guercetina-3-O-a-L-raminosideo

3.3. Consideracdes sobre a espécie Erythroxylum simonis Plowman

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

conhecida como “Guarda-Orvalho” tem sua distribui¢cdo limitada a regido Nordeste do

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

conhecidas como “brejos de altitude”. Existem registros de sua presenca nos estados
da Paraiba, Pernambuco, Ceard, 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, botanico no Royal Botanic Gardens,
Kew, por suas contribuicdes nos estudos botanicos no Parque Estadual Mata do Pau-
Ferro, que € uma reserva ambiental localizada na cidade de Areia no estado da
Paraiba, e também local de primeiro registro de E. simonis Plowman (PLOWMAN,
1986). Estudos quimicos de Erythroxylum simonis s&o raros. A classificagdo botanica

desta espécie pode ser visualizada no Quadro 5.

Quadro 5 — Classificagéo botanica da espécie Erythroxylum simonis.

Reino Plantae
Divisao Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Malpighiales
Familia Erythroxylaceae
Género Erythroxylum
Espécie Erythroxylum simonis Plowman
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3.4. Consideracdes sobre flavonoides

Os flavonoides compdem uma classe de metabdlitos secundarios largamente
distribuida 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 glicosideos, foram identificados até o momento (HEIM
et al.,, 2002). Estes metabdlitos tém biossintese mista, proveniente das vias do
chiquimato e acetato, que formam o nucleo fundamental dos flavonoides (Figura 4),
fenil-benzopirano (C6-C3-C6), que consiste em quinze atomos de carbono arranjados
em trés anéis (A, B e C) (DORNAS et al., 2007). O anel benzeno A € condensado com
um anel de seis membros (C), que na posi¢ao 2 carrega um anel fenil benzeno (B). O
anel C pode ser um pirano heterociclico, que produz catequinas e antocianidinas, ou

pirona, que produz flavonadis, flavonas e flavanonas (AHERNE; O'BRIEN, 2002).

Figura 4 - Nicleo fundamental dos flavonoides e sua numeracao.

(Fonte: SIMOES et al., 2017)

A palavra flavonoide deriva do latim “flavus” que significa amarelo, por estes
compostos participarem da coloracao de flores, onde sdo responsaveis pelos tons de
amarelo, laranja e vermelho (TIMBERLAKE; HENRY, 1986). Os flavonoides também
exercem importantes fungdes para o crescimento, desenvolvimento e defesa da
planta, tais como protecdo contra os raios ultravioleta e visivel, acdo antioxidante,
inibicdo enzimética, controle hormonal e protecéo contra fungos, virus e bactérias (DI
CARLO et al., 1999; SIMOES et al., 2017).

Os flavonoides também sdo constituintes importantes na dieta humana,
podendo ser encontrados em frutas, vegetais e bebidas como o cha e vinho tinto, em

média, a dieta diaria contém aproximadamente 1 g de flavonoides (AHERNE;
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O’BRIEN, 2002). Também séo encontrados em vérias plantas utilizadas na medicina
popular em todo o0 mundo, sendo assim compostos importantes ndo apenas paras as
plantas, mas também para os humanos (DI CARLO et al., 1999).

Os compostos flavonoidicos podem ocorrer nas plantas em suas formas livres
(aglicona), como O-heterosideos, C-heterosideo e/ou derivados metilados e/ou
acilados (KUMAR; PANDEY, 2013). A classificacdo dos flavonoides depende do nivel
de oxidacédo e das mudancas no nucleo carbbnico basico, acarretadas por diferentes
tipos de reacoes, tais como: oligomerizacdo, alquilacdo ou glicosilacdo (TAHARA,
2007). Alteragbes no anel central (C) proporcionam a formacédo de diferentes
subclasses de flavonoides (Figura 5, pag. 38), tais como: flavonas, flavondis,
chalconas, flavanonas, flavanondis, isoflavonas e antocianidinas (SCALBERT,;
WILLIAMSON, 2000; BOOTS et al.,, 2008; COUTINHO et al., 2009). Quando os
glicosideos sao formados, a ligacéo ocorre geralmente nas posi¢cées 3 ou 7, na maioria
das vezes a unidade osidica é uma glicose, ramnose, xilose, galactose, arabinose ou
diferentes combinacbes destes aclcares (GONZALEZ-GUEVARA et al., 2006;
KUMAR; PANDEY, 2013).

E ampla a utilizacdo de plantas medicinais contendo flavonoides em todo o
mundo, o que torna essencial os estudos desses metabdlitos. Alguns medicamentos
para o tratamento de doencas cardiovasculares sao elaborados a partir de flavonoides
(SIMOES et al., 2017). Varios ensaios in vivo e in vitro vém atribuindo diversas a¢des
biol6gicas a estes compostos, tendo destaque as atividades antioxidante,
antiulcerogénica, antitumoral, anti-inflamatéria, antialérgica, antimicrobiana, anti-
hemorrégica e antiviral (LOPES et al., 2000; SIMOES et al., 2017).

Alguns estudos tém evidenciado significativa atividade anti-inflamatéria para os
flavonoides do tipo flavonol, com destaque para quercetina e canferol, amplamente
distribuidos no reino vegetal. Esta acdo pode ser atribuida a um efeito inibitério das
enzimas: ciclo-oxigenase, lipo-oxigenase, fosfolipase A2 e agdo moduladora sobre a
enzima INOS, promovendo uma inibicdo da producéo de éxido nitrico (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

Figura 5 - Esqueletos basicos de flavonoides.
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3.5 Consideragdes sobre inflamacéao

A inflamacdo consiste em uma
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0
Flavonois

Chalconas

o]
Flavanonois

i}

Isoflavonas

resposta fisiolégica do organismo

desencadeada por uma lesdo tecidual ou pela exposicdo a um patégeno,

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

inflamatéria sdo a defesa e o reparo, habitualmente restituindo a homeostase. Este

processo é fundamental para a seguranca e sobrevivéncia do organismo, de forma
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gue, se esta resposta falhar, seja por razées genéticas, como a deficiéncia de adesédo
leucocitéria, seja por motivos de tratamentos imunossupressores ou por infeccées que
escapem de sua acdo, como a ocasionada pelo virus da imunodeficiéncia humana, os
danos sao graves ou fatais (MEDZHITOV, 2008; RANG et al., 2011).

A resposta inflamatéria envolve diversos tipos de células e mediadores, que
estdo divididos em dois componentes: a resposta imunoldgica inata e a resposta
imunoldgica adaptativa. A resposta imunoldgica inata ocorre imediatamente apos a
les&o tecidual ou infeccéo, envolvendo componentes vasculares e celulares, como os
mastdécitos, células dendriticas e macrofagos, que reconhecem o patégeno e liberam
citocinas e outros mediadores como prostaglandinas e histamina. A interleucina IL-1,
IL-6 e o fator de necrose tumoral TNF-a agem na parede do endotélio vascular
induzindo a expressédo de moléculas de adesdo nas superficies celulares, além de
promover um aumento da permeabilidade vascular. As citocinas também estimulam a
sintese de 6xido nitrico, que € um vasodilator, o que contribui com o aumento da
permeabilidade vascular. Todos estes eventos ocorrem com 0 objetivo de direcionar
os leucécitos para o local do patdogeno. Na resposta imunoldgica adaptativa as
principais células envolvidas sdo os linfocitos. Esta resposta é especifica e
especializada para o patdgeno invasor (RANG et al., 2011; SHERWOOD; TOLIVER-
KINSKY, 2004).

A resposta inflamatéria € classificada em: aguda e cronica. A resposta
inflamatoria aguda tem curta duracéo e envolve mediadores que promovem o0s sinais
classicos da inflamacéao (dor, calor, rubor e edema, acompanhados ou ndo da perda
da funcdao tecidual), que estao relacionados com o processo de vasodilatagdo, como
por exemplo os prostanoides e o 0xido nitrico. A inflamacéo crénica ocorre quando o
patégeno promotor da inflamacdo aguda persistir no organismo. Este evento é
caracterizado pela presenca dominante de macrofagos e linfocitos no tecido afetado,
podendo durar muitos dias, meses ou anos (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004;
GILROY et al., 2004).

Em geral, a inflamac&o constitui um mecanismo de defesa do organismo, e
ndo uma doenca. No entanto, a inflamacdo também est4d associada com a
fisiopatologia de diversas doencas. Nestes casos, se faz necessario o uso de agentes
farmacologicos com o objetivo de inibir ou abolir com o processo inflamatorio,
minimizando os danos e proporcionando maior conforto. Os anti-inflamatorios e

imunossupressores sdo os farmacos capazes de interferir nesta resposta fisiologica
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(COUTINHO et al., 2009). A grande ocorréncia de efeitos colaterais decorrentes do
uso destes medicamentos € um estimulo para a busca de novos agentes terapéuticos,

e uma alternativa para isso sdo metabdlitos secundarios de algumas plantas, como os

flavonoides.



MATERIAL E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material e equipamentos utilizados

Para a determinacao de fendlicos totais, foram utilizados os reagentes de Folin-
Ciocalteau e carbonato de sodio. As amostras foram analisadas em um
espectrofotdmetro UV-VIS da marca Shimadzu modelo UV-2550. Para obtencdo da
curva de calibracao foi empregado o acido galico como padréo.

A cromatografia por exclusdo em coluna foi realizada utilizando como fase fixa
o0 Sephadex LH-20 (Amersham Biosciences), e como fase movel o metanol p.a. da
Sigma-Aldrich.

A cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi realizada em
cromatofolhas de aluminio - silica gel 60 PF2s4 artigo 7749, Merck. Para a elui¢éo,
foram utilizados solventes organicos comerciais (hexano, acetato de etila e metanol)
puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade.

A revelacao fisica das cromatoplacas foi realizada através da exposicao a
radiagao ultravioleta em dois comprimentos de onda, 254 e 366 nm, utilizando o
aparelho Mineralight modelo UVGL-58.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada em um
cromatografo analitico 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 mével foi utilizado agua milli-Q acidificada (0,1% &acido
férmico) e metanol grau HPLC da Merk. E em um cromatégrafo 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 mével foi utilizado
agua milli-Q acidificada (0,1% &cido formico) e metanol grau HPLC da Merk. Este
também foi empregado no preparo da amostra.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de 'H) e de 13C
(RMN de 13C), utilizando técnicas uni e bidimensionais (HMQC, HMBC, COSY e
NOESY) foram obtidos em um espectrometro Brucker operando a 400 MHz (*H) e 100
MHz (*3C), localizado no Laboratério Multiusuario de Caracterizacéo e Andlise (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 substancias foram obtidos utilizando
espectrometros de massas de alta e baixa resolucdo da marca Bruker, modelo micro
TOF Il e lon-Trap AmazonX, respectivamente. As amostras foram preparadas com

metanol grau HPLC da Merk.

4.2. Material Vegetal

4.2.1. Coleta e identificacdo do material vegetal

As partes aéreas de Erythroxylum simonis foram coletadas no Parque
Estadual Mata do Pau-Ferro, localizado no municipio brasileiro de Areia, estado da
Paraiba. O material botanico foi identificado pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra.
Uma exsicata desta espécie encontra-se catalogada no Herbario Prof. Lauro Pires
Xavier (JPB) do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza — UFPB, sob registro
Lourenco & Carneiro 232 Herbario JPB/UFPB.

