UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PRODUTOS NATURAIS
E SINTETICOS BIOATIVOS

ANALUCIA GUEDES SILVEIRA CABRAL

CONSTITUINTES QUiMICOS E ATIVIDADE
FARMACOLOGICA DE Combretum duarteanum
CAMBESS. (COMBRETACEAE)

Joao Pessoa - PB
2013



ANALUCIA GUEDES SILVEIRA CABRAL

CONSTITUINTES QUIMICOS E ATIVIDADE
FARMACOLOGICA DE Combretum duarteanum
CAMBESS. (COMBRETACEAE)

Tese apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos da Universidade Federal da Paraiba,
em cumprimento as exigéncias para a obtencao
do titulo de Doutor em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos. Area de Concentracao:

Farmacoquimica.

ORIENTADOR: Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho

Joao Pessoa - PB
2013



Cl17c Cabral, Anallcia Guedes Silveira.

Constituintes quimicos e atividade
farmacoldgica de Combretum duarteanum cambess.
(Combretaceae) / Anallcia Guedes Silveira Cabral.--
Joao Pessoa, 2013.

178f. il

Orientador: José Maria Barbosa Filho

Tese (Doutorado) - UFPB/CCS

1. Produtos naturais. 2. Farmacoquimica.
3.Combretaceae. 4. Combretum duarteanum. 5.
Constituintes quimicos. 6.Atividade antimicrobiana.
7. Atividade antitumoral.




ANALUCIA GUEDES SILVEIRA CABRAL

CONSTITUINTES QUIMICOS E ATIVIDADE FARMACOLOGICA DE Combretum
duarteanum CAMBESS. (COMBRETACEAE)

APROVADA EM: 29 de Agosto de 2013

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho (Orientador)
P6s-Doutorado em Quimica de Produtos Naturais

Prof2, Dr2. Maria Claudia Marx Young (Membro Externo-IBT)
PhD em Quimica Organica pela Universidade de Sdo Paulo

Prof. Dr. Petrénio Filgueiras de Athayde Filho (Membro Externo-UFPB)

PhD em Quimica pelo Departamento de Quimica Fundamental da UFPE

Prof2, Dr2. Hilzeth de Luna Freire Pess6a (Membro Interno)
PhD em Farmacologia pela Universidade Federal da Paraiba.

Prof. Dr. Emido Leitdo da Cunha (Membro Interno)
PhD em Pharmaceutical Sciences - University of Strathclyde (Glasgow, Escécia)

Profa. Dr2. Sonia Pereira Leite (Membro Suplente-UFPE)
PhD em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos pela Universidade Federal da Paraiba



Dedico esta tese as mulheres mais importantes da minha vida:
minha mae Ana Rita, apesar do pouco tempo que tivemos juntas
sua presenca € constante; a minha tia Zélia (tia e mée) pelo
exemplo de vida, humildade e dedicacdo; e a minha avd Aline
(avé e mée) pela minha formacéo, por sua forca e perseveranca.
Infelizmente vocés ja ndo estdo mais aqui hoje para ver esta
conquista, mas sinto a presenca de cada uma, olhando e orando

por mim junto a Deus!



“Mas os que esperam no senhor, renovardo as suas forcas, subirdo com
asas como dguias, correrdo e ndo se cansardo, caminhardo e ndo se

fatigardo.” (Isaias 40:31)



AGRADECIMENTOS

A Deus, Senhor de infinita bondade, obrigada pelo dom da vida, pela fé e
pela graca de poder alcangar inimeras conquistas; pelo discernimento, pela
presenca, pela forca e constante prote¢cdo em todos os momentos. “Ele € o meu
Deus, o meu refagio, a minha fortaleza, e nEle confiarei.” Sl. 91.

As minhas maiores riquezas neste mundo. A minha méae, Ana Rita, por ter
sido instrumento de Deus para gerar-me, e apesar do pouco tempo de convivéncia,
a felicidade dos anos que nos foram dados preenche a minha vida de boas
lembrancas. A minha tia Zeélia por seu exemplo de moral, dignidade, humildade, pelo
carinho que sempre me teve e por ter sido minha mée e amiga. A minha avé Aline
por ter sido inUmeras vezes meu pai e minha mae, pelo exemplo de pessoa forte,
guerreira e por ndo medir esforcos para me ajudar. A vocés trés, meu maior
obrigada! A saudade imensa de nao té-las mais aqui comigo, por muitas vezes me
entristece porque cada perda foi a sua maneira marcante, mas hoje tenho a certeza
que “minhas maes” estdo olhando e orando por mim. E hoje se alegram pela minha
conquista! “Ndo sei por que vocés se foram, quantas saudades eu senti, e de
tristezas vou viver, e aquele adeus ndo pude dar... Vocés marcaram na minha
vida...”

A minha familia linda e abencoada, minha irmd Amanda (Chinho), minhas
primas, Valéria (mamis), Edna (Dinha), Gabriela (Bi) e Catarina (Caca), vocés sao
anjos de luz que Deus colocou em minha vida. Sdo minhas fortalezas, meus portos
seguros, amo vocés incondicionalmente!

Ao meu namorado Rodrigo Cephas (Digo), vocé veio para alegrar a minha
vida, me trazer paz, amor, felicidade. Agradeco por todo o amor, compreensao,
companheirismo e amizade. Agradeco também a toda sua familia, por ter me
acolhido e me incentivar nesta caminhada. Vocés séo presentes de Deus em minha
vida.

Ao Prof. Dr. José Maria Barbosa Filho, orientador ha 10 anos desde a minha
iniciacdo cientifica. Obrigada pela oportunidade, pelos ensinamentos e por trilhar
este caminho juntamente comigo.

Ao Prof. Dr. Josean Fechine Tavares, coorientador desta tese, por todo

empenho, ensinamentos e exigéncia.



A professora Drd. Marianna Vieira Sobral e aos alunos do Labetox, Jo&o
Pita, Aline, Débora, Heloisa e Thaisa pela parceria nos testes antitumoral. A
professora Dr2. Edeltrudes de Oliveira Lima e ao aluno Felipe, pela parceria nos
testes antimicrobianos. Agradeco pelas contribuicbes farmacoldgicas destas duas
equipes.

A equipe do laboratério de fitoquimica: Fabiana (amiga, prestativa e sempre
calma), Ana Silvia (por todo apoio), Madalena (pela amizade, conversas, risadas...),
Socrates (por aguentar todos 0s meus aperreios e pela disponibilidade em ajudar) e
Jéssica (por ser sempre prestativa e amiga). Aos demais que fazem parte desta
equipe: Jacqueline, Ricardo, Isis, Camila, Elida,Taina, Manso, Sara, Vicente,
Ania, Raquel. Aos alunos de iniciagdo cientifica: Rose, Karlienne, Laine, Denise,
Katerine, obrigada pela contribuicdo mesmo que indiretamente.

Ao aluno Yuri Mangueira, por me acompanhar, por seu empenho e parceria
neste trabalho, saiba que sua contribuicédo foi essencial para a conclusédo desta tese.

A minha turma de doutorado, Marianne, Denise, Fabiana e Antonileni, pela
caminhada ao longo desses quatro anos, por tantas dificuldades compartilhadas e
por saber que podemos contar uns com 0S outros.

Aos que ndo estdo mais no programa, mas que se fizeram presentes:
Gabriela Lemos (pela amizade, carinho, ensinamentos, por estar sempre presente
mesmo distante, sei que nossa amizade sera eterna), Vivianne Marcelino (por toda
ajuda e pela amizade), Sandro Leal (por toda contribuicdo desde o mestrado).

Aos amigos de toda uma vida, “o quarteto fantastico”. Dayse (por todos os
momentos, por todas as vezes que me ouviu chorar ou pelas vezes que
gargalhamos juntas, pela sincera amizade); Thaisa (pelas nossas conversas, por
seu apoio e por saber que posso sempre contar com vocé, e a reciproca é
verdadeira!); Fabio, ou melhor, Frustrecoooo (obrigada por ser esta pessoa sincera,
amiga em todos 0s momentos, esse cara inteligente e simples que s6 vocé sabe
ser); Heloisa Mara (minha afilhada querida, que chegou pra conquistar meu
coracdo, sempre amavel e prestativa, ndo sSomos apenas amigas, SOmMOoS
confidentes, somos madrinha-afilhada!). Vocés formam também esta tese, porque o
apoio e a amizade de vocés me fez e fara que eu possa vencer qualquer obstaculo.
“Ha amigos mais chegados que um irm&o” Prov.18.24

Aos professores desta Pos-Graduacao pela disponibilidade, ensinamentos

partilhados e contribui¢cdo profissional.



A todos os técnicos de laboratorio, em especial: Raimundo Nonato (sem ele
nada seria possivel no laboratério, pode ter certeza que sua presteza, habilidade e
disposicdo para ajudar sdo imprescindiveis), Vicente Carlos (pela amizade e
disponibilidade), Wellington e Alessandro pela ajuda na execugdo dos
experimentos.

As secretarias do curso de Pos-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos
Bioativos: Téania e Carol; a todos os segurancas, funcionarios da limpeza e da
manutencgao por estarem sempre presentes e dispostos a ajudar.

A coordenacdo do Programa de Pés-Graduagcdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos por toda disponibilidade e atencdo e por estar sempre lutando
para a melhoria deste programa.

Ha ainda muito que agradecer... Agradeco a todos aqueles que, embora nao
nomeados, me brindaram com seus inestimaveis apoios em diversos momentos, 0
meu reconhecido e meu muito obrigada!

Ao CNPq, CAPES, LTF, CBioTec e UFPB pelo apoio financeiro e estrutural

para o desenvolvimento desta tese.



RESUMO

CABRAL, Analicia Guedes Silveira. CONSTITUINTES QUIMICOS E ATIVIDADE
FARMACOLOGICA DE Combretum duarteanum CAMBESS. (COMBRETACEAE)
178 p. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de

Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2013.

A familia Combretaceae compreende 18 géneros com mais de 600 espécies, sendo
0s dois maiores géneros Combretum e Terminalia, com aproximadamente de 250
espécies cada. Visando contribuir para o estudo quimiotaxonémico da familia
Combretaceae e do género Combretum, as folhas de Combretum duarteanum foram
submetidas ao estudo fitoquimico e farmacolégico. O Oleo essencial (2,0 mL) foi
obtido das folhas frescas da espécie através da hidrodestilacdo, sendo
posteriormente analisada por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massass. Os extratos e fases obtidos foram submetidos a métodos cromatograficos
usuais, para a purificacdo e isolamentos dos constituintes quimicos. Para a
identificacdo das substancias isoladas, utilizaram-se métodos espectroscopicos, tais
como Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 2C uni e
bidimensionais e espectométricos, como espectometria de massas, além de
comparacao com dados da literatura. O estudo quimico das folhas de C. duarteanum
resultou na identificacdo de doze substancias: cicloartan-24-ene-1a,3B-diol (Cd-1),
isolada pela primeira vez na familia em estudo; acido 2a,3B-urs-12-en-28-6ico (Cd-
2); 4a-carboxi-3B-hidroxi-24-cicloarteno (Cd-3), isolada pela primeira vez no género
Combretum; 2a, 383, 28-trihidroxiurs-12-eno (Cd-4); acido 2a,38,23a-trihidroxiurs-12-
ene-28-0ico e acido 2a,3[,23a-trihidroxiolean-12-ene- 28-6ico (Cd-5); estigmasterol
(Cd-6); estigmasterol e espinasterol (Cd-7); galato de metila (Cd-8); 3',5,7-triidroxi-
3,4’-dimetoxiflavona (Cd-9), 5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona-3-O-galactopiranosideo (Cd-
10), catequina (Cd-11) e Canferol-3-O-B-D-glicopiranosideo (Cd-12). A composi¢ao
guimica do 6leo essencial apresentou vinte e oito componentes, dentre os quais,
espatulenol (15,1%) e B-cariofileno (14,1%), foram os compostos majoritarios. As
fases hexanica, cloroférmica, acetato de etila, o extrato metandlico, bem como as
substancias Cd-2, Cd-5, e Cd-10 foram testadas frente cepas de bactérias Gram
positivas e Gram negativas, cepas de fungos do género Candida. Todas as fases,

extrato e substancias testadas ndo mostraram qualquer atividade antibacteriana e



antifangica consideravel. As substancias Cd-2, Cd-5, Cd-9 e Cd-10 foram testadas in
vitro no ensaio de citotoxicidade em células de carcinoma ascitico de Ehrlich para
avaliar a atividade antitumoral. As substancias Cd-2 (Clso = 17,82 pg/mL) e Cd-5 Cd-

2 (Clso = 31,23 pg/mL) mostraram uma potente atividade citotdxica.

Palavras-chave: Combretaceae, Combretum duarteanum, constituintes quimicos,

atividade antimicrobiana e atividade antitumoral.



ABSTRACT

CABRAL, Analucia Guedes Silveira. CHEMICAL CONSTITUENTS AND
PHARMACOLOGICAL ACTIVITY OF Combretum duarteanum CAMBESS.
(COMBRETACEAE) 178 p. Thesis (Doctor in Natural Products and Synthetic
Bioactives) - Health Sciences Center, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa,
2013.

The family Combretaceae comprises of genera with over 600 species, in which
Combretum and Terminalia are the two largest genera, with about 250 species each.
Aiming to contribute to the chemotaxonomic study of the family Combretaceae and
the genus Combretum, the leaves of Combretum duarteanum were subjected to
phytochemical and pharmacological study. The essential oil (2.0 mL) was obtained
from fresh leaves by steam distillation of the species, and subsequently analyzed by
Gas Chromatography coupled to Massass Spectrometry. The extracts and phases
obtained were subjected to usual chromatographic methods for the isolation and
purification of the chemical constituents. For the identification of the isolated
substances, spectroscopic methods such as infrared, uni-dimensional and bi-
dimensional spectroscopic *H NMR and **C NMR for mass spectrometry were used
in addition to the comparison with published data. Chemical studies of the C.
duarteanum leaves resulted in the identification of twelve substances: cycloartane-
24-ene-1a, 3p-diol (Cd-1), isolated for the first time in the investigated family; 2a, 3p-
urs-12-en-28-oic acid (Cd-2); 4a-carboxy-3B-hydroxy-24-cycloartenol (Cd-3), isolated
for the first time in the genus Combretum; 2a, 33, 28-trihidroxiurs-12-ene (Cd-4); 2a,
3B acid, 23a-trihidroxiurs-12-ene-28-oic acid and 2a, 3B, 23a-trihydroxyolean-12-ene-
28-oic acid (Cd-5); stigmasterol (Cd-6); stigmasterol and spinasterol (Cd-7); methyl
gallate (Cd-8); 3'5,7-trihydroxy-3, 4'- dimethoxyflavone (Cd-9); 5,7,3'.4'-
tetrahydroxyflavone-3-O-galactopyranoside  (Cd-10), catechin (Cd-11) and
kaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside (Cd-12). The chemical composition of the
essential oil showed twenty-eight components, among which spathulenol (15.1%)
and B-caryophyllene (14.1%) were the major compounds. Hexane, chloroform, ethyl
acetate, methanol extract phases, as well as the Cd-2, Cd-5, and CD-10 substances
were tested against bacterial strains of Gram positive and Gram negative, strains of

the Candida genera. All phases, extracts and substances tested did not show any



significant antibacterial and antifungal activity. Substances Cd-2, Cd-5, Cd-9 and Cd-
10 were tested in vitro during the cytotoxicity assay on Ehrlich ascites carcinoma
cells, in order to evaluate antitumor activity. The substances Cd-2 (ICsp = 17.82
pMg/mL) and Cd-5 Cd-2 (ICso = 31.23 pg/mL) showed potent cytotoxic activity.

Keywords: Combretaceae, Combretum duarteanum, chemical constituents,
antimicrobial activity and antitumor activity.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo das plantas medicinais esta em continua expansao em nivel
mundial. A biodiversidade do Brasil é considerada uma fonte de substancias
biologicamente ativas e sua preservacdo € fundamental tanto pelo valor
intrinseco dessa imensa riqueza biolégica como pelo seu enorme potencial
como fonte de novos farmacos. Diante desta realidade, varias pesquisas de
bioprospecgédo dos nossos biomas vém sendo incrementadas objetivando a
busca racional de bioprodutos de valor agregado (BARREIRO; BOLZANI,
2009). A crescente busca por agentes terapéuticos derivados de espécies
vegetais justifica-se também pelo surgimento de doencas ainda sem tratamento
apropriado, e pelo crescimento do conhecimento cientifico a respeito dos
fitoterapicos, como alternativas terapéuticas (GUERRA; NODARI, 2003).

