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RESUMO

SOUSA, E. A. (2019) Estudo quimico e potencial antileishmania e anticolinesterasico de
Tocoyena hispidula Standl. Teresina. 263p. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-graduacgéo
em Quimica. Universidade Federal do Piaui.

A espécie Tocoyena hispidula (Rubiaceae-Ixoroideae) é conhecida popularmente por flor-do-
cerrado/angelca e jenipapinho. Suas raizes séo tradicionalmente utilizadas no combate a dor
de barriga e inflamacdo do uUtero. Este trabalho relata o isolamento e/ou identificacdo dos
constituintes quimicos dos extratos EtOH do caule e folhas de T. hispidula, bem como avalia
seu potencial antileishmania e anticolinesterasico. O fracionamento cromatografico dos
extratos EtOH do caule e folhas de T. hispidula resultou em 62 compostos, identificados por
RMN de *H e *C (1D e 2D), CG-EM, UV, IV e espectrometria de massas por insercéo direta.
O extrato EtOH do caule forneceu, ap6s cromatografia em coluna filtrante de gel de silica, as
fracdes hexanica, CHCI3;, AcOEt e MeOH. O estudo da fracdo CHCI3 conduziu ao isolamento
de oito compostos puros [morindolideo (1), lupenona (11), &cido acetiloleandlico (12),
escopoletina (33), isofraxidina (34), lapachol (35), chelidonato de metila (36) e D-(+)-manitol
(39)] e quatro misturas (M1-M4): M1 [lupeol (16), B-amirina (17), taraxerol (18), germanicol
(19) e E-fitol (20)], M2 [palmitato, margarato, linoleato, oleato e estearato de lupeila (16a-6e),
multiflorenila (21a-21e), sitosterila (22a-22¢) e estigmasterila (23a-23e)], M3 gsitosterol (22),
estigmasterol (23), campesterol (24), campestanol (25), sitostanol (26) e A®*-estigmastenol
(27)] e M4 [7-cetositosterol (29) e 7-cetoestigmasterol (30)]. O estudo da fracdo AcOEt
resultou no isolamento e identificacdo do &cido oleandlico (15), acido benzoico (38),
sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo (28) e de trés misturas estereoisoméricas de iridoides: a-
gardiol (2a) e B-gardiol (2b), 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11a-ato de metila (3a) e 10-hidroxi-
1-oxo-7-irideno-11p-ato de metila (3b), a-genipina (4a) e genipina (4b). A partir da fracdo
MeOH foram obtidos os iridoides glicosilados 6a-hidroxigeniposideo (5), 6p-
hidroxigeniposideo (6), gardenosideo (7), éster metilico shanzhisideo (8) e geniposideo (9) e,
as saponinas triterpénicas 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-p-D-glicopiranosil-oleanoato de
28-0-B-D-glicopiranosil-(1—6)-B-D-glicopiranosila (31) e eritrosaponina A (32). A particao
do extrato EtOH das folhas, forneceu as fragdes hexanica, AcOEt e aquosa. O fracionamento
cromatografico da fracdo hexanica resultou no isolamento do esqualeno (10), &cido
rotungénico (13), E-fitol (20), a-tocoferol (37), palmitato de multiflorenila (21a), mistura dos
esteroides sitosterol (22) e estigmasterol (23) e mistura dos &cidos ursolico (14) e oleandlico
(15). A partir da fracdo aquosa foi obtida uma mistura dos iridoides 5 e 6. O extrato EtOH,
fracOes e os compostos 1 e 36 do caule de T. hispidula, inibiram o crescimento de
promastigotas de Leishmania major, sendo as fragdes CHCls (Cl5=26,25 pg mL™) e AcOEt
(Cl5p=29,77 ug mL™) as mais ativas. O extrato EtOH e as fracdes hexanica, AcCOEt e aquosa
das folhas e a fracdo CHCI3 do caule de T. hispidula apresentaram indicativo de inibicdo da
enzima acetilcolinesterase. Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento da
composi¢do quimica e potencial antileishmania e anticolinesterasico da espécie T. hispidula, e
corroboram com a classificagdo taxondmica desta espécie.

Palavras-chave: Tocoyena hispidula, Rubiaceae, constituintes quimicos, antileishmania,
anticolinesterase



ABSTRACT

SOUSA, E. A. (2019). Chemical study and antileishmanial and anticholinesterase potential
from Tocoyena hispidula Standl. Teresina. 263p. Thesis (Doctoral) - Post-Graduate
Programme in Chemistry. Federal University of Piaui

The species Tocoyena hispidula (Rubiaceae-Ixoroideae) is popularly known as “flor-do-
cerrado”/’angelca” and “jenipapinho™. Its roots are traditionally used to intestinal pain and
uterine inflammation combat. This work reports the isolation and/or identification of the
chemical constituents of EtOH extracts from the stem and leaves of T. hispidula, as well as
evaluates its antileishmanial and anticholinesterase potential. Chromatographic fractionation
of the EtOH extract from the stem and leaves of T. hispidula resulted in 62 compounds
identified by *H and *C NMR (1D and 2D), GC-MS, UV, IR and insertion mass spectrometry
direct. EtOH extract from the stem provided, after silica gel filter column chromatography,
the hexane, CHCI3, EtOAc and MeOH fractions. The study of the CHCI; fraction led to the
isolation of eight pure compounds [morindolide (1), lupenone (11), acetyloleanolic acid (12),
scopoletin (33), isofraxidin (34), lapachol (35), dimethyl chelidonate (36) and D-(+)-mannitol
(39)] and four mixtures (M1-M4): M1 [lupeol (16), B-amyrin (17), taraxerol (18), germanicol
(19) and E-phytol (20)], M2 (campesterol, campestanol, stigmasterol, A%*-stigmastenol,
sitosterol and sitostanol), M3 [palmitate, margarate, linoleate, oleate and stearate of the lupeyl
(16a-16e), multiflorenyl (21a-21e), sitosteryl (22a-22e) and stigmasteryl (23a-23e)], M4 (7-
ketositosterol (29) and 7-ketoestigmasterol (30). The study of EtOAc fraction resulted in the
isolation and identification of oleanolic acid (15), benzoic acid (38), sitosterol-3-O-3-D-
glucopyranoside (28) and three stereoisomeric mixtures of iridoids: a-gardiol (2a) and B-
gardiol (2b), 10-hydroxy-1-oxo-7-iriden-11a-oic acid methyl ester (3a) and 10-hydroxy-1-
oxo-7-iriden-11B-oic acid methyl ester (3b), a-genipin (4a) and genipin (4b). From the
MeOH fraction the glycosylated iridoids 6a-hydroxyigeniposide (5), 6B-hydroxyigeniposide
(6), gardenoside (7), shanzhiside methyl ester (8) and geniposide (9) were obtained and
triterpene saponins 3-O-a-L-rhamnopyranosyl-(1—2)-B-D-glucopyranosyl oleanolic acid 28-
O-B-D-glucopyranosyl-(1—6)-B-D-glucopyranosyl ester (31) and erythrosaponin A (32). The
partition of EtOH extract from the leaves gave the hexane, EtOAc and aqueous fractions.
Chromatographic fractionation of the hexane fraction resulted in the isolation of squalene
(10), rotungenic acid (13), E-phytol (20), a-tocopherol (37), multiflorenyl palmitate (21a), an
sitosterol (22) and stigmasterol (23) steroid mixture and ursolic (14) and oleanolic acid (15)
mixture. From the aqueous fraction the 5 and 6 iridoids mixture, was obtained. EtOH extract,
fractions and compounds of 1 and 36 from T. hispidula stem inhibited the growth of
Leishmania major promastigotes, being the CHCl; (ICs5=26.25 pg mL™) and EtOAc
(1C50=29.77 pg mL™) fractions the most actives. EtOH extract and hexane, EtOAc and
aqueous fractions of the leaves and the CHCI; fraction of the T. hispidula stem were
indicative of inhibition of the enzyme acetylcholinesterase. The results obtained contribute to
the knowledge of the chemical composition and antileishmanial and anticholinesterase
potential of the species T. hispidula, and corroborate with the taxonomic classification of this
species.

Keywords: Tocoyena hispidula, Rubiaceae, chemical constituents, antileishmanial,
anticholinesterase
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1. INTRODUCAO

As plantas séo consideradas a mais antiga fonte de medicina alternativa, representando
uma pratica comum, passada de geracdo para geracdo e que contribue diretamente para o
desenvolvimento de novas drogas, mesmo com 0S avangos em sintese organica e quimica
combinatéria (NASAB e KHOSRAVI, 2014; BOLZANI et al., 2012).

As plantas produzem uma variada e complexa quantidade de metabolitos secundarios,
resultantes de milhGes de anos de evolugdo. A producgdo destes metabdlitos estd associada ao
sistema de defesa das plantas, incluindo protecdo contra herbivoros e resisténcia as
intempéries do clima e poluicdo (VIEGAS-JR, BOLZANI e BARREIRO, 2006). Estes
metabolitos sdo responsaveis pelo valor medicinal das plantas, bem como por vérias drogas
atualmente vendidas, que sdo obtidas através destes, por simples modificacfes sintéticas
(JAMWAL, BHATTACHARYA E PURI, 2018).

O Brasil possui uma das mais ricas floras do planeta, compreendendo cerca de 20% da
biodiversidade vegetal mundial (GARCEZ et al., 2016). Destaca-se pelo numero significativo
de espécies com potencial terapéutico e como fonte de novos agentes bioativos, uma vez que
a maioria das espécies ainda ndo foi estudada (SANTOS et al., 2018; BOLZANI et al., 2012).

A busca por novos agentes terapéuticos tém impulsionado a pesquisa na area de
produtos naturais, visando o isolamento e identificacdo de compostos bioativos. Um dos
maiores obstaculos desta area sdo as limitacfes de metodologias para separacgdo e elucidacdo
estrutural de novas moléculas, uma vez que os extratos de plantas apresentam uma alta
complexidade (BOLZANI et al.,, 2012). Os avancos em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear (RMN) tém
facilitado o isolamento e identificagcdo de novas moléculas (BOLZANI et al., 2012).

A biodiversidade brasileira ainda pouco explorada, a tradicdo da populacéo no uso de
plantas medicinais e a busca por novos agentes terapéuticos, tém estimulado a pesquisa com
plantas medicinais. Neste contexto, a espécie Tocoyena hispidula (Rubiaceae), utilizada
tradicionalmente no combate a dor de barriga e inflamacdo do Utero, despertou interesse pelo
seu estudo quimico e bioldgico (SILVA, 2010; OLIVEIRA et al., 2007).

O presente trabalho relata o estudo fitoquimico e avaliacdo das atividades

antileishmania e anticolinesterasica de T. hispidula.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Investigar a composi¢do quimica e as atividades antileishmania e anticolinesterasica

da espécie T. hispidula Standl. (Rubiaceae)
2.2. Objetivos Especificos

e Preparar os extratos etanélicos do caule e folhas de T. hispidula

e Fracionar o extrato EtOH do caule por cromatografia em coluna filtrante de gel de
silica

e Fracionar por extracao liquido-liquido o extrato EtOH das folhas

e Obter o perfil quimico dos extratos e fragdes por cromatografia em camada delgada
analitica e cromatografia liquida de alta eficiéncia

e Isolar e/ou identificar os constituintes quimicos das fracfes provenientes dos extratos
EtOH do caule e folhas de T. hispidula

e Auvaliar o potencial de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase dos extratos e fragdes de
T. hispidula

e Investigar a atividade antileishamania do extrato EtOH do caule de T. hispidula,
fracdes e compostos isolados

e Contribuir para o conhecimento da composicdo quimica da espécie T. hispidula e

taxonomia da familia Rubiaceae



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. O taxon Rubiaceae

Rubiaceae é considerada, entre as Angiospermas, a quarta maior familia em nimero de
espécies, ficando atras de Orchidaceae, Asteraceae e Leguminosae (DELPRETE e JARDIM,
2012). E constituida por cerca de 650 géneros e 13.000 espécies, distribuidas principalmente
nas regides tropicais e subtropicais, sendo representada por arvores, arbustos, ervas e cipos
(DELPRETE e JARDIM, 2012; DAVIS et al., 2009). No Brasil sdo encontrados
aproximadamente 126 géneros e 1.412 espécies, com distribuicdo na Bacia Amazobnica,
cerrado, caatinga, restingas e Floresta Atlantica (BARBOSA et al., 2015; DELPRETE e
JARDIM, 2012). E considerada uma das familias mais importantes da flora brasileira, tanto
econbmicamente, ornamentalmente e para fins terapéuticos (VALLI, YOUNG e BOLZANI,
2016; SOUZA e LORENZI, 2008).

A familia Rubiaceae tem sofrido varias reorganizacbes na sua classificacdo,
principalmente por influéncia de estudos filogenéticos moleculares, sendo atualmente dividida
em trés subfamilias (Rubioideae, Ixoroideae e Cinchonoideae) e 43 tribos (BREMER, 2009;
MARTINS e NUNEZ, 2015).

Quimicamente, plantas da familia Rubiaceae possuem uma grande diversidade de
metabolitos secundarios. As antraquinonas, iridoides e alcaloides ind6licos sdo considerados
marcadores quimiotaxonémicos das subfamilias Rubioideae, Ixoroideae e Cinchonoideae,
respectivamente. Plantas desta familia sdo conhecidas também, por metabolizarem
triterpenoides, saponinas, diterpenoides, esteroides, cumarinas, flavonoides, lignanas,
derivados fendlicos e taninos, sendo os triterpenoides amplamente distribuidos em todas as
subfamilias (MARTINS e NUNEZ, 2015; DELPRETE e JARDIM, 2012).

Espécies de Rubiaceae se destacam pelo uso na medicina tradicional e pelas diversas
atividades bioldgicas tais como, anti-inflamatdria, analgésica, antiviral, antibacteriana,
antioxidante, antifingica, anticancer, anti-helmintica, antidiabética, antimalérica,
hepatoprotetora e antileishmania (HAUDECOEUR et al., 2018; TAIKA et al., 2018; ASSI et
al., 2017; ROCHA et al., 2015; MOREIRA, VIEIRA e BRAZ-FILHO 2015).

A importancia quimica e farmacoldgica da familia Rubiaceae pode ser vista pela
quantidade de artigos publicados em periddicos das areas de Quimica e Farmacologia na base
de dados Web of Science. Nesta base, ao pesquisar pela palavra-chave “Rubiaceae”, com

filtro para documentos do tipo ‘“artigo” e periddicos das areas de “Quimica” e



“Farmacologia”, constatou-se a existéncia de cerca de 1.800 artigos publicados. A Figura 1
mostra a distribuicdo por ano dos artigos publicados no periodo de 1980 a 2018, onde se
observa um crescimento acentuado a partir da década de 1990, com leve declinio a partir de
2012,
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Figura 1. NUmero de artigos publicados com espécies da familia Rubiaceae em periddicos
das areas de Quimica e Farmacologia no periodo de 1980-2018 (Fonte: Web of Science)

A Figura 2 apresenta a distribuicdo dos 30 paises que mais tém publicado artigos
referentes a plantas da familia Rubiaceae, em periddicos das éareas de Quimica e
Farmacologia. O Brasil apresentou um lugar de destaque, sendo o pais com 0 maior nimero
de artigos publicados, seguido da China e Estados unidos. Estes resultados reforcam o
potencial quimico e farmacolégico da familia Rubiaceae, uma vez que se tem um ndmero

crescente de publicacbes envolvendo espécies desta familia.
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Figura 2. NUmero de artigos publicados com espécies da familia Rubiaceae em periddicos
das areas de Quimica e Farmacologia distribuidos por pais (Fonte: Web of Science)

3.2. Tribo Gardenieae - Subfamilia Ixoroideae

Embora existam numerosos estudos taxondmicos, a subfamilia Ixoroideae, apresenta uma
taxonomia e filogenia insatisfatoriamente resolvida (MOULY et al., 2014). E uma das
principais subfamilias, compreendendo 15 tribos e 4.000 espécies, com distribuicdo
pantropical e subtropical (MARTINS e NUNEZ, 2015, KAINULAINEN et al., 2013). Esta
subfamilia é constituida por espécies de importancia econdmica, medicinal e como fonte de
compostos bioativos como Coffea arabica, Genipa americana e Gardenia jasminoides. A
partir das sementes de C. arabica se obtém o popular cafée, uma das bebidas mais famosas e
apreciadas no Brasil, que além de sua importancia econdmica mundial, possui como principal
composto quimico a cafeina, uma substancia com varias atividades bioldgicas, tais como,
estimulante do sistema nervoso central, vasoconstritora, bronquiodilatadora e diurética
(MARTINS e NUNEZ, 2015; KAINULAINEN et al., 2013). Do fruto da G. americana, 0
jenipapo brasileiro, é extraido a genipina, iridoide incolor, que produz cor preta apds reagir
com proteinas da pele, sendo utilizada pelos indigenas para fazer tatuagens. Seu fruto é
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também utilizado no preparo de vinhos, licores, compotas, refrescos entre outros (PINTO,
1995; COSTA et al., 2018). G. jasminoides ¢ uma planta ornamental, conhecida por sua
fragrancia e, também pelo uso na medicina tradicional chinesa para tratar inflamacéao, dor de
cabeca, edema, febre, distdrbios hepaticos e hipertensdo. Possui varias atividades bioldgicas
comprovadas como antidiabética, anti-inflamatoria, antidepressiva e antioxidante (XIAO et
al., 2017; PHATAK 2015).

A tribo Gardenieae pertencente a subfamilia Ixoroideae, € um grupo extenso, complexo e
diversificado morfologicamente (MOULY et al., 2014). E a maior tribo da familia com cerca
de 100 géneros e, a maioria sdo especies de habito arbdreo ou arbustivo com distribuicdo
pantropical (PERSSON, 1996; MOULY et al., 2014; CHIQUIERI et al., 2004). Esta tribo
possui circunscricdo controversa, de modo que varios estudos tém sido realizados, levando em
consideracdo as caracteristicas morfoldgicas e, mais recentemente, os caracteres filogenéticos
moleculares (MOULY et al., 2014, BREMER, 2009; PERSSON 2000). Mouly et al (2014)
propdem em seu estudo filogenético, uma nova circunstricdo para Gardenieae, reconhecendo
géneros antes pertencentes a esta tribo, como Alibertia, Amoioua, Duroia, Glossostipula,
Kutchubaea, Melanopsidium e Stachyarrehena como parte da tribo Cordiereae e criando a

tribo Sherbournieae para abrigar os géneros Oxyanthus, Sherbournia e Mitriostigma.

3.3. Iridoides

Os iridoides, marcadores quimiotaxondmicos da subfamilia Ixoroideae, possuem
varias atividades bioldgicas, tais como, neuroprotetora, anti-inflamatoria, imunomoduladora,
hepatoprotetora, antitrombotica, hipolipidémica, colerética, antiespasmolitica, purgativa,
antitumoral e antioxidante (CARRILLO-OCAMPO, 2013; DINDA, DEBNATH e BANIK,
2011).

Os iridoides sdo monoterpenoides com esqueleto iridano contendo o sistema de anéis
ciclopenta[C]pirano, formado pela ciclizacdo alternativa do pirofosfato de geranila (GPP),
como mostra a Figura 3. O GPP depois de desfosforilado é oxidado e ciclizado por ataque
nucleofilico de hidreto com formacéo do anel ciclopentano, seguido de adigdo nucleofilica do
enol ao aldeido, conduzindo ao anel pirano. A rota para formacdo do iridoide loganina, por
exemplo, envolve ainda reacdes de oxidacdo, glicosilagdo e metilagdo. A clivagem oxidativa
da ligacdo C-7/C-8 do anel ciclopentano da loganina, forma a secologanina, um secoiridoide.
Existem ainda os noriridoides, 0s quais sdo originados pela descarboxilagdo oxidativa dos
carbonos C-10 ou C-11 dos iridoides (DEWICK 2009). Também ¢é possivel observar na
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Figura 3 a formacdo de um iridoide triciclico, a partir de uma série de reacdes, que incluem
oxidacdo, isomerizacdo, hidrolise e ciclizacdo (Zhang et al., 2017a).

Os iridoides possuem uma grande variedade estrutural, decorrente dos processos de
glicosilacdo, epoxidacao, hidroxilacdo e esterificacdo com introducdo de grupos metila ou
derivados do acido chiquimico (AMARAL et al., 2013; SAMPAIO-SANTOS e KAPLAN,
2001).

_H
[O] CHO -OH
H” H-
\' H . _ o
OHC” "CHO OHC

Pirofosfato de geranila Iridotrial Iridotrigl
(GPP) NADPH (forma ceto) (forma hemiacetal)
\ [O] ,
/ [O]
, l Glicosilagdo
’ OGIc
& OH 0o cHo ‘
- Z H” . .
H — = = -“cHo pa— H
X0 Noriridoide .OGlc
) . ) . Iridodial H-
Iridodial Iridodial
fi t 0
(forma hemiacetal)  (forma enol) (forma ceto) HO,C
Iridoide 0] Acido desoxilogandico
CHO/ /
.OGlc 0, H (O]
H- NADPH OGle -H,0
0 - [O]
H
OHC M602C
Secologanina L ) OH
Secoiridoide oganina
H OGilc
HO
~° ( A OGlc !/ izaca
- iclizaca OH idroli .0OGlc somerizagéo
/ - Hidrodlise
H O Ciclizagdo » N » 0]
HO,C 0o o)
2 HOL,C™ X HO,C

Iridoide triciclico

*SAM = S-adenosil metionina

Figura 3. Biossintese de iridoides (Adaptado de Dewick, 2009)

Uma revisao bibliografica dos iridoides presentes em espécies da tribo Gardenieae, bem
como das atividades bioldgicas destas espécies foi realizada. Para isso foram utilizadas as
bases de dados www.sciencedirect.com, https://scifinder.cas.org e
www.periodicos.capes.gov.br, empregando como palavras-chave, o nome dos géneros que

compdem a tribo Gardenieae, sem restricdo de periodo de publicacdo. Durante a pesquisa




bibliografica foram observados os nomes das espécies, a presenca de iridoides, a parte da
planta utilizada, as atividades bioldgicas de extratos, fracdes ou de compostos isolados.

3.3.1. Iridoides de espécies da tribo Gardenieae

A Tabela 1 apresenta os iridoides relatados em espécies da tribo Gardenieae, sendo
observada a ocorréncia destes compostos em 22 espécies pertencentes a 10 géneros. O
iridoide de maior ocorréncia foi o gardenosideo (4), seguido da mistura epimérica de o e p-
gardiol (1-2) e 6B-hidroxigeniposideo (5), presentes em 10, 8 e 7 espécies, respectivamente.

A espécie Gardenia jasminoides (sinonimia Gardenia fructus) foi a que apresentou o
maior numero de iridoides, com 67 compostos isolados. Esta espécie € cultivada em varias
regibes da China, é comumente usada como corante amarelo natural, sendo bastante
empregada na medicina tradicional chinesa e, devido a estas propriedades, tem sido muito
estudada, tanto quimica como biologicamente (XIAO et al., 2017; PHATAK, 2015).

Os géneros que apresentaram maior numero de espécies com ocorréncia de iridoides
foram Randia (4 espécies), Rothmania (4 espécies), Tocoyena (4 espécies) e Gardenia (3

espécies), conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Iridoides de espécies da tribo Gardenieae

Espécie

Parte da planta

Compostos

Referéncia

Burchellia bubalina

Catunaregam spinosa

Catunaregam tomentosa

Dioecrescis erythroclada

Duroia hirsuta

Gardenia jasminoides

Folhas

Casca do caule

Folhas e galhos

Folhas e galhos

Raizes

Frutos

Iridoides triciclicos: 1, 2
Iridoide triciclico: 3
Noriridoide: 116

Iridoides glicosilados: 4-7

Iridoides glicosilados: 4, 8, 9

Iridoide lactona tetraciclico:
103

Iridoides: 10-14

Iridoides glicosilados: 4-6, 15-
54, 55

Iridoide alcaloide: 104

DREWES et al., 1999
GAO et al., 2008

KANCHANAPOOM et
al., 2002

KAEWKRUD et al.,
2007

AQUINO et al., 1999

MACHIDA et al., 1998;
CHANG et al., 2005;
ZHOU et al., 20074,
ZHOU et al., 2007b; FU,
CHOU e WANG, 2008;
CHEN et al., 2009

YU et al., 2009;
AKIHISA et al., 2012;




Gardenia sootepensis

Gardenia volkensii

Genipa americana

Randia canthioides

Randia dumetorum

Randia ruiziana

Randia spinosa

Rothmanina globosa

Rothmannia macrophylla

Rothmannia urcelliformis

Folhas

Flores

frutos

sementes

frutos

folhas

Galhos e folhas

folhas

casca

Casca do caule

caule

frutos

folhas

frutos

Iridoides glicosilados: 4, 5, 15,
18, 23, 29, 44, 49, 56, 57, 105,
Iridoide pseudoazuleno: 106
Iridoides: 58-59

Iridoides triciclicos: 1-2, 60-61
Iridoides glicosilados: 4, 5,
6,15, 17, 19, 23, 27, 28, 33, 42,
62-71, 105

Iridoides glicosilados: 5, 15, 23,
55

Iridoide: 10, 107

Iridoide glicosilado: 17
Iridoide alcaloide: 108
Iridoides: 10, 109

Iridoides glicosilados: 4, 15, 17,
19, 23, 42, 43, 55, 72-73
Iridoides: 74, 75

Iridoides: 76

Iridoides glicosilados: 4, 5, 23,
77-79

Iridoide glicosilado: 80
Iridoide glicosilado: 81
Iridoides glicosilados: 4, 23, 71

Iridoides glicosilados: 4, 5, 15,
23, 56, 82

Iridoide: 10

Iridoides triciclicos: 1, 2
Iridoides glicosilados: 4, 5, 9,
15

Iridoides: 110

Iridoides triciclicos: 1, 2
Iridoides glicosilados: 4, 5, 9,
15, 111

Iridoide alcaloide: 104

PENG et al., 2013;
YANG etal., 2013; Li et
al., 2013; RAO, CHARY
e MERUGU, 2013;
WANG et al., 2015b;
OHASHI et al., 1986;
MIURA et al., 1996;
MACHIDA et al., 2003
SONG et al., 2014
ZHANG et al., 2017a

WANG et al., 1999

KINUTHIA et al., 2012
JUMA e MAJINDA,
2007

ONO et al., 2005

ONO et al., 2007

ALVES et al., 2017
UESATO et al., 1982

SATI et al., 1986
JANGWAN et al., 2013
DAVIOUD e
BAILLEUL, 1988
HAMERSKI et al., 2003

JENSEN, 1983

LING, TANAKA e
KOUNGO, 2001

BRINGMANN et al.,




2001
Rothmannia wittii Casca e frutos Iridoides: 10, 11, 83, 112 CHAIPUKDEE et al.,
Iridoide pseudoazuleno: 106 2016
Iridoides triciclicos: 1, 2, 61

Scyphiphora - Iridoides: 84-89 ZENG et al., 2011;
hydrophyllacea ZENG et al., 2007
Partes aéreas Iridoide: 113 FENG etal., 2010
Iridoide glicosilado: 7, 55, 90 ZENG et al., 2010
Noriridoide: 117, 118 ZENG et al., 2008
casca do caule Iridoides glicosilados: 9, 55, TAO et al., 2009
91-98 TAO et al., 2007
Tocoyena bullata folhas Iridoide glicosilado: 4 POSER e SEIBT, 1998
Tocoyena formosa caule Iridoide: 99, 100 BOLZANI et al., 1996
Iridoides glicosilados: 8, 57
folhas Iridoides triciclicos: 1, 2 BOLZANI et al., 1997
Iridoides glicosilados: 101, 115
Tocoyena hispidula caule Iridoides: 10, 102, 107, 114 SOUSA et al., 2018
Iridoides triciclicos: 1, 2 SOUSA et al., 2019
Noriridoide: 116
Tocoyena sellowiana Frutos e casca do
caule Iridoides triciclicos: 1, 2 JANE et al., 1997

Os iridoides glicosilados foram o0s majoritarios nas espécies da tribo Gardenieae,
totalizando 78 (66,1%) dos 118 descritos. Para melhor compreensdo os iridoides foram
organizados por tipos (I-V) de acordo com a localizacdo das ligagfes duplas ou presenca de
dois ou mais ciclos (Tabela 2). Analisando a variedade estrutural, verifica-se que os iridoides
do tipo I11, que apresentam duas ligacGes duplas, uma em C-3 e a outra em C-7, foram o0s
mais abundantes, com um total de 58 (49,1%), seguido dos tipos 1V (20 iridoides, 16,9%), Il
(13 iridoides, 11,0%), V (6 iridoides, 5,1%) e I (5 iridoides, 4,2%).
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Tabela 2. Estruturas dos iridoides de espécies da tribo Gardenieae (1-102)

b Re Ry o Re , COOH
, S A R AN
1 O 2 o)
R RH OR; R MR, 1 OR,
| ] v v

N°  Tipo R; R, R; R, Rs Rs Nome dos iridoides

1 | aCOOCH;,4 OH - - - - a-gardiol

2 I BCOOCH; OH - - - - B-gardiol

3 | H H - - - - 3-deoxiartselaenina C

4 I B-D-glicopiranosil COOCH; CH,OH BOH - - Gardenosideo

5 " O-B-D-glicopiranosil COOCH;, CH,OH BOH - - Ester metilico escandosideo/6-
hidroxigeniposideo

