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Resumo

A espécie Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz , pertence a familia
Combretaceae e é conhecia popularmente por “pente de macaco” ou "mofumbo’; é
uma planta neotropical, que ocorre desde o México até a Argentina. O presente
trabalho descreve o isolamento e identificacdo estrutural de alguns constituintes
quimicos das partes aéreas de Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz, com o objetivo
de ampliar o conhecimento quimiotaxonémico do género Combretum, bem como da
familia Combretaceae; além de realizar estudos biolégicos com as substancias
isoladas desta espécie. O estudo fitoquimico das partes aéreas de Combretum
fruticosum (Loefl.) Stuntz levou ao isolamento das substancias a-amirina e 3-amirina
(CF1), acido betulinico (CF2), a-espinasterol (CF3), espinasterol glicosilado
acetilado (CF4), 13%hidroxi-(132-S)-feoftina A (CF5) e o 24-metileno cicloartanil p-
hidroxicinamato (CF6).Todos relatados pela primeira vez no género com exce¢ao de
CF2. Estes compostos foram identificados através da andlise de dados obtidos por
métodos como Infravermelho, RMN de 'H e '*C uni e bidimensionais, além de
comparagcdo com valores da literatura. No estudo biolégico de Combretum
fruticosum (Loefl.) Stuntz. realizou-se a avaliagdo da atividade antimicrobiana do
extrato etandlico bruto através do ensaio de difusdo em Agar frente as bactérias e
fungos: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida parapsilosis, Candida albicans,
Candida krusei e Candida glabrata, onde demonstrou-se atividade antimicrobiana
contra o fungo Candida krusei e contra as bactérias Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis. Além deste ensaio, também foi
realizada a avaliagdo da atividade antitumoral in vitro das substancias CF1, CF2,
CF3 e CF4 frente as células da linhagem Sarcoma 180 e K562, onde observou-se
auséncia de atividade citotoxica em concentracdes até 200 pg/mL.

Palavras-chave: Combretaceae, Combretum fruticosum, triterpenos



Abstract

The species Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz belongs to the
Combretaceae family and is popularly known as “pente de macaco” or “mufumbo”,
it’s a neotropical plant, which can be found from Mexico until Argentina. This work
describes the isolation and structural identification of a few chemical constituents of
Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz aerial parts, with the objective of increasing the
chemotaxonomic knowledge of the genus Combretum, as well as the family
Combretaceae, besides doing biological studies with the isolated substances from
this species. The phytochemical study of the Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz
aerial parts led to the isolation of the compounds a-amyrin and B-amyrin (CF1),
betulinic acid (CF2), a-spinasterol (CF3), spinasterol glycoside acetate (CF4), 13
hydroxy-(132-S)-phaeophytin-a  (CF5) and 24-methylene cycloartanyl p-
hydroxycinnamate (CF6). All of them reported for the first time on the genus, except
for CF2. These compounds were identified by analysis of data obtained from
spectroscopic methods such as infrared and NMR of 'H and '°C, with the aid of two
dimensional techniques, besides comparison with literature data. On the biological
study of Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz an evaluation of the antimicrobial
activity from its crude extract has been made by the essay on agar diffusion against
the bacteria and fungi Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Candida parapsilosis,
Candida albicans, Candida krusei and Candida glabrata, which demonstrated
antimicrobial activity against the fungus Candida krusei and the bacteria
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis.
Besides this essay, the evaluation of antitumoral activity in vitro with the substances
CF1, CF2, CF3 and CF4 against Sarcoma 180 and K562 cells has been made, which
did not show any citotoxic activity on concentrations until 200 pg/mL.

Keywords: Combretaceae, Combretum fruticosum, triterpenes
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1 Introducao

Substancias quimicas derivadas de animais, plantas e
microorganismos tém sido utilizadas para tratar doengas desde o inicio da medicina
(KOEHN & CARTER, 2005). A terapéutica moderna, composta por medicamentos
com acgdes especificas sobre receptores, enzimas e canais ibnicos, nao teria sido
possivel sem a contribuicdo dos produtos naturais, notadamente das plantas
superiores, das toxinas animais e dos microorganismos (CALIXTO, 2003).

Duzentos anos atras, um farmacéutico de apenas 21 anos, chamado
Friedrich Sertlrner, isolou das sementes da papoula, Papaver somniferum,
o primeiro composto puro farmacologicamente ativo chamado morfina. Este fato deu
inicio a uma nova era, onde substancias oriundas de produtos naturais podiam ser
purificadas, estudadas e administradas em doses precisas. (LI & VEDERAS, 2009).

A investigagdo de produtos naturais como fonte de novas terapias
chegou ao seu auge na industria farmacéutica ocidental no periodo de 1970 - 1980,
0 que resultou em um cenario farmacéutico macicamente influenciado por moléculas
nao sintéticas (KOEHN & CARTER, 2005).

Perto de 1990, cerca de 80% das drogas eram provenientes de
produtos naturais ou andalogos inspirados neles. Antibidticos (ex: penicilina,
tetraciclina,eritromicina),  antiparasitarios  (ex:  avermectina), antimalaricos
(ex: quinina, artemisinina), agentes controladores de lipidios (ex: lovastatina e
analogos), imunossupressores (ex: ciclosporina, rapamicina) e drogas
anticancerigenas (ex: taxol, doxorrubicina) revolucionaram a medicina. A expectativa
de vida em boa parte do mundo, aumentou de cerca de 40 anos no comegco do
século XX para mais de 77 anos hoje (LI & VEDERAS, 2009).

Apesar da expansao da quimica medicinal sintética na década de 90
ter causado uma queda na proporcao de novas substancias baseadas em produtos
naturais para em torno de 50 % (LI & VEDERAS, 2009), quando se trata das drogas
anticancerigenas e dos antibiéticos, por exemplo, esse percentual ainda chega a
70% (CALIXTO, 20083).

Para ter uma nocédo do impacto desses medicamentos no mercado
mundial, um ter¢o dos medicamentos mais prescritos e vendidos no mundo foram
desenvolvidos a partir de produtos naturais e somente as estatinas foram
responsaveis por um mercado de 19 bilhdes em 2002 (CALIXTO, 2003).
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Com tal sucesso, pode-se pensar que nesses Uultimos anos, a
identificacdo de novos metabdlitos a partir de organismos vivos seria o cerne dos
esforgos das industrias, visando novas descobertas farmacéuticas . Contudo, muitas
industrias farmacéuticas tém eliminado sua pesquisa na area de produtos naturais
na ultima década. Apesar de mais de 100 substancias baseadas em produtos
naturais estarem em estudos clinicos, isto representa uma queda de cerca de 30%
relacionado ao periodo 2001-2008. (LI & VEDERAS, 2009).

Ao mesmo tempo, fatores como os avancos na biologia molecular,
biologia celular, gendmica (0 que aumentou o numero de alvos moleculares,
diminuindo o tempo de descoberta de moléculas lideres) ,0 desenvolvimento da
quimica combinatéria, e a diminuicdo do interesse das grandes companhias
farmacéuticas em relacdo a terapia de doencas infecciosas ( area tradicional dos
produtos naturais ) induziu as industrias a se concentrarem na quimica sintética
(KOEHN & CARTER, 2005).

Além disso, produgdo de novos medicamentos envolve elevados
investimentos atrelados a um enorme risco. Somente para exemplificar, as
estatisticas mostram que de cada 30 mil compostos sintetizados pelas industrias, 20
mil (67%) entram nos estudo pré-clinicos; desses, 200 (0,67%) atingem a fase
clinica I; 40 (0,13%) passam para a fase clinica Il; e 12 (0,04%) chegam a fase
clinica Ill. Apenas 8 deles (0,027%) s&o aprovados e em geral um (0,003%)
consegue obter mercado satisfatério (CALIXTO, 2003).

Contudo, expectativas nao realizadas pelas estratégias atuais da P&D,
estdo levando as industrias farmacéuticas a um novo interesse pelos produtos
naturais como fonte de diversidade quimica e de moléculas protétipo (KOEHN &
CARTER, 2005).

E reconhecido que estruturas de produtos naturais tém as
caracteristicas de possuir alta diversidade quimica, especificidade bioquimica e
outras propriedades moleculares que as fazem favoraveis a se tornarem estruturas
prototipos quando se trata de descoberta de novos farmacos (KOEHN & CARTER,
2005).

Treze farmacos derivados de produtos naturais foram aprovados nos
Estados Unidos entre 2005 e 2007, sendo 5 deles, representando os primeiros
derivados de novas classes (LI & VEDERAS, 2009).
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Os produtos naturais considerados interessantes derivam do
fendbmeno da biodiversidade. A conseqiéncia da interacdo da grande variedade de
organismos entre eles e com o0 meio ambiente resultou na evolugdo de diversas
moléculas naturais complexas produzidas por estes organismos, o que possibilitou
sua sobrevivéncia e competitividade. Existem literalmente milhées de estruturas
quimicas naturais resultantes da quimica combinatéria realizada pela mae natureza,
fornecendo uma diversidade quimica inimaginavel, com estruturas complexas com
diversos grupos funcionais, moléculas ideais para interagir especificamente com
alvos biolégicos (MCCHESNEY et al, 2007).

A natureza tem ““feito”” quimica combinatéria por um longo periodo de
tempo, ndo apenas uma década ou duas, e tem selecionado produtos desta
quimioteca que possuem uma grande vantagem biolégica (MCCHESNEY et al,
2007).

O Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, estimada em cerca
de 20 % do numero total de espécies do planeta. Esse imenso patrimbnio genético,
ja escasso nos paises desenvolvidos, tem na atualidade valor econémico-estratégico
inestimavel em varias atividades, mas € no campo do desenvolvimento de novos
medicamentos onde reside sua maior potencialidade (CALIXTO, 2003).

Dispomos, portanto, de um espléndido acervo natural de vegetais nos
ambientes aquaticos e terrestres; um potencial quimico adormecido, inteiramente
desproporcional ao esforgo relativamente pequeno das pesquisas desenvolvidas
para seu conhecimento e utilizagdo (BRAZ-FILHO, 2009).

Estima-se a existéncia de cerca de 250 000 espécies de plantas
superiores, onde apenas 5 a 10 % destas espécies foram investigadas, restando
uma fonte natural de inUmeros organismos vivos contendo significativo numero de
substancias inéditas e forte potencial de produtos naturais bioativos, incluindo-se
fontes de matérias-primas para o desenvolvimento de novos farmacos
(BRAZ FILHO, 2009).

Diante do exposto, evidenciou-se a importancia e a necessidade do
estudo das plantas medicinais, afim de obter novas moléculas bioativas. Portanto,
tomou-se como objetivo de estudo, a espécie Combretum fruticosum, que pertence
a familia Combretaceae. Esta espécie ja possui atividade farmacolégica comprovada
como: inibicdo da enzima 5-lipoxigenase (BRAGA et al, 2000) e inibicdo da enzima
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conversora de angiotensina (BRAGA et al, 2007) . Existem também relatos de uso
etnomedicinal de espécies do género Combretum contra doengas como: infecgbes
bacterianas, Ulceras gastricas, cancer, doencas venéreas, verminose, conjuntivite,
dismenorréia, febre amarela, gripe, tuberculose etc (ELLOF et al, 2008 ).

Visto isso, ressalta-se a importancia do estudo desta espécie, pois,
mesmo possuindo estudo farmacoldgico e relatos de uso etnomedicinal do género,

nao existe nenhuma descricdo detalhada no que diz respeito a identificagcdo e

elucidacao estrutural de moléculas bioativas de Combretum fruticosum.
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2 Objetivos:

2.1 Objetivo geral:

e (Contribuir para o estudo quimiotaxondmico do género

Combretum através do estudo fitoquimico da espécie Combretum fruticosum.

2.2 Objetivos especificos:

e Analisar fitoquimicamente o extrato etandlico das partes aéreas

da espécie Combretum fruticosum .

e |dentificar e ou elucidar a estrutura dos constituintes desta
espécie, através de técnicas espectroscépicas.

e Avaliar a atividade antimicrobiana e antifungica do extrato

etandlico da espécie em estudo.

e Avaliar a atividade citotdxica das substancias isoladas frentes as
células tumorais das linhagens sarcoma 180 e K562.
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3 Fundamentacao Teorica:

3.1 Consideraco6es sobre a familia Combretaceae

Combretaceae é uma familia constituida por cerca de 20 géneros e 600
espécies (PIETROVSKI et al, 2006), distribuidas em regides tropicais e subtropicais
do globo (TAN et al, 2002 ), com centros de diversidade na Africa e Asia. As
espécies desta familia ocorrem em areas que vao desde florestas Umidas e
mangues até regides semi-aridas. Diversificada, ela é representada por arvores de
até 50m, cipos, arbustos e subarbustos (STACE, 2004).

Os trés maiores géneros desta familia sdo : Combretum, Terminalia e
Quisqualis (ELOFF et al, 2008). Os outros género sao : Anogeissus, Buchenavia,
Bucida, Calopyxis, Conocarpus, Dansiea, Getonia, Guiera, Laguncularia,
Lumnitzera, Macropteranthes, Meiostemon, Pteleopsis , Ramatuela, Strephonema,
Terminaliopsis e Thiloa (BRUMMITT, 1992)

ttem
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Figura 1 : Mapa de distribuicdo da familia Combretaceae (Missouri Botanical
Garden)

Atualmente no Brasil, estima-se a ocorréncia de 78 espécies,
subordinadas a 6 géneros (MARQUETE & VALENTE, 2006), j4 na Paraiba, foram
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catalogadas 11 espécies pertencentes a 5 géneros, sao elas: Buchenavia tetraphylla
(Aubl.) R. A. Howard, Combretum duarteanum Cambess., C. fruticosum (Loefl.)
Stuntz, C. glaucocarpum Mart., C. hilarianum D. Dietr., C. lanceolatum Eichler, C.
laxum Jacq., C. leprosum Mart, C. pisonioides Taub., Conocarpus erectus L. e
Laguncularia racemosa (L.) C.F. Gaertn. (LOIOLA et al 2009).

