UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA

13 o>

SN

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE PgPNSB
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS NATURAIS

E SINTETICOS BIOATIVOS

JOCIANO DA SILVA LINS

Investigacao fitoquimica de Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud. (Boraginaceae)

Jodo Pessoa-PB

2021



JOCIANO DA SILVA LINS

Investigacao fitoquimica de Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud. (Boraginaceae)

Dissertacéo apresentada ao Programa de Pos-Graduacéo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba,
como parte dos requisitos para obtencdo do titulo em
MESTRE EM PRODUTOS NATURAIS E SINTETICOS
BIOATIVOS.

Area de concentracdo: FARMACOQUIMICA.

Orientador: Prof. Dr. José Maria Barhosa Filho
Coorientador: Prof. Dr. Vicente Carlos de Oliveira Costa

Jodo Pessoa-PB

2021



Cat al ogacdo na publicacéo
Secdo de Catal ogacdo e C assificacéo

L759i Lins, Jociano da Silva.
Investigacdo fitoquimca de Cordia trichotonma (Vell.)
Arrab. ex Steud. (Boraginaceae) / Jociano da Silva
Lins. - Jodo Pessoa, 2021.
116 f. : il.

Orientacdo: José Maria Barbosa Fil ho.
Coori entacgdo: Vicente Carlos de Aiveira Costa.
Di ssertacao (Mestrado) - UFPB/CCS.

1. Plantas nedicinais - Louro-pardo. 2. Cordia
trichotoma. 3. Boragi naceae. 4. E-coclauril. 5.
2- hi droxi benzenoacetonitrila. |I. Barbosa Filho, José
Maria. |Il. Costa, Vicente Carlos de Oiveira. II1.
Titul o.

UFPB/ BC CDU 633. 88(043)

El aborado por WALQUELI NE DA SILVA ARAUJO - CRB-15/514




JOCIANO DA SILVA LINS

Investigacdo fitoquimica de Cordia trichotoma (Vell.) Arrdb. ex Steud. (Boraginaceae)

Dissertacdo apresentada como requisito parcial para obtencdo do titulo de mestre em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos do Programa de Pds-Graduacdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos da Universidade Federal da Paraiba.

Area de Concentragio: Farmacoquimica.

Aprovado em: 15/ Julho / 2021

COMISSAO EXAMINADORA

f o RORo

Prof. Dr. “José Maria Barbosa Filho (UFPB - Orientador)

Vi //"- . )
(A h (St s @7

Prof. Dr. Vicente Carlos de Oliveira Costa (UFPB — Coorientador)

r"'._‘_'<--( /,
p

Profa. Dr. Marcus Tullius Scotti (UFPB — Avaliador interno)

Dsetoonn falrits CAB. Abmsds

Prof. Dr. Jackson Roberto Guedes da Silva Almeida (UNIVASF — Avaliador externo)




AGRADECIMENTOS

A Deus pelo dom da vida, por sempre me dar as forcas necessarias para enfrentar todos os
desafios e me guiar no caminho certo, obrigado por todas as béngéos que recebo e pelo seu
amor incondicional.

Ao meu pai, Jodo Teotbnio Lins (in memoriam), pelo amor, amizade, carinho e
companheirismo, por ter sido o melhor pai que eu podia ter, sempre me ensinando a seguir o
caminho correto. Muito da pessoa que sou hoje devo ao senhor e sei que junto de Deus sente
orgulho de mim, saudades de ti.

A minha mae, Luciene Angelo da Silva, pelo amor incondicional, colocando seus filhos
sempre em primeiro lugar. Por toda dedicacdo em buscar o melhor para nés, ES uma guerreira.

Aos meus irmaos, Jociene, Jocieno, Jocileno e Jocilano, pelo companheirismo e amizade, por
todos 0s momentos bons e ruins que passamos juntos sempre um pensando no outro. A vida
com VOocés se torna mais leve e agradavel.

A minha namorada Camila, uma pessoa incrivel, que entrou em minha vida trazendo muitas
alegrias, obrigado por todo amor, carinho, apoio, paciéncia e contribuicao para que eu pudesse
concluir este trabalho.

Ao meu orientador Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho, pela orientacdo, confianca e por todo
0 ensinamento.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Vicente Carlos de Oliveira Costa, por toda orientacdo e
ensinamentos desde da minha iniciacdo cientifica. Por todo o convivio e conselhos que me
passou durante esse tempo, me fazendo crescer como pessoa e profissional. Por ser como um
pai e grande amigo que a vida me deu, sendo um dos melhores exemplos de pessoa e
profissional para mim. Que Deus abencgoe sua nova etapa de vida e que traga muitas alegrias.
E obrigado por toda orientacdo para que este trabalho fosse possivel.

Ao Prof. Dr. Josean Fechine Tavares e Prof. Dr. Marcelo Sobral da Silva, por todo
ensinamento, contribuicdo e disponibilidade para a realizacdo deste trabalho.

Aos técnicos e funcionarios do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM),
Marcelo, Evandro, Sdcrates, Yuri, Nonato, Gloria, Madalena, Carol e Junior, por toda a
amizade, ajuda e disponibilidade para a realizacdo deste trabalho.

A todos os pos-graduandos e estudantes de inicia¢do cientifica que fazem parte do
Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (Equipe SFCB), Andreza, Ana Rita,
Pedro, Lourdes, Arthur, Rose, Anderson, Kaio, Edileuza, Juliana, Marcio, Diego,



Gabriela, Natan, Anauara, Emille, Laiane, Ranna, George, Rodrigo, Sabrina, Laisla,
César, Joanda, Lucas, Thallison, pela 6tima convivéncia e por toda a ajuda.

A Thiago e Nikole, pela amizade, pelos momentos de descontragdo e por sempre estarem
dispostos a me ajudarem em tudo, muito obrigado!

A minha turma de mestrado, pelas amizades, 6tima convivéncia e ajuda. Especialmente a
Camyla, Catarina, Ana Luiza, Junior, Grasiela, Barbara, Danielle, Fernando e Francielly.
E ao pessoal da farmacoquimica, Carlos, Severino, Kimberly, Thiago, Joyce, Neves Neta,
Erika e Natanael por todos os momentos de descontracdo e ajuda nas disciplinas, vocés séo
muito especiais para mim!

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pelo apoio
financeiro.

A Universidade Federal da Paraiba.

A todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formag¢ao, o meu muito obrigado!

Jociano da Silva Lins



RESUMO

LINS, J. S. Investigacdo fitoquimica de Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud.
(Boraginaceae). Jodo Pessoa, 2021. 116p. Dissertacdo de Mestrado - Programa de POs-
Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos. Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal da Paraiba, 2021.

A familia Boraginaceae é composta por cerca de 130 géneros e 2.300 espécies, possuindo
distribuicdo cosmopolita. No Brasil, a familia é representada por 9 géneros e aproximadamente,
129 espécies, tendo os géneros Cordia, Heliotropium e Tournefortia como 0s mais numerosos.
Aespécie Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud. possui uma ampla distribuicdo nas regides
tropicais e subtropicais. No Brasil, é conhecida popularmente como louro-pardo, estando
amplamente distribuida no territério brasileiro, desde o Nordeste até o Sul do pais. O cha das
folhas de louro-pardo é utilizado na medicina popular para o tratamento de reumatismo, artrite,
raquitismo, doencas renais, gripe, resfriado e febre. Diante disto, este trabalho tem como
objetivo contribuir com o conhecimento fitoquimico da familia Boraginaceae por meio do
isolamento de metabolitos secundarios das partes aéreas de C. trichotoma. Para a realizacao
deste trabalho, as folhas e ramos de C. trichotoma foram coletadas no municipio de Maturéia-
PB, e foram submetidas a processos de secagem, pulverizagdo, extracdo e técnicas
cromatograficas para o isolamento dos seus constituintes quimicos. As estruturas quimicas das
substéncias isoladas foram identificadas através das analises dos dados de ressonancia
magnética nuclear de *H e *C uni e bidimensionais, infravermelho e por comparagdes com a
literatura. Neste estudo, foram isoladas nove substéancias: 2-hidroxibenzenoacetonitrila,
relatado pela primeira vez como um produto natural de origem vegetal; uma mistura de 4-
hidroxibenzenoacetonitrila e acido p-hidroxibenzoico, isolados pela primeira vez na familia e
na especie, respectivamente; o E-coclauril e o cafeato de etila, relatados pela primeira vez
na familia e no género, respectivamente; o etil-3,4-dihidroxifenilacetato, relatado pela
primeira vez na espécie. Além destes, foram reisolados os compostos acido cafeico, acido
rosmarinico e acido p-hidroxibenzoico. Esses resultados contribuiram para o conhecimento
quimico da familia Boraginaceae, por meio do estudo fitoquimico de C. trichotoma que
resultou no isolamento de novos compostos nesta espeécie.

Palavras-chave: Cordia trichotoma; Boraginaceae; 2-hidroxibenzenoacetonitrila; E-
coclauril.



ABSTRACT

LINS, J. S. Phytochemical investigation of Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud.
(Boraginaceae). Jodo Pessoa, 2021. 116p. Master's Dissertation - Postgraduate Program in
Natural and Bioactive Synthetic Products. Health Sciences Center, Federal University of
Paraiba, 2021.

The Boraginaceae family comprises about 130 genera and 2,300 species, with a cosmopolitan
distribution. In Brazil, the family is represented by 9 genera and approximately 129 species,
with the genera Cordia, Heliotropium and Tournefortia being the most numerous. The species
Cordia trichotoma (\ell.) Arrdb. ex Steud has a wide distribution in tropical and subtropical
regions. In Brazil, it is popularly known as the laurel-brown, being widely distributed in the
Brazilian territory, from the northeast to the south of the country. Brown laurel leaf tea is used
in folk medicine to treat rheumatism, arthritis, rickets, kidney disease, flu, cold and fever.
Therefore, this work aims to contribute to the phytochemical knowledge of the Boraginaceae
family through the isolation of secondary metabolites from the aerial parts of C. trichotoma.
To carry out this work, the leaves and branches of C. trichotoma were collected in the
municipality of Matureia-PB, and were subjected to processes of drying, spraying, extraction
and chromatographic techniques for the isolation of its chemical constituents. The chemical
structures of the isolated substances were identified through the analysis of *H and **C one-
and two-dimensional nuclear magnetic resonance data, infrared and by comparisons with the
literature. In this study, nine substances were isolated: 2-hydroxybenzeneacetonitrile, reported
for the first time as a natural plant product; a mixture of 4-hydroxybenzeneacetonitrile and p-
hydroxybenzoic acid, isolated for the first time in the family and species, respectively; E-
coclauril and ethyl caffeate, reported for the first time in family and genus, respectively; ethyl-
3,4-dihydroxyphenylacetate, reported for the first time in the species. In addition to these, the
compounds caffeic acid, rosmarinic acid and p-hydroxybenzoic acid were re-isolated. These
results contributed to the chemical knowledge of the Boraginaceae family, through the
phytochemical study of C. trichotoma that resulted in the isolation of new compounds in this
species.

Keywords: Cordia trichotoma; Boraginaceae; 2-hydroxybenzeneacetonitrile; E-coclauryl.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais para prevencao de doengas e recuperacao da saude €
tida como uma pratica que percorre milénios, tendo sua origem na China e Egito, e
posteriormente, sendo propagado para o resto do mundo. O conhecimento empirico sobre as
plantas medicinais esteve presente na historia da humanidade, desde as mais simples até as mais
elaboradas formas de uso terapéutico (MARTINS e GARLET, 2016; RODRIGUES et al., 2020;
VIEIRA-FILHO et al., 2018).

Atualmente, as plantas medicinais sdo muito comercializadas em feiras livres, mercados
e cultivadas nas residéncias, especialmente em localidades pobres do Brasil e em municipios
do interior (MACIEL et al., 2002; GODINHO et al., 2016; SOUZA et al., 2017). De acordo
com os dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 80% da populacdo de paises
emergentes, fazem uso de praticas tradicionais na atencao primaria a saude e, desse total, 85%
utilizam plantas medicinais (ROSA; CAMARA; BERIA, 2011; MACEDO, 2016).

Dentre os paises que compbdem a regido tropical, tendo como exemplo o Brasil,
apresentam plantas que produzem de trés a quatro vezes mais metabdlitos ativos que as espécies
vegetais de regides onde o clima predominante € o temperado. Desta forma, as espécies vegetais
brasileiras exibem uma grande relevancia na obtencdo de compostos, com potencial atividade
biologica, sendo um recurso importante para o tratamento de doencas (CAVALCANTI et al.,
2012).

O Brasil se destaca no cenadrio mundial, devido ter a maior biodiversidade do
planeta, com uma grande variedade de biomas, e apresentando uma flora e fauna de
riquezas imensuraveis (BRASIL, 2019). Inumeras plantas produzem diversas substancias
bioativas durante o metabolismo secundario, esses compostos apresentam uma diversidade
de atividades bioldégicas no organismo, como, anti-inflamatoria, antioxidante,
hipoglicemiante entre outras. (SOUSA et al., 2011; RODRIGUES; DA SILVA; MACEDO,
2017).

As plantas medicinais desempenham um papel expressivo nos sistemas tradicionais de
medicina, formando sua base. Apesar de alguns de seus beneficios de cura ndo possuirem
evidéncias cientificas, os extratos vegetais sdo procurados por conter fontes de substancias
bioativas. Porém, a sua utilizacdo continua como recurso terapéutico para enfermidades, requer
uma abordagem cientifica (NKANTCHOUA et al., 2018).

19



A capacidade que as plantas possuem de biossintetizar compostos esta relacionado ao
tipo de atividade biologica que sdo capazes de promover, visto que essa apresenta uma
associacdo direta com o metabolismo secundario das espécies vegetais. Estes compostos
produzidos pelas espécies vegetais possuem as funcdes de protecdo contra herbivoros e
microrganismos, protecdo contra raios ultravioleta, atracdo de polinizadores e producéo de
substancias alelopaticas, sendo armazenados, em diferentes proporcdes, nas partes mais
vulneraveis da planta (SIMOES et al., 2010). As concentracdes desses compostos podem ser
influenciadas por fatores externos, tais como: indice pluviométrico, componentes do solo, a
intensidade da luz solar e a estacdo do ano. (BARCELOS et al., 2017).

