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RESUMO

MACAUBAS-SILVA, Camila. Substancias fenélicas de Helicteres eichleri K. SCHUM
(Malvaceae sensu lato) e avaliacdo microbioldgica de suas quinonas. 135 p. Dissertacédo
(Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Biativos) — Centro de Ciéncias da Salde,
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2022.

Os produtos naturais sdo utilizados para a cura e tratamento de diversas doencas desde 0s
tempos pre-historicos. Esses compostos apresentam alta diversidade estrutural e despertam
interesse de muitos pesquisadores na busca de novas moléculas bioativas. Atualmente a
resisténcia microbiana causada pelo uso inadequado de antibidticos, foi considerada pela
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) uma ameaca a saude da sociedade, havendo uma
procura crescente por novas moléculas bioativas de plantas contra a resisténcia bacteriana.
Diante da ampla gama de estruturas quimicas vegetais, dos conhecimentos
guimiotaxonémicos e bioldgicos do género Helicteres, buscou-se neste estudo os potenciais
fitoquimicos e microbianos contra 4 linhagens bacterianas patogénicas, de substancias
isoladas de Helicteres eichleri K. Schum, endémica do Brasil e conhecida popularmente
como “fumo-de-macaco”, familia Sterculiaceae (Malvaceae sensu lato). Para o estudo
fitoquimico, o extrato etandlico bruto foi submetido a cromatografia liquido-liquido,
utilizando Hex.; CH,Cl,; AcOEt; n-BuOH, obtendo-se suas respectivas fases, além da fase
hidroalcoolica. A fase diclorometano (20g) e a fase acetato de etila (8g) foram submetidas a
cromatografia em coluna utilizando silica flash e/ou cartucho C-18 e Sephadex-LH 20,
como fases estacionérias. A atividade antimicrobiana de dois compostos isolados (He-1 e
He-2) foram investigadas frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Klebsiella pneumoniae e Salmonella enterica typhimurium, por ensaio de disco difuséo e
por meio da de microdiluicdo por meio da determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM). O processo cromatogréfico levou ao isolamento de quatro constituintes quimicos,
cujas estruturas quimicas foram definidas por interpretacdo dos espectros de RMN 1H e
13C e bidimensionais, e compara¢fes com modelos da literatura. As substancias isoladas
foram duas O-naftoquinonas, He-1: 4-metoxi-3,6,9-trimetil-2,3-di-hidrobenzo [de]
cromeno-7, 8-diona (mansonona M) e He-2 :4-Hidroxi-3,6,9-trimetil-2,3-di-hidro-benzo
[de] cromeno-7,8-diona (mansonona H), um flavonoide sulfatado He-4: 7,4’-di-O-metil-8-
O-sulfato-isoscutelareina e um flavonoide glicosilado He-5: canferol-3-O-B-D-(6”-E-p-
coumaroil) glicopiranosideo (tilirosideo). A avaliacdo antimicrobiana realizada com as duas
quinonas sesquiterpénicas, demonstrou que He-1 e He-2 apresentou atividade
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, e He-1
apresentou baixa atividade contra Salmonella enterica typhimuriu. As quatro substancias
foram isoladas pela primeira vez na espécie, fortalecendo assim o perfil fitoquimico do
género Helicteres e as O-naftoquinonas demonstraram-se promissoras quanto a sua
atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Sterculiaceae; Estudo fitoquimico; Flavonoide sulfatado; Naftoquinonas;
Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

MACAUBAS-SILVA, Camila.Phenolic substances from Helicteres eichleri K. SCHUM
(Malvaceae sensu lato) and microbiological evaluation of your quinones.135 p.
Master’s Thesis (Graduate Program in Natural Products and Synthetic Bioactive) — Center
of Health Sciences, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2017.

Natural products have been used to cure and treat various diseases since prehistoric times.
These compounds have high structural diversity and arouse the interest of many researchers
in the search for new bioactive molecules. Currently, microbial resistance caused by the
inappropriate use of antibiotics was considered by the World Health Organization (WHO) a
threat to the health of society, with a growing demand for new bioactive molecules from
plants against bacterial resistance. Given the wide range of plant chemical structures,
chemotaxonomic and biological knowledge of the genus Helicteres, this study sought to
identify phytochemical and microbial potentials against 4 pathogenic bacterial strains, of
substances isolated from Helicteres eichleri K. Schum, endemic to Brazil and popularly
known as “monkey smoke”, family Sterculiaceae (Malvaceae sensu lato). For the
phytochemical study, the crude ethanol extract was subjected to liquid-liquid
chromatography, using Hex.; CH,Cl,; AcOEt; n-BuOH, obtaining their respective phases,
in addition to the hydroalcoholic phase. The dichloromethane phase (20g) and the ethyl
acetate phase (89) were subjected to column chromatography using flash silica and/or C-18
cartridge and Sephadex-LH 20 as stationary phases. The antimicrobial activity of two
isolated compounds (He-1 and He-2) was investigated against Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae and Salmonella enterica typhimurium,
by disk diffusion assay and by means of microdilution by determining the Minimum
Inhibitory (MIC). The chromatographic process led to the isolation of four chemical
constituents, whose chemical structures were defined by interpretation of 1H and 13C and
two-dimensional NMR spectra, and comparisons with models in the literature. The isolated
substances were two O-naphthoquinones, He-1: 4-methoxy-3,6,9-trimethyl-2,3-
dihydrobenzo[de]chromene-7,8-dione (mansonone M) and He-2: 4-Hydroxy-3,6,9-
trimethyl-2,3-dihydro-benzo[de]chromene-7,8-dione (mansonone H), a sulfated flavonoid,
He-4: 7,4'-di -O-methyl-8-O-sulfate-isoscutellarein and a glycosylated flavonoid, He-5:
kaempferol-3-O-p-D-(6”-Ep-coumaroyl) glycopyranoside (tylyroside). The antimicrobial
evaluation performed with the two sesquiterpene quinones showed that He-1 and He-2
showed antimicrobial activity against Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis, and He-1 showed low activity against Salmonella enterica typhimuriu. The
four substances were isolated for the first time in the species, thus strengthening the
phytochemical profile of the genus Helicteres and the O-naphthoquinones proved to be
promising in terms of their antimicrobial activity.

Keywords: Sterculiaceae; Phytochemical study; Sulfated flavonoid; Naphthoquinones;
Antimicrobian activity.
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7. Fitroducio



Os produtos naturais despertam interesse nos humanos e séo utilizados para a cura e
tratamento de diversas doencas desde 0s tempos pré-historicos, sendo o registro mais antigo
do uso de plantas medicinais a cerca de 2.400 aC (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015;
JAMSHIDI-KIA, 2018; MOURA et al., 2020).

As espécies vegetais produzem constituintes quimicos, chamados metabolitos
secundarios, como resultado da evolugdo de milhdes de anos a adaptacdo a ou contra
estresses bidticos e abioticos (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015), apresentando alta
diversidade estrutural. Devido a sua complexidade, os produtos naturais sdo moléculas
bioativas que despertam interesse de muitos pesquisadores na busca de novos farmacos
derivados de plantas (YUAN et al., 2016; CASANOVA; COSTA, 2017).

Dessa forma, a Quimica de Produtos Naturais progrediu no ultimo século,
permitindo o isolamento, elucidacdo/caracterizacdo estrutural e avaliacdo dos efeitos
farmacoldgicos dos constituintes quimicos derivadas do metabolismo secundario das
espécies vegetais (DECORTE, 2016; SIMOES et al., 2017).

Em vista da grande diversidade vegetal do mundo, com cerca de 500.000 espécies
de plantas (VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018; CORLETT, 2016), o Brasil € o pais com a
maior diversidade, apresentando 18% da biodiversidade vegetal (BIAZOTTO, 2019),
compreendendo espécies de plantas superiores, angiospermas, algas, licéfitas, samambaias,
bri6fitas e gimnospermas (DUTRA et al., 2016).

A fauna e a flora brasileiras distribuidas em seis biomas, Caatinga, Cerrado,
Floresta Amazbnica, Mata Atlantica, Pampas e Pantanal, apresentam uma grande
diversidade de compostos naturais com estruturas complexas e especificas de grande
interesse para a quimica medicinal, no desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento de diversas doengas, cosméticos e agroquimicos (DUTRAet al., 2016; VALLLI;
RUSSO; BOLZANI, 2018). A familia Malvaceae, destaca-se entre a diversidade vegetal,
compreendendo cerca de 250 géneros e 4.200 espécies no mundo, e cerca de 92 géneros e
1300 espécies no Brasil (BOVINI et al.,, 2015; DORNELES, 2017). Suas especies
apresentam grande importancia econdmica e medicinal, apresentando atividade
antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatéria, antitumoral (ABDULLATIF, 2017
CHAVES et al, 2017; DORNELES, 2017; ISLAM, 2019; ABDULLAH et al., 2020;
FERNANDES et al., 2020).
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Uma andlise realizada pela Food and Drug Administration (FDA), relatou que no
periodo de 1981 a 2019, cerca de 50% dos produtos farmacéuticos eram derivados ou
projetados a partir de estruturas de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2020),
indicando que substancias derivadas de plantas tem grande contribuicdo no
desenvolvimento de farmacos.

Atualmente a resisténcia microbiana causada pelo uso inadequado de antibioticos,
foi considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) uma ameaca a salde da
sociedade (WHO Antimicrobial Resistance, 2021), tendo em vista que todos os anos as
infeccdes bacterianas sdo responsaveis por milhdes de mortes (GUPTA, M., SHARMA, R.
& KUMAR, 2019; KHAMENEH et al., 2019). O uso de antibi6ticos administrado de forma
incorreta e sem supervisdo de um profissional acarretaram resisténcia das bactérias aos
mesmos (HAY; RAO; DOLECEK, 2018), tornando-os ineficazes (KHAMENEH et al.,
2019).

Dessa maneira, hd uma procura crescente por novas moléculas bioativas de plantas
contra a resisténcia bacteriana (VAOU, 2021). O uso de produtos naturais tém ganhado
destaque na utilizacdo como agentes antimicrobianos, agindo sozinhos ou em combinacédo
com antibidticos, restaurando sua atividade antibacteriana (KHAMENEH et al., 2019).

Diante da ampla gama de estruturas quimicas vegetais, da importancia de novos
agentes bioativos derivados de plantas e dos conhecimentos quimiotaxondmicos e
bioldgicos do género Helicteres, buscou-se neste estudo os potenciais fitoquimicos e
antimicrobianos contra 4 linhagens bacterianas patogénicas, de substancias isoladas de
Helicteres eichleri K. Schum, endémica do Brasil e conhecida popularmente como “fumo-
de-macaco”, familia Sterculiaceae (Malvaceae sensu lato), vislumbrando contribuir com os

conhecimentos fitoquimicos e biolégicos da familia.
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2.1 Objetivo Geral
Contribuir para o conhecimento fitoquimico e biolégico da familia Sterculiaceae, através de

estudos fitoquimicos e bioldgicos das partes aéreas de Helicteres eichleri K. Schum.

2.2 Objetivos Especificos

Isolar, purificar e identificar ou caracterizar os constituintes quimicos das fases e
fracOes do extrato etandlico bruto (EEB) das partes aéreas de Helicteres eichleri K.
Schum, buscando conhecer o perfil dos metabdlitos secundéarios produzidos por
espécie do género Helicteres através de métodos cromatograficos e
espectroscopicos;

Realizar testes bioldgicos com as substancias isoladas contra 4 linhagens
bacterianas patogénicas, Klebsella pneumoniae, Salmonella entérica typhimurium,
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, por meio do ensaio disco-
difusdo e ensaio de microdiluicdo através da determinacdo da Concentracdo

Inibitéria Minima (CIM), no intuito de descobrir novos potenciais terapéuticos.
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3.1 Importéncia de estudos com Produtos Naturais

As espécies vegetais biossintetizam uma variedade de substancias quimicas,
conhecidas como metabolitos secundarios, que sdo considerados resultado da adaptacao,
sobrevivéncia e defesa do organismo ao ambiente. Essas substancias desempenham um
papel importante na resisténcia da planta ao estresse biotico, exercendo fungdes como
protecdo contra insetos, fungos, herbivoros e patogenos, e estabelecimento de simbiose
(ISLAM, 2019; ISAH, 2019; YANG et al., 2018). Além desses, fatores externos como o
clima da area, luz, tipo e composicdo do solo, estresse de seca, salinidade e deficiéncia de
nutrientes sdo considerados estimulos para a producdo desses metabolitos, (LI et al., 2020;
HASHEMINYA; DEHGHANNYA, 2019). Diante disso, a jungdo de estresses ambientais
causa mudancas no metabolismo da planta, ocorrendo uma maior producdo de metabdlitos
secundarios (LI et al., 2020).

Devido a sua estereocomplexidade, diversidade quimica e bioatividade, os produtos
naturais tem despertado grande interesse cientifico, na industria farmacéutica, quimica,
cosmética e alimenticia, na busca de novas moléculas bioativas, como também no
desenvolvimento de rotas biosintéticas para estes compostos, tendo em vista que
apresentam atividades bioldgicas (CHAMBERLIN et al., 2019; GUERRIERO et al., 2018).

Os produtos naturais apresentam uma variedade de atividades bioldgicas e efeitos
farmacoldgicos no corpo humano, fornecendo beneficios a saude, dessa forma a procura
por plantas medicinais para fins medicinais nas Ultimas décadas vem aumentando
(THOMFORD et al., 2018; L1 et al., 2020).