Embora existam, nos dias atuais, diversas estratégias e metodologias
disponiveis para que se possa sintetizar e descobrir novos farmacos, a quimica
de produtos naturais representa uma destas alternativas de sucesso,
historicamente privilegiada. Muitos metabdlitos secundarios ou especiais se
notabilizaram como matérias-primas valiosas para a producdo de inumeros
medicamentos contemporaneos, comprovando que a parceria entre quimicos
medicinais e quimicos de produtos naturais € uma estratégica para a
descoberta de farmacos inovadores (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

O Brasil é o pais que possui a maior floresta tropical, e também a maior
diversidade vegetal do mundo, contando com mais de 55.000 espécies
catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000. Com sua enorme
biodiversidade apresenta-se com grande potencial para a descoberta de
principios ativos (GUERRA; NODARI, 2003). As plantas medicinais da flora
nativa sdo consumidas com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas
propriedades farmacologicas, propagadas por usuarios ou comerciantes.
Muitas vezes essas plantas sao, inclusive, empregadas para fins medicinais
diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas. Comparada com a dos
medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas
medicinais e fitoterapicos pode parecer trivial, mas nédo é verdade. Os efeitos
adversos dos fitomedicamentos, possiveis adulteracdes e toxidez, bem como a

acdo sinérgica (interacdo com outras drogas) ocorrem comumente. As
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pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro de plantas medicinais e
fitoterdpicos no Brasil ainda s&o incipientes, assim como o controle da
comercializacdo pelos 6rgdos oficiais em feiras livres, mercados publicos ou
lojas de produtos naturais (PINTO; VEIGA Jr., 2005).

Neste contexto, os estudos fitoquimicos realizados com plantas
medicinais compreendem etapas de isolamento, elucidacdo estrutural e
identificacdo dos constituintes mais importantes do vegetal, principalmente de
substancias originarias do metabolismo secundario, responsaveis, ou nao, pela
acdo bioldgica (TOLEDO et al., 2003). Entretanto, a analise de substancias
ativas é muito mais complexa e longa, ja que geralmente 0os compostos
presentes em menor propor¢do na planta sdo os que apresentam melhores
efeitos biologicos. Por isto, existe a necessidade de um trabalho em
colaboracdo mais ampla entre quimicos e farmacélogos para a analise de
extratos, onde se obtém extratos semi-puros, fragbes e finalmente, os
compostos puros (YUNES; CHECHINEL-FILHO, 1997).

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos € complexo,
longo e de alto custo, tendo suas raizes profundamente ligadas as inovacdes
cientificas e tecnologicas. Os avangos expressivos da quimica e biologia e a
melhor compreenséo de vias bioquimicas, alvos moleculares e de mecanismos
associados, tornaram possivel a descoberta de inovacbes terapéuticas
notaveis, proporcionando melhorias significativas na qualidade de vida das
diversas populacdes no mundo. Os avancos cientificos e tecnolégicos nas
interfaces entre a quimica e biologia tém proporcionado oportunidades e
desafios notaveis na area de P&D (Pesquisa e Desenvolvimento) de farmacos,
com amplo destaque para dois componentes fundamentais: inovacdo e
integracdo, que traduzem muito bem o papel central da quimica medicinal
moderna (GUIDO et al., 2010).

Diante destas premissas, evidenciou-se a importancia do estudo das
plantas medicinais para a descoberta de moléculas bioativas, obtendo-se,
portanto, protétipos para a sintese de novas substancias, ou adaptando as
estruturas quimicas ja existentes, tornando-as mais potentes ou ativas. Deste
modo, percebendo o potencial farmacoldégico e a importancia do género
Combretum, bem como, a ocorréncia de algumas espécies na Paraiba, optou-

se pela investigacdo de Combretum duarteanum Cambess. Além disso,
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estudos farmacoldgicos recentes realizados com esta espécie, relataram a
presenca de atividades farmacoldgicas, como, antiinflamatdérias, antioxidantes e
antitlceras, fato que instigou nosso grupo de pesquisas a procura dos seus
metabdlitos secundarios e de outras atividades farmacologicas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Consideragfes sobre a familia Combretaceae

A familia Combretaceae compreende 18 géneros com mais de 600
espécies, sendo os dois maiores géneros Combretum e Terminalia, com
aproximadamente de 250 espécies cada. As espécies do género Combretum
sdo mais amplamente utilizadas para fins medicinais que espécies do género
Terminalia. (MCGAW et al., 2001; KATERERE et al., 2003).

Esta familia possui distribuicdo tropical, ocorrendo em ambientes
quentes de todos os continentes, com centros de diversidade na Africa e Asia.
Espécies da familia constituem importantes elementos de mangues, florestas
umidas e de regides semi-aridas (STACE, 2004).

Combretaceae apresenta-se botanicamente como: ervas, arbustos
escandentes e arvores, helidfilas, xerofilas a haldfitas, inermes, raro
espinhosas; plantas hermafroditas, andromonoicas ou raramente didicas.
Folhas opostas, alternas, espiraladas ou verticiladas, simples, pecioladas, sem
estipulas; Inflorescéncias axilares ou terminais, espigas, paniculas de espigas,
capitulos, ou raramente racemos subcapitados, com o mesmo padrdao de
tricomas das folhas. Flores 4-5-meras, actinomorfas ou raramente zigomorfas,
epiginas ou raramente semi-epiginas, monoclamideas ou diclamideas. Ovario
infero, unilocular; Fruto geralmente indeiscente, seco ou suculento (LOIOLA et
al., 2007).

Espécies de Combretaceae ndo se destacam pelo valor econdémico;
poucas sdo cultivadas como ornamentais, Quisqualis indica L. e Terminalia
catappa, por exemplo. Algumas séo referidas pelo seu emprego na medicina
popular (BRAGA, 1960; AGRA, 1996; FYHRQUIST et al., 2002) ou potencial
farmacologico (FERREA et al., 1993; BABA-MOSSA et al., 1999). As sementes
dos frutos de Terminalia cattapa (castanhola ou améndoa-indiana) sé&o
oleaginosas e empregadas como alimento na india (STACE, 2004). O estudo
mais completo para Combretaceae no Brasil foi realizado por Eichler (1867),
gue reconheceu nove géneros e 65 espécies. A partir de entdo, poucos
trabalhos foram publicados, alguns em 3 floras (MARQUETE et al., 2003;
MARQUETE; VALENTE, 2006), porém a maioria envolvendo descrigcbes de
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novos taxa (ENGLER; DIELS, 1899; FAWCETT; RENDLE, 1925) e novas
combinagdes (EXELL, 1931; 1953; EXELL; STACE, 1966). Entretanto, de
acordo com Marquete & Valente (2006), atualmente estima-se a ocorréncia de
78 espécies subordinadas a seis géneros no pais.

No Nordeste do Brasil, representantes de Combretaceae foram citados
em trabalhos pontuais, como floras e listas regionais, dentre os quais se
destacam o estudo de Zappi (1995), para a Bahia, com o registro de duas
espécies de Terminalia; Loiola & Sales (1996) e Loiola (1998), referiram nove e
trés espécies, respectivamente, para Pernambuco; Giulietti et al. (2002),
indicaram trés espécies como endémicas para a caatinga; mais recentemente,
Silva e Valente (2005) relacionam uma lista de 12 espécies para a regiao.

Para a Paraiba, as informacdes existentes para a familia sdo pontuais,
com apenas duas espécies referidas em levantamentos floristicos e trabalhos
etnobotanicos. Andrade-Lima & Rocha (1971) e Barbosa et al. (2004) referiram
a ocorréncia de Buchenavia capitata para a Mata do Buraquinho, no litoral, e
para a Mata de Pau-ferro, em Brejo de Altitude, respectivamente; Agra et al.
(2004) registraram a presenca de Combretum leprosum no Pico do Jabre, uma
area de mata serrana. Além disso, Agra (1996) e Agra et al. (2007) referiram os
usos etnomedicinais desta espécie para a microrregido do Cariri Paraibano.

As caracteristicas quimicas da familia Combretaceae mostraram a
presenca de taninos, flavonoides, triterpenos, derivados dos acidos elagico e
galico, fenantrenos e dihidrofenantrenos (WATT; BREYER-BRANDWIJK,
1962).

As plantas do género Terminalia sdo amplamente distribuidas nas areas
tropicais do mundo e conhecidas como uma fonte rica de metabdlitos
secundarios, tais como triterpenoides pentaciclicos e seus derivados
glicosilados, flavonoides, taninos e outros compostos aromaticos (KATERERE
et al., 2003; GARCEZ et al.,, 2003). As espécies do género Terminalia
apresentam diversas atividades farmacoldgicas reveladas pelos extratos ou
substancias isoladas, tais como antifingica, antimicrobiana, antioxidante,
antidiabética, anti-HIV-1, antimalarica e outras (VALSARAJ et al., 1997,
CARPANO et al.; KHAN et al., 2002; MAU et al.; RAO et al.; 2003).
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2.2ConsideracOes sobre o género Combretum

O género Combretum (Combretaceae), compreende 250 espécies, de
distribuicdo cosmopolita (Figura 1, pag. 32), que sao principalmente nativas das
regides tropicais e subtropicais (POTT; POTT, 1994).

O género Combretum apresenta-se, botanicamente, como lianas,
arbustos escandentes; folhas opostas sem glandulas de sal no peciolo; flores
com ou sem pétalas e frutos betulidios (LOIOLA et al., 2007).

Figura 1. Mapa de distribuicdo do género Combretum no mundo (em verde).
(In:MissouriBotanicalGarden:http://www.tropicos.org/Name/400127767?tab=map

s&usenonflash=1)

2.2.1 Aspectos quimicos, biolégicos e farmacolégicos do género

Combretum

Uma série de triterpendides tipo cicloartano, damarano e oleanano,
flavondides, dibenzil aromaticos, estilbenos, fenantrenos, lignanas e
aminoacidos néo protéicos (Quadros 1 e 2, pag. 34-38) foram relatados a partir
de espécies do género Combretum (DICTIONARY OF NATURAL PRODUCTS,
2001).



CONSTITUINTES QUIMICOS E ATIVIDADE FARMACOLOGICA DE Combretum duarteanum CAMBESS. 29
(COMBRETACEAE)

Espécies de Combretum (Combretaceae) sdo utilizadas na medicina
popular para o tratamento da hepatite, malaria, infeccdes respiratdrias, e até
mesmo cancer em diferentes partes da Asia e Africa (PETTIT et al., 1995).

As folhas de espécies Combretum sdo amplamente usadas para tratar
distdrbios abdominais (por exemplo, dor abdominal, diarréia) dor nas costas,
tosse peitoral, constipacdes, conjuntivite, dismenorréia, dor de ouvido, febre,
cefaléia, ancilostomiase, infertilidade em mulheres, lepra, pneumonia, picada
de escorpido e cobra, inchaco causado por caxumba, sifilis, dor de dente e
fraqueza geral (OLIVER-BEVER, 1986; HUTCHING et al., 1996).

Outros estudos demonstraram que alguns dos extratos ou principios
ativos obtidos a partir de espécies de Combretum tém um amplo espectro de
atividades biologicas, incluindo antibacteriana (ALl et al.; FYRQUIST et al.,
2002; MARTINI et al., 2004; AHMAD; AQUI; OWAIS, 2006), antifungica
(AHMAD; AQUI; OWAIS, 2006), antiprotozoaria (ASRES et al., 2001; ANCOLIO
et al., 2002; YOUNG; CHAPLIN, 2004;), anticancerigenos (GRIGGS et al.,
2001; NABHA et al., 2000; NAM, 2003; YOUNG; CHAPLIN, 2004), citotéxica
(ALI et al., 2002), analgésicos (LIRA et al., 2002), antiinflamatorios (ALI et al.,
2002; OLAJIDE et al., 2003; YOUNG; CHAPLIN, 2004; AHMAD; AQUI; OWAIS,
2006), hepatoprotetores (ADNYANA et al.,, 2001) e atividades antivirais
(YOUNG; CHAPLIN, 2004; BENSSONG et al., 2005).

Em recente revisdo sobre o género Combretum, relatou-se ainda, outras
atividades para este género, como, inibicdo da acetilcolinesterase, atividade
antileishmania, hipoglicemiante, antioxidante, imunoestimulante, citotdxica e
gastroprotetora, demonstrando a grande contribuicdo das espécies deste

género como alternativa terapéutica em inimeras doencas (LIMA et al., 2012).
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Quadro 1. Alguns constituintes quimicos isolados de espécies do género

Combretum.
ESPECIES SUBSTANCIAS REFERENCIAS
METILXANTINAS
C jaquinii Cafeina (1) WILLAMAN; SCHUBERT,
1961; FREISE, 1935
C. loeflingii WILLAMAN; SCHUBERT, 1961
FREISE, 1935
C. toeffelingii
FLAVONOIDES
C. micranthum Vitexina (2) BASENE et al., 1985; DAFFE,
1980
C. quadrangulare ADNYANA et al., 2000b

C.
C.

. quadrangulare

. caffrum
. erythrophyllum

. kraussii

. caffrum
. erythrophyllum

. kraussii

. caffrum
. erythrophyllum

. kraussii

imberbe

quadrangulare

Continua...

Combretol (3)

BENZENOIDES
Combrestatina (4)

Combrestatina B-1 (5)

ESTILBENOS
Combrestatina A-1 (6)

TERPENOS
Acido Betulinico (7)

CASTLEDEN et al., 1985;
SOMANABANDHU et al., 1980

PETTIT et al., 1988
SCHWIKKARD et al., 2000
PELIZZONI et al., 1994
BROOKES et al., 1999
PETTIT et al., 1987a
SCHWIKKARD et al., 2000
PELIZZONI et al., 1993

PETTIT etal., 1987a
SCHWIKKARD et al., 2000
PELIZZONI et al., 1993

ROGERS; SUBRAMONY, 1988
BANSKOTA et al., 2000
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O o o0 o0

O O oo

...Continuagéo

. elaeagnoides

. molle

. quadrangulare
. erythrophyllum
. quadrangulare

. caffrum
. kraussii
. Species

. yunnanensis

. quadrangulare

. glutinosum

. kraussii
. quadrangulare

. quadrangulare

Acido Jéssico (8)

Cicloartano (9)

ACIDOS FENOLICOS

Acido Elagico (10)

LIGNANAS

Isolariciresinol (11)
TANINOS

Punicalagina (12)
ESTEROIDES

[-sitosterol (13)

Daucosterol (14)

OSBORNE; PEGEL, 1984
PANZINI et al., 1993
BANSKOTA et al., 2000
ROGERS, 1998
GANZERA et al., 1998

PETTIT et al., 1987b
BROOKES et al., 1999
MILITO et al., 1993
ASAMI et al., 2003

ADNYANA et al., 2000a

JOSSANG et al., 1994

BROOKES et al., 1999
BANSKOTA et al., 2000
ADNYANA et al., 2000a
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Quadro 2. Estruturas de alguns constituintes quimicos isolados de espécies do

género Combretum (citados no Quadro 1, pag. 35).

CH

3
|
N N ¢O
a8
HC/N [ CH
3 0

Cafeina (1)

Combretol (3)

OCH;

HiCO OCH,

H,CO

HO
OH

Combrestatina B-1 (5)

Vitexina (2)

OMe

MeO OMe
MeO I O
HO OH

Combrestatina (4)

OMe

MeO OMe
MeO O
HO ‘ Z
OH

Combrestatina A-1 (6)
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Continuacao do Quadro 2.

o N Acido Jéssico (8)
Acido Betulinico (7)

Metil Quadrangularato A
(9)
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Continuacao do Quadro 2.

o
Mo  oH
\
HO 00—
0

Acido Elagico (10)

Isolariciresinol (11)

OH
Eog
0=C¢  c=o
OH
OH
HO oh
OH

Punicalagina (12)
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Continuacao do Quadro 2.

pB-sitosterol (13) Daucosterol (14)
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2.3Consideracbes sobre as espécies de Combretum encontradas na

Paraiba

Na Paraiba foram registradas sete espécies para este género, sendo
elas: Combretum duarteanum Cambess., Combretum fruticosum (Loefl.)
Stuntz, Combretum glaucocarpum Mart., Combretum hilarianum D. Dietr.,
Combretum laxum Jacq., Combretum leprosum Mart.e Combretum pisonioides
Taub. A maioria das espécies possui distribuicdo restrita, algumas ocorrem em
manguezais, outras em ambientes de caatinga ou em area de floresta Atlantica
(LOIOLA et al., 2007).