Espécies de Combretaceae, ndo se destacam pelo valor econémico;
poucas sao cultivadas como ornamentais ( Quisqualis indica L. e Terminalia catappa,
por exemplo) (LOIOLA et al, 2009). Algumas sao referidas pelo seu emprego na
medicina popular africana, principalmente as do género Combretum e Terminalia
(ELOFF et al 2008), e apenas as sementes dos frutos de Terminalia catappa
(casatanhola ou améndoa indiana) sdo empregadas como alimento na india
(STACE, 2004).

No que se refere as suas caracteristicas anatomicas e morfolégicas,

LOIOLA et al (2009), descrevem-nas da seguinte maneira:

Folhas — opostas, alternadas, espiraladas ou verticiladas, simples, pecioladas, sem
estipulas; lamina membranacea, cartacea, subcoriacea ou coridcea, inteira,
peninérvea, eliptica, obeliptica, ovada, obovada, oblanceolada, lanceolada ou
oblonga, glabrescente a cinéreopubescente, com ou sem tricomas glandulares ou
escamosos, peltados ou subsésseis, as vezes com nectarios extraflorais.

Flores — 4-5-meras, actinomorfas ou raramente zigomorfas, epiginas ou raramente
semiepiginas, monoclamideas ou diclamideas. Hipanto envolvendo o ovario,
expandido para a parte superior. Lobos do calice 4-5, simétricos, dispostos no pice
do hipanto superior, livres ou soldadas. Pétalas 4-5, quando presentes,
ternissépalas, alvo-esverdeadas, amarelas ou avermelhadas, actinomorfas, livres;
prefloragdo valvar ou imbricada. Disco nectarifero geralmente na base do hipanto
superior. Ovario infero, unilocular; 2-6 évulos, apicais, com placentacao péndula;
estilete cilindrico, geralmente filiforme sobre o disco nectarifero; estigma unctiforme,
inconspicuo

Fruto — geralmente indeiscente, seco ou suculento, drupoide, nucoide ou betulideo,
2-5 alas papiraceas a coriaceas, enrugadas; semente 1, endosperma ausente,
embrido axial, ereto, cotilédones 2 (3), as vezes fusionados, variadamente plicados

ou convolutos.

24



3.2 Consideracoes sobre o género Combretum

O género Combretum encontra-se inserido na familia Combretaceae, é
considerado o seu maior representante , pois ele € constituido por cerca de 370
espécies. Ha diversos relatos do uso de suas espécies na medicina popular africana
contra varias enfermidades (PIETROVSKI et al, 2006), como exemplo, ANGEH et al
(2007) podem citar: dores abdominais, diarréia, dor nas costas, dor de cabega, dor
de ouvido, tosse, gripe, conjuntivite, dismenorréia, febre, doencas de pele,
infertilidade feminina, ancilostomose, lepra, pneumonia, sifilis, picada de cobra e

escorpiao e fraqueza generalizada.

% -°
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Figura 2 : Mapa de distribuicdo do género Combretum ( Missouri Botanical Garden)

Foi demonstrando também que muitos extratos ou principios ativos
isolados de espécies do género Combretum possuem atividades biol6gicas de
amplo espectro , como por exemplo: atividade bactericida, antiprotozoadria,
anticancer, citotoxica, analgésica, antiinflamatoria, hepatoprotetora e antiviral
(PIETROVSKI et al, 2006).

Em relacdo aos constituintes quimicos ja isolados do género, podem
ser citados: estilbenos, fenantrenos, flavonéides, taninos, ciclobutanos, saponinas |,
alcaldides, terpenos e esterdides ( ELOFF et al, 2008). (Quadro 1)
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Quadro 1: Constituintes quimicos isolados de espécies do género Combretum

2,6-dihidroxi-3,4,7-dimetoxi-9,10-dihidrofenantreno

OH
HsCO
HsCO
HO
OCHjg

C.apiculatum

LETCHER & NHAMO,
1971

Combrestatina B-1

HsCO
OH
HaCO
OCHg
OH

OCHg

C.kraussi

BROOKES, 1999

Rel-(1a,2B)-Di-(2,6-dimetoxi-4-hidroxi)-benzoil-rel-(3a,43)-
difenilciclobutano

OCH, H4CO,
/ \ 0 0
R
& OCHj

R=0OCHS3

C.albopunctatum

KATERERE et al, 2004

B-sitosterol

C.kraussi

C.quadrangulare

BROOKES, 1999

BANSKOTA et al, 2000a
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Estaquidrina

C. micranthum

BASSENE et al, 1986

HsC CHs
N/
g
N coO
5,7-dihidroxi-flavanona C.albopunctatum KATERERE et al, 2004
HO O \\\\\\
OH o]

Acido Jéssico

gliie)
T

HO

C.elaeagnoides

OSBORNE & PEGEL,
1984

C.glutinosum

JOSSANG et al, 1994
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Acido 1a,23-dihidroxi-12-oleanen-29-oico 3B-0O- 2,4-diacetil-L-
raminopiranosideo

Rq
Q
\\\\\

Rs

[T

R2= OH, R3= H, R4= COOH

C.imberbe

ANGEH et al, 2007a

3.2.1 Revisao bibliografica do género Combretum (esteroides e terpenos)

Quadro 2: Terpenos isolados de espécies do género Combretum: série ursano

B-D-glicopiranosil 2a,3(3,23,24-tetrahidroxiurs-12-en-28-oato

C.laxum BISOLI et al, 2008
Quadranosideo IV C.laxum BISOLI et al, 2008
: ADNYANA et al,
2000a
C.quadrangulare
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Quadranosideo V

HO/,//,'

HO

Quadranosideo VI

s

OH Y

OH

OH

C. quadrangulare

ADNYANA et al,
2000a

HO,
///,,,_'

HO

Quadranosideo VII

B
T

H.0H "

C.quadrangulare

ADNYANA et al,
2000b

Quadranosideo VIII

C. quadrangulare

ADNYANA et al,
2000b

C. quadrangulare

ADNYANA et al,
2000b

29



Quadranosideo IX

Acido 28-O-3-D-glicopiranosil-6p,23-diidroxitorméntico

R2=0-galoil

C. quadrangulare

ADNYANA et al,
2000b

H

ol

0

OH
'H20H

B
C

Acido 19-a-hidroxiasiatico

C. quadrangulare

ADNYANA et al,
2000b

il

[T

HO

Nigaiquigosideo

C. quadrangulare

ADNYANA et al,
2000a

C. quadrangulare

ADNYANA et al,
2000a

30



Pinfaensina

C. quadrangulare

ADNYANA et al,
2000a

C. quadrangulare

ADNYANA et al,
2000a

Rosamutina

HOY,,

HO

OH

[TTLD

s

C. quadrangulare

ADNYANA et al,
2000b

Acido Ursélico

aonn|

C. zeyheri

BREYTENBACH &
MALAN, 1989
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Quadro 3: Terpenos isolados de espécies do género Combretum: série oleanano

Acido 1a,3B-dihidroxi-12-oleanen-29-6ico C.imberbe ANGEH et al, 2007a
\\\COOH
Acido 1-hidroxi-12-olean-30-6ico C.imberbe ANGEH et al, 2007a
\\\COOH
3,30-dihidroxil-12-oleanen-22-ona C.imberbe ANGEH et al, 2007a
Acido 1,3,24-trihidroxil-12-olean-29-6ico C.imberbe

< \\\\COOH

[T

HO

ANGEH et al, 2007a
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Acido 1a,23-dihidroxi-12-oleanen-29-oico 33-O- 2,4-diacetil-L- C.imberbe ANGEH et al, 2007a
raminopiranosideo
\\\\COOH
Acido imbérbico C.imberbe ROGERS, 1988
<COOH
C.imberbe KATERERE et al,
2003
HO
Acido 23-hidroxiimbérbico 23-O-a-L-raminopiranosideo C.imberbe ROGERS, 1988
Acido 23-hidroxiimbérbico 23-O-a-L-raminopiranosideo 1-acetato C.imberbe

\\\\COO H

ROGERS, 1988
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1a,3,B,23-trihidroxi-olean-12-en-29-oato-23-0-a-L-4- C.imberbe KATERERE et al,
acetilraminopiranosideo 2003
COOH
1a,3,B -trihidroxi-olean-12-en-29-0ato-23-0-a-L-3,4- C.imberbe KATERERE et al,
acetilraminopiranosideo 2003
R1=H
1a,3[3,23 -trihidroxi-olean-12-en-29-oato-23-0-a-L-3,4-acetil-29- C.imberbe KATERERE et al,
diraminopiranosideo 2003
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B-D-glicopiranosil 2a,3,24-trihidroxiolean-12-en-28-oato

S
&

Ho, “n,

HO

OH

R=H,R1=0OH,R2=H

C.laxum

BISOLI et al, 2008

Acido Arjundlico C.laxum BISOLI et al, 2008
C.leprosum FACUNDO et al, 2008
C. leprosum FACUNDO et al,
1993
C.nelsonii
MASOKO et al, 2008
Arjunglicosideo Il C.laxum BISOLI et al, 2008

C. quadrangulare

ADNYANA et al,
2000b

Belericosideo

C.laxum

BISOLI et al, 2008
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Quebulosideo

C.laxum

BISOLI et al, 2008

B-D-glicopiranosil 2a,303,6B-trihidroxiolean-12-en-28-oato C.laxum BISOLI et al, 2008
HOy,
HO
Acido asiatico C.laxum BISOLI et al, 2008
C.nelsonii MASOKO et al, 2008
O
HO///// o
HO
OH
C.molle PONOU et al, 2008
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Combregenina C.molle PONOU et al 2008
C.nigricans JOSSANG et al, 1996
HOy,, 5
HO
OH
Ol
Arjungenina C.molle PONOU et al 2008
C.nigricans JOSSANG et al, 1996
HO///,, B
= C.quadrangulare ADNYANA et al,
HO 2000a
OH
Arjunglicosideo | C.molle ASRES et al, 2001
C.molle PONOU et al, 2008
C. molle PANZINI et al, 1993
C.nigricans JOSSANG et al, 1996

C. quadrangulare

ADNYANA et al
2000a

Combreglicosideo

OHy

OH
OH

R1=H, R2=R3=0H

C.molle

C.nigricans

PONOU et al 2008

JOSSANG et al, 1996
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Sericosideo C.molle ASRES et al, 2001
C.padoides ROGERS, 1989b
C. padoides PANZINI et al, 1993
Acido 23-hidroxiimbérbico 3-O-a-L-ramnopiranosil-23-O-a-L-4- C.padoides ROGERS, 1989b
acetilramnopiranosideo
C. padoides PANZINI et al,1993
C.padoides ROGERS, 1989b
C. padoides PANZINI et al, 1993
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10,3[,23,29-tetrahidroxiolean-12-eno 3-O-a-L-ramnopiranosil-23-O-a-L-4- | C.padoides ROGERS, 1989b
acetilramnopiranosideo
H OH

10,38,23,29-tetrahidroxiolean-12-eno 3-O-a-L-ramnopiranosil-23-O-a-L- C.padoides ROGERS, 1989b
ramnopiranosideo
Acido 1a,23B-dihidroxi-12-oleanen-29-oico-23B3-0O-a-L-4- C.padoides ANGEH et al, 2007b
acetilramnopiranosideo

C.padoides ANGEH et al, 2007b
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Acido 6[3-hidroxiarjinico

C.quadrangulare ADNYANA et al, 2001

Tl

",
2,
2
%

Combreglicosideo

Arjunetina C. quadrangulare | ADNYANA et al,
2000b
PANZINI et al, 1993
C. molle
HO//// A
HO

HO////

",

HO

= of [TIYIYD)

OH
H20H

C

Quebulosideo I

[ITTITED

C. quadrangulare | ADNYANA et al,

2000b

HO,
2

HO

OH

c

H20H

lg

"y, ",

C. quadrangulare

ADNYANA et al,
2000b
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Quadranosideo I C. quadrangulare | ADNYANA et al,
2000a
Quadranosideo X C. quadrangulare | ADNYANA et al,
2000b
OH
OH
OH
H
H
Acido 23-acetoxi-3B-acetilimbérbico C.sundaicum LITAUDON et al,
R 2009
Ry
OAc
R1= OAc, R2=COCH
Acido 23-Acetoxiimbérbico 29-metil éster C.sundaicum LITAUDON et al,
Re 2009
OAc
R1= OH, R2=COOCH;
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Acido 23-O-[a-L-(3’,4’-Diacetilramnopiranosil]-33-acetilimbérbico C.sundaicum LITAUDON et al,
2009
OAc H
R1=0Ac, R4=COOH
Acido 23-O-[a-L-(4’-Acetilramnopiranosil]-33-acetilimbérbico C.sundaicum LITAUDON et al,
2009
R1=0Ac, R4=COCH
Acido 1-O-[a-L-(Ramnopiranosil]-23-acetoxi-3B-acetilimbérbico C.sundaicum LITAUDON et al,
R 2009
]

R;

OAc

R1= OAc, R2= COOH
Acido 1-O-[a-L-(Ramnopiranosil]-23-acetoxiimbérbico 29-metil éster C.sundaicum LITAUDON et al,
OH &R 2009
H H/O
H

e\ 0

CHy  “on H

OH ?
R

OAc
R1= OH, R2= COOCHS3
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[T

R1=0Ac, , R4=COOCH3
Acido 23-O-[a-L-(2’,4’-Diacetilramnopiranosil ] imbérbico

2009

C.sundaicum

R1=0OH, R4=COCH

LITAUDON et al,
2009

Acido 1-O-[a-L-(Ramnopiranosil]-23-acetoxi-3B-acetilimbérbico 29-metil C.sundaicum LITAUDON et al,
éster 2009
\R2
Q
R1
OAc
R1= OAc, R2= COOCHjs
Acido 23-O-[a-L-(4’-Acetilramnopiranosil]-3B-acetilimbérbico 29-metil éster | C.sundaicum LITAUDON et al,
R4
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Quadro 4: Terpenos isolados de espécies do género Combretum: série lupano

