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RESUMO

MAIA, G. L. A. CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO QUIMICO DE ESPECIES
DA FAMILIA ASTERACEAE (Praxelis clematidea R.M. King & Robinson e
Verbesina macrophylla (Cass.) S.F.Blake.) 2011. Tese (Doutorado em
Farmacoquimica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de Medeiros”, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2011.

A familia Asteraceae é a maior familia de angiospermas e representa quase
10% da flora mundial. A familia tem sido uma dos mais estudadas, em grande parte
devido aos compostos quimicos promissores produzido por este grupo. Visando
contribuir para o estudo quimiotaxondmicos da familia Asteraceae, Praxelis
clematidea e Verbesina macrophylla foram submetidos a um estudo fitoquimico para
isolar seus constituintes quimicos, através de métodos cromatograficos usuais, e
depois para identifica-los por meio de métodos espectroscopicos, tais como RMN de
'H e **C uni e bidimensionais, além de comparacdo com dados da literatura. O
estudo quimico das partes aéreas de V. macrophylla resultou no isolamento de seis
compostos (acido p-cumarico, 6-E-p-cumaroil-4a-hidroxieudesmano, 6-Z-p-cumaroil-
4a-hidroxieudesmano, bornil-p-cis-cumarato, bornil-p-trans-cumarato e &cido p-
hidroxibenzéico). Uma flavona (5,7,3',4'-tetrahidroxiflavona) foi isolado do extrato
acetato de etila das partes aéreas de P. clematidea e seis flavonas foram isolados a
partir de extrato cloroférmico (4',5,7- trihidroxiflavona ; 4’,5-dihidroxi-7 metoxiflavona;
5-hidroxi-4",7-dimetoxiflavona; 4’ 5,7-trimetoxiflavona; 5,4’-dihidroxi-6,7
dimetoxiflavona e 4',5,6,7- tetrametoxiflavona), todos os flavonoides estdo sendo
descritos pela primeira vez na espécie. O flavonas do extrato cloroférmico de P.
clematidea foram testadas para a toxicidade contra Staphylococcus aureus SA-
1199B, uma cepa que possuem a bomba de efluxo NorA. O flavonas testadas néao
mostraram qualquer atividade antibacteriana significativa contra a cepa
Staphylococcus aureus usados, mas foram capazes de modular a resisténcia
bacteriana a drogas. Esta propriedade pode estar relacionado com o grau de
lipofilicidade do flavonas conferidos pelos grupos metoxila, jA que a 4, 5,6,7
tetramethoxyflavone o composto mais metoxilados, reduziu a concentragao inibitoria
minima do farmaco (Norfloxacina) 16 vezes.

Palavras-chave: Praxelis clematidea, Verbesina macrophylla, Flavona.
Sesquiterpeno, Monoterpeno.



ABSTRACT

MAIA, G. L. A. CONTRIBUTION TO THE KNOWLEDGE OF CHEMICAL
SPECIES OF ASTERACEAE FAMILY (Praxelis clematidea R.M. King &
Robinson e Verbesina macrophylla (Cass.) S.F.Blake.) 2011. Thesis (Ph.D.
in Pharmachemistry of Natural Products and Bioactive Synthetic) — Laborat6rio de
Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de Medeiros”, Universidade
Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2011.

The family Asteraceae is the largest angiosperm family and represents nearly
10% of the world's total flora. The family has been one of the most studied, in large
part due to the promising chemical compounds produced by this group. Aiming at
contributing to the chemotaxonomic study of the family Asteraceae , Praxelis
clematidea e Verbesina macrophylla were submitted to a phytochemical study to
isolate its chemical constituents, through usual chromatographic methods, and after
identifying them by means of spectroscopic methods such as *H and *C NMR, with
the add of two-dimensional techniques, besides comparison with literature data.
Chemical study of the aerial parts of V. macrophylla resulted in the isolation of six
compounds (p-coumaric acid, 6-E-p-cumaroil-4a-hydroxieudesmane, 6-Z-p-cumaroil-
4a-hydroxieudesmane, bornil-p-cis-cumarate, bornil-p-trans- coumarate and p-
hydroxybenzoic acid). One flavone (5,7,3 ',4'-tetrahydroxyflavone) was isolated from
ethyl acetate extract of the aerial parts of P. clematidea and six flavones were
isolated from chloroform extract (4',5,7- trihydroxyflavone; 4’,5-dihydroxy-7
methoxyflavone; 5-hydroxy-4",7 dimethoxyflavone; 4',5,7- trimethoxyflavone; 5,4'-
dihydroxy-6,7 dimethoxyflavone and 4'5,6,7- tetramethoxyflavone),
all flavonoids are described by first time in the specie. The flavones of chloroform
extract of P. clematidea were tested for their toxicity against Staphylococcus aureus
SA-1199B, a strain possessing the NorA efflux pump. The flavones tested did not
show any significant antibacterial activity against the Staphylococcus aureus strain
used, but were able to modulate bacterial drug resistance. This property might be
related to the degree of lipophilicity of the flavones conferred by the methoxyl groups,
since 4',5,6,7 tetramethoxyflavone the most methoxylated compound, reduced the
minimal inhibitory concentration of the drug (Norfloxacin)16-fold.

Keywords: Praxelis clematidea, Verbesina macrophylla, Flavone. Sesquiterpen,
Monoterpen.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas sob os critérios dos conhecimentos
popular e cientifico em diferentes contextos terapéuticos (CECHINEL-FILHO;
YUNES, 1998). Porém, a humanidade se aproveita de uma fracdo muito pequena
das plantas e o reino vegetal ainda permanece como uma incognita; e sendo
possuidor da maior e mais rica biodiversidade do planeta, o Brasil ndo pode abdicar
de sua vocagao para os produtos naturais (PINTO et al., 2002).

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias
organicas conhecidas. O reino vegetal é que tem contribuido de forma mais
significativa para o fornecimento de metabdlitos secundérios, muitos destes de
grande valor agregado devido as suas aplicacdes como medicamento, cosméticos,
alimentos e agroquimicos (PINTO et al., 2002).

E importante ressaltar que, devido ao desenvolvimento de técnicas analiticas de
separacdo e elucidagdo estrutural, nas Ultimas trés décadas, mais recentemente de
instrumentos analiticos hifenados, conhecem-se cerca de 50.000 metabdlitos
secundarios isolados de angiospermas, muitos desses ainda sem qualquer avaliagéo
com relagdo ao seu potencial farmacologico. Devido a tais constata¢des, os produtos
naturais e derivados foram, e continuam sendo, notoriamente, de importancia crucial
em uma sociedade moderna, mesmo considerando-se 0 grande nimero de produtos
oriundos de sintese (MONTANARI; BOLZANI, 2001). A quimica de produtos naturais
é dentro da quimica brasileira, a &rea mais antiga, e talvez a que congrega o maior
namero de pesquisadores (PINTO et al., 2002).

O interesse pelas plantas medicinais e pelos produtos naturais aumenta ao
considerarmos a problematica para os tratamentos atuais de vérias patologias. As
drogas ansioliticas, por exemplo, podem apresentar risco de dependéncia e
sindrome de abstinéncia ou retardo para inicio do efeito ou efetividade duvidosa
(ANDREATINI; BOERNGEN-LACERDA; ZORZETTO FILHO, 2001). Os analgésicos
e anti-inflamatérios, por sua vez, podem produzir ulceragdo gastrica, intolerancia
gastrintestinal, bloqueio da agregacdo plaquetaria e reacfes de hipersensibilidade,
além de outras complicagdes quando do uso prolongado com glicocorticoides ou
analgésicos opidides (GYLMAN, 1996). Considerando isto, h4 a necessidade de
investigacao e pesquisa de novas drogas que possam diminuir tais efeitos colaterais
e tratar de modo efetivo e seguro estas desordens, seja com 0 extrato bruto ou com

0s compostos isolados da imensa flora brasileira.
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As recentes investigagdes etnobotanicas da flora nordestina tém demonstrado
0 constante uso de plantas medicinais, inclusive por usuarios de servigos publicos
de areas urbanas (AMORIM et al.,, 2003; SILVA; ANDRADE, 2005). A maior
facilidade na coleta e comercializacdo de plantas cultiviveis em areas urbanas,
entretanto, tem contribuido para o uso de plantas medicinais sem respaldo cientifico,
resultando em automedicagéo e elevacdo tanto do risco a saude quanto dos custos
operacionais dos servi¢os de saude publica (OLIVEIRA, 2006).

Para uma planta ser considerada medicinal no Brasil, faz-se necessario uma
resposta positiva a ensaios que comprovem a propriedade terapéutica que lhe é
atribuida, bem como, o seu grau de toxicidade nas doses compativeis com seu
emprego medicinal, através de estudo farmacoldgico pré-clinico com avaliacdo da
toxicidade, seguido de ensaio clinico (LORENZI; MATOS, 2008).

No processo de embasamento cientifico de uma medicina alternativa, a
quimica de produtos naturais se destaca ao permitir o conhecimento estrutural dos
metabdlitos secundérios responsaveis pelos efeitos farmacolégicos das plantas
medicinais (SOUZA; SILVA, 2006). Em suas inUmeras atribui¢cdes, ela engloba o
isolamento e a identificacdo dos constituintes quimicos bioativos, atuando como
fonte de novos farmacos, e realiza pesquisas para validagdo de medicamentos de
origem vegetal, sendo assim, a base essencial para o direcionamento de estudos
farmacoldgicos.

O conhecimento cada vez mais aprofundado das espécies vegetais,
desenvolvido por estudos integrados nas areas de botanica, quimica, farmacologia e
outras ciéncias afins, € fundamental para dar suporte e maior longevidade ao uso do
potencial natural ainda existente no planeta. A contribuicdo cientifica brasileira é
valiosa. Ha nas areas de Quimica de Produtos Naturais cerca de 900 profissionais e,
pelo menos, 1500 outros atuando na Farmacologia. Corroborando este cenério, o
sistema de poés-graduacdo €é capaz de formar 8.000 doutores/ano. Sé&o
aproximadamente 70 grupos lidando com pesquisa de Produtos Naturais no Brasil,
especializados em quimica e farmacologia (BARRETO DE CASTRO, 1994).

No nosso pais, as pesquisas com plantas ainda estdo muito centradas no
ambito da Universidade e Institutos de Pesquisa onde se desenvolve basicamente a
fitoguimica tradicional. Muito embora ja existam varios grupos nacionais envolvidos
com a busca de principios bioativos de plantas, essa pesquisa é fundamentalmente

académica. Apesar disso, a academia podera contribuir de forma decisiva para o
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descobrimento de novas entidades quimicas (NCEs). Talvez, esse seja o0 seu papel
exatamente porque essa etapa da pesquisa demanda muito tempo e pode envolver
a qualificagcéo de recursos humanos (MONTANARI; BOLZANI, 2006).

Considerando-se que um programa de descoberta de novos farmacos de
origem natural € um processo muito longo, complexo e de alto custo e reconhecendo
a importancia destes produtos como fonte inigualavel de diversidade estrutural de
substancias quimicas, das mais variadas classes, capaz de construir moléculas com
grande complexidade estrutural, com absoluta quimio, régio e estereosseletividade,
pesquisadores do Programa de Pés-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba
vem ao longo de 33 anos contribuindo com a pesquisa cientifica brasileira,
estudando dentre outras a familia Asteraceae, o grupo sistematico de maior niumero
dentro das Angiospermas, (EMERECIANO et al., 2007). Plantas desta familia tém
sido estudadas quanto ao potencial quimico e farmacolégico, sendo que algumas
tém proporcionado o desenvolvimento de novos farmacos.

Vislumbrando o potencial farmacoldgico das substancias isoladas de espécies
da familia Asteraceae e a ocorréncia de muitas espécies ainda ndo devidamente
exploradas do ponto de vista quimico e farmacologico, resolvemos iniciar o estudo
de Praxelis clematidea e Verbesina macrophylla, espécies facilmente encontradas
na Paraiba cujos estudos quimicos e farmacolégicos ainda sdo pouco conhecidos, o

gue podera conduzir a descoberta de novas fontes de substancias ativas.
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2 FUNDAMENACAO TEORICA

2.1 Consideracdes sobre a familia Asteraceae

A familia Asteraceae é composta por cerca de 1.100 géneros e 25.000
espécies (EMERECIANO et al., 2007). Encontram-se representantes em todas as
zonas do globo, com excec¢do do continente Antértico, podendo ser encontradas em
todas as formacfes (lugares umidos, secos, sombreados, ensolarados, em selvas,
montes e campos, em solos normais, arenosos, salitrosos ou humiferos). A maioria
das espécies é composta por ervas anuais ou perenes; somente nas zonas tropicais
e subtropicais chegam a formar arbustos e até arvores e, mais raramente,
trepadeiras (HEYWOOD, 1993).

A América do Sul comporta cerca de 20% dos géneros existentes. No Brasil,
sdo estimados aproximadamente 180 géneros e 3.000 espécies distribuidas desde
as regides mais frias e umidas, como as serras do Sudeste e Sul, até as areas secas
na regido do semi-arido nordestino, sendo menos frequentes em formacgdes
florestais (LING, 1995).

No que diz respeito & importancia econébmica pode-se levar em conta o
ndmero de espécies Uteis e também as daninhas (invasoras tdxicas ou espinhosas).
Plantas da familia Asteraceae sdo comumente utilizadas na medicina popular em
todo o mundo, com mais de 1000 espécies registradas em databases
etnomedicinais (MONKS et al., 2002). O girassol (Helianthus annuus L.) e o falso-
acafrdao (Carthamus tinctorius L.) sdo oleaginosos de grande cultivo. Muitas
Asteraceae séo hortalicas apreciadas, como a alface (Lactuca sativa L.), a chicéria
(Cichorium intybus L.), a salsa (Tragopogon porrifolius L.), a alcachofra (Cynara
scolymus L.), etc. As espécies medicinais, inseticidas e aromaticas sdo numerosas,
como a camomila (Matricaria chamomilla L.), o piretro (Chrysanthemum
cinerariaefolium Vis.), o absinto (Artemisia absinthium L.), a marcela (Achyrocline
satureioides), etc. Por outro lado, ha muitas Asteraceae prejudiciais por invasdo. Sdo
conhecidos os cardos (Carduus, Cynara, Cirsium, Centaurea, Silybum div.
Espécies), o abrolho (Xanthium cavanillesii Schouv.), que invadem os campos e
deslocam os pastos uteis, competindo com as plantas cultivadas (BURKART et al.,
1974).

Plantas dessa familia s8o extensivamente estudadas quanto a sua

composicao quimica e atividade biolégica, sendo que algumas tém proporcionado o
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desenvolvimento de novos farmacos, inseticidas, entre outros (ZOMLEFER, 1994).
InUmeros trabalhos cientificos realizados com espécies da familia Asteraceae
apresentam o isolamento de uma variedade de metabdlitos secundarios como
flavondides, poliacetilenos, lactonas sesquiterpénicas, alcaldéides (CRONQUIST,
1981), O6leos essenciais (AGOSTINI et al, 2005), antocianinas (TAKEDA,
HARBORNE, 1986) e diterpenos (BATISTA; BRAGA; OLIVEIRA, 2005). Os
flavonodides tém grande destaque, sendo alocados como importantes marcadores
quimiotaxonémicos desta familia (EMERENCIANO, 2001). Cada vez mais, essa
classe de produtos naturais esta se tornando objeto de investigagdo e muitos grupos
isolaram e identificaram flavonoides que possuem atividade antifingica, antiviral e
antibacteriana. Além disso, varios estudos tém demonstrado sinergia entre
flavonodides ativos, bem como entre flavonéides e quimioterapicos ja existentes (TIM
CUSHNIE; LAMB, 2005; MOTA et al., 2009).

Os constituintes quimicos isolados de plantas da familia Asteraceae,
apresentam atividades variadas como: antioxidante, alelopética, espasmolitica,
antibacteriana, antiviral, aleloquimica, citotoxica, inseticida, gastroprotetora,
antileucémica, antibiética, antifangica, vasorelaxante, moluscicida, antimutagénica e
hepatoprotetora (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATT]I, 2005).

2.2 Tribo Heliantheae Cass.

A tribo Heliantheae € composta por cerca de 190 géneros e 2500 especies.
Os maiores géneros sd@o Verbesina com 300 espécies, seguido de Bidens com 240
espécies e Viguiera com 180. A maioria de suas espécies sdo ervas ou arbustos,
embora existam géneros com espécies arboreas. Grande parte dos géneros de
Heliantheae é encontrada na América do Norte e do Sul e particularmente no México
(KARIS; RIDING,1994).

Dentre as espécies economicamente importantes desta tribo destaca-se o
girassol (Helianthus annuus) que possui terpenoides e flavonoides, com atividade
biolégica, além de ser usado como Oleo comestivel, o margaridao (Tithonia
diversifolia) planta que apresenta atividade anti-inflamatéria e alelopética
(GUIMARAES, 2006), o picdo (Bidens pilosa) que é usada no tratamento de
desobstrucdes do figado, hepatite e ictericia, além de febre, afec¢des do peito,
tosses, inflamacgfes da garganta, reumatismo articular e na gonorréia também séo

conhecidos, como relataram Rodrigues e Carvalho (2001).