4.2.2. Processamento do material vegetal

Em uma estufa com ar circulante, foi realizada a dessecacéo das partes aéreas
de Erythroxylum simonis a temperatura de 40 °C durante 72 horas. Em seguida, o
material ja seco, foi pulverizado em moinho mecéanico fornecendo 3000 g do p6 da

planta.

4.3. Obtencao do extrato etanélico bruto

Apds secagem e pulverizacdo, o material vegetal foi submetido a extracao
exaustiva por maceracédo em etanol (EtOH) a 95 %. Este procedimento foi realizado 3
vezes com intervalos de 72 horas entre cada extracdo. A solucdo extrativa foi, em
seguida, filtrada e evaporada por meio de um rotaevaporador, a uma temperatura

média de 40 °C, obtendo-se ao fim, o extrato etandlico bruto (EEB) (Esquema 1).

4.4. Determinacdo do teor de fendlicos totais
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O teor de fendlicos totais foi determinado por espectrofotometria, sendo
utilizado o reagente de Folin-Ciocalteu, e como padrao fendlico foi empregado o acido
galico (GULCI et al., 2004). Inicialmente, uma solucdo com concentracdo de 1 mg
mL? foi preparada a partir da solubilizagdo de 1 mg do extrato etandlico bruto das
partes aéreas de Erythroxylum simonis em 1 mL de MeOH. Posteriormente, uma
aliquota de 120 pL desta solucéo foi mantida em contato, por 8 minutos, com 500 pL
do reagente de Folin-Ciocalteu a 10% em agua. Com o objetivo de neutralizar a
mistura, adicionou-se 400 pL de solucdo de carbonato de sédio a 7,5 % em &gua.
Ap6s 120 min, sobre o abrigo da luz e a temperatura ambiente, as amostras foram
transferidas para uma placa de 96 pocos (200 uL/poco) e foi realizada a leitura em um
espectrofotdmetro UV/Vis calibrado a 765 nm. Como branco foi utilizada uma mistura
de 120 pL da solucdo inicial do EEB com 900 pL de agua destilada. Esta analise foi
realizada em triplicatas e repetida por trés dias. A partir da equacao de regressao
linear da curva de calibracédo, obtida a partir de solucdes de acido galico em diversas
concentragées (75; 100; 150; 200 e 300 pg mL™), foi possivel determinar o teor de
fendlicos totais, o qual € expresso em miligramas de equivalentes de acido galico por

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

4.5. Fracionamento do extrato etandlico bruto

Parte do Extrato Etandlico Bruto (50 g) das partes aéreas de Erythroxylum
simonis foi diluida em 500 ml de uma solucao de metanol/agua (7:3 v/v) e submetido
a agitacado por 60 minutos para homogeneizacdo. Em seguida, foi realizada uma
particao liquido/liguido em uma ampola de separacdo, utilizando os seguintes
solventes em ordem crescente de polaridade: hexano, cloroférmio, acetato de etila e
n-butanol. As solugcbes obtidas foram concentradas sob pressao reduzida a uma
temperatura de 40 °C em um rotaevaporador, obtendo-se ao fim as fases: hexanica,

cloroférmica, acetato de etila e n-butandlica (Esquema 1, pag. 45).
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Esquema 1 - Elaboracdo e particdo do Extrato Etandlico Bruto (EEB) das partes aéreas de
Erythroxylum simonis.

Partes aéreas de Erythroxylum simonis Secagem em estufa de ar

circulante a 40°C por 72 h
Pulveriza¢cdo em moinho mecéanico

P6 da planta
3000g . 3

Maceracdo em etanol 95% até
exaustdo do material

Macerado
Concentragdo sob presséao reduzida
em rotaevaporador a 40°C

EEB (50 g) Solubilizagdo em 500 mL de uma

solucéo metanol/agua (7:3 v/v)
Particdo com hexano

ESFH

Solucao hidrometandlica |
(5.39)

Particado com cloroférmio

ESFC

Solugéo hidrometandlica Il
(4,7 9)

Particao com
acetato de etila

ESFA
45 Solucéo hidrometandlica lll
(4.59) Particdo com
n-butanol
ESFB I .
Solug¢éo hidrometandlica IV
(13,2 9)

Legenda: ESFH — Fase hexanica de Erythroxylum simonis; ESFC — Fase cloroférmica de Erythroxylum
simonis; ESFA — Fase acetato de etila de Erythroxylum simonis; ESFB — Fase butandlica de
Erythroxylum simonis.
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4.6. Fracionamento cromatogréfico 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 movel.
Foram coletadas 44 fragbes (ESFr-01 — 44). Apds secagem a temperatura ambiente,
as fracdes foram reunidas por analise de seus fatores de retencdo em cromatografia
de camada delgada analitica (CCDA) utilizando diferentes sistemas de eluicdo, em
ordem crescente de polaridade. Como revelador fisico foi utilizada a luz ultravioleta
em dois comprimentos de onda (254 e 366 nm) (Esquema 2). Desta reunido foram
obtidas 19 fracGes (Quadro 6, pag 47).

Esquema 2 — Fracionamento da fase acetato de etila.

Fase acetato
(3,509)

CC Sephadex®
LH-20

44 Fracbes
(ESFr 01 - 44)

CCDA

19 Fracoes
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Quadro 6 — Dados das reunides das fragdes apds monitoramento por CCDA.

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

4.7. Processamento cromatografico da fracdo ESFA 15 por CLAE

A fracdo ESFA 15 (170 mg) foi analisada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Inicialmente foi preparada uma solucdo, com 1mg da amostra em
metanol grau HPLC, na concentracdo de 1 mg mlt. Empregou-se como fase mével
agua milli-Q acidificada (0,1% acido férmico) e metanol. A andlise no cromatdgrafo
analitico permitiu desenvolver um método eficiente para o isolamento das substancias
presentes na fracdo. No método mais eficaz, a concentracdo de metanol variou de 0
a 70% em um tempo de 90 minutos com um fluxo de 0,6 mL min-t. No cromatograma
(Figura 6, pag. 48) foi possivel observar 6 picos principais principais.

Na transposi¢cdo para o cromatografo preparativo, foi preparada uma solucao
com 150 mg da amostra em 600 pL de metanol grau HPLC. Foram realizadas 6
injecbes de 100 pL desta solucdo. Foi utilizado o método desenvolvido na fase

analitica, no entanto foi empregado um fluxo de 8 ml/min. As fracdes obtidas foram
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entdo concentradas sob pressdo reduzida a uma temperatura de 40 °C em um
rotaevaporador. Deste processo foram coletadas 6 fracdes (ESFA-15.1 — 15.6)
correspondentes aos 6 principais picos visualizados no cromatograma analitico.
Estando as substancias presentes nestas fragoes, isoladas. Estas foram codificadas
em Es-1, Es-2, Es-3, Es-4, Es-5 e Es-6.

Figura 6 - Cromatograma da fracdo ESFA-15.
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4.8. Caracterizacao estrutural dos compostos isolados

As determinagBes estruturais dos constituintes quimicos isolados, foram
efetuadas a partir da analise dos espectros de RMN de H e 3C, incluindo técnicas
uni e bidimensionais (HMQC, HMBC, COSY e NOESY), e pela comparacao destes
com dados descritos na literatura. Para a obtencdo dos espectros foi utilizado o
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) na solubilizacdo da substancia Es-1 e metanol
deuterado (CD30OD) para as substancias Es-2, Es-3, Es-4, Es-5 e Es-6.

Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhao (ppm) e

como padrdo interno foram utilizados os sinais caracteristicos de 'H e *C dos
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solventes utilizados. Para RMN *H os sinais caracteristicos sdo em d+ 2,49 ppm para
0 DMSO-ds € em 31 3,30 ppm para o CD30D. Para os espectros de RMN de 3C, os
sinais caracteristicos sdo em &c 39,5 ppm para o DMSO-ds € em &1 49,0 ppm para o
CD3OD. As constantes de acoplamento (J) foram dadas em Hz e as multiplicidades
no espectro de RMN !H foram indicadas segundo as convengdes: s (singleto), sl
(singleto largo), d (dubleto), dd (duplo dubleto), dl (dubleto largo), t (tripleto), g

(quadrupleto) e m (multipleto).

4.9. Espectrometria de massas

Na preparacdo das amostras, foi realizada inicialmente a solubilizacdo de
0,001 g destas em 1 mL de metanol grau HPLC. Posteriormente uma aliquota de 200
pL desta solucao foi adicionada em 800 puL de metanol grau HPLC e, por fim, 20 pL
desta ultima solucéo foi adicionada em 980 uL de CHsOH: H20 (1:1). Em seguida, as
amostras foram injetadas no espectrébmetro de massa, sendo utilizada a técnica de

lonizacéo por Eletrospray (modo negativo).

4.10. Atividade imunomoduladora

4.10.1. Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos Swiss fémeas com 8 semanas de
idade, pesando entre 25 - 30 g, provenientes do Biotério Prof. Thomas George do
Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos/UFPB. Os animais foram
mantidos sob controle alimentar com uma dieta balanceada a base de racéo
tipo pellets (Purina) com livre acesso a agua, com ventilacdo e temperatura (25 °C)
controladas e constantes, submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 h,
sendo o periodo claro das 06h00 as 18h00. Todos os animais foram manipulados
seguindo os principios de cuidados com animais e aprovados pelo Comité de Etica
em Uso Animal da UFPB N° 125/2016.
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4.10.2. Cultura de macrofagos peritoneais

Os macréfagos peritoneais foram obtidos a partir de camundongos fémeas com
8 semanas de idade. Inicialmente, os animais foram estimulados com 2 mL de
tioglicolato (4%) na cavidade peritoneal. Apos 4 dias, 0os animais foram eutanasiados
e em suas cavidades peritoneais foram injetados 5 mL de solucdo PBS estéril
enriguecida 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 4°C por 5 minutos e
ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI completo (RPMI + 10% SBF, 100 U.l. de
penincilina e 100 ug mL de estreptomicina) e a viabilidade determinada utilizando o
corante azul de trypan. As células foram ressuspensas na concentragédo de 2 x 10°
células mL! de meio RPMI completo e distribuidas em pocos de placa de 96 pocos
(200 pL/pogo). Posteriormente, as células foram cultivadas por um periodo de 24
horas, na presenca ou auséncia de 1 ug mL? lipopolissacarideo (LPS), seguida da
adicado ou ndo das amostras em diferentes concentracdes (10 uM, 50 uM e 100 puM).
Ap6s 24 horas de incubacdo, os sobrenadantes foram coletados para analise da

viabilidade celular e doseamento de 6xido nitrico (NO) e citocinas.

4.10.3. Determinacéao da viabilidade celular

A determinacdo da viabilidade celular foi realizada pelo ensaio do MTT
(brometo de 3-metil-[4-5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio). Como descrito acima,
0 sobrenadante foi coletado para o doseamento de NO apoOs 24 horas de cultura
celular.