As utilizagbes dos metabdlitos secundarios vdo desde o tratamento de inflamaces
simples, até a cura de enfermidades como o céncer, sendo que de 1940 a 2014, das 175
moléculas descobertas, correspondendo a 49%, sdo de fontes vegetais, estas aplicacGes resultam
diretamente dos metabolitos isolados de plantas, ou de derivacdes desses metabdlitos (CRAGG;
NEWMAN, 2016).

O crescimento consideravel de registros cientificos, bem como os relatérios
etnofarmacologicos sobre as plantas brasileiras sdo um indicador de que esta imensa riqueza
vegetal esta longe de ser totalmente elucidada, possuindo um grande potencial na producao de
farmacos inovadores (GIULIETTI et al., 2005; RICARDO et al., 2018).

Desta forma, o estudo a ser realizado pretende obter um maior conhecimento quimico
sobre os metabdlitos secundarios da espécie Cordia trichotoma (familia Boraginaceae). Sendo
observado na literatura a utilizacdo desta espécie na medicina popular e 0s poucos estudos
descritos em relacdo a investigacdo fitoquimica. Portanto, com a utilizacdo de métodos
cromatograficos classicos e pelo desenvolvimento de metodologias analiticas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), busca-se isolar e determinar novos produtos naturais,

contribuindo assim com a quimiotaxonomia da espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir com o conhecimento fitoquimico do género Cordia através da extracao,
isolamento, purificacdo e identificacdo/determinacgdo estrutural de metabolitos secundarios
das partes aéreas de Cordia trichotoma.

2.2 Objetivos especificos

o Obter extratos e fases organicas das partes aéreas de Cordia trichotoma para o estudo
da sua composic¢ao quimica;

e Extrair, isolar e purificar os metabdlitos secundarios encontrados na espécie C.
trichotoma, utilizando técnicas extrativas com solventes organicos e metodos

cromatograficos;

e FElucidar/identificar a estrutura quimica dos constituintes de C. trichotoma através dos
métodos espectroscopicos, utilizando espectroscopia de ultravioleta, infravermelho e
ressonancia magnética nuclear de *H, *C, HMQC, HMBC, COSY e NOESY;

e Desenvolver métodos analiticos por CLAE-DAD para as fracbes da espécie C.

trichotoma;

e Disponibilizar os constituintes quimicos para estudos farmacolégicos futuros.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Consideraces sobre a familia Boraginaceae

A familia Boraginaceae é composta por cerca de 130 géneros e 2.300 espécies,
possuindo distribuicdo cosmopolita (TUFA et al., 2019) (Figura 1). Os centros de maior
diversidade nos tropicos, sdo a América Central e a América do Norte e Central do Sul e na
Zona Temperada do Norte sdo as regides Mediterranea e Irano-Turaniana (AL-SHEHBAZ,
1991; APG 1V, 2016).

No Brasil, a familia é representada por 9 géneros e aproximadamente, 129 espécies,
(MELO et al., 2014), tendo os géneros Cordia, Heliotropium e Tournefortia como 0s mais
numerosos (VIEIRA et al., 2013). Estas espécies se apresentam como subarbustos, arbustos,
arvores, ervas e lianas. Na regido Nordeste agrupam-se aproximadamente 70 especies
distribuidas em seis géneros: Cordia L., Heliotropium L., Tournefortia L., Patagonula L.,
Auxemma Miers e Rotula Lour., entretanto, estudos taxonémicos de Boraginaceae, no Brasil,
principalmente na regido Nordeste ainda sdo escassos, mesmo com a representatividade das
espécies associada a ampla distribuicdo nos ambientes (MELO; ANDRADE, 2007).

Figura 1 - Mapa da distribuicdo geografica da familia Boraginaceae no mundo, representada
pelas areas em verde.

k
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<

Fonte: http://tropicos.o'rg/Name/42000289. Acesso em 27 jun. 2021

As plantas da familia Boraginaceae sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento
da asma, febre, pedras nos rins, artrite, cura de feridas, entorses e fraturas sseas (AL-SNAFI,

2015).
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Os principais metabdlitos secundarios desta familia sdo polifendis, naftoquinonas,
terpenoides, fitoesterdis, alcaloides e acidos graxos, sendo que alguns destes apresentaram
atividades antibidtica e antioxidante. Propriedade curativa de feridas desta familia s&o
atribuidas as atividades antibacteriana, antioxidante, antiviral e anti-inflamatéria dos
componentes fendlicos, incluindo flavonoides, naftoquinonas e &cidos fendlicos (LI et al.,
2010; SOUSA et al., 2015).

3.2 Consideracdes sobre o género Cordia

O género Cordia L. (Boraginaceae), € composto por mais de 300 espécies de arvores ou
arbustos deciduos (OZA; KULKARNI, 2017), possuindo ampla distribuigdo, principalmente
em regides tropicais, e se estendendo da regido leste da india até o leste do Mediterraneo
(KENDIR et al., 2020; THIRUPATHI et al., 2008).

Vaérias especies do género possuem alto valor, em especial como fontes de madeiras,
entretanto, muitas delas também sdo utilizadas para usos medicinais, como aromaticas e em
programas de restauracdo (MATIAS et al., 2015).

A maior parte das espécies do género Cordia tem sido utilizadas para o tratamento de
tumores, feridas, Ulcera, furinculos e gota. De acordo com a medicina tradicional, a decoccéo
de folhas de diversas espécies é usada para tratar gripes, tosse, febre, asma, diarreia, célicas
menstruais, dor de cabeca, picada de cobra e como tonico. A casca € utilizada como estimulante
do figado e adstringente. Adecoccéo daraiz € usada para tratar bronquite, tuberculose e malaria.
Os frutos das espécies do mesmo género sdo usados como purificadores do sangue e
demulcentes (OZA; KULKARNI, 2017; CHAUDHARY et al., 2019).

Inimeros metabolitos secundarios, como flavonoides, sesquiterpenos, triterpenos,
alcaloides, naftoquinonas e acidos graxos foram isolados de diferentes partes de espécies de
Cordia (JASIEM et al., 2016; MATIAS et al., 2015; OZA; KULKARNI, 2017) (Quadro 1, pag.
24). Também foi relatado que os extratos de Cordia contém compostos fendlicos, como rutina,
hesperidina, robinina, datiscoside, dihidrorobinetina, &cido cafeico e acido clorogénico (AL-
ATI, 2011; AL-SNAFI, 2015; AL-AWADI, 2001).

Vaérias espécies de Cordia possuem diversas atividades farmacoldgicas como anti-
inflamatério, antitumoral, antibacteriano, analgésico, antioxidante, antidiabético e como
cicatrizante (OZA; KULKARNI, 2017).
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Quadro 1 - Algumas substancias isoladas de espécies do género Cordia.

Espécie Parte da planta Substancias isoladas Referéncia
C. globosa Folhas i SILVAet al., 2010
OCHg OH
H3CO o} \\‘\\\\©/ HO. o} W
OH o] OH o
(5-hidroxi-7, 4’-dimetoxiflavanona) (Eriodictiol)
C. verbenacea Folhas DOUGLAS et al., 2004

(a-Humuleno) (Aloaromadendrano)

TICLI et al., 2005
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C. dichotoma

Folhas

(a-Amirina)

BHATTACHARYA AND
SAHA, 2013

HUSSAIN AND
KAKOTI, 2013

JAMKHANDE et al,
2013

C. globifera

Raiz

H
\\\\\\\ N Y \\\\\\ N
(6]
o} N 6]

(Cordiarimida A) (Cordiarimida B)

PARKS et al., 2010.
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C. leucocephala Raiz O OLIVEIRA et al., 2012
. RODRIGUES etal., 2012
1
R2
o]

6-[10-(12,12-Dimetil-13a-hidroxi-16-metenil-clicloexil)etil]-1,4-

naftalenodiona R1=0OH; R2=H

5-Metil-6-[10-(12,12-dimetil-13B-hidroxi-16-cicloexil)metil]-1,4-

naftalenodiona R1=H; R2=0OH
C. macleodii Madeira PANDEY etal., 2011

(o]
HO' \
(o]
’ MV\
HO

(Acido linoleico)

(Acido laurico)

Fonte: Adaptado de MATIAS (2015).
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3.3 Consideracdes sobre a espécie Cordia trichotoma

A espécie Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud. (Figura 2) pertence a familia
Boraginaceae, com ampla distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais. No Brasil, é
conhecida popularmente como louro-pardo, estando amplamente distribuida no territorio
brasileiro, desde o Nordeste até o Sul do pais. E uma arvore de crescimento rapido, podendo
atingir uma altura de aproximadamente 35 metros e 100 centimetros de didmetro com caule
reto e madeira densa. (CARVALHO, 2003; BERGHETT!I et al., 2015, ARAUJO et al., 2016;
CADORIN et al., 2015; MACHADO et al., 2015). Possui ocorréncia em vegetacdo secundaria
(CARVALHO, 2002), e apresenta-se como uma das Unicas espécies arbdreas que floresce no
outono na América do Sul (GRINGS; BRACK, 2011).

O ché das folhas de louro-pardo € utilizado na medicina popular para o tratamento de
reumatismo, artrite, raquitismo, doencas renais (AGRA et al., 2007), gripe, resfriado e febre
(SENS, 2002). Em relagéo as atividades biologicas, o 0leo essencial de C. trichotoma exibiu
atividade larvicida frente as larvas do mosquito Aedes aegypti (MENEZES; LEMOS; LOIOLA,
2001).

Em estudos fitoquimicos descritos na literatura, foram relatados o isolamento,
identificacdo e caracterizacdo de sesquiterpenos, triterpenos, esteroides e quinonas terpenoides
da madeira de C. trichotoma (MENEZES et al., 2001) (Esquema 1, pag. 28) e acidos fenolicos,
triterpenos e quinonas do caule desta espécie (SILVA, 2004) (Esquema 2, pag. 29).

Figura 2 - Espécie Cordia trichotoma (\Vell.) Arrab. ex Steud.

N~ v B e Y
3 <

Fonte: Josean Fechine Tavares (2019).
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Esquema 1 - Substancias isoladas da madeira da espécie C. trichotoma.

OH

Trichotomol

Cordiacromo C

HO

=TT

Acido oleandlico

B-Sitosterol

Fonte: Autoria propria
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Esquema 2 - Substéancias isoladas do caule da espécie C. trichotoma.

o O\

HO CHs HO

3-formil-2,4-dihidroxi- o B
6-metil-benzoato de etila Acido oleandlico

OH O OH

HsC OCH,

1,8-diidroxi-4-metoxi-6-metilantraquinona

Fonte: Adaptado de SILVA (2004).

3.4 Compostos fendlicos

Os compostos fenolicos sdo produzidos por espécies vegetais como metabolitos
secundarios, apresentando uma estrutura quimica em comum, um anel aromatico ligado a um
ou mais grupamentos hidroxilicos (BECKMAN, 2000; PARR; BOLWELL, 2000;
VALCARCEL et al., 2015), estes metabolitos diferem dos primarios (aminoacidos, clorofila e
carboidratos simples) pois, apesar de possuirem importantes utilidades ecoldgicas, nédo
participam dos processos de assimilacdo, respiracdo, transporte e diferenciacdo das plantas
(KENNEDY; WIGHTMAN, 2011).
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Os compostos fendlicos das plantas séo classificados como fendis ou polifendis, de
acordo com a quantidade de unidades de fenol na molécula (SOTO-VACA et al., 2012). Os
fendis abrangem os compostos que possuem apenas um anel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxila. Os polifendis consistem em compostos que possuem multiplos aneis
fendlicos em sua estrutura e podem ser distribuidos em classes de acordo com o nimero de
anéis fenolicos e os elementos estruturais que ligam a estes (WATERHOUSE, 2002). Estes,
ainda podem associar-se entre si, ampliando a diversidade e complexidade desta classe de
compostos. De acordo com a proposta de Quideau et al. (2011) o termo "fendlicos vegetais"
deve ser usado para se atribuir a metabdlitos secundarios produzidos por plantas que surgem
biogeneticamente da via do chiquimato e/ou "policetideo” via acetato, e que apresentam uma
ampla gama de funcGes bioldgicas nas plantas (HARBORNE et al., 1989, QUIDEAU et al.,
2011). Sendo assim, os principais fenolicos vegetais encontrados em plantas sdo os fendis
simples, acidos fenodlicos (acidos hidroxibenzoico, hidroxicindmico e seus derivados),
fenilpropanoides, cumarinas, ligninas, lignanas, taninos condensados e hidrolisaveis, e
flavonoides (Tabela 1, pag. 31) (SOTO-VACA et al., 2012). Estes compostos podem ainda estar
ligados a glicosideos, como glicose, ramnose, galactose, arabinose, xilose e rutinose
(JUSTESEN; KNUTHSEN; LETH, 1998; MUCHUWETI et al., 2007).

Em comparacdo com os alcoois, 0s compostos fenodlicos possuem um carater mais acido,
devido a presenca do anel benzénico que confere uma maior estabilidade aos produtos de
oxidacao dos fenois (SOARES et al., 2008), essa reatividade quimica é responsavel pela acao
antioxidante dos fenois, sendo este carater, dependente do numero de grupos hidroxila,
possibilitando assim a captura de radicais livres (VAZQUEZ et al., 2008; KIM et al., 2019;
ZAITER et al., 2016; SUBRAMANIAN et al., 2015).

Mais de 8.000 compostos fendlicos ja foram identificados, com ampla distribuicao
dentro do reino vegetal (ELNOUR et al., 2018). Esses compostos podem ser encontrados em
quase todas as partes das plantas e dependendo da sua estrutura, podem promover diferentes
funcbes que vao desde a constituicdo esquelética dos diferentes tecidos até a pigmentacédo de
varios orgaos da planta (IGNAT, 2011). Além destas funcbes, os compostos fendlicos sdo
produzidos pelas plantas com o intuito de promover uma resposta a problemas ecolégicos,
como, defesa contra patdgenos, radiacdo ultravioleta (UV) e ataques de insetos (DIAZ NAPAL
et al., 2010; KENNEDY; WIGHTMAN, 2011; ZULAK et al., 2006; CHUNG et al., 2003).
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Vérios estudos ainda sdo direcionados para se determinar as estruturas quimicas,
atividades bioldgicas e rotas biossintéticas dos compostos fendlicos (BOUDET, 2007; COHEN;
KENNEDY, 2010).