6 i O-B-D-glicopiranosil COOCH; CH,OH oOH - - 6a-hidroxigeniposideo

7 v O-B-D-glicopiranosil COOCH; aCH; BOH H BOH Ester metilico shanzhisideo

8 I B-D-glicopiranosil COOCH; H COOH - - Apodantosideo

9 v O-B-D-glicopiranosil COOCH; oCH, BOH H H mussaenosideo

10 Il BOH COOCH; CH,OH H - - Genipina

11 1l BOH COOCH; CH,OH BOH - - 6B-hidroxigenipina

12 Il BOCH; CHO CH,OH H - - Gardenal |

13 v BOCH; CHO aCH3 BOH H H Gardenal 11

14 Vv CH; BOH - - - - Gardenal Il

15 " O-B-D-glicopiranosil COOCH; CH,OH H - - Geniposideo

16 " 6”-O-cis-p-cumaroil-O-- COOCH; CH,0OH H - - 6”-O-cis-p-cumaroilgenipina gentiobiosideo

gentiobiosideo

17 O-B-gentiobiosil COOCH; CH,OH H - - Genipina 1-O-B-D-gentiobiosideo

18 v O-B-D-glicopiranosil CHO oCH; BOH H H Ixorosideo

19 v O-B-D-glicopiranosil COCOH oCH; BOH H BOH Shanzhisideo

20 v O-B-D-glicopiranosil COOCH; CH,OH OH H OH 7B-hidroxiesplendosideo

21 v O-B-D-glicopiranosil COOH aCHs BOH H H Acido mussaenosideo

22 " 6°-0-sinapoil-O-B- COOCH; CH,0OH H - - 6°-0O-sinapoilgeniposideo

glicopiranosideo
23 m O-B-D-glicopiranosil COOCH; CH,OH aOH - éster metilico do acido desacetilasperulosidico
24 11 4"-O-[(E)-p-coumaroil]-O- COOCH; CH,OH H - 4"-O-[(E)-p-coumaroil]-gentiobiosilgenipina
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

37
38

39
40
41
42
43
44

45
46

B- gentiobiosideo
6’-O-[(E)-cafeoil]-O-p-
glicopiranosideo
O-B-D-glicopiranosil
O-B-D-isomaltosil
O-B-D-glicopiranosil
O-B-D-glicopiranosil

6"-O-trans-sinapoil-O-p-
gentiobiosideo
6"'-O-trans-p-coumaroil-O-
- gentiobiosideo
6"-O-trans-cinnamoil-O-f3-
gentiobiosideo
6'-O-trans-p-cumaroil-O-f-
glicopiranosideo
6'-O-trans-p-cumaroil-O-f-
glicopiranosideo
O-B-D-glicopiranosil

6’-0-acetil-O-p-
glicopiranosideo
O-B-D-glicopiranosil
6”-O-trans-cafeoil-O-B-
gentiobiosil
[B-D-apiofuranosil (1—6)-O-
B-D-glucopiranosideo
o-D-xilopiranosil (1—6)-3-
D-glucopiranosideo
o-L-ramnopiranosil (1—6)-
O-B-D-glucopiranosideo
B-D-glicopiranosil (1—6)-O-
B-D-glicopiranosideo
O-B-D-glicopiranosil
B-D-glicopiranosil
O-B-D-glicopiranosil
6”-O-trans-cafeoil-O-B-

COOCH;

COOCH;
COOCH;
COOCH;
COOCH;
COOCH;
COOCH;
COOCH;
COOH
COOCHg;

COOCH;

COOCH;
COOCHs;

COOCH,
COOCH,
COOCH,
COOCH,
COOCH,
COOCH,

COOCHs;
COOCHs;

CH,OH
CH,OH
CH,OH
CH,0GlIc
CH,OH
CH,OH
CH,OH
CH,OH
CH,OH
CH,OH
CH,0-
succinoil

CH,OH

CH,0COCHj;
CH,OH

CH,OH
CH,OH
CH,OH
CH,OH
CH,0-Glc
aOCH;

CH,0-sinapoil
CH,0OH

H

H
BCH,OH
H
H

éster metilico do acido 6'-O-[(E)-cafeoil]-
desacetilasperulosidico
Bartsiosideo
genipina 1-O-B-D-isomaltoside
genipina 1,10-di-O-B-D-glucopiranosideo
Ester metilico do &cido 6-O-
metildesacetilasperulosidico
6"-O-trans-sinapoilgenipina gentiobiosideo

6"-O-trans-p-coumaroilgenipina gentiobiosideo
6"-O-trans-cinnamoilgenipina gentiobiosideo
6’-O-trans-p-coumaroilgeniposideo
acido 6’-O-trans-p-coumaroilgeniposidico
10-O-succinoilgeniposideo
6'-O-acetilgeniposideo

10-O-acetilgeniposideo
6”-O-trans-cafeoilgenipina gentiobiosideo

genipina 1-O-B-D-apiofuranosil (1—6)-p-D-
glucopiranosideo
genipina 1-O-a-D-xilopiranosil (1—6)--D-
glucopiranosideo
genipina 1-O-a-L-rhamnopiranosil (1—6)-p-D-
glucopiranosideo
genamesideo C

genamesideo D

10-O-trans-sinapoilgeniposideo
6”-O-trans-cafeoilgenipina gentiobiosideo
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gentiobiosil

47 1l O-B-D-glicopiranosil COOCH; A H - - Jasmigeniposideo A

48 " O-B-D-glicopiranosil COOCH; CH,OH aOCHj3 - - 6a-metoxigeniposideo

49 " O-B-D-glicopiranosil COOCH; CH,OH BOCH; - - feretosideo

50 IV O-B-D-glicopiranosil COOH H BOH BOH  BOH Acido lamalbidico

51 \% B-D-glicopiranosil B-OH - - - - Gardosideo

52 \% 6’-O-[(E)-sinapoil]-glicosil B-OH - - - - 6’-O-[(E)-sinapoil]-gardosideo

53 \% 2’-O-trans-cafeoil-glicosil B-OH - - - - 2’-O-trans-cafeoilgardosideo

54 i O-B-D-glicopiranosil COOCH; B H - - Jasmigeniposideo B

55 " O-B-D-glicopiranosil COOH CH,OH H - - Acido geniposidico

56 I B-D-glicopiranosil COOCHg; aCH,OH BH - - 8-epiapodantosideo

57 I B-D-glicopiranosil COOCH; oOH BCH,OH - - Galiosideo

58 m BOH COOCH; CHOH aOCH; - - 6ai-metoxigenipina

59 m BOH COOCH; CHOH aOH - - 6a-hidroxigenipina

60 | o COOCH;,4 H - - - - Dunnisina

61 I COOCH;, H, A® - - - - Garjasmine

62 " O-B-D-glicopiranosil COOCH; CH,OH BOCH,CH, - - Diffusosideo A

63 Il O-B-D-glicopiranosil COOCH; CH,OH aOCH,CHj4 - - Diffusosideo B

64 v 2’-0-(E)-p-hidroxicumaroil- COOH B-OH aCHs - - 2’-0-(E)-coumaroilshanzhisideo

(1—2)-glicosil
65 v 2’-0-(E)-p-hidroxicumaroil- COOH B-OH aCHs - - 6’-0O-(E)-coumaroilshanzhisideo
(1—6)-glicosil

66 1 -D-glicopiranosil COOCHg; abutoxil BOH - - 8a-butilgardenosideo

67 I 3-D-glicopiranosil COOCH; oOH BCH,OH - - Gardenosideo B

68 i O-B-D-glicopiranosil COOCH; CHOH abutoxil - - 6a-butoxigeniposideo

69 i O-B-D-glicopiranosil COOCH; CHOH Betoxil - - 6p3-etoxigeniposideo

71 V 2’-0-(E)-coumaroil-glicosil B-OH - - - - 2’ -O-(E)-coumaroilgardosideo

70 " O-B-D-glicopiranosil COOH CH,OH OH - - Acido desacetilasperulosidico

72 v O-B-D-glicopiranosil COOCH, a.CH,0H BOH aOH H Genamesideo A

73V O-B-D-glicopiranosil COOCH, aOH BCH,OH BOH H Genamesideo B

74 Il BOH CHO CH,OH H - - 1-hidroxi-7-(hidroximetil)-1,4aH,5H,7aH-
ciclopenta[c]piran-4-carbaldeido

75 Il BOCH; CHO CH,OH H - - 7-(hidroximetil)-1-metoxi-1H,4aH,5H,7aH-
ciclopenta[c]piran-4-carbaldeido

76 Il BOH COOCH;, CH,OH H - - Aglicona do ester metilico do acido

desacetilasperulosidico
7 I B-D-glicopiranosil COOCH; aCHO BOH - - 10-diidrogardenosideo
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78 I B-D-glicopiranosil COOCH; 0 0 - - Randiosideo
79 1 B-D-glicopiranosil COOCH; C BOH - - Dimero do 10-diidrogardenosideo
80 1l O-B-D-glicopiranosil COOH COOCH; H - - 10-metilixosideo
81 1l O-B-D-glicopiranosil COOCH; COOH H - - 11-metilixosideo
82 1 B-D-glicopiranosil COOCH; BOH D - - Randinosideo
83 Il BOH COOCHg; CH,0COCH; BOH - - 6p-hidroxi-10-O-acetilgenipina
84 v BOH COOCH; aCH3 BOH H BOH Ester metilico shanzhigenina
85 v aOH COOCHg; aCH; BOH H BOH Ester metilico 1-epishanzhigenina
86 v oOH CHO aCHs BOH H H scyphiphina A,
87 v BOH CHO aCHs; BOH H H scyphiphina A,
88 v aOH COOCH; aCHs BOH H H scyphiphina B,
89 v BOH COOCH; aCHs BOH H H scyphiphina B,
90 " O-B-D-glicopiranosil COOH E H - - Scyphiphina D
91 " O-B-D-glicopiranosil COOH F H - - Scyphiphorina C
92 " O-B-D-glicopiranosil COOH G H - Scyphiphorina D
93 " O-B-D-glicopiranosil COOH CH,0OCOCH; H - - Acido 10-O-acetilgeniposidico
94 v O-B-D-glicopiranosil COOH oCH; BH H H Acido 7-deoxi-8-epi-loganico
95 \% B-D-glicopiranosil H - - - - 7-deoxi-gardosideo
96 i O-B-D-glicopiranosil COOH CHs H - - Acido 10-deoxi-geniposidico
97 " O-B-D-glicopiranosil COOH J H - - Scyphiphorina A
98 i O-B-D-glicopiranosil COOH L H - - Scyphiphorina B
99 1 H COOCHg; aOH BCH,OH - - Aglicona do galiosideo
100 IV BOH 11-O-trans-feruloil oH BCH; - - 11-O-trans-feruoilteucreina
101 I B-D-glicopiranosil COOCH; oOH BCO,CH3 - - Ester metilico mollugosideo
102 Il oaOH COOCHg; CH,0OH H - - o-genipina

OH H COOCH; Q.gk o i

N 0 H

HO

HO@—MO

X
P OH
. "OH (0] Hii WH
0 H 0gli
\ HyCOOC glicose
d ‘% HO Oy \_g
B

C

HO

Oglicose
D E

Oglicose

o OH  ocH;, e
LA OOSy, T
R4
o )
Rs OR, o

F R,=OH R,=CH, Ry=H
G Ry=R,=H R,=0OH L

HOWOAf
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Os iridoides que ndo se enquadraram nos grupos I-V sdo 0s menos representativos e
totalizam 16 (11,0%), sendo classificados como lactona (103), alcaloide (104 e 108), epdxi
(105, 110-112), pseudoazuleno (106) e outros (107, 109, 113-115) (Figura 4).

Os iridoides podem ser encontrados também como noriridoides ou secoiridoides. Na tribo
Gardenieae foram observados a presenca de apenas 3 noriridoides (116-118), conforme
mostrado na Figura 4, sendo o morindolideo (116), do tipo 11-noriridoide-1,3-olideo,
raramente encontrado de fonte natural (BAN et al., 2013). Entretanto, ndo foi observada a

ocorréncia de secoiridoides em espécies da tribo Gardenieae.

,y GHzOglicose y GOOCH, y COOCH; COOCH;,4
X N AN
O : O N—-R O . O
SH < H H
o%\/\o HO (0] HO Op-—glicose H
: (0]
= 104 Gardenamida A: R=H 105 78.8B- i-88-
07 ‘s . . P8P ‘epo>’(| P 106 Cerbinal
. 108 Acido 4-(2N-gardenamida)n- diidrogeniposideo
103 Duroina butandico: R= acido n-butandico
H COOCH;3 OH
H
0]
H 0 © '
HO o] HO H OH HO Oglicose
. . - 110 Macrophylideo: R=H
107 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno- ,
11B-oato de metila 109 Gardendiol 112 10—O—acetiIma<.:rophyI|'deo: 111 Macrophylosideo
114 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno- R= acetil
1la-oato de metila
HO |4 COOCH; COOCH; H R,
: : OH H : R
O
HO ° ° o no” -
: —OH
: H OH HO Op—glicose HO H 0
116 Morindolid 117 Hydrophylina A: R;=R,=H
113 Scyphiphina C 115 Formosinosideo orindofideo 118 Hydrophylina B: R,=R,= O

Figura 4. Estruturas quimicas dos iridoides 103-115 e dos noriridoides 116-118

O levantamento mostrou que foram relatados iridoides em somente 10 géneros da tribo
Gardenieae, 0s quais apresentaram uma grande diversidade estrutural. Muitos estudos usam a
correlacdo entre metabolitos secundarios e dados morfolégicos como ferramenta para
determinar a classificagéo, filogenia e evolugéo de plantas (MARTINS e NUNEZ, 2015). Os
iridoides como marcadores quimiotaxondmicos, podem contribuir para a classificacdo

taxonémica das espécies em géneros, tribos, subfamilias e familias.
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3.3.2. Atividades bioldgicas de espécies da tribo Gardenieae

Os resultados da revisdo das atividades bioldgicas relatadas para as espécies da tribo
Gardenieae sdo apresentados na Tabela 3. Um total de 46 espécies pertencentes a 18 géneros
possuem estudo biologico, destas, 12 espécies possuem saponinas triterpénicas ativas (44
compostos), 11 possuem triterpenoides ativos (35 compostos) e em apenas 5 espécies foram
relatados iridoides ativos, totalizando 28, dos quais 16 sdo relatados para a espécie Gardenia
jasminoides. Os iridoides ativos representam 24,1% do total destes compostos relatados para a
tribo Gardenieae, mostrando a caréncia de investigacfes biologicas para esta classe de
metabolitos. A maioria das atividades esta restrita a extratos ou fracfes, porém, somente 26
espécies apresentaram constituintes quimicos ativos, incluindo iridoides.

Observando a tribo Gardeniaea (Tabela 3), 0s géneros que apresentaram 0 maior nUmero
de espécies com atividades biolégicas foram Gardenia (15 espécies), Randia (9 espécies) e
Catunaregam (4 espécies). As atividades que se destacaram foram citotdxica, antioxidante e

antibacteriana com 16, 12 e 7 espécies ativas, respectivamente.

Tabela 3. Atividades bioldgicas de espécies da tribo Gardenieae

Espécie/Bioatividade Extrato/fracdo/composto Referéncia

Benkara alabarica

Anticonvulsivante Cumarina: Escopoletina MISHRA et al., 2010
Extrato MeOH das raizes

Antiflingica e antibacteriana Extratos hexanico, CH,Cl, e MeOH das cascas, JAYASINGHE et al.,
extrato MeOH das folhas 2002

Borojoa patinoi

Antioxidante e antimicrobiana Extratos MeOH, EtOH:Acetona e H,O dos frutos ~CHAVES-LOPEZ et

al., 2015
Antibacteriana e Extrato aquoso dos frutos CHAVES-LOPEZ et
antiproliferativa al., 2018
Brenania brieyi
Estrogénica Extrato MeOH dos frutos NDE et al., 2007
Burchellia bubalina
Antibacteriana, antifiingica e Extratos CH,Cl,, éter de petréleo e EtOH do AMOQO et al., 2009
anti-inflamatéria caule, folhas, raizes e cascas
Antioxidante Extratos MeOH das folhas, casca e sementes MARIOD et al., 2012
Catunaregam nilética
Moluscicida Extrato EtOH e aquoso dos frutos, LEMMICH et al.,

Saponinas triterpénicas: acido 3-0-{O-a.-L- 1995
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Catunaregam spinosa
Citotoxica
Antifedante

Anti-helmintico
Antifedante e toxica

Antibacteriana

Catunaregam tomentosa
Hipoglicémica

Citotoxica

Antibacteriana

Catunaregam ulginosa
Nefroprotetora
Ceriscoides turgida
Antioxidante, analgésica,
antibacteriana e citotdxica

Coptosapelta flavescens

Antiparasitaria e antigiardial

Dioecrescis erythroclada

Hipoglicémica

Duroia macrophylla
Antimicobacteriana

Gardenia aqualla

Antiflngica e antibacteriana

ramnopiranosil-(1—3)-0-[-O-B-D-glucopiranosil-
(1—3)]-p-D-glucopiranosil}oleandlico, acido 3-
O-[2',3'-di-O-(B-D-glucopiranosil)-p-D-
glucopiranosil]oleandlico, acido 3-O-[O-B-D-
glucopiranosil(1—3)-3-D-

glucopiranosil]oleandlico

Norneolignanas: Catunaregina, epicatunaregina
Saponinas triterpénicas: Catunarosideos A-D,
swartziatrioside, araliasaponina V-V

Extrato MeOH dos frutos

Extrato MeOH e fragdo n-butanol dos frutos
Extratos acetona, MeOH e aquoso das folhas
Extrato aquoso das cascas

Saponinas triterpénicas: Araliasaponina V

Extratos MeOH dos frutos, folhas e casca do

caule

Extrato EtOH das raizes

Extratos MeOH das folhas e raizes

Antraquinona: 1-hidroxi-2-

hidroximetilantraquinona

Extrato aquoso das folhas

Extratos CH,Cl, e MeOH das folhas e galhos

Extrato MeOH e éter de petroleo da casca do

caule

GAO etal., 2010
GAO etal., 2011

ARSUL et al., 2011
YANG etal., 2011
NDHLOVU e
MASIKA, 2017

MANOSROI et al.,
2011
KAENNAKAM et
al., 2018
THIMABUT et al.,
2018

ADIKAY e U, 2016

ZILANI et al., 2018

HOUNKONG et al.,

2014, HOUNKONG

etal., 2015

MANOSROI et al.,
2011

MARTINS et al.,
2013

NJINGA et al., 2014
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Gardenia carinata
Citotoxica e anti-HIV-1

Gardenia collinsae
Citotoxica

Gardenia erythroclada
Citotdxica e anti-inflamatéria

Gardenia jasminoides
Antifungica

Inibidor da 5-lipoxigenase

Hepatotdxica e genotdxica
Hipoglicémica
Inibidor da P450

Imunossupressora

Anti-inflamatéria

Antioxidante

Inibidor da tirosina
Tratamento de tornozelo torcido

Antigéstrica

Anti-Alzheimer

Flavonoides: 5,2'-diidroxi-7,3',4",5'-
tetrametoxiflavona, 5,2,5'-triidroxi-7,3',4'-
trimetoxiflavona, 5,7,2',5'-tetraidroxi-6,3',4'-
trimetoxiflavona, 5,3'-diidroxi-6,7,4',5'-
tetrametoxiflavona, 5,7,3',5'-tetraidroxi-6,4'-
dimetoxiflavona

Triterpenoides: carinatinas A-G, secaubryolideo,
dikamaliartano D

Triterpenoide: (20R,24R)-ocotillona

Saponinas triterpénicas: Eritrosaponinas D, F, G,
1,J

Iridoide: Cerbinal

Iridoide: 6”-p-cumaroil genipina gentiobiosideo
Fenilpropanoides: acido clorogénico, acido 3,4-
di-O-cafeoilquinico, &cido 3-O-cafeoil-4-O-
sinapoilquinico, acido 3,5-di-O-cafeoil-4-O-(3-
hidroxi-3-metil)glutaroilquinico

Carotenoide: crocetina

Iridoide: Ester metilico do desacetilasperulosideo
Iridoide: Geniposideo

Iridoides: Geniposideo, 6a-hidroxigeniposideo,

ixorosideo, shanzhisideo

Extrato EtOH dos frutos, iridoides glicosidicos
totais e crocina total dos frutos

Extratos aquoso e EtOH dos frutos,
Carotenoides: Gardecina, crocina-1, cis-crocina-
1, crocina-2, crocina-3, crocina-4
Monoterpenoide: Jasminodiol

Iridoide: Geniposideo

Extrato EtOH 70% dos frutos

Iridoide: Genipina

Triterpenoide: acido ursolico

Iridoides: 6’-O-trans-p-coumaroilgeniposideo,

10-O-succinoilgeniposideo, 6'-O-

KONGKUM etal.,
2012; KONGKUM et
al., 2013

NUANYAI et al.,
2011a

KAENNAKAM et
al., 2018

OHASHI et al., 1986
NISHIZAWA et al
1988

TSENG et al., 1995
MIURA et al., 1996
KANG et al., 1997

CHANG et al., 2005

KOO et al., 2006
HU et al., 2019
CHEN et al., 2008a
DEBNATH etal.,
2011

CHEN et al., 2008b
CHEN et al., 2009
LEE, LEE e JEONG,
2009

YU etal., 2009
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Citotoxica

Inibidor da melanogenesis

Inibidor da producédo de NO e

Anti HIN1

Anti-alérgico

Anticancer

Neuroprotetora

Gardenia lucida
Antioxidante e antiproliferativa

Gardenia obtusifolia
Citotoxica e anti-HIV

acetilgeniposideo, 6’-O-trans-
sinapoilgeniposideo, geniposideo, 10-O-
acetilgeniposideo, 11-(6-O-trans-
sinapoilglucopiranosil)gardendiol, 10-(6-O-trans-
sinapoilglucopiranosil)gardendiol

Saponinas triterpénicas: Gardenisideo A, acido
oleandlico 3-O-B-D-glucuronopiranosideo-6'-O-
éster metilico, &cido oleanolico 3-O-p-D-
glucuropiranosideo, hederagenina 3-O-B-D-
glucuronopiranosideo-6'-O-éster metilico, éster
metilico chikusetsusaponina 1Va, éster butilico
chikusetsusaponina IVa, (1S, 17R, 20R, 24Z)-
1,21,26-trihidroxicicloart-24(25)-en-3-olideo,
dikamaliartano D

Triterpenoide: acido ursélico

Irioides: 10-O-(4°’-O-metilsuccinoil)geniposideo,
6’-O-sinapoiljasminosideo, 6’-O-p-
coumaroilgeniposideo

Iridoide: Genipina

Carotenoide: crocetina

Extrato EtOH e fracdo AcOEt dos frutos

Triterpenoide: 3a,16[3,23,24-tetrahidroxi-28-nor-
ursano-12,17,19,21-tetraeno

Extratos aquoso e EtOH dos frutos

Carotenoides: Neocrocina B, neocrocinas F-J,

crocetina mono-B-D-gentiobiosideo

Extrato MeOH e fracdo CHCI; da resina,
Flavonoides: Gardenina A e B, 5-
Desmetilnobiletina, Xantomicrol, Gardenina D e

E, Acerosina

Triterpenoides: 5a-cicloart-24-eno-3,23-diona,
5a-cicloart-24-eno-3,16,23-triona, metil 3,4-seco-
cicloart-4(28),24-dieno-29-hidroxi-23-0x0-3-0ato
Flavonoides: 5,7,4’-triidroxi-3,8-
dimetoxiflavona, 5,7,4’-triidroxi-3,8,3’-

trimetoxiflavona, 5,7,4’-triidroxi-3,6,8-

WANG et al., 2012
ZHANG et al., 2018

AKIHISA etal., 2012

PENG et al., 2013; LI
etal., 2013

SUNG, LEE e KIM,
2014

QIN etal., 2015

ZHANG et al.,
2017b; Nl et al., 2017

MAURYA et al.,
2017

TUCHINDA et al.,
2002
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Citotoxica

Gardenia oudiepe
Antilheishmania e

antiplasmodica

Inibidor da xantina oxidase

Gardenia saxatilis

Antiplasmadica

Gardenia sootepensis
Citotdxica

Anti-inflamatéria

Antiproliferativa

Gardenia ternifolia
Citotoxica

Gardenia thailandica
Anti-HIV

Citotoxica

Gardenia tubifera

Citotoxicidade e anti-HIV

trimetoxiflavona, 5,4’-diidroxi-3,6,7,8-
tetrametoxiflavona, 5,3’-diidroxi-3,6,7,8,4’-
pentametoxiflavona

Triterpenoide: Gardenoina E

Flavonoides: 5,7-diidroxi-3,3’,4,6-
tetrametoxiflavona, 3°,5,7-triidroxi-3,4°,5” ,6-
tetrametoxiflavona

3-Metoxikaempferol, 5,6,7,4’-tetrahidroxiflavona,
5,7,5’-triidroxi-3,4’-dimetoxiflavona, 5,7-

diidroxi-6,4’-dimetoxiflavona

Triterpenoides: Acido messagenico A e B, ésteres
27-0-p-(2)- e 27-O-p-(E)-cumarato do acido
betulinico, acido uncarinico E, acido 27-O-p-(E)-

cumaroiloxiursolico

Triterpenoides: Ester metilico coronalolideo,
coronalolideo

Triterpenoides: Sootepina D, coronalolideo, éster
metilico coronalolideo

Triterpenoides: Sootepina B

Neolignanas: Gardenifolinas A-H

Extrato MeOH, fra¢cdes CHCI;, n-BuOH e H,O
das folhas e galhos

Triterpenoides: Thailandiol, &cido gardenolico,
acido quadrangulérico E, acido 3p-hidroxi-5a-
cicloart-24(31)-en-28-oico

Triterpenoides: Sootepina E

Triterpenoides: Ester metilico tubiferolideo,
tubiferaoctanolideo, coronalolideo, éster metilico

coronalolideo

NUANYAI et al.,
2011b
MAI et al., 2015

SANTI et al., 2018

SUKSAMRARN,
TANACHATCHAIR
ATANA e
KANOKMEDHAKU
L, 2003

SILVAetal., 1997

YOUN et al., 2016

PUDHOM et al.,
2012

TSHITENGE et al.,
2017

TUCHINDA et al.,
2004

NUANYAI et al.,
2011c

REUTRAKUL et al.,
2004
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Gardenia urvillei

Antiparasitaria

Gardenia volkensii

Citotoxica, antilheishmania e

antiplasmodica

Genipa americana
Tripanomicida
Antioxidante e
anticolinesterasica
Antimalérica

Anti-helmintico

Massularia acuminata

Androgénica

Antileishmania

Antioxidante

Antimicrobiana

Flavonoides: 5,3,5-triidroxi-7,4’-
dimetoxiflavona, 5,3°,5’-triidroxi-3,6,7,4’-
tetrametoxiflavona, 5,7,4’-triidroxi-6-
metoxiflavona, 5,7,3-triidroxi-6,4",5’-
trimetoxiflavona, 5,3’-diidroxi-7,4’,5’-
trimetoxiflavona, 5,3’-diidroxi-6,7,4°,5’-
tetrametoxiflavona

Ester fendlico: hexacosil 4’-hidroxi-trans-

cinnamato

Triterpenoides: Acido gardenélico B, sootepina
C, secaubriolideo, 23,25-dien-3,4-
secocicloartano, 3,4;9,10-secocicloartano
Flavonoides: 4°,5,7-triidroxi-3,6,8-
trimetoxiflavona, 5,7-diidroxi-3,3",4°,5,6-
pentametoxiflavona, 4°,5,7-triidroxi-3,6-

dimetoxiflavona, santina, 3-metoxi-kaempferol

Extrato polissacaridico
Extrato EtOH da polpa do fruto

Extrato das folhas

Extrato aquoso das folhas

Extrato aquoso do caule

Extrato aquoso da casca do caule

Extratos MeOH, acetona e EtOH da casca da raiz

Glicosideo tiofenolico: 4-(3",3"-diidroxi-1-

mercaptopropil)fenil glicosilpiranosideo

Extratos AcOEt, acetona, EtOH e MeOH da casca

da raiz

Saponina triterpénica: acido 3-O-B-D-

glucopiranosil-(1—4)-p-D-glucopiranosil-(1—4)-

MAI et al., 2016

MAI et al., 2015

SOUZA et al., 2018
OMENA etal., 2012

DEHARO et al.,
2001

NOGUEIRA et al.,
2014

YAKUBU et al.,
2008

MUGANZA et al.,
2012

UKEKPE, EKANEM
e ADAMU, 2016;
MALOUEKI etal.,
2015; ORIOLA et al.,
2014

ADAMU, UKEKPE
e EKANEM, 2016;
UKEKPE et al.,
2015; MALOUEKI et
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Antiplasmodica

Afrodisiaca

Oxyanthus pallidus
Analgésica

Randia dumetorum
Hemolitica

Moluscicida e
imunoestimuladora

Proliferativa de linfécitos

Citotoxica

Hepatoprotetora

Antioxidante

B-D-glucopiranosil-28-O-B-D-glucopiranosil -
(1—4)-p-D-glucopiranosil-(1—4)-p-D-
glucopiranosil oleandlico, 4-(3",3"-diidroxi-1-
mercaptopropil)fenil glicosilpiranosideo

Extrato aquoso dos frutos e extrato EtOH 80% da
casca

Extrato aquoso das raizes

Saponina triterpénica: Pallidiosideos A-C

Fracdo de saponinas

Saponina triterpénica: randianina

Fracdo de saponinas

Saponina triterpénica: Acido 3-O-[O-B-D-
glucopiranosil-(1—4)-0-p-D-glucopiranosil-
(1—3)-(B-D-glucuronopiranosil) oleandlico,
acido 3-O-[O-B-D-glucopiranosil-(1—2)-(B-D-
glucopiranosil) oleandlico, acido 3-O-[O-B-D-
glucopiranosil-(1—3)-(B-D-glucopiranosil)
oleandlico, acido 3-O-[O-B-D-glucopiranosil-
(1—3)-(B-D-glucopiranosil) oleanolico

Extrato EtOH da casca, extrato MeOH da casca
dos frutos,

Iridoide: 11-metilixosideo

Saponina triterpénica: a-L-arabinosil-(1—3)-p-
galactopiranosil-(1—3)-3-p-hidroxiolean-12-en-

28-metiloato

Extrato MeOH folhas e casca

Extrato MeOH dos frutos, folhas e cascas

al., 2015

MALOUEKI et al.,
2015

YAKUBU et al.,
2011

PIEGANG etal.,
2016

SOTHEESWARA,
BOKEL e KRAUS,
1989; DUBOIS,
BENZE e WAGNER,
1990;

DUBOIS, BENZE e
WAGNER, 1990;
DUBOIS, BENZE e
WAGNER, 1990

JANGWAN etal.,
2013, JANGWAN e
SINGH, 2014
JANGWAN et al.,
2012, PARMAR,
PRAJAPATI e JANI,
2010
KANDIMALLA et
al., 2016
DHARMISHTHA,
MISHRA e
FALGUNI, 2009,
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Antibacteriana e antiviral

Antimicrobiana
Randia echinocarpa

Antimutagénica

Antioxidante e antimutagénico

Diurética e urolitica

Randia hebecarpa
Antioxidante

Randia hispida
Anti-inflamatéria

Randia monantha
Antioxidante

Randia nilotica

Anticonvulsivante

Randia nitida

Antiflngica

Randia siamensis

Antinociceptiva

Contrabilidade uterina

Ictiotdxica

Hipertensiva

Hipotensiva

Extrato MeOH da casca dos frutos

Extrato CH,Cl,:MeOH (1:1) dos frutos

Extrato MeOH dos frutos

Extrato aquoso e MeOH dos frutos

Extrato aquoso dos frutos

Extrato MeOH, fra¢cdes AcOEt e Hidrometandlica

das folhas

Extrato diclorometanico das folhas

Extratos aquosos dos frutos e sementes

Fracdo butanol da casca do caule

FracGes hexanica, diclorometanica e AcOEt das
folhas

Extrato EtOH dos frutos

Saponina triterpénica: pseudoginsenoside-RP 1
Triterpenoide: Acido ursolico

Saponina triterpénica: pseudoginsenosideo-RT 1
Extrato EtOH dos frutos

Alcaloide: Tiramina

Saponinas triterpénicas: Pseudoginsenosideos-
RT1e-RP1

KANDIMALLA et
al., 2016

PARMAR,
PRAJAPATI e JANI,
2010

KUMAR et al., 2006

CANO-CAMPOS et
al., 2011

SANTOS-
CERVANTES et al.,
2007

SOLIS e
GUTIERREZ, 2002

NAZARI et al., 2006

DUMARO, ETIM e
AHMADU, 2017

JUAREZ-TRUJILLO
et al., 2018

DANJUMA et al.,
2014

CRUZ-SILVA etal.,
2016

REANMONGKOL et
al., 1994
JANSAKUL et al.,
1999
JANSAKUL et al.,
1999
KHWANCHUEA et
al., 2007a
KHWANCHUEA et
al., 2007b
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Cardiovascular

Randia uliginosa
Antimicrobiana, antidiarréia,
anti-helmintico

Rothmannia longiflora
Analgésica e anti-inflamatoria

Rothmannia wittii

Antimicobacteriana

Citotoxica

Scyphiphora hydrophyllacea

Citotoxica

Antiproliferativa

Schumunniphyton

problematicurn

Neuropsicofarmacoldgico

Tocoyena formosa

Antiflingica

Anti-inflamatéria, antioxidante

e gastroprotetora

Tocoyena hispidula

Antileishmania

Tocoyena sellowiana

Antiperiodontica

Extrato n-butanol dos frutos

Extrato MeOH das folhas

Extrato MeOH das folhas

Iridoide: 6p-hidroxi-10-O-acetilgenipina

Iridoides: 10-O-acetilmacrophyllideo, genipina,

garjasmine

Triterpenoide: Acido ursolico, 4cido eichlerianico

Iridoides: Scyphiphina B;-B,

Triterpenoide: hopenona-I

Extrato EtOH das raizes

Iridoides: Galiosideo, aglicona do galiosideo,
apodantosideo, 11-O-trans-feruloilteucreina, o-
gardiol, B-gardiol

Extrato hidroalcoolico das folhas

Extrato EtOH, Frac6es CHCI3;, AcOEt e MeOH
do caule
Pirona: Chelidonato de metila

Noriridoide: Morindolideo

Extrato EtOH das raizes

KHWANCHUEA et
al., 2007a

HOSSAIN et al.,
2016

MALLAM et al.,
2016

CHAIPUKDEE et al.,
2016
CHAIPUKDEE et al.,
2016

SAMARAKOON et
al., 2018, ZENG et
al., 2007
SAMARAKOON et
al., 2016

AMADI, OFFIAH e
AKAH, 1991

BOLZANI et al.,
1996; BOLZANI et
al., 1997

CESARIO et al.,
2018a; CESARIO et
al., 2018b

SOUSA et al., 2019

RIBEIRO et al., 2018
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Os resultados da pesquisa bibliogréfica demonstraram um importante potencial biol6gico
para a tribo Gardenieae, com 45 espécies investigadas, porém a maioria das atividades é
descrita em extratos e fracGes, sugerindo a necessidade de estudos para verificar os principios
ativos destas e de outras especies.