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT. Neste método, o MTT
€ reduzido por desidrogenases mitocondriais em células metabolicamente ativas.
Nesta reacao € formado cristal de formazan, um produto de cor roxa solivel em DMSO
(REILLY et al., 1998). Foram adicionados 90 pyL de meio RPMI completo e 10 yL de
uma suspensédo de MTT a 5 mg mL* nas células que permaneceram nos pocos da
placa. ApoOs incubacdo por 4 horas a temperatura de 37°C e 5% de CO2 0
sobrenadante foi retirado e adicionou-se 100 yL de DMSO com o objetivo de
solubilizar os cristais de formazan produzidos. A quantificacdo da viabilidade celular

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

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

4.10.4. Determinacgao dos niveis de NO

Os niveis de NO foram determinados in vitro pelo método colorimétrico indireto
conhecido como reacédo de Griess (GREEN et al., 1982). Primeiramente, foi preparado
o reagente Griess através da mistura de duas solu¢des na propor¢céo 1:1, a primeira
composta por naftiletiienodiamino 0,1% (p/v) em &cido orto-fosforico 5% (v/iv) e a
segunda por sulfonamina p-aminobenzeno 1% (p/v) em &cido fosférico 5% (v/v). Em
seguida, 50 yL do reagente de Griess foi adicionado a 50 pyL dos sobrenadantes
obtidos da cultura com macréfagos peritoneais. Apos um periodo de 10 minutos a
temperatura ambiente, foi realizada a leitura em um espectrofotometro UV — VIS
Spectramax 190 — Molecular Device, com comprimento de onda de 540 nm. Os
resultados em uM foram determinados pela comparagcdo com a curva padrao
(realizada com nitrito de sodio nas concentra¢cbes de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25,
3.125 e 1.576 uM).

4.10.5. Ensaio imunoenzimatico para a detec¢do de citocinas

A quantificag&o das citocinas, TNF-a 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
0 anticorpo de captura, anti-TNF-a 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 sitios inespecificos foram bloqueados com a solucéo 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
concentragdes das citocinas recombinantes TNF-a e IL-6 para a realizacdo da curva.
ApOs 18 horas de incubacgéo a 4°C, as placas foram lavadas e o complexo detector
formado pelo anticorpo de detecc¢éo biotinilado foi adicionado as placas e incubadas
por uma hora. Em seguida, foram lavadas novamente e o complexo enzimatico

avidina-peroxidase (avidina-HRP) foi adicionado. Ap6s meia hora de incubagédo a
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temperatura ambiente e lavagens adicionais, a reacéo foi revelada pela adicao da
solucdo substrato contendo tetrametilbenzidina (TMB) e perdxido de hidrogénio
(H202), esta reacao foi interrompida apés 15 minutos pela adicdo de acido fosférico
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-padrao.

4.10.6. Anéalise Estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.)
e a diferenca entre os diferentes grupos foi avaliada por teste t e analise de variancia
de uma via (ANOVA) seguida pelo pés-teste de Tukey. O nivel de significancia minimo
considerado foi 5% (p < 0,05). Os resultados foram analisados pelo programa
GraphPad Prism®© versao 5.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA, U.S.A.).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Determinacéo do teor de fendlicos

O teor de fendlicos totais no extrato etandlico bruto foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau. Este reagente é formado por uma mistura
dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, em que o molibdénio e o tungsténio se
encontram no estado oxidado. Na presenca de agentes redutores, como 0S
compostos fendlicos, ocorre a formacdo do molibdénio azul e tungsténio azul,
permitindo a quantificacdo das substancias redutoras devido a coloragcéo (IKAWA et
al., 2003).

O acido galico foi utilizado como padréo de referéncia para a construcédo da
curva de calibracdo, nas seguintes concentracdes: 75; 100; 150; 200 e 300 ug
mL1. A equacdo de regressao linear e o coeficiente de correlagéo linear R2 podem
ser visualizados no Grafico 1. Esta equacgéo é essencial para interpolacdo dos dados
e desta forma calcular o teor de fenéis em mg EAG/g de EEB de Erythroxylum simonis

na concentragdo de 1 mg mL* (Tabela 1).

Gréfico 1 - Curva padrdo da quantificacdo de fendlicos totais empregando &cido gélico como

substancia de referéncia. Absorbancia 765 nm.
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Tabela 1 - Teor de fendis totais nas amostras (n=9), na concentracdo de 1 mg mL1. Dados expressos
como média + desvio padrao.

Amostra Teor de Fendlicos (mg EAG / g) CV (%) Valor de p
1° dia 2°dia 3°dia
EEB 188,98 + 0,29 185,54 + 1,53 186,30 + 3,36 1,30 0,20

Legenda: CV — Coeficiente de variagéo.
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Apods andlise dos dados presentes na Tabela 1, foi possivel observar que a
concentracdo de fendlicos no extrato etandlico bruto das partes aéreas de E. simonis
e de 186,94 + 2,42 mg EAG/g (18,7 %). Esta concentracao foi préxima a de outras
espécies de Erythroxylum, como por exemplo a espécie Erythroxylum daphnites, em
gue estudos de sazonalidade com o extrato etandlico bruto de suas folhas,
evidenciaram um teor de fendlicos de 22,4 % a 27,4 % (MARTINS, 2015). Ainda foi
possivel observar que o método € estatatisticamente reprodutivel na concentracéao de
1 mg mL, visto que, ndo ha diferenca entre os dias de teste no nivel de 0,05 de
significancia.

Devido a presenca de quantidade significativa de compostos fendlicos, o EEB
das partes aéreas de E. simonis possivelmente tem atividade antioxidante, uma vez
gue, estas substancias sao reconhecidas por possuir acdo antioxidante, capazes de
inibir a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade LDL e prevenir doengas
tromboticas (RAUHA et al., 2000).
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5.2. Identificacao estrutural de Es-1

A substéncia Es-1 foi isolada na forma de um pé amorfo de coloracdo branca
com 0,006 g.

O espectro de RMN de 3C na técnica BB (Figura 7, pag. 58), obtidos a 100
MHz em DMSO, e sua expansdo (Figura 8, pag 59) apresentaram sete
deslocamentos quimicos. Destes, trés sinais foram atribuidos a carbonos metinicos
sp? e quatro a carbonos nédo hidrogenados.

Foi possivel observar sinais caracteristicos de carbonos ligados a elementos
eletronegativos, pois estes substituintes reduzem a densidade eletrbnica do &tomo de
carbono. Os elétrons tém a funcéo de blindar o ndcleo do campo magnético aplicado,
logo, sua remogao promove uma desblindagem. Quanto maior a eletronegatividade
do substituinte, maior a desprotecéo do carbono e, consequentemente, maior € o seu
deslocamento quimico. Desta forma, os deslocamentos em &¢c 167,4, d¢c 150,0 e em
Oc 144,9 evidenciaram trés oxigenacdes na molécula (MOURA et al., 2011). Estes
sinais, em comparagcao com dados da literatura, permitiram sugerir que a substancia
Es-1 corresponde ao &cido protocatecuico, e foram atribuidos, nesta ordem, ao
carbono carbonilico C-7, e aos carbonos C-4 e C-3 do anel aroméatico (MOURA et al.,
2011). Os carbonos de carbonilas apresentam os maiores deslocamentos quimicos,
uma vez que sofrem efeitos de desprotecdo devido a hibridacéo sp? e por estar ligado
diretamente ao elemento eletronegativo oxigénio (SILVERSTEIN et al., 2000). Os
sinais em 6c 121,9, &¢c 121,7; &c 116,6 e dc 115,2, foram atribuidos aos outros
carbonos do sistema aromatico, C-6, C-1, C-2 e C-5, respectivamente, (COLOMBO et
al., 2010). Estas e outras atribuicbes encontram-se compilados na Tabela 2.

O espectro de RMN de 'H (Figura 9, pag. 59), obtido a 400 MHz em DMSO, e
suas expansao (Figura 10, pag. 60), apresentaram deslocamentos quimicos de
hidrogénios aromaticos. Estes sinais aparecem em uma regido de &+ 6,5 - 8,0 ppm,
devido ao efeito conhecido como anisotropia magnética, no qual os hidrogénios do
anel sofrem uma maior desblindagem, absorvendo uma frequéncia relativamente alta
devido a formacdo de um campo magnético induzido, provocado pelo movimento
circular dos elétrons 11, quando as moléculas sdo colocadas em um campo magnético
(SILVERSTEIN et al., 2000).

Foram observados trés sinais caracteristicos de um sistema aromatico ABX,
sendo dois dupletos (d), um em dn 7,31 (J = 2 Hz) e outro em dn 6,76 (J = 8,4 Hz),
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ambos com integral para um hidrogénio. Foi observado ainda, o acoplamento desses
sinais com um duplo dupleto (dd) em dn 7,27 (J = 2 e 8,4 Hz), estando este, acoplado
em orto com o segundo préton citado, uma vez que, neste acoplamento a constante
varia na faixa de 7 a 10 Hz. Quando o acoplamento ocorre na posicdo meta a
constante varia de 2 a 3 Hz, este foi 0 caso observado com o primeiro préton descrito.
Esses sinais reforcaram a evidéncia de que a substancia Es-1 se trata do acido
protocatecuico (PAVIA et al., 2015).

Além do efeito de ressonancia, os protons de um sistema aromatico sofrem
influéncia da hibridacdo sp? e da presenca ou auséncia de grupos doadores ou
retiradores de elétrons. Os grupos doadores proporcionam protecao nas posi¢oes orto
e para e os grupos retiradores levam a uma desprotecédo nestas posicdes. Logo, 0
sinal em &x 6,76 € 0 mais protegido por estar orto a um grupo doador de elétrons,
sendo atribuido ao hidrogénio H-5. Os hidrogénios H-2 e H-6 estdo orto e para,
respectivamente, a um grupo doador, porém por ambos estarem orto com relagdo ao
grupo retirador de elétrons, sofrem um maior efeito de desprotecdo, tendo um
deslocamento quimico maior. Assim, os sinais em dn 7,31 e &n 7,27 foram atribuidos
aos hidrogénios H-2 e H-6, respectivamente (MOURA et al., 2011). Estas e outras
atribuices foram agrupadas na Tabela 2.

A partir da andlise destes dados espectrais e em comparacdo com dados
encontrados na literatura, foi possivel identificar a substancia Es-1 como sendo o
acido 3,4-dihidroxibenzéico (Figura 10), também conhecido como &cido
protocatecuico (OU et al., 2012).

Estrutura do &cido protocatecuico
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Tabela 2 - Dados de RMN de *H e °C (400 e 100 MHz, DMSO) de Es-1, acido 3,4-dihidroxibenzédico
(Acido protocatecuico), em comparacéo aos dados obtidos por OU et al., 2012.

Posicao On SH &c &c

Es-1 Referéncia Es-1 Referéncia

1 - - 121,7 121,7

2 7,31 (d; 1 H; J=2 Hz) 733(d;1H;J=2Hz) 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=8,2 115,2 115,1

Hz)

6 7,27 (dd;1H;J=84e2 7,27(dd;1H;J=82¢e 121,9 122,5
Hz) 2 Hz)

7 - - '167,4 167,7

Figura 7 - Espectro de RMN de *3C (100 MHz, DMSO) de Es-1.
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Figura 8 - Expansdo do espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO) de Es-1 na regido de 115 — 170
ppm.

@ 51 [rs) T O —
o o] i) W M o =
- =] o g P [to oY)
[ [l = — = wowm
w wn = oo — -
= — - — —
| I | N I

T T T T T T T T :
170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115
f1 (ppm)

Figura 9 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO) de Es-1.
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Figura 10 - Expans&o do espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO) de Es-1 na regido de 6,72 — 7,36
ppm.

o wm [ ) w w
[N 00 M~ WO W ~ [Tp]
mm 100 el el M Py
[ [l S [T-ITe]
NN !
]
]
]
1

o~ [+4] o

(s m o

o =] =]

5 5 =

R L B e T T B B e e T S R B B e
7.36 732 7.28 724 7.20 7.16 712 7.08 7.04 700 6.96 6.92 6.88 6.84 6.80 6.76 6.72
f1 (ppm)




61

5.3. Identificacao estrutural de Es-2

A substéncia Es-2 foi isolada na forma de um pé amorfo de coloracdo branca
com 0,008 g.