Além da propriedade antioxidante que garante a sobrevivéncia das plantas, os
compostos fendlicos vém chamando atencdo por sua importancia na manutencdo da salde
humana (BETTAIEB et al., 2011). Estes compostos exercem um papel significativo na protecao
celular, devido a capacidade de sequestrar ou inibir as diversas espécies reativas do oxigénio
(EROs), transferir elétrons para os radicais livres, inibir enzimas oxidases e ativar enzimas
antioxidantes (DUMITRIU et al., 2015), exercendo efetiva acdo na prevencdo do estresse
oxidativo, sendo este, apontado como uma das principais causas de algumas doengas, como
arteriosclerose, doencas neurodegenerativas e diabetes (ASADI et al., 2010). As atividades
biologicas de diferentes compostos fendlicos foram largamente estudadas. As propriedades
antimicrobianas, antitumorais, anti-inflamatorias, gastrointestinais e cardiacas foram atribuidas
aos mais variados tipos de substancias fendlicas (ALINIAN et al., 2016 ; NEMETH-
ZAMBORI et al., 2016).

Tabela 1 - Classes de compostos fenolicos.

Esqueleto basico Classes
Cs Fenois simples e benzoquinonas
Ce-C Acidos fendlicos
Ce-C2 Acetofenonas e acidos fenilacéticos
Cs-Cs Fenilpropanoides, cumarinas e cromonas
Cs-C4 Naftoquinonas
Ce-C-Cs Xantonas
Cs-C2-Cs Estilbenos e antraquinonas
Cs-C3-Cs Flavonoides
(Ce-C3)2 Lignoides
(C6-C)n Taninos hidrolisaveis
(Ce-C3)n Ligninas
(Ce-C3-C-6)n Taninos condensados

Fonte: Adaptado de GARCIA-SALAS et al. (2010).
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3.5 Acidos fendlicos

Os &cidos fendlicos sdo uma das principais classes de compostos fendlicos presente nas
espécies vegetais. O termo ""&cidos fendlicos™ representa os compostos fendlicos com um grupo
funcional &cido carboxilico (PEREIRA et al., 2009). Estes compostos podem ser divididos em
dois subgrupos: derivados do acido hidroxibenzoico (AHB) e do &cido hidroxicinamico (AHC).
Os AHBs sdo formados por um esqueleto carb6nico basico C6-C1, tendo como exemplos, 0s
acidos protocatecuico, vanilico, galico e siringico. Os AHCs sao formados por um anel fenélico
ligado a uma cadeia lateral de trés carbonos (C6-C3), tendo como exemplos, os &cidos
cumarico, feralico e sinapico (KAUR et al., 2012). A pesar de sua estrutura basica permanecer
a mesma, a quantidade de grupos hidroxilas e suas posi¢cGes no anel aroméatico podem variar
bastante, resultando em diferentes acidos fendlicos (STALIKAS, 2007; QUIDEAU et al., 2011;
RAMAWAT; MERILLON, 2013).

Os &cidos fendlicos podem ser encontrados nos tecidos das espécies vegetais na forma
livre ou, mais constantemente, na forma ligada. A porcéao ligada é comumente encontrada como
ésteres, glicosideos ou em polimeros. (ANDJELKOVIC et al., 2005; EL-SEEDI et al., 2012).
Além disso, foram identificados em tecidos de plantas, acidos fenolicos ligados a outros
constituintes naturais como por exemplo, flavonoides, acidos graxos e esterois (LI et al., 2010;
ROBBINS, 2003; CARLSEN et al., 2009).

A biossintese dos acidos fendlicos ocorre através da via do acido chiquimico, a partir
dos aminoacidos L-fenilalanina ou, em menor grau, da L-tirosina (HELENO et al., 2015). A
principal via metabdlica para a biossintese dos acidos fendlicos envolve a sintese do &cido
cindmico a partir da L-fenilalanina, catalisada pela enzima fenilalanina aménia-liase (FAL)
(SHAHIDI; NACZK, 2003). Em seguida, o &cido cinamico é transformado, através da acéo
catalitica de diferentes enzimas (por exemplo, hidroxilases, metiltransferases), em inimeras
variedades de acidos fendlicos. O acido benzoico € biossintetizado a partir do acido cinamico
através da via B-oxidativa (QUALLEY et al., 2012). Em relacdo aos derivados do acido
benzoico, as reacdes de hidroxilacdo e metilacdo sdo similares as que ocorrem para 0s derivados
do acido cinamico (Figura 3, pag. 33) (HELENO et al., 2015; GROSS, 1985).

O grupo dos é&cidos fendlicos apresentam um amplo espectro de atividades
farmacoldgicas, sendo responsaveis pela eliminacdo de radicais livres, quelacdo de ions
metélicos, e alteracdes de atividades enzimaticas. Além disto, esses compostos exibem
atividades antiviral, anti-inflamatéria, antialérgica, diurética, bem como atividade colagoga e
colerética (ATOUI, 2005; ROBBINS, 2004; ZHENG, 2001). Foi comprovado que eles
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previnem doencas corondrias, inflamacdo, diabetes tipo 2 e auxiliam no tratamento do cancer
(HUANG et al., 2010).

Figura 3 - Biossintese dos &cidos fenolicos a partir da L-fenilalanina.
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3.6 Glicosideos cianogénicos

Glicosideos cianogénicos ou glicosideos a-hidroxinitrila sdo compostos que pertencem a
classe dos produtos naturais que apresentam uma porcao nitrila e que apds sucessivas reacoes
enzimaéticas, liberaram cianeto de hidrogénio (HCN) (GLEADOW; MOLLER, 2014).

Quimicamente, consistem em duas partes principais, uma aglicona composta por um car-
bono central ligado a uma fragdo CN e dois grupos substituintes (R1 e R2) e um acucar (R3),
um monossacarideo (glicose) ou um dissacarideo (gentiobiose) por uma ligacédo glicosidica. R1
pode ser uma porgdo alifatica, ciclica, aromatica ou heterociclica e R2 ¢ mais comumente hi-
drogénio, mas também pode ser um grupo metil ou etil. As agliconas de glicosideos cianogéni-
cos sao biossintetizadas a partir de um dos seguintes aminodacidos: fenilalanina, tirosina, valina,
isoleucina, leucina, 2-(2'-ciclopentenil)-glicina e 2-(2'-hidroxi-3’ciclopentenil)-glicina (GLEA-
DOW; MOLLER, 2014) (Figura 4).

Figura 4 - Estrutura geral dos glicosideos cianogénicos.

Ao todo, existem 112 glicosideos cianogénicos relatados, sendo 68 relatados antes do
ano 2000 e 44 ap06s os anos de 2000 até hoje. (GLEADOW; MOLLER, 2014). Estes compostos
sdo amplamente distribuidos no reino vegetal, sendo encontradas em mais de 2600 espécies de
plantas e representando mais de 130 familias (BOLARINWA; ORFILA; MORGAN, 2014;
BUHRMESTER; EBINGER; SEIGLER, 2000; GANJEWALA, 2010; VETTER, 2000), inclu-
indo samambaias, gimnospermas e angiospermas. Gimnospermas e pteridéfitas possuem glico-
sideos cianogénicos derivados de aminoacidos aromaticos, enquanto que as angiospermas po-
dem apresentar glicosideos cianogénicos derivados de aminoacidos alifaticos ou aromaticos
(ZAGROBELNY; BAK; MOLLER, 2008).

Compostos referentes a esta classe de metabdlitos secundarios ja foram isolados em

espécies de plantas da familia Boraginaceae. Litospermosideo isolado das espécies,
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Lithospermum officinale, Lithospermum purplreocaeruleum (SOSA et al., 1977), Ehretia
philippinensis (SIMPOL et al., 1994) e Coldenia procumbens (KUMAR et al., 2013), e
menisdaurina das espéecies Ehretia longiflora (HOANG et al., 2009), Tiquilia plicata, Tiquilia
canescens (SEIGLER et al., 2005).

Nas espécies vegetais, a via biossintética destes compostos pode ser descrita em trés
etapas, tendo como exemplo a biossintese do dhurrin (Figura 5, pag. 37). Etapa-1: Ocorre a
conversdo de um aminodacido precursor em E-aldoxima por meio de duas reaces de N-hidro-
xilagdo no grupo amino e uma descarboxilagdo-eliminacgéo, sendo todas essas reacoes catalisa-
das por uma enzima da familia do citocromo-P450. Etapa Il: a E-aldoxima sofre uma reacdo de
isomerizagdo ndo enzimatica, sendo convertida em Z-aldoxima, em seguida ocorre uma desi-
dratacdo da oxima para nitrila e uma reacéo de hidroxilagdo para forma uma cianoidrina, estas
reacOes sdo catalisadas por outra enzima da familia do citocromo-P450. Etapa Il1: uma enzima
soluvel UDP- glucosiltransferase promove uma reacao de glicosilacdo na cianoidrina, biossin-
tetizando os glicosideos cianogénicos (NIELSEN et al., 2008, DEWICK, 2009).

A ligacéo glicosidica em glicosideos cianogénicos pode ser hidrolisada em duas etapas,
utilizando B-glucosidases e hidroxitrila-liases. As enzimas hidrolisantes sdo sintetizadas pela
mesma planta e armazenado em um local diferente. Os glicosideos cianogénicos séo
armazenados nos vacuolos, em maior quantidade nos tecidos foliares, ao mesmo tempo em que
as enzimas [-glucosidases estdo no espaco apoplastico, no citoplasma e cloroplasto e as enzimas
hidroxitrila-liases sdo acumuladas no citoplasma. Quando ocorre o rompimento do tecido da
planta, as enzimas e o0s glicosideos cianogénicos entram em contato, produzindo as
cianoidrinas, cianeto de hidrogénio (HCN) e cetonas (VETTER, 2017). Foi comprovado que a
quantidade total de HCN liberada pela hidrélise do glicosideo cianogénico é frequentemente
mais alto em mudas e mais baixa em plantas envelhecidas (GLEADOW; WOODROW, 2000;
LAMONT, 1993; TILL, 1987; WEBBER; WOODROW, 2009; DAHLER; MCCONCHIE;
TURNBULL, 1995). H& uma forte correlacdo entre o aumento de HCN e a diminuicdo da
herbivoria. Além disto, os glicosideos cianogénicos atuam como um eliminador de espécies
reativas do oxigénio (EROs) e osmoprotetor relacionado a tolerdncia a estresses abioticos,
incluindo temperatura, sal e estresses oxidativos, nutricionais e hidricos (HAYES et al., 2016;
PICMANOVA et al., 2015; BALLHORN et al., 2008 a, b; BURKE et al., 2013). Ha pouco
tempo, foi considerado que estes compostos armazenam e transportam nitrogénio e glicose
durante as fases de desenvolvimento da planta relacionado as vias de renovacdo enddgena
(MOLLER, 2010). Entretanto, sua fungdo principal é a defesa da planta contra ataques de

herbivoros e patdgenos (FLEMATTI et al., 2013). Também foi demonstrado que estas
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substancias estdo envolvidas na germinagdo, formacgdes do broto, aclimatacdo ao frio e
desenvolvimento das flores (GLEADOW; MOLLER, 2014).

Estudos tém demostrado que compostos cianogénicos apresentam efeitos terapéuticos
para combater varias doencas, como hipertensdo, asma e cancer (LEE; MOOM, 2016).

Entre as plantas que produzem glicosideos cianogénicos, muitas também produzem
glicosideos B e/ou y-hidroxinitrila. N&o se sabe muito sobre como e por que as plantas produzem
glicosideos B e/ou y-hidroxinitrila. Devido as semelhangas estruturais entre os a, B e y-
glicosideos de hidroxinitrila e uma alta frequéncia de coocorréncia, foi proposto que estes
compostos possuem uma relacdo biossintetica (LECHTENBERG; NAHRSTEDT, 1999).
Algumas relagdes biossintéticas entre o, p e y glicosideos hidroxinitrila aciclicos foram
elaboradas (BJARNHOLT; MOLLER, 2008; BJARNHOLT, 2008).

Nielsen et al. (2002) propuseram que a biossintese dos glicosideos B e y-hidroxinitrila
retrata a diversidade evolutiva da segunda enzima P450 na via biossintética dos glicosideos
cianogénicos gerais, tendo como exemplos de variagdes desta enzima a CYP71E1 em Sorghum
bicolor e CYP71E7 em Manihot esculenta. Estas enzimas P450 catalisam uma reagdo de
desidratacdo das oximas, produzindo as nitrilas correspondentes e posteriormente uma C-
hidroxilagdo para produzir as a, e y-hidroxinitrilas (BAK et al., 1998, HALKIER; MOLLER,
1990, KAHN et al., 1997, SHIMADA; CONN, 1977). As a, B e y-hidroxinitrilas formadas séo
em seguida glicosiladas para formar os glicosideos de hidroxinitrila saturados ou podem passar
por uma reacdo de desidratacdo C-C seguida por outra C-hidroxilagdo para gerar os y-
hidroxinitrilas insaturados que podem posteriormente ser glicosilados (NIELSEN et al., 2002)
(Figura 6, pag. 38).

A origem biossintética dos glicosideos y-hidroxinitrila ciclicos ainda nao foi explorada
até o momento, entretanto parece mais aceitavel que eles tenham evoluido da tirosina como a
dhurrin (SEIGLER et al., 2005; WILLEMS, 1988). Assim, é provavel que sua existéncia em
algumas espécies vegetais deva trazer funcbes bioldgicas importantes, especialmente no que se
refere a herbivoria. Um estudo da ocorréncia de menisdaurina e dhurrin em espécies de Tiquilia
plicata e T. canescens (Boraginaceae) propds a relagdo entre os glicosideos a e y-hidroxinitrila
derivados da tirosina (SEIGLER et al., 2005). Este resultado reforca as sugestdes anteriores
realizadas por Lechtenberg e Nahrstedt (1999) e Seigler et al. (2005) sobre a origem

biossintética dos glicosideos y-hidroxinitrila derivados da tirosina.
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Figura 5 - Rota biossintética dos glicosideos cianogénicos.
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Figura 6 - Rota biossintética dos glicosideos a, B ¢ y-hidroxinitrila.
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O p-hidroxifenilacetonitrila parece ser o intermediario comum na biossintese de todos
os glicosideos a e y-hidroxinitrila derivados da tirosina. Em seguida, pode ocorrer hidroxilacéo
(0es) adicional (is) na posicdo a ou y do grupo nitrila para formar, os glicosideos o ou y-
hidroxinitrila correspondentes, de acordo com o que foi teorizado para glicosideos nitrilicos
aciclicos (MANGA; MESSANGA; SONDENGAM, 2001; BAK et al., 2006; SAITO et al.,
2012). Presumisse que a y-hidroxinitrila formada pode ser posteriormente glicosilada para
formar o ehretiosideo B (SIMPOL et al., 1994) ou ser submetido a uma gama de reacdes,
compostas por rearranjo alilico, cetonizacdes, hidroxilagbes, hidrogenacGes e glicosilacdes
(ABOUEM et al., 2014; SEIGLER et al., 2005; GIURLEO, 2017).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e equipamentos utilizados.