Exemplos de produtos naturais conhecidos por suas atividades sdo a morfina
(Papaver somniferum), composto farmacologicamente ativo utilizado como analgésico para
aliviar dores intensas (YUAN et al., 2016; YAZICI, L.; YILMAZ, 2021); o taxol (Taxus
brevifolia), conhecido por sua atividade anticancer (AMIRHOSSEIN et al., 2020); o acido
salicilico (Salix alba), utilizado para curar febre e dor, apresentando atividade anti-
inflamatdria (SINHA et al., 2019); e o 6leo de citronela (Cymbopogon citratus), utilizado
como inseticida, repelente e desodorante em cosméticos (OLADEJI et al., 2019); outras
substancias tambem apresentam atividades larvicida, antiviral, antifingica, anti-
inflamatoria, antioxidante, antitumoral, entre outros (HASHEMINYA; DEHGHANNYA,
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2019; ANDRADE et al., 2018; RAD et al., 2019; FERNANDES et al., 2018; FERREIRA
etal., 2019)

Grande parte dos medicamentos aprovados pelo Food and Drug Administration
(FDA) sdo baseados em produtos naturais. Um levantamento realizado sobre 0s novos
medicamentos aprovados no periodo entre 1981 e 2019, mostrou que 3,8% sao produtos
naturais; 0,8% sé@o produtos naturais botanicos; 18,9% sdo derivados de produtos naturais;
11% sdo farmacos sintéticos com grupo farmacéforo de um produto natural; e 11,5 % sdo
totalmente sintéticos baseados em produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2020)
retratando a contribuicdo desses compostos no desenvolvimento de farmacos.

Dentre os estudos cientificos com espécies vegetais encontra-se a fitoquimica, que
tem por objetivo identificar, isolar, purificar, caracterizar e estudar o0s efeitos
farmacoldgicos dos constituintes quimicos presentes nas plantas, e de seus extratos
(SIMOES et al., 2017; SANTHI; SENGOTTUVEL, 2016).

Um ponto importante a ser levado em consideracdo para a realizacdo de um estudo
fitoquimico e descoberta de novos farmacos é a selecdo da espécie vegetal. Desta forma,
algumas abordagens podem ser utilizadas para o estudo de plantas medicinais, tais como
etnodirigida (dirigida por etnobotanica); quimiotaxondmica e ecoldgica; aleatoria e
integrada. A abordagem etnodirigida leva em consideracdo o uso tradicional das plantas e
suas atividades bioldgicas; a quimiotaxonémica e ecoldgica consiste em classificar a planta
com base em seus constituintes quimicos; a aleatoria consiste na classificacdo aleatoria da
planta; e a integrada leva em consideracdo todas as abordagens citadas anteriormente,
podendo utilizar ferramentas matematicas como auxilio (NINGTHOUJAM et al., 2018).

O estudo etnodirigido tem-se mostrado muito Util e eficaz, tendo em vista que a
escolha da espécie é baseada no conhecimento do uso terapéutico da planta, levando em
conta suas atividades bioldgicas e fornecendo uma abordagem satisfatoria para a descoberta
de novas substancias (NINGTHOUJAM et al., 2018; AMODEOQO et al., 2019). Neste
contexto, cita-se a familia Malvaceae, a qual vém despertando grande interesse no meio
cientifico por suas espécies apresentarem relevante importancia econdmica, medicinal,
alimenticia e ornamental. Dentre elas o algoddo (Gossypium ssp.), 0 cacau
(Theobroma cacao) e o quiabo (Abelmoschus esculentus) destacam-se por serem

importantes culturas agricolas (ISLAM, 2019); a malva branca (Waltheria viscosissima)

27



cujo estudo confirmou atividade larvicida contra o Aedes aegypti (FERREIRA et al., 2019);
e algumas espécies como Hibiscus rosa-sinensis que além de apresentar atividades
antitumoral e antidiabética, também tem finalidade ornamental (ISLAM, 2019;
ABDULLAH et al., 2020).

3.2 Aspectos gerais da familia Malvaceae sensu lato

A familia Malvaceae sensu stricto compde a ordem Malvales e tem grande
representatividade na area da Caatinga (RAMALHO et al., 2009). A partir de estudos
baseados em dados moleculares, morfoldgicos e biogeogréficos, esta familia passou a ser
designada familia Malvaceae sensu lato e nela estdo inseridas as familias Sterculiaceae,
Bombacaceae e Tiliaceae, além da Malvaceae stricto sensu (LIMA; BOVINI,
CONCEICAO, 2019).

A familia Malvaceae sensu lato divide-se em nove subfamilias, sendo elas,
Bombacoideae Burnett (composta pela familia Bombacaceae); Byttnerioideae Burnett,
Dombeyoideae Beilschm e Sterculioideae Burnett (compostas por géneros da familia
Sterculiaceae); Brownlowioideae Burret (composta por géneros da familia Tiliaceae);
Grewioideae Hochr. (composta por géneros da familia Tiliaceae); Helicterioideae (Schott e
Endl.) Meisn. (composta pelas tribos Helictereae e Durioneae); Malvoideae Burnett
(compostas pela familia Malvaceae sensu stricto); e Tilioideae Arn. (composta pelo género
Tilia da familia Tiliaceae) (Esquema 1, pag. 29) (COLLI-SILVA et al., 2019;
FERNANDES et al., 2020a; APG, 2016; DORNELES, 2017) .
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Esquema 1. Sistematica da familia Malvaceae sensu lato
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e A
— ~— . )

Fonte: Adaptado de APG IV, 2016.

Malvaceae sensu lato (s.l.), compreende cerca de 250 géneros e 4.200 espécies,
tendo distribuicdo cosmopolita, porém predominantemente pantropical (Figura 1, pag. 30).
No Brasil, possui cerca de 92 géneros e 1300 espécies (DORNELES, 2017; BOVINI et al.,
2015), estando 290 destas distribuidas na regido Nordeste, sendo 161 na Caatinga (LIMA;
BOVINI; CONCEICAO, 2019). Alguns dos maiores géneros que compdem esta familia
incluem Hibiscus (300), Sterculia (250), Dombeya (225), Sida (200), Pavonia (200),
Abutilon (100) e Gossypium (40) (ISLAM, 2019; YOSHIKAWA; DUARTE, 2017).
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Figura 1: Distribuicdo geografica mundial da familia Malvaceae sensu lato

Fonte: https://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make_map

As espécies de Malvaceae L, apresentam grande importancia econémica, desde as
ornamentais até as alimenticias. Entre as espécies mais conhecidas no ambito ornamental
estdo, Hibiscus rosa-sinensis L. (hibisco), Abutilon spp. (laterna-japonesa), Ceiba speciosa
(A. St.-Hil.) e Ravenna (paineira), e entre as espécies alimenticias estdo, Theobroma cacao
L. (cacau), Abelmoschus esculentus (L.) Moench (quiabo), Theobroma grandiflorum
(Willd. exSpreng.) K.Schum. (cupuagu) (DORNELES, 2017).

Além disso, muitas espécies dessa familia sdo utilizadas na medicina popular, a
Hibiscus rosa-sinensis L.(hibisco), com atividades antimicrobiana, antioxidante,
antitumoral e antidiabética (ABDULLAH et al., 2020); Malva parviflora (malva-de-dente),
apresentando atividade anti-inflamatéria (ABDULLATIF, 2017); Sida rhombifolia L.
(guanxuma), atuando como vasorelaxante e utilizada para o tratamento de gota e
hipertensdo (CHAVES et al, 2017); Luehea divaricata Mart. &Zucc. (acoita-cavalo),
apresentando atividade inflamatdria, antianémica e antinociceptiva (BATISTA et al., 2016);
e Hibiscus mutabilis L (rosa-louca), que revelou atividade antibacteriana, antiproliferativa e
analgésia (ISLAM, 2019).

Estudos fitoquimicos anteriores de espécies vegetais pertencentes a familia

Malvaceae sensu lato, apresentaram algumas classes de metabdlitos como compostos
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fenolicos, flavonoides, esteroides, alcaloides e triterpenos (TELES et al., 2015a;
FERNANDES et al., 2018; CHAVES et al., 2017).

3.3 Aspectos gerais sobre a familia Sterculiaceae

A familia Sterculiaceae apresenta distribuicdo pantropical e em algumas regides
temperadas. E composta por cerca de 70 géneros e 1500 espécies. No Brasil, encontram-se
14 géneros e 165 espécies, distribuidas principalmente nas regides Sudeste e Nordeste
(Figura 2, pag. 31) (FERNANDES et al, 2018; CRUZ, 2007). Segundo a classificacdo do
Grupo de Filogenia de Angiospermas (APG) 1V, esta familia é composta por 4 subfamilias:
Byttnerioideae, Dombeyoideae, Helicterioideae e Sterculioideae, compreendendo diferentes

géneros, como Helicteres (Esquema 2, pag. 32) (APG, 2016).

Figura 2. Distribuigdo geografica mundial da familia Sterculiaceae

W 0 SR e S =

Fonte: https:/'/www.Ad_i'scoverIife.org
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Esquema 2. Sistematica da familia Sterculiaceae

[ Malvales ]

|
[ Malvaceae s. | ]

. Theobroma
—[ Byttnerioideae Waltheria
" Dombeya |
_ ombeya
—[ Dombeyoidea %\ Melhania
[ Sterculiaceae ]7
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e N\
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—[ Sterculioideae % Sterculia
|\

Fonte: Adaptado de APG 1V, 2016.

As espécies de Sterculiaceae possuem uma grande importancia econdmica, tanto na
area medicinal, como industrial e ornamental. As espécies dessa familia apresentam uma
ampla gama de atividades farmacoldgicas, sendo relatado por todas as partes da planta
(raiz, casca e folhas), tais como antioxidante, antiinflamatéria e antimicrobiana (CRUZ,
2007; AL MUQARRABUN; AHMAT, 2015).

Muitas espécies dessa familia sdo utilizadas na medicina tradicional, como por
exemplo a Guazuma ulmifolia Lam., utilizada para tratar diarreia e contra malaria
(HEINRICH; RIMPLER; BARRERA, 1992); a Melochia corchorifolia Linn, utilizada para
inchaco abdominal e picadas de cobra d’agua, possuindo agdo hepatoprotetora e
antioxidante (BHAKUNI; SHUKLA; THAKUR, 1987; RAO et al., 2013); Helicteres isora
L., utilizada para tratar picadas de cobra e Ulceras gastrica (DAMA et al.,, 2010; AL
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MUQARRABUN; AHMAT, 2015 ); Waltheria douradinha St. Hil., utilizada para tratar
disturbios respiratorios e cicatrizacdo de feridas (AL MUQARRABUN; AHMAT, 2015);
Scaphopetalum thonneri De Wild. & T.Durand, utilizada para tratar doenca renal e feridas
no estdmago (BOUQUET, 1969); e Cola lepidota K. Schum, utilizada para tratar doencas
pulmonares e como anticancer (OGHENEROBO; FALODUN, 2013).

Na industria farmacéutica sdo utilizados o “6leo de mutamba”, preparado dos frutos
de Guazuma ulmifolia Lam., utilizado no combate a queda de cabelo e infec¢des no couro
cabeludo, na regido Nordeste do Brasil, como também as cascas de algumas espécies de
Cola e Sterculia que oferecem um tipo de goma utilizado na fabricacdo de guloseimas
(CRUZ, 2007).

Na inddstria alimenticia, Theobroma cacao, “cacaueiro” e Theobroma
grandiflorum, “cupuacu”, destacam-se como 0s representantes brasileiros de valor
econémico expressivo, sendo produzidos o chocolate e a polpa de cupuacu utilizado para
fazer sorvetes e doces, respectivamente (CRUZ, 2007; MENDONCA, 2016; LORENZI,
MATQOS, 2002).

Estudos fitoquimicos com espécies de Sterculiaceae levou ao isolamento de
alcaloides, terpenoides, flavonoides, lignanas e quinonas (Quadro 1, pag. 34; Figura 3, pag.
35) (BHAKUNI; SHUKLA; THAKUR, 1987; AL MUQARRABUN; AHMAT, 2015).
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Quadro 1: Alguns constituintes quimicos isolados da familia Sterculiaceae

Classe metabdlica

Constituintes quimicos

Referéncias

Alcaloides

Chamaedrina(1); Escutianina B (2); Escutianina C
(3); Valteriona A (4); Melonovina A(5); Melonovina
B(6); Waltherina A(7); Waltherina B(8); Melosatina

A(9); Melosatina B(10); Melovinona(11)

DIAS et al., 2007; KAPADIA et
al., 1977; MOREL et al., 1999;
KAPADIA et al., 1978

Terpenoides

Fridelan-3a-0l(12); Fridelan-3p-o0l(13);
Herranona(14); Herrantriona(15); Cicloartenol(16);
24-metileno-cicloartenol(17)

RIZVI; SULTANA, 1972;
WIEDEMANN, 1999; BRUNI et
al., 2002

(-)epi-catequina(18); Apinegina(19); 3’-metoxi-

Flavonoides apinegina(20); Luteolina(21); Pterospermina A(22); | DIAS etal., 2007; DIXIT et al.,
Pterospermina B(23); Procianidina B1(24); 2011; PORTER; MA; CHAN,
Procianidina B2(25); Epicatequina-(4p—6)- 1991
epicatequina (26)

Cumarinas Escopolina(27); Escopoletina(28); Mansonrina .
A(29); Mansonrina B(30); Mansonrina C(31); 6- VERDAMIDES e_t al., 2003’_
hidroxi-3,4,-dihidro-4,7-dimetilbenzo-1-piran-2- TIEW etal., 2002, CAMBIE;

Y ’ LAL; AHMAD, 1990
ona(32)
Lignanas Escapopetalona(33); Mensoxetano(34); Lariciresinol VERDAMIDES_et al., 2003;
_ : . A TIEW et al., 2003; CHEN et al.,
(35); (+)-pinoresinol (36);Lirioresinol-B(37) 2006
Quinonas Mansonone C(38); Mansonone G (39); Mansonone TIEW et al., 2002;

H(40); 3-hidroxi-5-metoxi-2-metilbenzoquinona
(41); Heliguinona (42)

ANJANEYULU; RAJU, 1987,
WANG,; LIU, 1987
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Figura 3. Alguns constituintes quimicos isolados da familia Sterculiaceae
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Figura 3 (continuacéo). Alguns constituintes quimicos isolados da familia Sterculiaceae
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Figura 3 (continuacéo). Alguns constituintes quimicos isolados da familia Sterculiaceae
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Figura 3 (continuacéo). Alguns constituintes quimicos isolados da familia Sterculiaceae
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Figura 3 (continuacéo). Alguns constituintes quimicos isolados da familia Sterculiaceae
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3.4 Aspectos gerais sobre o género Helicteres

O género Helicteres, pertencente a familia Sterculiaceae, possui 60 espécies, com
distribuicdo predominantemente pantropical, nos paises dos continentes da América e Asia
(Figura 4, pag. 40), em sete secOes, Helicteres, Alicteres (Schott & Endl.) Cristobal,
Stegogamos Cristobal, Orthothecium (C.Presl) Cristdbal, Polyandria Cristobal,
Sacarolha K.Schum. e Orthocarpaea DC. (FERNANDES et al., 2018; COLLI-SILVA et
al., 2019; NETO; BARACHO, 2010). No Brasil sdo encontradas cerca de 31 espécies,
sobretudo nos dominios fitogeograficos como Amazonia, Caatinga, Cerrado, Pantanal e
Mata Atlantica (CRUZ, 2007; CRISTOBAL, 2001; ESTEVES, 2015).