32
Fundamentacdo Teorica Maia, G. L. A.

2.3 ConsideragOes sobre o género Verbesina.

O género Verbesina L. pertence a familia Asteraceae e esta classificado na
tribo Heliantheae, subtribo Ecliptinae e possui 150 espécies nativas do Novo Mundo
(MARTINEZ et al., 1983). Destacam-se nesse género muitas espécies apresentando
grande importancia como promotora de crescimento vegetal e germinagéo.
Adicionalmente, muitas espécies tém demonstrado atividades antibacteriana,
fungicida, antiviral e antitumoral (BRUNO-COLMENAREZ et al., 2010).

Dentre as substancias caracteristicas do género estdo os derivados de
eudesmano e sesquiterpenos esterificados frequentemente como cinamatos ou
cumaratos. Os primeiros a serem isolados foram os cumaratos de a- e B-verbesinol,
extraidos das raizes de Verbesina virginica (GARDNER; PARK; ALBERS, 1961).
Desde o primeiro relato da presenga de sesquiterpenos do tipo eudesmano, a
maioria dos estudos quimicos posteriores relatam a presenca desse tipo de

substancia nas espécies do género Verbesina. (Quadro 1)

Quadro 1- Substancias isoladas de espécies de Verbesina.

Espécie Substancia Referéncia

V. eggersii Hieron. = Ester decahidro-8-hidroxi- | BANERJEE et al., 1985
8-(hidroximetil)-4a-metil-2-(1-
metiletil) 1-naftaleno

= Ester 5-(acetiloxi)-8
[(acetiloxi)metilldecahidro-8-
hidroxi-4a-metil-2-(1-

metiletil)-1-naftalenil

V. glabrata Hook & Arn. » 6B-cinamoileudesmano- BOHLMANN et al., 1980
15-al
V. luetzelburgii Mattf. » 6B-cinamoiloxi-13- BOHLMANN et al., 1980

hidroxieudesman-3-en

» 6B-cinamoiloxi-13-
hidroxieudesman-4(15)-en
» 6B-cinamoiloxi-43-
hidroxieudesmano

» 6B-cinamoiloxi-13,4p3-
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hidroxieudesmano

V. oerstediana S. F. Blake

= Ester 8-formildecahidro-7-
hidroxi-4a-metil-2-(1-
metiletil)-1-naftalenil.

= Ester decahidro-8-hidroxi-
4a,8-dimetil-2-(1-metiletil)-1-
naftalenil

= Acido 1-

Naftalenecarboxilico

MURILLO;ARAYA;
POVEDA, 2004.

V. persicifolia DC.

» 6B-hidroxieudesm-3-eno
= Cinamato de 5-hidroxi-2-
isopropil-4a-metil-8-metilen-

decaidronaftalen- 1-ila

JAKUPOVIC et al., 1987

V. rupestris S. F. Blake. * Rupestriol BOX; BARDOUILLE;
CHAN, 1977.
V. sordescens DC. » Ester 1,2,3,4,4a,5,6,8a- | BOHLMANN et al., 1982

octahidro-5-hidroxi-4a,8-
dimetil-2-(1-metiletil)-1-
naftaleni

= Ester decahidro-5-hidroxi-
8-metilene-2-(1-metiletil)-1-
naftalenil

= Ester decahidro-8-hidroxi-
4a,8-dimetil-2-(1-metiletil)-1-

naftalenil

V. sphaerocephala A. Gray

= Verocepol

COATEA, 1976

V. subcordata DC.

= Cinamato de 5-hidroxi-2-
isopropil-4a-metil-8metilen-

decaidronaftalen-1-ila

JAKUPOVIC et al., 1987

V. turbacensis Kunth

» Acido

eudesman-15-oico

6B-[cinamoiloxi]-

= Metil-6B-[cinamoiloxi]-

eudesman-15-oato

AMARO-LUIS et
2002.

al.,
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= Acido 1a-Acetoxi-643-
[cinamoiloxi]-eudesman-15-
oico

= Metil-la-acetoxi-63-
[cinamoiloxi]-eudesman-15-

oato

V. virgata Cav. » Ester 1,2,3,4,4a,5,8,8a- | MARTINEZ et al., 1983.
octahidro-3,4-dihidroxi-1,4a-
dimetil-7-(1-metiletil)-1-
naftalenil

= Ester 1,2,3,4,4a,5,8,8a-
octahidro-2,4-dihidroxi-1,4a-
dimetil-7-(1-metiletil)-1-

naftalenil

V. virginica A. Gray * 6-O-B-E-p-cumaroil-4a- XU et al., 2009
hidroxieudesmano

* 6-O-B-Z-p-cumaroil-4a-
hidroxieudesmano

» 6-O-a-E-p-cumaroil-13,4a-

dihidroxieudesmano

Além desta classe de compostos também é relatado o isolamento de
flavonoides (GLENNIE, 1980), sesquiterpenos lactonas (ORTEGA, et al.,1985),
amidas (ORTEGA et al; 1999), compostos acetilénicos (BOHLMANN; LONITZ,
1978) e vérios sesquiterpenos com grande variedade de esqueletos (BOHLMANN et
al, 1980).

Dentre algumas espécies que foram estudadas biologicamente, destaca-se a
atividade hipotensora das substancias caracasamida e caracasandiamida de
Verbesina caracasana, espécie encontrada na Venezuela, para a qual foi descrita a
atividade hipotensora em ensaio em ratos por via intravenosa com doses de 50-
6400 pg/Kg (CARMIGNANI et al., 2001; MONACHE et al., 1999).

A espécie V. enceloides, planta nativa da América do Norte, conhecida por
apresentar atividade tdxica, causando morte em bovinos e ovinos, apresenta como

principio téxico a guanidina galegina (3-metil-2-butenil-guanidina) (AMARO-LUIS et
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al., 2002). O teste de toxicidade dessa substancia foi realizado em fémeas de
camundongos administrados por via intraperitoneal (OELRICHS et al., 1981).
Estudos realizados com o ester de (-)bornil isolado de V. turbacensis mostrou
que essa substancia é capaz de inibir a cisteina protease (OGUNGBE et al., 2010).
O dleo essencial dessa espécie tem como componente principal o germacreno e
apresentou atividade antimicrobiana moderada frente Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis (ROJAS et al., 2005)

2.4 Consideracdes sobre Verbesina macrophylla (Cass.) S.F.Blake.

Verbesina macrophylla € um arbusto (Figura 1, abaixo) e encontra-se
distribuida na América do Sul tendo sido encontrada especialmente na Bolivia
(FOSTER, 1958) e no Brasil. Neste ultimo foi localizada nos estados da Paraiba e
Pernambuco (FORZZA; 2010). Possui como sinonimia cientifica Ditrichum
macrophyllum Cass. (JORGENSEN, 2011) e popularmente é conhecida como “Assa
peixe” (AGRA et al.,2007).

As suas flores sdo usadas pela populagédo na forma de infusdo ou decocto
para tratamento de diversos tipos de inflamacdes (AGRA et al., 2007) e o cha das
folhas é indicado para tratar problemas nos rins e uretra e para abaixar a febre
(MOREIRA et al., 2002).

Figura 1-Foto de Verbesina macrophylla (Cass.) S. F. Blake. Detalhe da

inflorescéncia.

(J. F. TAVARES, 2011)
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Em levantamento bibliografico realizado no Chemical Abstract, Scifinder e
Web of Science ndo foi encontrado nenhum estudo farmacol6gico e apenas um
estudo fitoquimico, no qual Bohlmann e colaboradores (1980) relatam o isolamento a
partir das partes aéreas de nove substancias. (Quadro 2, pag. 37)
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Quadro 2-Substancias de Verbesina macrophylla isoladas por Bohlmann e

colaboradores (1980)

O\’(\/QOMe

6B-cinamoiloxi-germacra -1(10)-4-dieno

6B-feruloxi -germacra -1(10)-4-dieno

M

Germacreno D

(e

Humuleno

(0]
MeO \
(e)
HO

Borneolferulato

6B-cumaroiloxi-43-hidroxieudesmano

OH
\’(\/C[OMe
(0]

S NN T

Pentaineno

Esqualeno
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2.5 Tribo Eupatorieae.

A familia Asteraceae € subdividida em 17 tribos, dentre estas tribos destaca-
se a Eupatorieae com 170 géneros. Os membros da tribo Eupatorieae normalmente
sdo arbustos e estd, a maior parte da familia, na regido Neotropical, naturalmente
ocorrendo entre o norte da América, Canada e regido nordeste do hemisfério norte
(KING; ROBINSON, 1987).

Envenenamentos causados por algumas espécies de Asteraceae sao devidos
a benzofuranos encontrados na tribo Eupatorieae e raros em outras tribos (KING;
ROBINSON, 1987). Os metabdlitos secundarios majoritarios em Eupatorieae sao:
flavonoides,  sesquiterpenoides (lactonas  sesquiterpénicas dos  tipos
germacranolideos, eudesmanolideos e guaianolideos), diterpendides e cumarinas
(KING; ROBINSON, 1987).

2.6 Consideracdes sobre a espécie Praxelis clematidea R.M. King & Robinson.

Praxelis clematidae pertence a tribo Eupatorieae (HSU et al, 2006). Essa
espécie possui como sinominias: Eupatorium clematideum Griseb. e Eupatorium
urtifolium var. clematideum (Griseb.) Hieron ex. Kuntze. E um pequeno arbusto
perene, que apresenta entre 40-80 cm de altura, podendo chegar a 1 m. Seus talos
sao pilosos e frageis, as folhas sdo opostas e triangulares com apices agudos; as
flores sdo agrupadas no final dos talos e possuem coloragdo que variam de lilas a
azul (POLLOCK; SMITH, 2004) (Figura 2).

Figura 2-Foto de Praxelis clematidea (Griseb.) R.M. King & Robinson. Detalhe da

inflorescéncia.

(H. S. FALCAO, 2007)



39
Fundamentacdo Teorica Maia, G. L. A.

Praxelis clematidea é nativa da América do Sul, existindo relatos de sua
distribuicdo na Bolivia, Peru e Argentina. No Brasil € encontrada principalmente nos
estados da Bahia, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Amazonas e Mato Grosso
(POLLOCK; SMITH, 2004).

A literatura dispbe de poucos dados a respeito da constituicdo quimica e
atividade biologica de P. clematidea. Em estudo fitoquimico realizado com esta
espécie, Bolhmann e colaboradores (1984) isolaram o acido jasménico (Figura 3 p.
39). Através da analise por cromatografia gasosa foi relatada a presenca de
sesquiterpenos e monoterpenos no Oleo essencial extraido de P. clematidae, que
também apresenta efeito inibitério sobre o crescimento de duas espécies vegetais,
Lactuca sativa e Brassica campestris, e sobre o crescimento de colbnias fungicas,
Fusarium oxysporum e Phytopthora capsici (WANG et al, 2006). Estudo
farmacoldgico realizado com as partes aéreas desta espécie demonstrou significante
atividade gastroprotetora frente a Ulcera gastrica induzida em animais com etanol,

estresse e antiinflamatério ndo esteroidal (FALCAO, 2007).

Figura 3- Substancia isolada por Bolhmann e colaboradores (1984) de Praxelis celmatidea
@)

OH

CO,H

Acido jasménico

Esta espécie ndo apresenta indicacdo popular mas devido a suas
caracteristicas fisicas, € facilmente confundida com espécies do género Ageratum,
as quais sdo usadas pela populacdo para tratamento de febre, dores articulares,
inflamacdes, Ulcera péptica e diarréia (CORLETT; SHAW, 1995; NOUMI; DIBAKTO,
2000; QUEENSLAND GOVERNMENT, 2001; POLLOCK; SMITH, 2004).

O fato de a familia Asteraceae ter como marcador taxondémico os flavondides
e dos poucos estudos quimicos realizados com a espécie até entdo nado relatarem
isolamento de representantes de tal classe, motivou o estudo fitoquimico das partes

aéreas de Praxelis clematidea.
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2.7 Produtos naturais como agentes modificadores de atividade antibiotica.

A pesquisa em produtos naturais a tempos colabora com a melhora da saude
humana através da descoberta de moléculas capazes de prevenir, tratar e/ou curar
diversas enfermidades.

Dentre os problemas relacionados a salde humana destacam-se as doengas
infecciosas, especialmente as causadas por bactérias. A resisténcia aos antibioticos
tem dificultado o tratamento de patologias bacterianas e diminuido o valor
terapéutico dos agentes antimicrobianos existentes no mercado. Diante disso, novas
alternativas tem sido buscadas para minimizar este problema (SILVEIRA et al.,
2006; CHOPRA; HESSE; O'NEIL, 2002). A pesquisa de agentes que atuem em
novos alvos do patdgeno e ndo sejam afetados pelo mecanismo de resisténcia aos
antibidticos usuais, além da busca por inibidores desses mecanismos tem sido a
primeira alternativa. Entretanto, & medida que surgem novas classes de antibi6ticos
aumenta também as possibilidades de mecanismos de resisténcia. Como exemplo
temos a nova classe de antibiéticos oxazolidinonas, na qual o representante mais
conhecido € o linezolid que foi aprovado para uso clinico em 2000 nas linhagens
resistentes a vancomicina, porém ja foram descritas linhagens resistentes a esse
novo antibiético (GONZALES et al., 2001; ANDEREGG et al., 2005).

Uma alternativa mais apropriada das novas terapias antibacterianas séo os
inibidores de resisténcia, também chamados modificadores de atividade antibiotica
ou adjuvantes de antibiéticos (VAN BAMBEKE; PAGES, 2006; LYNCH, 2006). A
estratégia dos inibidores pode estar envolvida com antibioticos que séo inativados
por enzimas, como 0s bem sucedidos inibidores de a-lactamase; e pelo sistema de
efluxo.

Bombas de efluxo séo proteinas transmembrana envolvidas no transporte de
substratos toxicos, incluindo todas as classes de antibidticos clinicamente
relevantes, do interior da célula para o ambiente extracelular, diminuindo, portanto, a
concentracdo intracelular do substrato antimicrobiano e tornando a célula menos
susceptivel ao agente (VAN BAMBEKE et al., 2003).

A procura por compostos que interagem com 0s sistemas de efluxo inibindo-
os foi iniciada na década passada, focando principalmente S. aureus (PIDDOCK,
2006). Os mecanismos pelos quais os inibidores de bomba de efluxo podem atuar
ndo estdo claramente compreendidos, mas tém sido propostas algumas formas de

acdo, como: ligar-se diretamente a um ou mais sitios de ligacdo na proteina de
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efluxo, de maneira competitiva ou n&o-competitiva; apresentar afinidade pelo
substrato transportado pela bomba, formando um complexo que podera ndo ser
mais reconhecido pela bomba de efluxo; interferir no gradiente de préton; interagir
com a membrana plasmética modificando a conformacg&o da proteina de efluxo ou
inibir a expresséo do gene de efluxo. Todos esses mecanismos interferem no efluxo
do substrato da bomba. Assim, a aplicagcdo desses inibidores em associagdo com
antibioticos convencionais poderd aumentar a concentragdo intracelular desses
antibiéticos, restaurando sua eficiéncia. Além de reduzir o emergente
desenvolvimento da resisténcia bacteriana (LOMOVSKAYA; BOSTIAN, 2006; ZLOH
et al., 2004; POOLE; LOMOVSKAYA, 2006; MARKHAM et al., 1999).

Baseados nos fatos de que as plantas produzem uma grande quantidade de
metabdlitos secundarios e parte significativa dessa diversidade quimica serve para
protegé-la contra patdégenos microbianos, os produtos naturais tem sido alvo de
investigacdo na busca de agentes que atuam como inibidores de bomba de efluxo.
Como embasamento para essa nova linha de pesquisa, Stermitz et al. (2000)
verificou que em plantas do género Berberis, o alcaléide berberina aparentemente
ndo possuia efeito antimicrobiano, por ser substrato para certas bombas de efluxo,
como a NorA. Sendo assim, a berberina é transportada para o meio extracelular. Da
mesma planta também foram isolados agentes que atuam como inibidores do
sistema de efluxo em bactérias. Avaliaram que a combinacdo do inibidor isolado
mais a berberina atua de maneira sinérgica como potente antimicrobiano. De acordo
com as observagdes, sugeriu-se que as plantas desenvolvem inibidores contra o
sistema de efluxo dos seus patdgenos, sendo, portanto, uma rica fonte de inibidores
que poderiam restaurar a atividade dos substratos das bombas, como os antibiéticos
convencionais e 0s compostos vegetais isolados que aparentemente ndo possuem
efeito antimicrobiano (TEGOS; STERMITZ; KIM, 2002; LEWIS, 2001; LEWIS;
AUSUBEL, 2006).

A escassez de inibidores de efluxo efetivos na pratica clinica leva a constante
procura pela identificagdo e desenvolvimento de novos inibidores, tanto contra os
sistemas de efluxo em microrganismos como em células tumorais resistentes a
multiplas drogas (DICKSON et al., 2006; KAATZ et al., 2003). A procura por novos
agentes tem focado os produtos naturais como moduladores da atividade antibidtica.
De acordo com essa perspectiva trabalhos tem caracterizado produtos naturais

como modificadores da resisténcia por bombas de efluxo.
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Extratos de planta demonstraram atividade contra os sistemas de efluxo
MDR, séo eles: Rosmarinus officinalis L. (OLUWATUYI; KAATZ; GIBBSONS, 2004),
Lycopus europaeus L. (GIBBONS et al., 2003), Jatropha elliptica Pohl. (MARQUEZ
et al., 2005) Dalea spinosa A. Grey (BELOFSKY et al., 2006), Geranium
caespitosum Gray & James (STERMITZ et al., 2003), Chamaecyparis lawsoniana
Murr. (SMITH et al., 2007), Mezoneuron benthamianum Baill., Securinega virosa
Roxb. & WIId (DICKSON et al., 2006) e Pinus nigra Arnoul (SMITH et al., 2005).