O espectro de RMN de '3C na técnica APT da substancia Es-2 (Figura 11, pag.
65), obtido a 100 MHz em CD3OD, e suas expansofes (Figura 12, pag. 65, Figura 13,
pag. 66) apresentaram dezesseis deslocamentos quimicos, dos quais dois foram
atribuidos a carbonos metilénicos sp?, trés a carbonos metinicos sp?, cinco a carbonos
metinicos sp? e seis a carbonos nao hidrogenados. Os sinais em d¢ 75,3, dc 74,7, dc
73,0, 6c 68,2, dc 41,4 e &¢c 36,6 evidenciaram a presenca de um derivado do acido
guinico. 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 metilénicos e
por ndo estarem ligados diretamente a um elemento eletronegativo. Foi observado
ainda, um sinal de carbonila de 4cido em &c 178,3, atribuido ao carbono C-7, apoés
comparacao com dados descritos na literatura (KUCZKOWIAK et al., 2014).

O espectro de RMN de 'H (Figura 14, pag. 66), obtido a 400 MHz em CD30OD,
e suas expansfes (Figura 15, pag. 67, Figura 16, pag. 67, Figura 17, pag. 68),
revelaram a presenca de trés hidrogénios ligados a carbonos sp® oxigenados, com
sinais em dx 5,34 (1H; m), d1 4,15 (1 H; m) e dx 3,64 (dd, 1 H, J = 3,2 e 8,4).
Apresentaram também um conjunto de sinais de hidrogénios de carbonos metilénicos
sp® ndo equivalentes em dx 1,92 — 2,22 (m). Vale ressaltar que prétons de carbonos
sp® apresentam uma faixa de ressonancia menor em comparacéo aos hidrogénios
ligados a carbonos sp?, uma vez que estes apresentam maior carater s (33%), os
tornando mais eletronegativos. Isto ocorre porque o orbital s mantém seus elétrons
mais préximos do nucleo, resultando assim, em menor blindagem do préton (PAVIA
et al., 2015). Estes sinais reforgaram a evidéncia que a substancia Es-2 se tratava de
um derivado do &cido quinico, no qual os sinais em &n 5,34, 61 4,15 01 € 3,64
corresponderam de modo respectivo aos hidrogénios H-3, H-5 e H-4 do &cido quinico,
e 0 conjunto de sinais em &1 1,92 — 2,22 (m) foram condizentes com os hidrogénios
de carbonos metilénicos H-2 e H-6 (KUCZKOWIAK et al., 2014). Essas atribuicdes
foram reunidas na Tabela 3.

A andlise de outros sinais presentes nos espectros de RMN de 'H e 13C de Es-
2, com auxilio de dados da literatura, evidenciaram a presenca de uma unidade do

acido caféico (JEONG et al., 2011). No espectro de RMN de *H, trés sinais na regido
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de hidrogénios aromaticos indicaram a presenga de um sistema ABX 1, 3’ e 4
trissubstituido, que foram um duplo dupleto em &x 6,93 (1 H, J = 2 e 8 Hz), acoplado
em orto ao proton com sinal em &4 6,76 (d, 1 H, J = 8 Hz) e em meta ao hidrogénio
com deslocamento quimico em 7,04 (d, 1 H, J = 2 Hz). Estes sinais foram atribuidos,
respectivamente, aos hidrogénios H-6’, H-5" e H-2’ da unidade cafeoila.

Dois dupletos, ambos com integral para um hidrogénio, um em &x 7,57 (J = 16
Hz) e outro em &1 6,30 (J = 15,6 Hz), foram equivalentes ao par de hidrogénios ligados
aos carbonos olefinicos da unidade cafeoila. Suas constantes de acoplamento,
indicaram que 0s mesmos estdo trans-acoplados, devido ao fato de que em uma
ligacdo dupla protons substituidos trans se acoplam com maior intensidade, com um
valor caracteristico de 3J por volta de 16 Hz. Com relagdo a constante de acoplamento
cis, esta tem um valor tipico de 3J de aproximadamente 10 Hz (Pavia et al., 2015).
Esses sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-7 e H-8 da unidade cafeoila,
respectivamente (WAN et al., 2017). Estas e outras atribuicdes podem ser
visualizadas na Tabela 3.

Foram observados deslocamentos quimicos no espectro de RMN de 3C e em
suas expansdes, que reforcaram a evidéncia da unidade cafeoila. Os sinais em dc
149,3 e &c 146,7 foram atribuidos, respectivamente, aos carbonos C-4’ e C-3’ desta
unidade, por serem mais desprotegidos dos demais carbonos aromaticos, pois sofrem
um efeito eletronegativo direto. Outros sinais em &c 127,9, 6c 122,9, 6c 116,4 e &c
115,1 foram atribuidos aos carbonos C-1’, C-6’, C-5 e C-2’, respectivamente, do
sistema aromatico ABX (LIU et al., 2013).

Um deslocamento em &¢c 169,0 indicou a presenca da carbonila da unidade
cafeoila, sendo atribuido ao carbono C-9'. Os sinais em &c 146,8 e dc 115,7 foram
atribuidos, respectivamente, aos carbonos C-7’ e C-8’, estando a posicdo C-8 mais
protegida por estar a a carbonila em um sistema carbonilico a,f insaturado, uma vez
que, a deslocalizacio eletrénica provoca desprotecao na posicao [3. Estas e outras
atribuicées foram compiladas na Tabela 3.

Essas atribuicbes puderam ser confirmadas por analise das correlacdes no
mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura 18, pag. 68), e em suas expansdes
(Figura 19, pag. 69, Figura 20, pag. 69), onde se observou-se correlacdes entre 0s
sinais em &1 5,34 (H-3) com &c 73,0 (C-3), de 6+ 4,15 (H-5) com &c 68,2 (C-5) e de dH
3,64 (H-4) com &c 74,7 (C-4) do acido quinico. Outras correlagdes entre os sinais em
on 7,57 (H-7’) com &c 146,8 (C-7’), de &1 7,04 (H-2') com &c 115,1 (C-2’), de &1 6,93
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(H-6’) com &¢ 122,9 (C-6’), de &1 6,76 (H-5’) com &¢ 116,4 (H-5’) e de &x 6,30 (H-8)
com &c 115,7 (C-8’) confirmaram as atribuicées aos carbonos da unidade cafeoila.

No mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura 21, pag. 70) e em suas
expansoes (Figura 22, p4g. 70, Figura 23, pag. 71), a esterificacdo da unidade cafeoila
no carbono C-3 do &cido quinico, foi confirmada através da correlacéo a trés ligacbes
do sinal em &x 5,34 (H-3) com &c 169,0, correspondente ao carbono carbonilico da
unidade cafeoila. Pode-se ainda confirmar esta posicao de esterificacdo pela analise
do mapa de contornos homonuclear NOESY (Figura 24, pag. 71 ), no qual foi
evidenciada a correlagcdo entre os sinais em dnx 5,34 e Ou 3,64, referentes aos
hidrogénios H-3 e H-4, respectivamente.

Apoés analise desses dados espectrais e com auxilio da literatura, foi possivel

sugerir que a substancia Es-2 trata-se do acido 3-O-cafeoilquinico.

Estrutura do acido 3-O-cafeoilquinico
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Tabela 3 - Dados de RMN de 'H e 3C, utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz,
CD30D) de Es-2, &cido 3-O-cafeoilquinico, em comparacdo aos dados obtidos por

NAKATANI et al., 2000.

HMQC HMBC Referéncia
Posicao o1 Es-2 &c Oc X O On &c
Es-2
1 - 75,3 H-2, H-3, - 75,4
H5, H-6
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, 5,34(ddd; J=3,3¢e 73,0
H-5 4 Hz)
4 3,64 (dd; 1H;J=32e 74,7 H-2, H-3, 3,63 (dd; J=3e9 Hz) 74,8
8,4 Hz) H-5, H-6
5 4,15 (m; 1 H) 68,2 H-2, H-3, 4,14 (ddd;J=3,9, e 68,3
H-4, H-6 9 Hz)
6 1,92 - 2,22 (m; 4 H) 41,4 H-2, H-4, 1,95 - 2,20 (m) 41,5
H-5
7 - '178,3 - - 178,3
1’ - 1279 H-2',H-5, - 127,9
H-6’, H-7’,
H-8’
2’ 7,04 (d; 1 H; J=2Hz) 115,1 H-6’, H-5’, 7,04 (d; J =2 Hz) 115,1
H-7’
3 - 146,7 H-2’, H-5 - 146,7
4’ - 149,3 H-2', H-5, - 149,4
H-6’
5’ 6,76 (d; 1 H; J = 8 Hz) 116,4  H-2', H-6’, 6,76 (d; J = 8 Hz) 116,4
H-7°
6’ 6,93 (dd; 1H; J=2e8Hz) 1229 H-2’,H-5, 6,93 (dd; J=2 e 8 Hz) 122,9
H-7’, H-8
7 7,57 (d; 1H; J =16 Hz) 146,8 H-2', H-5, 7,58 (d; J =16 Hz) 146,8
H-6’, H-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, - 169,0
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Figura 11 - Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CD30OD) de Es-2.
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Figura 12 - Expansé&o do espectro de RMN de 3C (100 MHz, CD3OD) de Es-2 na regido de 0 - 105
ppm
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Figura 13 - Expansdo do espectro de RMN de **C (100 MHz, CD3OD) de Es-2 na regido de 90 — 200

ppm.
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Figura 14 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD3z0D) de Es-2.
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Figura 15 - Expans&o do espectro de RMN de H (400 MHz, CDs0D) de Es-2 na regido de 6,65 —

7,70 ppm.
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Figura 16 - Expans&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) de Es-2 na regido de 5,30 — 6,35

ppm.
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Figura 17 - Expans&o do espectro de RMN de H (400 MHz, CDs0D) de Es-2 na regido de 1,80 —
4,30 ppm.
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Figura 18 - Mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-2.
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Figura 19 - Expansdo do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-2 na regido de
(1,80- 5,40 ppm) x (30,0 — 95,0 ppm).
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Figura 20 - Expansdo do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-2 na regido 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, CD30D) de Es-2.
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Figura 22 - Expanséo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3sOD) de Es-2 na regido de
(5,20- 8,20 ppm) x (100,0 — 190,0 ppm).
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Figura 23 - Expanséo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-2 na regido de

(3,45 4,45 ppm) X (20,0 — 100,0 ppm).
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Figura 24 - Expansao do mapa de contornos NOESY (400 MHz, CD30D) de Es-2 na regiado de (3,50
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5.4. Identificacao estrutural de Es-3

A substancia codificada como Es-3 foi isolada na forma de um p6 amorfo
amarelo com 0,010 g.

Os espectros de RMN de !H, obtido a 400 MHz em CD30D e de 3C — APT,
obtido a 100 MHz em CD3OD, apresentaram sinais com multiplicidade e
deslocamentos quimicos semelhantes aos da substancia Es-2. Apés esta analise, foi
possivel sugerir que a substancia Es-3 também corresponde a um derivado do &cido
guinico monossubstituido por uma unidade cafeoila.