2.3.1 Combretum duarteanum Cambess.

Combretum duarteanum, conhecida popularmente como mufumbo, €&
caracterizado botanicamente como: arbustos eretos a escandentes, até 1,5 m
de altura; toda planta lepidota, tricomas escamosos, hialinos ou ferrugineos,
revestindo caules, ramos, folhas, botdes e frutos; caule e ramos estriados,
cinéreos. Folhas opostas, curto-pecioladas (Figura 2, pag. 41). Flores 8-9 mm
comprimento, esverdeadas; bractéola 1, 1-2 mm comprimento, espatulada,
com apice acuminado (LOIOLA et al., 2007).

Espécie exclusiva da América do Sul, com registro na Bolivia, Paraguai
e Brasil (EXELL, 1953). Segundo Loiola & Sales (1996), ocorre no Brasil nas
regidbes Norte (Pard), Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba,
Pernambuco e Piaui), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias e Mato Grosso) e
Sudeste (Minas Gerais e Sado Paulo). A presenca desta espécie associada a
ambientes de caatinga foi reportada para os estados da Bahia, Paraiba e
Pernambuco (LOIOLA; SALES, 1996). Sua ocorréncia na Paraiba esta restrita
a caatinga, encontrada geralmente em afloramentos rochosos (LOIOLA et al.,
2007).

Nascimento et al. (1990) investigaram a atividade antimicrobiana e a
citotoxicidade de extratos de 30 espécies de plantas, relatando que apenas
Combretum duarteanum demonstrou atividade antimicrobiana. Albuquerque et
al. (2007) relataram que as folhas e flores de Combretum duarteanum

Cambess possuem atividade expectorante. Diante deste estudo, decidiu-se
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investigar se as fases e/ou substancias isoladas da espécie possuiam a
atividade antimicrobiana.

Algumas atividades bastante estudadas em outras espécies deste
género e com bons resultados farmacolégicos, como antiinflamatéria,
gastroprotetora e antitumoral, incentivou os estudo com Combretum
duarteanum Cambess.

Estudos em parceria com a equipe de Prof. Lucindo José Quintaes
Junior (UFS) sugerem que o extrato etandlico de C. duarteanum (EB)
apresenta uma acéo antioxidante que previne lipoperoxidacéo, provavelmente
devido a atividade sequestradora do radical hidroxila, e uma atividade
antinociceptiva em camundongos. O efeito antinociceptivo ocorre
provavelmente através de mecanismos inibitérios centrais (sistema opioide) e
nao € devido a alteracbes na coordenacdo motora. A provavel atividade
antiinflamatéria do extrato pode desempenhar um papel em acdes que
interferem com a sintese de prostaglandinas e também pode envolver
mecanismos mediados pelo sistema redox (GOUVEIA et al., 2011).

Outro estudo, em parceria com a Profd. Lebnia Maria Batista (UFPB),
relatou que o extrato etandlico bruto e a fase hexanica de C. duarteanum
possuem atividade gastroprotetora, sugerindo o0 potencial para o
desenvolvimento e utilizacdo como uma droga anti-Ulcera gastrica (LIMA et al.,

2013) . Outros estudos mais avancados ainda estdo em fase de concluséo.

Perante estes resultados, surgiu um grande interesse para uma
investigacdo dos constituintes quimicos, tendo em vista, ainda ndo haver relato
sobre estudo quimico. Bem como, avaliar outras atividades biologicas para esta

espécie, ja descritas no género Combretum.
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Figura 2. Partes aéreas e caule de Combretum duarteanum Cambess. (Foto: J.
F. TAVARES, 2008)
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Buscar compostos biologicamente ativos da familia Combretaceae, utilizando
como objeto de estudo as folhas de Combretum duarteanum Cambess., visando
contribuir para o estudo quimico, biolégico e quimiotaxondmico de plantas da
Paraiba.

3.2 Objetivos Especificos

v’ Extrair, purificar e isolar metabdlitos secundarios das folhas de Combretum

duarteanum Cambess., utilizando diferentes métodos cromatograficos.

v' Identificar biometabdlitos de C. duarteanum através de técnicas de IV, EM e

RMN (uni e bidimensionais);
v/ Caracterizar os constituintes volateis da espécie em estudo;

v Avaliar a atividade antimicrobiana das fases e das substancias isoladas de

Combretum duarteanum;

v Avaliar atividade antitumoral in vitro de substancias isoladas de Combretum

duarteanum;

v' Disponibilizar extratos brutos, fases, fracdes e/ou substancias isoladas da
espécie em estudo para realizacdo de atividades anti-inflamatéria,

antioxidante, antitlcera, dentre outras.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Métodos de analise

4.1.1 Métodos cromatograficos

Na cromatografia em coluna (CC) foi utilizada silica gel 60, ART 7734 da
MERCK, de particulas com dimensdes entre 0,063-0,200 mm e Sephadex LH-20 da
AMERSHAM BIOSCIENCES, tendo como suporte colunas de vidro cilindricas cujas
dimensdes variaram de acordo com a quantidade de amostra a ser cromatografada.
Para Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foi preparada com silica
gel 60 PF2s4 artigo 7749, Merck, suspensa em agua destilada (1:2), espalhada sobre
placas de vidro por meio de um cursor “Quickfit” que conferia a camada espessura
de 0,25 mm. As cromatoplacas obtidas foram secas e, em seguida, ativadas em
estufa a 110 °C durante duas horas.

As revelacbes das substancias nas CCDA foram executadas pela exposi¢cao
das placas a lampada de irradiacdo ultravioleta com dois comprimentos de onda
(254 e 366 nm) por meio de aparelho MINERALIGHT, modelo UVGL-58 e/ou pela
pulverizacdo com o0 reagente vanilina cloridrica. Também foi utilizado como
revelador camara saturada com vapores de
‘iodo. O grau de pureza das substancias foi evidenciado por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA), determinando-se a pureza quando observada
uma unica mancha apos revelacdo, em pelo menos trés tipos de sistemas de eluicdo
diferentes, como também pela variacdo do ponto de fusdo das substancias.

Os solventes empregados foram das marcas MERCK, TEDIA BRASIL e

solventes comerciais destilados no LTF/UFPB.

4.1.2 Métodos espectroscopicos e espectrométricos

Os espectros de absorcédo na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro: BOMEM, modelo MB 100, na faixa de 4000 a 400 cm%, utilizando-se
pastilhas de KBr.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e 3C uni e

bidimensionais foram obtidos em espectrometro da marca MERCURY-VARIAN do
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Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA/UFPB) operando a 200
MHz (*H) e 50 MHz (}3C) e VARIAN- NMR-SYSTEM (LMCA/UFPB) operando a 500
MHz (*H) e 125 MHz (*3C). Utilizou-se também, o espectrofotdmetro Bruker® DPX-
300, operando a 300 e 75 MHz, respectivamente (Central Analitica — IQ/USP) e em
espectrofotometro Bruker® DRX-500, operando a 500 e 125 MHz, respectivamente
(Central Analitica — 1Q/USP). As amostras para andlise foram preparadas
dissolvendo-se em solvente deuterado da Cambridge Isotope Laboratories (CDCls,
CD30D, DMSO e CsDsN). Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em
partes por milhdo (ppm) e foram referenciados para RMN de 'H pelos picos
caracteristicos dos hidrogénios pertencentes as fracdes ndo deuteradas destes
solventes: cloroférmio (&n 7,24), metanol (én 3,30), DMSO (61 2,50) e piridina (6n
7,55 ppm) . Para os espectros de RMN de 3C, estes mesmos parametros foram
utilizados: cloroférmio (6¢ 77,0), metanol (6¢c 49,00 ppm), DMSO (8¢ 39,50) e piridina

(6c 135,90 ppm). As multiplicidades no espectro de RMN lH foram indicadas
segundo as convencdes: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo
dupleto), dl (dupleto largo), t (tripleto), g (quadrupleto), m (multipleto).

Os espectros de massas das substancias foram obtidos em modo de ions
negativos pela técnica de lonizacdo por Eletrospray (-) utilizando um espectrometro
de massas de alta resolucdo (Bruker, Microtof II) do Laboratorio Multiusuario de
Caracterizacao e Analise LMCA/UFPB.

A rotacdo especifica das substancias (quando necessario) foi realizada no
polarimetro do modelo Polarimeter, série P-2000, marca JASCO do Laboratério

Multiusuario de Caracterizacao e Analise LMCA/UFPB.

4.2 Estudo Fitoquimico

4.2.1 Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas de Combretum duarteanum foram coletados no municipio de Serra
Branca-PB, em junho de 2008, identificada pela botanica Prof? Dra. Maria de Fatima
Agra do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da

Paraiba (LTF/UFPB). A exsicata desta espécie encontra-se catalogada, sob o cédigo
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Agra et al., 6767, no Herbério Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) do Centro de Ciéncias

Exatas e da Natureza — UFPB.

4.2.2 Obtencado e Analise do 0Oleo essencial das folhas frescas de Combretum

duarteanum Cambess.

O oOleo foi obtido a partir de 1000 g de folhas frescas de Combretum
duarteanum, cortadas em pedacos, por hidrodestilagdo, durante 4 horas, utilizando
um aparelho tipo Clevenger. O 6leo obtido (2,0 mL) foi seco com sulfato de sddio
anidro, e armazenado em temperatura baixa em um recipiente ambar, sendo
posteriormente encaminhado para andlise quimica.

O oleo de C. duarteanum foi analisado por Cromatografia Gasosa (CG) e
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG / EM). A analise
da CG foi realizada em um cromatografo Shimadzu GC-17A com um software
Shimadzu GC 10, usando uma coluna capilar de silica fundida (0,25 nm x 30 m,
revestida com DB-5 (J & W Scientific. 25 ym espessura de filme). As condicdes de
analise foram: temperatura de injecdo: 220 °C; temperatura do detector: 250 °C;
programa de temperatura: 60-240 °C, 3 °C/min.; gas de arraste He 0,7 bar, 1
mL/min.; volume de amostra injetada: 1-2 uL. Composi¢des percentuais foram
obtidos a partir de medidas de integracéo eletronica com deteccéo de ionizacédo de
chama, sem levar em conta os fatores de resposta. As andlises foram realizadas em
um sistema de capilar CG-EM quadrupolo (QP 5000) operando a 70 eV has mesmas
condicles descritas acima.

A identificacdo dos compostos foi realizada por comparacdo dos indices de
retencdo (determinado em relacdo aos tempos de retencdo de uma série de n-

alcanos) e espectros de massa com as amostras auténticas.

4.2.3 Processamento das folhas de Combretum duarteanum Cambess.

O material vegetal (5000 g) foi seco em estufa com ar circulante a
temperatura média de 45 °C durante 4 dias. Apés a secagem, submeteu-se a um

processo de pulverizacdo em moinho mecanico tipo Harley, obtendo-se o po seco.
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4.2.4 Obtencéo dos extratos brutos (EB) e Fases de Combretum duarteanum

O aliquota do po6 das folhas (2500 g) foi submetido a maceracdo exaustiva
com etanol (EtOH) a 95 %, em um recipiente de ago inoxidavel. Foram feitos trés
processos de extragdo num intervalo de 72 horas entre eles, para garantir uma
maxima extracdo dos constituintes quimicos. A solucéo etandlica obtida foi filtrada,
fazendo-se, em seguida, a evaporacdo do solvente com o auxilio de um rotavapor a
uma temperatura média de 50 °C. Apds esse processo de evaporacao do solvente, o
extrato etandlico bruto (EEB) das folhas (200 g) foi suspenso em solucdo de
metanol/agua (7:3 v/v) sob agitacdo mecanica, por 60 min., obtendo-se a solucao
hidrometandlica. A solucdo obtida foi submetida a uma extracéo liquido/liquido, em
uma ampola de separacao, sob agitacdo manual de forma exaustiva e sucessiva,
utilizando seguidamente os solventes hexano, cloroformio, acetato de etila e n-
butanol. As solucbes obtidas foram tratadas com NaSOs anidro e submetidas a
filtracdo sob pressao reduzida. Apos esse processo, 0s solventes foram evaporados
em evaporador rotativo a uma temperatura media de 50 °C, fornecendo as fases
hexanica (65,4 g), cloroférmica (28,7 g), acetato de etila (22,5 g) e n-butandlica (15,4
0) (Esquema 1, pag. 52).

A outra aliquota do p6 (1500 g) foi submetida a maceracdo exaustiva
diretamente com os solventes, obtendo-se 0s seguintes extratos, hexanico (50,0 g),
cloroformico (18,5 g) acetato de etila (20,1 g) e metandlico (25,0 g) (Esquema 2,

pag. 53).

4.2.5 Fracionamento cromatografico da Fase Hexéanica do EEB das folhas de
Combretum duarteanum

Uma aliquota da fase hexanica (7,0 g) foi submetida a coluna cromatografica
(CO), utilizando como adsorvente silica gel 60, e como eluentes, hexano, acetato de
etila e metanol, puros ou em misturas binarias, obedecendo a um grau crescente de
polaridade. Neste processo, obteve-se um total de 146 fracdes que foram coletadas
a cada 125 mL e concentradas no evaporador rotativo.

Todas as fracbes foram submetidas a cromatografia em camada delgada

analitica (CCDA) sendo analisadas e reunidas de acordo com os seus perfis
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cromatograficos, apds visualizacdo na luz ultravioleta e revelacdo em camara de
vapores de iodo. As fragdes foram reunidas em 33 grupos.

A fracdo 40-41 (Esquema 3, pag. 53), apresentou-se, apds lavagem com
hexano, como cristais brancos em forma de agulha, fornecendo a substancia
codificada como Cd-6, que foi encaminhada para analise espectral.

A fracdo 43-50 também se apresentou como cristais brancos em forma de
agulha, que apos lavagem com hexano foi codificado como Cd-7.

A fracdo 106, mostrou-se como um sélido amarelado, codificado como Cd-1.
A fracdo 116 apresentou-se também, como um soélido amorfo branco, que apos
analise em Comatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foi codificada como
Cd-2.

A fracdo 114 apresentou-se como um po branco que apds analise em CCDA
mostrou-se como uma mistura de duas substancias, codificada como Cd-3. As

substancias foram encaminhadas para analise espectral (Esquema 3, pag. 53).

4.2.6 Fracionamento cromatografico da Fase Cloroférmica do EEB das folhas de
Combretum duarteanum

Uma aliquota da fase Cloroférmica (5,0 g) foi submetida a coluna
cromatografica (CC), utilizando como adsorvente silica gel 60, e como eluentes,
hexano, diclorometano e metanol, puros ou em misturas binarias, obedecendo um
grau crescente de polaridade. Neste processo, obteve-se um total de 199 fracdes
gue foram coletadas a cada 125 mL e concentradas no evaporador rotativo.

Todas as fracbes foram submetidas a cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) sendo analisadas e reunidas de acordo com os seus perfis
cromatograficos, apos visualizacdo na luz ultravioleta e revelacdo em camara de
vapores de iodo. As fracdes foram reunidas em 38 grupos.

A fracdo Fr.90-93 foi submetida a outra cromatografia em coluna, utilizando-
se sephadex, e como eluente, metanol a 100%. Foram obtidas 15 fracGes, que
foram reunidas em cinco grupos apés analise em CCDA (Fr.90-93.1-3; Fr.90-93.4;
Fr.90-93.5-7; Fr.90-93.8-11; Fr.90-93.12-15). A fracdo Fr.90-93.12-15, apds nova
analise em CCDA mostrou-se como uma unica mancha, sendo codificada como Cd-

9 (Esquema 4, pag. 54).
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A fracdo 117-120 foi submetida a CCDP, em sistema de solventes
CH2Cl2:MeOH (95:5), obtendo-se 4 faixas, que ap0s serem retiradas, filtradas e
concentradas foram submetidas a uma CCDA, mostrando que a fragdo 117-120.3
apresentou apenas uma mancha sendo codificada como Cd-5.

A fracdo 138-141 foi submetida a outra coluna cromatografica (CC), utilizando
como adsorvente silica gel 60, e como eluentes, hexano, diclorometano e metanol,
puros ou em misturas binarias, obedecendo um grau crescente de polaridade.
Obteve-se 16 fragbes que foram coletadas a cada 125 mL e concentradas no
evaporador rotativo. Apés analise em CCDA a fracdo 138-141.4 mostrou-se como

uma Unica mancha e foi codificada como Cd-5 (Esquema 4, pag. 54).

4.2.7 Fracionamento cromatografico da fase Acetato de Etila do EEB das folhas de

Combretum duarteanum

A fase Acetato de Etila (18,0 g) foi submetida a coluna cromatografica (CC),
utilizando como adsorvente silica gel 60, e como eluentes, hexano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas binarias, obedecendo a um grau crescente de
polaridade. Neste processo, obteve-se um total de 32 fracbes que foram coletadas e
posteriormente concentradas no evaporador rotativo.