Alguns grupos de metabdlitos secundéarios também foram caracterizados
como modificadores da resisténcia por bomba de efluxo em S. aureus, os quais se
destacam diversos compostos como flavonas (GUZ et al, 2001; STERMITZ et al.,
2002), flavolignanas (STERMITZ et al., 2000) e isoflavonas. Muitos flavonoides
também foram reconhecidos por atuarem inibindo proteinas de efluxo em eucariotos
(MORRIS; ZHANG, 2006).

Nessa perspectiva fica clara a importancia de pesquisas que visem a
obtencéo de substéncias capazes de inibir a bomba de efluxo e assim contribuir com

a promogéao da saude, sendo os flavonoides fortes candidatos para tal fungéo.
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OBJETIVOS
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Contribuir para o estudo quimiotaxonémico da familia Asteraceae através do
estudo fitoquimico de Praxelis clematidea R.M. King & Robinson e Verbesina
macrophylla (Cass.) S.F.Blake e desta forma cooperar para o conhecimento

da flora brasileira, especialmente a nordestina.

3.2 Objetivos especificos

Extrair, Identificar e/ou elucidar as estruturas os constituintes quimicos das
espécies em estudo, através de técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear

(RMN) *H e *3C uni e bidimensionais.

Integrar estudos farmacolégicos ao estudo quimico das espécies através da
realizacdo de teste de modelagem da resisténcia bactéria a drogas com 0s

flavonoides isolados.
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MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Métodos cromatograficos

Visando o isolamento quimico, foi utilizada a cromatografia de adsorcdo em
coluna (CC), constituida por um tubo de vidro, em posi¢éo vertical. O adsorvente
empregado foi a gel de silica 60, ART 7734 da MERCK, de particulas com
dimensdes entre 0,063-0,200 mm. As dimensbes da coluna dependeram da
quantidade de material que foi cromatografado.

Para a analise e separa¢cdo dos componentes de uma mistura, foi utilizada a
cromatografia em camada delgada (CCD). Para as cromatografias em camada
delgada analitica (CCDA) e preparativa (CCDP), foram usadas a gel de silica 60
PF2s4, ART 7749 da MERCK, em placas de vidro (20 x 20, 10 x 20, 5 x 20 cm.

As revelagcdes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram
executadas pela exposicdo a lampada de irradiagdo ultravioleta em aparelho
Mineralight, modelo UVGL-58 em dois comprimentos de onda (254 e 366nm) e/ou
camara saturada com vapores de iodo.

Os solventes empregados foram das marcas MERCK, VETEC e solventes
comerciais destilados no LTF/UFPB.

4.2 Métodos espectroscopicos

Os espectros de absorgédo na regiao do infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro BOMEM serie 100 MB na faixa de 4000 a 400 cm-1, utilizando-se
pastilhas de KBr.

Os espectros de RMN foram registrados em espectrometros VARIAN, modelo
MERCURY, operando a 200 MHz (RMN *H) e 50 MHz (RMN *3C) e VARIAN modelo
SYSTEM operando a 500 MHz (RMN 'H) e 125 MHz (RMN *3C). Os solventes
utilizados na dissolugédo das amostras foram cloroférmio deuterado (CDCls), Dimetil
sulfoxido deuterado (DMSO-ds) e metanol deuterado (CD3OD). Os deslocamentos
quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento em Hz. As multiplicidades dos sinais em RMN 'H foram indicadas
segundo a convengdo: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd
(duplodupleto), t (tripleto) e m (multipleto).
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4.3 Pontos de fuséo

Os pontos de fusdo foram determinados sem correcdo de valores em
aparelho com bloco de platina em microscopio Optico tipo “Kofler’, marca
REICHERT, modelo R3279, com temperatura que varia de 0-350°C

4.4 Rotagdo especifica
A rotacdo especifica das amostras foi realizada no polarimetro Jossen série
P-2000.

4.5 Coleta do material botanico

As partes aéreas de Praxelis clematidea R.M. King & Robinson foram coletadas
no municipio de Santa Rita, na Lagoa do Paturi, no estado da Paraiba, em maio de
2008 e as partes aéreas de Verbesina macrophylla (Cass.) S.F.Blake foram coletadas
no municipio de Maturéia-PB.

A identificacdo do material boténico foi realizada pela Prof. Dra. Maria de
Fatima Agra, do Setor de Botanica do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
“Professor Delby Fernandes de Medeiros” /UFPB; exsicatas das plantas estéo
depositadas no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), da Universidade Federal da
Paraiba, sob cddigo M. F. Agra et al. 6894 (JPB), para Praxelis clematidea e M. F.
Agra et al. 5630 (JPB) para V. macrophylla.

4.6 Processamento do material botanico

A parte utilizada de cada espécie vegetal foi separadamente dessecada em
estufa com ar circulante, & temperatura média de 40 °C, por cerca de 72-96 horas.
Apb6s a completa secagem, o material foi pulverizado em moinho de laminas
cortantes. O material vegetal seco e pulverizado proveniente de Praxelis clematidea

pesou 8 kg e de Verbesina macrophylla pesou 3 Kg.

4.7 Preparacao do extrato

O material vegetal seco e pulverizado das duas espécies foram submetidos a
mesma metodologia, sendo macerados com etanol (EtOH) a 95 %, em um recipiente
de aco inoxidavel. Foram feitos varios processos de extracdo num intervalo de 72
horas. Essa solucdo etandlica foi filtrada, fazendo-se em seguida, a evaporagédo do
solvente com o auxilio de um rota-evaporador a uma temperatura média de 50 °C.

Assim, 0s extratos etandlicos bruto obtidos (P. clematidea: 600 g — 7,7% e V.
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macrophylla: 80 g- 2,6%), foram solubilizados em uma mistura de MeOH:H,0 (3:7)
através de um agitador mecéanico por 60 minutos, obtendo-se as solucdes
hidroalcodlicas, as quais foram submetidas a um processo de parti¢cao liquido-liquido
(Fluxograma 1, p. 49) com solventes de polaridades crescentes como hexano,
cloroformio e acetato de etila, visando um pré-fracionamento das substancias
atraves de suas polaridades. Nesse processo foram obtidas de Praxelis clematidea a
Fase hexanica (106 g), Fase CHCI; (121 g) e Fase AcOEt (64 g) (Fluxograma 1, p.
49), assim como de Verbesina macrophylla obteve-se Fase hexanica (16 g), Fase
CHCI3 (5,72 g) e Fase AcOEt (958 mg) (Fluxograma 2, p. 50),
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Fluxograma 1- Fracionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de

Praxelis clematidea.

Extrato etandlico bruto (600 g)

Solubilizagdo MeOH:H20 (3:7 v/v)

Agitacdo mecénica por 60 minutos

Solucao Hidroalcodlica | (Sol. HA 1)

Extracdo com Hexano

Particao em funil de separagéo

Fase Hexanica (106 g) Solucéo HA i

Extracdo com Cloroférmio

Particdo em funil de separacéo

Fase Cloroférmica (121 g) Solucéo HA il

Extracdo com Acetato de Etila

Particdo em funil de separagéo

Fase Acetato de Etila (64 g) Solucéo HA IV
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Fluxograma 2- Fracionamento do extrato etandlico bruto das partes aéreas de

Verbesina macrophylla.

Extrato etandlico bruto (80 g)

Solubilizagdo MeOH:H20 (3:7 v/v)

Agitacdo mecanica por 60 minutos

Solucao Hidroalcodlica | (Sol. HA 1)

Extracdo com Hexano

Particao em funil de separagéo

Fase Hexanica (16 g) Solucéo HA i

Extracdo com Cloroférmio

Particdo em funil de separacéo

Fase Cloroférmica (5,72 g) Solucéo HA il

Extracdo com Acetato de Etila

Particdo em funil de separagéo

Fase Acetato de Etila (958 mg) Solucéo HA IV
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4.8 Fracionamento cromatografico da fase hexénica das partes aéreas de
Verbesina macrophylla

Uma aliquota da fase hexanica (10 g) foi submetida & cromatografia de
adsorcdo em coluna (CC) sendo utilizada como fase estacionaria gel de silica e
como fase moével hexano, cloroformio e acetato de etila, obedecendo a ordem
crescente de polaridade. Foram obtidas 282 fragbes de 125 mL e concentradas em
evaporador rotativo. Estas amostras foram analisadas através de CCDA e reunidas
de acordo com seus perfis cromatograficos originando 26 grupos.

A fragdo 175-239, obtida em CHCI3:AcOEt (80:20), apresentou-se como
sélido amarelo, sendo submetida a CCDP usando como eluente a mistura de
hexano e acetato de etila na propor¢éo de 90 para 10.Foi obtida uma substancia que
codificamos como Vm-1 (Fluxograma 3, p. 52).

A fragdo 256, obtida em CHCls: AcOEt (68:32), apds analise em CCDA foi
submetida & nova cromatografia em coluna com gel de silica tendo como eluente
HEX: AcOEt. Foram obtidas 30 fracdes, destas a fracdo 23-27 apds analise em
CCDA foi codificada como Vm-2.

A fracdo, 270-2770obtida em CHClI3: AcOEt (60:40), apresentou-se impura em
CCDA e foi submetida a CCDP Hex:AcOEt (70:30), sendo obtida duas substancias
codificadas como Vm-3 e Vm-4. Todas as substancias isoladas foram encaminhadas

para analise espectroscopica.
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Fluxograma 3 - Fracionamento cromatografico da fase hexanica das partes aéreas

de Verbesina macrophylla.

Fase hexanica
(10 9)

CCael de

282 fracdes
(125mL)

Fr 175-239 Fr 256

Fr 270-277

Vm-1
(30 mg/
0,0001%)

Vm-3 Vm-4
(20 mg/ (30 mg/
0,0005%) 0,00033%)

Vm-2
(27 mg/
0,00089%)
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4.9 Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila de Verbesina
macrophylla

A fase acetato de etila (900 mg) foi submetida a cromatografia em coluna
(CQC), utilizando Sephadex LH-20 e como eluente metanol, obtendo-se 70 fra¢cdes de
10 mL, que foram reunidas ap6s CCDA de acordo com seu perfil cromatografico.
(Fluxograma 4, p. 53).

A fracdo 37-48 foi reunida e cromatografada em coluna de gel de silica tipo
flash com hexano e acetato de etila, resultando em 20 fragOes. A fracdo 39 se
apresentou como uma Unica mancha apdés anélise de CCDA, sendo codificada como
Vm-4.

Fluxograma 4 - Fracionamento cromatografico da fase Acetato de etila de

Verbesina macrophylla.

Fase Acetato de
etila (500 mgQ)

CC sephadex LH-20
Metanol
CCDA

20 fracdes

Fr 37-48

CCsilicagel
HEX: AcOEt
CCDA

Vm-5
(12 mg/ 0,0004%)
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4.10 Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica das partes aéreas de
Praxelis clematidea

Uma aliquota de fase cloroférmica (10 g) foi submetida & cromatografia de
adsorcdo em coluna (CC) sendo utilizada como fase estacionaria gel de silica e
como fase moével cloroférmio e metanol, isoladamente ou em misturas binarias,
obedecendo & ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 187 fracdes de 125
mL. Estas amostras foram analisadas através de CCDA e reunidas de acordo com
seus perfis cromatogréficos originando 25 grupos.

A fragdo 10-18, obtida em CHCI;3 (100%), apresentou-se como solido amarelo,
sendo submetida a sucessivas recristalizacfes com hexano e gotas de cloroférmio
(Fluxograma 5, p. 55). E apds andlise por CCDA mostrou-se como Unica mancha
sendo codificada como Pc-1.

A fragdo 23-24, obtida em CHCl3:MeOH (98:2), ap6s andlise em CCDA foi
submetida a CCDP, usando como eluente CHCI;:MeOH (99:1). Foram obtidas 3
faixas, as quais apos filtracdo e evaporacdo do solvente foram codificadas
respectivamente como Pc-2, Pc-3 e Pc-4.

Na andlise em CCDA a fracdo 64-70, obtida em CHCIl;:MeOH (95:5),
mostrou-se ap0s exposi¢ao a irradiacdo ultravioleta (comprimentos de onda 254 e
366 nm), como uma unica mancha, sendo codificada como Pc-5 .

A fracdo 77-80, obtida em CHCls: MeOH (93:7), apresentou-se impura na placa
analitica e foi submetida a CCDP em CHCI;:MeOH (97:3), sendo obtida uma
substancia codificada como Pc-6.

Todas as substancias isoladas foram encaminhadas para andlises

espectroscopicas.
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Fluxograma 5 - Fracionamento cromatografico da fase cloroférmica de Praxelis

clematidea.

Fase cloroférmica
(10 9)

CCael de

187 fracoes
(125mL)

Fr 10-18 Fr 64-70 Fr 77-80

Recristalizacao CCDP

Pc-1 Pc-2 Pc-3 Pc-4 Pc-5 Pc-6
(30 mg/ (15 mg/ (17 mg/ (20 mg/ (80 mg/ (16 mg/

0,00037%) 0,00019%) 0,00021%) 0,00025%) 0,0019%) 0,0002%)

4.11 Fracionamento cromatogréafico da fase acetato de etila das partes aéreas
de Praxelis clematidea

Uma aliquota da fase acetato de etila (50 g) foi submetida a CC, utilizando
como fase estacionaria Sephadex LH 20 e como fase mével metanol. Obtendo-se
um total de 34 fragdes.

Todas as fracdes foram submetidas a CCDA. sendo analisadas e reunidas as
fracdes que possuiam mesmo perfil cromatografico (Fr. 01 -02, Fr. 03- 04, Fr. 05 -
09, Fr. 10 -12, Fr. 14-21, Fr. 22- 26, Fr. 27-30, Fr.28-34). O grupo 10-12, apos
andlise em CCDA, foi submetido a CCDP, utilizando-se acetato de etila e metanol
(9:1) como eluentes, obtendo-se duas fragdes: 10-12.1 e 10-12.2. A fragdo 10-12.1,
apresentou-se como sélido marrom, que apés analise por CCDA mostrou-se como
Unica mancha, resultando na substancia codificada como Pc-7, que foi encaminhada

para analise espectral (Fluxograma 6, p. 56).



56

Metodologia Maia, G. L. A.

Fluxograma 6 - Fracionamento cromatogréfico da fase acetato de etila de

Praxelis clematidea.

Fase acetato de
Etila (50 g)

Sephadex LH-20
MeOH
CCDA

34 fracdes

(125mL)

Fr 77-80

Pc-7
(13 mg/
0,00016%)

4.12 Linhagens de Staphylococcus aureus

Foram utilizadas a linhagem SA-1199B, que superexpressa 0 gene norA que
codifica a proteina de efluxo NorA, responsavel pelo efluxo de fluorquinolonas e
outras substancias (KAATZ et al., 1993; KAATZ; SEO, 1997). A linhagem bacteriana
€ mantida em meio de cultura agar sangue (Blood agar base — Difco) inclinado.
Antes de serem utilizadas, as células crescem em caldo nutritivo de infusdo (Brain
heart infusion - BHI, Difco) por 18-24hs a 37°C. Estas linhagens foram cedidas pelo
Dr. Simon Gibbons (University of London) ao Laboratério de Genética de
Microorganismos, Departamento de Biologia Molecular, Universidade Federal da
Paraiba.
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4.13 Antibioticos
Norfloxacina, pefloxacina e brometo de etidio foram obtidos da Sigma Aldrich
Co. Ltd.

4.14 Solugdes das drogas
As solugfes estoque dos flavondides foram preparadas em DMSO, e a maior
concentracdo apo6s a diluicdo em caldo nutritivo (4%) ndo causou inibicdo no

crescimento bacteriano.

4.15 Avaliagéo da atividade antimicrobiana

Esse teste foi realizado no Laboratério de Genética de Microrganismos,
Departamento de Biologia Molecular, Universidade Federal da Paraiba sob a
orientacdo do Professor José Pinto de Siqueira Junior.

Os valores das Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) dos flavondides e
dos antibidticos, foram determinadas em caldo nutritivo (BHI) através da técnica de
microdiluicdo, usando uma suspensdo de c.a. 105 ufc/mL e com concentragdes
variando de 256pug/mL a 0,25 pyg/mL ou 128 pg/mL a 0,125 pg/mL (diluicdes seriadas
%) (SMITH et al., 2005). A CIM foi definida como a menor concentracdo que inibiu
completamente o crescimento bacteriano. Para a melhor visualizagdo do
crescimento bacteriano apds 24 hs, foi feito uso da solugdo (0,01%) do corante

resazurina (Sigma-Aldrich).

4.16 Avaliagédo da atividade moduladora da resisténcia a drogas

Para avaliar a atividade dos flavondides como agentes modificadores de
atividade antibiotica (inibidores putativos de bomba de efluxo), foram determinadas a
CIM de antibidticos (substratos da proteina de efluxo), na presenca e na auséncia
dos flavonodides (GIBBONS et al., 2003). A concentragdo dos flavondides utilizada foi
aquela correspondente a um quarto da sua CIM (concentragdo subinibitoria)
(STAVRI et al., 2007). Para a melhor visualizagdo do crescimento bacteriano apés

24 hs, foi feito uso da solucéo (0,01%) do indicador resazurina (Sigma-Aldrich).