Os dados obtidos podem contribuir para a classificacdo taxonémica dos géneros ou
espécies na familia, subfamilia ou tribo, uma vez que a correlagdo entre os metabolitos
secundarios e dados morfologicos é uma importante ferramenta na classificacéo, filogenia e

evolucéo de plantas.

3.4. Género Tocoyena Standl.

O género Tocoyena (Rubiaceae) é tipico do Cerrado, ocorre nas regides pan e
neotropical, sendo constituido por 30 espécies de habito arbustivo ou &rvores de pequeno
porte. No Brasil ha registro de 12 espécies, sendo cinco endémicas, distribuidas em todas as
regides brasileiras (DELPRETE e JARDIM, 2012). Este género pertence a subfamilia
Ixoroideae, tribo Gardenieae-Gardenineae (BARBOSA et al., 2015; POSER e SEIBT, 1998).
Somente cinco espécies de Tocoyena possuem estudo quimico (T. hispidula, T. formosa, T.
bullata, T. brasiliensis e T. sellowiana, sinonimia T. selloana), para as quais sao relatadas a
presenca de saponinas triterpénicas (1-5), triterpenoides (6-14), flavonoides (15-16), iridoides
(17-32), esteroides (33-40), derivados fenolicos (41-43), cumarinas (44-46) e outros (47-51)
(HAMERSKI et al., 2005; POSER e SEIBT, 1998; BOLZANI et al., 1997; BOLZANI et al.,
1996). O Quadro 1 e Figura 5 mostram os constituintes quimicas relatados em espécies do
género Tocoyena, onde verifica-se maior ocorréncia de compostos da classe dos iridoides (16
compostos) presentes em 4 das 5 espécies estudadas.

Para espécies deste género sdo descritas atividades bioldgicas, tais como, anti-
inflamatdria, antinociceptiva, antifingica, estimulante em Utero de ratas, antioxidante e
gastroprotetora para T. formosa e capacidade de diminui¢do da perda 6ssea em ratos com
periodontite para T. sellowiana (Tabela 3) (BOLZANI et al., 1997; CESARIO et al., 2018a;
CESARIO et al., 2018b; RIBEIRO et al., 2018; BARROS et al., 1970).

Quadro 1. Constituintes quimicos de espécies do género Tocoyena

. parte da ) )
Espécie Substancia Referéncia
planta
o Saponinas triterpénicas: &cido 3-O-p-D- HAMERSKI et al.,
T. brasiliensis | folhas ) . i L .
quinovopiranosideo-quinévico (1), &cido 3-O-B-D- 2005
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quinovopiranosideo-cinchélico (2), &cido 3-O-3-D-
glucopiranosideo-quindvico (3), acido 28-0O-p-D-
glucopiranosideo-quinévico (4)

Flavonoide: ramanzina-3-O-rutinosideo (15)

T. bullata folhas Iridoide: Gardenosideo (17) POSER e SEIBT, 1998
Saponinas triterpénicas: &cido 3-O-p-D-glicopiranosil-
28-0O-B-D-glicopiranosil-quindvico (5)

Triterpeno: B-amirina (6)

catle Flavonoide: 3-O-B-D-ramnosil-3-O-metilquercetina BOLZANI et al., 1996
(16)
Iridoides: galiosideo (18), aglicona de galiosideo (19),
apodantosideo (20), 11-O-trans-teucreina (21)
Esteroide: sitosterol (33)

T. formosa — -

Iridoides: éster metilico de mollugosideo (22),
formosinosideo (23), hexacetato de formosinosideo

folhas | (24), a-gardiol (25), B-gardiol (26) BOLZANI et al., 1997
Derivados fendlicos: &cido caféico (41), &cido ferdlico
(42)
Iridoide: Genipina (27)

* Esteroide: estigmasterol (34) RIBEIRO e CUNHA,
Derivado fendlico: éster etilico do &cido fertlico (43) 2004
Iridoides: genipina (27), a-genipina (28), a-gardiol
(25), B-gardiol (26), 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11a.-
ato de metila (29), 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11p-ato SOUSA et al., 2018
de metila (30), morindolideo (31)
Cumarinas: escopoletina (44), isofraxidina (45)
Triterpenos: B-amirina (6), &cido acetil oleandlico (7),
lupenona (8), lupeol (9), taraxerol (10), germanicol
(11), multiflorenil (12)
T. hispidula caule Naftoquinona: lapachol (47)

Pirona: chelidonato de metila (48)

Iridoide: morindolideo (31)

Triterpenoides esterificados com &cidos graxos:
palmitato, margarato, linoleato, oleato e estearato de
multiflorenila (12a-12¢) e lupeila (9a-9¢)
Esteroides: campesterol (35), campestanol (36),
estigmasterol (34), A*-estigmasterol (37), sitosterol
(33), sitostanol (38), 7-cetositosterol (39), 7-
cetoestigmasterol (40)

SOUSA et al., 2019
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Esteroides esterificados com acidos graxos: palmitato,
margarato, linoleato, oleato e estearato de sitosterila
(33a-33e) e estigmasterila (34a-34e)

Diterpeno: E-fitol (49)

Polialcool: D-(+)-manitol (50)

T. sellowiana/

T. selloana

casca

Iridoide: acido 10-O-feruilgeniposidico (32)
Cumarina: 7-hidroxi-6-metoxicumarina (46)
Outro: 1-etoxiglicosilpiranosideo (51)
Saponina triterpénica: acido 3-p-O-D-

glicopiranosilquindvico (3)

RIBEIRO et al., 2018

raizes

Triterpeno: acido quindvico (13)
Polialcool: manitol (50)
Saponina triterpénica: acido 3-B-O-D-

glicopiranosilquindvico (3)

SANTOS et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2018

Cumarina: Escopoletina (44)
Iridoides: a-gardiol (25) e B-gardiol (26)

folhas

Polialcool: D-manitol (50)
Triterpeno: Acidos ursélico (14)
Saponina triterpénica: acido 3-O-p-D-

glicopiranosilquindvico (3)

ROCHA, 2009

*Parte da planta ndo descrita
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1 R4=CH3 Ry=H R3=0-f-D-quinovopiranosil R4=OH
2 R4=H R,=CHj3 R3=0-B-D-quinovopiranosil R4=OH
3 R1=CHj3 R,=H R3= O-B-D-glicopiranosil R4=OH

4 R4=H Ry,=CHz R3=0OH R4= O-B-D-glicopiranosil

5 R4=H R,=CH3; R3=R4= O-B-D-glicopiranosil

R
2 R3 H

17 R4=0-B-glicopiranosil R,=BOH R3=a.CH,OH

18 R4=0-B-glicopiranosil R,=aOH R3=BCH,0OH

19 R1=BOH R,=a.OH R3=BCH,0OH

20 Ry=0-B-glicopiranosil R,=H R3=COOH

22 R4=0-B-glicopiranosil R;=aOH R3=COOCHj;

HO

29 R=¢COOCH;
30 R=pCOOCH;

25 R=aCOOCH;
26 R=BCOOCH;

A

31 R=H
(0]
R,O AN o A
! OR,
R,O O
HO R
41 R4=R,=H 44 R1=CHj3 Ry=R3=H

42 R1=CH3 R2=H
43 R1=CH3 R,=CH,CH3;

(0] (6]
CrC
|
0
A HsC (0]
O 4 O 48

45 R1=CH3 R2=H R3=OCH3
46 R1=R3=H R2=CH3

6 R1=R5=H R2=R3=R4=CH3

7 R1=H R2=R3=CH3 R4=COOH R5=COCH3
13 R1=CH3 R2=R5=H R3=R4=COOH

14 R1=R3=CH3 R2=R5=H R4=COOH

8 R1=R2=O
9 R1=OH Ry=H
9a-9e Ry= a-e R,=H

OCHj

a= OCOC15H31
b= OCOCgH33
c= OCOC17H31
d= OCOC17H33 OH O
e= 0COC47H35 15 R=0-rutinosil
“ 12 R=OH 16 R=0-B-D-ramnosil
12a-12e R= a-e
Rs
[e) H
R4
OH A
o = o
OH H
R, Ry
O

23 R1=0-B-glc R,=CH,0OH R3=COOH R4=BOH

24 R1=0-B-glc-acetil R,=CH;0-acetil R3=COOH R4=pO-acetil
27 R1=BOH R,=CH,0H R3=COOCH3; R4=H

28 R1=aOH R,=CH,0H R3=COOCH;3; R4=H

32 R4=0-B-D-glicopiranosil R;=O-feruil R3=COOH R4=H

Ry

33 Ry=OH R,=C;Hs A’ HO

33a-33e R(= a-e Ry=C,Hs, A’ 39
34 Ry=OH R,=CyHs A% 4047
34a-34e Ri= a-e Ry,=C,H5 A>? HO
35 Ry=OH R;=CHj A’ 0
36 Ry=OH R,=CHj Hom%CHZCHB
37 R1=OH R2=CZH5’ A22 HO 51
38 R1=OH R2=C2H5
OH OH
HO OH
OH OH
50
| O. \(\/Y\/Y\/\(\/OH
CHj3
(] 49

Figura 5.

Constituintes quimicos de espécies do género Tocoyena
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3.5. Tocoyena hispidula Standl.

A espécie Tocoyena hispidula Standl é conhecida popularmente por flor-do-
cerrado/angelca e jenipapinho (OLIVEIRA, 2015; SILVA, 2010). E encontrada no Brasil em
areas de campestre da regido Norte (Pard) e de cerrado da regido Nordeste (Maranhdo e
Piaui), na forma de arbustos ou subarbustos (OLIVEIRA, 2015). Tradicionalmente suas raizes
sdo utilizadas no combate a dor de barriga e inflamacgdo do Utero (SILVA, 2010; OLIVEIRA
et al., 2007).

Antes de iniciarmos o presente trabalho, ndo havia na literatura relato de investigacao
quimica e bioldgica sobre T. hispidula, o que aliado a sua utilizacdo na medicina popular,
despertou o interesse pelo estudo desta espécie. Como resultado do estudo fitoquimico
desenvolvido com a espécie T. hispidula, publicamos até o momento, o artigo intitulado:
Iridoides e cumarinas do caule de Tocoyena hispidula (SOUSA et al., 2018), como capitulo
do livro eletronico “Produgdo e Controle de Produtos Naturais” da editora Atena e, um artigo
publicado na revista Quimica Nova, intitulado: Composicdo quimica e atividade
antileishmania de Tocoyena hispidula (SOUSA et al., 2019). A Figura 6 mostra uma foto do
espécime T. hispidula.

Figura 6. Tocoyena hispidula Standl. (Fonte: Ruth Raquel Soares de Farias)
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Materiais e equipamentos

Os solventes utilizados para obtencdo dos extratos, particdo, cromatografia em coluna
(CC) e cromatografia em camada delgada (CCD) foram de pureza analitica (P.A.) obtidos da
Synth. Para analises em HPLC utilizaram-se solventes grau HPLC da J. T. Backer, Merck e
Tedia, bem como agua ultrapura (18 Q) obtida em ultrapurificador Master All da Gehaka.

Os extratos e fragcbes foram concentrados em evaporador rotativo Laborota 4000 da
Heildolph, sob pressdo reduzida com auxilio de bomba de vacuo da Primar-modelo 34. A
secagem completa dos extratos foi realizada em liofilizador Modulyod Freeze Dryer da
Thermo Electron Corporation. A dissolugdo dos extratos e fragdes foi realizada com auxilio
de um banho ultrassom modelo Cleanner Thournton da Marconi e, para conservacdo e
armazenamento do material obtido utilizou-se refrigerador modelo Zyrium Frostfree 430 da
Brastemp. As massas foram obtidas em balangas da Shimadzu (modelo AUY?220), Bel
engineering (modelo M214Ai) e Digimed (modelo KN 4000).

As placas de cromatografia em camada delgada (CCD) foram preparadas utilizando-se
gel de silica da Macharey-Nagel (2-25 pm e 60 A), aplicando-se manualmente uma suspenséo
de gel de silica em agua sobre laminas de vidro. As placas foram deixadas em repouso a
temperatura ambiente e depois ativadas a 110 °C em estufa EL-1.3 da Odontobras. Como
reveladores para CCD foram utilizados: i) irradiacdo na regido do ultravioleta em 254 e 366
nm em camara UV da Camag e ii) nebulizacdo com solucdo de sulfato cérico, preparada a
partir de 2,1 g de Ce(S0O4)2.5H,0 dissolvido em 15 mL de H,SO,4 concentrado e adicionado a
800 mL de agua. Depois de borrifada a cromatoplaca foi aquecida em placa aquecedora da
Fisaton (509T, 0-350 °C) a aproximadamente 100 °C por 5 minutos.

As colunas cromatograficas realizadas a pressdo atmosférica foram preparadas com
gel de silica 0,060-0,200 mm da Macherey-Nagel e Sephadex LH-20 da Aldrich. A
reutilizacdo do Sephadex foi condicionado a um prévio tratamento com metanol, aquecendo-
se entre 50-60 °C por 10 min em banho de agua, seguido de filtracdo a vacuo, sendo este
procedimento realizado trés vezes e, depois permanecendo 12 horas em estufa entre 55-60 °C
(CARDELINA 11, 1983). Para cromatografia em coluna de fase reversa utilizou-se cartucho
Strata C18-E da Phenomenex (10 g).

O “clean-up” das amostras para injecdo em HPLC foi realizado em cartucho de
extracdo em fase solida (SPE) Strata da Phenomenex (C18, 1 g), seguido de filtracdo em disco

filtrante de 0,45 um da Phenomenex. Foram utilizados: i) HPLC analitico da Shimadzu
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equipado com bomba LC-20AT, injetor automatico SIL-20AHT, detector de arranjo de
fotodiodo SPD-M20A, forno para coluna CTO-20A, pré-coluna C18 Shim-pack 6-SIL,
coluna C18 Shim-pack VP-ODS (C18, 5,0 um, 250x4.6 mm) e ii) HPLC semipreparativo da
Shimadzu equipado com bomba LC-6AD, injetor manual, detector UV SPD-20A, coletor
automatico FRC-10A, utilizando coluna Phenomenex Luna (C18, 5 um, 250x10 mm).

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho (1V) foi obtido em espectrometro
PerkimEImer, modelo Spectrum 100FT-IR, com faixa de niimero de onda de 4000 a 400 cm™,
usando brometo de potassio (KBr) como agente dispersante.

O ponto de fusdo foi obtido em equipamento da Microquimica Ind. e Com. Ltda,
modelo MQAPF-301, com taxa de aquecimento de 1 °C min™. A rotac&o especifica foi obtida
em polarimetro Automatico Digital da Jasco-Modelo P2000 (Fonte: Hg, A=546 nm).

As analises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
foram realizadas em cromatografo GCMS-QP2010 da Shimadzu, equipado com coluna Rtx-
5MS (30 m x 0,25 mm x 0,250 um), fase estacionaria difenildimetilpolissiloxano (5% de
difenil e 95% de dimetilpolissiloxano), usando modo split (100:1) e espectrdmetro de massas
operando com ionizacdo por elétrons (EI 70 eV) com faixa de massas m/z 45 a 700 Da,
utilizando hélio como gés de arraste, com fluxo de 1 mL min™.

Os espectros de massas foram obtidos por insercdo direta em espectrometro de massas
com analisador ion trap (IT-MS, Amazon X, Bruker Daltonics), equipado com fonte de
ionizacdo por eletrospray (ESI). O tratamento dos dados foi realizado em software Compass
1.3 Data Analysis (versdo 4.0, Bruker Daltonics). O espectro de massas de alta resolucéo foi
obtido em espectrometro de massas da Bruker, modelo Solarix 9,4 T, com analisador de
massas por ressonancia ciclotronica de ions com transformada de Fourier, fonte de ionizagéo
quimica a pressao atmosférica (APCI-FTICR MS) e faixa de massas m/z 150 a 1500 Da.

Os espectros de RMN de *H e *C foram obtidos em espectrometros Varian-Modelo
400 (LAUREMN-UFPI) operando a 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C), Bruker-modelo Avance
Il (UFSCar) operando a 400 MHz (*H) e 100 MHz (**C) e Bruker Ascend-modelo 600
(UNESP-Araraquara) operando a 600 MHz (*H) e 150 MHz (*3C) equipado com criosonda.
Foram utilizados como solventes CDCl3;, CD3;0D, DMSO-dg € piridina-ds da CIL (Cambridge

Isotope Laboratories Inc.) e TMS como referéncia interna.
4.2. Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas e caule da espécie Tocoyena hispidula foram coletados na Fazenda Lourdes

(S 04°51° 32,47 ¢ W 42° 03° 42,97, altitude: 154 m) no municipio de Jatoba do Piaui-PI, em
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31 de maio de 2015. O material vegetal foi coletado e identificado pela boténica Ruth Raquel
Soares de Farias e uma exsicata encontra-se depositada no Herbario Graziela Barroso da
UFPI, com o nimero TEPB 30.572 e cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) com o numero AAB530D.
4.3. Obtencéo e fracionamento do extrato EtOH do caule

O caule de T. hispidula foi seco a temperatura ambiente e triturado em moinho de
facas. O material vegetal moido (1,4 kg) foi submetido & maceragdo exaustiva com etanol
(95%) a temperatura ambiente. A cada extracdo, os extratos foram concentrados em
evaporador rotatério e, ao final reunidos e liofilizados, obtendo-se o extrato EtOH do caule
(48 g; 3,5%).

Uma aliquota de 41 g do extrato EtOH do caule foi solubilizada em MeOH, ocorrendo
a formacéo de um precipitado, que foi separado e analisado por infravermelho e RMN de 'H e
3¢, resultando na identificacdo do composto 39 (4,5 g; 9,4%). A parte sol(vel em MeOH do
extrato (36,5 g) foi submetida a cromatografia em coluna filtrante de gel de silica (33x5,5 cm;
164 g), utilizando como eluentes hexano (1,7 L), CHCI3 (1,9 L), AcOEt (1,6 L) e MeOH (1,1
L) sucessivamente, fornecendo as fracGes correspondentes a cada solvente. O esquema 1
mostra a obtencdo do extrato e das fracOes resultantes da coluna filtrante com suas massas e

rendimentos.
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Esquema 1. Obtencédo do extrato EtOH e das fragOes resultantes da cromatografia em coluna
filtrante de gel de silica do extrato EtOH do caule de T. hispidula

Caule moido (1,4 kg)

1. Maceragéo exaustiva com EtOH 95%
2. Rotoevaporacéo
3. Liofilizacao

Extrato EtOH do caule (48 g; 3,5%)

| |
Testes biologicos Estudo quimico
(79) (419)

Adicdo de MeOH

Precipitado Sobrenadante
(4,59; 9,4%) (36,5 g)
l IV e RMN 1. CC filtrante de gel de silica

2. Eluentes: Hexano, CHCI;, AcOEt, MeOH

39 3. Rotoevaporacéo
4. Liofilizagdo
F. hexanica F. CHCI, F. AcOEt F. MeOH

(50 mg; 0,15%) (2,80 g; 7,7%) (3,6 g; 9,9%) (26,6 g; 72,9%)

O extrato e as fracbes obtidas da cromatografia em coluna filtrante de gel de silica do
extrato EtOH do caule foram analisadas por cromatografia em camada delgada de gel de silica
(CCD), utilizando hexano/AcOEt (8:2), CHCI3/MeOH (9:1) e CHCI3/MeOH/H,0 (65:30:5)
como eluentes e como reveladores irradiacdo na regido do ultravioleta (A= 254 e 366 nm) e
solucdo de sulfato cérico. Com excecdo da fracdo hexanica, todas as demais fracGes
mostraram-se promissoras, apos analise em CCD, para fracionamento visando o isolamento e

identificacdo dos constituintes quimicos.
4.3.1. Fracionamento cromatografico da fragdo CHCI3 do extrato EtOH do caule

A fracdo CHCI; (2,8 g), proveniente da coluna filtrante em gel de silica do extrato
EtOH do caule de T. hispidula, foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica (40 x
2,8 cm; 84 g), utilizando como eluentes hexano, ACOEt e metanol em gradiente crescente de

polaridade. Foram coletadas 82 fragOes de 100 mL as quais, depois de concentradas e
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analisadas por CCD de gel de silica, foram reunidas de acordo com a cor e fator de retengéo
(Rg), originando 14 grupos (Tabela 4). Os grupos CC9, CC13, CC15, CC24, CC50, CC65,
CC72 e CC82 mostraram-se promissores para purificacdo e isolamento dos constituintes

quimicos.

Tabela 4. Grupos obtidos do fracionamento cromatografico da fragdo CHCI3 do extrato EtOH

do caule de T. hispidula

Grupo Fracdes recolhidas Eluentes Massa (mg)
CC1 1-8 Hexano 56,5
CC9 9-10 Hexano/AcOEt (98:2) 340,7
CC11 11-12 Hexano/AcOEt (98:2) 39,6
CC13 13-14 Hexano/AcOEt (95:5) 143,9
CC15 15-16 Hexano/AcOEt (95:5) 167,5
CC17 17-23 Hexano/AcOEt (95:5) 428,6
CC24 24-27 Hexano/AcOEt (9:1) 321,0
CC28 28-49 Hexano/AcOEt (9:1) 538,3
CC50 50-55 Hexano/AcOEt (8:2) 98,0
CC56 56-64 Hexano/AcOEt (7:3) 75,3
CC65 65-71 Hexano/AcOEt (6:4) 1255
CC72 72-77 Hexano/AcOEt (1:1) 100,7
CC78 78-81 AcOEt 107,5
CC82 82 AcOEt/MeOH (1:1) 202,4

Total=2,75 g

4.3.1.1. Fracionamento cromatografico do grupo CC9

O grupo CC9 (fragcbes 9-10; 340,7 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 utilizando hexano/CH,CI, (1:4) e cromatografia em coluna de gel de silica
eluida com hexano/AcOEt (98:2), fornecendo as subfragdes CC9-7-2 (161,2 mg) e CC9-7-9
(14,3 mg), que em analise por CCD, usando como eluente hexano/AcOEt (95:5) e solugéo de
sulfato cérico como revelador, apresentaram uma mancha roxa em cada cromatoplaca. As
subfragdes CC9-7-2 e CC9-7-9 foram analisadas por RMN de *H e **C e identificadas como
uma mistura de triterpenos e esteroides esterificados com acidos graxos (M2) e o composto

11, respectivamente.
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4.3.1.1.1. Hidrodlise e fracionamento de CC9-7-2 (M2)

Uma aliquota de 50 mg da subfracdo CC9-7-2 (M2) foi submetida a reacdo de
hidrolise alcalina (Esquema 2) com KOH (50 mg) em metanol (12,5 mL), sob refluxo por
uma hora. Decorrido este periodo, a solu¢do da amostra foi reduzida a 1/3 do volume inicial e
adicionado &gua na proporcdo de 1:2 (MeOH/H,0O). Em seguida a mistura reacional foi
extraida com éter etilico (7x10 mL), resultando nas fases etérea e aquosa. A fase etérea foi
lavada com 10 mL de KOH 0,1 mol L™ e 10 mL de 4gua fornecendo as fases etérea (FE, 25,2
mg) e aquosa (FA). A fase etérea (FE) foi aplicada em coluna cromatogréafica de gel de silica
utilizando hexano/AcOEt (95:5), resultando nas fracbes FE-21 (2,7 mg) e FE-35 (10,4 mg),
identificadas como as misturas de 16+21 e 22+23, respectivamente. A fase aquosa (FA) foi
acidificada com H,SO,4 30% até pH 4, extraida com éter etilico e metilada com diazometano.

O diazometano foi preparado em um baldo de destilacdo de 500 mL equipado com
banho de gelo e condensador de tubo reto, adicionando-se uma solugdo de KOH (5 g) em
agua (gotas) e etanol (25 mL) a uma solucdo de N-metil-N-nitroso-p-tolueno-sulfonamida
(Diazald) (21,5 g) em éter etilico (240 mL). A seguir, esta mistura foi aquecida entre 70-75 °C
e a solucéo destilada, contendo cerca de 3 g de diazometano, foi coletada em frasco sob banho
de gelo. O diazometano foi preparado em capela, visto ser muito téxico e explosivo (VOGEL,
1988).

Depois de metilada, obteve-se 10 mg da amostra, que foi analisada em CG-EM nas
seguintes condicdes: temperatura inicial do forno de 70 °C por 2 minutos, com taxa de
aquecimento de 6 °C min™ ate 310 °C, permanecendo por 10 minutos. A temperatura do
injetor foi de 300 °C, da interface 310 °C e da fonte 260 °C. Os compostos foram
identificados por comparacdo dos espectros de massas obtidos com os da biblioteca
Wiley229, como uma mistura de ésteres metilicos de acidos graxos (a-e).

A comparacéo dos deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de 'H e *C das
subfracbes FE-21 e FE-35 com dados da literatura, juntamente com a analise por CG-EM dos
ésteres metilicos dos acidos graxos, permitiram identificar que M1 é constituida pela mistura
dos compostos 16a-16e, 21a-21e, 22a-22¢ e 23a-23e. A derivatizagdo e o fracionamento do

grupo CC9 é mostrado no Esquema 2.
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Esquema 2. Reacdo de hidrolise alcalina da subfracdo CC9-7-2 (M2)

CC9-7-2 (M2, 50 mg)

1. Adigdo de KOH (50 mg) e MeOH (12,5 mL)
2. Refluxo por 1 h

R-COO +R’-OH

1. Reduzir volume para 1/3
2. Acrescentar dgua na proporcao de 1:2 (MeOH:H,0)
3. Extrair com éter etilico (7x10 mL)

|

Fase etérea Fase aquosa

R’-OH

Lavar com KOH 0,1 mol.L?
(10 mL)

Fase etérea

Lavar com H,0

(10 mL)
|

Solugdo KOH

Fase etérea
(FE, 25,2 mq)

Fase aquosa
(FA)

I

v

R-COOH

Extracéo com éter etilico (3x20 mL)

Fase etérea

Fase aquosa

1. Lavar com H,0O (10 mL)
2. Secar com Na,SO,
3. Filtrar e concentrar

Fase etérea
(&cidos)

CH;N;,

Esteres metilicos de acidos graxos (10 mg)
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4.3.1.2. Fracionamento dos grupos CC13 e CC15

Os grupos CC13 (fragcbes 13-14; 143,9 mg) e CC15 (15-16; 167,5 mg) foram
submetidos a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 utilizando hexano/CH,CI, (1:4)
como eluente, fornecendo as sufracbes CC13-14 (44,2 mg) e CC15-7 (17,7 mg),
respectivamente. Estas subfracdes apresentaram manchas laranja que mudam para roxo com o
aquecimento, na analise por CCD usando hexano/AcOEt (9:1) como eluente e sulfato cérico
como revelador.