Figura 4. Distribuicdo geografica mundial do género Helicteres
: .‘,"““”‘ﬁ-"" i - e

Fonte: https://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make_map

Trata-se de um género caracterizado pelo habito predominantemente arbustivo,
facilmente diferenciado por apresentar folhas simples, pétalas planas, fruto espiralado
muito particular e flores tubulosas, principalmente vermelho amareladas (COLLI-SILVA et
al., 2019; JUNIOR;CRUZ, 2018).

Vérias espécies de Helicteres sdo utilizadas na medicina popular devido suas
propriedades farmacoldgicas. Helicteres isora é utilizada no tratamento de Glcera gastrica e

nefrite crbnica, apresentando atividade anti-helmintica (KAMIYA et al.,, 2001),
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antioxidante, antibacteriana, hepatoprotetora, antidiarreica, anticoagulante (KUMAR et al.,
2012); Helicteres angustifolia é citada como analgésica, anti-inflamatoria, antiviral e
antibacteriana (CHEN; LEE; CHEN, 2006; FERNANDES et al., 2020); Helicteres
sacarolha é utilizada para o alivio de sintomas de Ulcera gastrica, hipertensdo (BALOGUN;
DAMAZO; DE OLIVEIRA MARTINS, 2015), podendo ser utilizado também como anti-
sifilitico (FERNANDES et al., 2020); Helicteres velutina € utilizada como repelente de
insetos (FERNANDES et al., 2018); Helicteres hirsuta apresenta atividades antimalérica e
antidiabetes (FERNANDES et al., 2020; PHAM et al., 2017).

Estudos fitoquimicos com espécies desse género demonstraram que triterpenos,
flavonoides e lignanas sdo seus principais constituintes quimicos, podendo apresentar
também metabdlitos como esteroides, taninos, compostos fendlicos, saponinas, alcaloides,
quinonas e cumarinas (Quadro 2, pag. 42; Figura 5, pag. 43) (OLIVAS-QUINTERO et al.,
2017; FERNANDES et al., 2020; NGUYEN et al., 2017), evidenciando o potencial das

espécies deste género.
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Quadro 2. Alguns constituintes quimicos isolados de espécies do género Helicteres
Classe metabolica

Constituintes quimicos

Referéncias

Flavonoides

7,4'-di-O-metilisoscutelarina(43); 7-O-
metilisoscutelarina (44); Canferol 3-O-B-D-
glicopiranosideo (45); Isoscutelarinad’-metil éter 8-
O -B- D -glicuronideo 6 "- n butil éster (46);
Isoscutelarina 4'-metil 8 - O -B- D -glicuronideo 2 ",
4" —dissulfato(47); Isoscutelarina 8- O -B- D -
glicuronideo 2 ", 4" —disulfato(48);Herbacetina-8-

O- glicuronideo (hibifolina) (49);Canferol
(50);Canferol-3-O- galactosideo (51); 7,4-di-O-

metil-8-O-sulfato de flavona(52)

NGUYEN ET AL., 2017; CHEN
etal., 2006; KAMIYA ET AL.,
2001; RAMESH,;
YUVARAJAN, 1995; YIN et al.,
2016; FERNANDES et al., 2018

Triterpendides

Ester metilico de acido3p-acetoxi-27- (trans-
cinamoiloxi) lup-20 (29) -en-28-6ico (53); Acido
3B-acetoxi-27 - [(4-hidroxibenzoil) oxi] lup-20 (29)-
en-28-6ico (54); Ester metilico de acido 3p-acetoxi-

27 - [(4- hidroxibenzoil) oxi] olean-12-en-28-4ico
(55); Acido helicterico (56); Acido betulinico (57);
Cucurbitacina B (58);Cucurbitacina B 2-sulfato(59);

Curcubitacina D (60);Cucurbitacina | (61);

Cucurbitacina J (62):1socucurbitacina D(63); Acido

oleandlico (64); Acido piracrénico(65); Acido
ursélico(66)

PAN et al., 2008; CHEN et al.,
2006; CHEN; CHEN; HONG,
1990; SU et al., 2017; WEI et al.,
2011; CHEN; LEE; CHEN,
2006; ASSIS, 2019; WANG et
al., 2012

Esterdides

B-sitosterol (67); Heligenina A (68);
Heligenina B (69); Estigmasterol (70); Glucosideo
B-sitosterol (71)

CHEN et al., 2006; WANG et
al., 2012; ASSIS, 2019;
FERNANDES et al., 2018

Quinona

Mansonona E (72); Mansonona F (73); Mansonona
H (74); Mansonona M (75); Heliquinona (76)

CHEN et al., 1990; CHEN et al.,
2006; CHEN; CHEN: HONG,
1990

Composto fendlico

Acido rosmarinico (77);
Acido 3'-O- (8 "-Z-cafeoil) rosmarinico (78);
Catecol (79); Acido cafeico (80); Acido galico (81);
Aldeido protocatecuico(82)

OLIVAS-QUINTERO et al.,
2017; NGUYEN et al., 2017,
DAYAL et al., 2015; WANG et
al., 2012

Lignaides

Alcaloide

Alcool diidrodeidrodiconiferilico (83);
Lariciresinol (84); (+)-pinoresinol (85);Lirioresinol-
B(86); (£)-medioresinol (87); (z)-siringaresinol
(88);(-)- boehmenan (89); Helicterina A (90);
Helicterina B (91); Helicterina C (92);
Helisterculina A (93); Helisorina (94)

CHEN et al., 2006; CHIN et al.
2006; TEZUCA et al., 2000

Cumarina

Helicterona A (95)

WANG et al., 2012

6,7,9 a-tri-hidroxi-3,8,11-a-trimetilciclohexo-[d,e]-
cumarina (96); 6,7-di-hidroxi-3,8,11-

trimetilciclohexo-[d,e]-cumarina (97)

CHEN et al., 2006
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Figura 5. Alguns constituintes quimicos isolados de espécies do género Helicteres
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Figura 5 (continuacgdo). Alguns constituintes quimicos isolados de espécies do género
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Figura 5 (continuacgdo). Alguns constituintes quimicos isolados de espécies do género
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Figura 5 (continuacgdo). Alguns constituintes quimicos isolados de espécies do género
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Figura 5 (continuacgdo). Alguns constituintes quimicos isolados de espécies do género

Helicteres
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3.5 Consideragdes botanicas e etnofarlacolégica da espécie Helicteres eichleri K.
SCHUM

A espécie Helicteres eichleri K. SCHUM, conhecida popularmente como fumo de
macaco (RAMALHO et al., 2009), é endémica do Brasil, distribuida nos estados de
Alagoas, Bahia, Maranh&o, Sergipe, Pernambuco e Paraiba, da regido Nordeste, sendo
presente nos dominios fitogeograficos como Caatinga e Mata Atlantica (ESTEVES, 2015).
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Helicteres eichleri se caracteriza como um arbusto entre 1,8 e 2 metros de altura,
apresentando ramos tomentosos, estrelado e peludo, sendo mais densos nas exterminadas,
possui folhas descoloridas e em espiral alternada, flores retas, membranosas com base
vermelha e apice amarelo. Suas pétalas sdo glabras, reduzidas a garras flabeliformes. Os
seus estames séo filamentosos e iguais entre si, com coloracdo marrom. O calice é reto,
podendo ser encontrado com flores e frutos ao longo do ano (Figura 6, pag. 48) (LIMA;
BOVINI; CONCEICAOQ, 2019; CRISTOBAL, 2001).

Figura 6. Helicteres eichleri - A: ramo; B: flor; C: face interna da pétala completa; D:
pétala do lado interno mais aberta; E: face externa; F: pétala aberta do lado de fora
mostrando o interior do bolso; G: estaminddio visto pela frente; H: estaminddio visto por
tras.

g / tmm z Smm

Fonte: (CRISTOBAL, 2001)
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Estudo realizado anteriormente pela nossa equipe com as fases hexanica e n-butanol

do EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri levou ao isolamento de um alcool, um

acido fenolico, esteroides e terpenoides (Quadro 3, pag. 49), além de seu extrato etanolico

bruto das partes aéreas apresentar atividade larvicida in vitro contra Aedes aegypti (ASSIS,

2019).

Quadro 3. Constituintes quimicos isolados de Helicteres eichleri

Constituinte quimico Molécula
isolado
H
Decanol | /\/\/\/\/CHs
(4lcool alifatico) HO_(lj
H
o OH OH
0
. . HO
Acido rosmarinico X 0 OH

(&cido fendlico)

HO

[3-sitosterol
Estigmasterol
(mistura de esteroides)

////, 0,
.

Fonte: (ASSIS, 2019).
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Quadro 3 (continuacao). Constituintes quimicos isolados de Helicteres eichleri

Constituinte quimico Molécula
isolado
///,//
Lupeol

(triterpeno)

HO

Acido 3-a-hidroxi-urs-12-
en-28-0ico
Acido 3-a-hidroxi-olean-12-
en-28-0ico
(mistura de triterpenos)

\\\\“‘
HO®

Fonte: (ASSIS, 2019).
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Quadro 3 (continuacao). Constituintes quimicos isolados de Helicteres eichleri

Constituinte quimico
isolado

Molécula

Acido micromérico
Acido ursélico
(mistura de triterpenos)

Fonte: (ASSIS, 2019).

3.6 Consideragdes gerais sobre flavonoides

Os flavonoides sdo 0s compostos fendlicos mais abundantes, possuindo 15 4&tomos

de carbono, composto por dois anéis aromaticos (A e B) ligados por trés &tomos de carbono

(C), geralmente na forma de um anel heterociclico (C6-C3-C6) (Figura 7, pag. 52). Estes

compostos sdo derivados da via do mevalonato em que o anel A é originado, e o anel B é
originado da via do chiquimato (TANASE; COSARCA; MUNTEAN, 2019; VUOLO;
LIMA; MAROSTICA JUNIOR, 2019). A partir das variaces de substituicdes do anel C,
os flavonoides sdo classificados em subclasses: flavonas, flavonois, flavandis, flavanonas,
antocianinas, isoflavonas e neoflavonoides (PEREIRA, R. C.; ANGELIS-PEREIRA, 2014;
VUOLO; LIMA; MAROSTICA JUNIOR, 2019).
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Figura 7. Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: (KARAK, 2019).

Esses compostos sdo encontrados em uma grande variedade de vegetais, frutas e
plantas medicinais, estando presente geralmente em todos 0s seus Orgaos. Apresentam-se
em sua forma livre, como também glicosiladas e derivados metilados, acetilados e
sulfatados (TELES; SOUZA; SOUZA, 2018; KARAK, 2019; GORNIAK;
BARTOSZEWSKI; KROLICZEWSKI, 2019).

Os flavonoides sulfatados sdo esteres de sulfato ou multi-sulfato de flavonoides
conhecidos, sendo a maioria baseado em flavonas ou flavondis, menos comumente
encontrados em algumas familias, com cerca de 150 compostos identificados. Estdo
presentes em angiospermas, podendo ser encontrados principalmente nas familias,
Asteraceae (Compositae), Arecaceae (Palmae), Bixaceae, Dilleniaceae, Gramineae,
Juncaceae, Malvaceae, Umbelliferae e Verbenaceae (TELES et al., 2015; TELES; SOUZA;
SOUZA, 2018). Dentre os representantes da familia Malvaceae, as espécies Helicteres
velutina, Sidastrum paniculatum, Wissadula periplocifolia e Malva Sylvestris, apresentaram
flavonoides sulfatados (FERNANDES et al. 2018; MARQUES, 2017; TELES et al. 2015;
TELES; SOUZA; SOUZA, 2018).

Na biossintese desses compostos, as espécies vegetais assimilam o sulfato do solo.
A ATP-sulfurilase (adenosina trifosfato), retirada do solo, catalisa esta assimilagdo em
adenosina-5'-fosfosulfato (APS), podendo ser fosforilada, formando 3'-fosfoadenosina-5'-
fosfosulfato (PAPS), utilizada em reacdes de sulfatacdo no metabolismo secundario, como

na producdo de flavonoides sulfatados. A PAPS ¢ catalisada a partir das sulfotransferases
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citosélicas (SOTS), que transferem o grupo enxofre das PAPS para substancias hidroxiladas
(DAVIDIAN; KOPRIVA, 2010; TELES et al., 2018).

Os flavonoides sulfatados se caracterizam por apresentarem atividades
anticoagulante (CORREIA-DA-SILVA; SOUSA; PINTO, 2014), antitumoral (TELES et
al., 2015), antimicrobiana (GADETSKAYA et al., 2015), antioxidante e antiinflamatoria
(TELES; SOUZA; SOUZA, 2018).