Acido Betulinico

HO

Ry

}'//

7

7
7,

R=H, R1=H, R2=H

C.laxum

C.quadrangulare

BISOLI et al, 2008

BANSKOTA et al,2000a

Quadranosideo |

R=CH, R1=0OH

C.laxum

C. quadrangulare

BISOLI et al, 2008

ADNYANA et al, 2000a

3B,6B,16B-trihidroxi-lup-20(29)-eno

C. leprosum MART

C. leprosum

FACUNDO et al, 2008

FACUNDO et al, 1993

C.quadrangulare

ADNYANA et al, 2001
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Acido 63-hidroxiovénico

HO/,,//,
,

HO

Quadranosideo I

[[{ILD

C.quadrangulare

ADNYANA et al, 2001

HQ,
///,,/,'

HO

HOH,C®
OH

Quadranosideo Xl

C. quadrangulare

ADNYANA et al, 2000a

R= galoil

C. quadrangulare

ADNYANA et al, 2000b
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Quadro 5 : Terpenos isolados de espécies do género Combretum: série cicloartano

Acido mélico 3-O-a-L-arabinopiranosideo

C.edwardsii

C.collinum

ROGERS, 1989a

ROGERS &
COOMBES, 1999

C.edwardsii

C. molle

C. molle

ROGERS, 1989a

ROGERS & THEVAN,
1986

PANZINI et al, 1993

Acido Jéssico

RO

S
N
C

R;00

R=R1=R2=H

C.elaeagnoides

OSBORNE & PEGEL,
1984

Acido Jéssico a-L-arabinopiranosideo

R1=R2=H

C.elaeagnoides

OSBORNE & PEGEL,
1984
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Metil jessato C.elaeagnoides OSBORNE & PEGEL,
1984
R
RO 3
R,00C
R=R2=H, R1= CH3
Oxido 1a,11a - metiljessato C.elaeagnoides OSBORNE & PEGEL,
1985
e
HO R
H3COOC\\\
3-oxo-cicloart-1,11,24-trien-23,21-olidio C.erythrophyllum
R

3-oxo-cicloart-1,11,25(26)-trien-24(R),21-olidio

R

ROGERS, 1998

C.erythrophyllum ROGERS, 1998
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Acido 24(R/S)-hidroxi-3-oxo-cicloart-1,11,25(26)-trien-21-dico C.erythrophyllum ROGERS, 1998
R
= HO
R=
o HOOC
Acido 24(R/S)-hidroxi-3-oxo-cicloart-1,11,25(26)-trien-21-dico C.erythrophyllum
R

ROGERS, 1998

Acido 24(R/S)-acetoxy-3-oxo-cicloart-1,11,25(26)-trien-21-dico C.erythrophyllum ROGERS, 1998
R
Z \
= AcO
R=
Y HooC
Metil-24(R/S)-hidroxi-3-oxo-cicloart-1,11,25(26)-trien-21-oato C.erythrophyllum
R

N\

HO
R=

HsCOOC

ROGERS, 1998
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Metil-24(R/S)-acetoxi-3-oxo-cicloart-1,11,25(26)-trien-21-oato C.erythrophyllum ROGERS, 1998
_ AcO
H;C00C
Acido eritrofilico C.erythrophyllum ROGERS, 1998
R:
o) HO,C
[VaVaVaVal
21-acetoxi-3-oxo-cicloart-1,11,24-trieno C.erythrophyllum ROGERS, 1998
R
R=
© -~ AcOH,C
N
Acido 12B-hidroxi-3-oxo-cicloart-1,24-dien-21-6ico C.erythrophyllum ROGERS, 1998
HO,C
OH R
é [VaVaVaVal
R=
o

49



Acido 12B,24(S)-dihidroxi-3-oxo-cicloart-1,25(26)-dien-21-dico
HO,C

OH

C.erythrophyllum

ROGERS, 1998

Acido Mélico

////, ",
‘4

aniilife)
I

HO

C. leprosum MART

C. leprosum

C. edwardsii

C. collinum

FACUNDO et al 2008
FACUNDO et al 1993
ROGERS, 1989a

ROGERS &
COOMBES, 1999

4a-carboxi-3B,16a-dihidroxi-24-cicloarteno

////, »
.,

il OH

HO

Tl

C. leprosum MART

FACUNDO et al 2008

4a-carboxi-1a,3B-dihidroxi-25-hidroperoxi-trans-23(24)-cicloarteno

Z

///, ",
",

OOH

gillile)
T

HO

C. leprosum MART

FACUNDO et al 2008
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Acido Mélico 3-O-B-D-glicosideo C.molle OJEWOLE, 2008

C. molle PEGEL & ROGERS,
1976
ROGERS &
C. collinum

COOMBES, 1999

C.quadrangulare BANSKOTA et al,
1998

BANSKOTA et al,
C.quadrangulare

2000a
HO 7
Z500CH,
R=H
Metil quadrangularato B C.quadrangulare BANSKOTA et al,
OHCy, P 1998
OR BANSKOTA et al,
oH C.quadrangulare 20003
HO' 1
“CO0CH;
R=0OH
Metil quadrangularato C C.quadrangulare BANSKOTA et al,
1998

BANSKOTA et al,

C.quadrangulare 20002

Hi[[e}

HO
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Metil quadrangularato D

HO

C.quadrangulare BANSKOTA et al,
1998
BANSKOTA et al,
C.quadrangulare 2000a
\OHIIIII::.,
HO 1 E
% H
COOCH3
Metil quadrangularato N C.quadrangulare BANSKOTA et al,
0 2000a
gH
% H
COOCH;
Metil quadrangularato O C.quadrangulare BANSKOTA et al,
\v 2000a
o
HO -
///COOCH3
Metil quadrangularato P C.quadrangulare BANSKOTA et al,
2000a
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BANSKOTA et al,

C.quadrangulare
2000a

Acido norquadrangularico B

Tl

HO T
%OOH
Acido norquadrangularico C C.quadrangulare BANSKOTA et al,
OH 2000a

HO = é
R
COOH

Quadrangularol A C.quadrangulare BANSKOTA et al,

OH 2000a

I

«nnlQ

HO

BANSKOTA et al,
2000a

R
o™
L Tinm

OH
C.quadrangulare

Quadrangularol B
o}

I

annlQ

HO

W
oV
,\,IIIIIH--
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Metil 24-epiquadrangularato C C.quadrangulare BANSKOTA et al,
2000a
C.quadrangulare BANSKOTA et al,
2000a
HO . :
%A
COOH
Metil 23-deoxojessato C.quadrangulare BANSKOTA et al,
2000a
HO' ”
///coong
Acido 4B,14a-dimetil-5a-ergosta-9-B,19-ciclo-24(31)-en-3B-hidroxi-4a- C.quadrangulare BANSKOTA et al,
carboxilico 2000a

HO

Q )
oIlllm
I

O\\\\\\\‘
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Acido 23-deoxojéssico

RO

>
2
2
C

81“"""

H
R1=R2=H

C.quadrangulare

C.quadrangulare

BANSKOTA et al,
1998

BANSKOTA et
al,2000a

RO

O\\\\\\\

Acido metil O'-acetil-23-deoxojéssico

Q W
OIIIIIu
T

////, ",
‘e

R1=Ac, R2=H

C.quadrangulare

BANSKOTA et al,
1998

Acido Quadranguldrico E

HO

\\
aw
o

o] )
oIIIIIu
I

C.quadrangulare

C.quadrangulare

BANSKOTA et al,
1998

BANSKOTQA et al,
2000a

Acido 4B,14a-dimetil-5a-
carboxilico

HO

O\\\\\\“

ergosta-93,19-ciclo-24(241)-en-3B-hidroxi-4a-

C.quadrangulare

81"“"-
I

BANSKOTA et al,
1998
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anllllO
I

HO

3
S
N
C

H3COO

Acido quadrangularico F

Acido 1a,3p-dihidroxi-cicloart-24-eno-30-carboxilico C.quadrangulare GANZERA et al, 1998
///,//,
HO R
HoodY
Acido 1a,3p-dihidroxi-cicloart-24-eno-30-carboxilico metil éster C.quadrangulare GANZERA et al, 1998
HO R
HyCOOC™
Acido (20¢)-1a,3B,25-trihidroxi-cicloart-21-al-23-eno-carboxilico C.quadrangulare

GANZERA et al, 1998

HooC,,,

giiille)
I

HO

C.quadrangulare

BANSKOTA et al,
2000b
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Acido quadrangularico G C.quadrangulare BANSKOTA et al,
OH 2000b
Hooc,,, B
HO g
///COOCH3
Acido 24-epiquadranguldrico G C.quadrangulare BANSKOTA et al,
OH 2000b
HO 1
Z00CH,
Acido quadrangularico H C.quadrangulare BANSKOTA et al,
o] 2000b
HO 5 ;
% H
COOH
Metil quadrangularato | C.quadrangulare BANSKOTA et al,
OH 2000b
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Acido quadranguldrico J

i,

HO

gmmw
T

O\\\\\\\-

C.quadrangulare BANSKOTA et al,
", P 2000b
OCHs
OoH
HO of é
2 H
COOH
Acido quadranguldrico K C.quadrangulare BANSKOTA et al,
OH 2000b
Ho
% R
COOH
Acido quadranguldrico L C.quadrangulare BANSKOTA et al,
oH 2000b
OR
HO' -
% R
COOH
Acido 24-epiquadranguldrico L C.quadrangulare BANSKOTA et al,
2000b
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Acido quadrangularico M

C.quadrangulare BANSKOTA et al,
OH 2000b
HO' 7 ;
% H
COOH
Acido 24-epiquadrangularico M C.quadrangulare BANSKOTA et al,
oH 2000b
///////, -
HO z é
% R
COOH
Acido 7B-hidroxi-23-deoxojéssico C.quadrangulare BANSKOTA et al,
2000b
HO 7 g OH
% h
COOH
Acido Norquadrangularico A C.quadrangulare BANSKOTA et al,
COOH 2000b

HO

O\\\\\\

8I|||u...
T
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Acido gardendlico C. woodii COOMBES
n, ROGERS, 2002
HO >
Hooc®
Metil gardenolato A C. woodii COOMBES

ROGERS, 2002

Quadro 6: Terpenos isolados de espécies do género Combretum: série outros
Combreteno A C.molle AHMED et al,
2004
Combreteno B C.molle

ey

HO

AHMED et al,
2004
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Acido (16R)-16-O-a-L-arabinofuranosil-33-hidroximans
28-6ico

ubin-13-en-

aullllR

HO

.
g
C

OOH

C.rotundifolium

ROGERS, 1995

R=arabinose
Acido 3B,16a-dihidroxi-13(17)-mansubinen-28-6ico C.coccineum CHOWDHURY
& ISLAM, 2004
il OH
HO
“CooH
11a-acetoxi-20,24-epoxi-25-hidroxi-damar-3-ona C.nigricans SIMON et al,
2003
H N
o—",
////
: /| OH
o i
%, H
R= Ac
20,24-epoxi-11a25-dihidroxi-damar-3-ona C.nigricans SIMON et al,
2003

[T

R=H
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Acido rotundifélico

R

e

HO

“CooH

R = Arabinose

C.rotundifolium

ROGERS, 1995

20-epi-isoiguesterinol C.laurifolium Mart KOEPKE et al,
2009

Isoiguesterina C.laurifolium Mart KOEPKE et al,
2009

Nor-isoiguesterina C.laurifolium Mart KOEPKE et al,
2009
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D :B—friedoolean—5—en—3—ol

HO

C. woodii

COOMBES &
ROGERS, 2002
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Quadro 7 : Esterdides isolados do género Combretum

B-sitosterol

HO

C.kraussi

C.quadrangulare

BROOKES, 1999

BANSKOTA et al, 2000a

?-D-glicopiranosideo-(3)-stigmast-5-en-3-il

C. leprosum MART

FACUNDO et al 2008

24-etilcolesta-7,22,25-trien-O-B-D-glicopiranosideo

C.padoides

ANGEH et al, 2007b

B-Sitosterol glicosilado

C. quadrangulare

ADNYANA et al, 2000a

64




3.3 Consideracoes sobre a espécie Combretum fruticosum (Loefl.)
Stuntz

Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz (FIGURA 3), conhecida
popularmente por “pente-de-macaco” ou “mofumbo”, € uma espécie neotropical,
com ampla distribuicdo, ocorrendo desde o México até a Argentina, incluindo as
Antilhas. Embora habite preferencialmente os ambientes de florestas Umidas, esta
espécie é encontrada em todas as regides brasileiras, compondo os mais variados
tipos de vegetacdo, em praticamente todos os estados. Na Paraiba, Combretum
fruticosum é encontrada em remanescentes de Floresta Atlantica e em areas de
Caatinga (LOIOLA et al, 2009).

Representada por arbustos e lianas de até 3 m de altura, com caule e
ramos castanho-avermelhados e indumento lepidoto-ferrugineo revestindo o caule,
ramos, folhas, botdes e frutos, C. fruticosum é caracterizada anatdmica e
morfologicamente por LOIOLA et al (2009) da seguinte forma:

Folhas — opostas, pecioladas; peciolo 7-10 mm comprimento.; lamina 8,5-12,5x3,9-
7,5 cm, coriacea, glabra, estreito-eliptica a eliptica, base aguda, apice acuminado a
arredondado, discolor; face adaxial verde mais escuro, face abaxial verde-clara;
nervuras mais proeminentes na face inferior.