Todas as fracbes foram submetidas a cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) sendo analisadas e reunidas de acordo com os seus perfis
cromatograficos, ap0s visualizacdo na luz ultravioleta e revelacdo em camara de
vapores de iodo. Algumas fracdes, porém, mostraram-se como precipitados, 0s
guais foram lavados com acetona P.A, destacando-se as fracdes 7, 13 e 17, as
guais foram codificadas como Cd-4, Cd-2 e Cd-5, respectivamente (Esquema 5, pag.
55).

4.2.8 Fracionamento cromatografico do Extrato Metandlico das folhas
Combretum duarteanum

O Extrato Metandlico (18,0 g) foi submetido a coluna cromatogréafica (CC),
utilizando como adsorvente silica gel 60, e como eluentes, hexano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas binarias, obedecendo a um grau crescente de
polaridade. Neste processo, obteve-se um total de 22 fragbes que foram coletadas e

posteriormente concentradas no evaporador rotativo.

de
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Todas as fracdes foram submetidas a cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) sendo analisadas e reunidas de acordo com os seus perfis
cromatograficos, ap6s visualizacdo na luz ultravioleta e revelagdo em camara de
vapores de iodo.

A fragdo 13 foi submetida a uma nova CC utilizando sephadex e como eluente
metanol (100%), obtendo-se 15 fracfes, as quais, apds analise em CCDA, foram
reunidas em quatro grupos (Fr.13.1-6; Fr.13.7-9; Fr.13.10-11; Fr.13.12-15). A fracéo
Fr.13.12-15 foi novamente submetida a uma CC, utilizado sephadex, nas mesmas
condicdes anteriores, obtendo 18 fracdes. ApOs andlise em CCDA a fracdo 13.12-
15.3 e a fragdo 13.12-15.9 foram codificadas como Cd-8 e Cd-11, respectivamente.

A fragdo 17 foi submetida a uma CC utilizando sephadex e como eluente
MeOH (100%), obtendo-se 10 fracdes. ApoOs analise em CCDA, a fracdo 17.2 foi
codificada como Cd-10 (Esquema 6, pag. 56).

Outra aliquota do extrato metandlico (1,0 g) foi submetido a uma CC
utilizando sephadex e como eluente MeOH (100%), obtendo-se 43 fracdes. Apos
analise em CCDA, estas fracfes foram reunidas em cinco grupos (Fr.1-12; Fr.13-15;
Fr.16-20; Fr.22-32; Fr.33-43). A fracdo Fr.13-15 foi submetida nhovamente a uma CC
utilizando sephadex nas mesmas condi¢cbes anteriores, obtendo-se 12 fracfes. A
fracdo Fr. 13-15.7, apOs analise em CCDA foi codificada como Cd-12 (Esquema 6,
pag. 56).

Todas as fragGes foram encaminhadas para analise espectral de RMN de 'H

e 13C uni e bidimensionais, guando necessario.
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Esquema 1. Obtencgéo e particionamento do Extrato Etandlico Bruto de Combretum
duarteanum

Secagem e moagem

EtOH 95%
Concentracdo sob pressdo reduzida

EEB
MeOH:H;0 (7:3)




CONSTITUINTES QUIMICOS E ATIVIDADE FARMACOLOGICA DE Combretum duarteanum CAMBESS. 36
(COMBRETACEAE)

Esquema 2. Obtencgao dos Extratos Brutos de Combretum duarteanum

AcOEt. MeOH

Hex.

Extragdo com J Extracdo com J Extracédo com Extragdo com
CHCIs

Esquema 3. Fracionamento da Fase Hexanica das folhas de Combretum duarteanum.

CC Silica Gel
Hex: AcOEt: MeOH
CCDA

|
Lavagem Lavagem lCCDA l CCDA
Hex. Hex.

Cd-3

(10,0 mg)
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Esquema 4. Fracionamento da Fase Cloroférmica das folhas de Combretum

duarteanum.

199 fracdes

CC (Silica Gel)
Hex: CH,Cl,: MeOH
CCDA

|

-Sephadex -CCDP -CC (Silica Gel)
-MeOH -CHCl;: MeOH (95:5) -Hex; CHCl,; MeOH
-15 fracgBes -4 faixas -16 fragBes

l
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Esquema 5. Fracionamento da Fase Acetato de Etila das folhas de Combretum

duarteanum

CC (Silica Gel)
Hex; AcOEt; MeOH
CCDA

-Recristaliza¢do -Recristalizacéo -Recristaliza¢do
com Acetona com Acetona com Acetona

Cd-4 Cd-2
(10,0 mg) (20,0 mg)
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Esquema 6. Fracionamento da Fase Metanodlica das folhas de Combretum

duarteanum

CC (Silica Gel) -Sephadex
Hex; AcOEt; MeOH -MeOH (100 %)
CCDA -CCDA

-Sephadex
-MeOH (100 %)
-Sephadex -CCDA
-CH2Cl;:MeOH (1:1)

-15 fragBes

-Sephadex
- MeOH (100 %)
-10 fragBes

-Sephadex
-MeOH (100 %)
-18 fragles

! }
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4.3 Estudos Farmacélogicos
4.3.1 Estudo Antimicrobiano

Diante do estudo de Nascimento et al. (1990), que relatou uma atividade
antimicrobiana para o extrato etandlico bruto de Combretum duarteanum, decidiu-se
a realizagdo do screening microbiol6gico com outros extratos e substancias isoladas,
dentre eles, extrato hexanico, cloroférmico, acetato de etila e metandlico, bem como,
as substancias Cd-2, Cd-5 e Cd-10. O estudo antimicrobiano foi realizado no
Laboratorio de Micologia — UFPB, sob a orientacdo de Profé. Edeltrudes Lima.

O screening microbioldgico realizou-se com base na técnica de microtitulacao
com placa contendo 96 cavidades com fundo em forma de “U” (ALAMAR®)
(KONEMAN et al., 1993; HADACEK; GREGER, 2000; SANTOS; HAMDAN, 2005;
ALVES, 2006). Dividindo a placa ao meio, metade dela foi adicionada 100 yL do
meio liquido Caldo Sabouraud Dextrose duplamente concentrado e na outra metade
foi adicionado 100 pL do meio liquido de caldo nutriente.

Posteriormente, 100 uyL da emulsdo das fases e substancias, também
duplamente concentrado, foram dispensados nas cavidades horizontais, tendo estes
atingido concentracgao inicial de 1024 ug / mL. Por fim, adicionou-se 10 uL do inéculo
das espécies bacterianas (2 x 10® UFC / mL): Staphylococcus epidermides — ATCC-
12228, Staphylococcus aureus — ATCC-13150, Staphylococcus aureus — ATCC-
25923, Pseudomonas aeruginosa — ATCC-25853, Escherichia coli —ATCC-11105 e
Escherichia coli —ATCC-25922; e as espécies fungicas: Candida albicans — LM 111,
Candida albicans — LM 109, Candida tropicalis — LM 6, Candida tropicalis — ATCC
13803, Candida Krusei — LM 08 e Candida Krusei — LM 13. Todas as espécies foram
colocadas nas cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa
microbiana, especificamente. O ensaio realizado foi incubado a 35-37 °C, durante
24-48 horas.

Apébs o tempo de incubacdo adequado dos ensaios com 0S micro-organismos,
foram adicionados 20 pL da solugdo de resazurina soédica (0,01%; p/v) (SIGMA),
reconhecido como indicador colorimétrico de éxido-reducédo para bactérias. Foi feito
uma nova incubacao a 35-37 °C. A leitura se procedeu, visualmente, pela auséncia
ou presenca de crescimento do microrganismo pela formacdo de aglomerado de

células (botdo). E também pela observacdo da mudanca da coloracdo da solugéo,
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de azul para rosa, indicando crescimento do mesmo (ALLEGRINI; BOUCHBERG;
MAILLOLS, 1973; MANN e MARKHAM, 1998; PALOMINO et al., 2002).

4.3.2 Estudo Antitumural

A andlise de que algumas espécies de Combretum apresentaram excelente
atividade antitumoral e citotéxica (C. apiculatum, C. caffrum, C. collinum, C.
fruticosum, C. psidioides, dentre outras) (LIMA et al., 2013), incentivou o estudo com
Combretum duarteanum. O estudo antitumoral foi realizado no LABETOX UFPB sob
a coordenacéao de Prof2. Dr2 Mariana Vieira Sobral Castelo Branco, utilizando-se as
substancias Cd-2, Cd-5, Cd-9 e Cd-10.

4.3.2.1 Linhagem de células tumorais

Para os ensaios in vitro, utilizaram-se as linhagens de carcinoma ascitico de
Ehrlich, gentiimente fornecida pelo Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho
(CPQBA/UNICAMP). As células foram mantidas na cavidade peritoneal de
camundongos Swiss (Mus musculus) no Biotério Prof. Thomas George, sendo

realizado repique semanal.

4.3.2.2 Citotoxicidade frente células de Carcinoma ascitico de Ehrlich

Células da linhagem carcinoma ascitico de Ehrlich foram utilizadas para o
ensaio de avaliacdo da atividade antitumoral in vitro. As células foram coletadas da
cavidade peritoneal do camundongo com sete dias de inoculacdo, suspensas com
10 mL de solucao tampéao fosfato (PBS) e em seguida centrifugadas a 1.000 rpm por
10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células foram ressuspensas em
meio RPMI-1640 (Nutricell®) suplementado com 25 mM de HEPES, 2 mM de L-
glutamina, 100 Ul/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e
10% de soro bovino fetal (SBF) (Nutricell®). As células tumorais foram entéo
semeadas (2 x 10° células/poco) em placas de 96 pocos (BD/Labware®) e
incubadas com diferentes concentragdes (10 - 500 pg/mL) de Cd-2 e Cd-5 por 24 h
(37 °C e 5 % CO3). O dleo essencial foi solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO)
(Mallinckrodt CHEMICALS®) e entdo em meio RPMI-1640 suplementado. A
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concentragédo final de DMSO nos meios em teste e no controle foi de 0,5%. O
experimento foi realizado em quadruplicata e repetido duas vezes. A viabilidade
celular foi avaliada pelo ensaio de reducéo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-yl)-2,5-difenil tetrazodlio) (Sigma-Aldrich®).

O MTT é um corante amarelo, que é reduzido por enzimas mitocondriais e
citoplasmaticas a um composto azul denominado formazan, insolivel em solugéo
aquosa. A reducao do sal tetrazélio MTT, principalmente pela enzima mitocondrial
succinato desidrogenase (SLATER; SAWYER; STRAULI, 1963), é muito utilizada em
ensaios de avaliacdo de sobrevivéncia e proliferacédo celular, uma vez que somente
as ceélulas viaveis reduzem o MTT (amarelo) para o formazan (azul), o qual, uma vez
solubilizado, pode ser quantificado espectrofotometricamente. Sendo assim, a
guantidade de formazan produzido é proporcional ao numero de células viaveis
presentes (MOSMANN, 1983; DENIZOT; LANG, 1986).

O ensaio de reducao do sal de tetrazdlio foi realizado como descrito por Melo
et al. (2003), com algumas modificacdes. Na placa de 96 pocos com as células sob
24 h de tratamento, foram adicionados 10 yL de MTT (5 mg/mL) em cada poco.
Apoés incubacdo por 4 h (37 °C e 5% CO2), o sobrenadante foi cuidadosamente
removido e adicionou-se aos 96 pocgos, 100 uL de etanol absoluto para solubilizar o
formazan produzido. A placa foi entdo agitada por 15 minutos e a absorbancia lida
em 570 nm. O calculo da concentracdo da droga que produz 50% de inibicdo no
crescimento celular (Clso) foi realizado através da determinagéo da percentagem de

células viaveis com base na seguinte formula:

%Viabilidade celular = [(DOcslulas tratadas — DOBranco)] X 100

[(DOcontrole negativo — DOBranco)]
Onde:
DOcaelulas tratadas = Densidade Optica dos po¢os com o produto teste
DOcontrole negativo = Densidade Optica dos pogos do controle negativo

DOgranco = Densidade optica dos po¢os contendo apenas 0 meio de cultura
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4.3.2.3 Andlise estatistica

Para os ensaios in vitro com eritrécitos, foram realizados trés experimentos
em triplicata. Os valores de Clsp foram calculados através da expressdo dos
resultados como uma porcentagem dos controles, e foram determinados
graficamente a partir das curvas concentragao-resposta por regressao nao linear

com intervalo de confianga de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

O estudo fitoquimico das folhas de Combretum duarteanum resultou na
identificagéo de 13 substancias, sendo 2 substancias isoladas em mistura (Quadro 3,

pag. 62).

Quadro 3. Substancias isoladas das folhas de Combretum duarteanum Cambess.

30
cn,

Cd-1 Cd-2
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Continuacao Quadro 3...

Cd-6

Cd-7a Cd-7b

Cd-9
Cd-8
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Continuacao Quadro 3...

Cd-12
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5.1 Identificagao estrutural de Cd-1

A substancia codificada como Cd-1 foi obtida na forma de um p6 amorfo, com
massa de 6,0 mg.

O espectro de RMN de *C-APT (50 MHz, CDCIs), revelou a presenca de
trinta sinais (Figuras 4-6, pag. 70 e 71), dos quais seis referentes a carbonos
qguaternarios, sete a carbonos metinicos, dez a carbonos metilénicos e sete a
carbonos metilicos, sugerindo, tratar-se de um esqueleto triterpénico (MAHATO,;
KUNDU, 1994).

Observou-se neste espectro sinais em 8¢ 125,1 e 6c 130,8, referentes a
carbonos sp? metinico e néo hidrogenado, respectivamente, assim como um sinal em
0c 30,0 atribuido ao carbono metilénico. Segundo a literatura, os dois primeiros
sinais sdo atribuidos aos carbonos C-24 e C-25, propondo a presenca de uma dupla
ligacdo entre esses carbonos, e o sinal em d¢ 30,0 atribuido ao carbono C-19, o que
sugere a presenca de um triterpeno do tipo cicloartano (SHEN et al., 2008).
Observaram-se também dois carbonos oximetinicos em dc 73,5 e &¢ 73,6, atribuidos
aos carbonos C-1 e C-3, respectivamente. As insercdes das hidroxilas foram obtidas
com base em informacdes da literatura (AHMAD; RAHMAN, 1994) de que triterpenos
nos quais as hidroxilas estdo ausentes os carbonos C-1, C-2 e C-3 absorvem em ¢
39,9; 6c 19,2 e &c 42,2, respectivamente. Quando as hidroxilas estdo presentes em
C-1 e C-3, estes carbonos absorvem na faixa entre &¢ 75,8 — 70,0 e &¢c 79,8 - 72,0,
respectivamente.

Para a definicdo da esterioquimica, observou-se que quando as hidroxilas em
C-1 e C-3 encontram-se em posicdo equatorial, estes carbonos absorvem
aproximadante em &c 75,7 e &c 79,5, respectivamente. Quando ambas hidroxilas
encontram-se em posicao axial, C-1 e C-3 absorvem aproximadamente em d¢c 70,2 e
75,4, respectivamente. Entretanto, quando a hidroxila em C-1 encontra-se axial e em
C-2 encontra-se equatorial, estes carbonos absorvem aproximadamente em 72,9 e
72,0 (AHMAD; RAHMAN, 1994). De acordo com os deslocamentos quimicos, pode-
se inferir que as hidroxilas em C-1 e C-3 encontram-se axial e equatorial,
respectivamente (Figura 3, pag. 65).

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCIs) (Figura 7, pag. 71) apresentou
um conjunto de sinais de alta multiplicidade em o4 0,3 — 2,2 caracteristicos de

substancias pertencentes a classe dos terpenoides (SILVERSTEIN et al., 2007;
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PAVIA et al.,, 2012). As expansfes deste espectro (Figura 8 e 9, pag. 71 e 72)
evidenciaram a presenca de um hidrogénio olefinico em &4 5,05 (t, J = 7,0 Hz),
atribuido a H-24, e dois hidrogénios oximetinicos em &x 3,52 (sl), e em &1 3,68 (dd, J
= 4,8; 11,8 Hz), confirmando a presenca das hidroxilas em OH-1 e OH-3.
Observaram-se seis metilas terciarias em 64 0,73; 0,81; 0,84; 0,93; 1,55; 1,63 e uma
metila secundaria em &4 0,88 (d, J = 5,0 Hz), atribuida aos H-21. O espectro mostrou
ainda a presenca de dois dupletos em 64 0,64 (d, J = 4,6 Hz) e 1 0,40 (d, J = 4,6
Hz), caracteristicos de hidrogénios metilénicos referentes a um nucleo ciclopropano
(SHEN et al., 2008).