3.7 Consideragdes gerais sobre quinonas

As quinonas sdo compostos organicos produzidos principalmente por espécies
vegetais, que apresentam dois grupos carbonila em um anel insaturado com seis atomos de
carbono, podendo estar situados nas posi¢des “orto” ou “para”. De acordo com o tipo de
sistema aromatico, as quinonas podem ser classificadas como benzoquinonas,
naftoquinonas, antraquinonas e fenantraquinonas (Figura 8, pag. 53) (SOUSA, 2013;
LEONARDO; ROCHA; MENDOZA, 2015; SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016).

Figura 8. Classificacdo das quinonas
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Fonte: (SOUSA; LOPES; ANDRADE, 2016).
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As plantas contendo quinonas tém sido usadas desde a antiguidade, no tratamento
de diversas enfermidades e como fonte de corantes, tendo em vista que uma caracteristica
forte dessas substéancias € sua coloracdo variando do amarelo ao vermelho, podendo ser
também azul ou preto (LEONARDO; ROCHA; MENDOZA, 2015; SIMOES et al., 2017).
Apresentam uma atividade importante, chamada “biodinamicidade”, sendo a capacidade de
uma molécula de possuir varias propriedades bioldgicas, como atividade laxante (SIMOES
et al., 2017) antimicrobiana, anticancerigena, antitumoral, antiangiogénica (SOUSA, 2013),
antiinflamatéria e antioxidante (SEVERIANO, 2016). Além disso, a citotoxicidade
apresentada por essas substancias leva a hipétese de que ocorra devido a uma propriedade
intrinseca do nucleo quinolinico, sendo responsavel pela alta atividade antitumoral (SILVA,
2014).

Estes compostos sdo amplamente encontrados na natureza, principalmente em
algumas familias, como Rubiaceae, Fabaceae, Rhamnaceae, Bignoniaceae, Myrsinaceae,
Boraginaceae, Irideaceae, Malvaceae, Verbenaceae, Ebanaceae, Droseraceae e Lythraceae
(SILVA, 2014; SIMOES et al., 2017).

As naftoquinonas sdo as quinonas que apresentam ndcleo naftalénico
(SEVERIANO, 2016). Dentre as naftoquinonas mais conhecidas, destacam-se, o lapachol,
um dos principais representantes dessa classe, apresentando atividades antitumoral,
antiinflamatéria, antiparasitaria, antimicrobiana e antifingica contra espécies de
Helicobacter pylori, Staphylococcus, Bacillus e Mycobacterium tuberculosis; a vitamina
K1 e K2, responsaveis pelo mecanismo de coagulacdo do sangue; e a lausona e a alcanina,
utilizada como corante natural para corpo e cabelo (SILVA, 2014; SEVERIANO, 2016).

3.8 Consideragdes gerais sobre atividade antimicrobiana

As infeccbes microbianas afetam diretamente a salde da sociedade, sendo
responsavel por milhGes de mortes em todo o mundo. Devido ao uso inapropriado e
indiscriminado de antibidticos ocorreu o surgimento da resisténcia antimicrobiana contra 0s
antibioticos, tornando os medicamentos disponiveis para tal finalidade, menos eficazes ou
até mesmo ineficazes, causando grande preocupacdo nos dias atuais (KHAMENEH et al.,
2019; VAOU et al., 2021).
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Diante disso, os pesquisadores buscam alternativas para minimizacdo da resisténcia
antimicrobiana, sendo um deles a procura de novos compostos. Tendo em vista, que cerca
de 50% dos farmacos atuais sdo derivados de produtos naturais, e que 0S MesMOS
apresentam atividade antimicrobiana, estas substancias tornam-se uma interessante
alternativa para a triagem de novos agentes antimicrobianos (VAOU et al., 2021;
ATANASOV et al., 2021).

Uma das estratégias propostas é a utilizagdo dos produtos naturais em combinagéo
com os antibidticos (KHAMENEH et al., 2019). Os extratos de plantas medicinais também
sdo uma alternativa util contra a resisténcia das bactérias, na qual sua eficacia é referida ao
efeito sinérgico dos compostos ativos presentes nos mesmos, provenientes da maior
disponibilidade, diferentes efeitos e mecanismos, capazes de eliminar a resisténcia
bacteriana (VAOU et al., 2021).

Cerca de 30.000 compostos potenciais antimicrobianos foram isolados de plantas e
muitos tém apresentado resultados promissores na superacdo da resisténcia a antibioticos
(KHAMENEH et al., 2019), variando a atividade antimicrobiana de acordo com suas
estruturas, como numero de substituinte e ligacdes glicosidicas (VAOU et al., 2021).
Devido a sua complexidade quimica, tais compostos apresentam uma quantidade menor de
efeitos colaterais em relacdo as drogas sintéticas (AYAZA, et al., 2019). Além disso, 0s
antimicrobianos de produtos naturais também sdo mais seguros e acessiveis (VAOU et al.,
2021).

Uma variedade de agentes antimicrobianos usados sdo derivados de plantas, tais
como penicilinas, tetraciclinas, rifamicina, cefalosporinas e vancomicina (AYAZA, et al.,
2019). Os produtos naturais que apresentam atividade antimicrobiana s&o atribuidos as
classes dos fendlicos, flavonoides, quinonas, cumarinas, taninos, terpenos, lignanas,
alcaloides, saponinas, entre outros (ANAND et al., 2019; CHANDRA et al., 2017).

Alguns exemplos como, uma antraquinona de Hypericum perforatum , hipericina,
apresentou atividade contra Staphylococcus resistente a meticilina e sensivel a meticilina
(CHANDRA et al., 2017); 5,7-di-hidroxi-3,8,4'-trimetoxiflavona exibiu atividade contra
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (OLIVEIRA, 2019); espécies do género Sida,
como Sida corymbosa apresentou atividade contra Pseudomonas

aeruginosa e Streptococcus pyogenes (JACOB et al.,, 2018) e Sida acuta apresentou
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atividade contra cepas de Staphylococcus aureus (CHUMPOL et al., 2018); o extrato
etandlico de Helicteres isora apresentou atividade contra Staphylococcus aureus
(SIRIMONGKOLVORAKUL; JASANCHEUN, 2021) e seu extrato cloroférmico
apresentou potente atividade contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus , Candida
albicans e Aspergillus, niger (MAHIRE; PATEL, 2020).
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4.1 Levantamento Bibliografico

O levantamento bibliogréficofoi realizadoutilizando bases de dados como Web of
Science, SciFinder, Portal de Periodicos Capes, bem como pesquisas na Internet, buscando

informacdes que viessem a contribuir com a pesquisa.

4.2 Coleta e Identificacdo do Material Vegetal

As partes aéreas de Helicteres eichleri K. Schum foram coletadas em fevereiro de
2020 no municipio de Sertdozinho-PB, cujas coordenadas sdo 6° 43' 52" Sul e 35° 25' 59"
Oeste (Figura 9, pag. 58) (CIDADE-BRASIL, 2021).

Figura 9. Localizacdo do municipio de Sertdozinho-PB
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Fonte: Adaptado de:<https://www.viamichelin.pt/web/Mapas-plantas/Mapa_planta-Sertaozinho-58268-
Paraiba-Brasil>; <https://www.familysearch.org/wiki/pt/Sert%C3%A30zinho, Para%C3%ADba_-
_Genealogia>. Acesso em 26 dezembro 2021.

O material botanico foi coletado e identificado pelo Prof. Dr. Leonardo Pessoa Felix
do Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal da Paraiba, Campus II, Areia
(CCA/UFPB) e uma exsicata encontra-se depositada no Herbario Jaime Coelho de Moraes
(CCA/UFPB) sob o codigo JMPCordeiro 1147 e numero de entrada 23402. Esta pesquisa
encontra-se registrada no Sistema Nacional de Gerenciamento de Recursos Genéticos e de
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen - AS68B8A).
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4.3 Estudo fitoquimico

O estudo fitoquimico de Helicteres eichleri foi realizado nas dependéncias do
Laboratorio de Fitoquimica Prof. Dr. Raimundo Braz Filho e Laboratério Multiusuério de
Caracterizacdo e Andlise (LMCA), pertencentes ao Programa de Po6s-Graduacdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/Centro de Ciéncias da Saude (CCS) /Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

4.3.1 Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos de Helicteres eichleri

O isolamento dos constituintes quimicos de Helicteres eichleri foi realizado através
de métodos cromatograficos, como: Cromatografia em Coluna com silica flash (70-230
mesh) e/ou Sephadex LH-20 (Merck), realizados em colunasde vidro cilindricas com
dimensGes alterando de acordo com a quantidade de amostra a ser cromatografada. Como
fase movel foram utilizados solventes comerciais P.A., hexano, diclorometano,
cloroférmio, acetato de etila, metanol e n-butanol. Cromatografia em Camada Delgada
Analitica (CCDA) foi realizada para analise e reunido das fracdes obtidas por cromatografia
em coluna.

As analises das substancias em CCDA foram realizadas através do uso de radiacao
ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm, sendo reunidas de acordo com a

semelhanca do seu perfil cromatografico.

4.3.2 Caracterizagao das substancias isoladas

A identificacdo ou elucidacdo estrutural das substancias isoladas de Helicteres
eichleri foi realizada através de analise dos espectros de Ressonancia Magnetica Nuclear de
Hidrogénio e Carbono, utilizando técnicas uni (RMN *H e RMN *3C), e bidimensionais

(HSQC e HMBC), bem como comparag¢es com modelosda literatura.
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e Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear das substancias isoladas foram obtidos
utilizando o espectrémetro BRUKER a 400 ou 500 MHz (RMN *H) e 100 ou 125 MHz
(RMN *3C) do LMCA- UFPB. Os solventes deuterados utilizados na dissolucdo das
amostras foram cloroformio (CDCl3), metanol (CD3;OD), dimetilsulfoxido (DMSO-dsg) e
piridina (CsDsN). Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo

(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

4.3.3 Processamento do material vegetal

As partes aéreas de Helicteres eichleri (15 kg) foram desidratadas em estufa com ar
circulante a 40°C por 72 horas, e em seguida trituradas em moinho mecénico obtendo-se 6

kg do pé da planta.

4.3.4 Obtencdo do Extrato Etandlico Bruto das partes aéreas de Helicteres eichleri

O po da planta foi submetido a maceracdo com etanol (EtOH) a 95% durante 72
horas, sendo esse processo repetido por trés vezes para garantia de uma eficiente extracédo
dos constituintes quimicos. Posteriormente, a solucdo extrativa resultante foi filtrada com o
auxilio de papel filtro, e concentrada em evaporador rotativo a 40°C sob presséo reduzida,
obtendo-se aproximadamente 317 g do EEB (Esquema 3, pég. 61).

4.3.5 Fracionamento Cromatografico do Extrato Etanolico Bruto das partes aéreas de
Helicteres eichleri

O extrato etanolico bruto (EEB) (230g) das partes aereas de Helicteres eichleri foi
dissolvido em etanol:agua (7:3) obtendo-se a solucdo hidroalcdolica e submetido a extracéo
liquido-liquido, utilizando solventes em ordem crescente de polaridade, hexano,
diclorometano, acetato de etila, n-butanol. As solugdes extrativas fornecidas foram

concentrados em evaporador rotativo a 40°C sob pressdo reduzida, e resultaram nas
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respectivas fases hexanica (88,2641g), diclorometano (30,3449 g), acetato de etila (13,7646
g), n-butanolica (10,5544 g), além da fase hidroalcodlica (85,5528 g) (Esquema 4, pag. 62).

Esquema 3. Obtencdo do EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri

Partes aéreas de Helicteres eichleri
(15Kg)

Desidratado em estufa a40°C (72h)
Triturado em moinho mecéanico

[ P06 da planta ]
(6 Kg)

Maceracdo com EtOH 95%
Concentracdo em rotaevaporador

Extrato Etanolico Bruto
(316,8698 g)

4.3.6 Processamento Cromatografico da fase diclorometano do Extrato Etan6lico Bruto das
partes aéreas de Helicteres eichleri

A fase diclorometano (20g) (Esquema 5, pag. 64) oriunda da cromatografia liquido-
liquido do EEB foi submetida a cromatografia em coluna aberta, utilizando como fase fixa
a silica flash e como fase movel o hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puros
ou em misturas binarias seguindo gradiente crescente de polaridade, onde foram coletadas
81 fracOes. Essas fragOes foram concentradas em evaporador rotativo e analisadas por
Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) em varios sistemas de solventes.
Apbs analises das CCDA e semelhanca do seu perfil cromatografico obteve-se 10 fracdes,
codificadas em 1/15, 16/26, 27/30, 31, 32/67, 68/70, 71, 72/78, 79/80 e 81.
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4.3.6.1 Fracionamento Cromatogréafico da fracdo 16/26 obtida da fase diclorometano do
EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri

A fracdo 16/26 (209mg) foi aplicada em uma coluna cromatografica utilizando
silica flash como fase estacionaria, e como fase mdvel hexano, acetato de etila e metanol,
sozinhos ou em misturas binarias. Desta cromatografia obteve-se 59 fracdes, que foram
analisadas seguindo a metodologia anterior e reunidas em 8 sub-fragdes. A sub-fracdo
21/23 (3 mg) secou, sendo obtida na forma de um p6 amorfo laranja foi codificada como
He-1 (Esquema 6, pag. 65).

Esquema 4. Particionamento do EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri

Extrato Etandlico Bruto (230 g) ]

l EtOH:H,0 (7:3)

Solu¢ao Hidroalcoolica ]

Particéo Liquido-Liquido

> Fase Hexanica (88,2641 g)

v

Fase Diclorometano (30,3449 g)

v

Fase Acetato de Etila (13,7646 g)

L J

Fase n-butanol (10,5544 g)

Fase Hidroalcoolica (85,5528 g)

L
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4.3.6.2 Material obtido a partir da secagem das Fracdes 31 e 71 obtidas da fase
diclorometano do EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri

A fracdo 31 (24mg) foi obtida na forma de um po vermelho, enquanto que a fragédo
71 (48mg) apresentou-se na forma de um sélido amorfo branco, sendo codificadas como

He-2 e He-3, respectivamente (Esquema 5, pag. 64).