Flores — subsésseis, com 22-28 mm comprimento., esverdeadas a avermelhadas;
bractéola 1, com 1-2 mm comprimento., estreitoespatulada; hipanto inferior 2-3x0,4-
0,5 mm, fusiforme a 4- anguloso; hipanto superior 6-7x4-4,5 mm, infundibuliforme-
campanulado; lobos do calice 4, 1-2x1,5-2 mm, delt6ides, avermelhados; pétalas 4,
1-1,5x0,4-0,5 mm, elipticas, menores que os lobos do célice, amarelas. Estames 8,
exsertos; filetes do verticilo interno 12-13 mm, filetes do verticilo externo 13-14 mm;
anteras 0,4-0,5x0,4-0,5 mm, elipticas, alaranjadas a avermelhadas. Disco
nectarifero conspicuo, em forma de anel continuo, margem livre e densamente
vilosa; estilete 1,3-1,4 cm comprimento.

Fruto — 4- alado, 1,34-1,9x1,1-1,4 mm, elipsdide, com apiculo na por¢gao superior da
regidao central, avermelhado quando jovem, alas 4-6 mm larg., delgadas, secas,
transversalmente estriadas; pedicelo frutifero 1,5-3 mm comprimento. Semente 1,
15-18x3,5-4 mm, estreito-elipsdide, sulcada longitudinalmente, testa coridcea,

enrugada, castanho claro, cotilédones foliaceos
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De acordo com levantamento de dados realizados no Chemical
Abstracts e NAPRALERT (banco de dados sobre plantas do ponto de vista quimico e
biol6gico), constatou-se que a referida espécie possui apenas dois estudos
farmacologicos relacionados a atividade inibidora do extrato CH2Clo/MeOH (1:1) de
folhas e caule frente a enzima 5-lipoxigenase (BRAGA et al, 2000), e atividade
inibidora do extrato etanodlico de folhas e caule frente a enzima conversora de
angiotensina (BRAGA et al, 2007). J& em relagé&o ao estudo fitoquimico, verificou-se
apenas o relato do isolamento de uma saponina com estrutura ndo determinada
pelos autores (CAVALCANTI et al, 1983)

£ e e

FIGURA 3.; Fotos de Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz
(http://www.eol.org/pages/60927)
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4 Parte Experimental

4.1 Materiais e métodos

4.1.1 Métodos cromatograficos

4.1.1.1 Cromarografia em Coluna (CC)

Na Cromatografia em Coluna (CC), foi utilizada como fase estacionaria,
silica gel 60, Art. 7734 da Merck, de particulas com dimensdes entre 0,063-0,200
mm e silica flash F60 da TEDIA, possuindo particulas com dimensdes entre 40-63
um. Como suporte, foram utilizadas colunas de vidro cilindricas, cujas dimensdes
variaram de acordo com a quantidade de amostra a ser cromatografada.

Como fase movel, foi utilizado hexano, acetato de etila (AcOEt) e
metanol (MeOH), puros ou em misturas binarias, sempre em gradiente crescente de
polaridade.

4.1.1.2 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Na Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) e Preparativa
(CCDP) foi utilizada como fase fixa, silica gel 60 PF2s54 da Merck (Art. 7749) e como
suporte, placas de vidro de diversas dimensdes (20x20 cm, 10x20 cm e 5x10 cm).
As cromatoplacas foram confeccionadas através da distribuicdo desta silica (na
forma de suspensdo com agua destilada; propor¢céo 1:2) sobre as placas de vidro
com a ajuda de um espalhador mecéanico do tipo “quick fit” . As cromatoplacas
obtidas foram secas ao ar livre e ativadas em estufa a 110 °C por 2 horas.

As revelacdes das substancias nas CCDA se deram por exposicao das
placas a lampadas de radiagédo ultravioleta (equipamento TECNAL, modelo TE-540)
em dois comprimentos de onda (254 e 366 nm). 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 apés a eluicdo, em pelo menos 3 tipos de sistemas de

solventes diferentes.
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Para eluicdo das cromatoplacas foram utilizados os eluentes hexano,
AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias. Nos casos de recristaliza¢des de
substancias, foram utilizados solventes de grau analitico .

4.1.2 Métodos espectrométricos

4.1.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN 'H) e
Ressonancia Magnética Nuclear de *C (RMN 3C) foram obtidos em espectrémetros
da Varian Mercury e Varian System, operando na freqiiéncia de 200 MHz para 'H e
a 50 MHz para *C e a 500 MHz para 'H e 125 MHz para '*C, respectivamente. As
amostras submetidas a analise por RMN foram preparadas dissolvendo-se pequena
quantidade das mesmas em solventes deuterados da CIL, referenciados pelos picos
caracteristicos pertencentes as fragcbes nao deuteradas com sinais em &uy= 7,24 €
0c= 77,0. Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades dos sinais em
RMN 'H foram indicadas segundo a convencéo: s (singleto), sl (singleto largo), d
(dubleto), dd (duplo dubleto),dt (duplo tripleto) t (tripleto), e m (multipleto).

4.1.2.2 Espectrometria de Massas

O espectro de massas das fragmentacées de CF3 e CF4, foram
obtidos em modo de ions positivo pela técnica de lonizag&do por Eletrospray através
do espectrdmetro de massas (lon Trap-Amazonx-Bruker).

4.1.2.3 Infravermelho

Os dados espectrais na regidao do infravermelho foram obtidos em
espectrofotdmetro da marca SHIMADZU, modelo IRPrestig 21, utilizando-se de 1 a 3

mg de amostra em pastilhas de KBr, com freqiiéncia medida em cm™.
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4.1.3 Ponto de fusao

Para determinar o ponto de fuséo utilizou-se o aparelho para ponto de fusédo
digital (Microquimica, modelo MQAPF-302), com bloco de platina em microscopio
optico tipo “Kofler” (Reichert, modelo R3279), com variagdo de temperatura de 0-350
°C. A substancia foi determinada pura quando a diferenga entre o ponto de fuséo

final e o ponto de fusao inicial ndo fosse maior que 3 °C.

4.2 Estudo Fitoquimico de Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz
(Combretaceae)

4.2.1 Coleta do Material Vegetal

O material botanico (partes aéreas) foi coletado em setembro de 2009
na floresta atlantica do municipio de Santa Rita, estado da Paraiba, e identificado
pela Prof® Dra. Maria de Fatima Agra, botanica do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba (LTF/UFPB). Uma exsicata desta
espécie encontra-se catalogada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) do
Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza — UFPB sob o codigo "AGRA 146”.

4.2.2 Preparacao do Material Vegetal de Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz

As partes aéreas de Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz foram secas
em estufa com ar circulante a temperatura média de 45°C durante 3 dias. Apds a
secagem, o material foi submetido a um processo de pulverizagdo em moinho

mecanico, resultando em 2, 1 Kg de p6 seco e triturado.

4.2.3 Obtencao do Extrato Etandlico Bruto (EEB) das partes aéreas de
Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz

O material vegetal seco e pulverizado foi submetido a maceracao
exaustiva com etanol (EtOH) a 95%, por 3 dias, seguido de filtracdo da solugéo
extrativa obtida e concentracdo da mesma em evaporador rotativo sob pressao
reduzida e temperatura controlada (40°C). Este mesmo procedimento foi realizado 5
vezes a fim de se obter o melhor rendimento possivel, resultando em um Extrato
Etandlico Bruto de 584,2 g, o que representa um rendimento de 27,8% em relacao

ao peso seco da planta.
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4.2.4 Particao do Extrato Etandlico Bruto (EEB) de Combretum fruticosum
(Loefl.) Stuntz

Uma aliquota de 200 g do EEB de Combretum fruticosum (Loefl.)
Stuntz foi particionada em coluna filtrante sob vacuo, utilizando como fase
estaciondria, silica gel 60 da Merk (Art. 7734) e como fase mdvel, hexano,
diclorometano (CH.Cly), AcOEt e AcOEt/MeOH (7:3). A filtracdo foi realizada,
utilizando-se os solventes puros ou em misturas binarias, até que toda a coloragéo
desaparecesse das solugdes , as quais foram concentradas em evaporador rotativo,
resultando em 4 fases: fase hexanica (11,3g),fase diclorometano (9,4g), fase AcOEt
(8,09) e a fase AcOEt/MeOH (25,29g) (Figura 4)

Maceragao EtOH : 95%
Concentracédo em rotaevaporador

200 g de Extrato Etandlico Bruto
Particao em coluna filtrante sob vacuo

Figura 4: Obtencdo e particionamento do EEB das partes aéreas de

Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz .
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4.2.5 Fracionamento cromatografico da fase hexanica de Combretum fruticosum
(Loefl.) Stuntz

Uma aliquota de 7g da fase hexanica de Combretum fruticosum (Loefl.)
Stuntz foi cromatografada em coluna, utilizando-se como fase estacionaria, 210g de
silica gel 60 da Merck (Art.7734) e como eluentes, hexano e acetato de etila, puros
ou em misturas binarias, obedecendo a um gradiente crescente de polaridade. Neste
processo, obteve-se um total de 74 fracdes, que foram coletadas a cada 125 mL e
concentradas em evaporador rotativo. As fracoes foram monitoradas por CCDA e
reunidas de acordo com a semelhanca dos seus Fatores de Retencéo (Rfs),
originando 24 grupos (Quadro 8).

O grupo 12 - 13 apresentou-se sob a forma de cristais brancos apos
sucessivas recristalizagcbes com acetona. A substancia recristalizada foi
encaminhada para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H e '3C, que recebeu
posteriormente o codigo de CF1.

O grupo 20 — 22 apresentou-se sob a forma de um p6 branco amorfo
apos sucessivas recristalizagdes com metanol. A substancia recebeu o cddigo de
CF3 (Figura 5).

Quadro 8: Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

fase hexanica do extrato etandlico bruto de Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz

ELUENTES PROPORCAO FRACOES OBTIDAS FRACOES REUNIDAS
Hexano 100 1-7 1,2,3,4,5,6,7
8,9,10,11,12-13,
Hexano:AcOEt 90:10 8-27 14,15-19,20-22,
23-24,25
26-32, 33-37, 38-46,
Hexano:AcOEt 85:15 28 -52 47-53
Hexano:AcOEt 80:20 53-59 54 -59
Hexano:AcOEt 70:30 60 - 68 60-67
Hexano:AcOEt 30:70 69-71
68-74
AcOEt 100 72-74
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CC silica gel
Hexano :AcOEt

Concentragc&o em rotaevaporador
CCDA

Recristalizagéo Recristalizacao

Figura 5 : Fracionamento da fase hexanica do extrato etandlico bruto de Combretum
fruticosum (Loefl.) Stuntz
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4.2.6 Fracionamento cromatografico da fase diclorometano de Combretum
fruticosum (Loefl.) Stuntz

Uma aliquota de 8g da fase CH2Cl. de Combretum fruticosum (Loefl.)
Stuntz foi cromatografada em coluna, utilizando-se como fase estacionaria, 2409 de
silica gel 60 da Merck (Art.7734) e como eluentes, hexano , acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas binarias, obedecendo a um gradiente crescente de
polaridade. Neste processo, obteve-se um total de 233 fracdes, que foram coletadas
a cada 125 mL e concentradas em evaporador rotativo. As fragbes foram
monitoradas por CCDA e reunidas de acordo com a semelhanca dos seus Fatores
de Retencao (Rfs), originando 37 grupos (Quadro 9, pag.73).

O grupo 8 - 12 apresentou-se sob a forma de cristais brancos ap6s
sucessivas recristalizacdes com acetona. A substancia recristalizada recebeu o
cédigo de CF1.

O grupo 15 — 20 apresentou-se sob a forma de um pd6 branco amorfo
apods sucessivas recristalizagdbes com metanol. A substancia recristalizada foi
encaminhada para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H e *C, que recebeu
posteriormente o cédigo de CF3. Ja o sobrenadante do grupo 15 — 20 foi submetido
a uma cromatografia em coluna de silica gel, utilizando hexano e AcOEt como
eluentes. Esta cromatografia resultou em 52 fragcbes, as quais foram reunidas
segundo seus Rfs, originando 7 grupos. Dentre eles, o grupo 8 — 15 foi submetido a
uma CCDP utilizando como sistema de eluicgdo hexano:AcOEt 20% onde apéds
filtragcdo das bandas obtidas, uma de suas fragdes apresentou-se sob a forma de um
pd branco amorfo o qual foi encaminhado para a obtencéo dos espectros de RMN de
'H e '3C, recebendo o cédigo de CF6 (Figura 7).

Os grupos 40 — 45 e 46 — 51 apresentaram-se sob a forma de um pé
branco amorfo apds sucessivas recristalizagdes com cloroférmio. De acordo com a
analise dos precipitados dos dois grupos por CCDA, decidiu-se reuni-los e
encaminhar a substancia para a obtencéo dos espectros de RMN de 'H e '*C, que
recebeu posteriormente o cédigo de CF2 (Figura 6).