A cromatografia liquida de média pressdo (CLMP) foi realizada utilizando um
cromatografo BUCHI® com um sistema de bomba e injetor de solventes e como fase
estacionaria utilizou-se silica gel (Siliaflash® F60 SiliCycle®, 40-63 pm, 230-400 mesh) e como
eluentes foram utilizados os solventes orgéanicos, hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH), puros ou em misturas binérias em ordem crescente de polaridade. O fluxo
utilizado em todas as analises foi de 13 mL/min.

As cromatografias em camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas utilizando
placas cromatograficas da Merck® contendo silica gel 70 com indicador de fluorescéncia Fzsa,
diametro de 20 x 20 cm e espessura de 0,25 mm e como eluentes foram utilizados os solventes
organicos, Hex, cloroférmio (CHCIz), AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias em
ordem crescente de polaridade. As substancias foram reveladas através da exposi¢do a luz
ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm e em camara saturada com
vapores de iodo.

Para as analises em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala analitica
foi utilizado um equipamento da Shimadzu (Prominence®), equipado com mddulo de
bombeamento de solvente binario LC-20AT, autoinjetor SIL-20A, um sistema de
desgaseificacdo DGU-20A5 e detector de arranjo de diodo (DAD) SPD-M20A. A coluna
utilizada foi da Kromasil® C-18 (250 mm x 4.6 mm d. i. preenchido com particulas 5 pum)
conectada a uma pré-coluna Security GuardGemini® C-18 (4 mm x 4.6 mm d. i. preenchido
com particulas 5 pum). A fase mdvel utilizada foi composta por agua ultra-pura obtida por
sistema de purificacdo Milli-Q Millipore® com é&cido formico (0,1 %) e metanol grau CLAE
(Tédia®, Brasil). O fluxo empregado para a fase movel foi de 0,6 mL/min com um volume de
injecdo de 20 pL.

Para as analises em CLAE em escala preparativa foi utilizado um equipamento da
Shimadzu (Prominence®), composto por controlador de sistema SLC 10A vp, duas bombas LC-
6AD, injetor manual e detector DAD SPD-M10A. Foi utilizado uma coluna de fase reversa C-
18 da marca ACE® (250 mm x 21.2 mm d. i. preenchido com particulas 5 um). A fase movel
utilizada foi composta por agua Milli-Q Millipore® com &cido formico (0,1 %) e metanol grau
CLAE (Tédia®, Brasil). O fluxo empregado para a fase movel foi de 8,0 mL/min com um

volume de inje¢ao de 100 e 200 pL.
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Os espectros de RMN foram registrados em um espectrometro da BRUKER, operando
a 400 MHz para hidrogénio (RMN H) e 100 MHz para carbono-13 (RMN *3C). As amostras a
serem analisadas foram preparadas dissolvendo-as em solventes deuterados. Os deslocamentos
quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J)
em Hz. As multiplicidades da RMN *H foram indicadas segundo a convenco: s (simpleto), sl
(simpleto largo), d (dupleto), d (dupleto largo), dd (duplo dupleto), ddd (duplo duplo dupleto),
t (tripleto), tl (tripleto largo), g (quarteto) e m (multipleto).

Os espectros na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™), foram obtidos utilizando
um espectrometro da marca Shimadzu (modelo IR Prestige-21), com frequéncia medida em cm-

! obtidos em pastilha de brometo de potassio (KBr), utilizando-se 1 mg de cada amostra.

4.2 Coleta e identificacdo botanica.

Partes areas de Cordia trichotoma foram coletadas no municipio de Maturéia, estado da
Paraiba. Em seguida, foi identificada pela Profa. Dra. Maria de Fatima Agra, do Setor de
Boténica do Programa de Pds-graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
(PPgPNSB) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB). A exsicata da planta foi depositada
no Herbério Professor Lauro Pires Xavier do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza da UFPB
sob identificacdo JPB 30956.

O estudo esta registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o nimero A84F5C9.

4.3 Obtencdo e fracionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de C.
trichotoma.

O material vegetal (partes aéreas) coletado foi desidratado em estufa com ar
circulante a temperatura de 40 °C durante 72 horas, e em seguida triturado em moinho
mecanico, obtendo-se 2475 g de pd seco. O po6 obtido foi submetido a maceracdo com
etanol a 95 % em um recipiente de aco inoxidavel. Foram feitos cinco processos de extracdo
num intervalo de 72 horas entre eles, para garantir uma maxima extracdo dos constituintes
quimicos. A solucdo extrativa obtida foi filtrada, fazendo-se, em seguida, a evaporacdo do
solvente com o auxilio de um rotaevaporador a uma temperatura média de 40 °C. Ap0s esse
processo de evaporacdo do solvente, obteve-se o extrato etanolico bruto (EEB), que pesou
154,1 g (Esquema 3, pag. 43).
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Para obtencéo das fases, foram utilizadas 144,5 g do extrato etandlico bruto. Este
foi dissolvido numa mistura de etanol:4gua (7:3 v/v) e homogeneizado, obtendo-se uma
solucdo hidroalcoodlica. Esta solugdo foi submetida a um processo de particdo liquido-
liguido em ampola de separagdo, utilizando os solventes hexano, cloroférmio, acetato de
etila e n-butanol. As respectivas fases foram tratadas com sulfato de sédio anidro para
secagem, posteriormente foram concentradas em rotaevaporador sob pressdo reduzida a
uma temperatura média de 40 °C, fornecendo as fases hexanica (24,5 g), cloroférmica
(15,33 g), acetato de etila (7,0 g) e n-butandlica (12,6 g) (Esquema 3).

Esquema 3 - Obtencdo e fracionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de C.
trichotoma.

Partes aéreas
(Folhas e ramos)

Secas em estufa com ar circulante a 40 °C
por 72h e moidas em moinho mecéanico

P64 da planta (2475 Q)

Maceragéo com EtOH 95 % (5 x 6 L) por 72 h
Concentrado em rotaevaporador a 40 °C

EEB (154,1 g)

EEB (144,5 g)

Particdo: Hexano, Cloroférmio, acetato de etila e n-
butanol

Fase hexanica (24,5 g) Fase CHCIs (15,3 g) Fase AcOEt (7,0 g) Fase n-butanolica (12,6 g)

Fonte: Autoria Propria
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4.4 Isolamento dos constituintes quimicos de Cordia trichotoma.

4.4.1 Processamento cromatogréafico da fase cloroférmica de C. trichotoma por CLMP.

A fase cloroférmica (3,0 g) foi submetida a uma cromatografia liquida de media
pressdo (CLMP), utilizando como fase estacionaria silica gel, e como fase mével hexano,
acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de
polaridade, obtendo-se assim um total de 22 fracGes (Tabela 2, pag. 45). Essas fracdes
foram monitoradas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), utilizando o
sistema de eluicdo composta por Hex: AcOEt nas proporg¢des de 80:20, 70:30, 50:50, 40:60
e 20:80 % e reunidas de acordo com seus fatores de retencdo (Rfs), ap6s visualizagdo na
luz ultravioleta e revelacdo em camara saturada com vapores de iodo. As fragdes 3, 4, 5, 6,
reunido de 7 a 11, reunido de 12 a 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22 foram injetadas
separadamente em um equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a
detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD) para obtencdo dos perfis cromatograficos
(Esquema 4 pag. 45).

4.4.2 Caracterizacao do perfil cromatografico das fracées da fase cloroférmica de C.
trichotoma por CLAE-DAD analitico.

Para a preparacdo das amostras (fracGes 3, 4, 5, 6, reunido de 7 a 11, reunido de 12
a 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 e 22), pesou-se em tubos de eppendorf 1 mg de cada fracdo
separadamente, em seguida foi adicionado em cada eppendorf, 1 mL de metanol e sonicado
por 20 minutos para a completa dissolucdo, em seguida foram filtrados em filtros de seringa
com porosidade de 0,45 um, obtendo amostras nas concentracGes de 1 mg/mL. A fase mo-
vel foi composta por 1000 mL de agua Milli-QMillipore® acidificada com 1000 pL de acido
férmico com concentracdo de 0,1 % (fase aquosa) e metanol grau CLAE (fase organica).
Em seguida foi utilizado um método analitico em modo de eluicdo gradiente, sendo o0 mé-
todo composto por MeOH:H.O acidificada (0,1% de acido formico) na proporgdo de 5 a 100 %
MeOH em 60 min. Foram realizadas corridas cromatogréaficas de todas as amostras com o ob-
jetivo de obter os perfis cromatograficos.

Apds as analises dos cromatogramas, as fracGes 3, 4 e 5 obtiveram os melhores
perfis cromatograficos e estes se apresentaram bastante semelhantes. Sendo assim, estas
fracGes foram reunidas. Posteriormente, 0 método foi modificado para se obter um melhor

perfil cromatogréfico, com o intuito de promover uma boa separagdo dos compostos no
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CLAE-preparativo. O método modificado consiste em eluicdo no modo gradiente, em
MeOH:H-0 acidificada (0,1% de &cido formico) na propor¢édo de 5 a 75 % MeOH em 90 min,
75 a 100 % em 5 min, 100 % em 20 min, 100 a 5 % em 5 min, permanecendo em 5 % por 20
min. O fluxo da fase movel foi de 0,6 mL/min. Em seguida foi realizado a transposicao do
método analitico para a CLAE preparativa com o objetivo de separar e coletar os compostos da
fracdo 3 a 5.

4.4.3 Processamento cromatografico da fracdo 3 a 5 da fase cloroférmica de C. trichotoma
por CLAE-DAD preparativo.

Preparacdo da amostra para a separacdo na CLAE preparativa: a fracdo 3 a 5 com 180
mg foi transferida para um tubo de eppendorf e sem seguida foi adicionado 2 mL de metanol,
sonicado por 30 min e centrifugado por 5 min em 15000 RPM a 25 °C. Apds a centrifugacéo
foi retirado o sobrenadante (1,6 mL) e realizadas as inje¢des. O fluxo utilizado na CLAE
preparativa foi de 8,0 mL/min, sendo realizado ao todo 15 inje¢Ges de 100 pL cada, utilizando
um comprimento de onda de 280 nm. Ao final da décima quinta corrida cromatografica foram
coletadas 16 fragdes, que foram concentrados em rotaevaporador e submetidos a analise de
RMN H, 3C-APT e bidimensionais resultando nas substancias codificadas como Ct-1, Ct-2,
Ct-3, Ct-4, Ct-5 e Ct-6 (Esquema 5, pag. 45).

Tabela 2 - Fracionamento cromatografico da fase cloroformica de C. trichotoma em CLMP.

Fracoes Solventes Proporcéo (%)

1 Hexano 100

2-3 Hexano:AcOEt 70:30

4 Hexano:AcOEt 60:40

5 Hexano:AcOEt 40:60

6 Hexano:AcOEt 30:70

7 Hexano:AcOEt 20:80
8-9 AcOEt 100

10 AcOEt:MeOH 95:05

11-12 AcOEt:MeOH 90:10

13 AcOEt:MeOH 80:20

14-16 AcOEt:MeOH 70:30

17 AcOEt:MeOH 60:40

18 AcOEt:MeOH 50:50

19-20 AcOEt:MeOH 20:80
21-22 MeOH 100
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Esquema 4 - Fracionamento da fase cloroférmica das partes aéreas de C. trichotoma.

Fase CHCIz (3 g)

CLMP Silica gel
Eluente: Hex. AcOEt e MeOH
22 Fracdes

CCDA

3 4 5 6 7all 12a 14 15 16 17 18 19 20 21 22

CLAE-DAD

Perfil cromatografico

Esquema 5 - Fracionamento da fracdo 3 a 5 da fase cloroformica das partes aéreas de C.
trichotoma.

Fracdo 3 a5 (180 mg)

2 mL MeOH
Sonicado por 30 min
Centrifugado: 5 min, 15000 RPM, 25 °C

Sobrenadante (1,6 mL)

CLAE preparativo

Fluxo: 8 mL/min
15 injec6es de 100 mL cada

[T T T 1T T1T1

1 5 6 9 10 12 16
I RMN 'H, 13C IRMNlH.”C IRMNlH,”‘C I RMN H, C IRMN 'H, BC

Ct-le Ct-2 Ct-3 Ct-4 Ct-5 Ct-6
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4.4.4 Caracterizacdo do perfil cromatogréafico da fase acetato de etila de C. trichotoma
por CLAE-DAD analitico.

A fase acetato de etila (2 mg) foi submetida a CLAE analitico, utilizando como fase
estacionaria C-18, e como fase mdvel, metanol grau CLAE, agua ultrapura e acido férmico.
Para a preparacdo da amostra, pesou-se no tubo de eppendorf, 2 mg da fase acetato, em
seguida foi adicionado 2 mL de metanol e sonicado por 20 minutos para a completa disso-
lucdo, em seguida foi filtrado em filtro de seringa com porosidade de 0,45 pum, obtendo a
amostra na concentracdo de 1 mg/mL. A fase mdvel foi composta por 1000 mL de &gua
Milli-QMillipore® acidificada com 1000 pL de acido formico com concentragéo de 0,1 %
(fase aquosa) e metanol grau CLAE (fase orgéanica). Em seguida foi utilizado um método
analitico em modo de eluicdo gradiente, sendo o método composto por MeOH:H-O acidifi-
cada (0,1% de acido férmico) na proporcéo de 5 a 100 % MeOH em 60 min. Foi realizado a
corrida cromatografica, com o objetivo de obter o perfil cromatografico da fase acetato de
etila. Em seguida foi desenvolvido o método analitico em modo de eluicdo gradiente, sendo
0 método composto por MeOH:H0 acidificada (0,1% de &cido férmico) na propor¢édo de 5 a
60 % MeOH em 120 min, 60 a 95 % em 10 min, 95 % por 20 min, 95 a 5 % em 5 min, perma-
necendo em 5 % por 10 min. O fluxo da fase movel foi de 0,6 mL/min e o volume de injecéo
foide 20 pL. Em seguida foi realizado a transposicao do método analitico para a CLAE prepa-

rativa com o objetivo de separar e coletar os compostos da fase acetato.