4.3.6.3 Fracionamento Cromatogréafico da fracdo 79/80 obtida da fase diclorometano do
EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri

A fracdo 79/80 (852 mg) foi aplicada em uma coluna cromatografica utilizando
Sephadex LH-20 como fase estacionaria, e como fase movel metanol e cloroférmio,
sozinhos ou em misturas binarias, obtendo-se 46 fracGes, que foram analisadas por CCDA e
reunidas em 5 sub-fragdes. A sub-fracdo 26/27 (8mg) secou, sendo obtida na forma de um

p6 amarelo, foi codificada como He-4 (Esquema 5, pag. 64).

4.3.7 Processamento Cromatografico da fase acetato de etila do Extrato Etanélico Bruto das
partes aéreas de Helicteres eichleri

A fase acetato de etila (8g) oriunda da cromatografia liquido-liquido do EEB foi
submetida a Coluna Cromatografica utilizando um cartucho C-18 como fase estacionéaria e
como fase modvel agua, metanol, cloroférmio, hexano e acetona puros ou em misturas
binarias seguindo gradiente crescente de polaridade, onde foram coletadas 10 fragdes,
codificadas em A, B, C, D, E, F, G, H, I e J (Esquema 6, pag. 65). Essas fraces foram
concentradas em evaporador rotativo e analisadas por Cromatografia em Camada Delgada

Analitica (CCDA) em varios sistemas de solventes.

4.3.7.1 Processamento Cromatografico da fragdo D obtida da fase acetato de etila do EEB
das partes aéreas de Helicteres eichleri

A fracdo D (355 mg) foi aplicada em uma coluna cromatogréfica utilizando

sephadex LH-20 como fase estacionaria, e como fase moével metanol e cloroférmio,
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sozinhos ou em misturas binarias, obtendo-se 62 fracGes, que foram analisadas por CCDA e
reunidas em 13 sub-fracGes (Esquema 7, pag. 66). A sub-fracdo 43/62 (55 mg) mostrou-se

promissora por mostrar uma mancha majoritaria na CCDA e poucas manchas abaixo.

Esquema 5. Fracionamento cromatogréafico da fase Diclorometano e fraces 16/26 e 79/80
da fase diclorometano do EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri

[ Fase Diclorometano (20 g) ]
Silica flash
Hexano, CH,Cl,; AcOEt; MeOH
CCDA

|
[ 1/15 ] [ 16/26 ] [ 27/30 ] [ 31 ] [ 32/67 ] [ 68/70 ] [ 71 ] [ 72/78 ] [ 79/80 ] [ 81 ]

Silica flash Sephadex

Hexano, AcOEt; MeOH | 1162 He3 MEOH, McOH:CHCI
4 mg 48 mg : ' 3

CCDA CCDA

[ 1/4 ][ 5/10 ][ 11/16 ][ 17/20 ][ 21723 || 24/30 ][ 31/36 ][ 37/59 ] [ 1/13 ] [ 14/25 ] [ 26/27 ] [ 28/33 ] [ 34/46 ]

He-1 He-4
3 mg 8 mg

| [N
—
—
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Esquema 6. Fracionamento cromatografico da fase Acetato de Etila do EEB das partes

aéreas de Helicteres eichleri

[ Fase Acetato de Etila (8g) ]
C-18 ( r
H,0; MeOH;CHCl;; Hex.; Acetona L Agua 100% [ Amostra A]

Agua-Metanol (7:3) ]—[Amostra B ]

—> Agua:Metanol (L:1) ]—[Amostra C

> Agua:Metanol (3:7) ]—[Amostra D

——> Metanol 100% ]—[ Amostra E

> Metanol:Cloroformio (7:3) ]—[Amostra F

> Metanol:Cloroformio (1:1) ]—[Amostra G

> Metanol:Cloroformio (3:7) ]—[Amostra H

> Hexano100% ]—[ Amostra [

W
— [

Acetona 100% ]—[ Amostra J

4.3.7.2 Processamento Cromatogréafico da fracdo 43/62 obtida da fase acetato de etila do
EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri

A fragdo 43/62 (55 mg) foi aplicada em uma coluna cromatografica utilizando
sephadex LH-20 como fase estacionaria, e como fase moével metanol e cloroférmio,
sozinhos ou em misturas binérias, obtendo-se 30 fragGes, que foram analisadas por CCDA e
reunidas em 10 sub-fracGes (Esquema 7, pag. 66). A sub-fracdo 13/30 (46 mg) mostrou-se

promissora por mostrar uma mancha majoritaria na CCDA e poucas manchas abaixo.
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4.3.7.3 Processamento Cromatogréafico da fracdo 13/30 obtida da fase acetato de etila do
EEB das partes aéreas de Helicteres eichleri

A fracdo 13/30 (46 mg) foi aplicada em uma coluna cromatografica utilizando
sephadex LH-20 como fase estacionaria, e como fase moével metanol e cloroférmio,
sozinhos ou em misturas binarias, obtendo-se 35 fracGes, que foram analisadas por CCDA e
reunidas em 9 sub-fragdes. A sub-fracdo 25/35 (10 mg) secou, sendo obtida na forma de um
p6 amarelo, foi codificada como He-5 (Esquema 7, pag. 66).

Esquema 7. Fracionamento cromatografico das fracdes da fase Acetato de Etila do EEB

das partes aéreas de Helicteres eichleri

[ Fase Acetato de Etila (8g) ]
i.-g}lzga, MeOH, CHCI;, Hexano, Acetona
CCDA
(2] ) ] o) ) =) o) (=] L) L]
Sephadex
MeOH, MeOH:CHCl,
CCDA

(112 ] (1323) (2442 (43062 ]

Sephadex
MeOH, MeOH:CHCl;
CCDA
[ ws | (711 ]) [ 12 ] [1330)
Sephadex
MeOH, MeOH:CHCl,
CCDA

[ 1o ] [1024] [2535)

He-5
10 mg
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4.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos compostos

Os ensaios microbiologicos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia
Celular e Molecular do Departamento de Biotecnologia da Universidade Federal da
Paraiba, sob a coordenacdo do Prof°. Dr. Demetrius Anténio Machado de Aradjo. As cepas
utilizadas fazem parte da cole¢do microbiol6gica do referido laboratério que incluem as
cepas American Type Culture Collection (ATCC), sendo elas: os gram-positivos
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300 e Staphylococcus epidermidis ATCC 29641 e
0s gram-negativos, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e Salmonella enterica
typhimurium ATCC 14028.

A atividade antimicrobiana de dois compostos isolados (He-1 e He-2) foram
investigadas frente a 4 linhagens bacterianas patogénicas por meio do ensaio disco-difusao
e ensaio de microdiluicdo por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima
(CIM), seguindo a metodologia estabelecida pelo Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI) (CLSI, 2012a; CLSI, 2012b).

4.4.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana por ensaio disco-difusao

Inicialmente, foi preparada uma suspensdo dos compostos, He-1 e He-2, em
metanol (1 mg/mL), em duplicata . Em seguida, 10 pL da suspensao foi adicionada ao
disco de papel Whatman qualitativo com didmetro igual a 6 mm. Aguardou-se 1 h, a
temperatura ambiente para que o solvente evaporasse do disco. Posteriormente, cada disco
foi posicionado sobre a placa contendo agar Muller-Hinton previamente inoculada com
uma suspensdo da bactéria patogénica teste com uma turbidimetria igual a 0,5 McFarland
(equivalente a 1,5 x 10® UFC (unidade de formacdo de colbnias)/ mL). Como controle
positivo foi utilizado a ampicilina, e como controle negativo o solvente (metanol). Os
diametros das zonas de inibigdo foram mensurados apos 20 h de incubacédo a 37 °C, com 0
auxilio de uma régua (BAUER et al., 1966; NUNEZ-MONTERO et al., 2019).

67



4.4.2 Avaliacédo da atividade antimicrobiana pelo ensaio de microdiluicdo por meio da
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

Os compostos foram diluidos serialmente em meio Muller-Hinton (512, 256, 128,
64, 32, 16, 8 e 4 pg/mL). Posteriormente, 90 pL das diluicdes foram distribuidas em
triplicata na placa de 96 pocos. Em seguida, cada po¢o foi inoculado com 10 uL da
suspensdo do microrganismo patogénico teste com aproximadamente 5 x 10° UFC/ mL.

Apos inocular os microrganismos, a placa foi incubada a 37°C durante 20 h.
Adicionalmente, o controle positivo utilizado foi a ampicilina nas concentragdes 32, 16, 8,
4,2,1,05e0,25 ug/ mL, e o controle negativo foi preparado com 90 pL de meio Miller-
Hinton e 10 pL de indculo. O branco, também utilizado como controle de qualidade do
ensaio, foi preparado com 100 pL do meio de cultivo. A densidade optica foi mensurada a
630 nm para estimar o crescimento microbiano exposto a diferentes concentracdes dos
compostos avaliados e determinar a concentracdo inibitoria minima através da diferenca de

crescimento quando comparado ao controle negativo (NUNEZ-MONTERO et al., 2019).
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&. Resutbados e Cidoussiio



5.1 Substancias isoladas da fase diclorometano e acetato de etila das partes aéreas de
Helicteres eichleri K. Schum

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Helicteres eichleri possibilitou o

isolamento dos constituintes quimicos apresentados no Quadro 4.

Quadro 4. Substancias isoladas e identificadas da fase diclorometano e acetato de etila das
partes aéreas de Helicteres eichleri K. Schum

HO

H.C
T 2
He-1: Mansonona M He-2: Mansonona H

He-3: sitosterol-3-O-p-D-glicopiranosideo  He-4: 7,4'-dimetoxi, 8-O-Sulfato Isoscutelareina
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He-5: canferol-3-O-B-D-(6”-E-p-coumaroil) glicopiranosideo (tilirosideo)

5.1.1 Caracterizacdo estrutural de He-1

A substancia codificada como He-1, apresentou-se na forma de um po laranja
amorfo.
O espectro de RMN *H (Fig. 10, péag. 77) foi realizado em 400 MHz, utilizando

como solvente o CDCIl; e as absorcBes levaram a se pensar que a molécula em analise
tratava-se de uma substancia do tipo quinona que possuia apenas um carbono aromatico
ndo substituido, uma vez que exibiu somente um singleto em &y 6,67 (s, 1H) e essa classe
de substancia foi isolada anteriormente de espécies de Sterculiaceae (Quadro 1, pag. 34)
(ANJANEYULU; RAJU, 1987; WANG,; LIU, 1987).

A andlise do espectro e suas expansdes exibiram a presenca de trés metilas, sendo
uma na forma de um dubleto em 6y 1,28 referente a metila CH3-11, a metila periplanar a
carbonila da quinona na forma de um singleto em oy 2,67 referente a metila CH3-12
(CHEN; CHEN; HONG, 1990) e outro singleto em 6y 1,94 atribuida ao grupo CHs-13 a a
carbonila do anel quinona (Figura 11 e 12, pdg. 78; Tabela 1, pag. 74). Um singleto em oy
3,94 indica a presenca de uma metoxila, atribuida ao OCHg3-14, uma vez que um singleto
presentado em &y 6,67 indica que a posicdo C-5 ndo possui substituinte (CHEN; CHEN;
HONG, 1990; PUCKHABER; STIPANOVIC, 2004 (Figuras 12 e 13, pag. 78 e 79; Tabela
1, pag. 74).

A expansdo do espectro de RMN *H (Figura 12, pag. 78) exibiu um multipleto em
oy 3,24 com J =7,0, 3,3 e 1,0 Hz que pode ser atribuido a um hidrogénio metinico (CH-3),
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¢ dois duplos dubletos em 6y 4,38 com J = 10,8 e 1,1 Hz e 84 4,25 com J = 10,8 e 3,2 Hz,
(Figura 12 e 14, pags. 78 e 79 ) condizentes com dois hidrogénios do carbono oximetilénico
(OCH2-2) (CHEN; CHEN; HONG, 1990). Esses sinais permitiram propor para He-1 a
existéncia de um anel pirano, proposta essa que foi levantada por existir esta substancia no
género Helicteres (Quadro 2, pag. 42).

O espectro de RMN *3C, realizado a 100 MHz, utilizando a técnica APT (Fig. 15,
pag. 80), apresentou 16 sinais, sendo dez aromatico, que sugeriu a presenca de um ndcleo
nafatoquindnico e fortaleceu a proposta levantada pela analise do RMN *H. Destes apenas
um carbono é ndo substituido e absorveu em 8¢ 115,10 (Tabela 1, pag. 74). A existéncia do
anel pirano é corroborada nessa analise pelos sinais em d¢ 72,21 atribuido ao carbono
oximetilénico (OCH,-2) e um sinal em d¢ 26,64 atribuido ao carbono metinico (CH-3). A
presenca de dois sinais em ¢ 180,91 e 182,35, evidenciam duas carbonilas em orto do
nucleo quinona, nas posicdes C-7 e C-8, respectivamente. Trés sinais em ¢ 17,78, 23,97¢
8,40 indicam a presenca de trés metilas substituintes nas posi¢des, C-3 (CHs-11), C-6
(CH3-12) e C-9 (CHg3-13), respectivamente. Sinais em dc 160,45 e 162,03, sdo atribuidos
aos carbonos sp® das posicdes C-4 e C-9a do nicleo naftoquinona, e um sinal em ¢ 56,35
confirma a presenca de um grupo metoxila na posicdo OCHs-14 (Figura 15, pag. 80; Tabela
1, pég. 74).