O grupo 60 — 67 foi submetido a uma CCDP, onde utilizou-se o sistema
CH.Cl>:MeOH 0,5% como eluente. Apds a eluicao da placa e filtragdo das bandas
obtidas, encaminhou-se uma das fra¢des para a obtengao dos espectros de RMN de
'H e ®C, que recebeu posteriormente o cédigo de CF5 (Figura 7) .
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Quadro 9: Eluentes utilizados e fragdes obtidas no fracionamento cromatografico da

fase CH2Cl, do extrato etandlico bruto de Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz

ELUENTES PROPORCAO FRACOES OBTIDAS FRACOES REUNIDAS

Hexano 100 1-5 1,2,3,4,5
6,7,8-12,13-14,
15-20,21-26,27-35,
Hexano:AcOEt 90:10 6-55 36-39,40-45,
46-51,52-53
54-59,60-64,
65-67,68-71,
Hexano:AcOEt 85:15 56 -139 72-82,83-99,
100-115,116-119,
120-140
141-152,153-
Hexano:AcOEt 80:20 140-174 163,164-168,
169-178
Hexano:AcOEt 70:30 175-188 179-185
186-192, 193-199,
Hexano:AcOEt 50:50 189 - 208 200-205, 206-209
Hexano:AcOEt 30:70 209 - 217 210-212,213-220
AcOEt 100 218 - 224
AcOEt:MeOH 95:5 225-229 221 -233
AcOEt:MeOH 90:10 230-233
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CC silica gel
Hexano :AcOEt :MeOH

Concentragcado em rotaevaporador
CCDA

Recristalizagao | Recristalizacao Recristalizacao

Figura 6 : Fracionamento da fase diclorometano do extrato etandlico bruto de
Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz
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CC silica gel
Hexano :AcOEt :MeOH

Concentracao em rotaevaporador
CCDA

-

CCDP
Hex:AcOEt 20%

Figura 7 : Fracionamento da fase diclorometano do extrato etandlico bruto de

CC CCDP
Hex: AcOEt CH.Cl>:MeOH 0,5%

Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz

76



4.2.7 Fracionamento cromatografico da fase AcOEt de Combretum fruticosum
(Loefl.) Stuntz

Uma aliquota de 6,5g da fase AcOEt de Combretum fruticosum (Loefl.)
Stuntz foi submetida a uma acetilagao com piridina e anidrido acético (proporgao 2:1
para cada 200 mg de amostra), em temperatura ambiente, sob agitacdo constante
por 48 horas . Em seguida, a fase acetilada foi cromatografada em coluna,
utilizando-se como fase estacionaria, 190g de silica gel G60 da Merck (Art.7734) e
como eluentes, hexano , AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias,obedecendo
a um gradiente crescente de polaridade. Neste processo, obteve-se um total de 101
fracoes, que foram coletadas a cada 125 mL e concentradas em evaporador rotativo.
As frag6es foram monitoradas por CCDA e reunidas de acordo com a semelhanca
dos seus Rfs, originando 25 grupos (Quadro 10).

O grupo 6 — 8 apresentou-se sob a forma de um p6 branco amorfo
apds sucessivas recristalizagbes com éter. A substancia recristalizada foi
encaminhada para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H e '°C, que recebeu

posteriormente o codigo de CF4 (Figura 8).

ELUENTES PROPORCAO FRAGCOES OBTIDAS FRACOES REUNIDAS
Hexano 95:5 1-5 1,2-3,4,5
Hexano:AcOEt 90:10 6-10 6-8,9-10
Hexano:AcOEt 80:20 11-20 11,12-13,14-19,
Hexano:AcOEt 70:30 21-29 21-24,25-27,28-30
31-32,33-36,37,38,
Hexano:AcOEt 50:50 30-44 39-40,41-44
Hexano:AcOEt 30:70 45 - 55 45-51,52-55
AcOEt 100 56 - 69 56-62,63-69
AcOEt:MeOH 95:5 70-77 70-77
AcOEt:MeOH 90:10 78-84
AcOEt:MeOH 85:15 85-90 78-94
AcOEt:MeOH 70:30 90-98
AcOEt:MeOH 60:40 99-101 95-101

Quadro 10: Eluentes utilizados e fragbes obtidas no fracionamento cromatogréfico
da fase AcOEt do extrato etandlico bruto de Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz
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Acetilacao
CC silica gel
Hexano :AcOEt :MeOH

Concentracdo em rotaevaporador
CCDA

Recristalizacao

Figura 8 : Fracionamento da fase AcOEt do extrato etandlico bruto de Combretum
fruticosum (Loefl.) Stuntz
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4.3 Ensaios Bioldgicos

4.3.1 Avaliacao da Atividade Antibacteriana e Antifungica do EEB de
Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz

Para avaliar a atividade antibacteriana do EEB das partes aéreas de
Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz foram utilizadas cepas da American Type
Culture Collection (ATCC), empregando o método de difusdo em Agar Mueller-
Hinton e Sabouraud.

4.3.1.1 Microorganismos utilizados

Para os ensaios, foram selecionadas as seguintes bactérias e fungos
leveduriformes ATCC: Staphylococcus aureus 25923, Enterococcus faecalis 29212,
Klebsiella pneumoniae 13833, Pseudomonas aeruginosa 27853, Escherichia coli
25922, Candida parapsilosis 40058, Candida albicans 10231, Candida krusei 6258 e
Candida glabrata 90030.

4.3.1.2 Preparo dos meios de cultura
Os meios de cultura utilizados foram o Agar Mueller-Hinton (AMH), e o
Agar Sabouroud Dextrose (ASD):

e Agar Miuieller-Hinton - Meio sélido preconizado para o teste de
susceptibilidade antibacteriana, que apresenta boa reprodutibilidade nos
testes e suporta o crescimento da maioria dos microorganismos. Seu preparo
consistiu em diluir o meio em pé (38g), sob agitacao manual com o auxilio de
um bastdo de vidroem q.s.p 1 litro de agua destilada. Apds completa
dissolugao, distribuiu o liquido em erlenmeyers vedados com rolhas de
algodao e gaze protegias com papel aluminio. A seguir esterilizou-se em
autoclave a 121 °C por 15 minutos e o pH final foi ajustado para 7,3 £ 0,1 a 25
°C. Posteriormente distribuiu-se cerca de 25 ml do liquido em cada placa de
petri a uma temperatura de 45°C (NCCLS, 2003) .

e Agar Sabouraud - Meio sdélido utilizado para a propagagcdo de fungos
patogénicos e leveduras. Seu preparo consistiu em diluir o meio (65g), sob

agitacao manual com o auxilio de um bastao de vidro, em g.s.p 1 litro de agua
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destilada. Ap6s completa dissolucao, distribuiu-se o liquido em erlenmeyers
vedados com rolhas de algoddo e gaze protegias com papel aluminio. A
seguir esterilizou-se em autoclave a 121 °C por 15 minutos e o pH final foi
ajustado para 5,6 £ 0,2 a 25 °C. Posteriormente distribuiu-se cerca de 25 ml
do liquido em cada placa de petri a uma temperatura de 45°C .

4.3.1.3 Preparo do Inéculo contendo os microorganismos

Em um tubo de ensaio contendo cultivo recente, preparou-se o inéculo
a partir de uma suspensao de cada microorganismo em solucao salina tamponada.
A concentragdo do inéculo foi ajustada de modo a se obter 1,5 x 10° UFC/mL. Para
tanto, comparou-se a turbidez da suspensao com o tubo 5 da escala de McFarland.
Apbs o ajuste, o indculo foi distribuido em placas de Petri, previamente preparadas
com meio de cultivo com o auxilio de um chumaco de algodao estéril. As superficies
de cada placa de AMH e ASD foram inoculadas, esfregando-se o chumaco em toda

a superficie do Agar.

4.3.1.4 Ensaio antimicrobiano in vitro

As amostras testes foram colocadas em discos estéreis de papel de
filtro com a concentragdo de 1000 pg/disco e para controle positivo, foram utilizados
discos padronizados para antibiograma (cloranfenicol 30 pg/disco e fluconazol
25ug/disco).

Os discos foram levemente pressionados contra a superficie do meio
de cultivo para garantir o contato total com os microorganismos, deixando-os em
temperatura ambiente por 1 hora, para ocorrer a difusdo dos extratos em Agar. Apos
esse periodo, as placas foram invertidas, incubadas a 35 °C e apés 18h, foram
verificados os halos de inibicdo de crescimento, com o auxilio de um paquimetro.

Este ensaio foi realizado em duplicata.

4.3.2 Avaliacao da atividade antitumoral in vitro das substancias CF1, CF2 ,
CF3 e CF4

Esta avaliagdo foi realizada em parceria com Jodo Carlos Lima
Rodrigues Pita, doutorando do Laboratério de Toxicologia do LTF, onde foram

realizados dois ensaios; no primeiro, as substancias CF1, CF2 , CF3 e CF4 foram
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testadas frente as células da linhagem Sarcoma 180 e no segundo, apenas a CF1 e
CF4 foi analisada frente a linhagem leucémica K562, visto que as outras ja haviam
sido estudadas frente esta linhagem.

Para o ensaio antitumoral in vitro, células da linhagem sarcoma 180,
mantidas na cavidade peritoneal de camundongos Swiss foram retiradas apo6s 10
dias de implantacdo e as células da linhagem K562 foram mantidas em meio de
cultura. Posteriormente, células do Sarcoma 180 foram transferidas para um tubo
Falcon (BD/Labware®) (15 mL) com 10 mL de solucédo tampao fosfato (PBS) e em
seguida, centrifugadas (1.000 rpm por 10 minutos). O sobrenadante foi desprezado e
as células foram ressuspensas em meio RPMI-1640 (Nutricell®) suplementado com
25 mM HEPES, 2 mM L-glutamina, 100 Ul/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e 10 % de soro fetal bovino (Nutricell®).

Foi retirada uma aliquota de 10 pL das linhagens para avaliar a
viabilidade celular com 10 pL de azul de tripan (Sigma-Aldrich®) (0,4 %) em camara
de Neubauer. As células da linhagem Sarcoma 180 (2 x 10° células/poco) e K562
(3.10° células/mL) foram semeadas em placas de 96 pogos (BD/Labware®), e
incubadas com diferentes concentracoes de CF1, CF2 , CF3 CF4 e apenas CF1 e
CF4, para as respectivas linhagens, em estufa a 37 °C e atmosfera com 5% de CO, .
As placas contendo células do Sarcoma 180 e leucémicas K562 foram incubadas
por 24 e 72 h, respectivamente. Os produtos testados foram inicialmente
solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) (Mallinckrodt CHEMICALS®) e em
seguida, inseridos em meio RPMI-1640 suplementado. A concentracédo final de
DMSO nos meios em teste e no controle foi de 0,5 %. Para avaliar a citotoxicidade
das substancias mencionadas acima foi realizado o ensaio de redugcao de MTT.

O MTT é um corante amarelo, que € reduzido por células que mantém
a integridade mitocondrial para um composto azul (formazan), insolavel em solucéao
aquosa (Figura 9). Uma vez solubilizado, a quantidade de formazan pode ser
determinada espectroscopicamente (MOSMANN, 1983; DENIZOT & LANG, 1986).
Dessa forma, a redugdo do sal tetrazdlio MTT a formazan é muito utilizada em
ensaios de avaliacao de sobrevivéncia e proliferacao celular, uma vez que somente
as ceélulas viaveis reduzem o MTT a formazan, portanto a quantidade de formazan
produzido é proporcional ao numero de células viaveis presentes (MOSMANN, 1983;
DENIZOT & LANG, 1986).
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MTT FORMAZAN

CHj CHs
Figura 9 : Reacao de reducéo do MTT ([brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difenil tetrazdlio]) a formazan (MOSMANN, 1983).

O ensaio de redugéao do sal de tetrazélio foi realizado como descrito por
Melo et al. (2003). Na placa de 96 pog¢os com as células sob 24 h (sarcomai80) ou
72 h (K562) de tratamento foram adicionados 10 pyL de MTT (5 mg/mL) em cada
pogo. Apds incubagdo por 4 h em estufa (37 °C e 5 % CO,), os sobrenadantes dos
96 pogos foram cuidadosamente removidos, e em seguida, foram adicionados 100
UL de etanol em cada pogo para solubilizar o formazan produzido. As placas foram
agitadas por 10 minutos e a absorbéancia foi lida por um espectrofotdmetro (Leitor de
Elisa BIO-RAD modelo 550 Microplate Reader) no comprimento de onda de 595 nm
para assim calcular a Clsy através da determinagdo da percentagem de células

viaveis utilizando a seguinte férmula:

[(Docélula tratadas — Dobranco)]
% viabilidade celular = ---—--——-m e X 100

[( Docontrole negativo — Dobranco)]
Onde:

DOcglulas tratadas = Densidade éptica dos pocos com o produto teste
DOcontrole negativo = Densidade éptica dos pogos do controle negativo

DOBranco = Densidade éptica dos pocos contendo apenas o meio de cultura
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5 Resultados e Discussao

5.1 Determinacao estrutural de CF1

O espectro de RMN 'C-APT (50 MHz, CDCl;) de CF1 e suas
expansfes (Figuras 11,12 e 13, pag. 86 e 87) apresentou um conjunto de sinais
compativeis com uma mistura de duas substancias. Através da detecgdo de sinais
de carbonos olefinicos localizados na regido entre &; 120 — 140 , pode-se perceber
que se tratava de uma mistura de dois triterpenos pentaciclicos '?A da série ursano e
oleanano. Os sinais em &, 121,66 e 145,13 corroboraram respectivamente com os
carbonos C-12 e C-13 do triterpeno da serie oleanano, enquanto que 0s sinais em &
124,35 e &, 139,52 demonstraram ser compativeis com os carbonos C-12 e C-13 da
serie ursano. Segundo MAHATO & KUNDU (1994), triterpenos do tipo urs-12-eno
possuem o C-12 desblindado em ~2 ppm e o C-13 blindado em ~5 ppm em
comparagao com o deslocamento quimico dos mesmos carbonos dos triterpenos do
tipo olean-12-eno. Esta diferenga pode ser explicada devido a presenca da metila
em posicdo equatorial ligada ao carbono 19B, a qual, por estar perto da ligagéo
dupla, exerce um efeito y-gauche e efeito & sobre os carbonos 12 e 13
respectivamente. Outro sinal bastante diagnéstico para diferenciar os triterpenos
dessas duas séries, é o deslocamento quimico do carbono 18 da série oleanano, o
qual é blindado em ~11,5 ppm em relagcdo ao C-18 da série ursano, isto ocorre
devido ao efeito y-gauche exercido pela metila em posi¢do axial ligada ao carbono

20B (Figura 10). Além destes sinais também foi detectada uma absor¢cdao em &

78,97 condizente com carbono oximetinico em C-3.

30

47,14

SR LD

[aVaVaV,l (VaVaVa Vo)

Figura 10: Deslocamentos quimicos da a-amirina e B-amirina
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O espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) (Figuras 14 e 15, pag.87 e
88) de CF1 evidenciou um envelope de sinais na regido entre 0,7 e 2 ppm, tipicos
de hidrogénios metilicos, metinicos e metilénicos de triterpenos pentaciclicos. O
multipleto em ~5,15 ppm, foi atribuido ao hidrogénio olefinico H-12, corroborando
com a sugestdo feita anteriormente no espectro de RMN '*C para uma dupla
ligacdo entre os carbonos C-12 e C-13, assim como o multipleto em ~ &4 3,20 , foi
atribuido ao hidrogénio oximetinico (H-3), corroborando com a absor¢éo do carbono
3 em &c 78,97 .