A anélise por RMN de *H e *C das subfragdes CC13-14 e CC15-7 (M1), comparados
com dados da literatura resultaram na identificagdo do composto 35 (44,2 mg) e na mistura
M1 (16-20; 17,7 mg), respectivamente, como mostra o Esquema 3.

4.3.1.3. Fracionamento do grupo CC24

O grupo CC24 (fragbes 24-27; 321,0 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 utilizando hexano/CH,Cl, (1:4) como eluente, fornecendo as subfracfes
CC24-7 (120,1 mg) e CC24-14 (25,4 mg), que foram analisadas por CCD eluida com
hexano/AcOEt (8:2) e reveladas com solucdo de sulfato cérico, mostrando uma mancha azul
que fica rosa com o0 aquecimento e uma mancha roxa, respectivamente. A subfragdo CC24-14
foi analisada por RMN de 'H e '*C e comparada com dados da literatura, resultando na
identificacdo do composto 12 (25,4 mg).

A subfracdo CC24-7 foi reaplicada em cromatografia em coluna de Sephadex LH-20
utilizando como eluente hexano/CH,CI;, (1:4), obtendo-se CC24-7-8 (115,6 mg), a qual foi
analisada por CG-EM nas seguintes condicGes: temperatura inicial do forno de 100 °C por 2
minutos, com taxa de aquecimento de 10 °C min™ ate 300 °C permanecendo por 10 minutos.
A temperatura do injetor foi de 280 °C, da interface 290 °C e da fonte 270 °C. A anélise desta
subfracdo por RMN de *H e **C e por CG-EM, resultou na identificacdo da mistura M3 (22-
27; 115,6 mg) (Esquema 3).

4.3.1.4. Fracionamento do grupo CC50

O grupo CC50 (fragbes 50-55; 97,6 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 utilizando hexano/CH,Cl, (1:4) como eluente, fornecendo as subfracfes
CC50-6 (5,7 mg) e CC50-7 (5,4 mg), as quais foram analisadas por CCD, eluidas com
hexano/AcOEt (6:4) e reveladas com solucdo de sulfato cérico, apresentando manchas
amarelas. A analise das subfragées CC50-6 e CC50-7 por RMN de H e *3C e, comparacéo
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com dados da literatura, resultaram na identificagdo dos compostos 36 (5,7 mg) e na mistura
M4 (29+30, 5,4 mg), respectivamente (Esquema 4).

4.3.1.5. Fracionamento dos grupos CC65, CC72 e CC82

O grupo CC65 (fracbes 65-71; 125,5 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 utilizando como eluentes hexano/CH,Cl, (1:4) e CH,Cl,/Acetona (3:2),
obtendo-se a subfracdo CC65-21 (25,5 mg) como cristais incolores na forma de agulha. A
analise desta subfracdo por CCD utilizando CHCI3/MeOH (9:1) como eluente e solugdo de
sulfato cérico como revelador, mostrou uma Unica mancha amarela que absorve azul no UV
(A=254 nm). Ap6s analise desta subfracdo por RMN de *H e *3C e comparagéo com dados da
literatura, identificou-se o composto 33 (25,5 mg).

O grupo CC72 (fragdes 72-77, 100,6 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 utilizando hexano/CH,Cl, (1:4), resultando na subfragdo CC72-11 (46,0
mq), que apds analise por CCD usando CHCI3/MeOH (9:1) como eluente e solucdo de sulfato
cérico como revelador, mostrou uma Unica mancha laranja e, ap6s analise por RMN de 'H e
13C e comparagéo com dados da literatura, resultou na identificacdo do composto 1 (46,0 mg).

O grupo CC82 (202,4 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-
20 utilizando como eluentes hexano/CH,Cl, (1:4) e CH,Cl,/Acetona (3:2) obtendo-se a
subfracdo CC82-13 (20 mg), que foi submetida a purificacdo em coluna cromatografica de
Sephadex LH-20 utilizando hexano/CH,Cl, (1:4), resultando na subfragdo CC82-13-14 (2,1
mg). Sua analise por CCD utilizando CHCI3/MeOH (9:1) como eluente e solugdo de sulfato
de cérico como revelador, apresentou uma Unica mancha amarela. A analise desta subfracdo
por RMN de 'H e *C e comparacdo com dados da literatura, resultou na identificagdo do
composto 34 (2,1 mg). O esquema 4 mostra o fracionamento dos grupos CC50, CC65, CC72
e CC82.
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Esquema 3. Obtencdo e fracionamento cromatografico dos grupos CC9, CC13, CC15 e CC24 provenientes da fracdo CHCI3 do extrato EtOH do

caule de T. hispidula

F. CHCl; (2,80 g)

CC de gel de silica (hexano, AcOEt, MeOH)
82 fragdes (100 mL)

Hexano/AcOEt (98:2)

CC9
(340,7 mg)

1.Sephadex LH-20

(hex/CH,Cl, 1:4)

2.CC gel de silica
(hex/AcOEt, gradiente)

CC9-7-2 CC9-7-9
(161,2 mg) (14,3 mg)
| Hidrdlise alcalina
FE F. Aquosa 11
(25,2 mg) (10,0 mg)
CC gel de silica
(hex/AcOEt, gradiente)
] -
FE21 FE31
(2,7 mg) (10,4 mg)
16+21 22423

Hexano/AcOEt (95:5)

Hexano/AcOEt (95:5)

CC13
(143,9 mg)

CC15-7
(167,5 mg)

Sephadex LH-20
(hex/CH,CI, 1:4)

CC13-14
(44,2 mg)

l

35

Sephadex LH-20
(hex/CH,CI, 1:4)

Hexano/AcOEt (9:1)

CC24
(321 ma)

Sephadex LH-20
(heX/CH2C|2 14)

CC15-7
(17,7 mg) CC24-7 CC24-14
l (120,1 mg) (25,4 mg)
oo 0|
12
CC24-7-8
(115,6 mg)

!

22-27
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Esquema 4. Obtencgdo e fracionamento cromatografico dos grupos CC50, CC65, CC72 e CC82 provenientes da fracdo CHCI; do caule de T.

hispidula
F. CHCI; (2,80 g)
CC de gel de silica (hexano, AcOEt, MeOH)
82 fragbes (100 mL)
Hexano/AcOEt (8:2) Hexano/AcOEt (6:4) Hexano/AcOEt (1:1) AcOEt/MeOH (1:1)
CC50 CC65 CC72 CC82
(97,6 mg) (125,5 mg) (100,6 mg) (202,4 mg)
Sephadex LH-20 Sephadex LH-20 Sephadex LH-20 Sephadex LH-20
CH,Cl,/Acetona 3:2) CH,Cl,/Acetona 3:2)
CC65-21 CCr2-11 CC82-13
CC50-6 CC50-7 (25,5 mg) (46,0 mg) (20,0 mg)
5,7 m 54m
( 9 ( 9 l l Sephadex LH-20
l l ) (hex/CH,Cl, 1:4)
33
36 29+30 CC82-13-14
(2,1 mg)
34
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4.3.2. Fracionamento cromatografico da fracdo AcOEt do extrato EtOH do caule

A fracdo AcOEt (2,5 g) foi dividida em aliquotas de 500 mg e aplicada em cartucho
Strata (C18, 10 g), previamente equilibrado com MeOH/H,0 1:1 e eluido sucessivamente
com MeOH/H,0 1:1 (400 mL), MeOH (1 L) e CHCI; (350 mL), fornecendo as subfracdes
MeOH/H,0 1:1 (A; 1,35 g), MeOH (B; 842 mg) e CHCI; (C; 130 mg), conforme Esquema 5.

Esquema 5. Fracionamento cromatogréfico da fragdo AcOEt do extrato EtOH do caule de T.

hispidula
Fracdo AcOEt (2,5 9)
CC de fase reversa (Strata, C18, 10 g)
(5x500 mg)
MeOH/H,0 (1:1), 400 mL MeOH, 1L CHCls3, 350 mL
Subfragdo MeOH/H,0 (1:1) Subfragdo MeOH Subfragdo CHCl,
(A, 1,350) (B, 842 mg) (C, 130 mg)

4.3.2.1. Fracionamento da subfracdo MeOH/H,0 1:1 (A)

A subfracio MeOH/H,O 1:1 (A; 1,35 g) foi submetida a sucessivas colunas
cromatograficas de Sephadex LH-20, utilizando MeOH como eluente. As fragdes obtidas
foram analisadas por CCD utilizando CHCIl3/MeOH (95:5) e solucdo de sulfato cérico como
revelador e, reunidas de acordo com a cor e fator de retencdo (R¢), resultando nos grupos A7
(683 mg) e A10 (2855 mg), os quais foram submetidos a novos procedimentos
cromatogréficos, conforme Esquema 6.

O grupo A7 (683 mg) foi analisado em HPLC-DAD analitico utilizando gradiente
exploratério de 5 a 100% de MeOH/ACN 1:1 com H,O/AcOH (0,2%) em 40 min, com fluxo
de 1 mL min™ e comprimento de onda de 240 nm (Figura 7a). Em seguida este grupo foi
condicionado a um modo de eluicdo isocratico em HPLC semipreparativo, onde a melhor
separacdo foi obtida utilizando 20% de MeOH/ACN 1:1 e 80% de H,0O, no comprimento de
onda de 240 nm e fluxo de 4 mL min™ (Figura 7b). Para separacdo em HPLC semipreparativo
a amostra foi dissolvida em MeOH/H,0O 1:1 na concentracdo de 20 mg mL™ e o volume de
injecdo foi de 200 pL, resultando na coleta das fragdes nomeadas de A7-1-4 (9,2 mg), A7-3-3
(2,9 mg), A7-4-4 (19,7 mg) e A7-5-5 (3,6 mg), os quais apresentaram na analise por CCD,
utilizando CHCI3/MeOH (95:5) como eluente e solucdo de sulfato cérico como revelador,
manchas de coloragdo roxo-escuro, roxo, amarelado e roxo, respectivamente. A analise por

41



RMN de 'H e °C das subfracdes A7-1-4, A7-4-4 e A7-5-5 resultaram na identificacdo das
misturas dos compostos 2a+2b (9,2 mg), 3at+3b (19,7 mg) e 4a+d4b (3,6 mg),
respectivamente. A amostra A7-3-3 (2,9 mg) também foi analisada por RMN de 'H e *C,
porém apresentou caracteristicas de uma mistura de iridoides em propor¢do 1:1,

impossibilitando a identificagdo dos constituintes.

Figura 7. Cromatogramas obtidos em HPLC-DAD analitico (a) e em HPLC semipreparativo
(b) da subfracdo A7, A=240 nm.
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O grupo A10 (285,5 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-
20 usando MeOH como eluente e cromatografia em coluna de gel de silica utilizando como
eluente gradiente de CHCI3/MeOH, fornecendo as fragfes A10-8-11 (243 mg) e A10-8-32 (55
mg). A fracdo A10-8-11 foi submetida sucessivamente a colunas cromatogréficas de
Sephadex LH-20 (eluente: hexano/CH,CIl, 1:4) e gel de silica (eluente: gradiente
CHCI3/MeOH), fornecendo A10-8-11-14-2 (1,7 mg), na forma de um sélido branco que nao
revela com solucdo de sulfato cérico, e A10-8-11-14-5 (21 mg) que apresentou uma mancha
roxa na andlise por CCD utilizando CHCI3/MeOH (95:5) como eluente e sulfato cérico como
revelador. A fracdo A10-8-32 foi submetida a cromatografia em coluna de gel de silica
utilizando gradiente de CHCI3/MeOH, resultando na subfragdo A10-8-32-7 (47,6 mg), a qual
apresentou uma mancha roxo-escuro na analise por CCD utilizando CHCIl3/MeOH (95:5)
como eluente e sulfato cérico como revelador. A analise das subfragcbes A10-8-11-14-2 (1,7
mg), A10-8-11-14-5 (21 mg) e A10-8-32-7 (47,6 mg) por RMN de 'H e **C e comparacéo
com dados da literatura resultou na identificacdo do composto 38 (1,7 mg), 4b (21 mg) e na

mistura de 2a+2b (47,6 mg), respectivamente.
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Esquema 6. Fracionamento cromatografico da subfracdo MeOH/H,O 1:1 (A) da fracdo
AcOEt do caule de T. hispidula

Subfragdo MeOH/H,0O (1:1)
(A, 1,359)

CC Sephadex LH-20, MeOH

A7 Al10
(683 mg) (285,5 mg)
HPLC-DAD analitico 1
H,0-AcOH 0,2%/MeOH-ACN 1:1 (5-100%) A10-8
(1 mL min’: 50 min)
(243 mg)
HPLC-semipreparativo
MeOH-ACN 1:1/H,0 (20:80) 5
(240 nm: 4 mL min™)
A7-1-4 AT-4-4 AT7-5-5 | |
A10-8-11 A10-8-32
(9,2 mg) 19,7 m
( l 9 (3.6 mg) (37,9 mg) (55 mg)
| | 3 g
2a+2b 3a+3b 4a+4b | | A10-8-32-7
(47,6 mg)
A10-8-11-14-2  Al10-8-11-14-5
(L7 mg) (21 mg) |
l l 2a+2b

| 1: CC Sephadex LH-20 (MeOH) 5 38 4b
+ 2: CC de gel de silica (gradiente de CHCI;/MeOH) ;
2 3: CC Sephadex LH-20 (hexano/CH,Cl, 1:4)

4.3.2.2. Fracionamento da subfra¢cdo MeOH (B)

A subfracdo MeOH (B, 842 mg) foi submetida a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20, utilizando MeOH como eluente, fornecendo os grupos B7 (400 mg) e B10
(153 mg), apds anélise por CCD e reunido das subfragdes semelhantes com base na cor e fator
de retencéo.

O grupo B7 (400 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20
eluido com MeOH e a cromatografia em coluna de gel de silica, eluida com gradiente de
CHCI3/MeOH, fornecendo a fracdo B7-11-57 (14 mg). Esta fracdo foi submetida a reacdo de
acetilacdo, dissolvendo em 1 mL de piridina, adicionado 1 mL de anidrido acético e o

catalisador DMAP. A mistura reacional foi mantida em repouso, a temperatura ambiente, por
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uma noite. Posteriormente, adicionou-se em um funil de separagdo, 10 mL de &gua destilada
gelada e a mistura reacional. Extraiu-se com CHCI; (5x10 mL), lavou-se a fase CHCI3; com
solugdo de CuSO, 0,5 mol L™ (5x10 mL) para eliminar o excesso de piridina e em seguida
com agua destilada (4x10 mL). Secou-se a fase CHCl; com Na,SO, anidro, filtrou-se em
algoddo e evaporou-se o solvente em evaporador rotativo. A fragdo acetilada foi submetida a
cromatografia em coluna de gel de silica, usando gradiente de hexano/AcOEt, resultando na
fracdo Ac-17 (4,4 mg), a qual apresentou uma mancha roxa na analise por CCD utilizando
hexano/AcOEt (7:3) como eluente e sulfato cérico como revelador. A analise desta fracdo por
RMN de *H e *3C resultou na identificacdo do composto 28.

O grupo B10 (153 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de gel de silica
utilizando gradiente de CHCI3/MeOH, resultando na fracdo B10-11 (2,6 mg), a qual
apresentou uma mancha de cor roxa na analise por CCD utilizando CHCIl3/MeOH (95:5)
como eluente e sulfato cérico como revelador. A analise dos espectros de RMN de 'H e **C
desta fracdo e comparagdo com dados da literatura resultou na identificacdo do composto 15.

O esquema 7 mostra o fracionamento cromatografico da subfracdo MeOH (B).

Esquema 7. Fracionamento cromatografico da subfragcdo MeOH (B)

Subfracdo MeOH (B)
(842 mq)

CC Sephadex LH-20, MeOH

| |

B7 (400 mg) B10 (153 mg)

1. CC Sephadex LH-20, MeOH CC gel de silica
2. CC gel de silica (CHCIs/MeOH, gradiente) (CHCI3/MeOH, gradiente)

B7-11-57

(14 mg) B10-11
(2,6 mg)

Piridina/(CH;C0O),0

DMAP I}

B7-11-57-Ac 15
(16,1 mg)

CC gel de silica
(hex/AcOEt, gradiente)

Ac-17
(4,4 mg)

{

28
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4.3.3. Fracionamento cromatografico da fracdo MeOH do extrato EtOH do caule de T.
hispidula

A fracdo MeOH (5,0 g), proveniente da coluna filtrante de gel de silica do extrato
EtOH do caule de T. hispidula, foi dividida em aliquotas de 500 mg e aplicada em cartucho
Strata (C18, 10 g), previamente equilibrado com MeOH/H,0O 1:1 e eluido sucessivamente
com MeOH/H,O 1:1 (1,3 L), MeOH (1 L) e CHCI; (0,5 L), fornecendo as subfracoes
MeOH/H,0 1:1 (D; 4,3 g), MeOH (E; 425 mg) e CHCI; (F; 33 mg), conforme Esquema 8

Esquema 8. Fracionamento cromatografico da fracdo MeOH do extrato EtOH do caule de T.

hispidula
Fracdo MeOH (5,0 g)
CC de fase reversa (Strata, C18, 10 g)
(10x500 mg)
MeOH/H,O (1:1), 1,3 L MeOH, 1L CHCl5, 0,5 L
Subfragio MeOH/H,0 (1:1) Subfracdo MeOH Subfracdo CHCI;
(D, 4,5q) (E, 425 mg) (C, 33 mg)

4.3.3.1. Fracionamento da subfra¢cdo MeOH/H,0 1:1 (D)

A subfracdo MeOH/H,0 1:1 (D; 2,4 g) foi submetida a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20, utilizando MeOH como eluente. As subfracdes resultantes foram analisadas
por CCD utilizando CHCI3/MeOH 95:5 como eluente e sulfato cérico como revelador,
fornecendo os grupos D8 (195 mg) e D9 (1,8 g), apds reunido das subfracbes semelhantes
com base na cor e fator de retencao.

Os grupos D8 e D9 foram submetidos a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20
utilizando CHCI3/MeOH (4:6) como eluente, resultando nas fracbes D8-13 (30 mg), D8-15
(35 mg) e D9-16 (1,23 g). As fragdes D8-13 e D9-16 foram reunidas e, a fracdo resultante foi
submetida sucessivamente a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 utilizando
CHCI3/MeOH (4:6), CHCI3/MeOH (1:1) e MeOH como eluentes, fornecendo D8-13-12-8-9
(380 mg). A subfragcdo D8-13-12-8-9 foi reunida a D8-15, obtendo-se 415 mg.

A fracdo D8-15 (415 mg) foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC-DAD), usando gradiente exploratorio de MeOH/ACN 1:1 e H,O com 0,2% de AcOH
(5—100% em 40 min.), com fluxo de 1 mL min™, na faixa de comprimento de onda de 200-

800 nm, obtendo-se o cromatograma mostrado na Figura 8. Depois de analisada em HPLC
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analitico, esta fracdo foi condicionada a um modo de eluigdo isocratico em HPLC
semipreparativo, sendo a melhor resolugdo obtida utilizando como eluente 15% de
MeOH/ACN (1:1) e 85% de H,O/AcOH (0,1%), com fluxo de 4 mL min™, comprimento de
onda de 240 nm. A amostra foi dissolvida em MeOH/H,0 1:1 na concentracéo de 20 mg mL™
e 0 volume de injecdo foi de 200 pL. Foram coletas sete frages (D8-15-0 a D8-15-6),
conforme cromatograma mostrado na Figura 9. As fragdes D8-15-1 (8,6 mg), D8-15-2 (9,0
mg), D8-15-3 (3,8 mg), D8-15-4 (4,3 mg) e D8-15-6 (12,7 mg) foram analisadas por RMN de
'H e 3C e comparadas com dados da literatura, resultando na identificacdo dos compostos 5,
6, 7, 8 e 9 respectivamente. O Esquema 9 mostra o fracionamento da subfracdo D, bem como
dos grupos D8 e D9.

Figura 8. Cromatograma obtido em HPLC-DAD analitico da fracdo D8-15. Fase mdvel:
MeOH/ACN (1:1)-H,O/AcOH (0,2%), gradiente exploratério: 5-100% de MeOH/ACN (1:1)
em 40 min, fluxo de 1,0 mL min}, A=240 nm.
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Figura 9. Cromatograma da fracdo D8-15 obtido em HPLC semipreparativo. Fase movel:
15% de MeOH/ACN (1:1) e 85% de H,O/AcOH (0,1%), fluxo de 4,0 mL min™, A=240 nm.
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Esquema 9. Fracionamento cromatografico da subfracdo MeOH/H,O 1:1 (D) da fragdo
MeOH do extrato EtOH do caule de T. hispidula

Subfragdo MeOH/H,0 (1:1)
(D;259)

CC Sephadex LH-20, MeOH
| |

D8 D9
(195 mg) (1.8 9)
CC Sephadex LH-20, CC Sephadex LH-20,
CHCI3/MeCH 4:6 CHCI3/MeOH 4:6
| | D9-16
D8-15 D8-13 (1,23 g)
(35 mg) (30 mg)
| |
|
D8-13
(1,26 9)
1. CC Sephadex LH-20, CHCI3/MeOH 4:6
2. CC Sephadex LH-20, CHCI;/MeOH 1:1
3. CC Sephadex LH-20, MeOH
D8-13-12-8-9
(380 mg)
[
D8-15
(415 mg)

HPLC-DAD analitico

MeOH-ACN 1:1/H,0-AcOH 0,2% (5-100%)

(1 mL min’%: 40 min)

HPLC-semipreparativo

MeOH-ACN 1:1/H,0-AcOH 0,1% (15:85)

(240 nm; 4 mL min™)

| | | | |
D8-15-1 D8-15-2 D8-15-3 D8-15-4 D8-15-6
(8,6 mg) (9,0 mg) (3,8 mg) (4,3 mg) (12,7 mg)
5 7 6 8 9

4.3.3.2. Fracionamento da subfracdo MeOH (E)

A subfracdo MeOH (E; 425 mg) foi submetida & cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 utilizando MeOH como eluente, resultando nos grupos E10 (54 mg) e E11
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(170 mg), apds andlise por CCD e reunido das fracdes semelhantes com base na cor e fator de
retencdo. O grupo E11 foi aplicado em coluna cromatografica de Sephadex LH-20 usando
MeOH como eluente, fornecendo E11-7 (16,5 mg) e E11-9 (125 mg). E11-9 foi aplicado em
coluna cromatografica de gel de silica eluido com gradiente de CHCI3/MeOH, fornecendo a
subfracdo E11-9-32 (33 mg), a qual apresentou uma mancha roxa na analise por CCD
utilizando CHCI3/MeOH 75:25 como eluente e sulfato cérico como revelador. Apos analise da
subfracdo E11-9-32 por RMN de *H e *C e comparacio com dados da literatura, foi possivel
a identificacdo do composto 32.

O grupo E10 foi reunido com a subfragdo E11-7 e, a fragdo resultante foi submetida a
cromatografia em coluna de gel de silica utilizando gradiente de CHCIl3/MeOH, resultando em
E10-32 (11,7 mg), que foi analisada por RMN de H e 3C e por espectrometria de massas por
insercdo direta, bem como comparada com dados da literatura, resultando na identificacdo do
composto 31. O fracionamento cromatogréfico da subfracdo E e dos grupos E10 e E11 sdo

mostrados no Esquema 10.

Esquema 10. Fracionamento cromatografico da subfracdo MeOH (E) da fracdo MeOH do

extrato EtOH do caule de T. hispidula

Subfra¢do MeOH
(E, 425 mg)

CC Sephadex LH-20, MeOH

E10 11
(54 mg) (170 mg)

' CC Sephadex LH-20, MeOH

E11-7 E11-9
(16,5 mg) (125 mg)
| CC gel desilica,
CC gel de silica gradiente CHCl3/MeOH
gradiente CHCl3/MeOH E11-9-32
E10-32 (33 mg)
(11,7 mg) v
l 32
31
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4.4. Obtencéo e particdo do extrato EtOH das folhas

As folhas de T. hispidula foram secas a temperatura ambiente e trituradas em moinho
de facas. O material vegetal moido (503 g) foi submetido a maceracdo exaustiva com etanol
(95%). A cada extragéo, os extratos foram concentrados em evaporador rotativo e, ao final
reunidos e liofilizados, obtendo-se o extrato EtOH das folhas (78 g; 15,5%).

A uma aliquota de 70,0 g do extrato EtOH foi adicionado 600 mL de MeOH,
observando-se a formacdo de um precipitado (4,89 g; 7%), que foi separado por filtracdo e
analisado por RMN de *H e *3C, resultando na identificacdo do composto 39. O sobrenadante
foi reduzido a 300 mL em rotoevaporador, adicionados 300 mL de agua para se obter uma
suspensdo em MeOH/H,0 (1:1), e submetida a particdo utilizando hexano (3,3 L) e AcOEt
(1,7 L) sucessivamente, resultando, apds remocdo dos solventes por rotoevaporacdo e
lifiolizac&o, nas frages hexanica (11,0 g; 15,7%), AcOEt (15,1 g; 21,6%) e aquosa (34,9 g;
49,9%). O esquema 11 mostra a obtencéo do extrato e das fragdes resultantes da particdo, com

suas massas e rendimentos.

Esquema 11. Obtencdo e parti¢do do extrato EtOH das folhas de T. hispidula

Folhas moidas (503 g)

1. Maceragdo exaustiva com EtOH 95%
2. Rotoevaporacéo
3. Liofilizacéo

Extrato EtOH das folhas (78,2 g; 15,5%)

| |
Testes biol6gicos Estudo quimico
(829) (70 9)

Adicdo de MeOH

Precipitado Sobrenadante
(4,89 9; 7%) (65,1 0)

‘ 1. Suspensdo em 600 mL de MeOH/H,0 (1:1)
2. Extracdo com hexano (3,3 L)

39
| |
F. hexanica F. hidrometandlica
(11 g; 15,7%) | Extracdo com AcOEt (1,7 L)
| |
F. AcOEt F. aguosa
(15,1 g; 21,6%) (34,9 g; 49,9%)
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As fragBes obtidas da extracdo liquido-liquido do extrato EtOH das folhas foram
analisadas por cromatografia em camada delgada de gel de silica (CCD), utilizando
hexano/AcOEt (8:2), CHCI3/MeOH (9:1) e CHCI3/MeOH/H,0 (65:30:5) como eluentes e
como reveladores irradiagao na regido do ultravioleta (A= 254 e 366 nm) e solucao de sulfato
cerico. Dentre as fragOes analisadas, a hexanica e a aquosa, mostraram-se promissoras para

iniciar o fracionamento visando o isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos.

4.4.1. Fracionamento cromatografico da fracao hexanica do extrato EtOH das folhas de

T. hispidula

A fracdo hexanica (10 g) proveniente da particdo do extrato EtOH das folhas de T.
hispidula foi submetida a fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica (300 g),
eluida com hexano/AcOEt em gradiente crescente de polaridade, seguido de AcOEt/MeOH
(1:1), sendo coletadas 121 fracdes de 250 mL cada. As fragdes obtidas foram analisadas por
CCD de gel de silica e reunidas por semelhanca da cor e fator de retencéo, resultando em 19
grupos (Tabela 5). Os grupos FH1, FH13, FH15, FH22, FH32 e FH98 foram submetidos a

fracionamentos cromatograficos, conforme esquema 12.
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Tabela 5: Grupos obtidos do fracionamento cromatografico da fracdo hexanica das folhas de

T. hispidula
Grupo Fracdes reunidas Eluente Massa (mg)
FH1 1-2 Hexano 81,0
FH3 3-12 Hexano 32,2
FH13 13 hexano/AcOEt, 98:2 1806,3
FH14 14 hexano/AcOEt, 98:2 76,8
FH15 15-18 hexano/AcOEt, 98:2 104,0
FH19 19-21 hexano/AcOEt, 95:5 299,7
FH22 22-24 hexano/AcOEt, 95:5 412,2
FH25 25-26 hexano/AcOEt, 95:5 127,4
FH27 27-31 hexano/AcOEt, 95:5 189,3
FH32 32-39 hexano/AcOEt, 95:5 570,0
FH40 40 hexano/AcOEt, 95:5 50,9
FH41 41-59 hexano/AcOEt, 9:1 922,9
FH60 60-81 hexano/AcOEt, 8:2 1.412,4
FH82 82-85 hexano/AcOEt, 7:3 128,4
FH86 86-97 hexano/AcOEt, 6:4 197,4
FH98 98-112 hexano/AcOEt, 6:4 e 1:1 419,6
FH113 113 AcOEt 100% 25,0
FH114 116 AcOEt/MeOH 1:1 2.392,3
FH117 117-120 MeOH 100% 362,7
Total =9,6 g

4.4.1.1. Fracionamento cromatografico dos grupos FH1 e FH13

O grupo FH1 foi obtido como um liquido amarelado, apresentando uma mancha

laranja na analise por CCD, utilizando hexano/AcOEt 98:2 como eluente. Este foi analisado

por RMN de *H e *C e os resultados comparados com dados da literatura, permitiram

identificar o composto 10.

O grupo FH13 (517 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de gel de silica

utilizando gradiente de hexano/AcOEt, fornecendo FH13-21 (32,8 mg), o qual apresentou

uma mancha de cor laranja na analise por CCD, utilizando hexano/AcOEt (95:5) como

eluente e solugdo de sulfato cérico como revelador. A andlise dos espectros de RMN de *H e
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3C foi insuficiente para identificacdo do composto. Desta forma a amostra foi submetida &
analise por espectrometria de massas de alta resolugdo no modo positivo, nas seguintes
condicdes: fluxo de gés de secagem a 4,0 pL min™, temperatura do gas de secagem de 180
°C, pressao do gas de nebulizacdo de 1,0 bar e temperatura da fonte de 350 °C. Assim, ap0s
andlise dos resultados e comparacdo com dados da literatura foi possivel identificar o
composto 21a.