Observou-se no espectro de RMN de *3C — APT (Figura 25, pag. 75), e em suas
expansdes (Figura 26, pag. 75, Figura 27, pag. 76, Figura 28, pag. 76), dezesseis
deslocamentos quimicos. Destes, dois foram atribuidos a carbonos metilénicos sp3,
trés a carbonos metinicos sp?, cinco a carbonos metinicos sp? e seis a carbonos nédo
hidrogenados. Os sinais com deslocamentos quimicos em &c 169,0, &c 149,5, &c
147,0, &c 146,7, dc 127,8, d¢c 122,9, d¢c 116,4, dc 115,3 e &c 115,1 foram condizentes
com a unidade cafeoila, quando comparados com dados da literatura (LIU et al.,
2013). Os demais deslocamentos podem ser visualizados na Tabela 4.

No espectro de RMN de H (Figura 29, pag. 77), e em suas expansées (Figura
30, pag. 77, Figura 31, pag. 78, Figura 32, pag. 78), um par de dupletos com integrais
para um hidrogénio em o4 7,63 e dn 6,36 revelaram a presenca de dois prétons
olefinicos em configuracao trans, uma vez que a constante de acoplamento foi de 16
Hz. Estes sinais foram atribuidos aos hidrogénios H-7’ e H-8', respectivamente.
Também foram observados sinais, integrando para um hidrogénio, com
multiplicidades equivalentes ao sistema aromatico ABX 1°, 3’, 4’ trissubstituido da
unidade cafeoila, que foram os sinais em &4 7,05 (d, J =2 Hz), d1 6,95 (dd, J=2e 8,4
Hz) e dn1 6,77 (d, J = 8 Hz), correspondentes nesta ordem aos hidrogénios H-2', H-6’
e H-5 (JEONG et al., 2011).

Um multipleto em &n 1,97 — 2,23, com integral para 4 hidrogénios, foi atribuido
aos hidrogénios dos carbonos metilénicos do acido quinico, H-2 e H6. Um conjunto
de deslocamentos quimicos formado pela sobreposicéo de sinais dos prétons ligados
a carbonos oxigenados, com integral para dois hidrogénios, em &n 4,29 foi condizente
com uma substituicdo no carbono C-4 do &cido quinico pela unidade cafeoila, em
comparacdo com dados da literatura. Este conjunto de sinais foi atribuido aos

hidrogénios H-3 e H-5. Um duplo dupleto mais desprotegido, integrando para um
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hidrogénio, em &1 4,80 (J = 3,2 e 9,2 Hz) corroborou com a possivel esterificacdo no
carbono C-4, este sinal foi entdo atribuido ao hidrogénio H-4 (WAN et al., 2017). Estas
e outras atribuicdes foram reunidas na Tabela 4.

As atribuigbes dos sinais aos carbonos foram confirmadas na analise do mapa
de contornos heteronuclear HMQC (Figura 33, pag. 79), e em suas expansofes (Figura
34, pag. 79, Figura 35, pag. 80), onde se observou-se correlacdes entre 0s sinais em
on 4,80 (H-4) com &c 79,2 (C-4) e de dH 4,29 (H-3 e H-5) com &¢ 69,6 (C-3) e dc 65,5
(C-5) do acido quinico. Outras correlacdes entre os sinais em &1 7,63 (H-7") com &c¢
147,0 (C-7’), de dn 7,05 (H-2') com &c 115,1 (C-2’), de dH 6,95 (H-6") com &¢ 122,9 (C-
6’), de dn 6,77 (H-5") com &c 116,4 (H-5’) e de &H 6,36 (H-8) com &c 115,3 (C-8')
assinalaram os carbonos da unidade cafeoila.

A posicao de esterificacdo no acido quinico pode ser confirmada no mapa de
contornos heteronuclear HMBC (Figura 36, p4g. 80), e em suas expansdes (Figura
37, pag. 81, Figura 38, pag. 81), no qual foi observada a correlacéo entre o sinal do
hidrogénio H-4 (&x 4,80) com o carbono carbonilico C-9’ (6¢ 169,0). Neste espectro foi
possivel ainda observar correlagbes que permitiram confirmar e assinalar todos os
carbonos do anel aromético da unidade cafeoila. Estes dados podem ser encontrados
na Tabela 4.

Ao analisar e confrontar os dados dos espectros de RMN de *H e 3C, utilizando
técnicas uni e bidimensionais, de Es-3 com os descritos na literatura, pode-se
identificar esta substancia como sendo o acido 4-O-cafeoilquinico (NAKATANI et al.,
2000).

Estrutura do acido 4-O-cafeoilquinico.
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Tabela 4 - Dados de RMN de 'H e 3C, utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz,

CD30D) de Es-3, &cido 4-O-cafeoilquinico, em comparacdo aos dados obtidos por
NAKATANI et al., 2000.

HMQC HMBC Referéncia
Posicéao oH Es-3 oc Es-3 Oc X OH OH oc
1 - 76,5 H-2, H-3, - 76,6
H5, H-6
2 1,97 -2,23 (m; 4 H) 38,4 H-3, H-4, 2,00 - 2,20 (m) 38,4
H-6
3 4,29 (m; 2H) 69,6 H-2, H-4, 4,28 (ddd; J=3,3 e 69,6
H-5 4 Hz)
4 4,80 (dd; 1 H;J=32e 79,2 H-2, H-3, 4,79 (dd; J =3 e 9 Hz) 79,3
9,2 Hz) H-5, H-6
5 4,29 (m; 2 H) 65,5 H-3, H-4, 4,27 (ddd; J=4,9, e 65,5
H-6 11 Hz)
6 1,97 - 2,23 (m; 4 H) 42,6 H-2, H-4, 2,00 — 2,20 (m) 42,7
H-5
7 - 177,3 H-2, H-6 - 177,3
1’ - '127,8 H-2’, H-5, - 127,8
H-6’, H-7’,
H-8'
2’ 7,05 (d; 1 H; J = 2 H2) 1151  H-5', H-6, 7,06 (d; J = 2 Hz) 115,1
H-7’
3 - 146,7 H-2', H-5, - 146,8
H-6’
4’ - 149,5 H-2’, H-5, - 149,6
H-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, 6,96 (dd; J =2 e 8 Hz) 123,0
H-7’, H-8
7 7,63 (d; 1H; J =16 Hz) 147,0 H-2’, H-6’, 7,65 (d; J =16 Hz) 147,1
H-8
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’, - 169,0

H-8'




75

Figura 25 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDsOD) de Es-3.
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Figura 26 - Expansao do espectro de RMN de *C (100 MHz, CDsOD) de Es-3 na regido de 34 — 84
ppm.
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Figura 27 - Expansdo do espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDsOD) de Es-3 na regido de 112 — 132
ppm.
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Figura 28 - Expans&o do espectro de RMN de *3C (100 MHz, CDsOD) de Es-3 na regi&o de 144 — 182
ppm.
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Figura 29 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD3s0D) de Es-3.
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Figura 30 - Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30D) de Es-3 na regi&o de 4,10 —
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Figura 31 - Expansé&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) de Es-3 na regido de 1,60 — 2,60

ppm.
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Figura 32 - Expansé&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) de Es-3 na regido de 6,30 — 7,70
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Figura 33 — Mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-3.
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Figura 34 - Expansdo do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30OD) de Es-3 na regiéo de
(1,60- 5,00 ppm) x (20,0 — 100,0 ppm).
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Figura 35 - Expansdo do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-3 na regido de
(5,80- 8,10 ppm) x (100,0 — 165,0 ppm).
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Figura 36 — Mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-3.
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Figura 37 - Expansao do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-3 na regido de
(1,00- 4,80 ppm) x (10,0 — 100,0 ppm).
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Figura 38 - Expansédo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-2 na regidao de
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5.5. Identificacao estrutural de Es-4

O composto codificado com Es-4 foi isolado na forma de um p6 amorfo
alaranjado com 0,013 g. O espectro de massas mostrou um pico do ion molecular em
m/z 595.17 [M-H]- compativel com a férmula molecular C26H2801s6.

O espectro de RMN de 3C (Figura 39, pag. 88), obtido a 100 MHz em CD30D,
e suas expansoes (Figura 40, pag. 88, Figura 41, pag. 89) apresentaram vinte e cinco
deslocamentos quimicos, referentes a vinte e seis atomos de carbono, estando o sinal
em Oc 158,2 correspondendo a dois carbonos. Foram atribuidos nove sinais a
carbonos néo hidrogenados, dois a carbonos metilénicos sp?, cinco sinais a carbonos
metinicos sp? e nove a carbonos metinicos sp3. Um esqueleto flavonoidico (CeC3Cs)
foi evidenciado pela presenca de quatorze sinais caracteristicos, referentes aos 15
atomos de carbonos presentes nesta unidade. A auséncia do sinal na faixa de 6¢c 104,7
— 111,8 ppm, assim como a presenca do deslocamento quimico em 135,0 permitiu
inferir uma substituicdo no carbono C-3. Este sinal, em conjunto com os visualizados
em Oc 158,2 e &c 179,5, atribuidos respectivamente aos carbonos C-2 e C-4,
evidenciaram um esqueleto do tipo flavonol. As faixas caracteristicas de
deslocamentos quimicos no espectro de RMN de *3C de alguns tipos de flavonoides

podem ser visualizadas abaixo (PELTER et al. 1976).
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Faixas de deslocamentos quimicos caracteristicos de alguns carbonos em nucleos de flavonoides.

Oxigenacdes 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 presenca dos sinais em &c 163,0, 6c 165,6, dc

145,9 e d¢c 149,6. Esses sinais, em comparacao com os dados da literatura, sugeriram

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

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

O conjunto de sinais em &c 82,1, &c 78,2, &c 78,1, dc 76,9, dc 74,8, &¢ 70,9, &c

70,9, dc 66,5 e dc 62,3 sugeriram a presenca da sambubiose (WEI et al. 2011). Es

te

€ um dissacarideo, presente em alguns pigmentos glicosidicos, em que a pentose

xilose encontra-se inserida no carbono 2 da glicose (B-D-xilosil-(1—2)-B-D-glicos

e)


https://en.wikipedia.org/wiki/Xylose
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(FRANCIS & MARKAKIS, 1989). Os deslocamentos quimicos em &c 100,8 e &c 62,3
foram atribuidos ao carbono anomérico (C-1”) e ao carbono metilénico (C-6") da
glicose, enquanto que o deslocamento em &c 82,1 foi atribuido ao carbono C-27,
corroborando com a inser¢céo da xilose nesta posicédo. Os sinais em &c 105,2 e dc
66,5, foram condizentes respectivamente com o carbono anomérico (C-1"") e ao
carbono metilénico (C-5""
al., 2009).

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

CDs0OD, e em suas expansdes (Figura 43, pag. 90, Figura 44, pag. 90, Figura 45, pag.