4. 17 Estimacéao do LogP
As estruturas foram desenhadas utilizando o programa ChemDraw Ultra® 10.0

(CambridgeSoft, 1986-2005), o qual faz uma estimativa do logP das mesmas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinagédo estrutural de Vm-1

A substancia Vm-1 apresentou-se como solido polimorfo branco solavel em
metanol, pesando 30 mg e apresentando ponto de fus&o 210-213 °C.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CD30D) (Figura 4, p. 61) na regido de
hidrogénios ligados a carbonos aromaticos observou-se em &y 7,44 e 6,80 dois
dupletos integrados para dois hidrogénios cada, cujos valores de J = 8,5 Hz sugerem
acoplamento orto entre os dois pares de hidrogénios caracterizando a presencga de
um sistema AA'BB’ de anel aromatico. A expanséo do espectro de RMN 'H (Figura 4
p. 61) mostrou também dois dubletos em &4 7,59 e 6,27 com acoplando trans (J= 16
Hz) referentes aos hidrogénios H-7 e H-8, respectivamente. O espectro de RMN de
13C (125 MHz, CD3s0D) (Figura 5, p.61) apresentou sinal em 8¢ 171,2 para carbonila
de &cido, em 3¢ 161,0 para carbono oxigenado e dois sinais para quatro carbonos de
anel aromatico em 3¢ 131,0 e 116,8 que confirmam a presenca do sistema AA'BB’
proposto.

Comparagdes entre os dados de RMN 'H e *C de Vm-1 com os dados da
literatura (MIHARA et al; 2004) (Tabela 1, p. 60) foram suficientes para identificar

Vm-1 como sendo o &cido p-cumarico.

O 4cido p-cumarico € um composto fendlico encontrado em varios vegetais,
mas este € o primeiro estudo que relata seu isolamento em Verbesina macrophylla.
Essa substéncia apresenta comprovada atividade antioxidante e tuberculostatica
(DOFF, 1953).
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Tabela 1 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze
de Vm-1, verificados nos espectros de RMN 'H e **C uni e bidimensionais (500 e
125 MHz, respectivamente) em CD3sOD, bem como, os deslocamentos quimicos dos

hidrogénios (84*) apresentados por Mihara et al. (2004) para a mesma substancia

(200 MHz) em CD3OD (6 em ppm e J em Hz).

VM-1 HMQC HMBC

C &¢c I ?JcH SJch O

1 127,3 - - - -

2/6 1310 7,44(3=8,5,2H,d) C-1  C-4,C-6 7,45 (d,J=8,6,2H)

3/5  116,8 6,80(J=85,2H,d) - C-1 6,81 (d, J= 8,6, 2H)

4 161,0 - - -

7 146,6 7,59 (J=16, 1H, d) - C-9,C-2, 7,53(d,J=15,8,1H)
C-6

8 115,7 6,27 (J=16,1H,d) C-9 C-1 6,28 (d, J=15,8,1H)

9 171,2
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Figura 4- Espectro de RMN *H (500 MHz, CD30D) de Vm-1.
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Figura 5- Expansé&o do espectro de RMN *H (500 MHz, CDsOD) de Vm-1 na
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Figura 7- Expansdo do espectro de RMN *H x ** C HMQC (500 e 125 MHz, CD3;0D)
de Vm-1 na regiéo de (5,5-9,0 ppm) x (90-165ppm).
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Figura 8- Espectro de RMN *H x ** C HMBC (500 e 125 MHz, CD3;0D) de Vm-1.
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Figura 9- Expanséo do espectro de RMN *H x **C HMBC (500 e 125 MHz,
CDs0OD) de Vm-1 na regido de (6,0-7,8ppm) x (115-175ppm).
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5.2 Determinagédo estrutural de Vm-2.

A substancia Vm-2 apresentou-se como um 6leo incolor com o peso de 27
mg. No espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (Figura 11, p. 71) observou-se um
envelope de sinais na regido de &4 0,8 a 2,0 caracteristicos de. terpendides.
Observaram-se também sinais na regido de hidrogénios aromaticos (Figura 13, p.
73) sendo os deslocamentos quimicos em &y 6,27 (d, J=16,0 Hz), 6,84 (d, J=8,5 Hz),
7,41 (d, J=8,5 Hz) e 7,63 (d, J=16,0 Hz) atribuidos a unidade trans-p-cumarica.
Também foram observados deslocamentos em &4 5,77 (d, J=12,5 Hz), 6,81 (d, J=8,5
Hz), 6,85 (d, J=12,5) e 7,71 (d, J=8,5) que foram atribuidos a unidade cis-p-
cumarica.

No espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCls) (Figura 14, p. 74) foi possivel
observar a presenga de 38 sinais, a maioria deles presentes aos pares e com
intensidades diferentes apontando possivel presenca de mistura de dois compostos.
Ainda nesse espectro foram observados 15 sinais para carbonos sp®. A presenca de
15 sinais corrobora com esqueleto sesquiterpénico e os deslocamentos quimicos em
0c 56,9; 49,9 e 28,7 por comparacdo com a literatura (HERZ; KUMAR, 1981) foram

atribuidos a C-5, C-7 e C-11 de sesquiterpeno do tipo Eudesmano.

Também no espectro de RMN *3C (125 MHz, CDCls;) e em suas expansées
(Figura 15-16, p. 75) foi possivel observar sinais em 8¢ 169,0; 159,0; 145,9; 130,2;
126,1; 116,0 e 114,8 caracteristico de unidade trans-p-cumarica.Os deslocamentos
quimicos em dc 169,0 e 69,2, juntamente com a absorcdo em 1683 cm™ no
Infravermelho (Figura 10, p. 70) inferram que a unidade p-cumarica estava
esterificando um sesquiterpeno eudesmano. Além destes foram observados
deslocamentos quimicos em &¢c 167,7; 158,0; 145,7; 132,9; 126,4; 115,9 e 115,2

com menores intensidades que sdo caracteristicos de unidade cis-p-cumarica. Com
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esses deslocamentos quimicos foi reforcada a proposta de uma mistura de
compostos formada por um sesquiterpeno eudesmano esterificado por uma unidade
trans-p-cuméarica (majoritario) e um sesquiterpeno eudesmano esterificado por uma
unidade cis-p-cumérica (minoritario). Os deslocamentos quimicos dos demais
carbonos estdo na tabela 2, p. 67 e tabela 3, p. 68.

ApoOs andlises desses dados e por comparacdo da literatura foi possivel
sugerir a mistura como sendo o 6-O-B3-E-p-cumaroil-4a-hidroxieudesmano e Vm-2b
como 6-0-B-Z-p-cumaroil-4a-hidroxieudesmano. Através dos calculos das intregais
dos sinais em &4 6,27 (d, H-8' A) e 5,76 (d, H-8' B) foi possivel determinar que Vm-2a
estava presente em 54,4% e que Vm-2b em 45,61% na mistura.

No espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCIs) e suas expansdes (Figura 17-18,
p.76) foi possivel observar a correlacédo direta do sinal em &¢ 56,8 com o 641,41 que
foi atribuido a H-5. Correlagao do sinal em &¢ 49,9 com &y 1,09 que foi atribuido a H-
7 e correlacdo do sinal em 8¢ 28,7 com &y 1,40 que foi atribuido a H-11. Observou-
se uma correlagcdo do sinal em &¢ 69,2 (C-6) com dy 5,85 corroborando com o
deslocamento quimico de hidrogénio oximetinico quando o oxigénio sofre uma
esterificacdo. As demais correlacdes estdo compiladas na tabela 2 p. 67 e tabela 3,
p. 68.

No espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCl3) e suas expansdes (Figura 22-24,
p. 79-81) observou-se uma correlagdo do sinal em &¢ 5,85 (H-6) com &4 169,0 (C-9)
confrmando a esterificacdo da unidade p-cumarica com o0 sesquiterpeno
eudesmano. Obsevou-se correlacdo desse sinal com &¢ 72,4; 56,9; 49,9 e 34,8 que
foram atribuidos a C-4, C-5, C-7 e C-10 respectivamente. Ainda por meio destas
correlagbes confirmou-se inser¢do da unidade p-cumarica em C-6. As demais
correlagdes séo mostradas na tabela 2 p. 67 e tabela 3, p. 68.

No espectro de COSY (500 MHz, CDCl3) e nas suas expansdes (Figura 25-
28, p. 82-84) foi possivel observar correlacdes em 645,77 (H-8'b) com 6,85 (H-7'b) e
de d4 6,81 (H-3'/H-5'b) com &4 7,71 (H-2'/H-6’b) sugerindo a presenga de unidade
cis-p-cumarica. Observou-se ainda correlagfes do sinal em &y 6,27 (H-8'a) com &y
7,63 (H-7'a) e de &y 7,41 (H-2'/H-6’a) com &y 6,84 (H-3'/H-5’) sugerindo a presenca
de unidade trans-p-cumarica.

No espectro de correlagcdo NOESY (500 MHz, CDCls3) e nas suas expansdes
(Figura 29-30, p. 85-86) foi possivel observar correlagdes dos sinais em &4 5,85 (H-
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6) com 6y 1,41 (H-5) e com 1,09 (H-7) através das quais definimos a orienta¢do do

grupo cumaroil como 6-B-axial.

5 H 6 7

H H_ \_,H
A analise de todos esses dados (tabela 4 p. 69) permitiu identificar os dois
compostos em mistura como sendo o0 6-O-B-E-p-cumaroil-4a-hidroxieudesmano

(Vm-2a) e como 6-0O-B-Z-p-cumaroil-4a-hidroxieudesmano (Vm-2b).

Vm-2a Vm-2b

O 6-0O-B-E-p-cumaroil-4a-hidroxieudesmano ja havia sido isolado na espécie
em estudo por Bohlmann e colaboradores (1980), mas 6-O-B-Z-p-cumaroil-4a-
hidroxieudesmano esta sendo descrito pela primeira vez em Verbesina macrophylla.
Anteriormente foi isolado da espécie Verbesina virginica (XU et al., 2010) e 0 nosso

trabalho é o segundo relato de seu isolamento na literatura.
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Tabela 2 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze

de Vm-2a, verificados nos espectros de RMN *H e **C uni e bidimensionais (500 e

125 MHz, respectivamente) em CDCl; (6 em ppm e J em Hz).

Vm-2a

HMQC HMBC cosY NOESY
C &¢ [ JcH “Jen
1 45,2 1,56 (M) C-10
2 19,8 1,57 (m)
3 43,7 1,70 (m)
4 72,4
5 56,9 1,41 (m) C-4,C-10 C-3,C-7, H-7
c-15
6 69,2 5,85 (s) C-5,C-7 C-9,C-4, H-5, H-7
C-10,C-8
49,9 1,09 H-6
21,1 1,59 (m)
43,1 116,1 (m)
10 34,8 -
11 28,7 1,40 (m)
12 21,3 0,87 (J=5,5, d) c-11 c-7
13 21,1 0,86 (J=6,5, d) c-11 c-7
14 20,6 1,13 (s)
15 24,4 1,17 (s) C-4
1 126,1 -
2 1302  7,41(J=8,5,d) c-3 C-4',C6 H-3/H-5'
3 116,0  6,84(J= 8,5,d) c-4 H-6/H-2"
4 159,0 -
5 116,0  6,84(J=8,5,d c-4 H-6/H-2"
6 130,2 7,41 (J=8,5,d) c-5 C-4',C-2 H-3/H-5'
7 1459 7,63 (J=16,d) c-1 C-9,C-2,C-6
g 114,8 6,27 (J=16,d) c-9 c-1 H-7"
9 169,0 -
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Tabela 3 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze

de Vm-2b, verificados nos espectros de RMN 'H e 13C uni e bidimensionais (500 e

125 MHz, respectivamente) em CDCl3(d em ppm e J em Hz)..

Vm-2b HMQC cosy NOESY
c B
1 252 156 (M)
2 198 157 (m)
3 437 1,70 ()
4 72,6 i
5 56,8 1,41 (m) C-4C- C3,C7, H-6, H-7
10 Cc-15
6 68,7  578(s) C5,C-  C9.C4 H-5, H-7
7 C-10,C-8
49,9 1,09 H-6
21,0 1,59 (m)
43,1 1,13 (m) 1,42 (m)
10 34,8 i
11 28,6 1,40 (m)
12 212 0,87 (J=5,5, d) c11  C7
13 211 0,86 (J=6,5, d) c11  C7
14 206  1,13(s)
15 244  1,19(s) c-4
X 126,4 i
> 132,9 7,71 (J=8,5, d) c-3 C-4',C-6 H-3'/H-5'
3 1152 6,81 (J=85, d) c-4 H-2'/H6'
& 158,0 i
5 1152 6,81 (J=85,d) c-4 H-2'/H6'
& 132,9 7,71 (J=8,5, d) C-5 c-4,C-2 H-3'/H-5'
7 1457 6,85 (J=12,5, d) c-1 C-9',C-2,C-6
g 1159 577 (3=12,5, d) c9 c-1 H-7"
oy 167,7 i
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Tabela 4 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze
de Vm-2a e Vm-2b, verificados nos espectros de RMN He B (500 e 125 MHz,
respectivamente) em CDClz, bem como, os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios (84*) e carbonos (8.*) apresentados por Herz e Kumar (1981) e por Xu
et al. (2010) para as mesmas substancias (200 MHz) em CDCI; (6 em ppm e J em
Hz).

6-0O-B-E-p-cumaroil-4a- 6-0O-B-Z-p-cumaroil-4a-
Vm-2a Vm-2b
hidroxieudesmano hidroxieudesmano
C &c &y 8¢+ &y &c &y 8¢+ [N
452 1,56 (m) 45,2 45,2 1,56 (m) 45,4 1,53 (m, 1H) 1,54 (m,
1H)
2 19,8 1,57 (m) 19,9 19,8 1,57 (m) 20,1 0,97 (m, 2H)
3 43,7 1,70(m) 43,7 43,7 1,70 (m) 43,9 1,66 (m, 1H) 1,69 (m,
1H)

4 72,4 - 72,8 72,6 - 72,7
5 569 1,41 (m) 56,8 1,43 (m) 56,8 1,41 (m) 57,0 1,37 (m, 1H)
6 69,2 5,85 (s) 69,2 5,86 (s) 68,7 5,78 (s) 68,9 5,76 (s, 1H)
7 49,9 1,09 (m) 50,0 49,9 1,09 (m) 50,1 1, 05 (m,1H)
8 21,1 1,59 (m) 21,4 21,0 1,59 (m) 21,2 1, 02 (m,2H)
9 431 1,13(m)1,42(m) 43,1 43,1 1,13(m) 1,42 (m) 433 1, 46 (m,2H)
10 34,8 - 34,8 34,8 - 35,0
11 28,7 1,40 (m) 28,7 1,43 (m) 28,6 1,40 (m) 28,8 1, 31 (m,1H)
12 213 0,87 (J=5,5, d) 21,2 0,90 (d) 21,2 0,87 (J=5,5, d) 21,5 0,88 (J= 6,4, 3H,d)
13 211 0,86 (J=6,5, d) 21,2 0,90 (J=6,5,d) 21,1 0,86 (J=6,5, d) 21,4 0,85 (J= 6,8, 3H,d)
14 20,6 1,13 (s) 20,7 1,16 (s) 20,6 1,13 (s) 20,8 1,08 (s, 1H)
15 244 1,17 (s) 24,4 1,19 (s) 24,4 1,19 (s) 24,5 1,17 (s, 1H)
1 126,1 - 126,0 126,4 - 126,4
2" 130,2 7,41 (J=8,5, d) 130,2 132,9 7,71 (J=8,5, d) 133,2 7,70 (J= 8,8, 1H,d)
3 116,0 6,84 (J=8,5,d) 116,1 1152 6,81 (J=8,5,d) 1154 6,80 (J= 8,4, 1H,d)
4 159,0 - 159,0 158,0 - 158,5
5 116,0 6,84 (J=8,5,d) 116,1 1152 6,81 (J=8,5,d) 1154 6,80 (J= 8,4, 1H,d)
6 130,2 7,41 (J=8,5, d) 132,9 7,71 (J=8,5, d) 133,2 7,70 (J= 8,8, 1H,d)
7 1459 7,63 (J=16, d) 145,7 6,85 (J=12,5,d) 146,0 6,84 (J= 12,0, 1H,d)
8 1148 6,27 (J=16, d) 115,9 5,77 (J=12,5,d) 1159 5,72 (3= 12,0, 1H,d)
9 169,0 - 167,7 - 168,0
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Figura 11- Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de Vm-2.
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Figura 18- Expans&o do espectro de RMN "H x **C HMQC (500 e 125 MHz, CDCl;) de
Vm-2 na regido de (0,0-1,9 ppm) x (58-44 ppm).



77

Resultados e discussdo Maia, G. L. A.

>
o

>
w
ETIAT e (ST

[T ™ ‘ T

60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

Fl (ppm)

Figura 19- Expans&o do espectro de RMN *H x **C HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3)
de Vm-2 na regido de (0,0 — 4,5 ppm) x (65 - 5 ppm).

(ppm)- ; ;
5.8—2 ) P 5 )
6.2 N :
s.é T ®
6.6:2 L
s.s—_g - &
7.0

? 7.4 -&

7.6 2
7.83 e
8.0 — T ——
145 140 135 130 125 120 115
Fl (ppm)

Figura 20- Expans&o do espectro de RMN *H x **C HMQC (500 MHz, CDCl;) de Vm-2
na regiao de (5,0 — 8,0 ppm) x (110 — 145 ppm).
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Figura 26- Expanséo do espectro de RMN *H x *H COSY (500 MHz, CDCl;) de Vm-2
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Figura 29- Espectro de RMN *H x *H NOESY (500 MHz, CDCl;) de Vm-2.
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87

Resultados e discussdo Maia, G. L. A.