Os dados de RMN *H (Figura 10, pag. 77) e suas expansdes como também os dados
de RMN *3C e suas expansdes (Figura 15, pag. 79), permitiram propor que He-1 tratava-se
da 4-metoxi-3,6,9-trimetil-2,3-di-hidrobenzo [de] cromeno-7, 8-diona (mansonona M). Para
concluir essa proposta passou-se a analisar os espectros de correlagdo heteronuclear.

Os dados de correlacdo direta heteronuclear (HSQC) e suas expansdes, mostraram
as correlacfes entre hidrogénios e seus respectivos carbonos e juntamente com os dados
obtidos da literatura, confirmaram a proposta descrita (Figura 16, pag. 80) (CHEN; CHEN;
HONG, 1990; PUCKHABER; STIPANOVIC, 2004).

As analises do espectro heteronuclear HMBC (Figura 17; pag. 81) e suas expansdes
permitiram confirmar a presenca das metilas nas posi¢oes C-3 (CHs-11), C-6 (CH3-12) e C-
9 (CHs-13), e metoxila na posicdo C-4 (OCHgs-14), sendo consolidadas por correlagdes a
duas (2), trés (*J) e quatro ligacdes (*J). Correlacdes de CHs-11 a trés ligagdes (*J) com C-2
e C-3a, e a quatro ligagdes (*J) com C-10 (Figura 18, pag. 81; Tabela 2, pag.77); de CH3-12
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a trés ligacdes (*J) com C-5 e C-6a, e a quatro ligagdes (*J) com C-7 (Figura 19, pag. 82;
Tabela 2, pag. 76); de CH3-13 a trés ligacdes (*J) com C-8 e C-9a, e a quatro ligacdes (%))
com C-10 (Figura 20, pag. 82; Tabela 2, pag. 76); e de OCHs-14 a duas ligacdes (3J) com
C-4 (Figura 21, pag. 83; Tabela 2, pag. 76).

O espectro heteronuclear HMBC (Figura 17; pag. 81) e suas expansdes também
permitiram confirmar a presenca dos carbonos nas posi¢oes C-4, C-7, C-8 e C-9a, ligados a
oxigénio, e C-5 e C-6a que ndo foram bem observados no espectro de carbono utilizando a
técnica APT, que pode ser explicado em virtude da pouca quantidade de amostra ou ao
tempo de relaxacao dos nucleos (OLIVEIRA et al., 2015).

Deste modo, dados de RMN *H e *3C uni e bidimensionais, juntamente com os
dados obtidos na literatura (Tabela 1, pag. 74) permitiu identificar He-1 como 4-metoxi-
3,6,9-trimetil-2,3-di-hidrobenzo [de] cromeno-7, 8-diona, mansonona M, uma O-
naftoquinona, isolada anteriormente de Helicteres angustifélia (CHEN; CHEN; HONG,
1990), pertencente ao género Helicteres, sendo relatada pela primeira vez na espécie
Helicteres eichleri.

He-1:4-metoxi-3,6,9-trimetil-2,3-di-hidrobenzo [de] cromeno-7, 8-diona (mansonona M)
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Tabela 1. Dados comparativos de RMN *H e *C de He-1 (8,CDCls, 400 MHz e 100 MHz)
com modelo da literatura Mo-1 (6,CDCl3, 500 MHz e 125 MHz) (CHEN; CHEN; HONG,
1990; PUCKHABER; STIPANOVIC, 2004)

Mo-1 (Mansonona M)

He-1

12
CH, 0

12

C o dc 3 dc
1 - - - -
2 4,36 (dd, 717 | 438(dd,J=10,8 1,1 | 72,21
J=10,8, 0,8 Hz) Hz, 1H)

4,23 (dd, J= 4,25 (dd, J = 10,8, 3,2

10,8, 3,2 Hz) Hz, 1H)
3 3,22 (m) 261 | 324(ddd,J=7,0, | 26,64

3,3, 1,0 Hz, 1H)

3a - 126,5 - 127,00
4 - 160,0 - 160,45
5 6,66 (5) 1146 6,67 (5, 1H) 115,10
6 - 146,1 - 146,51
6a - 120,7 - 121,39
7 - 180,5 - 180,91
8 - 181,0 - 182,35
9 - 116,6 - 117,10
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9a

- 161,6 - 162,03
10 - 1281 - 128,55
11- | 1,28(d,J=7,0 | 17,4 | 1,30(d,J=7,0Hz) | 17,78

CHa Hz)

12- 2,66 (5) 23,5 2,67 (5, 3H) 23,97

CHa

13- 1,93 () 7.9 1,94 (s, 3H) 8,40

CHa

14- 3,93 (5) 55,9 3,94 (s) 56,35
OCH;
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Tabela 2. Compilacéo dos dados de RMN *H e *C, HSQC e HMBC da He-1 (5,CDCls,

500 MHz e 125 MHz)

HSQC HMBC
C on oc 2] 3] 43
1 - - - - -
2 438 (dd,J=10,8, | 72,21
1,1 Hz, 1H)
C-3 3-CHs, C-3a, -
4,25 (dd, J = 10,8, C-9a
3,2 Hz, 1H)
3 3,24 (ddd, J=7,0, | 26,64 | 3-CHs C-10 C-9a
3,3,1,0 Hz, 1H)
3a - 127,00 - - -
4 - 160,45 - - -
5 6,67 (s, 1H) 115,10 - C-6a C-4,
C-10
6 - 146,51 - - -
6a - 121,39
7 - 180,91 - - -
8 - 182,35 - -
9 - 117,10
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Figura 10. Espectro de RMN *H (5,CDCls, 400 MHz) de He-1
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Figura 11. Primeira expansdo do espectro de RMN *H (5,CDCl3, 400 MHz) de He-1
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Figura 12. Segunda expanséo do espectro de RMN *H (5,CDCl3, 400 MHz) de He-1
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Figura 13. Terceira expanséo do espectro de RMN *H (§,CDCls, 400 MHz) de He-1
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Figura 14. Quarta expansdo do espectro de RMN *H (8,CDCls, 400 MHz) de He-1
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Figura 15. Espectro de RMN *3C (8,CDCls, 100 MHz) de He-1
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Figura 16. Espectro HSQC (6,CDCl3, 400 MHz e 100 MHz) de He-1
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Figura 17. Espectro HMBC (5,CDCl3, 400 MHz e 100 MHz) de He-1
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Figura 18. Primeira expansdo do espectro HMBC (5,CDCl3, 400 MHz e 100 MHz) de He-
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Figura 19. Segunda expanséo do espectro HMBC (5,CDCl3, 400 MHz e 100 MHz) de He-
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Figura 20. Terceira expansdo do espectro HMBC (56,CDCl3, 400 MHz e 100 MHz) de He-1
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Figura 21. Quarta expansao do espectro HMBC (3,CDCl3, 400 MHz e 100 MHz) de He-1
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5.1.2 Caracterizacdo estrutural de He-2

A substancia codificada como He-2, apresentou-se na forma de um p6 vermelho
amorfo.
O espectro de RMN *H (Figura 22; pag. 91) foi realizado em 500 MHz, utilizando

como solvente o DMSO e as absorc¢des levaram a se pensar que a molécula em analise se
tratava de uma substancia fenolica do tipo quinona que possuia apenas um carbono
aromatico nao substituido, uma vez que exibiu somente um singleto em 6,75 (s, 1H).
A andlise do espectro e suas expansdes exibiram a presenca de trés metilas, sendo

uma na forma de um dubleto em 6y 1,20 referente a metila CH3-11, a metila periplanar a
carbonila da quinona na forma de um singleto em oy 2,46 referente a metila CHs3-12
(CHEN; CHEN; HONG, 1990) e outro singleto em 6y 1,79 atribuida ao grupo CHs-13 a a
carbonila do anel quinona (Fig. 23; pag. 90 ; Tabela 3, pag. 86).
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A expansdo do espectro de RMN *H (Fig. X, pag, Y) exibiu um multipleto em &y
3,16 que pode ser atribuido a um hidrogénio metinico (CH-3), e dois duplos dubletos em dy
4,41 comJ=10,9e1,0Hz e 644,27 com J = 10,9 e 3,3 Hz, (Figura 24, pag. 90; Tabela 3,
pag. 86) condizentes com dois hidrogénios do carbono oximetilénico (OCH,-2) (CHEN;
CHEN; HONG, 1990), permitindo propor para He-2 a presenca de um anel pirano.

A presenca de um singleto em &y 6,75 indicando que a posi¢do C-5 ndo possuli
substituinte (Figura 22; pé&g. 89), e a auséncia de sinal na regido de metoxila,
diferentemente de He-1, nos permitiram propor para He-2, a existéncia de um substituinte
hidroxila na posicao C-4.

O espectro de RMN 3C, realizado em 125 MHz, utilizando a técnica APT (Figura
25, pag. 91), apresentou 16 sinais, sendo dez aromaéticos, que sugeriu a presenca de um
ntcleo naftoquinénico e fortaleceu a proposta levantada pela analise do RMN *H. Destes
apenas um carbono ¢ nao substituido ¢ absorveu em 8¢ 119,11. A existéncia do anel pirano
é corroborada nessa analise pelos sinais em d¢ 71,77 atribuido ao carbono oximetilénico
(OCH,-2) e um sinal em &¢ 25,68 atribuido ao carbono metinico (CH-3). A presenca de
dois sinais em 8¢ 180,19 e 179,66, evidenciam duas carbonilas em orto do ndcleo quinona,
nas posigdes C-7 e C-8, respectivamente. Trés sinais em d¢ 17,07, 22,80 e 7,88 indicam a
presenca de trés metilas substituintes nas posi¢oes, C-3 (CHs-11), C-6 (CH3-12) e C-9
(CH3-13), respectivamente. Sinais em ¢ 159,60 e 161,82, séo atribuidos aos carbonos sp?
nas posicdes C-4 e C-9a do nucleo naftoquinona (Figura 25, pag. 91; Tabela 3, pag. 86).

Os dados de RMN *H (Figura 22; pag. 89) e suas expansdes como também os dados
de RMN **C (Figura 25, pag. 91), permitiram propor que He-2 tratava-se da 4-Hidroxi-
3,6,9-trimetil-2,3-di-hidro-benzo [de] cromeno-7,8-diona (mansonona H). Para concluir
essa proposta passou-se a analisar os espectros de correlacdo heteronuclear.

Os dados de correlacdo direta heteronuclear (HSQC) (Figura 26, pag. 91; Tabela 4,
pag. 88) e suas expansdes, mostraram as correlacdes entre hidrogénios e seus respectivos
carbonos e juntamente com os dados obtidos da literatura, confirmaram a proposta descrita
(CHEN; CHEN; HONG, 1990; PUCKHABER; STIPANOVIC, 2004)

As analises do espectro heteronuclear HMBC (Figura 27; pag. 92) e suas expansdes

permitiram confirmar a presenca das metilas nas posi¢oes C-3 (CHs-11), C-6 (CH3-12) e C-
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9 (CH5-13) sendo consolidadas por correlacdes a duas ligacdes (%), e a trés ligacdes (*J) de
CH3-12 com C-5 e 9-CH3 com C-9a (Figura 28, pag. 92; Tabela 4, pag. 88).

Os dados de RMN *H e **C uni e bidimensionais, juntamente com os dados obtidos
na literatura (Tabela 3, pag. 86) permitiu identificar He-2 como 4-Hidroxi-3,6,9-trimetil-
2,3-di-hidro-benzo [de] cromeno-7,8-diona (mansonona H), uma O-naftoquinona
sesquiterpénica, isolada anteriormente de Thespesia populnea (SENGAB;
ELGINDI;MANSOUR, 2013), Hibiscus taiwanensis (Wu et al., 2005) e Mansonia gagei
(TIEW et al., 2002) pertencentes a familia Malvaceae, e Helicteres angustifolia (CHEN;
CHEN; HONG, 1990), pertencente ao género Helicteres, sendo relatada pela primeira vez

na espéecie Helicteres eichleri.

HO

He-2: 4-Hidroxi-3,6,9-trimetil-2,3-di-hidro-benzo [de] cromeno-7,8-diona (mansonona H)

Foi relatada atividade inibitéria de mansonona H, isolada de Thespesia populnea,
sobre as enzimas acetilcolinesterase (AChE) e Dutirilcolinesterase (BChE)
(CHANDWONG et al., 2012). Wu et al. (2005) relatou inibigéo da replicacdo do HIV em
celulas linfociticas H9, de mansonona H isolada de Hibiscus taiwanensis. Esta substancia
também apresentou atividades antifungica contra Phytophthora parasitica (Mongkol;
Chavasiri, 2016).
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Tabela 3. Dados comparativos de RMN *H e *C de He-2 (8,DMSO, 500 MHz e 125 MHz)
com modelo da literatura Mo-1 (5,DMSO, 500 Mz e 125 Mz) (CHEN; CHEN; HONG,
1990)

Mo-1 (Mansonona H) He-2

12
CH,4

HO

C o dc o dc
1 - - - -
2 | 4,40(brd,1,8) | 71,69 | 4,41 (dd, J=10,9, 1,0 | 71,77
Hz, 1H)
4,26 (dd, 10,8,
3,0) 4,27 (dd, J = 10,9, 3,3
Hz, 1H)
3 3,16 (m) 2557 | 3,16 (M, J=7,0,3,3, | 2568
1,0 Hz, 1H)
3a - 119,14 - 119,18
4 - 159,59 - 159,60
5 6,75 (5) 119,14 6,74 (s, 1H) 119,11
6 - 144,68 - 144,76
6a - 128,10 - 128,10
7 - 180,22 - 180,19
8 - 179,69 - 179,66
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9 - 114,67 - 114,73
9a - 161,74 - 161,82
10 - 125,45 - 125,53
11- | 1,20(d,7,0) | 16,97 | 1,20(d, J=7,0Hz) | 17,07

CHa

12- 2,48 (s) 22,69 2,46 (s, 3H) 22,80
CHa

13- 1,80 () 7.88 1,79 (s, 3H) 7,99
CHa
4-OH | 11,17 (brs) - - -
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Tabela 4. Compilagio dos dados de RMN *H e *C, HSQC e HMBC de He-2 (5,DMSO,

500 MHz e 125 MHz)

HSQC HMBC

C oH dc 2J 3 4
1 - - - - -
2 | 441(dd, J=1009, | 71,77 C-3 11-CHs, | C-10

1,0 Hz, 1H) C-9a

4,27 (dd, J = 10,9,

3,3 Hz, 1H)

3 316(m,J=7,0, | 2568 | 11-CH; | C-4,C-10 -
3,3, 1,0 Hz, 1H)
3a - 119,18 - - -
4 - 159,60 - ; 3
5 6,74 (s, 1H) 119,11 C-4 C-3a, 12- -
CHs, C-6a

6 - 144,76 - ; 3
6a - 128,10 -
7 - 180,19 - - -
8 - 179,66 - - -
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114,73 -

9a - 161,82 - - -
10 - 125,53 - - -
11- |1,20(d,J=7,0Hz) | 17,07 C-3 C-2 C-10
CHs
12- 2,46 (s, 3H) 22,80 C-6 C-5 C-7
CHs
13- 1,79 (s, 3H) 7,99 C-9 C-9a C-8
CH3

4-OH - - - - -

Figura 22. Espectro de RMN *H (5,DMSO, 500 MHz) de He-2
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Figura 23. Primeira expanséo do espectro de RMN *H (5,DMSO, 500 MHz) de He-2
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Figura 24. Segunda expanséo do espectro de RMN *H (5,DMSO, 500 MHz) de He-2
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Figura 25. Espectro de RMN **C(8,DMSO, 125 MHz) de He-2
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Figura 26. Espectro HSQC (8,DMSO, 500 MHz e 125 MHz) de He-2
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Figura 27. Espectro HMBC (6,DMSO, 500 MHz e 125 MHz) de He-2
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5.1.3 Caracterizacao estrutural de He-3

A substancia He-3, apresentou-se como um sélido amorfo branco.