4.4.5 Processamento cromatografico da fase acetato de etila de C. trichotoma por CLAE-
DAD preparativo.

Preparacdo da amostra para a separacdo na CLAE preparativo: a fase acetato com 300
mg foi transferida para um tubo de eppendorf e sem seguida foi adicionado 2 mL de metanol,
sonicado por 30 min e centrifugado por 5 min em 15000 RPM a 25 °C. Apds a centrifugacéo
foi retirado o sobrenadante e realizados as inje¢des. O fluxo utilizado na CLAE preparativa foi
de 8,0 mL/min, sendo realizado ao todo 4 injecdes de 200 pL cada, utilizando um comprimento
de onda de 254 nm. Ao final da quarta corrida cromatogréafica foram coletadas 14 frac@es, que
foram concentrados em rotaevaporador e submetidos a analise de RMN tH, 13C-APT resultando

na substancia codificada como Ct-7 (Esquema 6, pag. 47).
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4.4.6 Processamento cromatografico da fase acetato de etila de C. trichotoma por CLAE-
DAD analitico e preparativo.

A fase acetato de etila foi novamente submetida & analise em CLAE analitica com a
mesma amostra preparada e fase movel utilizada, anteriormente. Foi desenvolvido o método
analitico em modo de eluicdo gradiente, sendo 0 método composto por MeOH:H-O acidifi-
cada (0,1% de &cido férmico) na proporcdo de 5 a 28 % MeOH em 10 min, 28 % em 30 min,
28 a 30 % em 5 min, 30 % em 25 min, 30 a 70 % em 10 min, 70 % em 30 min, 70 a 95 % por
10 min, 95 % em 20 min, 95 a 5 % em 5 min permanecendo em 5 % por 10 min. O fluxo da
fase movel foi de 0,6 mL/min e o volume de injecdo foi de 20 uL. Em seguida foi realizado a
transposicdo do método analitico para a CLAE preparativa com o objetivo de separar e coletar
0S compostos da fase acetato.

A fase acetato foi preparada da mesma forma como descrita anteriormente para a sepa-
racdo na CLAE preparativa. Foi realizado ao todo 8 injecfes de 200 pL cada, utilizando o
comprimento de onda de 280 nm. Ao final da oitava corrida cromatografica foram coletadas 15
fracdes, que foram concentrados em rotaevaporador e submetidos a analise de RMN *H, 13C-

APT resultando nas substancias codificadas como Ct-8 e Ct-9 (Esquema 7, pag. 48).

Esquema 6 - Fracionamento da fase acetato de etila das partes aéreas de C. trichotoma.

Fase AcOEt (300 mg)

2 mL MeOH
Sonicado por 30 min
Centrifugado: 5 min, 15000 RPM, 25 °C

Sobrenadante

CLAE preparativo

Fluxo: 8 mL/min
4 inje¢des de 200 mL cada

I RMN *H, 3C

Ct-7
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Esquema 7 - Fracionamento da fase acetato de etila das partes aéreas de C. trichotoma.

Fase AcOEt (300 mg)

2 mL MeOH
Sonicado por 30 min
Centrifugado: 5 min, 15000 RPM, 25 °C

Sobrenadante

CLAE preparativo

Fluxo: 8 mL/min
8 injecdes de 200 mL cada

1 8 12 15
I RMN *H, 3C I RMN *H, 3C
Ct-8 Ct-9
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Separacéo e isolamento dos compostos da fracéo 3 a 5 da fase cloroférmica das partes
aéreas de C. trichotoma.

O método analitico desenvolvido em CLAE-DAD foi transposto para a CLAE
preparativa, sendo injetado 180 mg da fracdo 3 a 5, dividido em 15 injecdes de 100 uL cada.
As 16 fragdes coletadas utilizando o comprimento de onda de 280 nm foram concentrados em
rotaevaporador e analisados por RMN de 'H e 3C, sendo possivel identificar os picos com
tempos de retencdo de 49,2 min como sendo a mistura das substancias codificadas como Ct-1
e Ct-2 e 52,3 min, 61,7 min, 64,5 min e 79,9 min, referentes as substancias codificadas como
Ct-3, Ct-4, Ct-5 e Ct-6, respectivamente. Os dez picos restantes estdo em fase de elucidagédo
estrutural (Figura 7).

Figura 7 - Cromatograma da fragdo 3 a 5 da fase cloroférmica de C. trichotoma.
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5.2 Separacdo e isolamento dos compostos da fase acetato de etila das partes aéreas de C.
trichotoma.

O método analitico desenvolvido em CLAE-DAD foi transposto para a CLAE
preparativa, sendo injetado 300 mg da fase acetato, dividido em 4 injecBes de 200 pL cada. As
14 fragdes coletadas, utilizando o comprimento de onda de 254 nm foram concentrados em
rotaevaporador e analisados por RMN de tH e 13C, sendo possivel identificar o pico com tempo

de retencdo de 103,9 min como sendo a substancia codificada como Ct-7. Os treze picos
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restantes estdo em fase de elucidagéo estrutural (Figura 8).

Figura 8 - Cromatograma da fase acetato de etila de C. trichotoma.
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5.3 Separacdao e isolamento dos compostos da fase acetato de etila das partes aéreas de C.
trichotoma.

O método analitico desenvolvido em CLAE-DAD foi transposto para a CLAE preparativa,
sendo injetado 300 mg da fase acetato, dividido em 8 injecdes de 200 pL cada. As 15 fracGes
coletadas, utilizando o comprimento de onda de 280 nm, foram concentrados em
rotaevaporador e analisados por RMN de H e 13C, sendo possivel identificar os picos com
tempo de retencdo de 27,4 min e 54,8 min como sendo as substancias codificadas como Ct-8 e
Ct-9, respectivamente. Os treze picos restantes estdo em fase de elucidacao estrutural (Figura
9).
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Figura 9 - Cromatograma da fase acetato de etila de C. trichotoma.
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5.4 ldentificacéo estrutural de Ct-1 e Ct-2.

As substancias codificadas como Ct-1 e Ct-2 foram isoladas na forma de um solido
amorfo branco com 17 mg e coletadas no tempo de retencdo de 49,2 min (Figura 7, pag. 49).
Por meio dos dados espectrais foi possivel identificar que as substancias estavam em mistura.

No espectro de infravermelho obtido em pastilhas de KBr (Figura 11, pag. 56) foram
observadas bandas de absor¢do em 3365 cm™ caracteristicas de estiramento largo de O-H
de acido carboxilico (valor de referéncia: entre 3400 e 2400 cm™) em 2968 cm™ referente
ao estiramento C-H alifatico (valor de referéncia: entre 3000 e 2850 cm™), em 1676 cm™
referente ao estiramento de carbonila (C=0) de acido carboxilico conjugada com anel
aromatico (valor de referéncia: entre 1730 e 1700 cm™, conjugacéo move a absorgio para
uma frequéncia mais baixa), em 1608, 1514 e 1446 cm™ foi caracteristico de C=C de anel
aromatico (valor de referéncia: entre 1600 e 1475 cm™), em 1290 e 1246 cm™ referente ao
estiramento de C-O (valor de referéncia: entre 1300 e 1100 cm™) e a banda de absor¢do em
2233 cm™ que foi caracteristico do estiramento de nitrila (C=N) (valor de referéncia: entre
2260 e 2240 cm™?) (PAVIA et al., 2015).

No espectro de RMN de 'H obtido a 400 MHz em CD3OD (Figura 12, pag. 56)
foram observados os sinais em 61 7,11 (2H, d, J = 8,0 Hz) atribuido aos prétons arométicos H-
2 e H-6edH 6,78 (2H, d, J = 8,8 Hz) atribuido aos protons aromaticos H-3 e H-5, sugerindo a
presenga de um sistema AA’BB’. O sinal de um dupleto em é4 3,70 integrando para dois protons

foi atribuido aos hidrogénios geminados H-7a e H-7b com J de 4,4 Hz, sugerindo-se tratar de
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um carbono metilénico ligado ao anel aromético, sendo estes sinais atribuidos a Ct-1 (Tabela
3, pag. 54). Os sinais em dn 7,85 (2H, d, J = 8,4 Hz) atribuido aos prétons aromaticos H-2 e H-
6, e on 6,82 (2H, d, J = 8,4 Hz) atribuido aos prétons aromaticos H-3 e H-5, foi sugestivo de
um sistema AA’BB’ para Ct-2 (Tabela 4, pag. 55).

No espectro de RMN de *C-APT obtido a 100 MHz em CDsOD (Figura 14, pag. 57)
foi observada a presenca de 9 sinais referentes a 13 carbonos. Destes quatro foram atribuidos a
carbonos ndo hidrogenados (C), oito a carbonos metinicos (CH) e um a carbono metilénico
(CH2). Os sinais em 6. 122,6; 130,1; 116,7; 157,7 foram atribuidos ao carbonos aromaticos C-
1; C-2 e C-6; C-3 e C-5; C-4 de Ct-1 (Tabela 3, pag. 54) e os sinais em o 122,8; 132,9; 116,0;
162,8 foram atribuidos aos carbonos aromaticos C-1; C-2 e C-6; C-3 e C-5; C-4 de Ct-2 (Tabela
4, pag. 55), sugerindo que o C-4 dos dois compostos sejam carbonos oxigenados devido a
desprotecdo destes em relagdo aos outros carbonos aromaticos. Os dados de RMN de *C
juntamente com as correlacdes do mapa de contorno de HSQC (*H x **C) (Figura 16, pag. 58)
de H-2/C-2, H-3/C-3, H-5/C-5 e H-6/C-6 em Ct-1 (Tabela 3, pag. 54) e Ct-2 (Tabela 4, pag.
55) e correlagdes de COSY (*H x *H) (Figura 18, pag. 59) de H-2 «<» H-3 e H-5 <> H-6 de ambas
as substancias confirmam que os anéis aromaticos sdo 1,4-dissubstituidos (Tabela 3, pag. 54) e
(Tabela 4, pag. 55).

No mapa de contorno de HMBC (*H x *C) (Figura 20, pag. 60) foi observada a
correlagdo do proton em 64 3,70 (H-7) com um carbono em ¢ 120,2 (CN), sendo este atribuido
a um carbono de grupo nitrila devido a banda de absorcéo no infravermelho em 2233 cm™. A
partir dessa correlacdo foi possivel confirmar que o grupo nitrila esta ligado ao carbono
metilénico em Ct-1 (Tabela 3, pag. 54). Foi possivel observar também as correlagdes dos
prétons em &y 7,85 (H-2 e H-6) com o carbono 7 (8¢ 170,6), juntamente com as bandas de
absorcBes no 1V em 3365 cm™ (O-H) e 1676 cm™ confirmaram a presenca e posi¢do do grupo
acido carboxilico em Ct-2 (Tabela 4, pag. 55).

A proporc¢éo de cada substancia na mistura foi calculada de acordo com os valores das
integrais dos picos. A integral dos hidrogénios equivalentes 3 e 5 do 4-
hidroxibenzenoacetonitrila mais a integral dos hidrogénios equivalentes 3 e 5 do acido p-
hidroxibenzoico equivalem a 100 % da area relativa a dois hidrogénios na mistura, sendo assim,
foi possivel descobrir a propor¢éo de cada uma das substancias na mistura, calculando quanto
cada integral dos hidrogénios equivalentes contribui para o 100% da &rea relativa a dois

hidrogénios na mistura.
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Integral de H-3 e H-5 (4-hidroxibenzenoacetonitrila) + Integral de H-3 e H-5 (&cido p-

hidroxibenzoico) = 3,22

X = 28,9 % da area de 2 H da mistura (acido p-hidroxibenzoico)

Desta forma, a mistura €& composta por aproximadamente 2/3 de 4-
hidroxibenzenoacetonitrila e 1/3 de acido p-hidroxibenzoico.

Apds as analises de RMN de *H, 3C, HMBC, HSQC, COSY, IV e comparagdes com 0s
dados descritos na literatura (TER WIEL et al., 2007; MIRANDA et al., 2014), foi possivel
concluir que Ct-1 ¢é o 4-hidroxibenzenoacetonitrila e Ct-2 o &cido p-hidroxibenzoico (Figura
10), uma aglicona de glicosideo cianogénico e um acido fendlico, respectivamente, sendo o

composto 4-hidroxibenzenoacetonitrila relatado pela primeira vez na familia.

Figura 10 - Estruturas quimicas do 4-hidroxibenzenoacetonitrila (Ct-1) e é&cido p-
hidroxibenzoico (Ct-2).
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Tabela 3 - Dados de RMN de H e *C-APT de Ct-1 em comparagdo com os dados na literatura (400 e 100 MHz, respectivamente, em CD30D).

HO
3
Ct-1 TER WIEL et al., 20072
HSQC HMBC COSYy
No H, mult. (J em Hz) B¢ 'H x c H x H H, mult. (J em Hz) Bc
1 - 122,6 - - 120,9
2¢6 7.11(d, J=8,0 Hz) 130,1 C-3/C-4IC-5/C-7 H-5; H-3 7,17-7,20 (m) 129,0
3e5 6,78 (d, J = 8,8 H2) 116,7 C-1/C-2/C-4/C-6IC-7 H-6 6,81-6,86 (m) 1159
4 - 157,7 - - 155,6
7 3,70 (d, J=4,4 H2) 22,6 C-2/C-6/C-1/CN H-7 3,68 (s) 22,3
CN - 120,2 - - 118,5

2Obtido em equipamento de RMN de 300 e 75 MHz para 'H e °C, respectivamente, em CDCls.
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Tabela 4 - Dados de RMN de H e *C-APT de Ct-2 em comparagdo com os dados na literatura (400 e 100 MHz, respectivamente, em CD30D).