4.4.1.2. Fracionamento cromatografico dos grupos FH15 e FH22

Os grupos FH15 e FH22 foram aplicados em coluna cromatogréfica de Sephadex LH-
20, utilizando hexano/CH,CI; (1:4) como eluente, resultando nas fracdes FH15-11 (17 mg) e
FH22-17-11 (75,5 mg), respectivamente.

A fracdo FH15-11 foi filtrada em gel de silica utilizando CH,Cl,, fornecendo FH15-
11-4 (12,5 mg), o qual foi analisada por CCD (eluente: hexano/AcOEt 9:1) apresentando uma
mancha amarela, que apés analise por RMN de ‘H e *C e comparagdo com dados da
literatura foi identificado como o composto 37.

A fragcdo FH22-17-11 foi aplicada em coluna cromatografica de gel de silica, usando
gradiente de hexano/AcOEt, fornecendo FH-22-17-11-21 (19,6 mg), que apresentou uma
mancha de cor laranja na analise por CCD, utilizando hexano/AcOEt (85:15) como eluente e
solucdo de sulfato cérico como revelador. Apés analise dos espectros de RMN de *H e *C e

comparacdo com dados da literatura foi identificado o composto 20.
4.4.1.3. Fracionamento cromatografico dos grupos FH32 e FH98

O grupo FH32, apds ser submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20,
eluida com hexano/CH,Cl, (1:4) e CH,Cl,/Acetona (3:2) e a cromatografia em coluna de gel
de silica eluido com gradiente de hexano/AcOEt, forneceu FH32-11-27 (100 mg). Esta
amostra apresentou coloracdo roxa na analise por CCD utilizando hexano/AcOEt (8:2) como
eluente e solucdo de sulfato cérico como revelador. A analise por RMN de *H e *C e
comparacdo com dados da literatura, resultou na identificagdo da mistura dos compostos
22+23.

O grupo FH98 (419,6 mg) foi submetido a cromatografia em coluna de Sephadex LH-
20, eluido com hexano/CH,CIl, (1:4), CH.Cl,/Acetona (3:2) e CH,Cl,/Acetona (1:4),
resultando na fracdo FH98-15 (83,2 mg). Esta fracdo aplicada em coluna cromatografica de
Sephadex LH-20, eluida com CH,Cl,/Acetona (3:2), forneceu FH98-15-11 (25,6 mg) e FH98-
15-19 (29,2), as quais foram filtradas em gel de silica com CHClIs, resultando em FH98-15-
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11-3 (2,6 mg) e FH98-15-19-10 (9,0 mg). Estas fracOes apresentaram manchas roxas com
tempos de retengdo diferentes, na analise por CCD utilizando CHCIl3/MeOH 9:1 como eluente
e solucdo de sulfato cérico como revelador. A analise dos espectros de RMN de *H e *C das
fragdes FH98-15-11-3 (2,6 mg) e FH98-15-19 (9,0 mg) comparados com dados da literatura,
resultaram na identificacdo da mistura dos compostos 14+15 e no composto 13,

respectivamente.
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Esquema 12. Fracionamento cromatogréfico da fracdo hexanica do extrato EtOH das folhas de T. hispidula

Fracdo Hexanica (10 g)

CC de gel de silica (hexano, AcOEt e MeOH, gradiente)

FH1 FH13 FH15 FH22 FH32 FH98
(81 mg) (517 mg) (104 mg) (340 mg) (570 mg) (419 mg)
. 1. CC Sephadex LH-20, 1. CC Sephadex LH-20, 1. CC Sephadex LH-20, CC Sephadex LH-20,
CC el dehs"'/CAa' . Hex/CH,CI, 1:4 hex/CH,Cl, 1:4 (x2) hex/CH,Cl, 1:4 e Hexano/CH,Cl, 1:4
gradiente hex/AcOEt _ CH,Cl,/Acetona 3:2 CH,Cl,/acetona 3:2
10 FH13-21 2. Filtragdo em gel de 2. CC de gel de silica, » CH,Cl,/acetona 1:4
silica, CH,Cl, gradiente de hex/AcOEt 2. CC de gel dessilica, FH98-15
(32,8 mg) ' gradiente de hexano/AcOEt
FH15-11-4 FH22-17-11-21 (83,2 mg)
l (12,5 mg) (19,6 mg) FH32-11-27 CC Sephadex LH-20,
21a l (100 mg) CH,Cl,/acetona 3:2
l |
37 20 FH98-15-11 FH98-15-19
22+23 (25,6 mg) (29,2 mg)
Filtracdo em gel de Filtracdo em gel de
silica, CHCl; silica, CHCl;
FH98-15-11-3 FH98-15-19-10
(2,6 mg) (9,0 mg)
14+15 13
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4.4.1. Fracionamento cromatogréfico da fracdo aquosa do extrato EtOH das folhas de
T. hispidula

A fracdo aquosa (2,5 g), proveniente da extracdo liquido-liquido do extrato EtOH das
folhas, foi dividida em aliquotas de 500 mg e aplicada em cartucho Strata (C18, 10 g),
previamente equilibrado com MeOH/H,0 1:1 e eluido sucessivamente com MeOH/H,0 1:1
(400 mL), MeOH (400 mL) e CHCI3; (400 mL), fornecendo as subfragdes MeOH/H,O 1:1
(MH; 2,3 g), MeOH (M; 93,5 mg) e CHCI; (10,4 mg), conforme Esquema 13.

A subfragdo MeOH/H,0 1:1 (MH; 2,3 g) foi submetida a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20, utilizando MeOH como eluente. As subfracdes resultantes foram analisadas
por CCD utilizando CHCI3/MeOH/H,0O 65:30:5 como eluente e sulfato cérico como
revelador, fornecendo os grupos MH12 (234 mg), MH18 (1,1 g), MH25 (99 mg) e MH27 (92
mg), apds reunido das subfraces semelhantes com base na cor e fator de retengao.

O grupo MH18 foi submetido a cromatografia em coluna de gel de silica utilizando
gradiente de CHCI3/MeOH, resultando na fracdo MH18-47 (69,5 mg), a qual apresentou uma
mancha azul na anélise por CCD utilizando CHCI3/MeOH/H,0 65:30:5 como eluente e
sulfato cérico como revelador. Esta fragdo foi analisada por RMN de *H e *3C e os espectros
comparados com dados da literatura resultaram na identificacdo da mistura dos compostos

5+6. O Esquema 13 mostra o fracionamento da fracdo aquosa e subfracdo MH.
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Esquema 13. Fracionamento cromatografico da fracdo aquosa do extrato EtOH do caule de T.

hispidula
Fracdo aquosa (2,5 )
CC de fase reversa (Strata, C18, 10 g)
(5x500 mg)
MeOH/H,O (1:1), 400 mL MeOH, 400 mL CHCls, 400 mL
Subfragdo MeOH/H,0 (1:1) Subfragdo MeOH Subfragdo CHCl,
(MH, 2,3 9) (M, 93,5 mg) (10,4 mg)
CC Sephadex LH-20,
MeOH
MH18
(119)
CC gel de silica, gradiente
de CHCIs/ MeOH
MH18-47
(69,5 mg)
5+6

4.5. Perfis cromatograficos dos extratos e fragcdes de T. hispidula em HPLC-DAD
analitico

Os extratos EtOH, fracdes e subfracdes (A, B, D, E, MH e M) de T. hispidula foram
analisados em HPLC-DAD para obtencdo dos perfis cromatograficos. As amostras foram
submetidas a um pré-tratamento (Clean up), com uma aliquota de 10 mg dos extratos e
fracOes solubilizadas em 1,0 mL de MeOH, aplicadas em cartucho C18 (1 g) e eluidas com
2,0 mL de MeOH. Apobs evaporar o solvente, as amostras foram solubilizadas em 2 mL de
MeOH/H,0 (1:1) e filtradas em membrana com porosidade de 0,45 um. Para os extratos
foram injetados 20 pL e para as fragcbes 10 L de amostra. Para as subfracdes, foram pesados
5 mg de amostra, dissolvidos em 2 mL de MeOH/H,O 1:1 e, em seguida, filtradas em
membrana de 0,45 pm, sendo o volume de injecdo de 10 pL.

Os perfis dos extratos, fracOes e subfracbes foram obtidos em gradiente exploratorio
de MeOH/ACN 1:1 e H,O/AcOH com 0,2% (5 — 100% em 50 min.), fluxo de 1 mL min™ e

comprimento de onda de 240 nm.
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4.6. Avaligdo das atividades antileishmania e anticolinesterasica de T. hispidula
4.6.1. Atividade antileishmania

As formas promastigotas de Leishmania major em fase logaritimica de crescimento
foram semeadas em placas de cultivo com 96 pocos (1 x 10° leishmania por poco), contendo
meio Schneider’s suplementado. O extrato EtOH, fracbes CHCI;, AcOEt e MeOH e os
compostos 1 e 36 do extrato EtOH do caule de T. hispidula foram adicionados aos pogos em
dilui¢des seriadas de 800 a 6,25 ug mL™. As placas foram incubadas em estufa de demanda
biolégica de oxigénio (BOD), a temperatura de 26 °C e, ap0s 48 horas, 0s parasitas foram
corados com resazurina para acompanhamento do crescimento e da viabilidade das
leishmanias (LUSTOSA, 2012). O experimento foi realizado no Laboratério de atividade

antileishmania do Ndcleo de Pesquisas em Plantas Medicinais (NPPM-UFPI).

4.6.2. Atividade anticolinesterésica

O teste qualitativo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) pelos extratos e
fracdes de T. hispidula foi realizado de acordo com o método de Ellman et al. (1961),
modificado por Rhee (2001). As amostras foram preparadas na concentracéo de 10 mg mL™ e
aliquotas de 1,5-2,5 pL de cada amostra foram aplicadas em placa cromatografica de gel de
silica, eluida em cloroférmio-metanol 9:1. Ap6s o desenvolvimento da placa a atividade
inibitdria foi detectada utilizando revelador baseado no método de Ellman et al. (1961).

A placa foi pulverizada com DTNB (acido 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzo6ico)/ATCI
(lodeto de acetiltiocolina) (1 mM DTNB e 1 mM ATCI em tampdo 50mM Tris—HCI, pH8,0),
depois de seca por 3-5 minutos foi entdo pulverizada com 5 units mL™ da enzima. O teste
positivo para esse ensaio pode ser observado pela presenca de manchas brancas na
cromatoplaca, que se apresenta amarela, depois de 5 minutos. O padrdo de comparacao
utilizado foi a cafeina (ELLMAN, et al., 1961; INGKANINAN et al., 2000, 2003; RHEE et
al.; 2001). O ensaio foi realizado no Laboratorio de Pesquisa em Neuroquimica Experimental
(LAPNEX-UFPI).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Perfil quimico dos extratos e fracdes de T. hispidula
5.1.1. Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

As placas cromatograficas do extrato EtOH e fragcdes hexanica, CHCIl3;, AcOEt e
MeOH do caule, bem como do extrato EtOH e fragdes hexanica, AcOEt e aquosa das folhas,
foram eluidas com hexano/AcOEt (8:2), CHCIl3/MeOH (9:1) e CHCIl3/MeOH/H,0 (65:30:5) e
reveladas em camara UV (=254 e 366 nm) e com solucdo de sulfato cérico. As
cromatoplacas obtidas sdo mostradas nas Figuras 10-12.

Analisando as cromatoplacas dos extratos EtOH do caule e folhas (Figura 10) nos trés
sistemas de solventes, foi possivel verificar a presenca de manchas roxas, azuis e amareladas,
principalmente para o extrato EtOH do caule eluido em CHCI3/MeOH (9:1) e revelado com
solucdo de sulfato cérico. Estas manchas sdo caracteristicas de substancias de natureza
isoprénica, tais como triterpenoides, esteroides e iridoides. Utilizando o sistema de solventes
CHCI3/MeOH/H,0 (65:30:5) e Ce(SO4), como revelador, foi possivel observar manchas de
coloracdo azul para os dois extratos, porém mais intensas para o extrato EtOH das folhas, o
que sugere a presenca de iridoides glicosilados devido a polaridade. Ainda para este Gltimo
eluente, a cromatoplaca do extrato EtOH do caule revelada no UV (A=254 nm) apresentou
absorcdes azuis, indicando a presenca de substancias com grupos croméforos conjugados.

Apos avaliagdo dos perfis cromatograficos, foi possivel observar que os extratos EtOH
do caule e folhas, mostraram-se promissores para fracionamento, sendo, portanto submetidos

a cromatografia em coluna filtrante de gel de silica e particdo respectivamente.

Figura 10. Cromatoplacas dos extratos EtOH de T. hispidula, C: caule e F: folhas.

Hexano/AcOEt 8:2 CHCIy/MeOH 9:1 CHCI3/MeOH/H,0 65:30:5
Ce(SOA)z uv Ce(SOA)Z uv Ce(SO4)2 uv
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As cromatoplacas das fragdes provenientes da coluna filtrante de gel de silica do
extrato EtOH do caule s&o mostradas na Figura 11. Utilizando hexano/AcOEt (8:2) como
eluente, foi possivel observar manchas de cor roxa, rosa, azul e laranja para a fracdo CHCls,
evidenciando que os isoprenoides menos polares, tais como triterpenoides e esteroides,
ficaram retidos nesta fracdo. As fracdes AcCOEt e MeOH mostraram melhor eluicdo nos
sistemas de solventes mais polares, apresentando manchas roxo-escuro e azuis sobrepostas,
indicativos da presenca de iridoides, compostos estes considerados marcadores

quimiotaxonémicos da subfamilia Ixoroideae.

Figura 11. Cromatoplacas das fragdes da coluna filtrante do extrato EtOH do caule de T.
hispidula, FH: Fracdo hexanica, FC: Fracdo CHCIs, FA: Fracdo AcOEt, FM: Fracdo MeOH.

CHCI3/MeOH/H,0 (65:30:5)
Hex/AcOEt (8:2) CHClI3/MeOH (9:1) Ce(SOy),: Frente Verso UV: Frente

( Wil
b "\‘

FHFCFAFM FHFC FA FM FH FC FA FM FM FA FCFH

As cromatoplacas das fragdes provenientes da extracdo liquido-liquido do extrato
EtOH das folhas sdo mostradas na Figura 12. A fracdo hexanica concentrou as substancias
menos polares, mostrando uma boa eluicdo em hexano/AcOEt (8:2), apresentando manchas
de coloracdo roxa e alaranjada, caracteristico de isoprenoides. A fracdo AcOEt mostrou
melhor eluicdo em CHCIl3/MeOH (9:1) resultando em manchas roxas e azuis, que
aparentemente também estdo presentes na fragdes hexanica e aquosa. A fracdo aquosa
mostrou melhor eluicdo em CHCI3/MeOH/H,0 (65:30:5), apresentando manchas de cor azul,

que sugerem a presenca de iridoides glicosilados.
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Figura 12. Cromatoplacas das fragdes da particdo do extrato EtOH das folhas de T. hispidula,
FH: Fracdo hexanica, FA: Fracdo AcOEt, FAQ: Fragédo aquosa.

Hexano/AcOEt CHCI3/MeOH CHCI3/MeOH/H,0
8:2 91 65:30:5

s
:

196
_FH_FA FAq

Ap0s andlise das cromatoplacas das fracGes dos extratos EtOH do caule e folhas, as

fragdes CHCI3;, AcOEt e MeOH do caule e as fragdes hexanica e aquosa das folhas de T.
hispidula foram escolhidas para prosseguir com o fracionamento, visando o isolamento e

identificacdo dos constituintes quimicos.

5.1.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
5.1.2.1. Extrato EtOH e fracdes do caule de T. hispidula

O perfil cromatografico do extrato EtOH e das fracbes AcOEt e MeOH do caule de T.
hispidula foram obtidos em HPLC-DAD no comprimento de onda de 240 nm (Figuras 13 e
14). Este comprimento de onda foi escolhido porque nele o cromatograma apresentou o maior
namero de bandas.

Na analise do perfil cromatografico do extrato EtOH do caule (Figura 13a) e dos
espectros de UV (Figura 13b-p) de cada banda do cromatograma, foi possivel observar quatro
tipos distintos de espectros UV. Os compostos com tempo de retencdo entre 10-14 min, 16-18
min e 40,75 min, apresentaram espectros UV com maximo de absor¢do entre 232-239 nm
(Figura 13b-f, 13h-i, 130), caracteristicos de compostos da classe dos iridoides (LI et al.,
2008). As bandas com tempo de retencdo de 15,01, 22,33 e 22,77 minutos apresentaram
espectros UV semelhantes, com méaximos de absor¢cdo em 235-251, 286-300 e 324-325 nm
(Figura 13g, 13j-l), sugerindo compostos da mesma classe. Contudo, 0s compostos com
tempo de retencdo entre 23-26 minutos, apresentaram bandas com dois maximos de absorgéo
no espectro UV, entre 235-237 e 325-329 nm (Figura 13m-n), sugerindo a presenca de

iridoides glicosilados, devido a polaridade e, também que estes estejam ligados a derivados de
61



acidos cinamicos pela banda entre 325-329 nm. A banda com tempo de retencdo de 36,75
minutos apresentou maximos de absor¢do no espectro UV em 252 e 276-280 nm (Figura 130-

p), porém ndo foi possivel sugerir uma classe para este composto.

Figura 13. (a) Cromatograma e (b-p) espectros UV do extrato EtOH do caule de T. hispidula.

Fase Movel: MeOH/ACN 1:1 e H,O/AcOH (0,2%), fluxo: 1,0 mL min®, gradiente
exploratério (5 a 100% de MeOH/ACN 1:1 em 50 min), A=240 nm.
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As fragdes hexanica, CHCl;, AcOEt e MeOH foram obtidas por meio de
cromatografia em coluna filtrante de gel de silica (Esquema 1, pag. 33), sendo que as fracbes
AcOEt e MeOH, por serem as mais polares, foram analisadas por HPLC-DAD, resultando nos
cromatogramas mostrados na Figura 14. Comparando o cromatograma do extrato EtOH e das
fracdes, foi possivel observar que a fragdo MeOH concentrou a maior parte das substancias
presentes no extrato, enquanto a fragdo AcOEt concentrou as substancias que eluiram no
tempo de retencdo entre 13-18 e 38-41 minutos (Figura 14). Os espectros UV (Figura 13b-0)
apresentados para o extrato EtOH do caule, sdo os mesmos para as fracdes AcOEt e MeOH

com tempo de retengédo correspondentes.
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Figura 14. Cromatograma do extrato EtOH e das fracdes ACOEt e MeOH do caule de T.
hispidula. Fase Mdvel: MeOH/ACN 1:1 e H,O/AcOH (0,2%), fluxo: 1,0 mL min™, gradiente
exploratério (5 a 100% de MeOH/ACN 1:1 em 50 min), A=240 nm.
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A fragcdo AcOEt depois de submetida a cromatografia em coluna Strata C18, forneceu
as subfracbes A e B (Esquema 5, pag. 41), as quais foram analisadas em HPLC-DAD
apresentando os perfis cromatograficos mostrados na Figura 15. O processo cromatografico
mostrou uma boa separacdo, concentrando na subfracdo A, as substancias com tempo de
retencédo entre 14-22 min e na subfracdo B, as substancias com tempo de retencéo entre 34-41
min (Figura 15). O composto majoritario da fragdo AcOEt, bem como da subfracdo A
apresentou um tempo de retencdo de 18,56 minutos e um espectro de UV (Figura 13i)
caracteristico de iridoide. Devido ao processo de purificacdo, as bandas com Tr= 14-16 min e
21-39 min apresentaram melhor resolucdo nas subfracfes A e B, com isso, seus espectros UV
sdo apresentados na Figura 15b-g.
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Figura 15. (a) Cromatogramas obtidos em HPLC-DAD da fracdo AcOEt e subfracdes A e B;
(b-g) espectros UV das subfragdes A e B. Fase mével: MeOH/ACN (1:1)-H,O/AcOH (0,2%),
gradiente exploratério (5-100% de MeOH/ACN (1:1) em 50 min, fluxo: 1,0 mL min™,

comprimento de onda de A=240 nm.
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A fracdo MeOH depois de submetida a cromatografia em coluna Strata C18, forneceu
as subfracbes D e E (Esquema 8, pag. 45), as quais foram analisadas em HPLC-DAD
apresentando os perfis cromatograficos mostrados na Figura 16. Como resultado do processo
cromatografico, se observa que os compostos que absorvem no UV ficaram concentrados na
subfracdo D, enquanto que na subfracdo E ndo foram observadas absorc¢des significativas
(Figura 16). Os compostos majoritarios na fragdo MeOH e subfracdo D (Tgr= 12,10 e 16,04
minutos), também apresentaram espectros UV (Figuras 13d e 13h) caracteristicos de iridoides,

o0s quais devido a polaridade da fracdo sugere-se que sejam glicosilados.

Figura 16. Cromatogramas obtidos em HPLC-DAD da fragdo MeOH e subfragfes D e E do
extrato EtOH do caule de T. hispidula. Fase movel: MeOH/ACN (1:1)-H,O/AcOH (0,2%),
gradiente exploratério (5-100% de MeOH/ACN 1:1 em 50 min), fluxo: 1,0 mL min™,

comprimento de onda A=240 nm.

) — F. MeOH
400 - - — D
—E
S
o
300 -
=)
<
E 200+
[B)
©
8]
o
2
g 1004
E
04

T T T T T T T T T T T T T

10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo de retencdo (min)

5.1.2.2. Extrato EtOH e fracoes das folhas de T. hispidula

O perfil cromatogréfico do extrato EtOH e das fracdes de particdo AcOEt e aquosa das
folhas de T. hispidula foram obtidos em HPLC-DAD no comprimento de onda de 240 nm
(Figuras 17).

O cromatograma do extrato EtOH das folhas (Figura 17a) apresentou menos bandas

que o do extrato EtOH do caule (Figura 10a), porém apresentaram espectros UV semelhantes,
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0 que sugere que os dois extratos possuem compostos da mesma classe. Com excecdo da
banda com Tr=15,13 minutos que apresentou um espectro UV com méximos de absor¢do em
250 e 323 nm (Figura 17f), caracteristico de flavonoides (LI e SCHMITZ, 2015), os demais
picos (Tr=11-14 min e 17,62 min) apresentaram espectros UV semelhantes, com méaximo de
absorcdo entre 236-238 nm (Figura 17b-e, 179), caracteristico de compostos da classe dos
iridoides (LI et al., 2008).

As fracdes ACOEL e aquosa resultantes da particdo do extrato EtOH (Esquema 11, pag.
50) foram analisadas em HPLC-DAD para obtencdo dos perfis cromatograficos (Figura 17a).
Os compostos majoritarios do extrato EtOH (Tg=11,50 a 12,42 min) ficaram retidos na fracéo
aquosa, porém também foi possivel observar estes picos com menor intensidade na fracéo
AcOEt (Figura 17a).

Figura 17. (a) Cromatogramas do extrato EtOH e fracbes AcOEt e MeOH das folhas; (b-g)
espectros UV do extrato EtOH das folhas de T. hispidula. Fase Moével: MeOH/ACN 1:1 e
H,O/AcOH (0,2%), fluxo: 1,0 mL min™, gradiente exploratério (5 a 100% de MeOH/ACN
1:1 em 50 min), A=240 nm.
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A fracdo aquosa depois de submetida a cromatografia em cartucho Strata C18,
forneceu as subfracbes MH (MeOH/H,0 1:1) e M (MeOH) (Esquema 13, pag. 57), as quais
foram analisadas em HPLC-DAD apresentando os perfis cromatograficos mostrados na

Figura 18. ApoOs o processo cromatografico, foi possivel observar que os compostos que

absorvem no UV ficaram concentrados na subfracdo MH, enquanto que na subfracdo M néo

foram observas absor¢des (Figura 18). Os compostos majoritarios da fracdo aquosa e

subfracdo MH (Tg= 11,18 a 12,22 minutos), também apresentaram espectros UV (Figuras

17b-d) caracteristicos de iridoides, os quais devido a polaridade da fracdo sugere-se que sejam

glicosilados.
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Figura 18. Cromatogramas obtidos em HPLC-DAD da fracdo aquosa e subfracbes MH e M
do extrato EtOH das folhas de T. hispidula. Fase mével: MeOH/ACN (1:1)-H,O/AcOH
(0,2%), gradiente exploratério (5-100% de MeOH/ACN 1:1 em 50 min), fluxo: 1,0 mL min™,

comprimento de onda A=240 nm.
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A analise dos perfis dos extratos e fracGes de T. hispidula em HPLC-DAD mostrou a
ocorréncia de compostos que absorvem na regido do ultravioleta, sendo que a maioria é no
comprimento de onda de 240 nm, o que é caracteristico de compostos da classe dos iridoides
(L1 et al., 2008).
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5.2. Estruturas das substéancias obtidas de T. hispidula

Iridoides simples

COOCH COOCH
H H COOCHj3 H 3 H 3
OH AN
O O o} o
H HO™: § ¢ H H
HO O —0 HO (0] HO OH
1 2a: 0COOCH; 3a: aCOOCH; 4a: aOH
2b: BCOOCH;3 3b: BCOOCH;3; 4b: BOH

Iridoides glicosilados

R, COOCH;
X
o OH
H
HO O\ﬁﬁw
H
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N\

11 R:R1:O 12 R=COCH3 R1=COOH R3=R4=R5=R6=H
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16a-16e R= a-e R{=H 14 R=R,=R;=Rg=H R4=COOH R3=R5=CHj3
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22 R=OH R4=C,Hg, A®

22a-22e R=a-e Ry=C,H;, A’

23 R=OH R4=C,Hs, A%, A2

23a-23e R=a-e R;=C,H;, A, A?

24 R=0OH R4=CHj, A’

25 R=OH R4=CHjy

26 R=OH R4=C,H;

27 R=OH R4=C,Hz, A2
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28a R=0--D-glicose-Ac Ry=C,Hs, A

30 A2
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Saponinas triterpénicas
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5.3. Identificacéo estrutural das substancias obtidas de T. hispidula

O extrato EtOH do caule forneceu, apds cromatografia em coluna filtrante de gel de
silica, as fracdes hexanica, CHCIl3;, AcOEt e MeOH. A fracdo CHCI3, depois de submetida a
cromatografia em coluna de gel de silica e purificagdo das subfragdes por cromatografia
classica, conduziu ao isolamento de oito compostos puros: morindolideo (1), lupenona (11),
acido acetiloleandlico (12), lapachol (35), escopoletina (33), isofraxidina (34), chelidonato de
metila (36), D-(+)-manitol (39) e quatro misturas (M1-M4): M1 [lupeol (16), B-amirina (17),
taraxerol (18), germanicol (19) e E-fitol (20)], M2 [palmitato, margarato, linoleato, oleato e
estearato de lupeila (16a-16e), multiflorenila (21a-21e), sitosterila (22a-22e) e estigmasterila
(23a-23e)], M3 [sitosterol (22), estigmasterol (23), campesterol (24), campestanol (25),
sitostanol (26), A%-estigmastenol (27)] e M4 [7-cetositosterol (29) e 7-cetoestigmasterol
(30)1.

O fracionamento cromatografico da fracdo AcOEt por cromatografia classica e HPLC
semipreparativo, resultou no isolamento e identificacdo do acido oleandlico (15), acido
benzoico (38), sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo (28) e de trés misturas estereoisoméricas
de iridoides: a-gardiol (2a) e B-gardiol (2b), 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11a-ato de metila
(3a) e 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11p-ato de metila (3b), a-genipina (4a) e genipina (4b).

A fracdo MeOH, depois de submetida a cromatografia classica e HPLC
semipreparativo, forneceu os iridoides glicosilados 6a-hidroxigeniposideo (5), 6pB-
hidroxigeniposideo (6), gardenosideo (7), éster metilico shanzhisideo (8) e geniposideo (9) e,
as saponinas triterpénicas 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosil-oleanoato de
28-0O-B-D-glicopiranosil-(1—6)-p-D-glicopiranosila (31) e eritrosaponina A (32).

O extrato EtOH das folhas depois de submetido a extracdo liquido-liquido forneceu as
fracdes hexanica, AcOEt e aquosa. A fracdo hexanica, apds cromatografia em coluna de gel
de silica e purificacdo das subfracdes por cromatografia classica, forneceu os compostos
esqualeno (10), &cido rotungénico (13), E-fitol (20), margarato de multiflorenila (21b), o-
tocoferol (37), mistura dos esteroides sitosterol (22) e estigmasterol (23) e mistura dos acidos
ursolico (14) e oleandlico (15). A fracdo aquosa depois de submetida a cromatografia em
coluna Strata C18 e cromatografia classica, forneceu a mistura dos compostos 6o.-
hidroxigeniposideo (5) e 6pB-hidroxigeniposideo (6). Os compostos obtidos foram
identificados por RMN de 'H e **C (1D e 2D), infravermelho, CG-EM e espectrometria de

massas.
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Os compostos obtidos de T. hispidula foram apresentados por classe de metabdlitos
secundarios para facilitar a discussdo dos dados espectrométricos, sendo divididos em:
irioides simples (1-4b), iridoides glicosilados (5-9), triterpenoides (10-19 e 2la-2le),
diterpenoide (20) e esteroides (22-30), saponinas triterpénicas (31-32), cumarinas (33-34) e
outros (35-39)

5.3.1. Identificacdo estrutural dos iridoides

Iridoides simples

1 2a: «COOCH; 3a: «COOCH; 4a: «OH
2b: BCOOCH; 3b: BCOOCH; 4b: BOH

O composto 1 (46 mg) foi obtido como um Oleo amarelado, por meio do
fracionamento em cromatografia classica da fracdo CHCI; do extrato EtOH do caule
(Esquema 4, pag 40). As misturas dos compostos 2a+2b (9,2 mg), 3a+3b (19,7 mg) e 4a+4b
(3,6 mg) foram obtidas na forma de solidos de coloracdo amarelada, apds purificacdo em
HPLC semipreparativo do grupo A7, proveniente do fracionamento em coluna Strata C18 da
fracdo AcOEt do extrato EtOH do caule (Esquema 6, pag. 43). Os compostos 2a+2b (47,6
mg) e 4b (21 mg) foram obtidos também por meio de cromatografia classica, a partir do grupo
A10 da fracdo AcOEt (Esquema 6, pag. 43).