5.3 Determinagé&o estrutural de Vm-3.

A substéncia apresentou-se como um pé branco, pesando 15 mg e com ponto
de fusdo 154-156°C. Na analise polarimétrica apresentou rotacdo especifica de [a]D:
- 20 (c 0,01, CHCly).

O espectro RMN *C-APT (125 MHz) de Vm-3 em CDClI3 (Figura 31, p. 90)
apresentou 17 sinais para 19 carbonos. Neste espectro foram observados 10 sinais
para carbonos sp® que sugere a presenca de esqueleto monoterpénico e os
deslocamentos quimicos em &¢ 48,9; 44,9; 47,8 mais 0s sinais para trés metilas em
Ooc 19,7, 18,8 e 13,5 sado caracteristicos dos deslocamentos quimicos para
monoterpeno biciclico como o borneol (JOUD, 2005).

Borneol Vm-3
13,37\

10

4& 45,2 4k44,9

Também no espectro de RMN 13¢C foi possivel observar sinais em &¢ 168,0;
157,9; 144,1; 130,0; 127,1; 115,8 e 115,9 caracteristicos de unidade p-cumarica. Os
deslocamentos quimicos em &¢ 168,0 e 80,1 inferiram que a unidade p-cumarica
estava esterificando o monoterpeno biciclico borneol. Os deslocamentos quimicos
dos demais carbonos estdo na tabela 5, p. 89.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) e em suas expansdes (Figura 32-
36, p. 91-95) observou-se um envelope de sinais na regido de 64 0,8 a 2,0
caracteristico de terpendides o que corrobora com o espectro de RMN *3C para a
presenca de monoterpeno. Observaram-se também sinais na regido de hidrogénios
arométicos sendo os deslocamentos quimicos em &4 6,30 (d, J= 16,0 Hz), 6,83 (d,
J= 8,5 Hz), 7,41 (d, J= 8,5 Hz) e 7,59 (d, J= 16,0 Hz) atribuidos a unidade trans-p-
cumarica. Também foi observado um sinal em &4 4,98 (ddd, J=10, 5,5 e 2,5) e trés

singletos em &y 0,86; 0,88; 0,92. Apds andlises desses dados e por comparacao
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com a literatura foi possivel identificar Vm-3 como sendo o (-)-bornil-p-trans-
cumarato.

No espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCI3) e suas expansdes (Figura 37-39,
p. 96-97) foi possivel observar as correlagbes diretas do sinal em &¢ 36,7 com &y
1,02 e 2,42 que foi atribuido a H-3"a e H-3"b. Correlagéo do sinal em 8¢ 28,0 com &y
1,28 e 1,80 que foi atribuido a H- 5"a e H-5"b. Observou-se uma correlacéo do sinal
em Oy 4,98 com &¢c 80,0 (C-2") corroborando com o deslocamento quimico de
hidrogénio oximetinico quando o oxigénio sofre uma esterificacdo. As demais
correlagdes estdo compiladas na tabela 5, p. 89

No espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) e nas suas expansdes (Figura
40-42, p. 98-100) observou-se uma correlagdo do sinal em &y 1,68 (H-4") com &¢
80,0 (C-2”) e de 610,86 (H-10") com &¢ 80,0 (C-2") confirmando a esterificacdo em
C-2" e o assinalamento de C-10". As demais correlagbes sédo mostradas na tabela
5,p. 89.

No espectro de correlagdo COSY (500 MHz, CDCl;) e em suas expansodes
(Figura 43-45, p. 101-102) foi possivel observar correla¢cdes dos sinais em &y 4,98
(H-2") com 64 1,02 (H-3"a) e deste com 1,68 (H-4"). Para definir a configuracéo
usamos os dados do espectro NOESY (500 MHz, CDCl3) e suas expansofes (Figura
46-49, p. 103-106) que mostrou correlagéo de & 4,98 (H-2") e com &4 0,92 (H-8”)
confirmando C-2” como endo.

CH3<\'

H

",
/////O /%

A analise de todos esses dados mais comparacdo com a literatura
(AKENDENGUE et al., 2009) permitiu identificar Vm-3 como (-)-Bornil-p-trans-
cumarato. Essa substéncia estd sendo descrita pela primeira vez na espécie em

estudo.
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Tabela 5 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze
de Vm-3, verificados nos espectros de RMN 'H e **C uni e bidimensionais (500 e
125 MHz, respectivamente) em CDCl; (6 em ppm e J em Hz).

Vm-3
HMQC HMBC COSY NOESY

C Oc [ “Jcn *Jcn

1 168,0 -

2 1159 6,30 (d, J=16) C-1 c-1 H-3 H-3,H-
2°/6°

3 1441 7,59 (d, J=16) C-1,Cc-2/e’ H-2'/6",H-
2

1T 127,1 -

214 130,0 7,41 (d, J=8,5) c-4 H-5/3’ H-3, H-2

35 115,8 6,83 (d, J=8,5) c-4 c-r H-2'/6’ H-2’

4 157,9 ;

17 48,9 i

2" g01 498 (dddJ=10,55 H-3b  H-g"

e 2,5)
3'a 1.02 (dd,J=14,0e C-2" C-5",C-7" H-3"b
36,7
3.5)

3"p 2’42 (m) H'4”,H-2” H'2”, H-
3"a,H-8"

4" 44,9 1,68 (t, J=5,0) c-2’ H-5"a

5"a 28,0 1,28 (m) c-1’ H-4"

5"b 1,80 (m) c-4’ H-6a"

6"a 27,1 1,32 (m) H-5"b H-6"b

6"b 2,04 (m) H-6"a

7 47,8 :

8" 18,8 0,92 (s) C-4" H-2" H-3"

9" 19,7 0,88 (s)

10” 13,5 0,86 (s) C-2",C-6”
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Figura 34- Expansdo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl3) de Vm-3 na
regidao de 0,0 a 2,4 ppm.
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Figura 37- Expanséo do espectro de RMN *H x *C HMQC (500 e 125 MHz, CDCl;) de

Vm-3 na regido de 4,5- 6,2 ppm) x (64-82 ppm).
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5.4 Determinagdao estrutural de Vm-4.

A substéncia apresentou-se como um pé branco, pesando 10 mg e com ponto
de fusdo 154-156 °C. Na andlise polarimétrica a amostra apresentou rotacdo
especifica de [a]D: - 20 (c 0, 01, CHCly).

O espectro RMN *C-APT (125 MHz) de Vm-4 em CDCls (Figura 50, p. 110) é
muito semelhante ao de Vm-3, apresentando 17 sinais para 19 carbonos. Neste
espectro foram observados 10 sinais para carbonos sp® com deslocamentos
quimicos caracteristicos de esqueleto monoterpénico e os deslocamentos quimicos
em Oc 48,7; 44,9; 47,8 mais 0s sinais para trés metilas em &¢ 19, 6, 18,8 e 13,5 sdo
compativeis com os deslocamentos quimicos do borneol (JOUD, 2005).

Também no espectro de RMN *3C (Figura 50, p. 110) foi possivel observar
sinais caracteristicos de unidade p-cumérica. Os deslocamentos quimicos em &¢
167,4 e 80,1 inferiram que a unidade p-cumédrica estava esterificando o borneol. Os
deslocamentos quimicos dos demais carbonos estdo na tabela 6, p. 109.

No espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) e suas expansoes (Figura 51-54,
p. 111-113) observou-se um envelope de sinais na regido de &4 0,8 a 2,0 que
corrobora com o espectro de RMN *C para a presenca de monoterpeno.
Observaram-se também sinais na regido de hidrogénios aromaticos sendo o0s
deslocamentos quimicos em &4 5,84 (d, J= 12,5 Hz) 6,82 (d, J= 13,0 Hz), 7,57 (d, J=
9,0 Hz), 6,76 (d, J=9,0 Hz) e atribuidos a unidade p-cumarica, mas que de acordo
com as constantes de acoplamento entre H-2 e H-3 (J= 12,5 Hz) é diferente da
unidade presente em Vm-3, tratando-se de unidade cis-p-cumarica. Também foram
observado um sinal em 4,92 (ddd, J=10, 5,5 e 2,5) e trés singletos em 0,81; 0,84;
0,89, corroborando com o espectro de carbono treze para presenga do borneol.

No espectro HMQC (500 e 125 MHz, CDCI3) e suas expansoes (Figura 55-57,
p. 114-115) foi possivel observar a correlacdes diretas entre os carbonos e seus
hidrogénios. As correlagdes estdo compiladas na tabela 6. p. 109.

No espectro HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) (Figura 58-61, p. 116-118)
observou-se correlagcées a duas e trés ligagbes entre carbonos e hidrogénios. As
correlagdes sdo mostradas na tabela 6, p. 109.

No espectro de correlagdo COSY (500 MHz, CDCls) (Figura 62-65, p. 119-
120) foi possivel observar correlacdes dos sinais em &4 4,92 (H-2") com 64 1,02 (H-
3"a) e deste com 1,65 (H-4"). Para analisar a configuragdo usamos os dados do
espectro NOESY (500 MHz, CDCl; ) (Figura 66-68, p. 121-122) que mostrou
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correlacdo de 644,98 (H-2") com 640,89 (H-8") e de &4 1,70 (H-5"b) com &y 0,84 (H-

9”) definindo C-2” como endo.

A andlise de todos esses dados mais comparacdo com a literatura
(AKENDENGUE et al., 2009) permitiu identificar Vm-4 como (-)-bornil-p-cis-

cumarato, isolado pela primeira vez na espécie.
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Tabela 6 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze
de Vm-4, verificados nos espectros de RMN 'H e **C uni e bidimensionais (500 e
125 MHz, respectivamente) em CDCl; (6 em ppm e J em Hz).

v HMQC HMBC COSY  NOESY
C 5 Sy “Jen *Jen
1 167,4 -
2 117,5 584 (d, J=125) C-1 C-I’ H-3 H-3
3 143,3 6,82 (d, J=13) C-1,C-2/6' H-2 H-2' H-2
1 127,2 -
2'l6' 132,1 7,57 (d, J=9) C-3, C-4 H-5'/3' H-3
3'/5 115,1 6,76 (d, J=9) C-4 C-1,C2/6 H-2/6
4 156,9 -
1" 48,7 -
2" g0y 492(ddd,J=10,55 H-3"a,H-  H-8"
’ e 2,5) 3"b
3"a 3gg 1:02(dd,J=140e C-2" C-5a H-4" H-3"b
3.5)
3"b 2,40 (m) H-2" H-3"a
4" 44,9 1,65 (t, J=4,5) C-2",C-6" H-3"a
5"a 27,9 1,18 (m) H-6"b
5"b 1,70 (m) H-6"a H-9”
6"a 27,0 1,26 (m) H-5"b
6"b 1,82 (m) H-5"a
7" 47,8 -
8" 18,8 0,89 (s) c-4 H-2"
9" 19,6 0,84 (s) c-77  Cc-1"c-4" H-5"b

10 13,5 0,81 (s) C-2",C-6”
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Figura 53 - Expans&o do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCI;) de Vm-4 na regido de
(1,7-2,4 ppm).
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Figura 54-Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl;) de Vm-4 na regi&o de
(4,86-4,98 ppm).
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Figura 56- Expanséo do espectro de RMN *H x **C-HMQC (500e 125 MHz, CDCls) de

Vm-4 na regido de (0,6-3,0 ppm) x (10-50 ppm).
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Figura 57- Expanséo do espectro de RMN *H x **C-HMQC (500 e 125 MHz, CDCls) de

Vm-4 na regido de (5,6-8,2 ppm) x (145-115 ppm).
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Figura 58- Espectro de RMN *H x **C-HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de Vm-4.
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Figura 59- Expanséo do espectro de RMN *H x *C-HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de
Vm-4 na regido de (6,7-7,8 ppm) x (125-170 ppm).
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Figura 63- Expanséo do espectro de RMN *H x *H-COSY (500 MHz, CDCl;) de
Vm-4 na regido de (5,8-7,8 ppm).
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Figura 64- Expanséo do espectro de RMN *H x *H-COSY (500 MHz, CDCl;) de Vm-4
na regiao de (1,0-5,0 ppm).
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Figura 65- Expanséo do espectro de RMN *H x *H-COSY (500 MHz, CDCl;) de Vm-4
na regido de (0,8-2,4 ppm).
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5.5 Determinagéao estrutural Vm-5

A substancia Vm-5 foi isolada como um soélido branco pesando 12 mg e com
ponto de fuséo 214-216°C.

A andlise do espectro de RMN 'H e expansfes (500 MHz, CDsOD) (Figura
69-70, p. 125) mostrou a presenca de dois dupletos, um em 6y 7,86 (J=8,5) e outro
em &y 6,80 (J=8,5), acoplando orto caracteristico do sistema AA'BB'de anel
aromatico.

O espectro de RMN de *3C (125 MHz, CDsOD) (Figura 71, p. 126) apresentou
sinais intensos em ¢ 133,0 e 116,0 que junto com os dados do espectro de 'H

inferem a presenca de um sistema AA’BB’ de anel aromatico.

Ry

R

O sinal em &¢c 170,1 indica a presenca de uma carbonila de acido e a
auséncia de sinais caracteristicos de metoxilas corroborou para a indicagdo de
hidroxila na molécula.

Por meio destes dados mais os dados de espectros bidimensionais e por
comparacao da literatura (The Sadtler Standard Spectra,1973.) (tabela 7, p. 124)

Vm-5 foi identificado com um derivado do acido benzdico, o acido p-hidroxibenzéico.
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Tabela 7 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze
de Vm-5, verificados nos espectros de RMN 'H e **C uni e bidimensionais (500 e
125 MHz, respectivamente) em CDCl; e comparagdo com dados da literatura (8 *)
(The Sadtler Standard Spectra,1973.) (6 em ppm e J em Hz).

vm-5 HMQC HMBC
C 5¢c on “JcH 3JcH Sc*
1 122,9 - - - 122.0

2 133,0 7,86 (d, J=8,5,1H) C-4,COOH 131,7

3  116,0 6,80 (d,J=8,5,1H) - c-1 115,8
4 163,3 - - - 163,7
5 116,0 6,80 (d,J=8,5,1H) - c-1 115,8

6  133,0 7,86 (d,J=8,5,1H)

C-4,COOH 131,7

COOH 170,21 - - - 169,4
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Figura 69- Espectro de RMN *H (500 MHz, CD30D) de Vm-5.
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Figura 70- Expansé&o do espectro de RMN *H (500 MHz, CDs0D) de Vm-5 na
regido de 6,8-8,0 ppm.
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5.6 Determinacéo estrutural de Pc-1

O composto codificado como Pc-1 apresentou-se como cristais amarelos,
pesando 30 mg e com ponto de fuséo 119-121°C.

O espectro de RMN ¥C - APT (50 MHz, DMSO-ds) (Figura 74, p.
132)apresentou 15 sinais para carbonos sp? que sdo compativeis com a unidade
CsC3Cs caracteristica de flavondides (ALBUQUERQUE et al., 2007). O tipo de
flavonéide foi determinado por andlise dos dados de RMN **C para diferentes

flavondides compilados por Agrawal (1989) e Pelter e colaboradores (1976) e

mostrado abaixo:

8¢ 159,4 - 164,7
8¢ 150,6 - 155,4

o/

2
/; 8¢ 122,0-126,1
! 4
3 . (@]
oy 8c102,3-113,7
4

3

2
O 8¢ 155,5-164,7
-
\A 5c 1742 -181,2
8¢ 175.2- 1834

O

Flavona Isoflavona Neoflavona

Os sinais para carbonos sp? em &¢c 162,5 e 103,7 indicam a presenca de
dupla ligacdo em C-2 e C-3, respectivamente; bem como, o sinal em &¢ 182,0 é
caracteristico de carbonila em C-4, sugerindo que o flavondide correspondia a uma
flavona.

Ainda no espectro de RMN *3C (Figura 74, p. 132) sinais para carbonos
metinicos sp? em d¢ 98,1 (C-6) e 92,8 (C-8) inferem a presenca de um anel A 5,7-
dissubstituido e sinais intensos em 8¢ 128,4 (C-2'/6’) e 114,6 (C-3'/5’) foram
indicativos de um sistema AA'BB’ de anel B com substituinte em C-4’ Indicando que
Pc-1 teria o sistema de substituinte mostrado abaixo (ALBUQUERQUE et al., 2007).
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O espectro de RMN de **C também apresentou dois sinais em 3¢ 56,1 e d¢
55,6, os quais foram atribuidos a duas metoxilas, ndo impedidas estericamente.

O espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-ds) e a expanséo (Figura 75 e 76, p.
133-134) apresentou deslocamentos quimicos que corroboraram com a proposta do
espectro de RMN **C para a presenca de um esqueleto flavonoidico com o padréo
de substituicdo em questéo: dois dupletos com integral para dois hidrogénios cada,
acoplando orto entre si, em &y 7,98 (J = 8,6 Hz) e 7,04 (J = 8,6 Hz) compativeis com
os hidrogénios H-2'/6’ e H-3'/5", respectivamente, do sistema AA'BB’ de anel B de
flavondide; e outros dois dubletos integrando para um hidrogénio cada, acoplando
meta entre si, em 6,30 (J = 2,0 Hz) &4 6,70 (J = 1,6 Hz), caracteristicos de
flavondides que possuem anel A 5,7-dissubstituido, sendo estes sinais atribuidos
aos hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente (PIZZOLATTI et al., 2003).