) da xilose, quando comparados com a literatura (DENG et

91) foram observados dois singletos largos, um em &4 6,16 e outro em &1 6,35,
atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8 do anel A, respectivamente. Um duplo dupleto
em dn 7,61 (J = 1,6 e 8,4 Hz) foi atribuido ao hidrogénio H-6’, estando acoplado em
orto com H-5’, com sinal em dx 6,86 (d, J = 8,4 Hz). Estes sinais em conjunto com o
deslocamento em &+ 7,63 (sl), atribuido ao hidrogénio H-2’, corroboraram com os
hidrogénios do sistema aromatico ABX, correspondente ao anel B da aglicona
(BELTRAME, 2011). Dois dupletos, um em &n 5,47 (J = 7,6 Hz) e outro em dn 4,76 (J
= 6,8 Hz) com integrais para um hidrogénio, foram atribuidos aos hidrogénios

anoméricos H-1" da glicose e H-1"” da xilose, de forma respectiva. Estas e outras
atribuicdes foram agrupadas na Tabela 5.

O mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura 46, pag. 91) e em suas
expansoOes (Figura 47, pag. 92, Figura 48, pag. 92), apontaram correlacdes entre 0s
sinais em on 6,16 (H-6) com &c 99,7 (C-6) e em dH 6,35 (H-8) com &c 94,5 (C-8),
confirmando as atribui¢cdes sugeridas aos carbonos C-6 e C-8 do anel A da aglicona.
Correlagdes entre os sinais em 6x 7,63 (H-2’) com &¢ 117,3 (C-2’), de dx 6,86 (H-5)
comdc 116,0 (C-5’) e de 6w 7,61 (H-6") com &¢ 123,3 (C-6’) confirmaram as atribuigdes
aos carbonos do anel B. As demais correlagdes estdo compiladas na Tabela 5.

No mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura 49, pag. 93) e em suas
expansdes (Figura 50, pag. 93, Figura 51, pag. 94) foi possivel observar correlacdes
a longa distancia entre os sinais em o1 6,16 (H-6) e &1 6,35 (H-8) com o carbono em
Oc 165,6 (C-7), em 6,16 (H-6) com &c 163,0 (C-5) e em &n 6,35 (H-8) com dc 158,2
(C-9), confirmando as atribuicbes sugeridas para o anel A. As correlacdes entre 0s
sinais em &1 7,63 (H-2’) e &1 6,86 (H-5’) com &¢ 123,3 (C-6’), de dn 7,61 (H-6") com dc
116,0 (C-5’), de &n 7,63 (H-2'), 6,86 (H-5") e dn 7,61 (H-6’) com &c 149,6 (C-4"), &c
145,9 (C-3’) e 6c 123,1 (C-1’) e de 1 7,61 (H-6’) com &c 117,3 (C-2'), permitiram
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assinalar todos os carbonos do anel B do flavonol. Ainda foi possivel observar a
correlacéo entre o sinal do hidrogénio anomérico da glicose em dx 5,47 (H-1") com o
sinal em &c¢ 135,0 (C-3), confirmando a ligacdo da glicose neste carbono da aglicona.
A insercao da xilose no carbono 2 da glicose foi confirmada através da correlacao
entre o sinal do préton anomérico da xilose em &x 4,76 (H-1"") com o sinal em &¢ 82,1
(C-2”). Estas e outras correlagdes estao reunidas na Tabela 5.

A fragmentacéo (Figura 52, pag. 94) do ion da molécula desprotonada, m/z
595.17 [M-H], correspondente a substancia Es-4, gerou um ion base com m/z 299,74,
condizente com uma quebra homolitica da ligagdo entre a aglicona e a unidade
osidica, formando um radical desprotonado da quercetina (m/z 300) (HVATTUM et al.,
2002). De acordo com a literatura, a presenca dos fragmentos com m/z 462,98 e m/z
444,95 sao condizentes, respectivamente, com a perda da pentose e posterior perda
de uma molécula de agua (FERRERES et al., 2009).

HO HO

- CsH,z 0,
132 Da

QH 0

m/z 595 [M-H} o on m/z 463 o

OH OH OH
OH - CeHiOs 163 Da OH
OH

-C,,H,,0

11" '1979

OH

OH o] m/z 300

Fragmentacgéo de Es-4.
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A partir desse conjunto de dados espectrais, e em comparagcdo com 0S
descritos na literatura, pode-se sugerir que o composto Es-4 se trata da quercetina-3-
O-B-D-xilopiranosil-(1->2)-B-D-glicopiranosideo, também conhecida como quercetina-
3-sambubiosideo (DENG et al., 2009). Esta substéncia ja encontra-se reportada na
literatura para algumas espécies, como a Nelumbo nucifera (DENG et al., 2009),

porém esta sendo relatada pela primeira vez no género Erythroxylum.

Estrutura da Quercetina-3-sambubiosideo.
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Tabela 5 - Dados de RMN de H, 3C, utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, CD30OD)
de Es-4, quercetin-3-sambubiosideo, em comparacao aos dados obtidos por DENG et al.,

2009.
HMQC HMBC Referéncia
Posicao Ou Es-4 &¢ Oc X Oy On &c
Es-4
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
17’ - 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;1H; J=84Hz) 116,0 H-6 6,86 (d; J = 8,3 Hz) 116,2
6’ 761(dd;1H;J=16e 1233 H-2', H-5’ 7,66 (d; J = 8,3 Hz) 121,6
8,4 Hz)
1”7 547 (d;1H;J=7,6Hz)  100,8 - 5,54 (d, J = 7,3 Hz) 98,7
27 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 - 345(dd, J=9,3e9,3Hz) 703
5” 3,37 -3,42 (m) 76,9 - 3,23 (m) 76,5
6” 3,48 — 3,63 (m) 62,3 - 3,65 (dd; J=3 e 12 Hz) 61,2
3,69 — 3,74 (m) 3,80 (m)
17”7 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 - 331(dd;J=75e89Hz) 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
57 3,93(dd;J=48¢e 66,5 - 3,81(dd;J=55¢e 66,1
11,6 Hz) 11,2 Hz)
3,20 - 3,25 (m) 3,13(dd; J=95e

11,2 Hz)
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Figura 39 - Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CD30OD) de Es-4.
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Figura 40 - Expansdo do espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDsOD) de Es-4 na regido de 60 — 108

ppm.

S5E'79—

165'99—

OF5'0L
066" ohv'

SI8'FL—

L9~
Ob1'82,
orz'ss”

181°28—

TL5'P6—

L2L'66—
SSB'00T—

652507~
LSL'S0T-

106 104 102 100 98 9 94 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 66
f1 (ppm)

108




89

Figura 41 - Expans&o do espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDs0OD) de Es-4 na regido de 110 — 185

ppm.

EP09TT—
FEELTT—

SLT'ECT,
GReeT-"

£60'SeET—

0S6'ShT—

cegebl—

467857 —

200'e9T—

£89'59T—

TIS6L1—

e

VA T At

180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110
f1 (ppm)

185

Figura 42 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD30OD) de Es-4.
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Figura 43 - Expans&o do espectro de RMN de H (400 MHz, CDs0D) de Es-4 na regido de 2,95 —

4,25 ppm.
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Figura 45 - Expansé&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) de Es-4 na regido de 6,65 — 7,95

ppm.
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Figura 46 — Mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-4.
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Figura 47 - Expansdo do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-4 na regido de
(2,80— 4,20 ppm) x (40,0 — 95,0 ppm).
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Figura 48 - Expansdo do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-4 na regiao 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, CD30D) de Es-4.
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Figura 50 - Expansédo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-4 na regido de

(3,00 — 5,60 ppm) x (30,0 — 160,0 ppm).
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Figura 51 - Expansao do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-4 na regido de

(5,90 8,50 ppm) X (80,0 — 190,0 ppm).
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Figura 52 - Fragmentacédo da substéancia Es-4.
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5.6. Identificag&o estrutural de Es-5

A substéancia Es-5 foi isolada na forma de um p6 amorfo laranja, com 0,011 g.
O espectro de massas obtido mostrou um pico em m/z 579.15 [M-H] compativel com
a formula molecular C26H2801s.

No espectro de RMN de *3C — BB (Figura 53, pag. 99), obtido a 100 MHz em
CD30D, e em suas expansdes (Figura 54, pag. 99, Figura 55, pag. 100) foram
observados vinte e trés sinais, correspondentes a vinte e seis atomos de carbonos,
sendo dois carbonos metilénicos sp?, seis carbonos metinicos sp?, nove carbonos
metinicos sp® e nove carbonos ndo hidrogenados. Estes sinais evidenciaram um
esqueleto flavonoidico, e os deslocamentos em &c 179,5, dc 158,3 e 6c 134,9
referentes, nesta ordem, aos carbonos C-4, C-2 e C-3, foram condizentes para um
esqueleto de flavonol. Uma substituicdo na posicdo C-3 (134,9) foi deduzida pela
auséncia do sinal em aproximadamente &c 107,0.

Os sinais em 6c¢c 82,3, oc 78,2, 6c 78,1, 6c 77,0, oc 74,9, 6¢c 71,0, 6¢c 71,0, Oc
66,6 e dc 62,3, sugeriram a presenca de duas unidades osidicas, sendo uma pentose
ligada a uma hexose. Apos andlise e comparagdo com dados da literatura foi sugerida
a presenca da sambubiose (B-D-xilosil-(1—2)-B-D-glicose), assim como na
substancia Es-4. Os deslocamentos em 100,7 e 62,3 foram atribuidos, nesta ordem,
ao carbono anomeérico (C-1") e ao metilénico (C-6") da glicose. Enquanto que, os
sinais em dc 105,3 e &c 66,6 foram atribuidos ao carbono anomérico (C-1"") e ao
metilénico (C-5"") da xilose, respectivamente (GIANG et al., 2007). Essas e outras
atribuic6es podem ser visualizadas na Tabela 6.

No espectro de RMN de *H (Figura 56, pag. 100), obtido a 400 MHz em CDs0OD,
e em suas expansodes (Figura 57, pag. 101, Figura 58, pag. 101, Figura 59, pag. 102,
Figura 60, pag. 102) foi evidenciado um sistema aromatico AA'BB’, correspondente
ao anel B da aglicona. No qual, dois dupletos com integrais para dois hidrogénios
cada, em dn 8,05 (J =9,2 Hz) e em b+ 6,88 (J = 8,8 Hz) foram atribuidos aos conjuntos
de hidrogénios H-2'/H-6’ e H-3’/H-5’, respectivamente. Os dupletos em 61 6,36 (J = 2
Hz) e 61 6,17 (J = 1,6 Hz), ambos com integral para um hidrogénio, foram condizentes
com os hidrogénios 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 regiao de 3 — 4 ppm e a auséncia de um singleto em

aproximadamente dx 6,70 (H-3), reforcaram a evidéncia da presenca de uma unidade
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osidica no carbono C-3. O dupleto com integral para um hidrogénio em &1 5,46 (J =
7,6 Hz), foi atribuido ao hidrogénio anomérico da glicose, enquanto que o dupleto em
on 4,74 (J = 6,8 Hz), também com integral para um hidrogénio, foi condizente com o
proton anomérico da xilose da unidade sambubiose (GIANG et al., 2007).

No mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura 61, pag. 103), e em suas
expansdes (Figura 62, pag. 103, Figura 63, pag. 104), foram observadas correlacdes
gue confirmaram as atribuicdes aos carbonos do anel A, estas foram entre o sinal em
oH 6,17 (H-6) com &c 99,7 (C-6) e de dH 6,36 (H-8) com dc 94,6 (C-8). Correlagdes
entre os sinais em o4 8,05 (H-2’ e H-6’) com 132,3 (C-2’ e C-6’) e de 61 6,88 (H-3’ e
H-5’) com &c 116,1 (C-3’ e C-5’) confirmaram as atribuicbes aos carbonos do anel B
do flavonol. Na unidade sambubiose foram observadas correlacdes entre o sinal em
On 5,46 (H-17) com &¢c 100,7 (C-17) e entre &1 4,74 (H-1"") com 105,3 (C-1"), que
confirmaram as atribuicbes dos carbonos anomeéricos da glicose e xilose, nesta
ordem.

No mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura 64, pag. 104) e em suas
expansdes (Figura 65, pag. 105, Figura 66, pag. 105), as correlagbes entre os sinais
em Oon 6,17 (H-6) e dn 6,36 (H-8) com &c¢ 165,6 (C-7), em &1 6,17 (H-6) com dc 163,0
(C-5) e em dn 6,36 (H-8) com dc 158,3 (C-9), foram condizentes com as atribui¢cbes
dos carbonos do anel A da aglicona. Foram observadas ainda, correlacdes entre o
sinal em &x 5,46 (H-1") com &c 134,9, (C-3) confirmando a inser¢cdo da sambubiose
nesta posicao, e entre o sinal em dx 4,74 (H-1"") com &¢ 82,3 (C-2"), o que corroborou
com a insercdo da xilose na posicdo 2 da glicose. Os dados de RMN de 'H e *3C,
incluindo técnicas uni e bidimensional, da substancia Es-5 estdo compilados na
Tabela 6.

A fragmentacao (Figura 67, pag. 106) do ion da molécula desprotonada, m/z
579.15 [M-HJ], correspondente a substancia Es-5, gerou um ion base com m/z 284,71,
condizente com uma quebra heterolitica da ligagdo entre a aglicona e a unidade
osidica, formando o canferol desprotonado (m/z 285). De acordo com a literatura, a
presenca 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 4gua
(FERRERES et al., 2009).
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- C;H;0.
132 Da
OH o o
m/z 579 [M-HT OH OH miz 447 oH
OH CH OH
OH - CgH,;05 /162 Da OH

- C,H,0, \ 294 Da

HO

Fragmentacéo de Es-5.

Ap0ds andlise dos dados dos espectros de RMN de 'H e 13C, incluindo técnicas
uni e bidimensionais, e do espectro de massas, além de comparacdo com dados
descritos na literatura, foi possivel propor que a substancia Es-5 se trata do flavanol
canferol-3-O-D-xilopiranosil-(1->2)-O-D-glicopiranosideo, também conhecido por
canferol-3-sambubiosideo (GIANG et al., 2007). Esta substéncia ja encontra-se
reportada na literatura para algumas espécies, como a Papaver rhoeas Bee (LEE et

al., 2016), porém esta sendo relatada pela primeira vez no género Erythroxylum.

Estrutura da canferol-3-sambubiosideo.
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Tabela 6 - Dados de RMN de *H e **C uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, CDs0D) de Es-5, canferol-
3-sambubiosideo, em comparacéo aos dados obtidos por LEE et al., 2016.

HMQC HMBC Referéncia
Posicao o4 Es-5 Oc Es-5 ¢ X O On oc
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;2H;J=9,2Hz) 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’, - 161,5
H-5’, H-6’
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 =8,2H2) 132,3
1”7 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) 62,3 - 3,71 (m; 1 H) 62,4
3,50 — 3,61 (m) 3,52 (m; 1H)
17 4,74 (d;1H;J=6,8Hz) 1053 - 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) 66,6 - 3,93 (m; 1 H) 66,7
3,19 - 3,25 (m) 3,22 (m; 1 H)
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Figura 53 - Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDs0OD) de Es-5.
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Figura 54 - Expansé&o do espectro de RMN de 3C (100 MHz, CD3OD) de Es-5 na regido de 62 — 83
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Figura 55 - Expansdo do espectro de RMN de **C (100 MHz, CD3OD) de Es-5 na regifo de 90 — 180

ppm.
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Figura 57 - Expansé&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) de Es-5 na regido de 2,90 — 4,15
ppm.
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Figura 58 - Expansé&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) de Es-5 na regido de 4,55 — 5,60
ppm.
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Figura 59 - Expansé&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) de Es-5 na regido de 5,80 — 6,65

ppm.
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Figura 60 - Expans&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) de Es-5 na regido de 6,50 — 8,50
ppm.
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Figura 61 — Mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-5.
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Figura 62 - Expansdo do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30OD) de Es-5 na regiéo de
(2,80— 4,40 ppm) x (35,0 — 100,0 ppm).
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Figura 63 - Expansdo do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-5 na regido de
(4,60— 8,20 ppm) x (80,0 — 150,0 ppm).
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Figura 64 — Mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-5.
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Figura 65 - Expansado do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-5 na regido de
(2,60- 5,60 ppm) x (50,0 — 140,0 ppm).
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Figura 66 - Expansédo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-5 na regido de
(6,20- 8,10 ppm) x (90,0 — 170,0 ppm).
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Figura 67 - Fragmentacdo da substancia Es-5.
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5.7. Identificacao estrutural de Es-6

A substancia Es-6 apresentou-se como um pé amorfo de cor alaranjada com
0,009 g. O espectro de massas obtido mostrou um pico em m/z 447.16 [M-H]
compativel com a férmula molecular C21H20011.

O espectro de RMN de 3C na técnica BB (Figura 68, pag. 110), obtido a 100
MHz em CDsOD, e suas expansfes (Figura 69, pag. 110, Figura 70, pag. 111)
apresentaram dezenove sinais correspondentes a vinte e um atomos de carbono, dos
quais, um foi atribuido a carbono metilénico sp®, quatro a carbonos metinicos sp?,
cinco a carbonos metinicos sp® e nove a carbonos ndo hidrogenados. O nimero de
sinais observados, assim como a presenca dos sinais em &c 179,5, ¢ 158,5 e &c
135,4, quando comparados com a literatura (KHALIL; KAMEL, 2015), evidenciou que
a substancia Es-6 possuia um esqueleto flavonoidico do tipo flavonol. Estes sinais
foram equivalentes aos carbonos C-4 (carbonilico), C-2 (B-carbonila) e C-3 (a-
carbonila), respectivamente. Oxigenacdes nos carbonos C-7, C-5 e C-4’ foram
evidenciadas, respectivamente, com os deslocamentos quimicos em &c 165,9, dc
163,0 e dc 161,5, corroborando com a estrutura do canferol.

A auséncia do sinal aproximadamente de &¢ 107,0, indicou uma substituicdo no
carbono C-3. Deslocamentos quimicos em dc 104,0, &¢c 78,4, d¢c &c 78,0, &¢c 75,7, dc
71,3 e dc 62,6 foram sugestivos da presenca de uma unidade osidica. ApGs analise
dos dados, e comparando-os com a literatura, foi possivel identificar esta unidade
como sendo a glicose (KIM et al. 1994). Esses e 0os demais deslocamentos encontram-
se compilados na Tabela 7.

No espectro de RMN de *H (Figura 71, pag. 111), obtido a 400 MHz em CDs0OD,
e em suas expansoes (Figura 72, pag. 112, Figura 73, pag. 112, Figura 74, pag. 113)
foram observados deslocamentos quimicos sugestivos de um sistema aromatico
AA’BB’, correspondente ao anel B, que foi um dubleto em &n 8,04 (J = 8,8 Hz),
integrando para dois hidrogénios, acoplado em orto a outro dubleto, também com
integral para dois hidrogénios, em &4 6,88 (J = 8,8 Hz). Esses sinais foram atribuidos
aos conjuntos de hidrogénios 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 &c 6,40 (J = 2 Hz) e &c 6,20 (J = 2 Hz) foram condizentes,
respectivamente, com os hidrogénios H-8 e H-6 do anel A em comparacdo com dados

da literatura, reforcando que o composto Es-6 € um derivado do canferol (KHALIL;
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KAMEL et al., 2015). A auséncia do singleto em aproximadamente o1 6,70, e a
presenca de deslocamentos caracteristicos de acucar na regidao de dn 3 — 4 ppm,
correspondentes a unidade osidica, sugerem a insercao desta unidade no carbono C-
3. Essas atribui¢cdes podem ser visualizadas na Tabela 7.

O mapa de contornos heteronuclear HMQC (Figura 75, pag. 113) e em suas
expansdes (Figura 76, pag. 114, Figura 77, pag. 114), apontou correlacdes entre 0s
sinais em ®x 6,20 (H-6) com &c 99,9 (C-6) e em &1 6,40 (H-8) com &¢c 94,7 (C-8),
confirmando as atribuicoes sugeridas aos carbonos C-6 e C-8 do anel A do flavonol.
Correlacdes entre os sinais em dx 8,04 (H-2' e H-6’) com &c 132,2 (C-2' e C-6’) e em
oH 6,88 (H-3’ e H-5") com &c 116,0 (C-3’ e C-5') confirmaram as atribuigbes aos
carbonos do anel B.

No mapa de contornos heteronuclear HMBC (Figura 78, pag. 115) e em suas
expansodes (Figura 79, pag. 115, Figura 80, pag. 116), as correlacdes entre 0s sinais
em Ox 6,20 (H-6) e dn 6,40 (H-8) com dc 165,9 (C-7), de dx 6,28 (H-6) com ¢ 163,0
(C-5) e de &H 6,40 (H-8) com dc 159,1 (C-9), confirmaram as atribui¢cdes aos carbonos
do anel A do flavonol. A correlagédo entre o sinal em dn 5,23, correspondente ao
hidrogénio do carbono anomérico da unidade osidica, com &c 135,4 (C-3) confirmou
a eterificacdo no carbono C-3 da aglicona. Os dados de RMN de 'H e 3C, usando
técnicas uni e bidimensional estdo compilados na Tabela 7.

A fragmentacado (Figura 81, pag. 116) do ion da molécula desprotonada, m/z
447.16 [M-H], correspondente a substancia Es-5, gerou um ion base com m/z 284,13,
condizente com uma quebra homolitica da ligagdo entre a aglicona e a unidade
osidica, formando um radical desprotonado do canferol (m/z 284).

Apos comparacao destes dados com os descritos na literatura, foi possivel
identificar a substancia Es-6 como sendo o flavonoide canferol-3-O-B-D-
glicopiranosideo, também conhecido como astragalina (DEMIREZER et al., 2006). Tal
composto é comum no género Erythroxylum, j& 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-B-D-glicopiranosideo.

Tabela 7 - Dados de RMN de 'H e 3C, utilizando técnicas uni e bidimensionais (400 e 100 MHz,
CD30D) de Es-6, canferol-3-O-3-D-glicopiranosideo, em comparacao aos dados obtidos por
DEMIREZER et al., 2006.