Estes dados em conjunto com os valores de RMN '®C descritos na
literatura (MAHATO & KUNDU, 1994; CARVALHO et al, 1998) (Tabela 1), permitiram
identificar CF1 como sendo uma mistura de triterpenos denominados
urs-12-en-3B-ol e olean-12-en-33-ol, mais conhecidos como a-amirina e B-amirina
respectivamente. Estes composto estdo sendo relatados pela primeira vez no

género.
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Tabela 1: Dados de RMN de de 'H (200MHz) e '®C (50MHz) de CF1 em CDCls,
comparados com os dados de RMN de °C da literatura (5 em ppm e J em Hz).

CF1 a-amirina® B-amirina®
56 (a-amirina) 6C (B-amirina) 5H 56 60

c c
4 38,52 4 38,52 38,7 38,7
8 39,93 8 39,93 40,0 39,9
10 36,87 10 36,87 36,9 36,9
13 139,52 13 145,13 139,3 1452
14 42,00 14 42,00 42,0 41,7
17 3369 17 33,69 33,7 33,7

20 31,04 31.1
CH CH
3 7897 3 78,97 3,20 (1H, m) 78,3 79,6
5 55,10 5 55,10 55,2 55,1
9 4764 9 47,64 47,7 47,7
12 12435 12 121,66 5,15 (1H, m) 124,3 121,6
18 58,97 18 47,14 58,9 47,6
19 39,60 39,6
20 39,65 39,6
CH, CH,
1 38,72 1 38,72 38,7 38,7
2 2720 2 27,20 27,2 27,2
6 18,31 6 18,31 18,3 18,3
7 32,87 7 32,57 32,9 32,8
11 2331 11 23,47 23,3 23,6
15 28,04 15 26,09 28,7 26,1
16 2656 16 26,87 26,6 26,9

19 46,75 46,7
21 31,20 21 34,67 31,2 34,7
22 4148 22 37,09 41,5 37,1
CH, CH,
23 28,09 23 28,37 28,1 28,4
24 1565 24 15,65 15,6 15,6
25 1565 25 15,65 15,6 15,7
26 16,81 26 16,81 16,8 16,9
27 2322 27 2596 23,3 26,1
28 2872 28 28,72 28,1 28,8
29 17,45 29 33,26 17,4 33,4
30 21,39 30 23,66 21,3 23,6

29 30

[T

a-amirina B -amirina
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30

urs-12-en-33-ol olean-12-en-3[3-ol

Foram relatadas diversas atividades farmaoldgicas dessas substancias

em suas formas puras ou na forma de mistura; a saber:

a-amirina
Acédo antiinflamatéria tépica em edema de orelha de camundongos
induzido por TPA (MEDEIROS et al, 2007)

B-amirina

Atividade antimicrobiana contra as bactérias Escherichia.coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e os fungos Fusarium oxysporum,
Penicillium chrysogenum e Aspergillus niger (SHARMA et al, 2010), inibicdo do
crescimento de células tumorais da linhagem NTUB1 ( cancer de bexiga) ( LIN et al,
2010) e atividade antiinflamatéria em células RAW 264.7 (SHIH et al, 2010).

a-amirina e B-amirina

Inibicdo de colite induzida por TNBS em camundongos (VITOR et al,
2009), efeito ansiolitico e antidepressivo (ARAGAO et al, 2006), efeito
antiinflamatério contra modelo de periodontite aguda em ratos (PINTO et al, 2008),
inibicdo da pancreatite aguda induzida por L-arginina (MELO et al, 2010) e atividade
antinociceptiva em edema de bexiga de camundongo induzido por CPM (LIMA-
JUNIOR et al, 2007).
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5.2 Determinacao estrutural de CF2

A substancia codificada como CF2, foi isolada na forma de um pdé
branco amorfo, soluvel em cloroférmio, com rendimento de 0,008% em relacdo ao
extrato etanolico bruto utilizado (200g).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho, obtido em
pastilhas de KBr, revelou uma absorcéao intensa tipica de estiramento O-H em ~3400
cm™. Também foram observadas absor¢dées de média intensidade em 1683 cm™ e
de baixa intensidade em 1236 cm™, tipicas de estiramentos C=0 e C-O
respectivamente, sugerindo assim, a presenca de um grupo acido na substancia
(Figura 16, pag.93)

No espectro de RMN "*C-APT (125 MHz, CDCls) (Figuras 17,18 e 19,
pag. 93 e 94), observou-se a presenca de 30 sinais, dos quais, 7 referentes a
carbonos quaternarios, 6 a carbonos metinicos, 11 a carbonos metilénicos e 6 a
carbonos metilicos. Os sinais de carbonos olefinicos em 8. 110,0 (C-29) e &, 150,4
(C-20), juntamente com o sinal em 19,4 (C-30) ppm, sugerem a presenca de um
grupo isopropenil, tipico de triterpenos da série lupano (DAVID et al 2007; COSTA et
al, 2010). Adicionalmente a esses sinais, pode-se observar o sinal em 79,0 ppm
referente ao carbono oximetinico na posicao 3 (COSTA et al 2010) e o sinal em
180,0 ppm, referente a carbonila de acido, o que corrobora com o estiramento C=0
em 1683 cm™ e o estiramento O-H em ~3400 cm™ observados no espectro de
absorcao de infravermelho.

O espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) (Figuras 20,21 e 22, pag.95 e
96) apresentou 6 singletos condizentes com 6 metilas em 0,73; 0,80; 0,91; 0,94;
0,95 e 1,67 ppm, este utlimo singleto em &y 1,67 € caracteristico de metila ligada a
carbono olefinico, que juntamente com os singletos largos em 4,59 ppm e 4,72 ppm
referentes aos hidrogénios metilénicos (H-29, e H-29y), reforga a presenca do grupo
isopropenil na molécula (DAVID et al, 2007). Aléem destes sinais, também foram
detectados um triplo dubleto em 642,98 (H-19 ,J=10,5 e 5,5 Hz) e um multipleto em
2,26 ppm (H-13) (YILI et al, 2009). Também foi observado um duplo dubleto em
oy 3,18 (H-3, J =11,5 e 5 Hz), caracteristico de hidrogénio oximetinico em
triterpendides 3p-OH. Este sinal, juntamente com a absor¢do do carbono 3 em
oc 79,0 , confirma a estereoquimica desta hidroxila na posicao beta (COSTA et al,
2010).
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Tabela 2: Dados de RMN de de 'H (500MHz) e *C (125MHz) de CF2 em CDCl;
comparados com os dados de RMN de *C da literatura (5 em ppm e J em Hz).

CF2 Acido Betulinico®

60 6H 56
C
4 38,91 38,8
8 40,74 40,7
10 37,25 37,2
14 42,48 42,4
17 56,34 56,3
20 150,43 150,3
28 180,0 180,5
CH
3 79,06 3,18 (1H, dd, J=11,5 e 5) 78,9
5 55,39 55,3
9 50,56 50,5
13 38,44 2,26 (1H, m) 38,4
18 46,93 1,59 (1H, m) 46,8
19 49,32 2,98 (1H, td, J=10,5 e 5,5) 49,2
CH.
1 38,76 38,7
2 27,44 1,59 (2H, m) 27,4
6 18,32 18,3
7 34,37 34,3
11 20,90 1,25 (2H, m) 20,8
12 2555 1,35 (2H, m) 255
15 30,60 30,5
16 32,20 32,1
21 29,74 29,7
22 37,07 1,97 (2H, m) 37,0
29 110,0 4,59 (H,, s), 4,72 (Hy, sl 109,6
CH;
23 28,03 0,91 (3H, s) 27,9
24 15,37 0,73 (3H, s) 15,3
25 16,07 0,80 (3H, s) 16,0
26 16,16 0,94 (3H, s) 16,1
27 14,73 0,95 (3H, s) 14,7
30 19,42 1,67 (3H, s) 19,4

@ MAHATO & KUNDU, 1994
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Ap6s analisar esses dados, e assinalar todos os carbonos de CF2 com
os da literatura (MAHATO & KUNDU, 1994) (Tabela 2), pode-se definir esta estrutura
como sendo o 4acido (3B)-3-Hidroxi-lup-20(29)-en-28-6ico. Este composto é
usualmente denominado de Acido Betulinico , e esta sendo relatado pela primeira

vez na espécie.
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(3B)-3-Hidroxi-lup-20(29)-en-28-6ico

O triterpeno acido betulinico ocorre naturalmente em diversas plantas,
e possui diversas atividades como inibigdo do virus da hepatite B (Yao et al, 2009) e
HIV-1 (THEO et al, 2009), atividade osteoblastogénica (LO et al, 2010), e
principalmente atividade citotoxica frente a células tumorais das linhagens: HL-60 e
K562 (leucemia) (FAUJAN et al, 2010; WU et al, 2010), SNU-C5/WT, SNU-C5/5FU-
R e SNU-C5/OXT-R (cancer de colon) (JUNG et al, 2007), LNCaP (cancer de
prostata) (Chintharlapalli, et al, 2007), EPG85-257 (carcinoma gastrico) , EPP85-181
(carcinoma pancreatico) (DRAG et al, 2009), SKNSH, SHSY5Y, IMR-5, LAN-5, NBL-
S, NBAS5, NBAS6, NBL-W, NBL-WR e MEL-2 (neuroblastoma) (Schmidt et al,
1997).
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Figura 18: Expansdo do espectro de RMN 3C de CF2 na regido de 180 a 46 ppm
(CDCl3, 125 MHz)
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5.3 Determinacao estrutural de CF3

A substancia codificada como CF3, foi isolada na forma de um poé
branco amorfo, soluvel em cloroférmio, com rendimento de 0,025% em relacdo ao
extrato etandlico bruto (200g) e ponto de fusdo 132 - 134 °C.

No espectro de RMN '*C-APT (50 MHz, CDCls) (Figura 25, 26, 27,
pag.101 e 102), observou-se a presenca de 29 sinais, dos quais, 3 referentes a
carbonos quaternarios, 11 a carbonos metinicos, 9 a carbonos metilénicos e 6 a
carbonos metilicos. Os sinais de carbonos olefinicos em 117.,4, 129,4, 138,1 e 139,6
ppm sugerem a presenca de duas ligagdes duplas. Estes sinais sdo caracteristicos
de compostos com esqueletos esteroidais ramificados, quando uma das
insaturagdes esta localizada entre C-7 e C-8 (6. 117,4 e &. 139,6) e outra entre C-22
e C-23 (6; 129,4 e . 138,1) (ZANON et al, 2008). A presenca de ligagao dupla entre
os carbonos 5 e 6 foi descartada, pois quando isso ocorre, os deslocamentos
quimicos sdo de 140,6 (C-5) e 121,4 (C-6) ppm. Nesta situagdo estrutural (A%) o
carbono 4 absorve em ~ 42 ppm, pois estd desprotegido devido ao efeito
eletronegativo exercido pela dupla ligagédo entre C-5 e C-6, e o carbono metilico 19,
absorve em torno de 19 ppm, contudo em A’ esteréides, o carbono 4 absorve perto
de 38 ppm e o carbono 19 absorve em cerca de 13 ppm, devido ao efeito y-gauche
do hidrogénio pseudoaxial do carbono 6 (BRAZ FILHO et al, 1986). Observe a figura
23:

/TN

19

8
7
HO
422 \_j

Figura 23 : Deslocamentos quimicos de carbonos em esqueletos esteroidais com

19,4

duplas ligacdes diferentes.
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Através de comparacoes dos deslocamentos quimicos de CF3 com
valores da literatura (SOUZA et al, 2001), pode-se estabelecer a configuracado 24S/a
para o esteréide, de acordo com a figura 24:

21,1 123

il

22

24R/B 24S/a

Figura 24: Deslocamentos quimicos dos carbonos em estruturas na forma 24R/( e
24S/a

O espectro de RMN 'H (200 MHz, CDCls) (Figuras 28 e 29, p4g.102 e
103) apresentou um envelope de sinais entre 0,5 e 2,0 ppm, tipico de hidrogénios
metinicos, metilicos e metilénicos de esterdides. Adicionalmente a esses sinais,
foram observados um singleto largo em &4 5,12, compativel com o hidrogénio
olefinico (H-7), um multipleto em &y 3,57 , compativel com hidrogénio oximetinico
(H-3) (VILLASENOR et al, 1996) e o singleto em 3y 0,52 (H-18) que confirma a
localizacao da ligacao dupla entre os carbonos 7 e 8 (BRAZ FILHO et al,1986).

Apés analisar esses dados, e assinalar todos os carbonos de CF3 com
os da literatura (VILLASENOR et al, 1996) (Tabela 3), pode-se definir esta estrutura
como sendo o0 24a-etil-5a-colesta-7,trans-22-dien-3p-ol, este composto é
usualmente denominado de espinasterol, esta sendo relatado pela primeira vez no

género Combretum.
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Tabela 3: Dados de RMN de 'H (200MHz) e '*C (50MHz) de CF3 em CDCls,

comparados com os dados de RMN de '*C da literatura (5 em ppm e J em Hz).