Um simpleto em &4 6,83 (1H) atribuido ao H-3 do anel C do flavondide
corroborou com a proposta de flavona para Pc-1. Um simpleto em &4 3,80 com
integral para 6 hidrogénios permitiu confirmar a presenca de duas metoxilas para a
molécula. O sinal em &: 12,84 no espectro de RMN de 'H, corroborou com a
presenca de hidroxila na posi¢céo 5, em ponte com a carbonila (C-4), com isso as
metoxilas puderam ser inseridas em C-4" e C-7.

No espectro bidimensional HMQC (200 e 50 MHz, DMSO-ds) e em suas
expansdes (Figura 77-79, p. 135-136) foi possivel observar as correla¢fes diretas
entre o dupleto em &y 7,98 e 0 carbono em &¢ 128,4 e entre o hidrogénio em &y 7,04
e o carbono em &¢ 114,6 confirmando os deslocamentos dos mesmos. As demais
correlacdes estédo descritas na tabela 8, p.131.

A anélise dos dados de RMN **C citados por Agrawal (1989) e Almeida et al
(2006) permitiu atribuir os demais sinais apresentados por Pc-1 (Tabela 1, p.60)

Desta forma, os dados dos espectros de RMN *H e **C (tabela 8, p. 131), bem
como, comparagdes com os dados apresentados na literatura permitiram identificar
Pc-1 como sendo 5-hidroxi- 4’, 7-dimetoxiflavona, também chamado de 7,4'-

dimetilapigenina, relatado pela primeira vez em Praxelis clematidea.
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Esse flavondide € comum na familia Asteraceae e apresenta comprovada
atividade gastroprotetora (BABU et al., 2010) e antiinflamatéria em ratos (SALAMA,;
AVENDANO, 2005)
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Tabela 8 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze
de Pc-1, verificados nos espectros de RMN 'H e '*C (200 e 50 MHz,
respectivamente) em DMSO-ds, bem como, os deslocamentos quimicos dos
carbonos (8c*) apresentados por Almeida et al (2006) para a mesma substancia (50
MHz) em CDCls. (6 em ppm e J em Hz).

Pc-1 HMQC
C B¢ B 5c*
2 162,5 - 162,5
3 103,7 6,83 (s, 1H) 104,2
4 182,0 - 182,3
5 157,3 - 157,6
6 98,1 6.30(d,J=2.0,1H) 98,0
7 165,2 - 165,3
8 928 6.70(d, J=1.6,1H) 926
9 161,2 - 162,1
10  104,8 - 105,5
1 122,7 - 123,5

2'le’ 128,4 7,98 (d,J=8,6,2H) 128,0
35 1146 7,04(d,J=8,6,2H) 1144

& 163.7 - 163,4
5-OH - 12,84 (s, 1H) :
7-MeOH 56,1 3,80 (s) 55,8

4'-MeOH 55,6 3,80 (s) 55,3
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Figura 76- Expanséo do espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-ds) de Pc-1.
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Figura 77- Espectro de RMN *H x **C HMQC (500 e125 MHz,DMSO-ds)
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Figura 78- Expans&o do espectro de RMN *H x **C HMQC (500 e125
MHz,DMSO-dg) de Pc-1 na regido de (6,2-7,1 ppm) x (92-103 ppm).
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5.7 Determinagédo estrutural de Pc-2

A substancia Pc-2 também apresentou-se como cristais amarelos claros , com
massa de 15,0 mg e ponto de fusdo 120-124°C.

Da mesma forma que Pc-1, o espectro de RMN **C - APT (125 MHz, CDCl3)
de Pc-2 e as suas expansOes (Figura 81-83, p.140-141) também apresentaram 15
sinais para carbonos sp?, sendo os sinais em 8¢ 177,1 (C-4), 162,3 (C-2) e 106,4 (C-
3) compativeis com flavonoides do tipo flavona (ALBUQUERQUE et al., 2007). Ainda
no espectro de RMN *3C, sinais intensos em d¢ 127,8 (C-2'/6") e 114,4 (C- 3'/5)
também foram indicativos de um sistema AA'BB’ de anel B com substituinte em C-4’,
mas diferente de Pc-1, que apresentou dois sinais para carbonos metinicos sp?, em
Pc-2 observou-se a presenca de apenas dois sinais em 106,4 (C-3) e ¢ 96,2 (C-8) o
que permitiu sugerir um substituinte em C-6 e um anel A 5,6,7-trissubstituido
(ALBUQUERQUE et al., 2007).

Ainda no espectro de RMN 13C observou-se guatro sinais em &¢c 61,4; 62,1;
55,4 e 56,3 os quais foram atribuidos a quatro metoxilas. Os sinais em 6¢ 61,4; 62,1
sdo caracteristicos de metoxilas impedidas estericamente. O sinal em &¢ 177,1 (C-
4), indicativo de carbonila ndo quelada, inferiu sobre a inexisténcia de hidroxila em
C-5, logo uma das metoxilas estaria no C-5. (AGRAWAL, 1989).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) e as expansfes (Figura 84-85,
p.142) apresentaram deslocamentos quimicos que corroboraram com a proposta do
espectro de RMN *3C mostrando dois dupletos com integral para dois hidrogénios
cada, acoplando orto entre si, em 7,81 (J = 9,0 Hz) e d4 6,97 (J = 9,0 Hz)
compativeis com os hidrogénios H-2'/6' e H-3'/5’, respectivamente, do sistema
AA'BB’ de anel B de flavondide; e um simpleto integrando para um hidrogénio em &y
6,92 caracteristico de flavondide que possuem anel A 5,6,7-trissubstituido, sendo
este sinal atribuido ao hidrogénio H-8 (PIZZOLATTI et al., 2003).

Outro simpleto em &4 6,72 (1H) atribuido ao H-3 do anel C do flavondide

corroborou com a proposta de flavona para Pc-2. Trés simpletos em &4 3,95 (6H),
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3,88 (3H) e 3,85 (3H) permitiram inferir a presenca de quatro metoxilas.

O espectro de HMQC (500 e 125 MHz, CDCls) e suas expansoes (Figura 86-
89, p. 143-144) mostraram correlagdo direta entre os hidrogénios em &4 7,81 e 0
carbono em &¢ 127,8 e dos hidrogénios em &y 6,97 e o carbono em &¢ 114,4
confirmando o deslocamento dos hidrogénios e carbonos do sistema AA'BB’ do anel
B. Observou-se ainda as correlagbes dos hidrogénios em &y 3,85 com o carbono em
Oc 55,4, em 04 3,88 com o carbono em d¢ 61,4 e de dy 3,95 com os carbonos em d¢
56,3 e d¢ 62,1, confirmando os deslocamentos das metoxilas.

No espectro de HMBC (500 e 125 MHz, CDCl;) e suas expansdes (Figura 90-
93, p. 145-146) foi possivel observar a correlacdo a duas ligagdes de &y 6,78 com &¢
154,5 e 157,9 e a trés ligagbes com &¢ 140,1 confirmando que o sinal em &¢ 96,2 é
referente ao carbono na posic¢éo 8.

Sendo assim, a anélise dos dados de RMN *H e *3C citados por Almeida et al
(2006) permitiram atribuir os demais sinais apresentados por Pc-2 (Tabela 9, p. 139)
e afirmar a mesma como sendo 4',5,6,7 tetrametoxiflavona, mais conhecido como
tetrametilescutellerina relatado pela primeira vez em Praxelis clematidea.

O tetrametilescutellerina ocorre naturalmente em varias plantas e apresenta
vérias atividades dentre elas atividade antiproliferativa de células cancerosas. (DU;
CHEN, 2010)
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Tabela 9 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze
de Pc-2, verificados nos espectros de RMN 1H e 13C (500 e 125 MHz,
respectivamente) em CDCls, bem como, os deslocamentos quimicos dos carbonos
(6C*) apresentados por Almeida et al (2006) para as mesmas substancias (50 MHz)

em CDCls, (6 em ppm e J em Hz).

Pc-2
HMQC HMBC

C 5S¢ o “Jen *Jen o+
2 162,3 - 162,0
3 106,4 6,72 (s, 1H) C-10, C-1’ 106,7
4 177,1 - 177,0
5 152,4 - 152,3
6 140,1 - 140,2
7 157,9 - 157,5

8 96,2 6,78 (s, 1H) C-7,C-9 C-6 96,2
9 154,5 - 155,0
10 112,4 - 112,5
1 123,5 - 123,6
2'/6' 127,8 7,81(d,J=9,0,2H) C-1’ 127,5
/5 114,4 6,97 (d,J =9,0, 2H) c-1’ 114,3
4 161,7 - 161,1
4-OCH; 554 3,85 (s, 3H) 55,4
5-OCH; 56,3 3,95 (s, 3H) 56,2
6-OCH; 61,4 3,88 (s, 3H) 61,5

7-OCH; 62,1 3,95 (s, 3H) C-7 62,1
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Figura 80- Espectro de RMN **C-APT (125 MHz,CDCl3) de Pc-2 .
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Figura 81- Expans&o do espectro de RMN *C-APT (125 MHz,CDCl5)
de Pc-2 naregido de 150-220 ppm.
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Figura 83- Expanséo do espectro de RMN **C-APT (125 MHz,CDCls)
de Pc-2 naregiédo de 55-63 ppm.
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Figura 86-Espectro de RMN *H x ** C HMQC (500 e 125 MHz, CDCl;) de
Pc-2 na regido de (1,0-10 ppm) x (20-140 ppm).
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Figura 87-Expanséo do espectro de RMN *H x ** C HMQC (500 e 125
MHz, CDCI3) de Pc-2 na regido de (6,0-8,2 ppm) x (95-130 ppm).
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Figura 88-Expanséo do espectro de RMN *H x ** C HMQC (500 e 125 MHz, CDCls) de

Pc-2 na regido de (6,7-7,4 ppm) x (106-115 ppm).
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Figura 89-Expanséo do espectro de RMN * H x ** C HMQC (500 e 125 MHz, CDCls) de

Pc-2 na regido de (3,6-4,4 ppm) x (55-63 ppm).
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Figura 90-Espectro de RMN ' H x ** C HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) de
Pc-2).
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Figura 91-Expans&o do e spectro de RMN *H x * C HMBC (500 e 125
MHz, CDCIs) de Pc-2 na regido de (6,0-8,2 ppm) x (95-130 ppm).
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Figura 92-Expanséo do espectro de RMN *H x * C HMBC (500 e 125
MHz, CDCIs) de Pc-2 na regiéo de (6,6-8,0 ppm) x (140-160 ppm).

i~
@
|
4.00— |
4.05-
4.10
2Wm|ﬂu\qmwuuuwmwuwurMNHWWwvw\ﬂwuuwmjUHH}MMHWMMMHHWW\mmeMvm

166 164 162 160 158 156 154 152 150 148 146 144 142 140

F1l (ppm)

Figura 93-Expanséo do espectro de RMN *H x ** C HMBC (500 e 125
MHz, CDCIs) de Pc-2 na regiéo de (3,6-4,1 ppm) x (140-166 ppm).
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5.8 Determinagéao estrutural de Pc-3.

A substancia Pc-3 apresentou-se como cristais amarelos, com massa de 17,0
mg e ponto de fusdo 120-122°C.

Semelhantemente as substancias anteriores, o espectro de RMN °C - APT
(125 MHz, CDCl3) e a expanséo (Figura 94, p. 150) de Pc-3 também apresentaram
15 sinais para carbonos sp?, com sinais indicativos de esqueleto flavonoidico do tipo
flavona [6¢ 177,6 (C-4), 162,0 (C-2) e 107,5 (C-3)] e de sistema AA'BB” no anel B
substituido em C-4" [6¢ 127,5 (C-2'/6") e 114,3 (C- 3'/5’)]. Da mesma forma que Pc-1
o anel A apresentou pradréo de 5,7-dissubstituicdo [6c 92.8 (C-8), 96.0 (C-6)] (Figura

abaixo).

Observou-se também no espectro de RMN 13C sinais indicativos da presenca
de trés metoxilas [6¢c 55.4 (MeO-4’), 55.7 (MeO-7), 56,3 (MeO-5)].

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) e as expansdes (Figura 95-97,
p.151-152) apresentaram deslocamentos quimicos que corroboram com os dados
do espectro de RMN C através dos deslocamentos para dois dupletos com
integrais e constantes de acoplamento 7,76 (d, J = 9,0 Hz, 1H, H2'/6") e 6,94 (d, J =
9,0 Hz, 1H, H3'/5’) que confirmam o sistema AA’BB’ de anel B de flavondide e outros
dois dupletos [0y 6.31 (J=2.5,1H, H-8), 6.50 (J=2.5,1H, H-6)], caracterizando
flavondide com anel A 5,7-dissubstituido (PIZZOLATTI et al., 2003).

Além destes foram observados um simpleto em &y 6,54 (1H) atribuido ao H-3
do anel C do flavondide que corroborou com a proposta de flavona para Pc-3 e
sinais que confirmam a presenca de trés metoxilas [0y 3.83 (s, 3H, MeO-4’), 3.86 (s,
3H, MeO-5), 3.90 (s, 3H, MeO-7)].

As correlagdes diretas entre hidrogénios e carbonos observadas no espectro
de HMQC (500 e 125 MHz, CDCl3) (Figura 98-99, p. 153) permitiram confirmar os
deslocamentos dos carbonos e seus respectivos hidrogénios (Tabela 10, p.149).
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Por meio destes dados e por comparagdo com a literatura (tabela 10, p. 149)
pudemos identificar Pc-3 como sendo 5,7, 4'-trimetoxiflavona conhecido como

trimetilapigenina isolada pela primeira vez em Praxelis clematidea.

H5CO

A trimetilapigenina além de ser antioxidante (JEONG et al, 2007)
apresenta atividade plasmodial contra o Plasmodium falciparum (YENJAI et al,2004)
e atividade anti-helmintica in vitro ( AYERS et al.; 2008)
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Tabela 10 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze
de Pc-3, verificados nos espectros de RMN 'H e '¥C (500 e 125 MHz,
respectivamente) em CDCls, bem como, os deslocamentos quimicos dos carbonos
(6C*) apresentados por Almeida et a 1(2006) para as mesmas substancias (50 MHz)
em CDClI3(® em ppm e J em Hz).

Pc-3 HMQC
C B¢ B 5c*
2 162,0 - 161,9
3 107,5 6,54 (s, 1H) 107,2
4 177,6 - 177,4
5 159,8 - 159,6
6 96,0 6,50 (d, J=2,5, 1H)- 95,9
7 163,9 - 163,8
8 928 6,31 (d, J=2,51H) 92,6
9 160,7 - 160,6
10 1091 - 108,0
1 123,7 - 123,5

2'le’ 1275 7,76 (d,3J=9,0,2H) 1274
3'/5 114,3 6,94 (d,J=9,0,2H) 114,2

4 160,8 - 159,6
5-OCH; 56,3 3,90 (s, 3H) 56,3
7-OCH; 55,7 3,86 (s, 3H) 55,7

4'-OCH; 554 3,83 (s, 3H) 55,4
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Figura 98- Expans&o do espectro de RMN *H x ¥ C-HMQC ( 500 e 125 MHz,
CDCIls) de Pc-3 naregiao de (6,1-8,0 ppm) x ( 95-125 ppm).
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Figura 99- Expans&o do espectro de RMN *H x ** C-HMQC (500 e 125 MHz,
CDCIl3) de Pc-3 na regido de (3,5-4,1 ppm) x ( 54-57 ppm).
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5.9 Determinagédo estrutural de PC-4

O composto codificado como Pc-4 apresentou-se como cristais amarelos,
pesando 20 mg e ponto de fuséo 267-270°C.

O espectro de RMN *C - APT (50 MHz, DMSO-d6) (Figura 100,
p.156)apresentou sinais que caracterizaram 0 composto, assim como 0s anteriores,
como um flavondide do tipo flavona [6¢ 164.0 (C-2), 103.0(C-3), 182,0 (C-4)], com
um anel A 5,7-dissubstituido (8¢ 92.7 (C-8) e &¢ 98,0 (C-6)] e um sistema AA’BB’ de
anel B com substituinte em C-4° [6c 1285 (C-2'/6) e 116,0 (C-3/5)]
(ALBUQUERQUE et al., 2007).

Ainda no espectro de RMN **C (Figura 100, p. 156) o sinal em d¢ 56,1 é
indicativo da presenga de uma metoxila.

O espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-d6) e as expansdes (Figural01-102,
p. 157) revelaram a presenca de dois dupletos acoplando orto [0y 6.92 (J=9,0 Hz, H-
3/57) e 7.96 (J=8,8 Hz, 1H, H-27/6")] e outros dois dupletos integrando para um
hidrogénio cada, acoplando meta entre si, em &y 6,37 (J = 2,0 Hz) e 6,77 (J = 1,8
Hz), corroboraram com os dados do espectro de RMN **C — APT para flavona com o
padréo de substituicdo em questédo (PIZZOLATTI et al., 2003). Um simpleto em &y
3,86 com integral para 3 hidrogénios permitiu confirmar a presenca de uma metoxila
para a molécula. A observacado do deslocamento da carbonila (5¢c 182,0) no RMN **C
permitiu inferir a presenga de hidroxila em C-5.