Ct-2 MIRANDA et al., 20142
HSQC HMBC COSYy
N° H, mult. (J em Hz) B¢ 'H x c H x H H, mult. (J em Hz) Bc
1 - 122,8 - - 122,5
2¢6 7,85 (d, J = 8,4 H) 132,9 C-1/IC-4/C-7 H-3 7,87 (d, J=9,0 H2) 132,9
3eb 6,82 (d, J =8,4 Hz) 116,0 C-l//C-4 H-6 6,81 (d, J =8,7 Hz) 116,0
4 - 162,8 - - 163,2
7 - 170,6 - - 170,2

2Obtido em equipamento de RMN de 300 e 75 MHz para *H e 3C, respectivamente, em CDsOD.
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Figura 11 - Espectro de infravermelho (KBr, cm?) de Ct-1 e Ct-2.
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Figura 12 - Espectro de RMN de *H (CDsOD, 400 MHz) de Ct-1 e Ct-2.
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Figura 13 - Expanséo do espectro de RMN de *H (CD3OD, 400 MHz) de Ct-1 e Ct-2 na regiéo
de 6,6-8,0 ppm.
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Figura 14 - Espectro de RMN de *C-APT (CD30D, 100 MHz) de Ct-1 e Ct-2.
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Figura 15 - Expansdo do espectro de RMN de 3C-APT (CDsOD, 100 MHz) de Ct-1 e Ct-2 na

regido de 110-168 ppm.
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Figura 16 - Mapa de contorno HSQC da substancia Ct-1 e Ct-2 (CDs0D, 400 x 100 MHz).
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Figura 17 - Expansdo do mapa de contorno HSQC da substéancia Ct-1 e Ct-2 (CD3OD, 400 x

100 MHz) na regiéo de 5,9-8,5 ppm x 80-160 ppm.
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Figura 18 - Mapa de contorno COSY da substancia Ct-1 e Ct-2 (CD30D, 100 x 100 MHz).
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Figura 19 - Expanséo do mapa de contorno COSY da substéancia Ct-1 e Ct-2 (CDsOD, 100 x

100 MHz) na regiéo de 6,0-8,6 ppm x 5,0-9,5 ppm.
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Figura 21 - Expansdo do mapa de contorno HMBC da substancia Ct-1 e Ct-2 (CDsOD, 400 x

100 MHz) na regiéo de 6,1-8,5 ppm x 10-190 ppm.
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Figura 22 - Expansdo do mapa de contorno HMBC da substéncia Ct-1 e Ct-2 (CD30D, 400 x

100 MHz) na regido de 2,7-4,8 ppm x 80-190 ppm.
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5.5 Identificagéo estrutural de Ct-3

A substancia codificada como Ct-3 foi isolada como um s6lido marrom com 3,3
mg, coletada no tempo de retencdo de 52,3 min (Figura 7, pag. 49).

O espectro de RMN de *C-APT obtido a 100 MHz em CD3;OD (Figura 24, pag. 64)
mostrou a presenca de 5 sinais referentes a 7 carbonos. Destes 3 foram atribuidos a carbonos
nao hidrogenados e 4 a carbonos metinicos. Os sinais em &¢ 130,0; 133,5; 117,0; 165,6 foram
atribuidos ao carbonos C-1; C-2 e C-6; C-3 e C-5; C-4 do anel aromético 1,4-dissubstituido,
sendo o carbono aromatico 4 mais desprotegido, devido a um grupo oxigenado presente neste
carbono. O sinal em d¢ 192,9 foi atribuido ao carbono carbonilico de aldeido (Tabela 5, pag.
63).

No espectro de RMN de *H obtido a 400 MHz em CD30D (Figura 25, pag. 64) foi
observado o sinal em 64 7,75 (d, J = 8,0 Hz), que foi atribuido aos hidrogénios quimicamente
equivalentes H-2 e H-6. O sinal em 6 6,89 (d, J = 8,0 Hz), que foi atribuido aos hidrogénios
guimicamente equivalentes H-3 e H-5, sendo estes mais protegidos do que os hidrogénios 2 e
6 devido estar sofrendo efeito de protecdo de grupo doador em orto, enquanto que 0s
hidrogénios 2 e 6 estdo sofrendo efeito de desprotecdo de grupo retirador em orto. O sinal em
dn 9,74 foi atribuido ao hidrogénio de aldeido (Tabela 5, pag. 63).

Apos as analises de RMN de 'H, *C e comparagfes com os dados encontrados na
literatura, foi possivel concluir que Ct-3 é o composto p-hidroxibenzaldeido (Figura 23), um

acido fenolico que esta sendo relatado pela primeira vez na espécie em estudo.

Figura 23 - Estrutura quimica do p-hidroxibenzaldeido.

OH
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Tabela 5 - Dados de RMN de H e $3C-APT de Ct-3 em comparagdo com os dados na literatura
(400 e 100 MHz, respectivamente, em CD30D).

OH
Ct-3 HUYENA et al., 20202
No H, mult. (J em Hz) B3¢ H, mult. (J em Hz) Bc
1 - 130,0 - 129,6
2e6 7,75 (d, J= 8,0 H2) 1335 7,77 (d, 1= 8,8 H2) 1335
3¢5 6,89 (d, J = 8,0 H2) 117.0 6,90 (d, J = 8,8 H2) 1172
4 - 165,6 - 166,5
7 9,74 (s) 192,9 9,74 (3) 192,7

2Obtido em equipamento de RMN de 500 e 125 MHz para *H e *C, respectivamente, em CD3OD.
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Figura 24 - Espectro de RMN de 3C-APT (CDs0OD, 100 MHz) de Ct-3.
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5.6 ldentificacéo estrutural de Ct-4

A substancia codificada como Ct-4 foi isolada como um s6lido marrom com 4,5
mg, coletada no tempo de retencdo de 61,7 min (Figura 7, pag. 49).

No espectro de infravermelho obtido em pastilhas de KBr (Figura 27, pag. 68) foi
observado bandas de absor¢do em 3419 cm™ caracteristico de estiramento de O-H fazendo
ligacdo de hidrogénio (valor de referéncia: entre 3400 e 2400 cm™), em 2983 cm™ referente
ao estiramento C-H alifatico (valor de referéncia: entre 3000 e 2850 cm™), em 1720 cm™
referente ao estiramento de carbonila (C=0) de éster (valor de referéncia: entre 1750 e
1730 cm™), em 1608, 1521 e 1446 cm™ foi caracteristico de C=C de anel aromatico (valor
de referéncia: entre 1600 e 1475 cm™) e as bandas de absor¢do em 1288 e 1195 cm™ foi
referente a C-O (valor de referéncia: entre 1300 e 1100 cm™) (PAVIA et al., 2015).

O espectro de RMN de *C-APT obtido a 100 MHz em CsDsN (Figura 28, pag. 68),
mostrou a presenca de 10 sinais. Destes quatro foram atribuidos a carbonos néo hidrogenados
(C), trés a carbonos metinicos (CH), dois a carbonos metilénicos (CH>) e um a carbono metilico
(CH3). Os sinais em 8¢ 126,1; 117,6; 147,2; 146,2; 116,4; 120,8 foram atribuidos ao carbonos
sp? C-1; C-2; C-3; C-4; C-5 e C-6, respectivamente. Devido &s desprotecdes dos carbonos sp?
C-4 e C-5 em relacido aos outros carbonos sp?, sugeriu-se que essas posicdes estejam
oxigenadas. O sinal em ¢ 40,9 foi atribuido ao carbono metilénico C-7 e o sinal em 6¢ 172,1,
juntamente com a absorgédo no IV em 1720 cm* foram atribuidos a carbonila de éster (C-8). Os
sinais em ¢ 60,5 e 14,1 foram atribuidos respectivamente aos carbonos oximetilénico e metila
terminal do grupo etoxila (Tabela 6, pag. 67).

No espectro de RMN de tH obtido a 400 MHz em CsDsN (Figura 30, pag. 69), foi
observado os sinais em on 7,23 (d, J = 8,0 Hz), 7,36 (d, J = 2,0 Hz) € 6,88 (dd, J = 8,0; 2,0 Hz)
foram atribuidos ao hidrogénios 5, 2 e 6, respectivamente, onde o sinal do solvente sobrep6s
uma parte do sinal de H-5, assim foi sugerido a presenca de um anel aromatico em um sistema
ABX. O sinal em 3,65 foi atribuido aos hidrogénios metilénicos, devido a grande desprotecéao
destes, sugeriu que estes hidrogénios estdo sofrendo influéncia do anel aromatico e da carbonila
de éster. Os sinais em on 4,10 (2H, q, J = 7,2 Hz, OCH>) e 1,06 (3H, t, J = 7,2 Hz, CH3) foram
atribuidos ao grupo etoxila (OCH2CHz) (Tabela 6, pag. 67).

No mapa de contorno de HMBC (*H x *C) (Figura 33, pag. 71) foi observado as
correlagdes do proton em dH 4,10 (H-9) com os carbonos em 6c 14,1 (C-10) e 172,0 (C-8),

confirmando que o grupo etoxila esté ligado ao carbono carbonilico, corroborando os dados de
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IV como sendo uma carbonila de éster. A correlagdo do préton em 64 3,65 (H-7) com os
carbonos em &c 126,1 (C-1), 172,1 (C-8), confirmam que o carbono em C-7 esta ligado entre
os carbonos C-1 e C-8 (Tabela 6, pag. 67).

No mapa de contorno de HSQC (*H x *C) (Figura 35, pag. 72) foi possivel observar as
correlagdes de H-2/C-2, H-5/C-5 e H-6/C-6, confirmando que o anel aromatico é 1,3,4-
trissubstituido (Tabela 6, pag. 67).

Apos as analises de RMN 'H, *C, HMBC, HSQC, IV e compara¢des com os dados
encontrados na literatura, foi possivel concluir que Ct-4 trata-se do etil-3,4-
dihidroxifenilacetato (Figura 26), um acido fenilacético que esta sendo relatado pela primeira

Vez na especie.

Figura 26 - Estrutura quimica do etil-3,4-dihidroxifenilacetato.

66



Tabela 6 - Dados de RMN de H e $3C-APT de Ct-4 em comparagdo com os dados na literatura

(400 e 100 MHz, respectivamente, em CsDsN).

10

Ct-4 KANIE et al., 20012
HSQC HMBC

NO H, mult. (J em Hz) B¢ 'H x »c H, mult. (J em Hz) Bc

1 - 126,1 - - 125,9
2 7,36 (d, J = 2,0 H2) 17,6 C-4/C-6IC-7 6,79 (5) 116,2
3 - 147,2 - - 143,8
4 - 146,2 - - 143,1
5 7,23 (d, J=8,0 Hz) 116,4 C-1/C-3 6,78(d, J=80Hz) 1153
6 6,88 (dd, J = 8,0; 2,0 H2) 120,8 C-2/C-4IC-7 6,60 (d, J=80Hz) 1215
7 3,65 () 40,9 C-1/C-2/C-6/C-8 3,50 () 40,6
8 - 172,1 - - 173,4
9 410(q, J= 7,2 H2) 60,5 C-8/C-10 416 (q,J = 7,0 H2) 61,3
10 1,06 (t, J= 7,2 H2) 141 c9 1,29 (t, J= 7,0 H2) 14,0

2Obtido em equipamento de RMN de 400 e 100 MHz para *H e *C, respectivamente, em CDCls.
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Figura 27 - Espectro de infravermelho (KBr, cm™) de Ct-4.
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Figura 28 - Espectro de RMN de 33C-APT (CsDsN, 100 MHz) de Ct-4.
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Figura 29 - Expanséo do espectro de RMN de 3C-APT (CsDsN, 100 MHz) de Ct-4 na regido
de 114-174 ppm.
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Figura 31 - Expanséo do espectro de RMN de *H (CsDsN, 400 MHz) de Ct-4 na regido de 6,7-
7,8 ppm.
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Figura 32 - Expanséo do espectro de RMN de *H (CsDsN, 400 MHz) de Ct-4 na regido de 0,9-
4,3 ppm.
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Figura 33 - Mapa de contorno HMBC da substéncia Ct-4 (CsDsN, 400 x 100 MHz).
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Figura 34 - Expansdo do mapa de contorno HMBC da substancia Ct-4 (CsDsN, 400 x 100

MHZz) na regido de 2,6-4,7 ppm x 10-190 ppm.
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Figura 35 - Mapa de contorno HSQC da substancia Ct-4 (CsDsN, 400 x 100 MHz).

J

80

100

F1z0

140

160

180

200

T T T T T T
13 12 11 10 L] 8

T
7

6
2 (ppm)

f1 {ppm)

Figura 36 - Expansdo do mapa de contorno HSQC da substancia Ct-4 (CsDsN, 400 x 100 MHz)

na regiao de 5,8-9,4 ppm x 90-170 ppm.
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5.7 Identificagéo estrutural de Ct-5

A substéncia codificada como Ct-5, foi isolada como um sélido amorfo branco com 3,8
mg, coletada no tempo de retencdo de 64,5 min (Figura 7, pag. 49).

No espectro de RMN de 'H obtido a 400 MHz em CD30D (Figura 38, péag. 75)
foram observados os sinais em 6+ 6,82 (2H, t, J = 6,8 Hz), 7,14 (1H,t,J=7,6 Hz) e 7,25 (1H,
d, J = 7,6 Hz), foram atribuidos aos prétons aromaticos H-3 e 5, H-4 e H-6, respectivamente,
sugerindo a presenga de um anel aromatico 1,2-dissubstituido. O sinal de um simpleto em o4
3,72 integrando para dois protons foi atribuido aos hidrogénios geminados H-7a e H-7b,
sugerindo-se tratar de um carbono metilénico ligado ao anel aromatico (Tabela 7, pag. 74).

No espectro de RMN de *C-APT obtido a 100 MHz em CD30D (Figura 40, pag. 76)
foi observada a presenga de 7 sinais referentes a 8 carbonos. Destes trés foram atribuidos a
carbonos ndo hidrogenados (C), quatro a carbonos metinicos (CH) e um a carbono metilénico
(CH2). Os sinais em o¢ 118,5; 156,3; 116,0; 130,3 e 120,7 foram atribuidos ao carbonos
aromaticos C-1; C-2; C-3; C-4 e C-6, C-5, respectivamente. Devido a desprotecdo do carbono
sp? C-2 em relagio aos outros carbonos sp?, sugeriu-se que essa posicao esteja oxigenada. Os
sinais em ¢ 18,6 e 119,7 foram atribuidos a C-7 e CN, respectivamente.

Os dados de RMN de *3C juntamente com as correlagdes do mapa de contorno de HSQC
(*H x 12C) (Figura 42, pag. 77) de H-3/C-3, H-4/C-4, H-5/C-5 e H-6/C-6 e correlacdes de COSY
(*H x *H) (Figura 44, pag. 78) de H-6 <> H-5; H-3 e 5 «<» H-4, confirmam que o anel aromatico
é 1,2-dissubstituido (Tabela 7, pag. 74).

No mapa de contorno de HMBC (*H x 3C) (Figura 46, pag. 79) foi observada a
correlagdo do proton em 6H 3,72 (H-7) com um carbono em & 119,7 (CN), confirmando que o
grupo nitrila esta ligado ao carbono metilénico (Tabela 7, pag. 74).