As misturas dos compostos 2a+2b, 3a+3b e 4a+4b, apos isolamento em HPLC
semipreparativo, foram analisados em HPLC-DAD analitico, resultando nos cromatogramas e
espectros UV mostrados na Figura 19. O espectro UV da mistura 4a+4b (Figura 19d)
apresentou um maximo de absor¢do em 240 nm, caracteristico de compostos da classe dos

iridoides, com carbonila de éster o, 3-insaturada.
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Figura 19. (a) Cromatogramas e (b-d) espectros UV obtidos em HPLC-DAD das misturas
2a+2b, 3a+3b e 4a+4b. Fase movel: MeOH/ACN (1:1)-H,O/AcOH (0,2%), gradiente
exploratorio (5-100% de MeOH/ACN 1:1 em 35 min), fluxo: 1,0 mL min™, comprimento de
onda A=240 nm
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Os espectros de RMN de 'H e *3C (Figuras 20-50) dos compostos 1-4b apresentaram
caracteristicas de substancias da classe dos iridoides (Tabelas 6-8). Os sinais entre oy 2,63-
3,90, geralmente multipletos, sdo caracteristicos dos hidrogénios H-5B/H-9B do sistema de
anéis ciclopentanopirano em conformagéo cis. Os compostos 1, 3a+3b e 4a+4b apresentaram
simpletos entre &y 5,77-5,89 (H-7) e dupletos entre oy 4,26-4,41 (H-10), com integracdo para
um e dois hidrogénios respectivamente, caracteristicos de iridoides com ligagdo dupla em C-7
e hidroxilacdo em C-10 (Figuras 20-21, 36-37, 44-45), enquanto 2a+2b apresentaram duplos
dupletos entre 6y 5,57-5,95 (J~5,5 e 2,0 Hz; H-6 e H-7) indicativo de ligagdo dupla em C-6,
bem como dupletos entre 6y 3,57-3,95 (J~9,5 Hz) com integracdo para dois hidrogénios,

atribuidos a H-10a/H-10b para os dois epimeros (Figuras 28-29).
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A variacao nos deslocamentos quimicos dos sinais de H-3 do anel pirano, tais como:
multipletos entre oy 4,26-4,52 com integracdo para dois hidrogénios, indica a auséncia de
substituicdo na posicdo C-3 nos compostos 1 e 3a+3b; simpletos entre 6y 7,48-7,52
caracteristicos de hidrogénios em carbonos olefinicos (C-3) nas estruturas de 4a+4b e
dupletos entre 6y 5,22-5,41 indicativos de hidroxilagdo em C-3 nos compostos 2a+2b. As
misturas 2a+2b e 4a+4b apresentaram sinais adicionais entre o6y 4,80-5,58 (d; J=8,6/5,8 Hz) e
5,30 (sl) respectivamente, referentes aos hidrogénios oximetinicos H-1 do esqueleto iridano,
enquanto 1 e 3a+3b ndo apresentaram sinais caracteristicos de H-1, sugerindo que houve uma
substituicdo nessa posicdo. Foram observados ainda, simpletos com integracdo para trés
hidrogénios entre oy 3,71-3,78, caracteristicos da presenca de grupos metoxila.

A analise dos espectros de RMN de *3C, DEPT 90° e 135° dos iridoides (Figuras 22-
24, 30-32, 38-40, 46-47; Tabelas 7 e 8) mostraram sinais em comum na regido de dc 34,8-
40,6 e 48,3-52,5 caracteristicos dos carbonos metinicos C-5 e C-9 do esqueleto iridano. Na
regido de carbonos olefinicos observou-se os pares de sinais de olefinas trissubstituidas entre
oc 129,3-132,9 (CH) e 140,0-142,1 (C) atribuidos a C-7 e C-8 respectivamente, dos
compostos 1, 3a+3b e 4a+4b. Os compostos 4a+4b apresentaram adicionalmente, um par de
sinais na regido olefinica, entre 6¢c 152,6-153,4 (CH) e 110,9 (C), confirmando a ligacdo dupla
em C-3 e C-4 (Figura 46). Para a mistura 2a+2b, o par de sinais encontra-se entre oc 136,6-
138,0 (CH) e 135,2-135,6 (CH), atribuidos a ligacdo dupla em C-6 e C-7 (Figura 30).

A analise dos DEPTs 135° e mapas de contornos gHSQC dos compostos 1-4b
(Figuras 24, 26, 32, 34, 40, 42, 47, 49), possibilitou observar a presenca de sinais entre & 60,2-
76,8 de carbonos oximetilénicos, atribuidos a C-10. Todos os compostos apresentaram pelo
menos um sinal na regido de 6¢ 168,1-173,3, referentes a carbonila de lactona ou de éster, nas
posices C-1 ou C-11, ou ambos. Com excecdo do composto 1, todos os demais,
apresentaram sinais entre d¢ 51,4-52,7, confirmando a presenca de metoxila em C-12.

O composto 1, diferentemente dos demais iridoides, apresentou somente 9 sinais no
espectro de RMN de **C (Figura 20), caracterizando-se como um noriridoide, pela perda de
C-11. Os derivados de 11-noriridoide-1,3-olideo séo raramente encontrados de fontes naturais
(BAN et al., 2013). Apé6s analise dos espectros de RMN de H e °C, incluindo gCOSY,
gHSQC e gHMBC (Figuras 20-27) e, comparacdo com dados da literatura, 0 composto 1 foi
identificado como o noriridoide morindolideo (YOSHIKAWA, 1995).

Os espectros de RMN de *H e *C dos compostos 2a-4b apresentaram réplicas de

menor intensidade de praticamente todos os sinais do espectro, caracterizando a presenca de
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isomeros configuracionais. A analise dos espectros de RMN de *H e *3C, incluindo gCOSY,
gHSQC e gHMBC (Figuras 28-50), em comparacdo com dados da literatura permitiram
identificar as misturas estereoisoméricas dos iridoides: a- e B-gardiol (2a+2b), uma mistura
epimérica de dificil separacdo, sendo o pB-gardiol o constituinte majoritario (DREWES et al.,
1999); 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11a-ato de metila e 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11p-ato de
metila (3a+3b), tendo 3a como constituinte majoritario (RAGASA, PIMENTA e RIDEOUT
2007); a-genipina e genipina (4a+4b), com o isdmero 4a como constituinte minoritario na
mistura (DREWES et al., 1996). Velasquez et al. (2014) e Tommaso et al. (2013) sugeriram
gue o composto 4a pode ser formado por uma reacao de mutarrotacdo parcial do 4b, durante o
processo de dissolugdo em CDClj, catalisada por tracos de HCI neste solvente. O composto
4b foi isolado da fracdo AcOEt por meio de cromatografia classica e seus dados de RMN de

13C registrados em CD3;OD séo descritos na Tabela 8.
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Tabela 6. Dados de RMN de *H dos compostos 1-4b (J em Hz; & em ppm).

H 1 2a 2b° 3a* 3b* 4a’ 4bf
1 5,58 d (5,6) 5,53d (5,8) - - 5,30 sl 4,80 d (8,65)
4,49 m (3a-H) 4,52 m (3B-H)
3 4,26e4,37m 5,22.d (8,7) 5,41d (2,5) 7,48s 7,52s
452m(38-H) 4,49 m (3a-H)
4 1,68e2,08 m 2,73 (sobreposto) 2,73dd (6,8e2,5) 2,73dt(8,5¢e3,4) 3,16 m - -
5 2,89 m 3,54 m 3,57m 3,16 m 3,30 m 3,34td (8,2 € 3,6) 3,209 (8,6 e17,3)
2,15dl (17,0 6a-H) 2,80 m (6a-H) 2,66 m (6a-H) 2,73 m 2,88 ddd (16,5, 8,6 € 1,3)
581dd(6,4e2,0) 595dd(55e21)
2,75dd (17,0 € 8,8 6p-H) 2,26 m (6B-H) 2,30 m (6B-H) 2,29 m 2,06 dd (16,7 € 9,5)
7 5,77 sl 5,83 sl 5,77dd (5,5e1,9) 5,79 s 5,79s 5,80s 587s
9 - 2,63dd (9,3e8,0) 2,69 (sobreposto) 3,81 3,90 m 3,24 m 2,53t(8,1)
3,69d (9,5) 3,57d (9,4) 4,41d (13) 4,34d (13)
10 3,74m 4,30 4,26 sl
3,93d (9,5) 3,82d(9,4) 4,20d (12,7) 4,28d (13)
12 4,26 m 3,78s 3,765 3,76 sl 3,73 sl 3,71s 3,72s

feDCl, (600 MH2): fcDCl; (400 MHz); $CD;0D (400 MHz)
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Tabela 7. Dados de RMN de **C dos compostos 1-3b (5 em ppm).

10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-

10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-

C 1" Morindolideo* 2a®  o-gardiol**  2b®  B-gardiol**  3a* 11o-ato de metila*** 3b* 11B-ato de metila***
1 1733 173,1 102,5 101,6 101,3 101,6 172,4 172,2 171,0 170,9
3 678 67,6 91,0 90,9 90,5 90,8 67,6 67,4 65,0 64,8
4 293 29,2 48,9 48,7 48,9 49,2 45,4 45,2 42,3 42,1
5 348 34,7 40,6 40,6 40,6 40,8 37,7 37,5 35,7 35,5
6 389 38,8 136,6 137,1 138,0 138,3 38,4 38,2 34,5 34,3
7 1293 129,2 135,2 135,2 135,6 135,9 129,3 129,0 129,2 129,1
8 140,0 140,0 93,5 93,6 94,0 93,8 140,2 140,0 140,2 140,0
9 506 50,5 52,5 52,5 49,5 49,8 49,4 49,2 50,7 50,0
10 60,7 60,6 76,8 76,6 74,8 75,1 60,7 60,5 60,2 60,0
11 - - 173,0 173,9 173,0 173,3 171,5 1713 170,6 170,4
12 - - 52,2 52,3 52,5 52,7 52,7 52,7 52,3 -

TCDCl; (150 MHz); *CDCl, (100 MHz); *CD30D (100 MHz)

*Dados obtidos em CDCl; relatados por YOSHIKAWA et al., 1995.
**Dados obtidos em CD;0D, relatados por DREWES et al., 1999.
***Dados obtidos em CDCls, relatados por REGASA et al., 2007.
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Tabela 8. Dados de RMN de **C dos compostos 4a+4b (5 em ppm)
C 4a(CDCly)" 4b(CDCl;)"  Genipina (CDCly)* 4b (CD;0D)* Genipina (CD;0OD)**

1 95,3 96,5 96,5 97,7 96,4
3 153,4 152,6 152,5 1543 152,5
4 110,9 110,9 110,7 1117 110,7
5 35,7 36,8 36,7 37,6 36,7
6 38,5 39,1 39,0 39,9 39,1
7 132,9 1311 131,0 128,2 130,9
8 1421 142,1 141,9 145,6 141,9
9 49,9 48,3 48,1 48,4 48,4
10 61,6 61,5 61,3 61,7 61,6
11 168,1 168,1 168,0 169,8 167,7
12 51,4 51,5 51,4 51,7 51,3

150 MHz; * 100 MHz
*Dados relatados por DREWES e KAYONGA, 1996.
**Dados relatados por LELONO et al., 2009

Figura 20. Espectro de RMN de *H de 1 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 21. Expansio (5 1,5-4,5) do espectro de RMN de *H de 1 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 22. Espectro de RMN de 3C de 1 (CDCls, 150 MHz)
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Figura 23. Espectro de RMN de *C-DEPT 90° de 1 (CDCls, 150 MHz)
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Figura 24. Espectro de RMN de *C-DEPT 135° de 1 (CDCls, 150 MHz)
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Figura 25. Mapa de contornos gCOSY de 1 (CDCl3, 600 MHz)
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Figura 26. Mapa de contornos gHSQC de 1 (CDClj3, 600 e 150 MHz)
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Figura 27. Mapa de contornos gHMBC de 1 (CDCls3, 600 e 150 MHz)
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Figura 28. Espectro de RMN de *H de 2a+2b (CD;0D, 400 MHz)
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0) do espectro de RMN de *H de 2a+2b (CDs;OD, 400 MHz)
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Figura 30. Espectro de RMN de **C de 2a+2b (CD3;OD, 100 MHz)
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Figura 31. Espectro de RMN de *C-DEPT 90° de 2a+2b (CDs;0D, 100 MHz)
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Figura 32. Espectro de RMN de *C-DEPT 135° de 2a+2b (CDs;OD, 100 MHz)
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Figura 33. Mapa de contornos gCOSY de 2a+2b (CD30D, 400 MHz)
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Figura 34. Mapa de contornos gHSQC de 2a+2b (CD30OD, 400 e 100 MHz)

COOCH,

H
< 4\=OH

7
4 (0]

HO™:

o6

2a: aCOOCH;
2b: BCOOCH; g gHsQC

4 - B

3
4

20
30
40
50
60
70
80
90
100
r110
120
130
140
150
160
r170
180
190

~200

4.0 3.5 3.0 2.5

2.0

& (ppm)

86



Figura 35. Mapa de contornos gHMBC de 2a+2b (CD30D, 400 e 100 MHz)
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Figura 36. Espectro de RMN de *H de 3a+3b (CDCls, 400 MHz)
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Figura 37. Expansio (5 2,2-4,6) do espectro de RMN de *H de 3a+3b (CDCls, 400 MHz)

8T4ST'T
S0€9T°T
¥1992°C
1858C'¢C
ovﬁmN.NW

0L¥62°C
6600€°C
690€°C
cmoﬁm.m

55919°
12619
[20v9'C
1SEV9'T
05099
00599'
0£b89°7 ~—
60189°T /F
650L°
6TH1LT
59924
8ISEL'T
18060
62950
21998
TESbT'E
0zSsT'E
8/8ST'E
b8oT'E
Lee
ozz8TE &

vawN.m
£096C°€ W
L6867°€ \

S60E°E

agresc

I
N

I

v

9LLS8L°€ —

£€968'€ ~
LL0T6'€ —

8Py —

LbESE D ~
vETeEy —
il
U166
096> -7
88005°%

32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22

3.3

ppm)

<<
mw

43 42 41 40 39 38 37 36 35

4.4

Figura 38. Espectro de RMN de **C de 3a+3b (CDCls, 100 MHz)
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Figura 39. Espectro de RMN de *C-DEPT 90° de 3a+3b (CDCls, 100 MHz)
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Figura 41. Mapa de contornos gCOSY de 3a+3b (CDCl3, 400 MHz)
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Figura 42. Mapa de contornos gHSQC de 3a+3b (CDCl3, 400 e 100 MHz)
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Figura 43. Mapa de contornos gHMBC de 3a+3b (CDCl3, 400 e 100 MHz)

gHMBC

(wdd) 14
o o o o o o o
o o o o o ~N < O @0 o o~
o~ < O @ ~— ~ ~— ~— ~— o~ o~
L L L L L L L L L L L
]
. ] 1
- L] e
e
. }
. < o
81 .
o &
w e

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15

4.5

5.0
& (ppm)

55

Figura 44. Espectro de RMN de *H de 4a+4b (CDCls, 600 MHz)
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Figura 45. Expansio (5 1,9-5,0) do espectro de RMN de 'H de 4a+4b (CDCls, 600 MHz)-
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Figura 46. Espectro de RMN de **C de 4a+4b (CDCls, 150 MHz)
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Figura 47. Espectro de RMN de *C-DEPT 135° de 4a+4b (CDCl;, 150 MHz)
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Figura 48. Mapa de contornos gCOSY de 4a+4b (CDCl3, 600 MHz)
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Figura 49. Mapa de contornos gHSQC de 4a+4b (CDCl3, 600 e 150 MHz)
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Iridoides glicosilados

0] OH

H
"o Ow o
OH

9 OH

Os compostos 5 (8,6 mg, sélido branco), 6 (3,8 mg, solido branco), 7 (9,0 mg, dleo
amarelado), 8 (4,3 mg, sélido branco amorfo) e 9 (12,7 mg, s6lido branco) foram obtidos a
partir da purificacdo em HPLC semipreparativo dos grupos D8-D9, provenientes do
fracionamento em coluna Strata C18 e Sephadex LH-20 da fracdo MeOH do extrato EtOH do
caule (Esquema 9, pag. 48). Os compostos 5+6 (69,5 mg) foram também obtidos, na forma de
mistura, a partir da subfracdo MH18, proveniente da cromatografia em coluna Strata C18 da
fracdo aquosa do extrato EtOH das folhas (Esquema 13, pag. 57).

Os espectros de RMN de *H (Figuras 51, 55-56, 61-62, 67-68, 74-75; Tabela 9) dos
compostos 5-9 apresentaram sinais caracteristicas de hidrogénios em esqueleto iridano,
evidenciado pelos sinais entre 6 2,85-4,0, geralmente multipletos, caracteristicos dos
hidrogénios H-5B/H-9B em conformagéo cis. A presenca de simpletos ou dupletos entre 6y
5,19-6,61 (H-3), caracteristicos de hidrogénios olefinicos, sugere uma ligacdo dupla entre C-3
e C-4 do anel pirano. Adicionalmente, os compostos 5, 6 e 9 apresentaram simpletos entre oy
5,79-6,57 (H-7) e dupletos entre 6y 4,17-4,80 (H-10), caracterizando iridoides com ligacao
dupla em C-7 e hidroxilagdo em C-10. O composto 7 apresentou dupletos em oy 6,42 (J=5,6
Hz, H-6) e 6 6,22 (J=5,6 Hz, H-7), sugerindo uma ligacdo dupla adicional entre C-6 e C-7,
enguanto o composto 8 ndo apresentou sinais adicionais de hidrogénios olefinicos. Foram
observados ainda, simpletos com integracdo para trés hidrogénios na regido de oy 3,50,
caracteristico de metoxila. A presenca de uma unidade de B-glicose em cada composto foi
evidenciada pelos dupletos em 6 5,34 (J=7,8 Hz), 4,66 (J=7,9 Hz), 5,40 (J=6,5 Hz), 5,38
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(J=7,9 Hz) e 5,42 (J=7,8 Hz) atribuidos aos hidrogénios (H-1’) em carbono anomérico dos
compostos 6-9, respectivamente.

Para 0 composto 5 foram realizadas analises de RMN de *C, DEPT 90° e 135°
(Figuras 52-54; Tabela 10), enquanto para os compostos 6-9 foram realizadas analises de
RMN de *C-DEPTQ 135° (Figuras 57, 63, 69, 75; Tabela 10-11), no qual os sinais positivos
indicam a presenca de CH e CH3 e os sinais negativos indicam CH, e C. A analise dos
espectros de RMN de 13C, mostraram sinais em comum na regido de ¢ 36,0-45,6 e 47,2-52,8
caracteristicos dos carbonos metinicos C-5 e C-9 do esqueleto iridano. Na regido de carbonos
olefinicos observou-se os pares de sinais de olefinas trissubstituidas entre ¢ 151,8-155,4
(CH) e 108,2-112,3 (C) atribuidos a C-3 e C-4 respectivamente. Para os compostos 5, 6 e 9
foram observados um par de sinais adicional na regido olefinica entre 6c 127,0-130,6 (CH) e
145,8-151,7 (C) atribuidos a C-7 e C-8 respectivamente. Para 0 composto 7 o par de sinais
adicional foi observado em ¢ 134,3 e 137,6 sugerindo uma ligagcdo dupla entre C-6 e C-7,
enquanto para o composto 8 ndo foram observados pares de sinais adicionais de carbonos
olefinicos, evidenciando que este composto possui apenas uma ligacdo dupla. Entretanto,
foram observados para 0 composto 8, sinais de carbonos oximetinico e carbinélico em 6 77,1
(CH) e 78,9 (C) indicativos da presenca de hidroxila, as quais foram posicionadas nos
carbonos C-6 e C-7, ap6s analise dos mapas de contornos gHSQC e gHMBC (Figuras 70 e
72). Todos os compostos apresentaram sinais entre d¢ 167,7-170,3 e 6¢ 51,4-52,0 atribuidos a
carbonila em C-11 e a metoxila em C-12, respectivamente.

Foi possivel observar ainda nos espectros de RMN de **C, a presenca de sinais de
carbonos anoméricos entre 6 100,2-102,1 (C-17), bem como sinais de carbonos oximetilénicos
em cerca de & 62 (C-6°), confirmando a presenca da B-glicose. Nos mapas de contornos
gHMBC (Figuras 60, 66, 72, 78) foram observadas correlagdes do sinais dos hidrogénios
anomeéricos (6 4,66-5,40; H-1") com sinais dos carbonos oximetinicos C-1 (6 94,8-102,8,) de
cada um dos compostos, evidenciando que a glicose esta ligada na posi¢cdo C-1 dos iridoides.

Os compostos 5 e 6 sdo epimeros em C-6, evidenciado pela mudanca de deslocamento
quimico de C-6 de &¢c ~75,0 (6a-OH; 5) para éc 82,2 (63-OH; 6). A epimerizacdo de 6a-OH
para 63-OH causa também um efeito de blindagem em C-1, passando de 6 101,5 ou 102,8 (C-
1; 5), dependendo do solvente, para 6 98,2 (C-1; 6) (DAMTOFT, JENSEN e NIELSEN,
1981). Os compostos 5 e 6, foram obtidos isoladamente, bem como em mistura, de forma que
os dados de RMN de **C do composto 5 foram registrados em piridina-ds e em CD;0D, como

mostra a Tabela 10.
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Os dados de RMN de 'H para os compostos 5-9 (Tabela 9) foram estabelecidos pela

analise dos mapas de contornos gHSQC. A anélise conjunta dos espectros de RMN de *H e

B3¢, gCOSY, gHSQC e gHMBC e, comparacdo com dados da literatura, permitiram

identificar os compostos 6a-hidroxigeniposideo (5) (OTSUKA et al.,

1991), 6-

hidroxigeniposideo (6) (OTSUKA et al., 1991), gardenosideo (7) (FARID et al., 2002), éster
metilico shanzhisideo (8) (GHULE et al., 2012) e geniposideo (9) (LELONO, TACHIBANA
e ITOH, 2009). O geniposideo (9) é o glicosideo da genipina (4b) identificado na fracdo
AcOEt do extrato EtOH do caule.

Tabela 9. Dados de RMN de *H dos compostos 5-9 (J em Hz, & em ppm)

H 5t 68 71 81' 91
1 5,90d (8,7) 5,19d (6,4) 6,61s 6,21d (1,9) 5,70d (6,9)
3 7,97 sl 7,50 s 7,735 7,735 7,725
5 3,31 m 3.0m 4,0m 3,50dd (10,1e1,8) 3,36dd (154¢€7,8)
2,19dd (16,1 e 6,4)
6 sobreposto 454 m 6,42 d (5,6) 454 m
2,90dd (16,1 e 6,4)
2,18 dd (13,0 e 5,5)
7 6,57 sl 5,79s 6,22 d (5,6) 5,97s
2,28 dd (13,0 € 4,6)
9 2,851(8,1/7,8) 3,02m 3,34 d (8,7) 3,34dd (9,8e1,4) 3,04t (7,3)
10 4,65 d (15,6) 4,33 d (15,3) 4,13d (11,5) L5 4,54 d (14,5)
54's
4,20 sobreposto 4,17 d (15,3) 4,27 m 4,80d (14,6)
12 3,56 s 3,74 s 3,57s 3,555 3,625
1 5,34d (7,8) 4,66d (7,9) 5,40 d (6,5) 5,38d(7,9) 5,42 d (7,8)
2’ 4,11t (8,0) 3,20t (8,6) 4,06t (7,9) 4,041 (8,4) 4,29 m
3 4,20-4,35 3,351(8,6) 4,27m 4,0m 4,10t (8,3)
4 4,20-4,35 3,26 d (6,8) 4,33d (9,4) 4,351(9,2) 4,26 m
5 4,20-4,35 3,26 d (6,8) 3,92d(9,2) 4,291(8,9) 3,99 m
3,62 dd (5,0/11,9) 4,38 m 4,42 dd (11,7/4,7) 4,32 m
6’ 4,20-4,35
3,86d (11,8) 4,43d (11,7) 4,52 m 4,49d (11,1)

fCsDsN (400 MHz); °CD,0D (600 MHz), *CsDsN (600 MHz)
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Tabela 10. Dados de RMN de **C dos compostos 5 e 6 (5 em ppm)

C 58 57 6a-hidroxigeniposideo” 6 6p-hidroxigeniposideo*
1 102,8 101,5 101,6 98,2 98,7
3 154.,8 155,4 155,4 153,9 153,9
4 108,7 108,2 108,3 110,8 110,9
5 43,2 42,6 42,7 45,6 45,8
6 75,5 75,4 75,4 82,2 82,5
7 130,6 129,8 129,9 130,0 130,4
8 151,7 151,5 1515 1475 1475
9 47,2 45,8 459 47,1 47,3
10 61,8 61,7 61,7 61,0 61,1
11 168,3 169,4 169,5 170,3 170,3
12 51,4 51,9 51,9 52,0 52,1
1’ 102,1 100,4 100,5 100,3 100,5
2’ 74,9 74,9 75,0 74,8 74,9
3 78,8 78,5 78,5 77,7 78,4
4’ 71,8 71,6 71,6 71,5 71,6
5’ 78,8 77,8 77,8 78,4 78,0
6’ 62,8 62,8 62,8 62,7 62,9

$CsDsN (600 MHz); FCD;0D (400 MHz); ICD3OD (600 MHz)
Dados obtidos em CD30D, relatados por OTSUKA et al., 1991.
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Tabela 11. Dados de RMN de **C dos compostos 7-9 (CsDsN, 150 MHz; § em ppm)

GardenosideoT

i

C 7 8 Ester metilico shanzhisideo 9 Geniposideo”
1 94,8 93,9 95,5 95,1 98,2 99,0
3 151,8 151,6 152,9 153,2 152,9 154,2
4 111,2 1111 111,2 111,8 112,3 1134
5 38,7 38,4 42,2 41,8 36,0 37,4
6 134,3 135,8 77,1 77,9 39,4 40,5
7 137,6 135,7 49,4 48,6 127,0 129,1
8 86,2 85,8 78,9 79,4 145,8 145,6
9 52,8 51,9 52,7 52,2 47,4 47,8
10 67,6 66,6 25,3 251 61,2 63,5
11 167,7 168,5 168,5 170,1 168,1 170,3
12 51,4 52,3 51,5 50,3 51,4 52,5
1 101,2 99,9 100,2 100,2 101,6 101,1
2’ 75,2 74,2 75,1 75,0 78,9 78,7
3 78,9 77,5 79,4 78,4 75,3 75,7
4 71,6 71,1 71,7 72,0 71,9 72,4
5 79,3 77,9 79,0 78,8 79,3 79,2
6’ 62,7 62,3 62,8 63,3 62,9 62,2

T

Dados obtidos em CD;0D, relatados por FARID et al., 2002.

IDados obtidos em CD;0D, relatados por GHULE et al., 2012,

*Dados obtidos em CD;0OD, relatados por LELONO, TACHIBANA e ITOH, 2009.
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Figura 51. Espectro de RMN de *H de 5 (CsDsN, 400 MHz)
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Figura 52. Espectro de RMN de *3C de 5 (CsDsN, 100 MHz)
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Figura 53. Espectro de RMN de *C-DEPT 90° de 5 (CsDsN, 100 MHz)
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Figura 54. Espectro de RMN de ~°C-DEPT 135° de 5 (CsDsN, 100 MHz)
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Figura 55. Espectro de RMN de *H de 6 (CD;0D, 600 MHz)
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Figura 57. Espectro de RMN de *C-DEPTQ 135 de 6 (CD30D, 150 MHz)
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Figura 58. Mapa de contornos gCOSY de 6 (CD3;0D, 600 MHz)
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Figura 59. Mapa de contornos gHSQC de 6 (CD3;0D, 600 e 150 MHz)
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Figura 60. Mapa de contornos gHMBC de 6 (CD3;0D, 600 e 150 MHz)
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Figura 61. Espectro de RMN de *H de 7 (CsDsN, 600 MHz)
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Figura 62. Expansio (5 3,1-6,7) do espectro de RMN de *H de 7 (CsDsN, 600 MHz)
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Figura 63. Espectro de RMN de *C-DEPTQ 135 de 7 (CsDsN, 100 MHz)
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Figura 64. Mapa de contornos gHSQC de 7 (CsDsN, 600 e 150 MHz)
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Figura 65. Mapa de contornos gCOSY de 7 (CsDsN, 600 MHz)
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Figura 66. Mapa de contornos gHMBC de 7 (CsDsN, 600 e 150 MHz)
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Figura 67. Espectro de RMN de *H de 8 (CsDsN, 600 MHz)
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£€609T°C
omomﬁ.w/
V8T T~

691617
18992~
Tt
mowwN.N\

§8S6¢C°C

81See’E
wEmmmH/
8S1SE'E
</
bBTEEE
vvm?.mﬂ
6€605°€
SSTSS'E~"

EPTL9°€ —

yoeeeE
€1486'C
TL166°C
£2566°€
94666°E
¥SE00°Y
26000°h ~
105500

Loy
mvmwN.v/
TE00€°p &
Lh0EEy —
wmmvm.v\
9z19e'y
S080b't
109THy
S9/Thy
9esELy
€050y
81205
oT8zS'Y
8SEVS'Y

¢SLT20°S —

5
BALLES
§106€'s

[

e

/

Fort
Feot

pa

w\.wﬁ.ﬁ
Fere

108



Figura 69. Espectro de RMN de *C-DEPTQ 135 de 8 (CsDsN, 100 MHz)
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Figura 70. Mapa de contornos gHSQC de 8 (CsDsN, 600 e 150 MHz)
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Figura 71. Mapa de contornos gCOSY de 8 (CsDsN, 600 MHz)
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Figura 72. Mapa de contornos gHMBC de 8 (CsDsN, 600 e 150 MHz)
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Figura 73. Espectro de RMN de *H de 9 (CsDsN, 600 MHz)
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Figura 75. Espectro de RMN de *C-DEPTQ 135 de 9 (CsDsN, 100 MHz)
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Figura 77. Mapa de contornos gCOSY de 9 (CsDsN, 600 MHz)
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Figura 78. Mapa de contornos gHMBC de 9 (CsDsN, 600 e 150 MHz)
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5.3.2. Identificacéo estrutural dos triterpenoides, diterpenoide e esteroides

Triterpenoides

Os compostos 10 (81 mg) e 13 (9,0 mg) foram obtidos do fracionamento
cromatografico em coluna de gel de silica da fracdo hexanica do extrato EtOH das folhas
(Esquema 12, pag. 55), na forma de um dleo incolor e um solido branco amorfo,
respectivamente.