Os espectros de RMN 'H e °C, foram obtidos em CsDsN a 400 e 100 MHz,
respectivamente. As analises dos espectros permitiram observar um conjunto de sinais de
alta multiplicidade na regido de oy 0,68 — 2,18, indicando hidrogénios metilicos,
metilénicos e metinicos caracteristicos de esqueleto triterpénico ou esteroidal (XUAN et al.,
2019) e sinais apresentados entre oy 4,08 — 5,08 sugeriram a presenca de uma unidade
osidica (Figura 29 , pag. 94), sendo refor¢ada através da presencga do sinal em 6¢c 103,11
caracteristico do carbono anomérico da glicose (Figura 30; p4g. 94) (FERNANDES, 2017).
Os dados de RMN *H e **C comparados com os valores obtidos na literatura permitiram
identificar He-3 como, sitosterol-3-O-f4-D-glicopiranosideo (f-sitosterol glicosilado),
isolado anteriormente na espécie Helicteres angustifolia, Helicteres isora e Helicteres
velutina (FERNANDES et al., 2018; DAYAL et al., 2015; GUO et al., 2003) e pela

primeira vez na especie Helicteres eichleri.

He-3: sitosterol-3-O-4-D-glicopiranosideo (B-sitosterol glicosilado)
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Figura 29. Espectro de RMN *H (5, CsDsN, 400 MHz) de He-3
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5.1.4 Caracterizacao estrutural de He-4

A substéncia codificada como He-4 apresentou-se como um p6 amarelo.

O espectro de RMN *H (Figura 31, pag. 101) foi realizado em 500 MHz, utilizando
como solvente o0 CD30D e as absorgdes levaram a se pensar que a molécula em anélise se
tratava de uma substancia fenolica do tipo flavonoide, exibindo um conjunto de
deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos entre 6y 6,52 e 6y 8,20.

A andlise do espectro e suas expansdes exibiram dois dubletos em 6y 7,08 e 64 8,20,
com J= 8,9 Hz e 9,0 Hz, respectivamente, e integracao para 2 hidrogénios cada, indicando
acoplamento orto entre os hidrogénios das posi¢bes H-3°/H-5" ¢ H-2’/H-6’, caracteristico
do sistema AA’BB’ do anel B do ntcleo de flavonoide (Figura 32, pag. 102) ; Tabela 5,
pag. 98) (FERNANDES et al., 2018).

A expansdo do espectro de RMN *H (Figura 33, pag. 102) exibiu um singleto em &y
6,67 indica que a posicdo C-3 do anel C ndo possui substituinte, caracteristico de uma
flavona (YANG et al., 2019).

A presenga de um singleto em oy 6,52 indica 0 H-6 do anel A, sugerindo
substituicdes nas outras posicGes do anel (Figura 33, pag. 102). A presenca de dois
singletos em &y 3,88 e 3,95 premitem propor para He-4 a existéncia de duas metoxilas
(Figura 34, pag. 103).

A anélise do espectro de RMN *3C, realizado em 125 MHz (Figura 34, pag. 103),
utilizando a técnica APT, reforcou a sugestdo anterior. O espectro apresentou 17 sinais,
sendo 2 metoxilicos, 6 metinicos e 9 carbonos ndo hidrogenados. A presenca de dois sinais
em o¢c 115,5 e 130,19 correspondem aos carbonos das posigdes C-3°/C-5" e C-2°/C-6’ do
anel B, respectivamente, refor¢ando a presenga do sistema AA’BB’ (FERNANDES et al.,
2018), e a presenca do sinal em ¢ 184,24 indica a presenca de carbonila (C=0) no nucleo
flavona. Sinais em ¢ 56,04 e 57,07 reforcam a sugestdo da presenca de duas metoxilas
substituintes.

Em andlise comparativa de He-4 com Mo-2 (TELES, 2015b), observou-se que 0s
deslocamentos quimicos dos carbonos C-5, C-6, C-7, C-8 e C-9 diferiram, onde C-5, C-6,
C-7 e C-9 encontram-se desprotegidos e C-8 encontra-se protegido, sugerindo a presenca
de um substituinte sulfatado na posicdo C-8. Esta sugestéo foi confirmada em comparagédo
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de He-3 com Mo-1 (FERNANDES et al., 2018) (Tabela 5, pag. 98), permitiram propor que
He-4 tratava-se da 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-isoscutelareina. Para concluir essa proposta
passou-se a analisar os espectros de correlagdo heteronuclear.

O espectro bidimensional de correlacdo direta heteronuclear (HSQC) e sua
expansdo mostrou as correlacdes entre os hidrogénios e seus respectivos carbonos (Figura
36 e 37, pag. 104). A partir de anélises do espectro bidimensional heteronuclear HMBC
(Figura 38, pag. 105), foi possivel designar a presenca dos grupos metoxila e sulfato na
molécula. A localizacdo das metoxilas nas posi¢des C-7 e C-4’ foram evidenciadas pelas
correlagdes a trés ligacdes (3J) entre 8y 3,95 com 8¢ 160,89 (Hs-C-O-7/C-7) e &y 3,88 com
d¢c 164,61 (H3-C-0-4°/C-4") (Figura 39, pag. 105; Tabela 6, pag. 100). J& a localizacéo do
grupo sulfato na posicdo C-8 foi evidenciada pela correlacéo a trés ligacoes (*J) entre H-6
oy 6,52 e 0 C-8 ¢ 123,28 (Figura 38, pag. 105; Tabela 6, pag. 100).

Os dados de RMN *H e **C uni e bidimensionais, juntamente com comparagdo dos
valores obtidos na literatura (Tabela 5, pag. 98) permitiu identificar He-4 como 7,4’-di-O-
metil-8-O-sulfato-isoscutelareina, uma flavona isolada anteriormente de Helicteres velutina
(FERNANDES et al., 2018) e Wissadula periplocifolia (TELES et al., 2015), pertencentes

a familia Malvaceae, e relatada pela primeira vez na espécie Helicteres eichleri.

OCH,

He-4: 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-isoscutelareina

Em estudos anteriores, a 7,4'-di- O -metil-8 -O -sulfato isoscutelarina apresentou
atividade larvicida frente ao Aedes aegypti, indicando que a presenca do grupo O-sulfato
estd associada a atividade quando comparada com a da 7,4'-di- O- metil isoscutelarina, que
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ndo apresenta o grupo O-sulfato (FERNANDES, 2019). Alguns flavonodides sulfatados
apresentaram atividades antimicrobianas como, quercetina 7,3'-dimetil éter 3-sulfato e
kaempferol 7-metil éter 3-sulfato isolados de Argyreia speciose apresentam atividade
contra Mycobacterium tuberculosi (HABBU et al., 2009) e miricetina 3’-sulfato apresentou

atividade contra Trypanosoma brucei (GADETSKAYA et al., 2015).
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Tabela 5. Dados comparativos de RMN *H e *C de He-4 (8, CD;0D, 500 Mz e 125 MHz)
com modelo da literatura Mo-1 (5,DMSO, 300 MHz e 75 MHz) (FERNANDES et al.,
2018) e Mo-2 (8,DMSO, 400 MHz e 100 MHz) (TELES, 2015b)

Mo-1 (7,4’-di-O-metil-8-O-

sullfato-isoscutelareina)

He-4 Mo-2 (7,4°-di-O-metil-
isoscutelareina)

C o dc o dc o dc
1 - - - - - -
2 - 164,0 - 166,55 - 164,0
3 6,86 (s, 1H) | 102,7 6,67 (5, 1H) 103,75 6,87 (s, 1H) 1036
4 - 182,1 - 184,24 - 182,9
5 - 156,9 - 159,82 - 1531
6 6,52 (s, 1H) 96,0 6,52 (s, 1H) 96,92 6,53(s, 1H) 96,2
7 - 159,1 - 160,89 - 1548
8 - 1227 - 123,28 - 126,8
9 - 1494 - 151,31 - 145,0
10 - 103,7 - 105,38 - 104,4
I - 1231 - 124,58 - 1235
2 | 827(d,J=89 | 1291 | 820(d,J=9.0Hz, | 130,19 | 8,12 (dd,J=8,12Hz, | 129,0
Hz, 2H) 2H) 2H)
3 7,07(d,J=89 |1143 | 7,08(d,J=89Hz, | 11550 | 7,13(dd,J=8,6Hz, | 1151
Hz, 2H) 2H) 2H)
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e - 162,3 - 164,51 - 162,9
5 707(d,J=89 | 1143 | 7,08(d,J=89Hz, | 11550 | 7,13(dd,J=8,6Hz, | 115,1
Hz, 2H) 2H) 2H)
6 827(d,J=89 | 1291 | 820(d,J=9.0Hz, | 130,19 | 8,12 (dd, J=8,12 Hz, | 129,0
Hz, 2H) 2H) 2H)
OCH; | 3,86 (s, 3H) 55,5 3,88 (s, 3H) 56,04 3.86 (s, 3H) 56,1
-4
OCH; | 3,85 (s, 3H) 56,4 3,95 (s, 3H) 57,07 3,90 (s, 3H) 56,9
-7
OH-5 | 12,85 (s, 1H) - - - 12,44 (s, 1H) -
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Tabela 6. Compilagio dos dados de RMN *H e *C, HSQC e HMBC da He-4 (5, CD;0D,
500 MHz e 125 MHz)

OCH;

HSQC HMBC

C oH dc 2J *J

1 - - - -

2 - 166,55 - -

3 6,67 (s, 1H) 103,75 C-4,C-2 C-10,C-1’

4 - 184,24

5 - 159,82

6 6,52 (s, 1H) 96,92 C-5,C-7 C-8, C-10

7 - 160,89 - -

8 - 123,28 - -

9 - 151,31 - -

10 - 105,38 - -

I - 124,58 - -

2’ [820(d,J=9,0Hz | 130,19 C-3’ C-4’,C-6°,C-2
2H)

3> [ 7,08(d,J=89Hz | 11550 C-4’ C-1°,C-5
2H)

4 - 164,51 - -
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5 [7,08(d,J=8.9Hz, | 115,50 C-4 C-17,C3
2H)
6 |820(d,J=9.0Hz, | 130,19 C-5’ C-4",C2’,C-2
2H)
OCHs | 3,88 (s, 3H) 56,04 - C-4
4’
OCHs- | 3,95 (s, 3H) 57,07 - C-7
7
OH-5 - - -

Figura 31. Espectro de RMN *H (5, CD;0D, 500 MHz) de He-4
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Figura 32. Primeira expanséo do espectro de RMN *H (5, CDsOD, 500 MHz) de He-4
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Figura 34. Terceira expanséo do espectro de RMN *H (5, CD;0D, 500 MHz) de He-4
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Figura 35. Espectro de RMN *3C (8, CD;0D, 125 MHz) de He-4
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Figura 36. Espectro de HSQC (5, CD3;0D, 500 MHz e 125 MHz) de He-4
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Figura 37. Expanséo do espectro de HSQC (3, CD3;0D, 500 MHz e 125 MHz) de He-4
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Figura 38. Espectro de HMBC (6, CD3;0D, 500 MHz e 125 MHz) de He-4
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5.1.5 Caracterizacao estrutural de He-5

A substancia codificada como He-5 apresentou-se como um p6 amarelo.

O espectro de RMN *H (Figura 40, pag. 109) foi realizado em 400 MHz, utilizando
como solvente o CD30D e as absorcdes levaram a se pensar que a molécula em analise
também se tratava de uma substancia fendlica do tipo flavonoide , exibindo um conjunto de
deslocamentos quimicos na regido de hidrogénios aromaticos entre 6y 6,10 e oy 7,98.

A anélise do espectro e suas expansdes exibiram dois dubletos em &y 6,80 e em 64
7,98, com J= 8,6 Hz e 8,9 Hz, respectivamente, e integracdo para 2 hidrogénios cada,
indicando acoplamento orto entre os hidrogénios das posi¢des H-3’/H-5" e H-2’/H-6’
(Figura 41, pag. 110; Tabela 7, pdg. 108), caracteristico do sistema AA’BB’ do anel B do
ndcleo de flavonoide (FERNANDES, 2017), como relatado em He-4.