Apos as analises de RMN de H, *C, HMBC, HSQC, COSY e comparacdes com 0s
dados descritos na literatura (WILDING, 2013), foi possivel concluir que Ct-5 é o composto 2-
hidroxibenzenoacetonitrila (Figura 37), uma aglicona de glicosideo cianogénico que esta sendo

relatado pela primeira vez como produto natural isolado de planta.

Figura 37 - Estrutura quimica do 2-hidroxibenzenoacetonitrila.
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Tabela 7 - Dados de RMN de H e *C-APT de Ct-5 em comparagdo com os dados na literatura (400 e 100 MHz, respectivamente, em CD30D).

6 7
> 1 CN
! > OoH
3
Ct-5 WILDING, 20132
HSQC HMBC COSsY
No H, mult. (J em Hz) B¢ 'H x c H x H H, mult. (J em Hz) Bc
1 - 118,5 - - 118,9
2 - 156,3 - - 159,9
3 6,82 (t, J = 6,8 H2) 116,0 C-1/C-2/C-4 H-4 6,88 (d, J= 7,6 H2) 115,0
4 7.14 (t, J=17,6 H2) 130,3 C-2/C6 H-3/H-5 6,83 (M) 129,4
5 6,82 (t, J = 6,8 Hz) 120,7 C-1/C-3/C-4/C-6 H-4 7,18 (m) 119,2
6 7,25(d,J=7,6 Hz) 130,3 C-2/C-4/C-7 H-5 7,26 (d, J=7,6 Hz) 129,0
7 3,72 (9) 18,6 C-1/C-2/C-6/CN 3,79 (5) 17,7
CN - 119,7 - - 117,3

2Obtido em equipamento de RMN, em DMSO-ds.



Figura 38 - Espectro de RMN de *H (CD30D, 400 MHz) de Ct-5.
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Figura 39 - Expanséo do espectro de RMN de *H (CD30D, 400 MHz) de Ct-5 na regido de
6,7-7,3 ppm.
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Figura 40 - Espectro de RMN de 33C-APT (CDs0OD, 100 MHz) de Ct-5.
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Figura 41 - Expanséo do espectro de RMN de 13C-APT (CD30D, 100 MHz) de Ct-5 na regido

de 106-162 ppm.
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Figura 42 - Mapa de contorno HSQC da substéncia Ct-5 (CDsOD, 400 x 100 MHz).
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Figura 43 - Expansdo do mapa de contorno HSQC da substancia Ct-5 (CDsOD, 400 x 100

MH2z) na regido de 6,4-7,6 ppm x 110-136 ppm.
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Figura 44 - Mapa de contorno COSY da substancia Ct-5 (CD30D, 100 x 100 MHz).
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Figura 45 - Expansdo do mapa de contorno COSY da substancia Ct-5 (CD3;0D, 100 x 100

MHZz) na regido de 6,0-8,2 ppm x 4,5-10,5 ppm.
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Figura 46 - Mapa de contorno HMBC da substéncia Ct-5 (CD3OD, 400 x 100 MHz).
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Figura 47 - Expansdo do mapa de contorno HMBC da substancia Ct-5 (CDsOD, 400 x 100

MH2z) na regido de 3,2-4,0 ppm x 110-180 ppm.
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5.8 Identificagéo estrutural de Ct-6

A substéncia codificada como Ct-6 foi isolada como um s6lido marrom com 3,9
mg, colatada no tempo de retencdo de 79,9 min (Figura 7, pag. 49).

No espectro de infravermelho obtido em pastilhas de KBr (Figura 49, pag. 82) foram
observadas bandas de absorcdo em 3419 cm™ caracteristica de estiramento de O-H fazendo
ligacdo de hidrogénio (valor de referéncia: entre 3400 e 2400 cm™), em 2990 cm™* referente
ao estiramento C-H alifatico (valor de referéncia: entre 3000 e 2850 cm™), em 1691 cm™
referente ao estiramento de carbonila (C=0) de éster a, B insaturado (valor de referéncia:
entre 1750 e 1730 cm™, conjugacdo move a absorcdo para uma frequéncia mais baixa), em
1629 cm! caracteristico de C=C (valor de referéncia: entre 1680 e 1600 cm™) e uma banda
de dobramento fora do plano préximo a 970 cm™ de C-H sp? foi caracteristico de dupla em
trans (valor de referéncia: proximo de 970 cm™), em 1600, 1514 e 1444 cm? foi
caracteristico de C=C de anel aromatico (valor de referéncia: entre 1600 e 1475 cm™) e as
bandas de absorcdo em 1265 e 1184 cm™ foi referente a C-O (valor de referéncia: entre
1300 e 1100 cm™) (PAVIA et al., 2015).

No espectro de RMN de *C-APT obtido a 100 MHz em CDsOD (Figura 50, pag. 82)
mostrou a presenca de 11 sinais. Destes quatro foram atribuidos a carbonos nao hidrogenados
(C), cinco a carbonos metinicos (CH), um a carbono metilénico (CH2) e um a carbono metilico
(CH3). Os sinais em 8¢ 127,6; 115,0; 146,7; 149,6; 115,1; 122,9 foram atribuidos ao carbonos
sp? C-1; C-2; C-3; C-4; C-5 e C-6, respectivamente. Devido as desprotecdes dos carbonos sp?
C-3 e C-4 em relagdo aos outros carbonos sp?, sugeriu-se que essas posicdes estejam
oxigenadas. O sinal em & 169,4, juntamente com a absorcao no IV em 1691 cm?, foi atribuido
a uma carbonila de éster (C-9). Os sinais em 6¢ 146,8 e 116,5 foram atribuidos aos carbonos
olefinicos C-7 e C-8, respectivamente. Os sinais em & 61,4 e 14,6 foram atribuidos
respectivamente aos carbonos oximetilénico e metila terminal do grupo etoxila (Tabela 8, pag.
81).

No espectro de RMN de 'H obtido a 400 MHz em CD3OD (Figura 51, pag. 83)
foram observados os sinais em 61 7,50 (d, J = 16,0 Hz) e 6,21 (d, J = 16,0 Hz), que foram
atribuidos aos dois prétons olefinicos H-7 e H-8, respectivamente, tendo a configuracéo trans
confirmada pelo valor da constante de acoplamento em J = 16,0 Hz. Os sinais em 6n 7,03 (S),
6,76 (d, J=8,0 Hz) e 6,91 (d, J = 8,0 Hz), sugeriram a presenca de um anel aromatico com um
sistema ABX. Os sinais em o1 4,17 (2H, q, J = 6,8 Hz, OCH>) e 1,28 (3H, t, J = 7,2 Hz, CH}s)
foram atribuidos ao grupo etoxila (OCH2CHj3) (Tabela 8, pag. 81).
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Apds as analises de RMN de H, 3C, IV e comparagGes com os dados encontrados na

literatura, foi possivel concluir que Ct-6 trata-se do cafeato de etila (Figura 48) um &cido

fendlico que esta sendo relatado pela primeira vez no género Cordia.

Figura 48 - Estrutura quimica do cafeato de etila.

Tabela 8 - Dados de RMN de *H e 3C-APT de Ct-6 em comparagdo com os dados na literatura

(400 e 100 MHz, respectivamente, em CD30D).

Ct-6 ARAUJO, 20122

No H, mult. (J em Hz) B¢ 'H, mult. (J em Hz) Bc

1 - 127,6 - 126,6
2 7,03 (s) 115,0 7,08 (d, J= 1,8 Hz) 1140
3 - 146,7 - 145,6
4 - 149,6 - 1484
5 6,76 (d, J = 8,0 Hz) 115,1 6,82 (d, J = 8,4 Hz) 114,1
6 6,91 (d, J = 8,0 Hz) 122,9 6,96 (dd, J=8,1;1,8 Hz) 1218
7 7,50 (d, J = 16,0 Hz) 146,8 7,56 (d, J = 15,6 Hz) 145,6
8 6,21 (d, J = 16,0 Hz) 116,5 6,28 (d, J = 15,6 Hz) 115,4
9 - 169,4 - 168,3
10 417 (9, J = 6,8 Hz) 61,4 4,23(q,J=6,9 Hz) 60,4
1 1,28 (t, J=7,2 Hz) 14,6 1,33 (t, J=7,2 Hz) 13,5

20Obtido em equipamento de RMN de 300 e 75 MHz para 'H e 3C, respectivamente, em CD;OD.
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Figura 49 - Espectro de infravermelho (KBr, cm™) de Ct-6.
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Figura 51 - Espectro de RMN de *H (CD30D, 400 MHz) de Ct-6.
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Figura 52 - Expanséo do espectro de RMN de *H (CD30D, 400 MHz) de Ct-6 na regido de
6,2-7,6 ppm.
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5.9 Identificagéo estrutural de Ct-7

A substéncia codificada como Ct-7 foi isolada como um s6lido marrom com 2,6
mg, coletada no tempo de retencdo de 103,9 min (Figura 8, pag. 50).

No espectro de RMN de *C-APT obtido a 100 MHz em DMSO-ds (Figura 54, pag. 86)
mostrou a presenca de 18 sinais. Destes oito foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados (C),
nove a carbonos metinicos (CH) e um a carbono metilénico (CH2). Os sinais em d¢ 113,5;
115,6; 121,9; 116,9; 116,0; 120,3 foram atribuidos ao carbonos arométicos ndo-substituidos C-
2; C-5; C-6; C-2°; C-5" e C-6’, respectivamente. Os sinais em d¢ 145,8; 148,8; 145,1 e 144,1
foram atribuidos, respectivamente, aos carbonos 3, 4, 3’ e 4’ ligados as hidroxilas fen6licas. Os
sinais em O¢ 125,6 e 127,6 foram atribuidos respectivamente aos carbonos aromaticos 1 e 1°.
Os sinais em 6¢c 166,2 e 171,8 foram atribuidos aos carbonos carbonilicos 9 (carbonila de éster)
¢ 9’ (carbonila de acido) respectivamente. Em ¢ 73,1 aparece o sinal do carbono oximetinico
8’ e em 36,3 o sinal do carbono metilénico 7°. Os sinais em &¢c 146,1 e 114,9 corresponderam
aos carbonos olefinicos 8 e 7, respectivamente (Tabela 9, pag. 85).

No espectro de RMN de *H obtido a 400 MHz em DMSO-ds (Figura 56, pag. 87)
foram observados os sinais em 61 7,48 (d, J = 15,6 Hz) e 6,22 (d, J = 15,6 Hz), que foram
atribuidos aos dois prétons olefinicos H-7 e H-8, respectivamente, tendo a configuracédo trans
confirmada pelo valor da constante de acoplamento, com valor de J= 15,6 Hz. Em 64 3,01 (2H
dd, J=14,0; 8,0 Hz) foi observado o sinal dos hidrogénios ligados ao carbono metilenico 7’ e
em on 5,06 (dd, J = 8,4; 4,4 Hz) foi observado o sinal do hidrogénio ligado ao carbono
oximetinico 8’. Os sinais em 6n 7,05 (S), 6,78 (d, J = 8,0 Hz), 6,98 (dd, J = 8,0; 1,6 Hz), 6,68
(d,J=1,2Hz), 6,65 (q,J=8,0 Hz) e 6,54 (dd, J = 8,0; 1,6 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios
2,5,6,2°,5 e 6’ de dois anéis aromaticos em um sistema ABX (Tabela 9, pag. 85).

Apos as analises de RMN de 'H, 3C e comparagGes com os dados encontrados na
literatura, foi possivel concluir que Ct-7 trata-se do acido rosmarinico (Figura 53) um &cido

fendlico que ja foi relatado na espécie em estudo.

Figura 53 - Estrutura quimica do &cido rosmarinico.
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Tabela 9 - Dados de RMN de H e $3C-APT de Ct-7 em comparagdo com os dados na literatura
(400 e 100 MHz, respectivamente, em DMSO-de).

Ct-7 MEHRABANI et al., 20052

N° H, mult. (J em Hz) Bc 'H, mult. (J em Hz) Bc

1 - 125,6 - 126,2
1 - 127,6 - 128,2
2 7,05 (s) 113,5 7,06 (s) 115,7
2 6,68 (d, J =1,2 Hz) 116,9 6,69 (sl) 117,5
3 - 145,8 - 144.8
3 - 145,1 - 146,4
4 - 148,8 - 145,7
4 - 144,1 - 149,4
5 6,78 (d, J =8,0 Hz) 115,6 6,77 (d, J = 8,0 Hz) 116,6
5 6,65 (g, J = 8,0 Hz) 116,0 6,64 (d, J=7,6 Hz) 116,2
6 6,98 (dd, J = 8,0; 1,6 Hz) 121,9 7,01 (d, J= 8,0 Hz) 122,4
6’ 6,54 (dd, J = 8,0; 1,6 Hz) 120,3 6,53 (d, J=7,6 Hz) 120,9
7 7,48 (d, J = 15,6 Hz) 146,1 7,47 (d, J= 16,0 Hz) 146,7
7°(2H) 3,01 (dd, J=14,0; 8,0 Hz) 36,3 2,91 (dd, J = 14,0; 8,6 Hz) 37,1
8 6,22 (d, J = 15,6 Hz) 114,9 6,24 (d, J = 16,0 Hz) 114,1
8 5,06 (dd, J = 8,4; 4,4 Hz) 73,1 5,03 (dd, J = 8,6; 4,0 Hz) 73,8
9 - 166,2 - 166,8
9 - 171,8 - 171,8

2Obtido em equipamento de RMN de 500 e 125 MHz para *H e °C, respectivamente, em DMSO-db.
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Figura 54 - Espectro de RMN de 3C-APT (DMSO-ds, 100 MHz) de Ct-7.
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Figura 55 - Expansdo do espectro de RMN de #C-APT (DMSO-ds, 100 MHz) de Ct-7 na
regido de 110-175 ppm.
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Figura 56 - Espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de Ct-7.
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Figura 57 - Expanséo do espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de Ct-7 na regido de

6,1-7,6 ppm.
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Figura 58 - Expanséo do espectro de RMN de *H (DMSO-ds, 400 MHz) de Ct-7 na regiéo de
2,6-5,4 ppm.
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5.10 Identificacdo estrutural de Ct-8

A substéancia codificada como Ct-8 foi isolada como um s6lido marrom com 4 mg,
coletada no tempo de retencéo de 27,4 min (Figura 9, pag. 51).