OH-1 e OH-3 axiais (a) OH-1 (a) e OH-3 (B)

Figura 3. Deslocamentos quimicos dos carbonos C-1, C-2, C-3, C-24 na auséncia e

na presenca de hidroxilas com orientagao a ou f3.

Estas informacdes, em conjunto com os valores de RMN 3C descritos na

literatura (SHEN et al., 2008) (Tabela 1, pag. 69) permitiram concluir que Cd-1 possui
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a OH-1 em posicao axial e a OH-3 em posicéo equatorial, sendo portanto identificado
como um triterpeno do tipo cicloartano, o cicloartan-24-en-1a,33-diol, substancia esta
relatada pela vez na familia Combretaceae.

H,C CH,
30 29

Cicloart-24-eno-1a,3-diol
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Tabela 1. Dados comparativos de RMN 3C da substancia Cd-1 (5, CDCls, 50 MHz)
com modelo (Mo-1) da literatura (5, CDCl3, 150 MHz) (SHEN et al., 2008).

Cd-1 Mo-1

Oc Oc
C
4 40,3 40,5
9 20,7 20,8
10 30,0 30,3
13 45,0 45,1
14 48,6 48,7
25 130,8 131,0
CH
1 73,5 73,7
3 73,6 73,8
5 39,4 39,5
8 48,0 48,0
17 52,2 52,3
20 35,8 35,9
24 125,1 125,2
CH;
2 36,4 36,6
6 20,7 20,8
7 24,8 25,8
11 25,9 26,1
12 32,7 32,8
15 35,5 35,7
16 28,2 28,1
19 30,0 30,0
22 36,4 36,3
23 24,8 24,9
CHs
18 18,0 18,2
21 18,0 18,2
26 17,7 17,6
27 25,5 25,7
28 19,5 19,4
29 25,2 25,1

30 13,2 13,0
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5.2 Identificagao estrutural de Cd-2

A substancia codificada como Cd-2 foi obtida na forma de um p6 branco e
amorfo (28,0 mg). O espectro de IV de Cd-2 (Figura 11, pag. 77) revelou bandas de
absorcdo caracteristicas de deformacdes axiais de grupamentos O-H (3.354 cm),
vibracdes de deformacdes axiais de ligacdes C=0O referente a carbonila de &cido
(1.690 cm!) e C-O de éalcoois (1.280 cm™).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CsDsN) (Figura 12, pag. 77) e suas
expansoOes (Figura 13, pag. 78) mostraram absorc¢des simples e multiplas na regido
entre oy 0,7 e Ou 2,1 caracteristicas de hidrogénios metilicos e metilénicos de
carbono sp? presentes em estruturas como triterpenos e esterdides. Em &y 4,07 (ddd,
J = 4,0 10,0 e 12,0 Hz) pbde-se verificar a presenca de um duplo duplo dupleto,
atribuido ao hidrogénio da posicao H-2B, e um dupleto em &4 3,38 (d, J = 8 Hz)
relacionado ao hidrogénio H-3a. Absor¢des em &n 5,42 (sl) e &1 2,57 (d, J = 10 Hz)
foram atribuidas aos H-12 e H-18, respectivamente. As absor¢des em &1 0,78, 0,98,
0,99, 1,00, 1,09, 1,22 e 1,29 relacionados aos hidrogénios metilicos, sugeriram a
presenca de um nucleo triterpénico para Cd-2 (ALl et al., 2007).

A andlise espectral de RMN 3C-APT (125 MHz, CsDsN) (Figura 14, pag. 78) e
suas expansoOes (Figuras 15 e 16, pag. 79) revelou a presenca de trinta sinais, dos
guais sete referentes a carbonos quaternarios, oito a carbonos metinicos, oito a
carbonos metilénicos e sete a carbonos metilicos, sugerindo tratar-se de um
esqueleto triterpénico pentaciclico. Os sinais em 8¢ 125,42 e d¢ 139,14 sugeriram a
presenca de um grupamento vinilico entre os carbonos C-12 e C-13, referente a um
triterpeno pentaciclico da série ursano (AHMAD; RAHMAN, 1994). Observou-se
ainda a presenca de um sinal para carbonila em &c 179,84 demonstrando a presenca
de um grupamento acido para o composto.

As insercdes das hidroxilas nos carbonos C-2 e C-3 foram obtidas com base
em informacdes da literatura (AHMAD; RAHMAN, 1994; ALI et al., 2007; WEN et al.,
2007). Quando os carbonos C-2 e C-3 estdo hidroxilados estes absorvem na faixa
entre 6¢c 71,5 - 68,8 e d¢c 83,8 - 78,3, respectivamente, enquanto o carbono C-1
absorve na faixa entre dc- 46,8 - 41,4.

Para a definicdo da estereoquimica das hidroxilas novamente recorreu-se a

literatura anteriormente citada. Assim, sugere-se que O composto apresenta as
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hidroxilas a e B ligadas aos carbonos C-2 e C-3, respectivamente, como pode ser

observado adiante na Figura 10:

OH-2 (a) e OH-3 (B)

Figura 10. Deslocamentos quimicos dos carbonos C-1, C-2, C-3, C-24 na presenca

de hidroxilas com orientagao a ou f.

Desta forma, comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN 3C
de Cd-2 com modelo (Mo-2) da literatura (ALl et al., 2007) (Tabela 2, pag. 76)
corroboraram para a identificacdo da substancia como sendo o acido 2a,3[-
diidroxiurs-12-en-28-06ico (acido corosolico), um triterpeno da série ursano, cuja
presenca € bem caracteristica em varias espécies vegetais, entretanto, sendo

descrita pela primeira vez na espécie Combretum duarteanum.
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CH,

29

Acido 2a,3B-urs-12-en-28-6ico

O Acido corosélico demonstrou algumas atividades farmacoldgicas, como um
excelente inibidor dos superoxidos, sendo utilizado como anti-inflamatoério (ALI et al.,

2007), uma potente atividade hipoglicemiante (WEN et al., 2007), além de
potencializar a atividade dos antimicrobianos (GARO et al., 2007).
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Tabela 2. Dados comparativos de RMN 3C da substancia Cd-2 (3, CsDsN, 125 MHz)
com modelo (Mo-2) da literatura (8, CsDsN, 50 MHz), (ALI et al., 2007).

30

Cd-2 Mo-2

Oc Oc
C
4 39,74 39,5
8 39,87 39,8
10 39,27 38,4
13 139,14 138,7
14 42,39 42.4
17 47,94 47,9
28 179,33 180,9
CH
2 67,96 68,8
3 83,14 83,8
5 55,76 55,6
9 47,89 47,8
12 125,42 125,6
18 52,85 53,2
19 37,32 39,4
20 39,34 39,2
CH,
1 46,02 46,8
6 18,72 18,6
7 33,36 33,2
11 23,59 23,6
15 28,50 28,3
16 24,76 24,5
21 30,93 30.9
22 38,29 37,1
CHs
23 29,26 28,7
24 17,35 17,0
25 16,86 17,0
26 17,42 17,0
27 23,79 23,7
29 17,63 17,0

30 21,32 21,3
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Figura 12. Espectro de RMN *H (500 MHz) de Cd-2 em CsDsN.
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Figura 14. Espectro de RMN *3C-APT (125 MHz) de Cd-2 em CsDsN
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Figura 16. Expanséao do espectro de RMN 3C-APT (125 MHz) de Cd-2 em CsDsN
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5.3 Identificacdo estrutural de Cd-3

A substancia Cd-3 foi obtida na forma de p6 amorfo (10,0 mg). O espectro
RMN de 3C-APT (50 MHz, MeOD) de Cd-3, mostrou a presenca de cinquenta
linhas espectrais (Figuras 17-19, pag. 83 e 84), sugerindo que Cd-3 tratar-se-ia de
uma mistura de dois triterpenos. Observaram-se sinais referentes ao composto Cd-2
e um outro composto nao identificado (Cd-3). Retirando-se os sinais referentes a Cd-
2, observou-se a presenca de 30 sinais, dos quais sete referentes a carbonos néo
hidrogenados, seis a carbonos metinicos, onze a carbonos metilénicos e seis a
carbonos metilicos, confirmando tratar-se de um esqueleto triterpénico (MAHATO,;
KUNDU, 1994).

Os sinais em &c 126,1 e 6¢c 131,7 sugerem a presenca de uma dupla ligacéo
entre os carbonos C-24 e C-25, assim como um sinal em &c 30,5 atribuido ao
carbono metilénico C-19, o que indicam a presenca de um triterpeno do tipo
cicloartano. Observaram-se também um carbono oximetinico em &¢ 76,2 atribuido ao
carbono C-3. Destaca-se ainda, no espectro de RMN de 3C-APT, um sinal em &¢
180,8 que foi atribuido a uma carboxila de &cido.

O espectro de RMN de 'H (200 MHz, MeOD) (Figuras 20-22, pag. 84 e 85)
mostrou absor¢des na regido entre dn 0,8 e dn 2,3 caracteristicas de hidrogénios
metilicos e metilénicos de carbono sp?® presentes em estruturas como triterpenos e
esterdides. Ainda neste espectro, observou-se, ainda, a presenca de um hidrogénio
oximentinico em dy 3,65 (ddd, J = 3,6; 8,8 e 12,6 Hz), atribuido ao H-3. Além de
cinco metilas terciarias em &4 0,80; 0,93; 1,00; 1,11; 1,59; 1,66 e uma metila
secundaria em 64 1,10 (d, J = 5,4 Hz), corroborando com a presenga de um nucleo
triperpénico para Cd-3. Evidenciou-se um sinal para hidrogénio olefinico em &n 5,24
(t, J = 3,2 Hz), atribuido a H-24, e dois dupletos em 61 0,61 (d, J = 4,0 Hz) e &1 0,40
(d, J = 4,0 Hz), absor¢cdes que comprovam a ocorréncia um anel propanico,
caracteristica de triterpenos do tipo cicloartano, como observado em Cd-1 (FURLAN
et al., 1993; FACUNDO et al., 2008).

Comparando Cd-3 com o modelo (Mo-3) da literatura, o 4a-carboxi-3[3,16a-
dihidroxi-24-cicloarteno (FACUNDO et al., 2008), observou-se diferencas nos sinais
em &c 53,6 e dc 29,1 de Cd-3, com os sinais em d¢c 62,6 e &¢ 77,3 do Mo-3 atribuidos
aos carbonos C-17 e C-16, respectivamente. Isso porque Mo-3 possui uma hidroxila

na posi¢cao C-16, ndo encontrada em Cd-3.
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Cd-3 Mo-3

Estas informagGes, em conjunto com os valores de RMN C descritos na
literatura (Tabela 3, pag. 82) permitiram identificar Cd-3 como sendo o triterpeno do
tipo cicloartano, 4a-carboxi-3p-hidroxi-24-cicloarteno, substéncia relatada pela vez

no género Combretum.

4a-carboxi-3B-hidroxi-24-cicloarteno
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Tabela 3. Dados comparativos de RMN *3C da substancia Cd-3a (5, MeOD, 50 MHz)
com modelo (Mo-3) da literatura (d, CsDsN, 100 MHz), (FACUNDO et al., 2008).

C

4 55,7 56,0
8 48,1 48,6
9 21,1 20,0
10 24,4 24,1
13 47,7 47,6
14 49,0 49,1
25 131,7 1311
28 180,8 180,4
CH

3 76,2 75,9
5 45,6 45,4
17 53,6 62,6
20 37,0 35,7
24 126,1 126,8
CH;

1 32,8 32,7
2 30,5 30,8
6 26,7 26,8
7 26,3 26,4
11 27,4 27,2
12 34,0 33,7
15 48,5 48,7
16 29,1 77,3
19 31,7 31,4
22 36,5 36,8
23 25,8 26,3
CHs

18 18,5 19,8
21 19,5 19,6
26 17,7 18,3
27 25,8 26,4
29 9,9 11,0
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Figura 17. Espectro de RMN *C-APT (50 MHz) de Cd-3 em MeOD
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Figura 18. Expanséao do espectro de RMN *3C-APT (50 MHz) de Cd-3 em MeOD
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5.4 Identificagao estrutural de Cd-4

A substancia codificada como Cd-4 foi obtida na forma de pé amorfo (10,0
mg). O espectro de RMN de 'H (300 MHz, CsDsN) (Figuras 23 e 24, pag. 89),
evidenciou um envelope de sinais na regido entre &4 2,1 e 0,7, caracteristicos de
hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos de triterpenos pentaciclicos.
Observaram-se sinais em 6y 0,87 a &x 1,70 atribuidos as metilas do esqueleto
triterpénico. Adicionalmente, observou-se um sinal em &4 2,59 (d, J = 9,6 Hz)
atribuido a H-18. O dupleto em &y 3,35 e tripleto dn 4,04 foram atribuidos aos H-3 e
H-2, respectivamente. E um simpleto largo em o1 5,43 foi atribuido ao hidrogénio
olefinico H-12 (MAHATO; KUNDU, 1994).

O espectro de RMN de *3C-Broad Band (75 MHz, CsDsN), revelou a presenca
de trinta sinais (Figuras 25-27, pag. 90 e 91), dos quais seis referentes a carbonos
guaternarios, oito a carbonos metinicos, nove a carbonos metilénicos e sete a
carbonos metilicos, sugerindo tratar-se de um esqueleto triterpénico pentaciclico
(MAHATO; KUNDU, 1994).

Observaram-se sinais em &c 125,51 e &c 139,24 os quais sugerem a
presenca de uma dupla ligacdo entre os carbonos C-12 e C-13, referente a um
triterpeno pentaciclico urs-12-eno.

Dentre os carbonos metinicos observaram-se sinais em &c 68,56 e &c 83,77
gue sugerem a presenca de dois carbonos carbindlicos em C-2 e C-3, cuja
estereoquimica ja foi relatada para Cd-2 (Figura 10, pag. 74) (MAHATO; KUNDU,
1994). Destaca-se, ainda, a auséncia de um sinal entre 6¢c 179 — 181, indicando que
nao existe uma carbonila de acido, como em Cd-2 e Cd-3.

Estas informacdes, em conjunto com os valores de RMN 3C descritos na
literatura (Tabela 4, pag. 88) permitiram identificar Cd-4 como sendo o triterpeno da
série ursano, o 2a, 3B, 28-trihidroxiurs-12-eno, substancia foi isolada pela vez em C.

duarteanum.
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2a, 38, 28-trihidroxiurs-12-eno
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Tabela 4. Dados comparativos de RMN*3C da substancia Cd-4 (5, CsDsN, 75 MHz)
com modelo (Mo-4) da literatura (8, CDCls, 22.6 MHz), (MAHATO; KUNDU, 1994)

C

4 40,0 39,5
8 39,7 39,8
10 38,4 38,4
13 139,2 138,7
14 42,5 42,4
17 48,0 47,9
CH

2 68,5 68,8
3 83,7 83,8
5 55,8 55,6
9 47,9 47,8
12 125,5 125,6
18 53,5 53,2
19 30,9 30.9
20 37,3 37,1
22 39,3 39,2
CH;

1 47,6 46,8
6 18,8 18,6
7 33,4 33,2
11 23,6 23,6
15 28,6 28,3
16 24,8 24,5
21 39,4 39,4
28 68,5 68,5
CHs

23 29,3 28,7
24 16,9 17,0
25 17,4 17,0
26 17,6 17,0
27 23,8 23,7
29 17,4 17,0
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Figura 25. Espectro de RMN 3C-BB (75 MHz) de Cd-4 em CsDsN
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5.5 Identificacdo estrutural de Cd-5

A substéncia codificada como Cd-5 foi obtida na forma de p6 amorfo
amarelado (21,0 mg).

O espectro de RMN de 3C-APT (125 MHz, CsDsN) de Cd-5 revelou a
presenca de mais de trinta sinais (Figuras 31-33, pag. 96 e 97), referentes a
carbonos quaternarios, metinicos, metilénicos e metilicos. Os sinais em &¢ 139,15,
Oc 125,38, &c 144,72 e &¢c 123,73, sugeriram a presenca dois grupamentos vinilicos,
indicando tratar-se de uma mistura de triterpenos, Cd-5a e Cd-5b.