A anélise dos dados do RMN **C mais a comparacdo com dados da literatura
[Agrawal (1989) e Almeida et al (2006)] permitiu atribuir os demais sinais
apresentados por Pc-4 (Tabela 11, p. 155).

Desta forma, os dados dos espectros de RMN 'H e BC, bem como,
comparagdes com os dados apresentados na literatura permitiram identificar Pc-4
como sendo 4', 5-dihidroxi-7’-metoxiflavona também chamada de genkwanina e

relatado pela primeira vez em Praxelis clematidea.

OH O
A genkwanina apresenta atividade antioxidante (LU et al., 2008) e

antimicrobiana (KUETE et al., 2011).
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Tabela 11 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze
de Pc-4, verificados nos espectros de RMN 'H e ¥C (500 e 125 MHz,
respectivamente) em DMSO-d6, bem como, os deslocamentos quimicos dos
carbonos (8c¢*) apresentados por Almeida et al (2006) para as mesmas substancias
(50 MHz) em CDCl; (6 em ppm e J em Hz).

Pc-4

C OS¢ On oc*

2 164,1 - 164,8
3 103,0 6,85 (s, 1H) 104,1
4 182,0 - 182,8
5 157,2 - 158,1
6 98,0 6.77(d,J=1.8,1H) 98,6
7 165,1 - 165,8
8 92,7 6.37(d,J=2.0,1H) 92,9
9 161,3 - 162,9
10 104,7 - 105,9
1 121,0 - 122,1

2'/6° 128,6 7,96 (d,J=8,8,2H) 129,0
3/5 116,0 6,92(d,J=9,0,2H) 116,9
4 161.2 - 162,7
7-OCHs 56,1 3,86 (s, 3H) 56,0




156
Resultados e discussao Maia, G. L. A.

[ o
<
-

[

f
[TTART SN - F e
881° 191 %
82€° 191 S — e — ) - =

WP ———————————————

8ET° 59T |
(=]
-
R _— — . [ -

Q96 18T '

Figura 100- Espectro de RMN ** C-APT (50 MHz, DMSO-de) de Pc-
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Figura 101- Espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-dg) de Pc-4.
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Figura 102- Expans&o do espectro de RMN *H (200 MHz, DMSO-ds) de Pc-4.
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5.10 Determinacéao estrutural de Pc-5

A substéncia Pc-5 apresentou-se como cristais amarelos, com massa de 80
mg, com ponto de fus&o 258-260 °C

O espectro de RMN *C - BB (125 MHz, DMSO-d6) (Figura 103, p. 161)
também apresentou sinais compativeis com flavondides do tipo flavona [6¢ 102.6 (C-
3); 164.0 (C-2), 182.1 (C-4)], com sistema AA’'BB’ de anel B com substituinte em C-4’
[6c 128,4 (C-2'/6") e 115,9 (C- 3'/5’)]. Semelhante a Pc-2 foi observado apenas um
sinal para carbono metinico sp® em 3¢ 91,5 (C-8) que permitiu sugerir a presenca de
um substituinte em C-6 e um anel A 5,6,7-trissubstituido, como mostrado na figura
abaixo (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Ainda nesse espectro de RMN *3C o bservou-se dois sinais em d¢ 56,3 e 59,9
os quais foram atribuidos a duas metoxilas. O espectro de RMN de 'H e suas
expansdes (Figuras 104-106, p. 162-163) apresentaram deslocamentos quimicos
que corroboraram com a proposta do espectro de RMN **C de flavona [54 6.78 (s,
H-3)] com sistema AA'BB’ no anel B (64 6.91 (d, J=8,5, H-3"/5"), 7.92 (d, J=9,0, H-
2'/-6") e anel A 5,6,7-trissubstituido [0y 6.86 (s, H-8)]. Ainda nesse espectro 0s
simpletos em &y 3.90 e 3.72 com integral para trés hidrogénios cada confirma a
presenca de duas metoxilas na molécula. O sinal em 8¢ 182,1 (C-4) de carbonila em
ponte inferiu a presenca de hidroxila em C-5, que foi corroborado pelo sinal em &y
12,9 no espectro de RMN de 'H. Diante disto as trés propostas abaixo eram

possiveis.
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O sinal em &¢ 59,9 atribuido a metoxila indica que este substituinte esta
estericamente impedido, 0 que descarta a possibilidade estrutural (a), pois a mesma
ndo apresenta metoxilas impedidas estericamente.

Para decidir entre a estrutura(b) e (c) recorremos a dados dos espectros
bidimensionais. O espectro *H x **C HMBC (500 MHz, DMSO-d) (Figura 110-112,
p.166-167) foi possivel observar correlagbes a duas ligagBes entre os hidrogénios
das metoxila em &4 3,90 e o carbono em &, 158,5, do hidrogénio em &4 6,86 € o
carbono em &; 158,5. Além de correlacdes a trés ligacdes entre o hidrogénio &4 7,92
(H-2'/6") e carbono em &; 164,0 e com o carbono 6:161,2. A andlise destes dados
confirmou que se trata da estrutura c.

A comparacédo dos dados obtidos com os ja relatados na literatura (Tabela 12,
p. 160) permitiu que Pc-5 fosse identificada como sendo a 5,4’-dihidroxi-6,7-
dimetoxiflavona também denominada de cirsimaritina e isolada pela primeira vez na
espécie em questao.

A cirsimaritina € um flavonéide de ocorréncia comum no reino vegetal e que

possui comprovada atividade antioxidante e anticolinesterésica (KOLAK et al., 2009).
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Tabela 12 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze
de Pc-5, verificados nos espectros de RMN 'H e ¥C (500 e 125 MHz,
respectivamente) em DMSO-d6, bem como, os deslocamentos quimicos dos
carbonos (8¢*) apresentados por Yim et al. (2003) para as mesmas substancias

(poténcia nédo informada) em Piridina (6 em ppm e J em Hz).

Pc-5 HMQC HMBC
[ dc On “JcH *Jen Oc*
2 164,0 - 164,1
3 102,6 6,78 (s, 1H) C-2 104,1
4 182,1 - 183,1
5 152,5 - 154,2
6 131,8 - 132,2
7 158,5 - 158,9
8 91,5 6,86 (s, 1H) C-7,C-9 95,3
9 152,0 - 153,7
10 105,0 - 105,4
1 121,0 - 124,1
2'/6° 128,4 7,92 (d,J=9,0,2H) C-2',C-4" 128,6
3/5° 1159 6,91(d, J=85,2H) C-4 114,9
4 161,2 - 162,9
5-OH - 12,9 (s, 1H) - - s
6-OCH; 59,9 3,72 (s, 3H) C-6 c-7 60,3

7-OCH; 56,3 3,90 (s, 3H) C-7 55,5
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Figura 105-Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) de

Pc-5 na regido de 3,2-4,3 ppm.
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5.11 Determinacdao estrutural de Pc-6

A substancia codificada como Pc-6 apresentou-se como cristais amarelos
,pesando 16 mg e com ponto de fusdo 340-342°C.

Assim como para a substancia Pc-1, o espectro de RMN C* -APT (50 MHz,
CD30D) de Pc-6 (Figura 113, p. 170) apresentou deslocamentos caracteristicos de
flavondide do tipo flavona [6; 129.4 (C-27) e 103.8 (C-3)], com anel A dissubstituido
[6¢c 95,0 (C-8); &¢ 100,1 (C-6);] e anel B apresentando um sistema AA'BB’ [0. 129.4
(C-2'/6’) e (117.0 (C-3'/5")]. Nesse espectro observou-se ainda sinal em 183,9 para
carbonila em ponte. Diferente das substancias anteriores ndo foi observado sinais
para metoxilas.

O espectro de RMN 'H (200 MHz, CD;0D) e a sua expanséo (Figura 114-
115, p.171) apresentou dois dubletos acoplando orto entre si, em &4 7,83 (J = 8,6
Hz, 2H) e 6,91 (J = 8,6 Hz, 2H) compativeis com os hidrogénios H-2'/6’ e H-3'/5,
respectivamente, do sistema AA'BB’ de anel B de flavondide; e outros dois sinais
integrando para um hidrogénio cada, em &y 6,19 (J = 1,6 Hz, H-8) e 6,44 (sl, H-6),
confirmando o anel A 5,7-dissubstituido, (PIZZOLATTI et al., 2003).além do singleto
em 6,57 para H-3 confirmando se tratar de uma flavona.

A andlise dos dados de RMN *3C citados por Agrawal (1989) permitiu atribuir
0s demais sinais apresentados por Pc-6 (Tabela 13, p. 169).

Desta forma, os dados dos espectros de RMN 'H e ¥C, bem como,
comparagdes com os dados apresentados na literatura (AGRAWAL,1989)
permitiram identificar Pc-6 como sendo 4',5,7-trihidroxiflavona ou apigenina relatado
pela primeira vez em Praxelis clematidea.

A apigenina possui comprovada propriedade ansiolitica e sedativa, sendo
capaz de se ligar aos receptores GABA-A cerebrais de maneira similar aos
benzodiazepinicos (ALONSO JR, 1998).
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Tabela 13 Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze
de Pc-6, verificados nos espectros de RMN 'H e 'C (200 e 50 MHz,
respectivamente) em CD30D, bem como, os deslocamentos quimicos dos carbonos
(6c*) apresentados por Agrawal (1989) para a mesma substancia (poténcia n&o
informada) em DMSO-d6+ D,O (6 em ppm e J em Hz).

Pc-6

C Sc Sy Oc*

2 166,2 - 165,5
3 1038 6,57 (s, 1H) 104,3
4 1839 - 183,2
5 1632 - 162,0
6 100,1 6.44 (sl, 1H) 100,3
7 166,0 - 164,9

8 95,0 6.19(d, J=1,6, 1H) 95,6

9 1594 - 158,7
10 105,3 - 105,1
1 123,2 - 122,7

2'l6° 1294 7,83 (d,J=8,6,2H) 129,8
3'/5 1170 6,91(d,J=8,6,2H) 117,3

4 162,7 - 161,8
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5.12 Determinagdao estrutural de Pc-7

A substancia Pc-7 apresentou-se como cristais marrons pesando 13 mg e
com ponto de fuséo 327-329°C.

Como nos compostos anteriores foram observados sinais no RMN C*-APT
(125 MHz, CDsOD) (Figura 116, p. 175) para carbonos sp? em ¢ 166,3 e 103,7, que
sugeriram a presencga de dupla ligacdo em C-2 e C-3, respectivamente; bem como, o
sinal em &¢ 183,7 para carbonila em C-4, indicaram que o flavondéide correspondia a
uma flavona e sinais para carbonos metinicos sp® em 5¢ 100,5 (C-6) e 95,3 (C-8)
permitiram sugerir a presenca de um anel A 5,7-dissubstituido. Diferente do padrao
dos compostos anteriores néo foi observado os sinais para anel B apresentando um
sistema AA'BB’, sendo observado sinais para dois carbonos sustentando fungéo
oxigenada (6c 147,8 e 151,1).

O espectro de RMN *H (500 MHz, CD30D) e a expansio (Figura 117-118, p.
176-177) apresentaram deslocamentos quimicos que corroboraram com a proposta
do espectro de RMN *C para a presenca de um esqueleto flavonoidico do tipo
flavona com anel A dissubstituido [0y 6,2 (d, J=2,0,1H) e 6,41 (d, J=2,0, 1H)]
(PIZZOLATTI et al., 2003). Nesse espectro e em suas expansdes também foi
observado na regido de aromético um conjunto de sinais correspondentes a um
duplo dubleto em &4 7,36 acoplando orto (J= 9,0) e meta (J=2,0), um dupleto com
acoplamento orto em 6,89 (J=9,0) e outro dubleto acoplando meta em &y 7,36 (J=
2,0).Esses dados juntamente com os dados do RMN C** que mostraram trés sinais
intensos em &¢ 114,1; 116,8 e 120,0 sugerem sistema ABX na molécula. A presenca
de sinais em &¢ 147,1 e 151,1 sugerem um flavondide com anel B dissubstituido
com funcgdes oxigenadas nos carbonos 3’ e 4'(AGRAWAL, 1989).

Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos (C-3’, C-4’, C-5, C-6 e
C-4) e auséncia de sinais para metoxilas inferem que os substituintes oxigenados
séo todos hidroxilas.

Desta forma, os dados dos espectros de RMN 'H e C uni e bidimensionais,
bem como, comparagbes com os dados apresentados na literatura permitiram
identificar Pc-7 como sendo 5,7,3',4'-tetrahidroxiflavona também conhecida como
escutellereina relatado pela primeira vez em Praxelis clematidea.

A escutellereina é indicada para o tratamento de problemas cardiovasculares

e cerebrovasculares (ZHOU et al., 2009) e faz parte da composicdo de uma
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preparacdo farmacéutica que tem capacidade de inibir a transcriptase reversa do
HIV.(KO et al., 2009)
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Tabela 14 — Deslocamentos quimicos para os nucleos de hidrogénio e carbono treze
de Pc-7, verificados nos espectros de RMN 'H e ¥C (500 e 125 MHz,
respectivamente) em CD3;OD, bem como, os deslocamentos quimicos dos carbonos
(dc*) apresentados Agrawal (1989) para a mesma substancia (poténcia néo

informada) em DMSO-ds. (6 em ppm e J em Hz).

Pc-7
HMQC HMBC

C & [ “JCH *JCH 5

2 166,3 - 164,5
3 1037 6,51 (s, 1H) C-4,C-2 C-10,C-1' 1033
4 1837 - 182,2
5 163,1 - 162,1
6 100,5 6.2 (d, J=2.0, 1H) C-6,C-7 C-9 99,2
7 167,0 - 164,7
8 953 6.41 (d, J=2,0, 1H) c-7,C9 C-6,C-10 94,2
9 1595 - 157,9
10 105,0 - 104,2
1 123,0 - 1221
2 1141 7,36 (d, J =2,0, 1H) Cc-3 C-2,C-4,C-6 1138
3 1478 - 146,8
4 1511 - 150,1
5 116,8 6,89 (d, J=9,0, 1H) c-3,C-1" 1164

6’ 120,0 7,36 (dd, J=9,0;J=2,0,1H) Cc-2,C-4 122,7
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Figura 119- Espectro de RMN *H x *C-HMQC (500 e 125 MHz, DMSO-d¢) de Pc-7.
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5.13 Atividade moduladora da resisténcia bacteriana a drogas

As flavonas isoladas da fase cloroférmica (Pc-1 a Pc-6) foram submetidas a
teste farmacoldgico para avaliar sua capacidade de modular a resisténcia bacteriana
a drogas.

Numa primeira etapa as flavonas foram testadas isoladamente e nd&o
apresentaram atividade antibacteriana na concentracdo de 256 pg/mL contra a
linhagem de Staphylococcus aureus AS-1199B.

Quando as substancias (Pc-1 a Pc-6) foram incorporados ao meio de cultura
na concentragdo de 64 pg/mL correspondente a um quarto da CIM (que
seguramente néo interfere na sobrevivéncia bacteriana), foi observada para a
linhagem SA-1199B uma reducdo das CIMs de pelo menos duas vezes (até
dezesseis vezes) da norfloxacina e do brometo de etidio (Tabela 15, abaixo). E
importante mencionar que o uso de uma concentragdo tdo baixa quanto um quarto
da CIM é recomendado para evitar possiveis resultados falso-positivos (STAVRI et
al., 2006). Todos os experimentos foram realizados duas vezes com resultados

consistentes.

Tabela 15- Concentragdes inibitérias minima para os antibiéticos e o brometo de etideo

contra Staphylococcus aureus cepa AS-1199B, na presenca e auséncia das flavonas.

CIM (ug/mL)
Flavonas
Nor s e
Isoladas 128 32 16
Apigenina 128 32 16
Genkawnina 64 (2x) 16 (2x) 16
7,4dimetiapigenina 64 (2x) 16 (2x) 16
Cirsimaritina 32 (4x) 8 (4x) 16
Trimetilapigenina 16 (8x) 8 (4x) 16
Tetrametilescutellerina 8 (16x) 2 (16x) 16

Nor-norfloxacina; EB-brometo de etidio; Pef.-Pefloxacina

()* entre parénteses, os fatores de redugéo da CIM.
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O gene norA presente na linhagem SA-1199B MDR é superexpresso, devido
a maior transcricdo do seu gene ou ao aumento da estabilidade do RNAmM (KAATZ;
SEO, 1997). Segundo Van Bambeke et al. (2006), o0 aumento da atividade de efluxo
confere um alto grau de resisténcia, de 1 até 64 vezes o valor da CIM. A diminuicao
da CIM ao associar os antibiéticos e biocidas como os flavondides, é uma indicacdo
da agéo desses flavonoides como inibidores do sistema de efluxo.

O brometo de etidio € um conhecido substrato para a proteina de efluxo
NorA e efluxo ativo € o Unico mecanismo conhecido de resisténcia a este corante
intercalante de DNA (MARKHAM et al; 1999). Portanto, o uso de brometo de etidio
contra a cepa SA-1199B é de valor para demonstrar que as flavonas metoxiladas
aqui avaliadas modulam a resisténcia ao norfloxacino devido a inibicdo da bomba de
efluxo. Pefloxacina, uma quinolona hidrofébica, € um substrato pobre da bomba de
efluxo Nora, e assim foi utilizado como controle negativo (MARQUEZ et al., 2009).