HMQC HMBC Referéncia
Posicao 64 Es-6 Oc Es-6 Oc X Oy On oc
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=1Hz) 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’, - 161,6
H-5", H-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
17 5,23 (d; 1H; J = 7,6 Hz) 104,0 - 5,22 (d; J = 7,5 Hz) 104,2
27 3,17 - 3,21 (m) 75,7 - 3,19 (m) 75,7
3”7 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) 62,6 - 352(dd,J=45e12Hz) 62,6

3,68 (dd, J=2,4e 12 Hz) 3,68 (dd, J =2 e 12 Hz)
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Figura 68 - Espectro de RMN de 13C (100 MHz, CDsOD) de Es-6.
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Figura 69 - Expansdo do espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDsOD) de Es-6 na regido de 60 — 106
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Figura 70 - Expans&o do espectro de RMN de '3C (100 MHz, CDs0OD) de Es-6 na regido de 115 — 180

ppm.
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Figura 71 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD3z0D) de Es-6.
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Figura 72 - Expansé&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) de Es-6 na regido de 2,85 — 4,05

ppm.
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Figura 73 - Expanséo do espectro de RMN de H (400 MHz, CDs0D) de Es-6 na regido de 6,60 —

8,40 ppm.

e Y] w m

unm e~

oo o0 oo

o 0 0
\ 'J \ J

1 1
—_— —
w0 (=]
@ L
— =
ol ol
8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 79 7.8 77 7.6 75 74 7.3 7.2 71 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6
fl (ppm)




113

Figura 74 - Expansé&o do espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDsOD) de Es-6 na regido de 5,20 — 6,50
ppm.
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Figura 75 — Mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-6.
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Figura 76 - Expansdo do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-6 na regido de
(2,50- 4,40 ppm) x (35,0 — 95,0 ppm).
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Figura 77 - Expansdo do mapa de contornos HMQC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-6 na regiao 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, CD30D) de Es-6.
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Figura 79 - Expanséo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD3sOD) de Es-6 na regido de
(2,80 — 5,60 ppm) x (40 — 150,0 ppm).
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Figura 80 - Expansédo do mapa de contornos HMBC (400 e 100 MHz, CD30D) de Es-6 na regido de

(5,70- 8,50 ppm) x (80 — 180,0 ppm).
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Figura 81 - Fragmentacédo da substéancia Es-6.
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5.8. Estudo da citotoxicidade dos compostos Es-4 e Es-5 em macrofagos

peritoneais

A citotoxicidade dos compostos Es-4 (quercetina-3-sambubiosideo) e Es-5
(canferol-3-sambubiosideo) foi avaliada em cultura de macrofagos peritoneais pelo
ensaio do MTT. A partir da andlise dos dados expressos no Grafico 2 e Gréfico 3,
pode-se concluir que as diferentes concentra¢gdes (10, 50 e 100 puM) de ambos os
flavondis testados ndo reduziram a viabilidade celular quando comparados com o
grupo controle, constituido por células tratadas apenas com meio de cultura RPMI.

Grafico 2 - Efeito da substancia Es-4, quercetina-3-sambubiosideo, na viabilidade de macréfagos
peritoneais.
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Os resultados estao expressos como média = e. p. m. A analise foi realizada pelo teste ANOVA seguido
do poés teste de Turkey, considerando o nivel de significancia minimo p < 0,05. Os dados foram
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarideo e Es-4: quercetina-3-
sambubiosideo.
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Gréafico 3 - Efeito da substancia Es-5, canferol-3-sambubiosideo, na viabilidade de macréfagos
peritoneais.

Os resultados estao expressos como média = e. p. m. A analise foi realizada pelo teste ANOVA seguido
do poés teste de Turkey, considerando o nivel de significancia minimo p < 0,05. Os dados foram
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarideo e Es-5: canferol-3-
sambubiosideo.

5.9. Efeitos dos compostos Es-4 e Es-5 na producéo de o6xido nitrico em

cultura de macrofagos peritoneais

O Oxido nitrico (NO) é um mediador da resposta inflamatéria produzido por
diferentes células do sistema imunoldgicos, como os macrofagos, por acao da enzima
INOS. O NO possui um efeito vasodilatador e uma ac¢ao regulatéria no recrutamento
de leucécitos, além de efeito citotdxico contra microrganismos (SAUTEBIN, 2000).

O efeito dos falavondis Es-4 (quercetina-3-sambubiosideo) e Es-5 (canferol-3-
sambubiosideo) na producdo de NO em sobrenadantes obtidos por cultura de
macrofagos peritoneais foi determinado pela reacdo de Griess. Neste método o nitrito,
produto de degradacéo do NO, reage em meio acido com sulfanilamida, formando o
sal de diazonio. Este reage com N-naftil-etilenodiamina (NED) formando um composto
estavel de coloracao purpura, permitido a analise em um espectrofotémetro.

Os dados obtidos para as substancias Es-4 e Es-5 foram expressos no Grafico
4 e Gréfico 5, respectivamente. Observou-se que o lipopolissacarideo (LPS)
bacteriano estimulou os macréfagos, promovendo um aumento na producéo de NO,

guando 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 puM) ndo modulou a producédo de NO
pelas células estimuladas com LPS. Além disso, o tratamento apenas com 0sS
flavondis néo interferiu nos niveis de NO quando comparado com o grupo controle
(dados ndo mostrados).

Em contrapartida, estudos mostram que a quercetina livre inibe a expresséo de
INOS induzida por LPS e a producéo de nitrito (LEE et al., 2008), portanto, participa
da atividade anti-inflamatéria das plantas que s&o utilizadas para este fim e que
possuem este metabdlito. Desta forma, a insercéo da unidade osidica sambubiose na
posi¢do 3 da aglicona, promove a perda do efeito inibidor sobre a producéo de 6xido
nitrico pelos macréfagos estimulados por LPS.

Grafico 4 — Efeito da substancia Es-4, quercetina-3-sambubiosideo, na producéo de 6xido nitrico em
macrofagos peritoneais.
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Os resultados estdo expressos como média £ e. p. m. A analise foi realizada pelo teste ANOVA seguido
do pés teste de Turkey, considerando o nivel de significAncia minimo p < 0,05. Os dados foram

realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarideo e Es-4: quercetina-3-
sambubiosideo.
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Grafico 5 — Efeito da substancia Es-5, canferol-3-sambubiosideo, na producao de éxido nitrico em
macrofagos peritoneais.
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Os resultados estéo expressos como média £ e. p. m. A analise foi realizada pelo teste ANOVA seguido
do poés teste de Turkey, considerando o nivel de significancia minimo p < 0,05. Os dados foram
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarideo e Es-5: canferol-3-
sambubiosideo.

5.10. Efeito dos compostos Es-4 e Es-5 sobre os niveis de citocinas

As citocinas sdo polipeptideos que sao liberados durante a resposta
inflamatédria, regulando a acdo das células envolvidas neste processo. Como por
exemplo as citocinas TNF-a (fator de necrose tumoral a) e IL-6 (interleucina-6) que
estdo envolvidas no processo de migracdo e ativacdo de leucdcitos durante a
inflamacéo. Estas citocinas sédo produzidas pelos macrofagos e outros tipos celulares
e atuam como alvos farmacologicos para farmacos anti-inflamatérios (RANG et al.,
2011).

O efeito das substancias Es-4 (quercetina-3-sambubiosideo) e Es-5 (canferol-
3-sambubiosideo) sobre os niveis das citocinas TNF-a e IL-6 presentes na cultura de
macrofagos foi realizada por ELISA. Os resultados deste ensaio estdo expressos no
Gréfico 6, Grafico 7, Gréfico 8 e Grafico 9. Os dois primeiros séo referentes aos efeitos
de Es-4 e Es-5 sobre a liberacdo de TNF- a e os dois ultimos referem-se aos efeitos
destes compostos na liberacdo de IL-6.

Observou-se, por comparacdo com o grupo controle, que o LPS estimulou os
macrofagos, promovendo um aumento na liberacdo das citocinas TNF-a e IL-6.
Entretanto, nenhum dos flavonois testados interferiu nos niveis destes mediadores,
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guando comparados com as culturas de macréfagos que receberam apenas o LPS.
Por outro lado, Boesch-Saadatmandi et al. (2011) demonstraram que a quercetina
livre possui acéo inibitoria sobre a liberacdo de TNF-a e IL-6 em macrafagos. Logo, a
adicdo da sambubiose na posi¢cdo 3 da quercetina promove a perda de sua acao
moduladora sobre a liberacdo das citocinas TNF-a e IL-6 pelos macréfagos

estimulados por LPS.

Gréfico 6 — Efeito de Es-4, quercetina-3-sambubiosideo, sobre os niveis de TNF- a.
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Os resultados estao expressos como média = e. p. m. A analise foi realizada pelo teste ANOVA seguido
do pés teste de Turkey, considerando o nivel de significancia minimo p < 0,05. Os dados foram
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarideo e Es-4: quercetina-3-
sambubiosideo.
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Grafico 7 — Efeito de Es-5, canferol-3-sambubiosideo, sobre os niveis de TNF- a.

1000
800 -
600 -

400 -

TNF-a (pg/mL)

200 4

Os resultados estédo expressos como média £ e. p. m. A analise foi realizada pelo teste ANOVA seguido
do pés teste de Turkey, considerando o nivel de significAncia minimo p < 0,05. Os dados foram
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarideo e Es-5: canferol-3-
sambubiosideo.

Grafico 8 — Efeito de Es-4, quercetina-3-sambubiosideo, sobre os niveis de IL-6.
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Os resultados estdo expressos como média £ e. p. m. A analise foi realizada pelo teste ANOVA seguido
do pés teste de Turkey, considerando o nivel de significAncia minimo p < 0,05. Os dados foram
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarideo e Es-4: quercetina-3-
sambubiosideo.
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Grafico 9 — Efeito de Es-5, canferol-3-sambubiosideo, sobre os niveis de IL-6.
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Os resultados estédo expressos como média £ e. p. m. A analise foi realizada pelo teste ANOVA seguido
do pos teste de Turkey, considerando o nivel de significAncia minimo p < 0,05. Os dados foram
realizados em triplicata. Sendo, CTR: controle; LPS: lipopolissacarideo e Es-5: canferol-3-
sambubiosideo.
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6. CONCLUSOES

A partir dos estudos fitoquimicos das partes aéreas da espécie Erythroxylum
simonis, pode-se evidenciar uma alta concentracdo de compostos fendlicos em seu
Extrato Etandlico Bruto. Através da particdo deste, foi obtida a fase acetato de etila
gue por técnicas cromatograficas, resultou no isolamento de seis compostos, 0s quais
puderam ser identificados por meio de métodos espectroscopicos, sendo:

e Trés acidos fendlicos: acido protocatecuico, acido-3-O-cafeoilquinico e acido-

4-0O-cafeoilquinico.

e Trés flavonoides: quercetina-3-sambubiosideo, canferol-3-sambubiosideo e

canferol-3-O-B-D-glicopiranosideo.

Estes compostos estdo sendo relatados pela primeira vez para esta espécie, e 0s
flavondis quercetina-3-sambubiosideo e canferol-3-sambubiosideo relatados pela
primeira vez no género Erythroxylum, contribuindo desta forma, para a ampliacédo dos
conhecimentos fitoquimicos deste género e da espécie Erythroxylum simonis.

Com base nos estudos da atividade imunomoduladora dos flavonois
guercetina-3-sambubiosideo e canferol-3-sambubiosideo, pode-se observar que nas
concentracdes testadas estes metabolitos ndo interferem nos niveis do 6xido nitrico e
das citocinas TNF- a e IL-6 produzidas por culturas de macrofagos estimulados por
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), assim como, ndo promoveram uma reducdo da
viabilidade celular. Em comparagao com estudos realizados com a quercetina, pode-
se concluir que a adicdo da sambubiose na posicao 3 deste flavonol promove uma
perda de sua acdo moduladora sobre o NO, TNF- a e IL-6 produzidos por macrofagos

peritoneais.
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