Observou-se que os sinais em &c 139,15 e Oc 125,38 eram semelhantes
aqueles encontrados nos espectros dos compostos Cd-2 e Cd-4, tratando-se,
portanto, de um triterpeno pentaciclico da série ursano (Cd-5a). Adicionalmente,
sinais em &¢ 144,72 e &c 123,73, sugeriram a presenca de um triterpeno pentaciclico
da série oleanano (Cd-5b). Os sinais em &c 77,96, &c 68,79 e d¢c 66,15 sugerem a
presenca de trés carbonos oxigenados em C-2 e C-3 e C-23, respectivamente
(MAHATO; KUNDU, 1994). Além da presenca de sinais para carbonilas de acidos
em &c 180,13 e &¢ 179, 85, atribuido aos C-28 de Cd-5a e Cd-5b.

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, CsDsN) (Figuras 28-30, pag. 95 e 96),
evidenciou um envelope de sinais na regido entre &4 2,0 e 0,8, caracteristicos de
hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos de triterpenos pentaciclicos.
Observaram-se sinais em o4 0,88 a du 1,20 atribuidos as metilas de nucleo
triterpénico. O espectro de RMN de *H mostrou, ainda, um simpleto em dn 5,42 (2H)
atribuido aos H-12 dos dois triterpenos. Um dupleto &4 4,18 (6H, J = 7,6 Hz) foi
atribuido aos hidrogénios oximetinicos H-23a, H-3pB e H-2a, respectivamente. Outro
dupleto em &n 3,70 (2H, J = 10,6 Hz) foi atribuido aos H-23f de Cd-5a e Cd-5b (LI et
al., 2012).

Estas informacdes, em conjunto com os valores de RMN 3C descritos na
literatura (Tabela 5, pag. 94) permitiram identificar Cd-5a e Cd-5b como sendo dois
triterpenos, o acido 2a, 3B, 23 a -trihidroxiurs-12-ene- 28-6ico (Acido Asiatico) e acido
20, 3B, 23 a -trihidroxiolean-12-ene- 28-6ico (Acido Arjundlico), respectivamente,

ambos isolados pela vez em Combretum duarteanum.
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Acido 2a, 3B, 230 — Acido 2a, 38, 23a -
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Tabela 5. Dados comparativos de RMN*3C da substancia Cd-5 (8, CsDsN, 125 MHz)
com modelo da literatura (5, CsDsN, 100 MHz), (LI et al., 2012).

Cd-5b Acido Arjundélico

Oc Oc Oc Oc
C
4 43,5 43,7 43,5 43,7
8 39,9 40,1 39,8 40,1
10 38,1 38,4 38,1 38,5
13 139,1 139,4 1447 145,0
14 42,4 42,6 42,2 42,3
17 47,8 48,0 47,8 47,8
20 - - 30,8 31,0
28 180,1 180,1 179,8 180,4
CH
2 68,7 69,0 68,7 68,9
3 77,9 78,3 77,9 78,3
5 48,0 48,2 47,9 48,1
9 47,7 48,1 47,6 48,2
12 125,3 125,6 123,7 1225
18 53,3 53,6 41,8 42,0
19 39,2 39,4 - -
20 39,2 39,4 - -
CH;
1 47,8 48,0 47,8 48,0
6 18,3 18,6 18,3 18,6
7 33,0 33,2 33,0 32,9
11 23,6 23,8 23,6 21,4
15 28,5 28,7 28,1 28,4
16 24,7 25,0 24,7 23,7
19 - - 46,5 46,5
21 30,8 31,1 33,0 34,3
22 37,3 37,5 33,0 33,3
23 66,1 66,6 66,1 66,6
CHs
24 14,3 14,4 14,3 14,4
25 17,3 17,6 17,3 17,6
26 17,3 17,6 17,3 17,6
27 23,7 23,9 23,7 26,2
29 17,3 17,6 33,1 33,3
30 21,2 21,4 23,7 24,0
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5.6 Identificacdo estrutural de Cd-6

A substancia codificada como Cd-6 foi obtida na forma de cristais brancos
(20,0 mg). O espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) e suas expansdes (Figuras 34-
36, pag. 98 e 99) mostraram absorc¢des simples e multiplas na regiao entre &y 0,64 e
On 1,49 caracteristicas de hidrogénios metilicos e metilénicos de carbono sp?3
presentes em estruturas como triterpenos e esteroides. Em & 3,48 péde-se verificar a
presenca de um multipleto atribuido a hidrogénio da posicdo H-3 do nucleo esteroidal
(TOMAZ et al., 2008), e um dupleto em dn 5,31 tipico de hidrogénio olefinico na
posicdo H-6 de fitoesterdides, possibilitou sugerir que Cd-6 possui 0 nucleo
esteroidal (FALCAO, 2003).

A andlise espectral de RMN 3C (50 MHz, CDCIls) (Figuras 37-39, pag. 99 e
100) demonstrou a presenca de metilas esteroidais pelo conjunto de absorc¢des entre
oc 11,80 e &c 21,18 caracteristicas destes grupos, reforcando, portanto, a proposta
de nucleo esteroidal, dada pelo espectro de RMN*H. Os sinais em d¢c 121,65 e dc¢
140,66 sao condizentes com dupla ligagao nas posi¢coes 5 e 6 e as absorgdes Oc
129,20 e &c 138,28 sao pertinentes aos carbonos olefinicos (C-22 e C-23) de Cd-6.
Comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN 3C com modelo da
literatura (FALCAOQ, 2003; TOMAZ et al., 2008) (Tabela 6, pag. 97) tornaram possivel
identificar Cd-6 como sendo o estigmasterol, cuja presenca é bem caracteristica em

varias espécies vegetais.

Estigmasterol
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Tabela 6. Dados comparativos de RMN *3C da substancia Cd-6 (5, CDCls, 50 MHz)

com modelo (Mo-6) da literatura (8, CDCls, 50 MHz), (FALCAO, 2003).

Cd-6 Mo-6
Oc Oc
C
5 140,7 140,6
10 36,4 36,4
13 42,2 42.1
CH
3 71,7 71,7
6 121,7 121,6
8 31,8 31,8
9 50,1 50,0
14 56,8 56,7
17 55,9 55,9
20 40,5 40,4
22 138,3 138,2
23 129,2 129,1
24 51,2 51,1
25 31,8 31,8
CH;
1 37,2 37,1
2 31,6 31,5
4 42,2 42,1
7 31,8 31,8
11 21,0 21,1
12 39,6 39,7
15 24,3 24,2
16 28,9 28,8
28 25,3 25,3
CHs
18 12,0 11,9
19 19,4 19,3
21 21,1 21,1
26 21,0 21,0
27 18,9 18,9
29 12,2 12,1
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5.7 ldentificagao estrutural de Cd-7

A substancia codificada como Cd-7 foi obtida na forma de cristais brancos
(6,0 mg).. O espectro de RMN 'H (200 MHz, CDClIs) e suas expansdes de Cd-7
(Figuras 40-42, pag. 106 e 107) mostraram absor¢des simples e multiplas na regiao
entre &4 0,67 e On 1,57 caracteristicas de hidrogénios metilicos e metilénicos de
carbono sp® presentes em estruturas como triterpenos e esterdides. Em & 3,49
pdde-se verificar a presenca de um multipleto que pode ser atribuido a hidrogénio da
posicdo 3 de nucleo esteroidal, e um dupleto em &n 5,33 (J= 5,2 Hz) tipico de
hidrogénio olefinico na posicao 6 de fitoesterdides (RIPARDO FILHO et al., 2012),
juntamente com as absorgdes entre dn 0,64 e d1 2,25 possibilitou sugerir que Cd-7
possui 0 ndcleo esteroidal.

O espectro de RMN 3C-APT (50 MHz, CDCIls) mostrou a presenca de 50
linhas espectrais intensas (Figuras 43-45, pag. 107 e 108), inferindo que Cd-7 trata-
se de uma mistura de esteroides (Cd-7a e Cd-7b). Absor¢cdes de metilas esteroidais
entre &¢c 12,02 e d¢ 21,36 caracteristicas destes grupos, reforca, portanto, a proposta
de nulcleos esteroidais, dada pelo espectro de RMN 'H. Os sinais para carbonos
intensos em d¢ 121,68 e &¢ 140,70 séo condizentes com dupla ligagdo nas posi¢cdes
5 e 6, bem como as absorgdes dc 129,20 e ¢ 138,28 sdo pertinentes aos carbonos
olefinicos C-22 e C-23, respectivamente, da substancia Cd-7a. Estes sinais
juntamente com outros sdo compativeis com a substancia descrita anteriormente, 0
Estigmasterol (Cd-6).

Ja as absorcdes em 6¢c 117,42 e &c 139,52 séo condizentes com carbonos
vinilicos nas posicdes 7 e 8 da substancia Cd-7b. Comparacdes realizadas entre os
dados espectrais de RMN 3C com modelo da literatura (RIPARDO FILHO et al.,
2012) (Tabela 7, pag. 105) tornaram possivel identificar Cd-7 como sendo uma

mistura de esteroides, o estigmasterol e o espinasterol.
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Tabela 7. Dados comparativos de RMN*3C da substancia Cd-7 (5, CDCIs, 50 MHz)
com modelos da literatura (d, CDCls, 50 MHz) (RIPARDO FILHO et al., 2012).

Cd-7a Estigmasterol Cd-7b Espinasterol

Oc Oc Oc Oc
C
1 37,2 37,1 37,1 37,1
2 31,6 31,5 31,4 31,4
3 71,7 71,7 71,0 71,1
4 42,2 42,1 37,9 37,9
5 140,7 140,6 40,2 40,2
6 121,7 121,6 29,6 29,6
7 31,8 31,8 117,4 117,5
8 31,8 31,8 140,7 139,5
9 50,1 50,0 49,3 49,4
10 36,4 36,4 34,1 34,2
11 21,0 21,1 21,5 21,5
12 39,6 39,7 39,6 39,5
13 42,2 42,1 42,2 43,3
14 56,8 56,7 55,0 55,1
15 24,3 24,2 22,9 23,0
16 28,9 28,8 28,4 28,5
17 55,9 55,9 55,8 55,8
18 12,0 11,9 12,0 12,0
19 19,4 19,3 13,0 13,0
20 40,5 40,4 40,8 40,8
21 21,1 21,1 21,3 21,4
22 138,3 138,2 138,2 138,2
23 129,2 129,1 129,2 129,4
24 51,2 51,1 51,2 51,2
25 31,8 31,8 31,8 31,9
26 21,0 21,0 18,9 19,0
27 18,9 18,9 19,3 21,1
28 25,3 25,3 25,3 25,4
29 12,2 12,1 12,2 12,2
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Figura 43. Espectro de RMN *3C-APT (50 MHz) de Cd-7 em CDCl3
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5.8 Identificacdo estrutural de Cd-8

A substancia codificada como Cd-8 foi obtida na forma de p6 amorfo marrom
(3,0 mg). O espectro de IV de Cd-8 mostrou bandas de estiramentos de
grupamentos O-H (3600 cm™), uma absorcdo de estiramento de carbonila C=0
(1730 cmt), e vibragdes de estiramento C-O (1260 cm™?) (Figura 46, pag. 112).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, MeOD) de Cd-8 (Figura 47, pag. 112)
mostrou apenas duas absor¢des, dois singletos em 64 7,02 (2 H) e dx 3,80 (3 H),
atribuidos a um hidrogénio aromatico e hidrogénios metilicos, respectivamente.

O espectro de RMN 1C (125 MHz, MeOD) de Cd-8 (Figura 48, pag. 113)
mostrou apenas uma absor¢édo em &c 110,09, sendo os demais carbonos inferidos
apos analise das correlacdes dos espectros heteronucleares HMQC e HMBC.

O espectro de correlagdo heteronuclear (*H X 3C-HMQC) (Figura 49, pég.
113) mostraram correlagbes dos hidrogénios com seus respectivos carbonos,

podendo sugerir algumas propostas estruturais para Cd-8:

O OH @) OH H
\C/ \C/ O\C/ OCHs
OH HO OCH3 HO OH
OCHj OH OH
A B C

A correlacdo no espectro de HMQC dos hidrogénios da metoxila em &4 3,80
com seu respectivo carbono em &¢ 51,86, fez descartar as duas primeiras hipoteses,
pois nas estruturas A e B os carbonos das metoxilas absorveriam em &¢c ~60 e &c
~56, respectivamente.

O espectro de correlagdo heteronuclear (*H X *C-HMBC) (Figura 50, pag.
114) mostraram correlagdes do hidrogénio aromatico em & 7,02 com os carbonos
em Oc 108,65, 138,36, 145,07 e 167,69. Observou-se ainda, uma correlagdo da
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metoxila em &y 3,80 com um carbono carboxilico em &¢c 167,69, confirmando a
proposta C para Cd-8.

Assim, ap6s andlise dos dados espectrais e comparacdo com dados da
literatura (Tabela 8, pag. 111), a substancia codificada como Cd-8 foi identificada
como sendo o Galato de Metila, isolada pela primeira vez na espécie em estudo.

Esta substancia tem sido isolada de varias espécies como derivado do acido
gélico, apresentando atividade antibacteriana e antiviral (MEVYRE-SILVA, 2003).

O\(l;/OCH?,

Galato de metila
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Tabela 8. Dados de RMN de 'H (500 MHz), 13C (125 MHz) e correlagdes entre sinais
de 'H x 3C (HMQC) de Cd-8 registrados em MeOD (5 em ppm e J em Hz) e
comparacgdo com valores de RMN de 3C (125 MHz) em DMSO-ds da literatura (Mo-
8) (MOURA et. al, 2011).

O\é|/OCH3

Cd-8 Mo-8
HMQC
Oc OH Oc
C
1 167,47* - 165,6
1 119,70* - 119,7
3 144,92* - 145,5
4 138,21* - 138,0
5 144,92* - 145,5
CH
2 110,09 7,02 (s) 108,8
6 110,09 7,02 (s) 108,8
CH30
CHs0 51,87* 3,80 (s, 3H) 52,3

*Valores observados através dos espectros de RMN 2D.
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Figura 46. Espectro de IV (cm™) de Cd-8 em pastilhas de KBr.
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Figura 47. Espectro de RMN *H (500 MHz) de Cd-8 em MeOD.
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5.9 Identificacdo estrutural de Cd-9

A sustancia Cd-9 apresentou aparéncia amorfa de cor amarelada (5,0 mg). O
espectro de Massas com EM-ESI (Figura 51, pag. 120) mostrou o pico do ion
molecular em 329,0 m/z [M-H], compativel com a formula molecular C17H1407.

O espectro de IV de Cd-9 (Figura 52, pag. 120) mostrou bandas de
estiramentos de grupamentos O-H (3400 cm™), uma absorcdo de estiramento de
carbonila C=0 (1690 cm?), vibracées de deformacbes axiais de ligacbes C=C de
sistemas aromaticos (1.600 cm-1) e vibracdes de estiramento C-O (1200 cm?).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (Figura 53, pag. 121) e sua
expansdo (Figura 54, pag. 121), mostraram a presenca de multiplos dupletos na
regido de hidrogénios aromaticos. Observou-se um duplo dupleto em &4 7,68 com
acoplamento orto (J = 8,5 Hz) e meta (J = 2,5 Hz), um dupleto em &x 6,95 com
acoplamento orto (J = 8,5 Hz) e outro dupleto em &4 7,65 (J = 2,0 Hz) mostrando
acoplamento meta. Essas absorc¢des revelaram um padréo de hidrogenacdo de um
sistema ABX, sugerindo a presenca de uma substéancia fendlica. Observou-se ainda,
dois dupletos em &+ 6,38 e &1 6,25 com acoplamento meta (J = 2,5 Hz), sugerindo a
presenca de outro anel tetrassubstituido. O conjunto destes sinais indicam a
presenca de um nucleo flavonoidico para Cd-9.

No espectro de RMN 'H observou-se ainda, duas outras absor¢ées referentes
a metoxilas em 64 3,96 e &1 3,84. E a auséncia de um simpleto na regido entre dn
6,39-6,94, sugerindo que a posicdo C-3 do anel C encontra-se substituida
(AGRAWAL, 1989).

Os dados de RMN 3C (125 MHz, CDCls) (Figura 55, pag. 122) revelou a
presenca de sinais em 6c 121,46, 6¢ 114,39 e &6¢c 110,42 corresponde aos carbonos
6’, 2’ e 5 respectivamente, corroborando com o padrao de substituicao ABX para o
anel B do anel flavonoidico. Observou-se ainda, sinais em 6c¢c 99,02 e oc 93,94,
referentes aos carbonos 6 e 8, respectivamente, confirmando que o anel A possui
um padréo de substituicdo nos carbonos C-5e C-7 (AGRAWAL, 1989).