A atividade de modulacdo pode estar relacionada a lipofilicidade dos
flavondides devido a presenca de grupos metoxilas. A lipofilicidade é uma
caracteristica comum de diversos inibidores da bomba de efluxo resistente a
multiplas drogas. Qualidade esta, apontada por Gibbons (2004), como
provavelmente importante para facilitar sua solubilidade na membrana plasmatica
bacteriana e na ligacdo as proteinas de efluxo.

Uma analise dos logP (calculados com o auxilio do programa ChemDraw
Ultra 10.0, Cambridge Softwares) para os compostos nos tras informagdes a respeito
da lipofilicidade dos mesmo, onde quanto maior o LogP maior a lipofilicidade (Tabela
16, abaixo)

Tabela 16- LogP das flavonas isoladas da fase cloroférmica de P. clematidea.

FLAVONAS LogP
Apigenina 1.9

Genkawnina 2.17
7,4dimetiapigenina 2.43
Cirsimaritina 2,04
Trimetilapigenina 2.69
Tetrametilescutellerina 2,57
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Tal ordem de lipofilicidade explica, em parte, a ordem de atividade no teste de
modulacao de resisténcia bacteriana a droga. Onde as duas substancias mais ativas
(trimetilapigenina e tetrametilescutellerina) sdo também as mais lipofilicas.

Observa-se também a importancia da presenca de uma metoxila na posi¢do
4’ das flavonas, j& que as atividade dos compostos Pc-1 e Pc-3 foram superiores
aquela dos compostos Pc-4 e Pc-6, bem como a atividade do composto Pc-2 em
relacdo aquela do Pc-5. Outro fator importante é a quantidade de metoxilas
presentes, ja que, de modo geral, os compostos Pc-2 e Pc-5 foram mais ativos que
outros compostos, o que fica evidente se observarmos que Pc-5 tem uma
lipofilicidade maior somente que Pc-6 e ndo apresenta metoxila na posicdo 4,
sendo, mesmo assim, mais ativo que Pc-1, Pc-4 e Pc-6. Tais fatores sé&o
importantes, pois, para inibicdo do transportador bacteriano, sdo necessérias
substancias mais lipofilicas e menos hidroxiladas, o que pode conferir certa
seletividade as substancias que se deseja aplicar como antimicrobianos, diminuindo
a possivel ocorréncia de efeitos colaterais devido inibigcdo do transportador presente
em seres humanos.

Esses resultados foram publicados em forma de artigo na revista Molecules
(APENDICE 1).



184
Conclusdes Maia, G. L. A.

CONCLUSOES




185
Conclusbes Maia, G. L. A.

6 CONCLUSOES

O estudo farmacoquimico de Verbesina macrophylla corrobora com os
trabalhos desenvolvidos por Bohlman e colaboradores (1980), pois evidencia a

espécie como bioprodutora de terpendides e derivados do acido cinamico.

Foram isolados de Verbesina macrophylla seis substancias das quais
cinco estdo sendo descritas pela primeira vez na espécie: &cido p-cumarico, 6-
Z-p-cumaroil-4a-hidroxieudesmano, (-)-bornil-p-cis-cumarato, (-)-bornil-p-trans-

cumararato e acido p-hidroxibenzdico.

De Praxelis clematidea foram isoladas sete flavonas, todas inéditas na
espécie: 4',5,7- trihidroxiflavona ; 4’,5-dihidroxi-7 metoxiflavona; 5-hidroxi-4",7
dimetoxiflavona; 4',5,7-trimetoxiflavona; 5,4'-dihidroxi-6,7 dimetoxiflavona e

4' 5, 6,7- tetrametoxiflavona e 5,7,3',4’-tetrahidroxiflavona.

As flavonas isoladas foram avaliadas quanto a sua atividade
farmacol6gica de modulagdo da resisténcia bacteriana a drogas usando a
linhagem de Staphylococcus aureus AS-1199B, capaz de produzir a bomba de
efluxo NorA. Foi observado que as flavonas ndo apresentaram atividade
antibacteriana significativa frente a linhagem de Staphylococcus aureus usada,

mas atuaram como moduladora da resisténcia bacteriana.

Unindo os dados da estrutura quimica das substancias e os resultados
farmacoldgicos obtidos no teste de modulagdo, foi possivel fazer uma
correlacdo entre a atividade moduladora da resisténcia bacteriana a droga e o
grau de lipofilicidade das flavonas conferida pelos grupos metoxilas, visto que o
composto mais metoxilado a 4’5, 6,7- tetrametoxiflavona reduziu a

concentragao inibitéria minima da droga (Norfloxacino) dezesseis vezes.

Estudos farmacolégicos, biotecnoldgicos e biossintéticos subsequentes
devem ser realizados para maior apreciacdo das potencialidades clinicas e

industriais dos flavonodides de Praxelis clematidea.
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Abstract: Chemical studies of Praxelis clematidea R.M. King & Robinson resulted in the
isolation of six flavones: Apigenine, genkwanine, 7,4’-dimethylapigenin, trimethylapigenin,
cirsimaritin and tetramethylscutellarein, which were tested for their toxicity against
Staphylococcus aureus SA-1199B, a strain possessing the NorA efflux pump. Efflux
pumps are integral proteins of the bacterial membrane and are recognized as one of the
main causes of bacterial drug resistance, since they expel antibiotics from the cell. The
inhibition of this transporter is one form of modulating bacterial resistance to antimicrobial
drugs. The flavones tested did not show any significant antibacterial activity against the
Staphylococcus aureus strain used, but were able to modulate bacterial drug resistance.
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This property might be related to the degree of lipophilicity of the flavones conferred by
the methoxyl groups, since 4°,5,6,7 tetramethoxyflavone the most methoxylated compound,
reduced the minimal inhibitory concentration of the drug 16-fold.

Keywords: Praxelis clematidea; Asteraceae; flavonoids; antibacterial activity; bacterial

resistance; efflux pump

1. Introduction

The family Asteraceae is the largest Angiosperm group, consisting of approximately 23,000 species
distributed in 1,535 genera. It has a cosmopolitan distribution, and found on all the continents except
Antarctica. South America is home to about 20% of the existing genera. In Brazil, there are
approximately 180 genera and 3,000 species distributed throughout the country.

Plants from this family have been extensively studied for their chemical composition and biological
activity and some have led to the development of new drugs and insecticides [1-13].

Praxelis clematidea R.M. King & Robinson belongs to the Eupatorieae tribe of the family
Asteraceae, and consists of 2,400 species distributed in 170 genera [14]. The species has the following
synonyms: Eupatorium clematideum Griseb. and Eupatorium urtifolium var. clematideum (Griseb.)
Hieron ex. Kuntze.

It is a perennial weed native to South America and distributed throughout Bolivia, Peru and
Argentina. In Brazil, it is found mainly in the states of Bahia, Alagoas, Pernambuco, Paraiba,
Amazonas and Mato Grosso [15]. In phytochemical studies, Bolhmann and coworkers [16] isolated
N-(acetoxy)-jasmonoylphenylalanine-methyl-ester. Gas chromatographic analysis showed the presence
of sesquiterpenes and monoterpenes in the essential oil extracted from P. clematidae, which also
showed growth inhibitory effect on two plant species, Lactuca sativa and Brassica campestris, and on
fungal colonies of Fusarium oxysporum and Phytopthora capsici [17]. A pharmacological study
conducted with the aerial parts of this species demonstrated significant gastroprotective activity against
gastric ulcers induced in animals with ethanol, stress, and a non-steroidal antiinflammatory [18].

The studies on Praxelis clematidea don’t report the presence of flavonoids, although scientific
studies conducted on the family Asteraceae have identified flavonoids as important chemotaxonomic
markers of this family [19]. Based on this information, we started with the aerial parts of Praxelis
clematidea to isolate compounds belonging to this secondary metabolite class. This class is
increasingly becoming an object of investigation, and many studies have isolated and identified
flavonoids that possess antifungal, antiviral and antibacterial activities. In addition, various studies
have demonstrated synergy between active flavonoids, and between flavonoids and conventional
chemotherapeutic agents [20,21].

The ever increasing bacterial resistance to antibiotics is a serious problem for public health that
affects most current antibacterial agents. Efflux pumps are integral proteins of the bacterial membrane
and are recognized as one of the major sources of bacterial resistance since they extrude antibiotics
from the cell [22,23].
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Modulators of antibiotic drug resistance are compounds that potentiate antibiotic activity against
resistant strains. Some of these agents act as efflux pump inhibitors (EPIs) [24,25]. Plants provide a
rich source of EPIs and several compounds have been identified as potent inhibitors [26-28].

The aim of the present work was to isolate and characterize the structure of flavonoids from
Praxelis clematidea and study their activity as modulators of drug resistance in Staphylococcus aureus
SA-1199B.

Some methoxylated flavonoids that potentiate the activity of antimicrobial drugs have already been
described [29-32]. However, as far as we know, none of the flavonoids presented here has been
previously evaluated. The results add new scientific evidence that flavonoids modulate antibiotic
resistance, probably by efflux pump inhibition.

2. Results and Discussion

The structural identification of the compounds (Figure 1) was carried out based on the analysis of
the spectral data and by comparison with the literature [33,34]. The compounds were: (1) apigenine
(4°,5,7-trihydroxyflavone), (2) genkwanin (4°,5-dihydroxy-7-methoxyflavone), (3) 7,4’-dimethylapigenin
(5-hydroxy-4’,7-dimethoxyflavone), (4) trimethylapigenin (4’,5,7-trimethoxyflavone), (5) cirsimaritin
(4°,5,-dihydroxy-6,7-dimethoxyflavone) and (6) tetramethylscutellarein (4°,5,6,7-tetramethoxyflavone).

Figure 1. Isolated flavonoids from Praxelis clematidea.
R,

1:R;=R;=R4=0H; R, =H
2: R; =0OMe; R, =H; R;=R4s=0OH
3: R; =R;=0Me; R, = H; R; = OH
4:R;=R3;=R;=0Me; R, =H
5: Ry =R, =0Me; R;=Rs=OH
6: R, =R,=R;=R,=OMe

Methoxylated flavones showed no antibacterial activity at 256 pg/mL against the tested strain of
S. aureus. When the compounds were added to the growth medium at 64 pg/mL (1/4 MIC), a
reduction in the MIC of at least two-fold (and up to 16-fold) was observed for norfloxacin and
ethidium bromide (Table 1). All experiments were carried out at least twice with consistent results.

Table 1. Minimum inhibitory concentrations (MICs) of antibiotics and ethidium bromide
against Staphylococcus aureus strain SA-1199B, in the absence and presence of flavones.

Flavones MIC (ug/mL)
Norfloxacin Ethidium bromide Pefloxacin
None 128 32 16
1 128 32 16
2 64 (2x)° 16 (2%) 16
3 64 (2%) 16 (2%) 16
4 16 (8x%) 8 (4%) 16
5 32 (4%) 8 (4%) 16
6 8 (16x) 2 (16x%) 16

? Fold reduction in MIC.
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Methoxylated flavones modulate drug activity by reducing the concentration needed to inhibit the
growth of the drug-resistant (effluxing) bacteria. This activity may be related to flavanoid lipophilicity
due to the presence of methoxyl groups. Lipophilicity is a common feature of several efflux pump
inhibitors and may be a key factor for inhibition in Gram-positive bacteria [28].

Ethidium bromide is a well-known substrate for the NorA efflux protein, and active efflux is
the only known mechanism of resistance to this DNA-intercalating dye [35]. Therefore, the use of
ethidium bromide against the strain SA-1199B was used to demonstrate that the methoxylated flavones
evaluated here modulated norfloxacin resistance by efflux pump inhibition.

Pefloxacin, a hydrophobic quinolone, is a poor substrate of the NorA efflux pump, and it was used
as a negative control [25]. Reductions in MICs of norfloxacin and ethidium bromide when combined
with chlorpromazine or trifluoperazine were also observed (data not shown), and the results were
consistent with those reported by Kaatz et al. [24] and by Falcao-Silva et al. [32]; both phenothiazines
were used as positive (internal) control.

The results can be explained by the increasing lipophilicity in the compounds. An analysis of log P
values for the compounds (calculated with ChemDraw Ultra 10.0, Cambridge Software) revealed the
following order of lipophilicity: 1 (log P 1.9) <5 (log P 2.04) <2 (log P 2.17) <3 (log P 2.43) < 6
(log P 2.57) < 4 (log P 2.69). This order explains, in part, the following order of activity: Nor:
1<2/3<5<4<6and EB:1<2/3<5/4<6.

The importance of the presence of a methoxyl in the 4’ position [29] was also observed, as the
activity of compounds 3 and 4 was higher than that of compounds 1 and 2, as well as the activity of
compound 6 in relation to that of compound 5. Another important factor was the total number of
methoxyls in the flavonoids, in general, compounds 5 and 6 were more active than the other
compounds, which is evident when we observe that compound S has a greater lipophilicity only
compared to compound 1 and does not show a methoxyl in the 4’ position, even though it is more
active than compounds 1, 2 and 3.

3. Experimental
3.1. General

The NMR spectra were obtained with a Mercury-Varian spectrometer at 200 MHz (‘H) and 50 MHz
(**C) and a VARIAN System model operating at 500 MHz (‘H) and 125 MHz (**C). The solvents used
were CDCls, CD;0D and DMSO-dj, whose characteristic peaks in 'H and *C-NMR are used to adjust
the frequency scale. For column chromatography, silica gel 60 (70-230 Mesh) from Merck was utilized
as the stationary phase. PF,ss silica gel from Merck was used for the analytical (ATLC) and
preparative (PTLC) thin-layer chromatography. The studied substances were identified by using
ultraviolet radiation at wavelengths of 254 and 366 nm and by impregnation of plates in glass
containers saturated with iodine vapor.

3.2. Plant Material

The aerial parts of Praxelis clematidea R.M. King & Robinson were collected in Lagoa do Paturi, a
municipality of Santa Rita, in the state of Paraiba (Brazil), in May 2008. The identification of the
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botanical material was performed by Prof. Dr. Maria de Fatima Agra, Botany Sector, Laboratory of
Pharmaceutical Technology/UFPB “Professor Delby Fernandes de Medeiros”. Exsiccates of the plant
are deposited in the Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) Herbarium, Paraiba Federal University, under the
code M. F. Agra et al. 6894 (JPB).

3.3. Extraction and Isolation

The dried and pulverized plant material (aerial parts, 10 kg) was submitted to exhaustive maceration
utilizing ethanol as the extraction solvent (3 x 10 L, every 72 h). The ethanolic solution obtained was
concentrated in a rotary evaporator under reduced pressure, resulting in a crude ethanolic extract (600 g).
This was partitioned with hexane, chloroform and ethyl acetate. The chloroform phase (120.96 g) was
submitted to adsorption column chromatography (CC) using silica gel as the stationary phase and
chloroform and methanol as the mobile phase, both as pure or as binary mixtures of increasing
polarity, resulting in 188 fractions. These samples were analyzed by ATLC, and after examination with
under UV light and iodine vapor, they were classified according to their Rf values into 25 groups. The
sub-fractions 10—18 and 64-70 appeared as yellow solids and were identified as compounds 3 and 5.
The subgroup 23-24 was submitted to PTLC, utilizing chloroform and methanol (97:3) and furnishing
compounds 6, 2 and 4. The subgroup 77-80 was submitted to PTLC, using chloroform and methanol
(95:5) and supplying compound 1.

3.4. Bacterial Strains

The S. aureus strain used, SA-1199B, over expresses the norA gene encoding the NorA efflux protein
which extrudes hydrophilic fluoroquinolones and other drugs such as DN A-intercalating dyes [24,36]. The
strain, kindly provided by Professor Simon Gibbons (University of London), was maintained on blood
agar base slants (Laboratorios Difco Ltda., Brazil), and prior to use, the cells were grown overnight at
37 °C in brain heart infusion broth (BHI-Laboratorios Difco Ltda., Brazil).

3.5. Antibiotics and Chemicals

Norfloxacin, pefloxacin and ethidium bromide were obtained from Sigma Aldrich Co. Ltd. (USA).
The stock solutions of the flavones were prepared in DMSO, and the highest concentration remaining
after dilution in broth (4%) caused no inhibition of bacterial growth.

3.6. Drug Susceptibility Testing and Modulation Assay

The minimum inhibitory concentrations (MICs) of the antibiotics and flavonoids were determined
in BHI by micro-dilution assay, using a suspension of ca. 105 CFU/mL and a drug concentration range
from 256 to 0.5 pg/mL (twofold serial dilutions). MIC is defined as the lowest concentration at which
no growth is observed. A solution of resazurin (0.01% w/v in sterile distilled water) was used to detect
bacterial growth by color change from blue to pink. For the evaluation of flavones as modulators of
drug resistance, the “modulation assay” was used, a method that has been widely applied to identify
potential EPIs [29], i.e., the MICs of antibiotics were determined in the presence of the flavones (in the
BHI) at a sub-inhibitory concentration.
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3.7. Log P Estimation

The structures were drawn utilizing the ChemDraw Ultra® 10.0 program (CambridgeSoft, 1986-2005),
which also estimate their log P values.

4. Conclusions

Six flavones were isolated from Praxelis clematidea and identified through 'H and ?C-NMR data.
Assays were carried out with these compounds against a strain of Staphylococcus aureus SA-1199B,
with NorA efflux pump activity, demonstrating that the highest methoxylated flavones showed the
highest efflux pump inhibition, or modulating of bacterial resistance. Inhibition of the bacterial
transporter is related to the lipophilicity of the compound and might confer selectivity when used
with antimicrobials.
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