No espectro de RMN de 3C-APT obtido a 100 MHz em CD3;OD (Figura 60, pag. 92),
foi observada a presenca de 8 sinais. Destes, dois foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados
(C), cinco a carbonos metinicos (CH) e um a carbono metilénico (CH3). Os sinais em &¢ 91,8;
124,3 e 143,5 foram atribuidos, respectivamente, aos carbonos sp? monossubstituidos o, 2 e 3,
sendo o carbono 3 mais desprotegido em relacdo ao carbono 2 devido ao efeito de ressonancia
da dupla ligagé&o dos carbonos 2 e 3 com a dupla adjacente que promove o aparecimento de uma
carga parcial positiva no carbono 3. Os sinais em o 67,8 e 68,3 foram referentes aos carbonos
metinicos oxigenados 4 e 6, respectivamente. Neste mesmo espectro também foram observados
os sinais em &¢ 162,3 atribuido a um carbono sp? dissubstituido, 8. 43,0 atribuido a um carbono
metilénico (C-5) e &c 117,8 referente ao carbono da nitrila (Tabela 10, pag. 91).

No espectro de RMN de 'H (Figura 61, pag. 92) foram observados sinais em 6n 5,57 (S);
6,57 (dd, J =10,0; 2,0 Hz) € 6,25 (dd, J = 10,0; 2,1 Hz) referentes aos protons olefinicos a, 2 e
3, respectivamente. Os sinais em on 4,48 (m) e 4,33 (dqg, J = 2,4; 2,0 Hz) foram atribuidos a
dois protons oximetinicos H-4 e H-6, respectivamente, os sinais em 6w 2,40 (dtd, J = 1,2; 5,6;
0,8 Hz) e 1,57 (g, J = 10,8 Hz) referentes aos protons metilénicos diastereotdpicos H-5a e H-
5b, respectivamente (Tabela 10, pag. 91).

Os assinalamentos de todos os carbonos hidrogenados foram confirmados pelas
correlagdes no mapa de contorno de HSQC (*H x 3C) (Figura 65, pag. 94) e podem ser
observados na tabela 10, pag. 91.

A partir das correlacdes observadas no mapa de contorno de HMBC (*H x *3C) (Figura
69, pag. 96) entre o proton em 6x 5,57 (H-a) com os carbonos em 117,8 (CN), 162,3 (C-1),
124,3 (C-2) e 68,3 (C-6) juntamente com as correlacdes observadas no espectro homonuclear
de COSY (*H x H) (Figura 71, pag. 97) entre H-2 <> H-3, H-3 <> H-4, H-4 <> H-5a e H-5b,
H-5a < H-5b e H-6, H-5b «» H-5a e H-6, foi possivel confirmar a posi¢do do grupo nitrila a,
B insaturado (Tabela 10, pag. 91).

A configuracdo E da porgdo nitrila a, B insaturada foi sugerida pela comparagdo do
deslocamento quimico de H-2 em 6,57 de Ct-8 com alguns compostos cianoglicosideos como
a menisdaurina (TAKAHASHI, K., MATSUZAWA, S. e TAKANI, M, 1978) litospermosida,
dasicarponina (WU et al., 1979) e bauinina (CHEN et al., 1985) que possuem a por¢ao Z-nitrila

a, B insaturada com deslocamento quimico de H-2 entre 6,20 a 6,30, e confirmada pela auséncia
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da correlacdo entre H-a e H-2 no mapa de contorno de NOESY (*H x H) (Figura 75, pag. 99)
(SHIRAKAWA et al., 2019). A correlagdo de H-4 com H-6 confirmou a estereoquimica relativa
dos grupos hidroxilas como Cis.

Apos as analises de RMN de 'H, *C, HSQC, HMBC, COSY, NOESY e comparagdes
com os dados descritos na literatura, foi possivel concluir que Ct-8 trata-se do E-coclauril
(Figura 59), uma aglicona de glicosideo cianogénico que esté sendo relatada pela primeira vez

na familia Boraginaceae.

Figura 59 - Estrutura quimica do E-coclauril.
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Tabela 10 - Dados de RMN de H e *C-APT de Ct-8 em comparagio com os dados na literatura (400 e 100 MHz, respectivamente, em

CDs0D).
Ct-8 YOGO et al., 1990%°
HSQC HMBC COosYy

No H, mult. (J em Hz) B¢ 'H x ®c H x H H, mult. (J em Hz) Bc
1 - 162,3 - - 161,6
2 6,57 (dd, J = 10,0; 2,0 Hz) 1243 C-1/C-4 H-3 6,57 (dd, J = 10,1; 2,4 Hz) 1236
3 6,25 (dd, J = 10,0; 2,1 Hz) 1435 C-1/C-5 H-4 6,23 (ddl, J = 10,1; 1,7 Hz) 1437
4 4,48 (m) 67,8 C-3/C-5 H-5eq/H-5ax 4,48 (m) 67,3
5eq 2,40 (dtd, J=1,2; 5,6; 0,8 Hz) 43,0 C-1/C-3/C-6/C-a. H-5ax/H-6 2,39 (dtd, J =11,4;4,9; 1,7 Hz) 43,2
5ax 1,57 (g, J = 10,8 Hz) 43,0 C-1/C-3/C-6 H-6 1,59 (ddd, J=12,8; 11,4; 10,4 Hz) 43,2
6 4,33 (dg, J = 2,4; 2,0 Hz) 68,3 C-1/C-4/C-5/CN 4,32 (ddd, J =12,8; 4,9; 2,0 Hz) 68,0
o 5,57 (s) 91,8 C-1/C-2/C-6/CN 5,57 (sl) 91,7
CN - 117.,8 - - 117,5

20btido em equipamento de RMN de 270 MHz para *H , em CDs;OD.
> Obtido em equipamento de RMN de 25 MHz para **C, em CDsCOCD.
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Figura 60 - Espectro de RMN de 3C-APT (CDsOD, 100 MHz) de Ct-8.
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Figura 61 - Espectro de RMN de *H (CD30D, 400 MHz) de Ct-8.
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Figura 62 - Expanséo do espectro de RMN de *H (CD30OD, 400 MHz) de Ct-8 na regido de
5,4-6,8 ppm.
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Figura 63 - Expanséo do espectro de RMN de *H (CD30D, 400 MHz) de Ct-8 na regido de
4,2-4,5 ppm.
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Figura 64 - Expansédo do espectro de RMN de *H (CD30OD, 400 MHz) de Ct-8 na regido de

1,5-2,5 ppm.
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Figura 65 - Mapa de contorno HSQC da substancia Ct-8 (CD30D, 400 x 100 MHz).
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Figura 66 - Expansdo do mapa de contorno HSQC da substancia Ct-8 (CDsOD, 400 x 100

MHz) na regido de 5,2-7,0 ppm x 50-170 ppm.
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Figura 67 - Expansdo do mapa de contorno HSQC da substancia Ct-8 (CDsOD, 400 x 100

MHZz) na regido de 4,1-4,7 ppm x 50-120 ppm.
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Figura 68 - Expansdo do mapa de contorno HSQC da substancia Ct-8 (CDsOD, 400 x 100
MHz) na regido de 1,2-2,8 ppm x 5-75 ppm.
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Figura 69 - Mapa de contorno HMBC da substancia Ct-8 (CD30D, 400 x 100 MHz).
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Figura 70 - Expansdo do mapa de contorno HMBC da substancia Ct-8 (CDsOD, 400 x 100
MHZz) na regido de 5,0-7,3 ppm x 20-180 ppm.
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Figura 71 - Mapa de contorno COSY da substancia Ct-8 (CD3z0D, 100 x 100 MHz).
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Figura 72 - Expansdo do mapa de contorno COSY da substancia Ct-8 (CD30OD, 100 x 100
MHZz) na regido de 5,3-6,8 ppm x 1,0-9,0 ppm.
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Figura 73 - Expansdo do mapa de contorno COSY da substéancia Ct-8 (CD30D, 100 x 100
MHZz) na regido de 3,7-5,1 ppm x 1,0-8,0 ppm.
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Figura 74 - Expansdo do mapa de contorno COSY da substancia Ct-8 (CD30OD, 100 x 100
MHZz) na regido de 0,6-2,8 ppm x 1,0-7,0 ppm.
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Figura 75 - Mapa de contorno NOESY da substancia Ct-8 (CD30OD, 100 x 100 MHz).
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Figura 76 - Expansdo do mapa de contorno NOESY da substancia Ct-8 (CDsOD, 100 x 100
MHZz) na regido de 5,2-7,2 ppm x 3,0-9,5 ppm.
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5.11 Identificacdo estrutural de Ct-9

A substancia codificada como Ct-9 foi isolada como um sélido marrom com 3,9
mg, coletada no tempo de retencdo de 54,8 min (Figura 9, pag. 51).

No espectro de RMN de **C-BB obtido a 100 MHz em CDsOD (Figura 78, pag. 102)
mostrou a presenca de 9 sinais. Destes quatro foram atribuidos a carbonos ndo hidrogenados
(C) e cinco a carbonos metinicos (CH). Os sinais em 6¢ 128,0; 115,0; 146,1; 149,1; 116,7; 122,6
foram atribuidos aos carbonos sp? C-1; C-2; C-3; C-4; C-5 e C-6, respectivamente. Devido as
desprotecdes dos carbonos sp? C-3 e C-4 em relagio aos outros carbonos sp?, sugeriu-se que
essas posicdes estejam oxigenadas. Os sinais em ¢ 146,7 e 116,5 foram atribuidos aos carbonos
olefinicos C-7 e C-8, respectivamente (Tabela 11, pag. 101).

No espectro de RMN de 'H obtido a 400 MHz em CD3;OD (Figura 79, pag. 102)
foram observados os sinais em dn 7,49 (d, J = 16,0 Hz) ¢ 61 6,24 (d, J = 16,0 Hz), que foram
atribuidos aos dois prétons olefinicos H-7 e H-8, respectivamente, tendo a configuracdo trans
confirmada pelo valor da constante de acoplamento, com valor de J = 16,0 Hz. Os sinais em 8n
7,03 (d, J=2,0Hz), 61 6,92 (dd, J =8,0; 2,0 Hz) e 61 6,78 (d, J = 8,4 Hz), sugeriram a presenca

de um anel aromatico com um sistema ABX (Tabela 11).
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No mapa de contorno de HMBC (*H x *C) (Figura 81, pag. 103) foi observada a
correlagdo do proton em 6n 7,49 (H-7) com um carbono em &¢ 172,2 (COOH), confirmando a
presenca da carbonila de acido em um sistema a, B-insaturado.

Apos as analises de RMN de H, 1*C, HMBC e comparagdes com os dados encontrados
na literatura, foi possivel concluir que Ct-9 trata-se do acido cafeico (Figura 77), um &cido

fendlico que ja foi relatado na espécie em estudo.

Figura 77 - Estrutura quimica do acido cafeico.

Tabela 11 - Dados de RMN de 'H e **C-BB de Ct-9 em comparagdo com os dados na literatura
(400 e 100 MHz, respectivamente, em CD30D).

Ct-9 HONG et al., 20162

No H, mult. (J em Hz) B¢ H, mult. (J em Hz) Bc

1 - 128,0 - 127,9
2 7,03 (d, J= 2,0 Hz) 115,0 7,03 (d, J= 2,1 Hz) 115,0
3 - 146,1 - 146,7
4 - 149,1 - 149,4
5 6,78 (d, J = 8,4 Hz) 116,7 6,77 (d, J = 8,4 Hz) 116,5
6 6,92 (dd, J = 8,0; 2,0 Hz) 122,6 6,92 (dd, J=8,4; 2,1 Hz) 122,8
7 7,49 (d, J = 16,0 Hz) 146,7 751 (d, J= 16,1 Hz) 146,8
8 6,24 (d, J = 16,0 Hz) 116,5 6,22 (d, J= 16,1 Hz) 115,9
9 - 172,2 - 171,6

2Obtido em equipamento de RMN de 700 e 175 MHz para 'H e *3C, respectivamente, em CDsOD.
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Figura 78 - Espectro de RMN de 3C-BB (CDs0OD, 100 MHz) de Ct-9.
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Figura 79 - Espectro de RMN de *H (CD30D, 400 MHz) de Ct-9.
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Figura 80 - Expanséo do espectro de RMN de *H (CD30OD, 400 MHz) de Ct-9 na regido de
6,1-7,7 ppm.
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Figura 82 - Expansdo do mapa de contorno HMBC da substancia Ct-9 (CDsOD, 400 x 100
MHz) na regido de 7,2-7,5 ppm x 169-174 ppm.
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6 CONCLUSOES

A partir do estudo fitoquimico das folhas e ramos da espécie Cordia trichotoma foi
possivel isolar nove substancias, sendo estas pertencentes a quatro classes de metabélitos
secundarios: um acido fenilacético, cinco acidos fendlicos, duas agliconas de glicosideos
cianogénicos e um derivado do ciclohexilidenoacetonitrila.

Através de métodos espectroscopicos de RMN de 'H, 3C unidimensionais como
também de técnicas bidimensionais (HMBC, HSQC, COSY E NOESY), IV e comparac¢des
com os dados relatados na literatura, foi possivel identificar as substancias como sendo o
etil-3,4-dihidroxifenilacetato, acido rosmarinico, acido cafeico, acido p-hidroxibenzoico,
p-hidroxibenzaldeido, cafeato de etila, 4-hidroxibenzenoacetonitrila, 2-
hidroxibenzenoacetonitrila e E-coclauril.

O 2-hidroxibenzenoacetonitrila esta sendo relatado pela primeira vez como um
produto natural de origem vegetal, apds levantamento bibliografico nos principais bancos de
dados. Os compostos E-coclauril e 4-hidroxibenzenoacetonitrila estdo sendo relatados pela
primeira vez na familia Boraginaceae. O cafeato de etila estd sendo relatado pela primeira
vez no género Cordia. O p-hidroxibenzaldeido e etil-3,4-dihidroxifenilacetato estdo sendo
relatados pela primeira vez na espéecie C. trichotoma e os demais compostos ja isolados
nesta espécie.

Diante disto, este trabalho contribuiu com a ampliagdo do conhecimento
fitoquimico da familia Boraginaceae, por meio do isolamento de novos compostos da
espécie C. trichotoma. Desta forma, estimulando novos estudos, relacionados a avaliacdo
das atividades bioldgicas dos constituintes isolados e estudos fitoquimicos com espécies

desta familia.
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