Pela analise do padrédo de substituicdo observado nos anéis A e B através
dos espectros de RMN 'H e 3C, foi possivel sugerir a presenca de substituintes

oxigenados nas posicoes 3',4’,5 e 7, permitindo propor o seguinte anel flavonoidico:
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O espectro de RMN 3C mostrou também dois sinais em &¢ 56,06 e &¢ 60,16
referentes a duas metoxilas, sendo esta Ultima impedida estericamente (AGRAWAL,
1989). Entao, através das atribuicdes destes sinais foi possivel propor as seguintes

estruturas para Cd-9:

O espectro de correlacdo heteronuclear (*H X *C-HMQC) (Figuras 56 e 57,
pag. 122 e 123) permitiu observar todas as correlacfes dos hidrogénios da molécula
com seus respectivos carbonos.

O espectro de correlagdo heteronuclear (*H X *C-HMBC) (Figura 58, pag.
123) e sua expansado (Figura 59, pag. 124) mostraram correlacdes a duas e trés
ligacBes. Para tanto, observou-se uma correlacéo a trés ligac6es dos hidrogénios da
metoxila desimpedida estericamente em & 3,97 com um carbono né&o hidrogenado
em Oc 148,77, o que permite inferir que este carbono estd ligado a respectiva
metoxila. As correlagbes dos hidrogénios em 6x 7,65 e du 6,95 (H-2° e H-5,
respectivamente), com o mesmo carbono (8¢ 148,77), fez sugerir que este seria 0

carbono C-3’ ou C-4’, descartando assim a proposta A. Além disso, outra correlacao
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do H-6° em d4 7,68 a trés ligacdes, com o carbono que sustenta a metoxila
confirmou que o deslocamento em Oc 148,07 pertencia ao C-4’, descartando,
portanto, a proposta B.

Comparacdes realizadas entre os dados espectrais de RMN 'H e 13C de Cd-9
com dados da literatura (BARBERA et al., 1986) (Tabelas 9 e 10, pag. 118 e 119),
permitiram a determinagdo da proposta estrutural, como sendo a 3',5,7-triidroxi-3,4’-
dimetoxiflavona, também conhecida como jaceosidina ou quercetina 3,4’-dimetil éter,
descrita pela primeira vez em Combretum duarteanum.

Algumas atividades farmacolégicas ja foram atribuidas ao flavonoide
jaceosidina, entre elas a reducao da formacao de edema em orelha de camundongo
no processo inflamatorio. Inibiu, também a inducdo de NFkB, fator de transcricdo
gue regula a resposta imune frente a um processo inflamatério (COUTINHO et al.,
2009). Além da acéo vasorrelaxante em aortas de ratos (GUERRERO et al., 2002).

3',5,7-triidroxi-3,4’-dimetoxiflavona
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Tabela 9. Dados de RMN de 'H (500 MHz), 3C (125 MHz) e correlagdes entre sinais
de 'H x *3C (HMBC) de Cd-9 registrados em CDCls (5 em ppm e J em Hz).

HMQC HMBC
Oc Ou 2Jch 3Jch

155,10** -
139,12* -
177,81* -
161,72* -
162,23* -
156,79* -
105,00 -
124,18 -
145,53* -
148,70* -

99,02 6,25 (d, J=2,5Hz, 1H) C-8, C-10
93,94 6,38 (d, J=2,5Hz, 1H) C-9 C-6, C-10
114,39 7,65 (d, J=2Hz, 1H) C-3 Cc-4’, C-6’
110,42 6,95 (d, J=8,5Hz, 1H) C-4 c-1’, C-3
121,46 7,68 (dd, J=2,5 e J=8,5 Hz, 1H) c-2, C-4

Q2uNowo PQrw2Bo~vorwnO

CHs30
CH30-3 56,06 3,96 (s, 3H) C-3
CH30-4’ 60,16 3,84 (s, 3H) C-4

*Valores observados através dos espectros de RMN 2D.

**\/alores dados pela literatura.
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Tabela 10. Dados de RMN de *C (125 MHz, CDCls) de Cd-9 e comparagdo com
valores da literatura (Mo-9) (5, DMSO-ds, 50 MHz) (BARBERA et al., 1986).

C
2 155,10 155,10
3 139,12 137,94
4 177,81 177,81
5 161,72 161,21
7 162,23 164,78
9 156,79 156,39
10 105,00 103,99
1 124,18 122,31
3 145,53 146,33
4 148,70 150,16
CH
6 99,02 98,70
8 93,94 93,68
2 114,39 114,92
5 110,42 111,93
6’ 121,46 120,27

CHs30O

CHs0O-3 56,06 55,62

CH30-4" 60,16 59,70
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Figura 52. Espectro de IV (cm™) de Cd-9 em pastilhas de KBr.
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Figura 58. Espectro de HMBC (500 e 125 MHz) de Cd-9 em CDCl3
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5.10 Identificagcéo estrutural de Cd-10

A substéncia codificada como Cd-10 (9,0 mg) apresentou-se como um po
amorfo amarelado. O espectro de IV de Cd-10 (Figura 60, pag. 128) evidenciou
bandas de estiramentos de grupamentos O-H (3400 cm?), uma absorcdo de
estiramento de carbonila C=0 (1650 cm), vibracdes de deformacGes axiais de
ligacdes C=C de sistemas aromaticos (1.600 cm-1) e vibracdes de estiramento C-O
(1300 cm).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) de Cd-10 e suas expansdes
(Figuras 61-63, pag. 128 e 129), mostraram deslocamentos quimicos na regido de
hidrogénios aromaticos, semelhante a Cd-9. Observou-se um duplo dupleto em &n
7,65 com acoplamento orto (J = 8,5 Hz) e meta (J = 2,5 Hz), um dupleto em &4 7,53
com acoplamento meta (J = 2,5 Hz) e outro dupleto em 64 6,81 (J = 8,5 Hz)
mostrando acoplamento orto. Essas absor¢bes revelaram um padrdao de
hidrogenagéo de um sistema ABX para nucleo flavonoidico. Observou-se ainda, dois
dupletos em &n 6,40 e 6,20 com acoplamento meta (J = 2,0 Hz) sugerindo a
presenca de um anel A 5,7 disubstituido, semelhante ao que foi observado para Cd-
9.

No espectro de RMN *H, ainda foi possivel observar um conjunto de sinais na
regido entre o4 5,20 - 3,30, sugerindo a presengca de uma unidade osidica,
destacando-se um dupleto em dy 5,36 (J= 7,5 Hz), atribuido ao hidrogénio
anomerico desta unidade osidica (HARBORNE, 1994).

O espectro de RMN 3C-APT (125 MHz, DMSO-ds), bem como suas
expansodes (Figuras 64-66, pag. 130 e 131), mostraram a presenca de 21 linhas
espectrais, atribuidas a dez carbonos quaternarios, dez carbonos metinicos e um
carbono metilénico. Neste espectro observou-se a presenca de 15 sinais
caracteristicos de flavonoides, com destaque para 0s sinais norteadores em &c
156,32 e &c 133,46, atribuidos aos carbonos da dupla ligacdo em C-2 e C-3, e 0
sinal em &c 177,49, referente a uma carbonila em C-4, corroborando com a presenca
de um flavonoide do tipo flavona para Cd-10. Os sinais intensos em &c 115,20, &c¢
115,93 e &c 122,03, referentes aos carbonos C- 2, 5 e 6’, respectivamente,
confirmam a proposta de um sistema ABX para o anel B deste composto. Assim
como também, os sinais em &¢c 98,72 e d¢ 93,55, referentes aos carbonos C-6 e C-8,

respectivamente, confirmam o padrao 5,7 dissubstituido do anel A.
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O conjunto de sinais caracteristicos de carbonos oximetinicos em &¢ 101,77,
75,86; 73,19; 71,21; 67,94 e 60,15 corroboram a presenca de uma unidade osidica
na estrutura. A natureza da unidade osidica foi revelada pela presenca do sinal em
dc 60,15, atribuido ao carbono oximetilénico de uma unidade osidica, assim como,
pela presenca, no espectro de RMN de 'H, do dupleto em 5,36 (J= 7,5 Hz),
corroborando para a presenca de uma unidade galactose em Cd-10 (HARBONE,
1994). A insercdo da unidade osidica em Cd-10 foi confirmada pelo deslocamento
do C-3 em &c¢ 133,46, caracteristico de carbono ligado a unidade osidica.

Assim, o composto codificado como Cd-7, apds andlise dos dados e
comparacao com a literatura (Tabela 11, pag. 127) foi identificado como o 5,7,3’,4'-
tetrahidroxiflavona-3-O-galactopiranosideo, também conhecido como hiperina,
isolado pela primeira vez na espécie em questao.

A hiperina possui relato de inibicdo do 6xido nitrico (NO) por meio da inibicao
da expressdo de INOS, por atenuacdo de proteinas quinases como p44/p42 MAPK
p38 MAPK e JNK, participando como anti-inflamatoria (LEE et al., 2008).

5,7,3’,4’- tetrahidroxiflavona-3-O-galactopiranosideo
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Tabela 11. Dados de RMN de 'H (500 MHz), 3C (125 MHz) de Cd-10 registrados
em DMSO-ds (5 em ppm e J em Hz) e comparagdo com os valores de RMN de 13C
(DMSO-ds, 100 MHz) da literatura (Mo-10) (SANTOS et al., 2005).

Mo-10
Oc
C
2 156,32 - 156,86
3 133,46 - 134,01
4 177,49 - 178,00
5 161,24 - 161,74
7 164,22 - 164,88
9 156,32 - 156,75
10 103,90 - 104,34
1’ 121,09 - 121,61
3 144,85 - 145.38
4 148,50 - 149,03
CH
6 98,72 6,20 (d, J=2 Hz, 1H) 99,28
8 93,55 6,40 (d, J=2 Hz, 1H) 94,09
2 115,20 7,53 (d, J=2,5 Hz, 1H) 116,50
5 115,93 6,81 (d, J=8,5 Hz, 1H) 115,63
6’ 122,03 7,65 (dd, J=2,5 e J=8,5 Hz, 122,50
1H)
1” 101,77 5,36 (d, J=7,5 Hz, 1H) 102,37
2" 71,21 - 71,75
3” 73,19 - 73,73
4” 67,94 - 68,49
5”7 75,86 - 76,27
CH,
6" 60,15 60,46

OH 12,61 (s, 1H)
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Figura 61. Espectro de RMN *H (500 MHz) de Cd-10 em DMSO-ds
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5.11 Identificagcéo estrutural de Cd-11

A substancia codificada como Cd-11 (6,0 mg) foi obtida como um pé marrom
amorfo. O espectro de Massas com EM-ESI (Figura 67, pag. 136) mostrou o pico do
ion molecular em 289,0 m/z [M-H], compativel com a férmula molecular C15H140Os.

Os espectros de RMN H (500 MHz, MeOD) de Cd-11 e suas expansdes
(Figuras 68-70, pag. 136 e 137), mostraram deslocamentos quimicos na regido de
hidrogénios aromaticos. Observou-se um duplo dupleto em &x 6,71 com
acoplamento orto (J= 8,0 Hz) e meta (J= 2,0 Hz), um dupleto em &4 6,82 com
acoplamento meta (J= 2,0 Hz) e outro dupleto em dn 6,75 (J= 8,0 Hz) mostrando
acoplamento orto. Essas absorc¢fes revelaram um padrédo de hidrogenacdo de um
sistema ABX para o anel B de um nucleo flavonoidico, como foi anteriormente
mencionado para Cd-9 e Cd-10. Observou-se ainda, dois dupletos em &4 5,92 e &n
5,84 com acoplamento meta (J= 2,5 Hz) sugerindo um anel A 5,7 dissubstituido. A
presenca de um dupleto em &1 4,55 (J= 7,5 Hz), um duplo tripleto em &1 3,96 (J= 8,0
e 5,0 Hz), dois duplo dupletos em &1 2,49 (J=5,0 e 16,0 Hz) e 61 2,83 (J=8,0 e 16,0
Hz), atribuidos aos hidrogénios H-2, H-3, H-4eq e H-4ax, respectivamente, sugerem

a presenca de um nucleo do tipo flavan-3-ol (LOBO et al., 2008).

O espectro de RMN de 3C-APT (125 MHz, MeOD) (Figura 70, pag. 137)
revelou a presenca de oito sinais, cinco metinicos, dois oximetinicos e um metilénico.
N&o foram observados os sinais para carbonos nao hidrogenados, os mesmos foram
inferidos através dos espectros de correlacdes heteronucleares HMQC e HMBC. Os
sinais em &¢ 115,32, 6. 116,14 e 6. 120,06, foram atribuidos aos carbonos C-2’, C-5’

e C-6’, respectivamente, confirmando o padrdao de substituicdo ABX para o anel B.
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Os sinais em &: 96,37 e &c 95,57 atribuidos aos carbonos C-6 e C-8, também
confirmaram o padréo 5,7 dissubstituido para o anel A do flavonoide. Observou-se,
ainda sinais para carbonos oximetinicos em 82,86 e 68,81, atribuidos aos carbonos
C-2 e C-3, respectivamente, de Cd-11.

O espectro de correlagdo heteronuclear (*H X *C-HMQC) (Figuras 72-73,
pag. 138 e 139) mostraram correlagbes dos hidrogénios com seus respectivos
carbonos, confirmando a presenca de um nucleo do tipo flavan-3-ol.

O espectro de correlacdes heteronuclear (*H X 3C-HMBC) e suas expansdes
(Figura 74-76, pag. 139 e 140), mostraram uma correlacédo a duas ligacdes (2J) dos
hidrogénios H-2' e H-5’ (&1 6,82 e &1 6,75) com os carbonos C-3’ e C-4’ (6.146,31),
respectivamente. Observaram-se outras correlacdes dos hidrogénios em on 4,55 e
OH 6,75 (H-2 e H-5") com o carbono C-1" (&c 132,21), confirmando o deslocamento
deste carbono.

Através das andlises de RMN de 'H e 3C uni e bidimensionais permitiu
identificar Cd-11 como sendo o flavonoide o 3,3,4°,5,7-pentahidroxiflavana.
Entretanto, dados da literatura (LOBO et al., 2008) relatam a existéncia de dois
isbmeros para Cd-11: a epicatequina, onde a hidroxila ligada a C-3 encontra-se em

posicao axial, e a catequina onde esta hidroxila encontra-se em posicéo equatorial.

Catequina Epicatequina

A literatura ainda esclarece como diferencial entre elas o fato de que no
espectro de RMN de 'H o H-3eq na epicatequina encontra-se mais desblindado (5u
~4,01) que o H-ax da catequina (dn ~3,83) e que o hidrogénio metilénico benzilico H-
4ax embora protegido em ambas, € ligeiramente mais protegido na catequina. Além
disso, no espectro de RMN de C a diferenca epimérica entre
catequina/epicatequina é &¢ +3,4 (C-2), &c +2,1 (C-3) e &¢ -0,7(C-4) (Tabela 12, pég.
135) (AGRAWAL, 1989; LOBO et al., 2008). A anélise da estereoquimica absoluta de
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Cd-11 no aD foi de +11. Portanto, diante destes dados a estereoquimica proposta
para Cd-11 foi a catequina.

Assim através da analise de todos os dados expostos acima pode se afirmar
que a substancia Cd-11 trata-se do isdbmero Catequina. Os dados de RMN 'H e 13C

de Cd-11 e comparacao com a literatura estdo compilados na Tabela 12, pag. 135.

—
Q
x

<

OH

3,3,4',5,7-pentaidroxiflavona: Catequina
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Tabela 12. Comparacédo dos dados espectrais de RMN de 'H e 3C da substancia

Cd-11 em MeOD com valores encontrados na literatura (LOBO et al., 2008) (5 em

ppm e Jem Hz).

Catequina Epicatequina Cd-11
Oc On Oc On Oc Oy
C
5 157,58 - 157,97 - 157,04* -
7 157,82 - 157,63 - 157,04* -
9 156,93 - 157,36 - 156,93* -
10 100,89 - 100,13 - 100,77* -
1 132,25 - 132,29 - 132,21* -
3 146,23 - 145,91 - 146,21** -
4 146,25 - 145,75 - 146,21* -
CH
2 82,85 4,57 79,85 4,81 82,86 4,55 (d, J=7,5 Hz)
3 68,82 3,98 67,48 4,17 68,81 3,96 (td, J=8 e 5 Hz)
6 96,37 5,93 96,46 5,95 96,37 5,92 (d, J=2,5 Hz)
8 95,58 5,87 95,95 5,93 95,57 5,84 (d, J=2,5 Hz)
2 115,29 6,84 115,34 6,98 115,31 6,82 (d, J=2 Hz)
5 116,15 6,76 115,95 6,76 116,14 6,75 (d, J=8 Hz)
6’ 120,09 6,72 119,46 6,80 120,06 6,71 (dd, J=2 e 8 Hz)
CH;
4(ax) 28,49 2,51 29,25 2,86 28,51 2,49 (dd, J=8 e 16 Hz)
4(eq) 2,85 2,74 2,83(dd, J=5 e 16 Hz)

*Valores observados através dos espectros de RMN 2D.