A presenca de um singleto em 6y 6,10, com J= 2,1 Hz e outro em &y 6,26, com J=
2,0 Hz indicando um acoplamento meta entre H-6 e H-8 ndo substituidos do anel A,
sugerindo substituicGes nas posi¢cdes C-5 e C-7 do anel (Figura 41, pag. 110).

A expanséo do espectro de RMN *H (Figura 42, pag. 110) exibiu um dubleto em &y
5,19 condizente com um hidrogénio anomérico, permitindo propor para He-5 a existéncia
de uma unidade osidica. Essa proposta foi fortalecida através da presenca de dois duplos
dubletos em 6y 4,18, com J=11,8 Hz e 2,2 Hz e 4,30, com J= 11,8 Hz e 6,6 Hz, referente
aos hidrogénios H-6" desta unidade, sugerindo que a unidade osidica tratava-se de uma
glicose (Figura 43, pag. 111) (TELES, 2015b).

A auséncia de um singleto na regido de 6y 6,60 indica que a posi¢do C-3 do anel C
possui substituinte, diferentemente de He-4 que possui um ndcleo flavona, permitindo
propor que a unidade osidica pode estar ligada nesta posi¢do em He-5.

A expansdo do espectro de RMN 'H (Figura 41, pag. 110) também exibiu dois
dubletos em &y 7,31 com J= 8,6 Hz e em 3y 6,79 com J= 6,6 Hz, e integracdo para 2
hidrogénios cada, indicando acoplamento orto, sugerindo outro sistema AA’BB’. A
presenca de dois dubletos em 6y 6,08 em &y 7,40 com J = 15,9 Hz para ambos e integragédo
para 1 hidrogénio cada, referente a hidrogénios olefinicos em configuragéo trans, sugerindo

uma unidade p-cumaroil, ligada ao oxigénio do H-6" da glicose (TELES, 2015b).
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A anélise do espectro de RMN *3C, realizado a 100 MHz (Figura 44, pag. 111),
utilizando a técnica APT, reforcou a sugestdo anterior. O espectro apresentou 26 sinais
equivalentes a 30 carbonos. A presenca de dois sinais em ¢ 117,04 e 131,40 correspondem
aos carbonos das posi¢des C-3°/C-5’ ¢ C-2’/C-6" do anel B, respectivamente, refor¢ando a
presenca do sistema AA’BB’ (FERNANDES et al., 2018), e a presenca do sinal em d¢c
179,35 confirma a presenca de carbonila (C=0) na posicdo C-4. A presenca de dois sinais
em o¢c 116,25 e 132,36 correspondem aos carbonos das posi¢des C-37°/C-5"’e C-2/C-6",
confirmando a presenca de outro grupo AA’BB’.

Os sinais em &¢ 135,34 (C-3), d¢ 162,99 (C-5), 8¢ 169,06 (C-7), d¢c 161,71 (C-4’) e
oc 161,45 (C-4’) reforcam a presenca de substituintes oxigenados na substancia (Figura
45, pag. 112). A presenga do sinal em d¢c 104,44, caracteristico ao carbono anomérico da
glicose, confirmam a presenca da unidade osidica.

Os dados de RMN *H e **C unidimensionais, juntamente com comparacio dos
valores obtidos na literatura (Tabela 7, pag. 108) permitiu identificar He-5 como canferol-
3-O-B-D-(6-E-p-coumaroil) glicopiranosideo (tilirosideo), um flavonoide isolado
anteriormente de Helicteres velutina (FERNANDES et al., 2018) e Helicteres angustifolia
(CHEN et al., 2006) pertencentes ao género Helicteres, e em espécies da familia Malvaceae
(TELES et al., 2015; FERREIRA et al., 2019; CHAVES et al., 2016) e relatada pela

primeira vez na espécie Helicteres eichleri.

He-5: canferol-3-O-B-D-(6”-E-p-coumaroil) glicopiranosideo (tilirosideo)
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Tabela 7. Dados comparativos de RMN *H e *C de He-5 (8, CD;0D, 400 MHz e 100

MHz) com modelo da literatura Mo-1 (6, DMSO-d6, 500 MHz e 125 MHz) (FERNANDES
etal., 2018)

Mo-1 (Tilirosideo)

C On dc on oc
2 - 156,4 - 159,29
3 - 133,0 - 135,34
4 - 177,3 - 179,35
5 - 161,1 - 162,99
6 6,11 (d, J=2,0 Hz; 98,8 6,10 (d, J=2,1 Hz, 1H) 100,94
1H)
7 - 164,5 - 169,06
8 6,35 (d, J=2,0 Hz; 93,7 6,26 (d, J=2,0 Hz, 1H) 95,57
1H)
9 - 156,3 - 158,77
10 - 103,7 - 105,17
1’ - 120,7 - 122,97
2’ 7,97 (d, J= 6,9 Hz; 130,1 7,98 (d, J =8,9 Hz, 2H) 131,40
2H)
3’ 6,84 (d, J= 6,9 Hz; 115,7 6,80 (dd, J = 8,6 Hz, 2H) 117,04
2H)
4 - 159,9 - 161,71
5 6,84 (d, J= 6,9 Hz; 115,7 6,80 (d, J = 8,6 Hz, 2H) 117,04
2H)
6’ 7,97 (d, J= 6,9 Hz; 130,1 7,98 (d, J = 8,9 Hz, 2H) 131,40
2H)
1” | 543(d, J=7,5 Hz; 101,0 5,19 (d, 1H) 104,44
1H)
2” 3,26 — 3,14 (m) 74,2 3,50 — 3,42 (m) 75,99
3”7 3,26 — 3,14 (m) 76,2 3,50 — 3,42 (m) 78,23
47 3,16 (m) 69,9 3,50 — 3,42 (m) 71,90
5” 3,26 (m) 741 3,50 — 3,42 (m) 75,91
6” 4,27 (dd, J=2,0 e 62,9 4,30 (dd, J =11,8, 2,2 Hz, 64,54
12,0 Hz; 1H) e 1H) e
4,02 (dd, J=6,5e 4,18 (dd, J = 11,8, 6,6 Hz,
12,0 Hz; 1H) 1H)
1 - 124.9 - 127,26
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27e¢ | 7,35(d, J=85Hz; | 130,7 7.31(d, J= 8,6 Hz, 2H) 132,36
6 2H)
3¢ | 6,77(d, J=6,8Hz;, | 1150 6,79 (d, J = 6,6 Hz, 2H) 116,25
5 2H)
47 - 159,7 - 161,45
77 | 7.33(d,J=165Hz, | 1445 | 7,40(d,J =159 Hz, 1H) 146,81
1H)
8 |6,09(d,J=160Hz; | 1136 | 6,08 (d, J =159 Hz, 1H) 114,90
1H)
9 - 166,1 - 169,06
OH-5 12,54 (s) - 5 -

Figura 40. Espectro de RMN *H (5, CD;0D, 400 MHz) de He-5
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Figura 41. Primeira expanséo do espectro de RMN *H (5, CDsOD, 400 MHz) de He-5
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Figura 42. Segunda expanséo do espectro de RMN *H (5, CDs0D, 400 MHz) de He-5
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Figura 43. Terceira expanséo do espectro de RMN *H (5, CD;0D, 400 MHz) de He-5
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Figura 45. Primeira expanséo do espectro de RMN **C (8, CD;0D, 100 MHz) de He-5
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5.2 Avaliacéo da atividade antimicrobiana dos compostos

As Tabelas 8 e 9 (Pag. 113 e 114) apresentam o0s resultados da atividade
antimicrobiana das substancias mansonona M (He-1) e mansonona H (He-2) frente aos
microrganismos  patogénicos  gram-positivos,  (Staphylococcus aureus MRSA
(multirresistente a meticilina e oxacilina) ATCC 43300 e Staphylococcus epidermidis
ATCC 29641), e gram-negativos, (Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e Salmonella
enterica typhimurium ATCC 14028).

No teste qualitativo através do ensaio de disco-difusdo, a mansonona M apresentou
um halo de inibicdo de 21,05 + 0,07 mm frente ao microrganismo Staphylococcus aureus,
apresentando sendo este um resultado melhor do que o controle positivo (9,2 £ 0,0 mm) e

um halo de inibicdo de 13,8 + 1,13 mm frente ao microrganismo Staphylococcus
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epidermidis.; enquanto que a substancia mansonona H

ndo demonstrou inibicdo de

crescimento de todos os microrganismos (Tabela 8, pag. 113; Figura 46, pag. 113).

Tabela 8. Resultado do teste qualitativo para o Ensaio disco-difuséo

Substancias Microorganismos testados
testadas Staphylococcus | Staphylococcus | Klebsiella | Salmonella enterica
(Img/mL) aureus epidermidis pneumoniae typhimurium
Mansonona M 21,05 + 0,07 13,8+ 1,13 - -
Mansonona H - - - -
Ampicilina 9,2+0,0 14,6 £ 0,56 + +

(+): Houve inibicdo de crescimento do microorganismo em milimetros (mm); (-): Ndo houve inibicdo de
crescimento do microrganismo

Figura 46. Ensaio disco-difusédo (diametro em mm) para mansonona M e H contra
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis

A: Resultados para halos de inibigdo de Staphylococcus aureus; C-: controle negativo (metanol); C+: controle
positivo (ampicilina); He-01: Mansonona M; He-02: Mansonona H. B: Resultados para halos de inibicdo de
Staphylococcus epidermidis; C-: controle negativo (metanol); C+: controle positivo (ampicilina); He-01:

Mansonona M; He-02: Mansonona H.

No teste qualitativo para a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), a mansonona M
apresentou atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Salmonella enterica typhimurium, nas concentraces de 128 pg/mL, 128
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pug/mL e >512 pg/mL, respectivamente., enquanto que mansonona H apresentou atividade
contra Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, na concentracdo de 128
Hg/mL cada (Tabela 9, pag. 114).

Tabela 9. Resultado do teste quantitativo para o Ensaio por Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM)

Microorganismos testados
Substéncias Staphylococcus | Staphylococcus | Klebsiella | Salmonella enterica
testadas (ug/mL) aureus epidermidis pneumoniae typhimurium
Mansonona M 128 pg/mL 128 pg/mL + > 512 pg/mL
Mansonona H 128 pg/mL 128 pg/mL + +
Ampicilina 8 1 > 32 pg/mL 4 pg/mL
Microorganismo + + + +
Meio de cultura - - - -

(+): Crescimento do microorganismo; (-):N&o houve crescimento do microorganismo

Em estudo j& realizado anteriormente com a mansonona H, foi relatado que a
substancia ndo foi ativa contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (TISTR517),
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Shigella sonei (BOONSRI et al., 2008).
Pode-se observar que nédo foi apresentado resultado antimicrobiano com uma cepa diferente
de Staphylococcus aureus, que pode ser explicado pela concentragdo utilizada de 10
pg/mL, menor do que a utilizada no presente trabalho.

Estudos anteriores relataram atividade antimicrobiana de extratos, fases e
substancias isoladas de espécies da familia Malvaceae (TELES, 2015; GOMES et al., 2015;
CHAVES, 2016).

A atividade antimicrobiana de mansonona M e H esta sendo relatada pela primeira
vez. A mansonona M, apresentou resultados melhores em relagdo a mansonona H, no
ensaio de disco-difusdo e contra Salmonella enterica typhimurium, que pode ser explicado
pela presenca da metoxila. Marques et al. (2020) relataram que a presenca de metoxila em
chalconas aumentou a atividade antibacteriana e antifingica, e Wang et al. (2017)
apresentaram que em xantonas também aumentou a atividade citotoxica.

A busca por novos farmacos provenientes de produtos naturais que apresentam
atividade antimicrobiana torna-se uma alternativa para conter o crescimento de mortalidade

por infeccOes atravées desses patogenos.
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6. Gonclusies



O estudo fitoquimico da fase diclorometano do extrato etandlico bruto das partes
aéreas de Helicteres eichleri K. Schum (Sterculiaceae), realizado através de métodos
cromatograficos, utilizando silica flash e sephadex LH-20, e técnicas espectroscopicas de
RMN 1H e 13C uni e bidimensionais, bem como comparacGes com dados da literatura,
permitiram isolar e identificar as estruturas de trés substdncias, sendo duas O-
naftoquinonas, 4-metoxi-3,6,9-trimetil-2,3-di-hidrobenzo [de] cromeno-7, 8-diona
(mansonona M) e: 4-Hidroxi-3,6,9-trimetil-2,3-di-hidro-benzo [de] cromeno-7,8-diona
(mansonona H), um flavonoide sulfatado, 7,4’-di-O-metil-8-O-sulfato-isoscutelareina, e um
flavonoide glicosilado canferol-3-O-B-D-(67-E-p-coumaroil) glicopiranosideo (tilirosideo)
isoladas pela primeira vez na espécie , fortalecendo assim o perfil fitoquimico da familia
Malvaceae, como também do género Helicteres.

A avaliacdo da atividade microbioldgica das quinonas, mansonona M e H, isoladas
da fase diclorometano, apresentaram resultados positivos frente a Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis na concentragédo de 128 pg/mL, e mansonona M apresentou
resultado positivo também contra Salmonella enterica typhimurium em concentragdo >512
pg/mL. Dessa forma, as O-naftoquinonas demonstraram-se promissoras diante de tal
atividade, podendo ser melhor exploradas frente a outros micro-organismos, como também

para a producdo de novos antibioticos.
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Diante dos resultados promissores obtidos durante o mestrado, como
perspectivas futuras, no doutorado, sera dado continuidade ao estudo fitoquimico e
biologico com Helicteres eichleri K. Schum. Esse estudo est4 tornando possivel contribuir
para um conhecimento quimiosistematico e quimiotaxénomico da familia Malvaceae sensu

lato.
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