CF3 Espinasterol °

56 5|-| 60
C
8 139,555 139,529
10 34,192 34,190
13 43,263 43,268
CH
3 71,054 3,57 (1H, m) 71,035
5 40,230 40,229
7 117,449 5,12 (1H, si) 117,427
9 49,411 49,420
14 55,104 55,092
17 55,851 55,862
20 40,845 40,823
22 138,177 5,19 (1H, m) 138,151
23 129,399 5,19 (1H, m) 129,449
24 51,235 51,217
25 31,870 31,846
CH,
1 37,116 37,11
2 31,452 31,443
4 37,966 37,952
6 29,620 29,628
11 21,531 21,524
12 39,431 39,438
15 23,004 22,979
16 28,514 28,489
28 25,400 25,379
CH;
18 12,043 0,52 (3H, s) 12,032
19 13,047 0,77 (3H, s) 13,071
21 21,106 1,01 (3H, d, J=6,8) 21,082
26 21,370 0,916 (3H, d, J=6,6) 21,343
27 18,982 0,916 (3H, d, J= 6,6) 18,974
29 12,255 12,229

(*YVILLASENOR et al,1996
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24a-¢til-5a-colesta-7,trans-22-dien-33-ol

O esteroide espinasterol ocorre naturalmente em diversas plantas, e
possui diversas atividades como inibicdo da DNA topoisomerase | e Il (BYUN et al,
2007), inibicao da proliferacdo de células glomerulares mesangiais (JEONG et al,
2004), acdo antinociceptiva (FREITAS et al,2009), citotoxicidade frente a células
tumorais das linhagens: MCF-7 e MDA-MB-231 (cancer de mama), 2774 (cancer de
ovario) e HelLa (cancer cervical) (JEON et al, 2005) , atividade antiulcerogénica
(KLEIN JUNIOR et al, 2010) e antigenotéxica (VILLASENOR et al, 1996).
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Figura 25: Espectro de RMN de '°C de CF3 (CDCI3, 50 MHz)
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Figura 26: Expans&o do espectro de RMN 3C de CF3 na regido de 140 a 43 ppm
(CDCl3, 50 MHz)
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Figura 27: Expansao do espectro de RMN C de CF3 na regido de 140 a 43 ppm
(CDCl3, 50 MHz)
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5.4 Determinacao estrutural de CF4

Ap6s acetilacdo da fase acetato de etila, foi isolada a substancia
codificada como CF4, sob a forma de um p6 branco amorfo, sollvel em cloroférmio,
com rendimento de 0,014% em relag@o ao seu extrato etandlico bruto (200g).

No espectro de RMN '*C-APT (125 MHz, CDCI3) (Figuras 31- 37, pag.
108-111), observou-se que o perfil de CF4 era bastante parecido com o de CF3. Ao
comparar as absor¢coes de ambos, percebeu-se que os sinais dos carbonos
olefinicos de CF4 em 117,2, 129,4, 138,1 e 139,5 ppm corroboravam com 0s sinais
de CF3, sugerindo assim, a presenca de duas ligacdes duplas em compostos
esteroidais ramificados, com as ligacées duplas localizadas entre C-7 e C-8
(06:117,2 e 8; 139,5) e entre C-22 e C-23 (8. 129,4 e &, 138,1) (ZANON et al, 2008).
Sinais adicionais também foram observados, como por exemplo, a absorgcéo
caracteristica de carbono anomérico em 8. 99,6 , sugerindo a presenca de apenas
uma unidade osidica. A acetilagdo desta unidade foi confirmada pelas absorgdes
entre 169 e 173 ppm, atribuidas aos carbonos carbonilicos dos grupos acetatos.
Além do carbono anomérico mencionado acima, também foram observados sinais
referentes aos carbonos C-5 (72,9 ppm), C-2° (71,71 ppm), C-3’ (71,5 ppm), C-4’
(68,7 ppm) e C-6’ (62,1 ppm), sinais estes, caracteristicos de carbonos pertencentes
a unidades osidicas . Esta unidade osidica foi identificada como sendo a glicose
acetilada ap6s comparacdo dos dados espectrais de RMN *C-APT de CF4 com os
dados de uma glicose acetilada (BRAZ FILHO et al,1986).

Ap6s andlise dos dados espectrais restantes, pode-se localizar a
hexapiranose ligada ao atomo de oxigénio do carbono 3B da aglicona, pois é
previsto a oxigencdo deste carbono por razbes biogenéticas (BRAZ-FILHO et
al,‘1986). Esta deducado apoiou-se nos efeitos da glicosilagdo da 3p-hidroxila sobre
os deslocamentos quimicos dos carbonos 2, 3 e 4, revelados por comparagédo do
glicosidio acetilado com a aglicona ( Figura 30 ).
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Figura 31: Comparacao dos deslocamentos quimicos das substancias CF3 e CF4

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) (FIGURAS 38-42, pag.111-
113) apresentou absorcdes entre 1,97 e 2,02 ppm, caracterizando a presenca de
grupos acetoxilas da unidade osidica; também foi observado um envelope de sinais
entre 0,5 e 1,0 ppm, tipico de hidrogénios metilicos de esterdides. Adicionalmente a
esses sinais, foram observados um singleto largo em &y 5,12, compativel com o
hidrogénio olefinico (H-7), dois duplo dubletos em &4 5,17 (J= 9,5 e 19 Hz) e &4 5,03
(J=4 e 9,5 Hz), referentes aos H-22 ou H-23 e um multipleto em &y 3,54, compativel
com hidrogénio oximetinico (H-3). (VILLASENOR et al, 1996); os outros sinais
podem ser vistos na tabela 4 .

No espectro de correlacdo 'H x *C — HMQC (500 e 125 MHz, CDCls)
(Fig. 43-46, Pag.114 e 115) e suas expansoes, pode-se verificar correlacoes diretas
entre os prétons em 5,12 (s/); 5,08 (m) e 5,17 (m) ppm com os carbonos em 117,25;
129,46 e 138,11 ppm, atribuindo-os a C-7, C-283 e (C-22, respectivamente.
Deslocamentos em &y 4,57 (d, J= 8Hz) e &4 3,54 (m) mostraram correlagées com
oc 99,65 e & 79,58 ppm (Fig. 21, Pag 66) sendo atribuidos a C-1" e C-3. As demais
correlacdes estdao compiladas na Tabela 4.

No espectro de correlagdo 'H x '*C — HMBC (500 e 125 MHz, CDCls) e
suas expansoes (Fig. 47-49, Pag.116 e 117) foram observadas correlagbes do
préton H-7 em &4 5,12 com os carbonos C-9 (8¢ 49,38) e C-5 (&¢c 40,19), assim
como a correlagédo do H-22 em &y 5,17 com os carbonos C-20 (8¢ 40.78) e C-23 (d¢
129,46) mostrando que as duplas estao localizadas entre os carbonos C-7 e C-8 e
entre C-22 e C-23. Também foram observadascorrelagbes do préton H-1' em
oy 4,57, com o carbono C-3 em &¢ 79,58, mostrando que realmente o espinasterol

encontrava-se glicosilado no C-3 da aglicona.
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Também No espectro de massas de CF-4 (ESI — MH") foi observado o
ion 413 m/z correspondente a aglicona, portanto ndo sendo detectado o ion
molecular (Figura 50 pag.117). O experimento MS2 (413.0) mostrou o pico em 301.0
(Figura 51, pag.118) e o experimento MS3 mostrou os picos em 189.0 e 171.0
(Figura 52, pag.118). A proposta de fragmentacdo destes ions encontra-se
demonstrada na figura 53.

X
AN CsHyg
Hz0 HO
© @
@ M: 301,0
HQ m/z 413,0 M: 301,0
k C,H,,0
=Z
@
. |
H,0
/
@
M: 189,0 ®
M: 189,0
\' H,0
Z

D
M: 171,0

Figura 54: Proposta de fragmentagdes de CF4
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Tabela 4: Dados de RMN de 'H (500MHz) e '®C (125MHz) e correlacdes entre sinais
de 'H e '3C de CF4 em CDCl3;, comparados com os dados de RMN de °C da literatura
(dem ppm e Jem Hz).

3-B-O-B-D-glicopiranosil
CF4 HMQC HMBC es‘:)ina‘itergl actre)tiladoa
8(: 8H 8(: 8(:
C
8 139,56 139,7
10 34,44 34,4
13 43,26 433
CH
3 79,58 3,54 (1H, m) 79,7
5 40,19 40,3
7 117,25 5,12 (1H, s]) C-9;C-5 117,3
9 49,38 1,60 (1H, m) 49,5
14 55,09 1,80 (1H, m) 55,2
17 5591 1,23 ( 1H, m) 56,0
20 40,78 2,02 (1H, m) 40,8
22 138,11 5,17 (1H, m) C-20;C-23 138,2
23 129,46 5,03 (1H, m) C-24;C-20;C-22 129,6
24 51,24 1,43 (1H, m) 51,3
25 31,85 1,22 (1H, m) 31,9
CH2
1 37,08 1,01 (1H, m), 1,82 (1H, m) 37,1
2 29,31 1,23 (2H, m) 29.3
4 34,10 2,30 (2H, m) 34,5
6 29,53 1,23 (2H, m) 29,7
11 21,50 1,0 2H, m) 21,5
12 39,41 2,02 (2H, m) 39,5
15 22,67 1,30 (2H, m) 23,1
16 28,47 1,30 (2H, m) 28,6
28 24,82 1,63 (2H, m) 254
CH3
18 12,92 0,52 (3H, s) 12,1
19 12,94 0,75 (3H, s) 13,0
21 21,06 1,00 (3H, 4, J=6,5) 21,1
26 21,36 0,86 (3H, d, J=6,5) 21,4
27 18,98 0,86 (3H, d, J=16,5) 19,0
29 12,21 0.79 3H, ¢, J=1.5) 12,3
Glicose
r 99,65 4,57 (1H, d, J = 8Hz) C-3 99,7
2 71,71 4,93 (1H,dd, J=8 e 10 Hz) C-3;C-I’ 71,7
3 71,58 5,2 (1H, m) C-2; C-5 71,7
4 68,76 5,03 (1H, m) C-2’;,C-3";,C-5";C-6 68,7
5’ 72,95 5,18 (1H, m) 73,0
6’ 62,10 4,20 (H6’a, dd, J=5,5 e 12,5Hz) C-5 62,2
4,10 (H6’b, dd, J=7,5 ¢ 12,5 Hz) Cc-4
OCOO-CH; 20,70;20,61 ; 1,97 -2,02 (12H, s)
20,59
OCOO-CH; 173,57;170,33;

169,36 ; 169,28

@ BRAZ-FILHO et al, 1986

108



3-B-O-B-D-glicopiranosil espinasterol acetilado
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Figura 32: Espectro de RMN de ®C de CF4 (CDCls, 125 MHz)
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Figura 33: Expansdo do espectro de RMN *C de CF4 na regido de 173 a 45 ppm
(CDCl3, 125 MHz)
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Figura 36: Expansao do espectro de RMN ®*C de CF4 na regido de 43 a 31 ppm
(CDCls, 125 MHz)
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Figura 37: Expansao do espectro de RMN *C de CF4 na regido de 29 a 24 ppm
(CDCls, 125 MHz)
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Figura 38: Expansao do espectro de RMN *C de CF4 na regido de 22 a 12 ppm
(CDCls, 125 MHz)

= B - - . - = o
- e N~ W M M W w4 @ -
o 2 a5 & 2 & 2 i
i~ P R ™ TR I - P
|
‘ |
|
| i
e J I
L |I T i ll.
l 1T TN W Ladsd AU
| 1
io0 9 8 7 6 5 4 3 2 - P

Figura 39: Espectro de RMN de 'H de CF4 (CDCl3, 500 MHz)
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Figura 40: Expansao do espectro de RMN 'H de CF4 na regido de 5,2 a 4,5 ppm

(CDCls, 500 MHz)
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Figura 41: Expansao do espectro de RMN 'H de CF4 na regido de 4,2 a 3,4 ppm

(CDCls, 500 MHz)
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Figura 42: Expansao do espectro de RMN 'H de CF4 na regido de 2,3 a 0,5 ppm

(CDCls, 500 MHz)
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Figura 43: Expansao do espectro de RMN 'H de CF4 na regido de 0,5 a 1,0 ppm
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Figura 44: Espectro de correlacdo 'H x '*C — HMQC de CF4 (500 e 125 MHz,
CDCly)
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Figura 45: Expansdo do espectro de correlagdo 'H x '*C — HMQC de CF4 (500 e
125 MHz, CDCl3)
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Figura 46: Expansdo do espectro de correlagdo 'H x *C — HMQC de CF4 (500 e
125 MHz, CDCl)
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Figura 47: Expansdo do espectro de correlagdo 'H x '*C — HMQC de CF4 (500 e
125 MHz, CDCls)
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Figura 49: Expansao do espectro de correlacdo 'H x *C — HMBC de CF4 (500 e
125 MHz, CDCl3)
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Figura 50: Expansdo do espectro de correlagdo 'H x '*C — HMBC de CF4 (500 e
125 MHz, CDCls)
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Figura 53: Espectro de massas de CF4 ( ESI — MH"), MS3
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5.5 Determinacao estrutural de CF5

O espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCls) (Figuras 54-57, pag.122 e
123) de CF5 apresentou sinais caracteristicos do grupo das feoftinas. Entre estes
sinais, pode-se destacar as absor¢des tipicas de carbonos carbonilicos em 191,98;
173,56 e 172,77 ppm atribuidos aos carbonos C-13', C-17° e C-13°,
respectivamente. Também foram observados sinais tipicos de carbonos olefinicos
ligados a nitrogénio em anel porfirinico: 172,45 (C-19), ~162 (C-16), ~149 (C-14),
145,21 (C-8), 142,72 (C-1), 137,83 (C-11) e 136,33 ppm (C-4) (JERZ et al, 2007).
Foram observados ainda absorcdes tipicas do grupo fitil éster em 142,04 (C-3’),
117,89 (C-2’), 61,54 (C-1’) e 16,31 ppm (C-20’) e uma absorcdo em 88,97 ppm,
referente a carbono ndo hidrogenado oxigenado C-132.

O espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) ( FIGURA 54) e suas
expansdes (Figuras 58-63, Pag. 124-126) revelaram um conjunto de absorcoes
caracteristicas do nucleo porfirinico de feoftinas, como por exemplo, os singletos em
9,60; 9,46 e 8,62 ppm, referentes aos hidrogénios olefinicos H-10, H-5 e H-20
respectivamente (JERZ et al, 2007). Observou-se ainda a absor¢cao em 8,03 ppm
(dd, J=11,5 e 18Hz) referente ao hidrogénio H-3" , e os sinais em 6,30 (d J=17,5Hz)
e 6,19 ppm (d J=11,5 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-3?. Adicionalmente a esses
sinais, também foram observados trés singletos em 3,71; 3,40 e 3,24 ppm,
condizentes com as metilas olefinicas 12', 2' e 7' respectivamente (TOMAZ et al,
2008). Também foi observado um singleto em &y 3,59 caracteristico do grupo
metoxilico 13* , e dois sinais em 3,70 (m) e 1,69 ppm (t, J=7,5Hz), sugerindo a
presenca do grupo etil ligado ao carbono C-8 (TOMAZ et al, 2008).

Analisando os dados mencionados, pode-se dizer que o singleto em
3,24 ppm, caracteristico de metila na posicédo 7', sugere a estrutura da feoftina A, e
a auséncia de um singleto em aproximadamente &y 6,20, caracteristico do
hidrogénio H-13?%, com a presenca do sinal em &, 88,97, indica a presenca de uma
hidroxila ligada ao carbono C-132 , permitindo propor a estrutura CF4 como sendo a
132-hidroxi-(132-S)-feoftina A, a qual foi confirmada ao comparar seus dados de
RMN 'C com os da literatura (Tabela 5, Pag. 121). Esta substancia est4 sendo

descrita pela primeira vez no género Combretum.
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13%-hidroxi-(132-S)-feoftina A
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Tabela 5: Dados de RMN de de 'H (500MHz) e '*C (125MHz) de CF5 em CDCl;

comparados com os dados de RMN de °C da literatura (5 em ppm e J em Hz).

CF5 13%-hidroxi-(13°-S)-feoftina A (%)
Sc Sy 5¢

C

1 142,72 142,8
2 131,78 132,6
2 12,11 3,40 (3H, s) 12,4
3 136,49 137,0
3 129,09 8,03 (1H, dd, J=11,5¢ 18 129,4
3? 122,88 Hz) 123,6

6,18 (1H, d, J=11,5 Hz)

4 136,33 6,30 (1H, d, J=17,5 Hz) 136,3
5 97,98 9,46 (1H, s) 98,4
6 - * 150,9
7 136,24 136,3
7 11,28 3,24 (3H, s) 11,6
8 145,21 145,3
8' 19,51 3,70 (2H, m) 19,9
8? 17,43 1,69 (8H, t, J=7,5 Hz) 17,6
9 - * 155,4
10 104,26 9,63 (1H, s) 104,7
11 137,83 138,4
12 129,09 129,4
12! 12,28 3,71 (3H, s) 12,7
13 126,50 127,7
13! 191,98 192,2
132 88,97 89,4
132 172,77 173,3
13* 53,39 3,59 (3H, s) 53,8
14 150,00 150,9
15 107,90 107,1
16 163,10 164,0
17 51,86 52,6
17' 31,14 31,6
172 31,59 32,0
178 173,56 173,8
18 50,34 50,9
18! 22,69 22,9
19 172,45 173,0
20 93,69 8,62 (1H, s) 95,0

(a) JERZ et al, 2007

*Sinais ndo detectados
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Figura 60: Expansao do espectro de RMN 'H de CF5 na regido de 9,6 a 6,1 ppm

(CDCls, 500 MHz)
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Figura 61: Expansao do espectro de RMN 'H de CF5 na regido de 5,4 a 2,8 ppm
(CDCls, 500 MHz)
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Figura 62: Expans&o do espectro de RMN 'H de CF5 na regiéo de 3,7 a 3,2 ppm
(CDCls, 500 MHz)
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Figura 63: Expansdo do espectro de RMN 'H de CF5 na regido de 2,9 a 1,7 ppm
(CDCl3, 500 MHz)
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Figura 64: Expansao do espectro de RMN 'H de CF5 na regido de 1,7 a 0,7 ppm
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5.6 Determinacao Estrutural de CF6

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) e suas expansées (Figuras
64-68, pag.130-132) revelaram 6 sinais na regiao entre 0,8 e 1,02 ppm, referentes
as metilas em 0,83 (3H, s, H-30), 0,89 (3H, d, J = 3,5 Hz, H-21), 0,92 (3H, s, H-28),
0,95 (6H, s, H-18 e H-29), 1,00 (3H, d, J=2,5Hz, H-26) e 1,02 (3H, d, J=2,5Hz) ppm.
Além desses sinais, foram observados dois singletos largos em 4,70 e 4,64 ppm
atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-31 e H-31’, porém, os sinais que puderam
sugerir a estrutura CF6 como um triterpeno da série cicloartano foram os dois
dubletos altamente protegidos em &y 0,59 (J = 4hz) e 4 0,34 (J = 4Hz), condizentes
respectivamente com os prétons metilénicos H-19a e H-19b localizados no anel
ciclopropano da molécula (WU, et al, 2010).

Adicionalmente a esses sinais caracteristicos de um esqueleto do tipo
cicloartano, pbde-se verificar dois dubletos em 7,60 e 6,30 (J = ~16Hz) ppm,
caracteristicos de acoplamento do tipo trans entre hidrogénios olefinicos. Também
se pdde observar dois dubletos em &y 7,42 (2H, J = 8Hz, H-6” e H-2”) e &4 6,82 (2H,
J = 8Hz, H-3” e H-5") representando quatro prétons aromaticos de um anel
benzénico p-dissubstituido (MAJUMDER & PAL, 1985).

O espectro de RMN *C (125 MHz, CDCls) ( Figuras 69-73, pag.132-
134) revelou sinais importantes em &¢ 80,66 (caracteristico de carbono oximetinico
esterificado (C-3)) e em &¢c 105,95 atribuido ao carbono olefinico C-31, o que
corrobora com os hidrogénios H-31 e H-31’, assim como o sinal em &¢ 167,31, tipico
de uma carbonila de éster conjugada (C-1’) (MAJUMDER & PAL, 1985).

Desta maneira, apds analisar esses dados, e assinalar todos os
carbonos de CF6 com os da literatura (MAJUMDER & PAL, 1985). (Tabela 6) pode-
se definir esta estrutura como sendo um triterpeno da série cicloartano, esterificado
com o0 &acido p-hidroxicindmico na posicao 3. Este triterpeno é denominado de
24-metileno cicloartanil p-hidroxicinamato ou folidotina, o qual esta sendo relatado

pela primeira vez no género Combretum.
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Tabela 6: Dados de RMN de de 'H (500MHz) e '*C (125MHz) de CF6 em CDCl;

comparados com os dados de RMN de °C da literatura (5 em ppm e J em Hz).

CF2 24-metileno cicloartanil
p-hidroxicinamato®

ﬁc 8H ﬁc
C
4 39,71 39,86
9 20,16 20,31
10 26,01 26,16
13 45,32 45,47
14 48,83 48,99
24 156,91 157,10
CH
3 80,66 80,77
5 47,85 48,01
8 47,21 47,37
17 52,25 52,40
20 36,12 36,28
25 33,88 33,97
CH:
1 31,64 31,80
2 26,93 27,09
6 20,93 21,09
7 28,13 28,30
11 25,82 25,99
12 32,88 33,03
15 35,53 35,69
16 26,52 26,67
19 29,78 0,59 (1H, d, J=4Hz) 29,94

0,34 (1H, d, J=4hz)
22 35,01 35,16
23 31,33 31,48
31 105,95 4,70 (1H, s/) 106,10
4,64 (1H, s/

CH;
18 19,30 0,95 (3H, s) 19,46
21 17,97 0,89 (3H, d, J=3,5) 18,13
26 21,99 1,00 (3H, d, J=2,5) 22,15
27 21,87 1,02 (3H, d, J=2,5) 22,02
28 18,31 0,92 (3H, s) 18,46
29 15,31 0,95 (3H, s) 15,47
30 25,48 0,83 (3H, s) 25,64
Ac.Cinamico
1 167,31 167,37
2 116,36 6,30 (1H, d, J = 16,5Hz) 116,69
3 143,98 7,60 (1H, d, J = 16Hz) 144,00
1” 127,37 127,72
27 129,89 7,42 (1H, d, J = 8Hz) 130,06
3”7 115,86 6,82 (1H, d, J = 8Hz) 115,98
47 157,66 157,56
5” 115,86 6,82 (1H, d, J = 8Hz) 115,98
6” 129,89 7,42 (1H, d, J = 8Hz) 130,06

()MAJUMDER & PAL, 1985

130



SR

=]

",
2
2
2
2
Z
z

29

24-metileno cicloartanil p-hidroxicinamato

31

131

27



1.2
0.873

Figura 65 : Espectro de RMN de 'H de CF6 (CDCls, 500 MHz)
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Figura 66: Expansao do espectro de RMN 'H de CF6 na regido de 7,6 a 4,6 ppm
(CDCls, 500 MHz)
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Figura 67: Expansao do espectro de RMN 'H de CF6 na regido de 7,6 a 6,2 ppm
(CDCl3, 500 MHz)
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Figura 68: Expansao do espectro de RMN 'H de CF6 na regido de 1,15 a 0,7 ppm

(CDCls, 500 MHz)
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Figura 69: Expansdo do espectro de RMN 'H de CF6 na regido de 0,5 a 0,3 ppm
(CDCl3, 500 MHz)
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Figura 70: Expanséo do espectro de RMN *C de CF6 na regido de 167 a 129 ppm
(CDCl3, 125 MHz)
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Figura 71: Expansdo do espectro de RMN '*C de CF6 na regido de 127 a 80 ppm
(CDCl3, 125 MHz)
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Figura 72: Expansdo do espectro de RMN '*C de CF6 na regido de 127 a 80 ppm
(CDCls, 125 MHz)
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Figura 74: Expansdo do espectro de RMN '*C de CF6 na regido de 29 a 14 ppm

(CDCls, 125 MHz)
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5.7 Resultados dos Ensaios Biologicos

5.7.1 Avaliacdao da atividade antimicrobiana do extrato etandlico bruto das
partes aéreas de Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana, utilizou-se o método de
difusdo em Agar frente as seguintes bactérias e fungos leveduriformes ATCC:
Staphylococcus aureus 25923, Enterococcus faecalis 29212, Klebsiella pneumoniae
13833, Pseudomonas aeruginosa 27853, Escherichia coli 25922, Candida
parapsilosis 40058, Candida albicans 10231, Candida krusei 6258 e Candida
glabrata 90030.

Como pode ser visto no quadro 11, o EEB de Combretum fruticosum
demonstrou atividade antimicrobiana frente a 3 bactérias e 1 fungo, podendo-se
destacar a atividade do ultimo, o qual provocou um halo de inibicdo muito parecido
com o do controle positivo, cogitando-se a possibilidade de em um futuro préximo,
estudar e identificar qual ou quais principios ativos deste EEB s&o responséaveis por
exercer essa atividade antifungica tdo pronunciada.

Quadro 11: Avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato etanolico bruto de
Combretum fruticosum através do método de difusdo em agar.

Bactérias Cf rutigg;u:; Jdisco) Cloranfenicol (30ug/disco)
Pseudomonas aeruginosa 10 mm (£ 0,1) 22 mm (£ 0,1)
Staphylococcus aureus 11 mm (£ 0,1) 26 mm (+0,1)
Enterococcus faecalis 10 mm (+0,1) 26 mm (+0,1)

C.fruticosum Fluconazol (25ug/disco)

000 pg/disco)

Candida krusei 13 mm (x0,1) 15mm (£ 0,1)
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5.7.2 Avaliacao da atividade antitumoral in vitro das substancias CF1, CF2 ,
CF3eCF4.

Neste ensaio, as substancias CF1, CF2 , CF3 e CF4 foram testadas
frente as células da linhagem Sarcoma 180 e apenas a CF1 e CF4 foram analisadas
frente a linhagem leucémica K562, visto que ja havia relato de ensaios de
citotoxicidade frente as células da linhagem sarcoma 180 com as outras substancias.

O ensaio foi realizado com as substancias em concentragdes variadas,
chegando a até 200 pug/mL, onde observou-se auséncia de atividade citotoxica frente
as células tumorais da linhagem sarcoma 180 e K562.
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6 Conclusoes

e O presente trabalho atingiu o objetivo principal que se fundamentou na
ampliagdo do conhecimento quimiotaxonémico do género Combretum,
através do isolamento e identificagdo de diversos metabdlitos secundarios da

espécie Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz.

e Através de métodos cromatograficos classicos e técnicas espectroscopicas de
infravermelho e RMN de 'H e ®C uni e bidimensionais, foi possivel isolar e
identificar 5 compostos em sua forma pura e dois sob a forma de uma

mistura.

e O estudo fitoquimico das fases hexanica, diclorometano e AcOEt levou ao
isolamento das substancias a-amirina e B-amirina (CF1), acido betulinico
(CF2), a-espinasterol (CF3), espinasterol glicosilado acetilado (CF4), 132-
hidroxi-(132-S)-feoftina A (CF5) e o 24-metileno cicloartanil p-hidroxicinamato
(CF6). Dentres essas 7 substancias isoladas, 6 estdo sendo relatadas pela

primeira vez no género.

e O ensaio antimicrobiano do extrato etandlico bruto das partes aéreas de
Combretum fruticosum (Loefl.) Stuntz revelou atividade satisfatoria contra o
fungo Candida krusei e contra as bactérias Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis.

e Apesar do ensaio de citotoxicidade in vitro frente as células das linhagens
Sarcoma 180 e K562 revelarem nenhuma atividade, espera-se testar as
substancias isoladas desta espécie em linhagens diferentes em um futuro

proximo.
e O isolamento de diversos metabdlitos na espécie Combretum fruticosum
(Loefl.) Stuntz demonstra quao rico é este género, gerando perspectivas

promissoras para uma investigacao fitoquimica mais aprofundada.
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