**\/alores dados pela literatura.
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5.12 Identificagédo estrutural de Cd-12

A substancia codificada como Cd-11 (5,0 mg) foi obtida como um p6 amorfo
amarelado.

O espectro de Massas obtido com EM-ESI (Figura 75, pag. 141) mostrou o
pico do ion molecular em m/z 447,1 [M-H], compativel com a férmula molecular
C21H20011.

Os espectros de RMN !H (500 MHz, MeOD) de Cd-12 e suas expansfes
(Figuras 76-78, pag. 141 e 142), mostraram deslocamentos quimicos na regido de
hidrogénios aroméaticos. Observaram-se dois duplos dupletos um em &4 8,05 com
acoplamento orto (J = 7,0 Hz) e meta (J = 2,5 Hz), e outro em &4 6,88 com
acoplamento orto (J = 7,0 Hz) e meta (J = 2,5 Hz), além de dois dupletos um em &
8,05 (J = 8,5 Hz) e outro em &4 6,67 (J = 8,5 Hz), ambos com acoplamento em orto.
Essas absorcdes revelaram um padrao de hidrogenacéao de um sistema AA'BB’ para
o anel B de um nucleo flavonoidico. Observaram-se ainda, dois dupletos em o4 6,40
e Oy 6,20 com acoplamento meta (J = 2,0 Hz) sugerindo um anel A 5,7
dissubstituido. A presenca de um dupleto em &n 5,24 (J = 7,5 Hz) e outros sinais na
regido entre dn 4,6-3,0 sugerem a presenca de uma unidade osidica para Cd-12
(HARBORNE, 1994).

O espectro de RMN 13C-APT (125 MHz, MeOD), bem como suas expansées
(Figura 79, pag. 143), mostraram a presenca de 11 linhas espectrais. Destaque o0s
sinais em dc 116,10 e dc 132,28, atribuidos aos carbonos C-2'/C- 5’ e C-3'/C-6’,
respectivamente, caracterizando o sistema AA’'BB’ do anel B. Além dos sinais em &c
99,57 e dc 94,79, atribuidos aos carbonos C-6 e C-8, respectivamente, corroborando
com a presenca de um anel A 5,7 dissubstituido para Cd-12. Nao foram observados
0s sinais para carbonos ndo hidrogenados, os mesmos foram inferidos através dos
espectros de correlacdes heteronucleares HMQC e HMBC.

Os sinais em &¢ 104,12, atribuido ao carbono anomérico da unidade osidica e
0s sinais em &¢ 78,43, d. 78,08, &: 75,75, &: 71,40 e &: 62,67, sugerem a presenca
de uma unidade osidica do tipo -O-B-D-glicopiranosideo.

O espectro de correlagdo heteronuclear (*H X *C-HMQC) (Figuras 80-82,
pag. 143 e 144) mostraram correlacbes dos hidrogénios com seus respectivos

carbonos, confirmando a presenca de um flavonoide glicosilado para Cd-12.



CONSTITUINTES QUIMICOS E ATIVIDADE FARMACOLOGICA DE Combretum duarteanum CAMBESS. 105
(COMBRETACEAE)

O espectro de correlagcdes heteronuclear (*H X **C-HMBC) (Figura 83-84,
pag. 145) e suas expansdes (Figuras 62 e 63, p.), mostraram correlacdes dos
hidrogénios em &4 8,05 (H-2'/H-6") com os carbonos C-2’/C-6’ em &. 132, 29, com 0
C-2 em d¢ 158,92 e com C-4’ em & 161, 49, confirmando os deslocamentos destes
carbonos. Observaram-se outras correla¢des do hidrogénio em on 6,20 (H-6) com o
carbono C-10 (&¢ 105,64), e outra correlagdo do hidrogénio o4 6,40 (H-8) com o
carbono C-7 (5. 158,47).

O espectro de correlagdes homonuclear (*H X *H-COSY) (Figura 85-86, pag.
146), mostrou, melhor visualizado em sua expansao, correlagbes entre 0s
hidrogénios em dn 8,05 (H-2’/H-6’) com os hidrogénios em &1 6,88 (H-3'/H-5’) e do
hidrogénio em &1 6,40 (H-8) com o hidrogénio em ©on 6,20 (H-6), confirmando as
atribuigbes destes hidrogénios.

Assim, o composto codificado como Cd-12, apdés andlise dos dados e
comparacao com a literatura (Tabela 13, pag. 140) foi identificado como o Canferol-

3-0-B-D-glicopiranosideo, isolado pela primeira vez na espécie em questao.

Canferol-3-O-B-D-glicopiranosideo
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Tabela 13. Dados de RMN de 'H (500 MHz), 3C (125 MHz) de Cd-12 registrados
em MeOD (8 em ppm e J em Hz) e comparacdo com os valores de RMN de *C
(DMSO-ds, 100 MHz) da literatura (Mo-12) (SANTOS et al., 2005).

3

OH

Oc
C
2 158,9* - 156,4
3 132,2 - 133,4
4 177,5** - 177,5
5 161,1** - 161,1
7 164,2** - 164,2
9 156,9 - 156,4
10 105,0* - 104,0
1’ 122,7* - 120,9
4 161,4* - 159,9
CH
6 99,5 6,20 (d, J=2 Hz, 1H) 98,8
8 94,3 6,40 (d, J=2 Hz, 1H) 93,8
2 115,7 8,05 (dd, J=2,5 e J=7,0 Hz, 2H) 115,1
3 132,2 6,88 (dd, J=2,5 e J=7,0 Hz, 2H) 131.0
5 115,7 6,88 (dd, J=2,5 e J=7,0 Hz, 2H) 115,1
6’ 132,2 8,05 (dd, J=2,5 e J=7,0 Hz, 2H) 131.0
1”7 104,1 5,24 (d, J=7,5 Hz, 1H) 104,0
2 75,7 - 76,0
3” 78,4 - 78,9
4” 71,4 - 71,4
5”7 78,0 - 78,5
CH,
6" 62,6 - 62,5

*Valores observados através dos espectros de RMN 2D.

**\/alores dados pela literatura.
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5.13 Constituintes quimicos do 06leo essencial das folhas de Combretum

duarteanum Cambess.

A hidrodestilagdo forneceu um O6leo com cor e odor caracteristicos de
rendimento médio de 0,15%. A composi¢ao quimica do 6leo essencial das folhas de
Combretum duarteanum é apresentada no cromatograma (Figura 87, pag.147), bem
como, na Tabela 14, pag. 148. Vinte e oito compostos foram identificados (88,86%)
e sete nao identificados (11,14%), totalizando 100% de sua caracterizacdo. Os
componentes majoritarios foram espatulenol (15,14%), B-cariofileno (14,12%), 6xido
de cariofileno (12,52%) e B-bouboneno (6,87%).

{1 0000.DD0}
"IJII—m
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Figura 89. Cromatograma do 0leo essencial das folhas de Combretum duarteanum.
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Tabela 14. Constituintes Quimicos do 6leo essencial das folhas de Combretum

duarteanum.

Pico TR (min) Composto (%) IRR IRR
GC-MS  exp.* lit.**
1 5.804 n-nonano 0.77 900
2 6.780 Nao identificado 0.62 931
3 8.719 mesitileno 0.43 992 994
4  8.963 n-decano 1.89 1000 -
5 9.723 alcano 0.42 1021 -
6 12.582 n-undecano 2.09 1100
7 22513 o—copaeno 0.86 1374 1374
8 22.788 S-bouboneno 6.87 1381 1387
9 22.892 co-eluicdo como B-  0.74
boubon
10 22.987 B-elemeno 4.22 1387 1389
11  24.005 B-cariofileno 14.12 1418 1419
12 24.343 B-copaeno 0.67 1428 1430
13 24.824 aromadendreno 0.45 1443 1439
14 25.193 a-humuleno 2.25 1454 1442
15 25.332 allo-aromadendreno  0.91 1458 1458
16 26.029 germacreno-D 1.44 1479 1484
17 26.292 viridifloreno 2.41 1487 1496
18 26.510 biciclogermacreno 2.31 1494 1500
19 26.885 germacreno A 0.69 1506 1508
20 27.223 d-cadineno 0.79 1517 1522
21 29.077 espatulenol 15.14 1576 1577
22 29.248 oxido de cariofileno 12.52 1581 1582
23 29.318 co-eluicdo como pico 5.51 1584 -
22
24  29.576 salvial-4(14)-em-1-ona 2.24 1592 1492
25 29.925 Nao identificado 1.79 1603 -
26 30.092 epoxido humuleno -1l 1.99 1609 1608
27 30.626 Nao identificado 0.90 1627 -
28 30.767 allo-epoxido 2.47 1632 1639
aromadendreno
29 30.914 Nao identificado 2.07 1636
30 31.103 Nao identificado 1.01 1637
31 31.460 Nao identificado 3.42 1643 -
32 31544 intermedeol 2.58 1658 1665
33 31.878 14-hidroxi-9-epi-E- 1.58 1669 1668
cariofileno
34 32.305 eudesma-4(15),7-dien- 0.50 1683 1687
1B-ol

35 33.455 Nao identificado 1.33 1724 -
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5.14 Resultados Farmacoldgicos

5.14.1 Estudo Antimicrobiano

O estudo realizado no Laboratério de Micologia — UFPB, sob a orientacdo de
Profd. Edeltrudes Lima, resultou no ensaio antimicrobiano in vitro dos extratos
hexanico, cloroférmico, acetato de etila e metandlico, bem como, as substancias Cd-
2 (4cido corosolico), Cd-5 (4cido asiatico e acido arjundlico) e Cd-10 (hiperina) de
Combretum duarteanum. Entretanto, ndo mostraram atividade contra as cepas de
bactérias gram positivas e gram negativas testadas: S. epidermides — ATCC-12228,
S. aureus — ATCC-13150, S. aureus — ATCC-25923, P. aeruginosa — ATCC-25853,
E. coli—ATCC-11105 e E. coli—ATCC-25922; e também contra as cepas fungicas: C.
albicans — LM 111, C. albicans — LM 109, C. tropicalis — LM 6, C. tropicalis — ATCC
13803, C. Krusei — LM 08 e C. Krusei — LM 13.

Demostrando que os extratos de Combretum duarteanum, bem como os
triterpenos pentaciclicos, acido corosodlico, acido asiatico e acido arjundlico, e o
flavonoide glicosilado, hiperina, ndo possuem atividade antimicrobiana. Portanto, a
atividade antimicrobiana ja relatada na literatura para o extrato etanolico bruto
(NASCIMENTO et al.,1990) pode ser associada ao complexo e ao sinergismo de
todas substancias contidas no extrato bruto.

Estudo com o acido corosodlico (Cd-2) e o acido asiatico (Cd-5a)
demonstraram que eles potencializam a atividade dos antimicrobianos (GARO et al.,
2007). Portanto, outros ensaios mais especificos podem ser realizados com estas

substancias.

5.14.2 Estudo Antitumoral

5.14.2.1 Citotoxicidade frente células de Carcinoma ascitico de Ehrlich

O estudo antitumoral foi realizado no LABETOX UFPB sob a coordenacao de
Prof2. Dr2. Mariana Vieira Sobral Castelo Branco. Células da linhagem carcinoma
ascitico de Ehrlich foram tratadas com concentracdes crescentes das substancias

Cd-2 (acido corosolico),Cd-5 (acido asiatico e acido arjundlico), Cd-9 (jaceosidina) e
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Cd-10 (hiperina) por 24 h, e a viabilidade celular foi analisada através do ensaio de
reducéo do MTT.

Os resultados mostram que o composto Cd-2 reduziu a porcentagem de
viabilidade celular de maneira concentracao dependente, apresentando um valor de
Clso de 17,82 (16,96 — 18,73) pg/mL (Figura 90, pag. 153).
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Figura 90. Viabilidade de células de carcinoma ascitico de Ehrlich apos tratamento
com o composto Cd-2 (ug/mL). Cada ponto representa média + erro padrdo da
média de trés experimentos com quatro replicatas, com intervalo de confianca de
95%.

Os resultados do composto Cd-5 também demonstraram reduzir a
porcentagem de viabilidade celular de maneira concentracdo dependente,
apresentando um valor de Clsp de 31,23 (30,76 — 31,71) pg/mL (Figura 90, pag.
154).
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Figura 91. Viabilidade de células de carcinoma ascitico de Ehrlich apos tratamento
com o composto Cd-5 (ug/mL). Cada ponto representa média + erro padrdo da
média de trés experimentos com quatro replicatas, com intervalo de confianca de
95%.

Os compostos Cd-9 e Cd-10 apresentaram ICso superior a 1000 pg/mL.
Verificou-se, entdo, através do ensaio de MTT que os compostos Cd-2 e Cd-5
reduziram o crescimento de células de carcinoma ascitico de Ehrlich, de forma
dependente de concentracdo, o que caracteriza uma forte atividade citotoxica para
sustancias isoladas, no entanto, o composto Cd-2 mostrou ser mais potente que o
composto Cd-5.

O Acido corosélico (Cd-2) demonstrou em estudos anteriores algumas
atividades farmacoldgicas, sendo utilizado como anti-inflamatério (ALl et al., 2007),
uma potente atividade hipoglicemiante (WEN et al., 2007), além de atividade
citotoxica frente a PKC de células leucémicas 562 K (KYUNG-SEOP et al., 1998). Os
acido asiatico e arjundlico (Cd-5) também exibiram atividade hipoglicemiante (HOU
et al., 2009).

O flavonoide jaceosidina (Cd-9) ja foi relatado como antiinflamatorio

(COUTINHO et al.,, 2009), além da acdo vasorrelaxante em aortas de ratos
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(GUERRERO et al., 2002). A hiperina (Cd-10) possui relato de inibicdo do 6xido
nitrico (NO), participando como anti-inflamatoria (LEE et al., 2008).

Apesar dos resultados obtidos com as substancias Cd-2 e Cd-5, novos
ensaios com uma droga padrao, como a doxorrubicina, utilizando a mesma linhagem
e método experimental, devem ser realizados para avaliar a possibilidade de

desenvolvimento de resisténcia das células em estudo.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho relata pela primeira vez o estudo fitoquimico da espécie
Combretum duarteanum, revelando-a como bioprodutora de diversos metabdlitos,
tais como terpenoides, esteroides e flavonoides, ressaltando a importancia deste
estudo para o género Combretum,;

O estudo das folhas de C. duarteanum possibilitou o isolamento e identificacao
de doze constituintes quimicos, presentes nas fases Hexanica, Cloroférmica,

Acetato de Etila e no extrato Metandlico, sendo eles:

v Cinco triterpenos: dois sdo triterpenos do tipo cicloartano, o cicloartan-24-
en-1a,3p3-diol e o 4a-carboxi-3B-hidroxi-24-cicloarteno; dois triterpenos
pentaciclicos da série ursano; e uma mistura de triterpenos da série
ursano e oleanano;

v Dois esteroides, o espinasterol e o estigmasterol

AN

Um derivado do acido galico: o galato de metila

v" Quatro flavonoides, destes dois glicosilados, um flavonol e uma flavona.

A composicdo quimica do oleo essencial das folhas de Combretum duarteanum,
mostrou a presenca de vinte e oito compostos identificados (88,86%) e sete nao
identificados (11,14%), totalizando 100% de sua caracterizacdo. Os componentes
majoritarios foram espatulenol (15,14%), B-cariofileno (14,12%), oxido de cariofileno
(12,52%) e B-bouboneno (6,87%).

O screening microbiolégico dos extratos e substancias de Combretum
duarteanum néo revelou atividade contra as cepas de bactérias gram positivas e
gram negativas e também contra as cepas dos fungos analisados.

O estudo antitumoral utilizando células da linhagem carcinoma ascitico de
Ehrlich, demostraram que o0s compostos triterpénicos, acido corosolico, acido
asiatico e acido arjundlico, reduziram o crescimento de células do carcinoma, de
forma dependente de concentracdo, o que caracteriza uma forte atividade citotdxica
para compostos isolados. Ja os flavonoides apresentaram uma ICso maior que 1000

pm/mL.
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Portanto, este é um trabalho de grande importancia por contribuir com um género
etnofarmacologicamente utilizado, descrevendo os constituintes quimicos, bem

como, atividades farmacolégicas de Combretum duarteanum.
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