Os compostos 11 (14,3 mg) e 13 (25,9 mg) foram obtidos do fracionamento
cromatografico em coluna de gel de silica da fragdo CHCI; do extrato EtOH do caule
(Esquema 3, pag. 57), como sdlidos amorfos branco.

Os espectros de RMN de 'H e **C dos compostos 10-13 (Figuras 79-95, Tabela 12)
apresentaram um perfil caracteristico de substancias de natureza isoprénica, evidenciados pela
presenca nos espectros de RMN de *H de simpletos na regido de & 0,51-1,68, caracteristicos
de hidrogénios metilicos e, sinais de hidrogénios olefinicos entre & 4,69-5,25, bem como
sinais nos espectros de RMN de **C, de carbonos metilicos entre & 16,0-33,0 e olefinicos entre
5 109,5-151,0.

O espectro de RMN de *H do composto 10 (Figura 79) apresentou simpletos em & 1,60
(18 H) e 1,68 (6 H) caracteristicos de grupos metilicos em carbonos sp?, um multipleto em &
5,12 (6 H) atribuido a hidrogénios olefinicos e dois multipletos entre 6 1,99 ¢ 2,10 (20H)
referentes a hidrogénios de grupos metilénicos alilicos. O espectro de RMN de **C (Figura 80,
Tabela 12) apresentou 15 sinais, dos quais os sinais na regidao de 6 124,3-135,1 sdo de
carbonos olefinicos. A analise do espectro de RMN de *3C, juntamente com DEPT 90° e 135°
(Figuras 81-82), possibilitou verificar a presenca de quatro sinais de carbonos metilicos, cinco
metilénicos, trés carbonos metinicos olefinicos e trés carbonos olefinicos ndo hidrogenados.
Os dados dos espectros de RMN de *H e **C comparados com dados da literatura permitiram
identificar o composto 10 como o triterpeno esqualeno (FERREIRA et al., 2014), o qual é

precursor dos triterpenoides e esteroides (DEWICK, 2009).
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Os espectros de RMN de *H dos compostos 11-13 (Figuras 83, 88 e 92) apresentaram
um perfil caracteristico de triterpenoides, evidenciados pela presenga de simpletos entre
0,51-1,68, referentes aos hidrogénios dos grupos metilicos. Adicionalmente o composto 11
apresentou dois dupletos em & 4,69 (J=2,3 Hz) e 4,56 (J=2,4 Hz), caracteristicos de
hidrogénios geminais em esqueleto lupano, atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-29a e H-
29b, que juntamente com o simpleto em d 1,68, correspondente aos hidrogénios metilicos H-
30, indicam a presenca do grupo isoprenila.

Os espectros de RMN de *H dos compostos 12 e 13 (Figuras 88 e 92) apresentaram
um tripleto em & 5,25 (J=3,4 Hz) e um simpleto largo em 6 5,10 (sl) atribuidos a H-12 de
triterpenos com esqueleto olean-12-eno e urs-12-eno respectivamente. Também se observa
um multipleto em & 3,11 para o composto 13 e um tripleto em 6 4,48 (J=8,4 Hz) para o
composto 12, tipico dos hidrogénios oximetinicos H-3, porém este Ultimo encontra-se
desblindado, sugerindo que o composto encontra-se esterificado com um grupo acetila na
posicdo C-3, devido a presenga do simpleto em 6 2,03 com integragdo para trés hidrogénios,
caracteristico de metila de grupo acetila. Para 0 composto 13 se observa ainda um dupleto em
dn 3,95 (J=11,0 Hz) atribuido a um dos hidrogénios (H-24a) do grupo oximetilénico. Nao foi
observado no espectro de RMN de 'H o dupleto referente ao hidrogénio H-24b,
provavelmente porque esta encoberto pelo sinal da &gua presente no solvente (6~4,2).

A analise dos espectros de RMN de **C, incluindo DEPT 90° e 135° (Figuras 86-87,
90-91 e 94-95) permitiu verificar a presenca de 30, 32 e 30 sinais de carbonos para 0s
compostos 11, 12 e 13 respectivamente (OLEA e ROQUE, 1990). Os pares sinais de carbonos
olefinicos em & 109,5 (C-29)/151,0 (C-20), & 122,5 (C-12)/143,6 (C-13) e & 128,3 (C-
12)/138,0 (C-13) evidenciam triterpendides com esqueletos lup-20(29)-eno, olean-12-eno e
urs-12-eno em 11, 12 e 13 respectivamente. Para estes compostos foram observados também
sinais de carbonila de cetona em 6 218,4 (C-3; 11), carbonilas de acido em & 184,0 (C-28; 12)
e 180,7 (C-28; 13). Para o composto 12, o sinal desblindado em &¢ 80,9 (C-3), juntamente
com o sinal da carbonila em d¢ 171,0 e do grupo metila em d¢ 21,3 confirmam a presenca do
grupo acetila na posicao C-3. Para o composto 13, foram observados os sinais em & 80,1, 72,7
e 64,1 atribuidos aos carbonos oximetinico (C-3), carbindlico (C-19) e oximetilénico (C-24),
respectivamente.

Os dados de RMN de *H e *C obtidos para os compostos 11-13, comparados com 0s
relatados na literatura (OLEA e ROQUE, 1990; JO et al., 2005; AMIMOTO, YOSHIKAWA
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e ARIHARA, 1993) permitiram identificar os triterpenoides lupenona (11), 4&cido
acetiloleanolico (12) e &cido rotungénico (13).

Os espectros de RMN de *H e **C do composto 13 foram obtidos em CDCl3+CD50D,
entretanto, nas bases de dados pesquisadas, s6 foram encontrados dados de RMN para este
composto em piridina-ds. Dessa forma, é possivel observar na Tabela 12, diferenga nos
valores de deslocamentos quimicos dos sinais de carbono do composto 13 e do &cido
rotungénico relatado na literatura (AMIMOTO, YOSHIKAWA e ARIHARA, 1993), porém a
diferenca em sua maioria nao ultrapassa 1,0 ppm, de forma que ndo compromete a inequivoca

identificacéo.
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Tabela 12. Dados de RMN de **C dos compostos 10-12 (CDCls, 100 MHz) e 13 (CDCl3+CD30D, 100 MHz)

Deslocamento quimico & (ppm)

Acido acetil oleandlico®

C 6 Esqualeno’ 7 Lupenona* 8 9  Acido rotungénico®
1 25,7 25,8 39,8 39,7 38,0 38,1 38,0 38,8
2 131,2 131,4 34,3 34,0 23,5 23,5 28,0 28,4
3 1244 124,5 218,4 217,0 80,9 81,0 80,1 80,2
4 26,8 26,9 47,5 47,3 37,7 37,7 42,0 432
5 398 39,9 55,1 55,0 55,3 55,3 55,5 56,4
6 135,1 135,3 19,8 19,8 18,1 18,2 18,3 19,2
7 124,3 124,5 33,8 33,6 32,5 32,6 32,8 33,9
8 267 26,8 41,0 40,9 39,2 39,3 39,6 40,4
9 39,9 39,9 49,9 49,8 47,5 47,6 47,1 47,8
10 134,9 135,1 37,1 37,0 36,9 37,0 36,4 37,1
11 124,3 1245 21,6 21,4 23,4 22,9 23,6 24.3
12 28,3 28,4 25,3 25,1 1225 122,6 128,3 127,9
13 28,3 28,4 38,3 38,3 143,6 143,6 138,0 139,9
14 124,3 1245 43,1 43,0 41,5 41,6 41,0 42,4
15 134,9 135,1 27,6 27,4 21,7 27,7 26,9 29,3
16 39,8 39,9 35,7 35,6 22,8 23,4 25,2 26,4
17 267 26,8 43,2 43,0 46,5 46,6 474 48,3
18 124,3 1245 48,4 48,2 40,9 41,0 53,1 54,6
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Tabela 12. Continuagéo

19 1351 135,3 481 479
20 398 39,9 151,0 150,5
21 268 26,9 29,9 29,9
22 1244 124,6 40,1 40,0
23 1312 1314 26,8 26,7
24 257 25,8 21,2 21,1
25 177 17,8 15,9 15,8
26 16,0 16,1 16,2 16,0
27 16,0 16,1 14,6 14,6
28 16,0 16,1 18,2 18,1
29 160 16,1 109,5 109,6
30 177 17,8 19,5 19,4
1° - - - -

2° - - - -

45,8
30,6
33,7
32,4
28,0
16,6
15,4
17,1
25,9
184,0
33,0
23,5
171,0
21,3

45,9
30,7
33,8
32,5
28,1
15,4
16,7
17,2
25,9
183,3
33,1
23,6
171,0
21,3

72,7
41,1
25,8
37,3
23,9
64,1
15,5
15,6
22,1
180,7

26,5
16,1

72,7
42,1
26,9
37,5
23,6
64,6
16,0
17,1
24,6
180,6
27,1
16,8

"Dados obtidos em CDCl; de FERREIRA et al., 2014
‘Dados obtidos em CDCl; de OLEA e ROQUE, 1990
$Dados obtidos em CDCl; de JO et al., 2005

“Dados obtidos em CsDsN de AMIMOTO, YOSHIKAWA e ARIHARA, 1993

118



Figura 79. Espectro de RMN de *H de 10 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 80. Espectro de RMN de *3C de 10 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 81. Espectro de RMN de *C-DEPT 90° de 10 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 82. Espectro de RMN de *C-DEPT 135° de 10 (CDCl3, 100 MHz)
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Figura 83. Espectro de RMN de *H de 11 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 85. Expansio (5 12-59) do espectro de RMN de **C de 11 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 86. Espectro de RMN de *C-DEPT 90° de 11 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 87. Espectro de RMN de *C-DEPT 135° de 11 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 88. Espectro de RMN de *H de 12 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 89. Espectro de RMN de **C de 12 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 90. Espectro de RMN de *C-DEPT 90° de 12 (CDCls, 100 MHz)

L

I

!

ool llnLn[’l |”

160 150 140 130 120 110 100 90
& (ppm)

170

124



Figura 91. Espectro de RMN de *C-DEPT 135° de 12 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 93. Espectro de RMN de **C de 13 (CDCls+CD3s0D, 100 MHz)
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Figura 94. Espectro de RMN de *3C-90° de 13 (CDCl3+CD30D, 100 MHz)
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Figura 95. Espectro de RMN de *C-DEPT 135° de 13 (CDCls+CD3s0D, 100 MHz)
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Mistura dos triterpenoides

A mistura dos compostos 14+15 (2,6 mg) foi obtida na forma de um solido branco
amorfo, a partir do fracionamento em coluna de gel de silica da fracdo hexanica do extrato
EtOH das folhas (Esquema 12, pag. 55). O composto 15 foi obtido também da subfracéo B,
proveniente do fracionamento cromatografico em coluna Strata C18 da fracdo AcOEt do
extrato EtOH do caule (Esquema 7, pag. 44).

O espectro de RMN de 'H da mistura de 14+15 (Figura 96) apresentou um perfil
caracteristico de compostos da classe dos triterpenoides 3-OH, evidenciado pelo tripleto em &
3,12 (J=8,2 Hz) tipico do hidrogénio oximetinico H-3, simpletos entre & 0,70-1,18
correspondentes a hidrogénios metilicos ligados a carbonos ndo hidrogenados e tripletos em &
516 (J=3,6 Hz, H-12) e 5,27 (H-12) referentes aos hidrogénios da ligacdo dupla
trissubstituida dos compostos 14 e 15 respectivamente.

A andlise dos espectros de RMN de *C, DEPT 90° e 135° (Figuras 97-100) mostrou
um sinal em & 78,9 referente ao carbono oximetinico C-3 e um sinal em & 180,6 atribuido ao
carbono da carboxila (C-28). Os esqueletos hidrocarbdnicos dos componentes da mistura
foram definidos pelos pares de sinais de carbonos olefinicos em & 125,5/138,2 e 6 122,3/143,9
caracteristicos de triterpenoides do tipo urs-12-eno e olean-12-eno respectivamente (OLEA e
ROQUE, 1990). Os dados de RMN de *H e *3C obtidos (Tabela 13) comparados com os da
literatura (ANNAN et al., 2011; MAHATO e KUNDU, 1994) permitiram identificar a mistura
dos acidos ursdlico e oleanolico (14+15), sendo o composto 14 o majoritario.
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Tabela 13. Dados de RMN de **C dos compostos 14+15 (CDCl3+CD3s0D, 100 MHz)

Deslocamento quimico & (ppm)

¢ 14 Acido ursolico* 15 Acido olean6lico**
1 38,7 38,6 38,5 38,5
2 26,9 26,7 26,9 27,4
3 78,9 78,7 78,9 78,7
4 39,5 39,1 38,7 38,7
5 55,3 55,1 55,2 55,2
6 18,3 18,2 18,4 18,3
7 33,1 32,9 32,7 32,6
8 39,3 31,9 39,3 39,3
9 47,6 47,4 47,6 47,6
10 36,9 36,8 37,0 37,0
11 23,3 23,1 23,1 23,1
12 125,5 125,4 122,3 122,1
13 138,2 138,1 143,9 143,4
14 42,1 41,9 41,3 41,6
15 29,7 29,5 46,4 21,7
16 24,2 24,1 41,3 23,4
17 47,8 47,7 46,0 46,6
18 52,8 52,7 30,7 41,3
19 39,1 39,0 33,9 45,8
20 38,9 38,8 30,7 30,6
21 38,7 30,6 33,9 33,8
22 36,8 36,7 32,6 32,3
23 28,0 27,9 28,0 28,1
24 154 15,2 15,5 15,6
25 15,6 15,4 15,3 15,3
26 16,9 16,7 16,8 16,8
27 235 234 25,8 26,0
28 180,6 180,6 180,6 181,0
29 17,0 16,9 331 331
30 21,1 21,0 23,5 23,6

*Dados em CDCI,/CD30D relatados por ANNAN et al., 2011
**Dados em CDCl; relatados por MAHATO e KUNDU, 1994
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Figura 96. Espectro de RMN de *H de 14+15 (CDCls+CD3s0OD, 400 MHz)
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Figura 98. Expansio (5 14-56) do espectro de RMN de **C de 14+15 (CDCl3+CD30D, 100
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Figura 100. Espectro de RMN de **C-DEPT 90° de 14+15 (CDCl3+CD30D, 100 MHz)
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Mistura dos triterpenoides e diterpenoide (M1)

20

A mistura M1 (16-20; 17,7 mg) foi obtida como um so6lido amorfo a partir do grupo
CC15, proveniente do fracionamento cromatografico da fragdo CHCI; do extrato EtOH do
caule (Esquema 3, p. 39). Devido a pouca quantidade de material, ndo foi possivel a
separacdo, mas o fato das substancias serem conhecidas possibilitou a identificacdo.

Para a mistura M1 foi observado no espectro de RMN de *H (Figuras 101-102), um
perfil caracteristico de triterpenoides, pela presenga de um duplo dupleto em 6 3,18 (J=11,2 e
5,0 Hz) referente ao hidrogénio oximetinico em C-3 tipico de hidrogénio 3a-axial em
triterpenoides 33-OH e um conjunto de simpletos entre & 0,73-1,68 correspondentes a
hidrogénios metilicos ligados a atomos de carbono néo hidrogenados (ARAUJO; CHAVES,
2005). Os sinais na regido de hidrogénios olefinicos caracterizam a ocorréncia de uma
mistura, sendo que & 4,56 e 4,68 (J=2,5 Hz) foram os sinais mais intensos, atribuidos aos
hidrogénios em ligacdo dupla gem-dissubstituida H-29a e H-29b do composto 16. O tripleto
em & 5,18 (J=3,6 Hz), 0 duplo dupleto em & 5,53 (J=3,2 e 8,2 Hz) e o simpleto em & 4,85
foram atribuidos respectivamente, aos hidrogénios H-12, H-15 e H-19 das ligacdes duplas
trissubstituidas dos compostos 17, 18 e 19. Adicionalmente, observou-se um dupleto em &
4,15 (J=7,0 Hz) atribuido aos hidrogénios oximetilénicos e alilicos (CH,-1) e um tripleto em &
5,41 (J=7,0 Hz) referente ao hidrogénio olefinico (CH-2) do composto 20.

Os espectros de RMN de *3C, DEPT 90° e 135° (Figuras 103-105) apresentaram sinais
entre & 79,2-79,4 atribuidos aos carbonos oximetinicos C-3 dos triterpenoides. Os pares de
sinais em & 151,1 (C-20) e 109,5 (CH,-29) séo caracteristicos do esqueleto lup-20(29)-eno do
composto 16 (OLEA e ROQUE, 1990), sendo este o constituinte majoritario na mistura. Os
esqueletos dos demais compostos foram definidos pelos pares de sinais de carbonos olefinicos
em 6 158,2/117,0, 142,9/129,8 e 121,9/143,3 caracteristicos de triterpenoides do tipo olean-
14-eno, olean-18-eno e olean-12-eno, respectivamente (OLEA; ROQUE, 1990). O sinal em &
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59,6 (CH2-1), juntamente com os pares de sinais em & 123,2 (CH-2) e 140,4 (C-3) foram
atribuidos ao composto 20.

Os dados de RMN de C obtidos para a mistura em comparacdo com dados da
literatura (MAHATO e KUNDU, 1994; RAHMAN, 1992), permitiram identificar os
triterpenoides lupeol (16), B-amirina (17), taraxerol (18), germanicol (19) e o diterpenoide E-
fitol (20). Os dados de RMN de *3C para os compostos 16-19 sdo mostrados na Tabela 14 e
para o E-fitol (20) na Tabela 15.
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Tabela 14. Dados de RMN de **C para os compostos 16-19 (CDCls, 400 MHz; § em ppm)

C 16 Lupeol* 17 p-amirina* 18 Taraxerol* 19 Germanicol*
1 38,7 38,7 38,7 38,7 37,8 38,1 37,9 38,5
2 27,4 27,4 27,3 27,3 27,3 27,3 27,4 27,4
3 78,9 78,9 79,0 79,0 79,2 79,2 79,1 79,0
4 38,8 38,8 38,9 38,8 39,2 39,1 39,0 39,0
5 55,3 55,3 55,3 55,3 55,7 55,7 55,6 55,7
6 18,3 18,3 18,5 18,5 18,9 18,2 18,4 18,3
7 34,2 34,2 32,8 32,8 35,3 35,3 34,7 34,7
8 40,8 40,7 38,9 38,8 38,9 38,9 41,0 40,8
9 50,4 50,4 47,8 47,7 48,9 48,9 51,4 51,3
10 37,1 37,1 37,7 37,6 38,1 37,9 37,4 37,3
11 20,9 20,9 23,7 23,6 17,6 17,7 21,2 21,2
12 251 25,1 121,9 121,8 35,3 35,4 26,4 26,2
13 38,0 38,0 1453 1451 38,1 37,9 39,1 39,0
14 42,8 42,8 41,9 41,8 158,2 158,1 45,5 43,4
15 27,4 27,4 26,3 26,2 117,0 117,0 27,7 27,6
16 35,5 35,5 27,2 27,0 36,8 36,9 37,6 37,7
17 43,0 43,0 32,6 32,5 38,1 38,1 34,5 34,4
18 48,2 48,2 47,4 47,4 49,4 49,4 1429 142,8
19 479 47,9 47,0 46,9 41,0 41,4 129,8 129,8
20 150,9 150,9 31,2 31,1 28,9 29,0 32,5 32,3
21 29,8 29,8 34,8 34,8 33,8 33,9 33,2 33,4
22 40,0 40,0 37,3 37,2 33,2 33,2 37,4 37,4
23 28,0 28,0 28,5 28,2 28,1 28,1 28,2 28,0
24 15,4 15,4 15,6 15,5 15,6 15,6 15,5 15,4
25 16,1 16,1 15,7 15,6 15,6 15,6 16,2 16,1
26 15,9 15,9 16,9 16,9 30,1 30,1 16,8 16,7
27 145 14,5 26,1 26,0 26,0 26,0 14,7 14,6
28 18,0 18,0 28,5 28,4 30,0 30,0 25,4 25,3
29 109,3 109,3 32,9 33,3 335 33,5 31,5 31,3
30 19,3 19,3 23,8 23,7 21,4 21,5 29,3 29,2

*Dados obtidos em CDCls, relatados por MAHATO e KUNDU, 1994
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Tabela 15. Dados de RMN de **C para 0 composto 20 (CDCls, 400 MHz; § em ppm)

C 20 E-fitol*
1 59,6 59,4
2 123,2 123,1
3 149,4 140,3
4 40,0 39,9
5 24,9 251
6 36,7 36,7
7 32,8 32,8
8 37,5 37,3
9 24,3 24,5
10 37,4 37,4
11 32,8 32,7
12 37,3 37,4
13 24,6 24.8
14 39,5 394
15 28,1 28,0
16 22,9 22,7
17 22,8 22,6
18 19,9 19,7
19 19,9 19,7
20 16,2 16,2

*Dados obtidos em CDClIj, relatados por RAHMAN, 1992
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Figura 101. Espectro de RMN de *H de M1 (16-20) (CDCls, 400 MHz)
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Figura 103. Espectro de RMN de **C de M1 (16-20) (CDCls, 400 MHz)
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Figura 105. Espectro de RMN de **C-DEPT 135° de M1 (16-20) (CDCls, 400 MHz)
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Mistura dos triterpenoides e esteroides (M2)

a= OCOC5Ha
b= OCOCgHas
¢= OCOC7H;
d= OCOC,Has
e= OCOC17H35

- 22a-22e R= a-e
24 23 93 A2
16 R=OH 21 R=0OH _ »
16a-13e R= a-e 21a-12e R=a-e 23a-23e R=a-e, A

Os constituintes da mistura M2 (161,3 mg; 16 e 21-23) foram obtidos partir do grupo
CC9, proveniente da cromatografia em coluna de gel de silica da fracdo CHCI3 do extrato
EtOH do caule e, a identificacdo dos compostos foi realizada apds reacdo de hidrolise alcalina
de M2 e separacédo dos constituintes por cromatografia em coluna de gel de silica (Esquema 3,
pag. 39). O composto 21b foi identificado também no grupo FH13, proveniente do
fracionamento em coluna de gel de silica da fracdo hexéanica do extrato EtOH das folhas
(Esquema 12, pag. 55).

Os espectros de RMN de *H e **C (Figuras 107-108) de M2 apresentaram sinais que
evidenciaram uma mistura de triterpenos e esteroides esterificados com acidos graxos. Dentre
estes sinais, podem ser destacados no espectro de RMN de *H (Figura 107), simpletos entre &
0,67-1,59 caracteristicos de grupos metilicos e uma sobreposi¢do de sinais em 6 5,34 ¢ 4,12
indicativos da presenca de hidrogénios em ligacdo dupla em triterpenos e esteroides. Além
disso, no espectro de RMN de **C (Figura 108) se observa sinais caracteristicos de carbonos
olefinicos entre 6 117,9-151,4 e de carbonilas de éster entre 6 173,7-174,4.

A mistura M2, ap0s ser submetida a uma reacdo de hidrdlise alcalina (Esquema 2, pag.
36), resultou na fase etérea (FE, 25,2 mg) contendo triterpenos e esteroides e na fase aquosa
contendo os acidos graxos (a-€) (Esquema 2, pag 36). A separacao dos triterpenos e esteroides
(FE) foi realizada por cromatografia em coluna de gel de silica, obtendo-se as misturas dos
triterpenoides (16+21) e dos esteroides (22+23).

O espectro de RMN de *H (Figura 109) de 16+21 (2,7 mg) apresentou sinais de grupos
metilicos entre & 1,68-0,74, sinais de hidrogénios em carbonos oximetinicos em & 3,24 (dd;
J=11,5e 4,2 Hz) atribuido a H-3 de 21 ¢ 6 3,18 (dd; J = 11,5 e 4,5 Hz) atribuido a H-3 de 16.
Além disso, obervou-se um multipleto em 6 5,47 atribuido a H-7 de 21 e dois dupletos em &
4,68 e 4,56 (J=2,4 Hz) caracteristicos de hidrogénios em ligacdo dupla gem-dissubstituida,
atribuidos a H-29a e H-29b de 16.
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Nos espectros de RMN de **C, DEPT 90° e 135° (Figuras 110-112), se observa na
regido de carbonos olefinicos os pares de sinais em & 117,8/147,6, caracteristicos do esqueleto
D:C-friedoleanan-7-eno do composto 21 e, 6 109,5/151,2 caracteristico do esqueleto lup-
20(29)-eno do composto 16 (OLEA e ROQUE, 1990). Adicionalmente, se verifica também a
presenca dos sinais de carbonos oximetinicos em & 79,3 (C-3 de 21) e 79,2 (C-3 de 16). Estes
dados comparados com os relatados na literatura (Tabela 14 e 16) permitiram identificar os
triterpenoides multiflorenol (21) e lupeol (16) (MAHATO e KUNDU, 1994).

O espectro de RMN de *H (Figura 113) da mistura de 22+23 mostrou simpletos entre &
0,68-1,00 correspondentes a grupos metilicos ligados a carbonos ndo hidrogenados. Um
multipleto em 6 3,52 atribuido ao hidrogénio em carbono oximetinico (C-3) e um dupleto em
8 5,35 (J=5,2 Hz) atribuido ao hidrogénio olefinico (H-6) em esterdides A°. Observou-se
ainda dois duplos dupletos de baixa intensidade em 6 5,02 e 5,15 (J=15,2 e 8,5 Hz) atribuidos
aos hidrogénios olefinicos H-22 e H-23 da cadeia lateral do composto 23.

Os espectros de RMN de **C, DEPT 90° e 135° (Figuras 114-116), apresentaram um
sinal em 6 71,9 atribuido ao carbono oximetinico C-3 e dois sinais em 6 1409 e¢ 121,9
referentes aos carbonos olefinicos C-5 e C-6 dos esteroides. Dois sinais de menor intensidade
em & 138,5 e 129,4 foram atribuidos aos carbonos olefinicos C-22 e C-23, confirmando a
presenca da substancia 23 na mistura. A comparacdo destes dados com o0s descritos na
literatura (Tabela 16) permitiram identificar os esterdides sitosterol (22) e estigmasterol (23)
(DE-EKNAMKUL e POTDUANG, 2003).

Os é&cidos graxos provenientes da reacdo de hidrolise alcalina foram metilados com
diazometano e analisados por CG-EM. Os espectros de massas obtidos comparados com os da
biblioteca Wiley 229, permitiram a identificacdo dos ésteres metilicos dos &cidos palmitico (a;
C16:0; 35,94%), margérico (b; C17:0; 2,45%), linoleico (c; C18:2; A%*%; 22,96%), oleico (d;
C18:1; A% 29,61%) e estearico (e; C18:0; 9,04%). A Figura 117 mostra o cromatograma de
ions monitorados (MIC) e, as Figuras 118-122 os espectros de massas dos esteres metilicos
dos &cidos graxos.

Assim, foi possivel verificar que M2 é constituida pelo palmitato, margarato, linoleato,
oleato e estereato de lupeila (16a-16e), multiflorenila (21a-21e), sitosterila (22a-22e) e
estigmasterila (23a-23e).

O composto 21b foi também identificado na subfracdo FH13-21, proveniente da
fracdo hexanica do extrato EtOH das folhas. Os espectros de RMN de 'H e B3¢ (Figuras 123-

124) mostraram-se consistentes com a presenc¢a do multiflorenol. O sinal de carbonila de éster
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em Oc 173,8, juntamente com os sinais de carbonos metilénicos entre d¢c 29,3-29,8 sugerem
que o multiflorenol estd esterificado com &cidos graxos saturados. A analise por
espectrometria de massas (APCI(+)-FTICR MS) (Figura 106) mostrou um ion em m/z
665,62432 [M+H]" (calculado para CsHgoO,, massa teorica: 665,623108; Erro=1.8 ppm)
consistente com a presenca do margarato de multiflorenila (21b).

Figura 106. Espectro de massas APCI(+)-FTICR MS da fracdo FH13-21.
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Tabela 16. Dados de RMN de *H e *3C de 21 (CDCls, 600 e 150 MHz) e 22+23 (CDCls, 400
e 100 MHz)

Deslocamentos quimicos 8. (ppm)

C 21 Acetato de multiflorenol* 22 Sitosterol* 23 Estigmasterol*
1 36,2 36,6 37,4 37,2 37,4 37,2
2 27,8 24,4 31,8 31,6 31,8 31,6
3 79,4 81,9 71,9 71,8 71,9 71,8
4 38,9 37,7 42,4 42,2 42 .4 42,2
5 50,2 50,2 140,9 140,7 140,9 140,7
6 24,3 24,0 121,8 121,7 121,8 121,7
7 117,9 1175 32,1 31,9 32,1 31,9
8 147,6 147,6 32,1 31,9 32,0 31,9
9 48,9 48,7 50,3 50,1 50,3 50,1
10 35,3 35,1 36,7 36,5 36,7 36,5
11 17,2 17,1 21,2 21,1 21,2 21,1
12 34,7 34,6 39,9 39,7 39,8 39,7
13 37,1 37,0 42,5 42,3 42 4 42,3
14 41,7 41,6 56,9 56,7 57,0 56,8
15 31,8 31,7 24,5 24,3 24,5 24,3
16 36,7 36,1 28,4 28,2 29,1 28,9
17 31,1 30,9 56,2 56,0 56,1 55,9
18 47,0 46,9 12,0 11,8 12,2 12,0
19 36,3 36,1 19,5 19,4 19,1 19,4
20 28,4 28,2 36,3 36,1 40,6 40,5
21 34,0 33,9 18,9 18,8 214 211
22 37,3 36,8 34,1 33,9 138,4 138,3
23 27,8 27,6 26,2 26,0 129,4 129,2
24 15,0 16,0 46,0 45,8 51,4 51,2
25 13,3 13,2 29,3 29,1 32,0 31,9
26 27,2 27,1 20,0 19,8 21,4 21,2
27 26,3 26,1 19,2 19,0 18,8 18,9
28 31,1 31,7 23,2 23,0 25,5 25,4
29 34,3 34,1 12,1 11,9 12,4 12,2
30 33,8 33,7 - - - -

*Dados em CDCls, relatados por MAHATO e KUNDU, 1994
*Dados em CDCls, relatados por DE-EKNAMKUL e POTDUANG, 2003.
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Figura 107. Espectro de RMN de *H de M2 (triterpenos e esteroides esterificados com acidos

21a-21e, 22a-22¢ e 23a-23¢) (CDClI3, 400 MHz)
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Figura 109. Espectro de RMN de *H de 16+21 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 110. Espectro de RMN de **C de 16+21 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 111. Expanséo (8 12-58) do espectro de RMN de **C de 16+21 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 112. Espectro de RMN de **C-DEPT 135° de 16+21 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 113. Espectro de RMN de *H de 22+23 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 114. Espectro de RMN de **C de 22+23 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 115. Espectro de RMN de **C-DEPT 90° de 22+23 (CDCl3, 400 MHz)

02STTe~
BET'EC ~

863EEE T
66£8'1€
8vL0°ZE
(£85°7E +
(8TTbE —
Thb0'9€ -7

660£°9€
TSTrLE \
S600°9% —

9P0€0S —

SSTT9S ~
¥5€6°95 -

8EL6'TL—

£L0£8'TCT —

DEPT 90

23 A2

150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95

8 8 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15

90

& (ppm)

Figura 116. Espectro de RMN de **C-DEPT 135° de 22+23 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 117. Cromatograma de ions monitorados (MIC) dos ésteres metilicos de acidos graxos
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Figura 118. Espectro de massas do palmitato de metila (a)
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Figura 120. Espectro de massas do linoleato de metila (c)
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Figura 121. Espectro de massas do oleato de metila (d)
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Figura 124. Espectro de RMN de *H de FH13-21 (CDCl;, 400 MHz)
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Mistura dos esteroides 3p-OH (M3)

22 A3
HO 5 23 A, A??
26

27 A*?

HO

A mistura M3 (115,6 mg) foi obtida como um sélido branco amorfo, a partir do grupo
CC24, proveniente da cromatografia em coluna de gel de silica da fragdo CHCI; do extrato
EtOH do caule (Esquema 3, pag. 39). A mistura dos compostos 22+23 foi também obtida do
grupo FH32, proveniente da cromatografia em coluna de gel de silica da fracdo hexanica do
extrato EtOH das folhas (Esquema 12, pag. 55).

Os espectros de RMN de *H e **C obtidos para a mistura M3 foram comparados com
0s descritos anteriormente para a mistura de 22+23 (Figuras 113-116), permitindo confirmar a
presenca do sitosterol (22) e estigmasterol (23) na mistura.

A mistura M3 foi analisada por CG-EM fornecendo o cromatograma de ions totais
mostrado na Figura 125. O cromatograma apresentou seis bandas, sendo o sitosterol (22) e
estigmasterol (23) e campesterol (24), os constituintes majoritarios e, o compestanol (25),
sitostanol (26) e A%-estigmastenol (27) os constituintes minoritarios. A Tabela 17 mostra o
tempo de retencdo (TR), area integrada, indice de similaridade (IS) e o pico do ion molecular
para 0os compostos identificados. Os compostos foram identificados por comparacdo dos
espectros de massas obtidos com os da biblioteca Willey 229 e por comparacdo com dados da
literatura. Os espectros de massas dos compostos identificados sdo mostrados nas Figuras
126-131.

Tabela 17. Esteroides (22-27) identificados por CG-EM

Compostos Tr (min) IS (%) Area (%) M*
Campesterol (24) 27,567 81 17,96 400
Campestanol (25) 27,736 79 1,17 402
Estigmasterol (23) 28,032 86 25,15 412

A*-Estigmastenol (27) 28,207 78 2,44 414
Sitosterol (22) 28,989 86 47,31 414
Sitostanol (26) 29,173 78 3,76 416
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Figura 125. Cromatograma de ions totais de M3 (22-27)
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Figura 126. Espectro de massas do campesterol (24) - M™ 400
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Figura 127. Espectro de massas do campestanol (25) - M™ 402
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Figura 128. Espectro de massas do estigmasterol (23) - M*™ 412
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Figura 129. Espectro de massas do A%*-estigmastenol (27) - M** 414
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Esteroide glicosilado

21, 27
18
26
OR 19
o}
RO oR
28 R=H
28a R=Ac

O composto 28 (4,4 mg) foi obtido como um sélido branco amorfo, a partir do grupo
B7, proveniente da cromatografia em coluna Strata C18 da fracdo AcOEt do extrato EtOH do
caule (Esquema 7, pag. 44).

O composto 28 foi identificado a partir de seu derivado acetilado (28a), obtido apds
tratamento com anidrido acético e piridina. O espectro de RMN de 'H de 28a (Figura 132)
apresentou sinais semelhantes aos observados para a mistura de 22+23 e, sinais adicionais
entre 6 3,67-5,20 tipicos de agucar, bem como simpletos entre & 1,98-2,05 caracteristicos de
hidrogénios metilicos em grupos acetato (ALVES et al., 2001).

A anélise do espectro de RMN de *C-DEPTQ 135 (Figuras 133-134, Tabela 18)
mostrou sinais caracteristicos do sitosterol (22), assim como um sinal de carbono anomérico
em 6 99,8 (C-1’) correlacionando no mapa de contornos gHSQC (Figura 135-136) com o
dupleto em oy 4,59 (J=8,0 Hz), evidenciando a presenca da B-glicose. O sinal do carbono
carbindlico em d¢c 80,2 é compativel com o deslocamento quimico do C-3 de esteroide
glicosilado (ALVES et al., 2001). A correlagdo no mapa de contornos gHMBC (Figura 137-
138) do sinal do hidrogénio anomérico (6 4,59) com o sinal de C-3 (6 80,2) confirma a
glicosilagdo nesta posigdo. Os grupos acetoxilicos foram confirmados pelos sinais em 6 20,8-
20,9 (CHs) e & 169,5-170,9 observados no espectro de RMN de *C-DEPTQ 135 (Figuras
133-134). Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios da glicose foram atribuidos pela
analise dos mapas de contornos, incluindo gCOSY (Figura 139) e sdo apresentados na Tabela
19.

Os dados do produto acetilado em comparagdo com os relatados na literatura (ALVES
et al., 2001; MACARI, EMERECIANO e FERREIRA, 1990) permitiram identificar o

composto 28 como o sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo (daucosterol).
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Tabela 18. Dados de RMN de *H e **C do composto 28a (CDCls, 600 e 150 MHz; & em ppm)

28a Tetracetato de 3-O-B-D-glicopiranosilsitosterol*
C/H Bc 'H Bc
1 37,3 37,2
2 29,8 29,5
3 80,2 349m 80,0
4 39,0 38,9
5 140,5 140,3
6 122,3 5,36 d (J=5,1 Hz) 122,0
7 32,1 31,8
8 32,0 31,8
9 50,3 50,2
10 36,8 36,5
11 21,2 20,9
12 39,9 39,7
13 42,4 42,3
14 56,9 56,7
15 24,4 24,2
16 28,4 28,1
17 56,2 56,1
18 12,0 0,67 s 11,9
19 19,5 0,98 s 19,2
20 36,3 36,0
21 19,2 18,7
22 34,1 34,0
23 26,1 26,1
24 45,9 45,8
25 29,3 29,1
26 18,9 19,7
27 20,0 18,9
28 23,2 23,0
29 121 11,0

*Dados em CDCl; relatados por MACARI, EMERECIANO e FERREIRA, 1990
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Tetracetato de 3-O-f-D-
glicopiranosilsitosterol*
13C
99,6
71,7
73,0
68,7
715
61,9

8,0 Hz)

9,7e8,0 Hz)
9,5 Hz)
.7 Hz)

9

12,2e 4,9 Hz)

12,2 e 2,4 Hz)

H

3,67 m

4.25dd (J

4,10 dd (3
1,98-2,05s

459d (J
20t(J
507t

5

28a
4,95dd (J

Bc
99,8
71,6
73,0
68,5
71,8
62,2

20,8-20,9
169,5-170,5

1’
2’
33
4°
5’
6’
=0
*Dados em CDCl; relatados por MACARI, EMERECIANO E FERREIRA, 1990

C/H

Tabela 19. Dados de RMN de *H e **C da glicose acetilada do composto 28a (CDCls, 600 e

150 MHz; & em ppm)
Figura 132. Espectro de RMN de *H de 28a (CDCl5, 600 MHz)
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Figura 133. Espectro de RMN de **C-DEPTQ 135 de 28a (CDCl3, 150 MHz)
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Figura 135. Mapa de contornos gHSQC de 28a (CDCls, 600 e 150 MHz)
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Figura 137. Mapa de contornos gHMBC de 28a (CDCl3, 600 e 150 MHz)
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Figura 139.

Mapa de contornos gCOSY de 28a (CDCls;, 600 MHz)
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Mistura dos cetoesteroides (M4)

A mistura dos compostos 29+30 (5,4 mg) foi obtida como um sélido branco amorfo, a
partir do grupo CC50, proveniente do fracionamento cromatografico em coluna de gel de
silica da fracdo CHCI; do extrato EtOH do caule (Esquema 4, pag. 40).

O espectro de RMN de *H (Figura 140) da mistura apresentou sinais caracterisiticos de
esteroides, sendo um multipleto em & 3,66, tipico do hidrogénio oximetinico H-3 e, sinais de
hidrogénios metilicos entre & 0,69-1,20. Adicionalmente, foram observados sinais de
hidrogénios olefinicos em & 5,69 (sl) atribuido a H-6 e dois duplos dupletos de menor
intensidade em 6 5,17 e 5,03 (J=15,2 e 8,6 Hz), tipicos dos hidrogénios H-22 e H-23 da
cadeia lateral de esteroides.

A anélise dos espectros de RMN de *C, DEPT 90° e 135° (Figuras 141-143, Tabela
20), mostrou um sinal de carbono carbinolico em 6 70,7, tipico de C-3 com 33-OH. Na regido
de carbonos olefinicos foram observados sinais entre 6 165,1/165,2 e 126,2/126,3 atribuidos a
C-5 e C-6 e, sinais de menor intensidade em & 138,1 e 129,5 confirmando a presenca da
ligagédo dupla em C-22 e C-23 do composto 30. Foi observado uma desblindagem de C-5 (6¢
165,1/165,2) quando comparado a 33-OH que ocorre aproximadamente em &¢ 140,0 devido
ao efeito de ressondncia da carbonila a,B-insaturada (DE-EKNAMKUL e POTDUANG,
2003). Este fato, aliado a presenca do sinal de carbonila de cetona em 8¢ 202,4, confirma que
a ligacdo dupla esta conjugada a carbonila. A comparacdo dos dados de RMN obtidos, com 0s
relatados na literatura (WANG et al., 2015; LI, GUO e LOU, 2013) confirmaram a posi¢do da
carbonila em C-7 e permitiram identificar os compostos 29 e 30 como o0s esteroides 7-

cetositosterol e 7-cetoestigmasterol respectivamente.
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Tabela 20: Dados de RMN de **C dos compostos 29+30 (CDCl3, 100 MHz)

Deslocamento quimico & (ppm)

¢ 29 7-cetositosterol* 30 7-cetoestigmasterol**
1 36,5 36,3 36,5 36,4
2 31,4 31,1 31,4 31,9
3 70,7 70,5 70,7 70,6
4 42,0 41,8 42,0 41,8
5 165,2 165,2 165,2 165,1
6 126,3 126,0 126,3 126,1
7 202,4 202,4 202,4 202,3
8 45,6 45,4 45,6 45,4
9 50,1 49,9 50,2 50,0
10 38,4 38,2 38,4 38,3
11 21,4 21,2 21,4 21,2
12 38,9 38,6 38,8 38,6
13 43,3 43,0 43,2 43,0
14 50,1 49,9 50,2 50,0
15 26,3 26,0 26,3 26,4
16 28,7 28,5 29,2 29,1
17 54,9 54,6 54,9 54,7
18 12,1 11,9 12,1 12,2
19 17,5 17,3 17,5 17,3
20 36,2 36,0 40,4 40,3
21 19,1 18,9 21,6 21,4
22 34,1 33,8 138,2 138,1
23 26,6 26,3 129,7 129,5
24 46,0 45,8 51,4 51,2
25 29,3 29,1 32,0 31,2
26 19,9 19,8 21,2 21,1
27 19,2 19,0 19,2 19,0
28 23,2 23,0 25,5 25,4
29 12,1 11,9 12,4 12,3

*Dados em CDClI; relatados por WANG et al., 2015; **Dados em CDClI; relatados por LI, GUO e LOU, 2013
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Figura 140. Espectro de RMN de *H de M4 (29+30) (CDCls, 400 MHz)
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Figura 142. Espectro de RMN de **C-DEPT 90° de M4 (29+30) (CDCls, 100 MHz)
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5.3.3. Identificacéo estrutural das saponinas triterpénicas

Saponina 31

O composto 31 (11,7 mg) foi obtido como um sélido branco amorfo, a partir da
subfragdo E (MeOH), proveniente da cromatografia em coluna Strata C18 da fragdo MeOH
do extrato EtOH do caule (Esquema 10, pag. 49).

O espectro de RMN de *H (Figuras 145-146) mostrou um sinal de hidrogénio olefinico
em & 5,26 (t; J=3,0 Hz) e sete simpletos entre & 0,81-1,17 caracteristicos de hidrogénios de
grupos metilicos, evidenciando a presenca de um triterpeno pentaciclico como aglicona.
Adicionalmente mostrou quatro sinais de hidrogénios anoméricos em 6 4,42 (d, J=7,4 Hz),
5,38 (sl), 5,36 (s) e 4,36 (d, J=7,8 Hz), os quais mostraram correlacGes no espectro gHSQC
(Figuras 151-153) com os sinais de carbonos anoméricos em & 105,6 (C-17), 101,8 (C-17),
95,7 (C-1"’) e 104,5 (C-17), respectivamente. O dupleto em 6 1,22 (J=6,0 Hz)
correlacionando com o sinal de carbono em 6 18,0 no espectro gHSQC, indica a presenca de
uma unidade de ramnose, enquanto as trés unidades de glicose foram identificadas pelos
sinais de carbonos oximetilénicos em d¢ 62,7 (C-6), 69,5 (C-6"") ¢ 62,8 (C-6"").

Os espectros de RMN de 3C, incluindo DEPT 90° e 135° (Figuras 147-150; Tabela
21) mostraram um sinal de carbono oximetinico em 90,3 (C-3) e de carbonila em & 178,1 (C-
28), além de sinais de carbonos olefinicos em & 123,8 (C-12) e 144,9 (C-13) tipicos de
triterpenoides com esqueleto olean-12-eno (OLEA e ROQUE, 1990). A sequencia das
unidades de acucar, incluindo as posi¢fes de ligacdo na aglicona foram determinadas pela
andlise dos espectros gCOSY (Figura 154) e gHMBC (Figuras 155-157). As correlacbes %
observadas do sinal em oy 5,38 (H-1") com 6¢ 78,9 (C-2’) e de oy 4,42 (H-1") com d¢ 90,3
(C-3) indicaram que a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosil esta ligada na posic¢éo C-3
da aglicona. Pela mesma razdo, o dissacarideo em C-28 foi identificado como B-D-

glicopiranosil-(1—6)-p-D-glicopiranosil pelas correlagdes observadas no mapa de contornos
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gHMBC dos hidrogénios anoméricos em 6 4,36 (H-1""") com & 69,5 (C-6") e de 6 5,36 (H-
1) com o sinal da carbonila em & 178,1 (C-28), indicando que o composto é uma saponina
do é&cido oleanodlico. A esterificacdo em C-28 (6 178,1) foi também evidenciada pela
blindagem observada para este carbono com relacdo ao acido oleanolico (15, 6 181,0). Os
dados de RMN de **C e os deslocamentos quimicos dos principais sinais de hidrogénio para o
composto 31 séo apresentados nas Tabelas 21 e 22.

A andlise por espectrometria de massas IT-MS com ionizacdo por electrospray no
modo negativo do composto 31 (Figura 144A), mostrou um ion em m/z 1087,8 [M-H]
consistente com a férmula molecular Cs4HggsO,, deduzida pelos dados de RMN. A
fragmentacdo MS/MS (Figura 144B) do ion precursor m/z 1087,8 [M-H] gerou o ion
fragmento m/z 765,3 [M-H-2Glc] resultante da perda de duas unidades de glicose (2x162 Da)
e 0 ion m/z 455,7 [M-H-Ram-Glc]’, condizente com a perda de uma unidade de ramnose (146
Da) e uma unidade de glicose (162 Da). O espectro MS?® do fon m/z 765,3 (Figura 144C)
gerou o fragmento com m/z 455,7 [M-H-Ram-GlIc]™ correspondente a aglicona. Os dados
obtidos por espectrometria de massas sdo consistentes com a estrutura proposta por RMN.

Os espectros de RMN de *H e *C do composto 31 foram primeiramente obtidos em
CD30D e a estrutura foi proposta com base nas correlagdes observadas nos mapas de
contornos gHSQC, gCOSY e gHMBC, porém ndo foram encontrados dados de RMN em
CD;OD para a estrutura proposta. Dessa forma, a analise de RMN de 'H e C
unidimensionais (Figuras 158-160; Tabelas 20 e 21), foi realizada em piridina-ds e 0s
resultados comparados com dados da literatura (SANTOS et al., 2007) permitiram confirmar

0 composto 31 como sendo a saponina triterpénica 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-

glicopiranosil-oleanato de 28-O-B-D-glicopiranosil-(1—6)-f-D-glicopiranosila.
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Tabela 21: Dados de RMN de *H e **C para o composto 31 (400 e 100 MHz; § em ppm)

31 (Piridina-ds) 31 (CD;0D)
C Literatura® Bc H Bc 4
1 39,3 39,5 40,1
2 27,1 27,3 27,2
3 89,2 89,4 3,37 (dd; J=11,7 e 4,0 Hz) 90,3 3,17
4 40,2 40,4 40,7
5 56,4 56,6 57,3
6 18,8 19,1 19,3
7 32,8 33,1 33,2
8 39,8 40,0 40,2
9 48,3 48,6 49,1
10 37,3 37,5 37,9
11 24,1 24,3 24,6
12 1232 1235 5,43 (sl) 1238 5,26 (t; J=3,0)
13 1445 144,7 144,9
14 42,5 42,7 42,9
15 28,6 28,8 28,9
16 23,7 23,9 24,0
17 42,4 47,5 48,1
18 42,0 42,2 3,21 (dd; J=13,5 e 4,0 Hz) 425 2,87 (dd; J=14,0 e 4,0 Hz)
19 46,6 46,8 47,2
20 31,1 31,3 31,5
21 34,4 34,5 34,9
22 33,4 34,5 34,0
23 28,4 28,6 1,27* (s) 28,5 1,07(s)
24 17,5 17,7 1,20 (s) 17,2 0,88 (s)
25 16,0 16,2 0,87 (s) 16,2 0,97 (s)
26 17,8 18,0 1,10 (s) 17,8 0,81 (s)
27 26,4 26,6 1,25* (s) 26,3 1,17 (s)
28 176,9 177,0 178,1
29 33,4 33,6 0,90 (s) 33,5 0,87 (s)
30 24,0 24,2 0,90 (s) 24,1 0,87 (s)

*Dados podem esta trocados; SDados em Piridina-ds para 3-O-a.-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosil-

oleanato de 28-O-B-D-glicopiranosil-(1—6)-p-D-glicopiranosila, relatados por SANTOS et al., 2007
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Tabela 22: Dados de RMN de *H e **C para o dissacarideo do composto 31 (400 e 100 MHz;

d em ppm)
31 (Piridina-ds) 31 (CD;0D)
C/H literatura® Bc i 13 Iy
r 105,7 105,9 4,95 (d; J=6,98 Hz) 105,6 4,42 (d; J=7,4 Hz)
2’ 80,2 80,4 78,9
3 78,8 78,9 78,0
4 72,5 72,7 72,0
5 78,5 78,6 78,0
6’ 63,2 63,4 4,56/4,50 (d; J=12,0 Hz) 62,7 3,87/3,68
1” 102,0 102,3 6,58 (sl) 101,8 5,38 (sl)
2” 72,7 72,9 72,0
3” 72,8 73,0 72,1
4” 74,4 74,6 74,0
5” 70,0 70,2 70,0
6” 19,0 19,2 1,73 (d; J=6,1 Hz) 18,0 1,22 (d; J=6,0 Hz)
1” 96,0 96,2 6,27 (d; J=8,0 Hz) 95,7 5,36 (S)
2°” 74,2 74,4 73,8
3 78,2 78,3 78,2
4” 71,2 71,4 70,9
5 78,3 78,5 77,8
6" 69,7 69,9 69,5 4,13/3,78 (d; J=11,4 Hz)
1 105,6 105,7 encoberto 104,5 4,36 (d; J=7,8 Hz)
2> 75,5 75,7 75,1
3 79,0 79,2 79,5
4 71,8 72,0 71,5
5 78,7 79,0 77,6
6> 62,9 63,1 4,74/4,35 (d; J=10,78 Hz) 62,8 3,85/3,66

*Piridina-ds; *MeOD; SDados em Piridina-ds para 3-O-o-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosil-oleanato

de 28-O-B-D-glicopiranosil-(1—6)-B-D-glicopiranosila, relatados por SANTOS et al., 2007
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Figura 144. Espectros de massas por ESI-ITMS no modo negativo do composto 31. (A) Full

scan (B) MS/MS e (C) MS?® do fon m/z 1087,8
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Figura 145. Espectro de RMN de *H de 31 (CD3;0D, 400 MHz)
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Figura 147. Espectro de RMN de **C de 31 (CD;0D, 100 MHz)
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Figura 149. Espectro de RMN de **C-DEPT 90 de 31 (CD30D, 100 MHz)
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Figura 151. Mapa de contornos gHSQC de 31 (CD3;0D, 400 e 100 MHz)
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Figura 152. Expansao (6 0,6-2,0) do mapa de contornos gHSQC de 31 (CD30D, 400 e 100
MHz)
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Figura 153. Expansao (6 2,8-4,5) do mapa de contornos gHSQC de 31 (CD30D, 400 e 100

MHZz)
gHSQC
r40
g Fs0
60
R —— — FEEs vgon )
= gpeeeeaes o h
== 90
100
r110
4‘.5 4‘.4 4‘.3 4‘.2 4‘.1 4‘.0 3‘.9 3‘.8 3‘.7 3‘.6 3‘.5 3‘.4 :;.3 3‘.2 3‘.1 3‘.0 2‘.9 2‘.8
5 (ppm)
Figura 154. Mapa de contornos gCOSY de 31 (CD3;0D, 400 MHz)
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Figura 155. Mapa de contornos gHMBC de 31 (CD30D, 400 e 100 MHz)
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Figura 156. Expansao (6 0,75-1,40) do mapa de contornos gHMBC de 31 (CD3;0D, 400 e
100 MHz)
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Figura 157. Expansao (6 3,1-4,5) do mapa de contornos gHMBC de 31 (CD30OD, 400 e 100

MHZz)
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Figura 159. Espectro de RMN de **C de 31 (CsDsN, 400 e 100 MHz)
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Figura 160. Expansdo (8 15-86) do espectro de RMN de *C de 31 (CsDsN, 400 e 100 MHz)
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Saponina 32

OH

O composto 32 (33 mg) foi obtido como um sélido branco amorfo, a partir da
subfracdo E (MeOH), proveniente da cromatografia em coluna Strata C18 da fracdo MeOH
do extrato EtOH do caule (Esquema 10, pag. 49).

O espectro de RMN de 'H de 32 (Figuras 161-162; Tabela 23-24) exibiu sinais para
sete grupos metilicos entre 6 0,86-1,26 (s) e um hidrogénio olefinico em 6 5,56 (sl, H-12), 0s
quais aliados aos sinais de carbonos olefinicos em 6c 123,5 (C-12) e 1454 (C-13),
apresentados no espectro de RMN de *C (Figura 163), sugerem que o composto apresenta
esqueleto olean-12-eno (OLEA e ROQUE, 1990). Adicionalmente, foram observados um
duplo dupleto em oy 3,36 (J=5,2 e 11,2 Hz; H-3) e um simpleto largo em oy 3,64 (H-19), os
quais apresentaram correlacdo no mapa de contornos gHSQC (Figuras 167-169) com os sinais
de carbonos oximetinicos em & 89,5 (C-3) e 6 81,8 (C-19), bem como um sinal de carbonila
de acido em oc 181,8 (C-28). A correlagdo no mapa de contornos gHMBC (Figuras 170-172)
entre as metilas em o 1,21 (s, H-29) e o6 1,14 (s, H-30) com o carbono oximetinico em 6 81,8
(C-19) sdo consistentes com a aglicona acido siaresinélico (MAHATO e KUNDU, 1994), em
que o sinal correspondente a C-3 € registrado em 6 78,2, porém, 0 sinal de C-3 observado para
32 foi em 6 89,5, sugerindo uma glicosilacdo nessa posicéo.

A presenca de duas unidades de acucar foi identificada a partir da observacao de dois
sinais de hidrogénios anoméricos em oy 4,97 (d, J=6,1 Hz, H-1") e 6,62 (sl, H-1"), 0s quais
correlacionaram no mapa de contornos gHSQC (Figura 169) com os carbonos anoméricos em
d¢c 106,0 (C-1") e 102,1 (C-17), respectivamente. O dupleto em 6y 1,76 (J=5,9 Hz; H-6")
correlacionando no mapa de contornos gHSQC (Figura 168) com o sinal de carbono metilico
em & 19,2 (C-6”) indica que uma das unidades de aglcar € a ramnose. O sinal de carbono
oximetilénico observado em 8¢ 63,4 (C-6) no espectro de RMN de **C (Figura 164) indica
que a outra unidade de acucar € a glicose. As correlacbes no mapa de contornos gHMBC
(Figura 172) entre o hidrogénio anomérico em oy 4,97 (H-1) e o carbono em d¢ 89,5 (C-3) e,
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entre 0 hidrogénio anomérico em oy 6,62 (H-1") e o carbono em d¢ 78,6 (C-2’) indicam que a
glicose esta ligada na posicdo C-3 da aglicona e a ramnose na posi¢do C-2’ da glicose. Para
atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios de cada unidade de agucar, foram
observadas também, as correlacbes no mapa de contornos gCOSY (Figuras 174-175) e nos
espectros TOCSY 1D (Figuras 176-178).

Os espectros TOCSY 1D (Figuras 176-177) obtidos pela irradiacdo dos hidrogénios
em oy 4,97 (d; J=6 Hz,; H-1") e 6y 4,58 (d; J= 7,6 Hz; H-6’) revelaram os sinais dos
hidrogénios da glicose, enquanto a irradiacao do hidrogénio em 6 4,72 (dd; J=1,7 e 5,9 Hz; H-
3”) mostrou os sinais dos hidrogénios da ramnose (Figura 178).

A multiplicidade dos carbonos foi definida pela analise dos espectros de RMN de **C,
DEPT 90° e 135° (Figuras 161-166) e mapa de contornos gHSQC. A analise exaustiva dos
espectros de RMN de *H e **C uni e bidimensionais obtidos em piridina-ds, permitiram
identificar a estrutura do composto 32 como sendo a saponina acido 3-O-a-L-ramnopiranosil-
(1—2)-B-D-glicopiranosil-3f3,19a-diidroxiolean-12-en-28-oico ~ (Eritrosaponina  A). Os
espectros de RMN de *H e 3C (Figuras 179-181, Tabelas 23-24) para este composto também
foram obtidos em CD3;OD e se mostraram consistentes com os relatados na literatura
(KAENNAKAM et al., 2018).

180



Tabela 23. Dados de RMN de *H e *C do composto 32 (8 em ppm)

E11-9-32 (CsDsN)

E11-9-32 (CD,0D)

Eritrosaponina A* (CD;0D)

C/H 13C 1H 13C 1H 13C lH
1 393  093m;1,38m 399  1,58m;1,60m 40,1 1,0m; 1,56 m
2 273  1,85m;228m 272 1,95m 274 1,69m; 1,93 m
3 895 3,36dd (52 11,2) 90,3  3,19dd (4,2, 11,7) 906  3,16dd (3,9, 11,6)
4 40,0 - 40,2 - 40,4 -
5 56,7 0,77d (8,1) 57,4 082m 57,6 0,79 m
6 192  1,38m;148m 19,5 1,59 m 19,7 1,42 m; 1,55 m
7 338  1,31m;148m 341  1,30m;152m 34,2 1,27 m; 1,50 m
8 40,5 - 40,7 - 40,9 -
9 48,7 1,80 m 49,2 1,74 m 49,2 1,72m
10 37,6 - 38,0 - 38,2 -
11 24,6 1,97 m 24,8 1,95 m 25,0 1,92m
12 1235 5,56 sl 124,9 5,32 sl 125,2 5,29 sl
13 1454 - 1446 - 1448 -
14 42,7 - 42,6 - 42,8 -
15 28,9 2,86m 29,5 1,0m; 1,77 m 29,7 1,0m: 1,72 m
16 29,7 2,16 m 28,6 2,28m 28,7 2,27 m
17 46,6 - 46,7 - 46,9 -
18 45,3 3,645l 45,2 3,1l 45,4 3,03l
19 81,8 3,645l 82,5 3,26d (2,9) 82,7 3,23d (3,2)
20 36,2 - 36,0 - 36,2 -
21 29,7 2,16 m 29,5 1,63m 29,7 1,60 m
22 342 1,48 m;222m 340  1,62m;1,77m 34,2 1,60m; 1,76 m
23 28,6 1,265 28,7 1,07s 28,9 1.04s
24 17,6 1,21s 17,1 0,88 17,3 0855
25 16,0 0,865 15,9 0,955 16,1 0,925
26 18,0 1,045 17,8 0,785 18,0 0745
27 25,4 167s 25,0 1,30s 253 1,28's
28 1818 - - - 182,5 -
29 29,4 121s 28,5 0,955 28,9 0925
30 25,4 1,145 252 0,97s 25,4 0,945

*KAENNAKAM et al., 2018.
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Tabela 24. Dados de RMN de *H e **C do dissacarideo do composto 32 (5 em ppm)

E11-9-32 (CsDsN)

E11-9-32 (CD,0D)

Eritrosaponina A* (CD;0D)

C/H 13C 1H 13C 1H 13C 1H
r 106,0 4,97d (6,1) 105,6 4,43d (7,4) 105,8 4,39d (7,3)
2 78,6 3,99 m 78,9 3,44 m 79,2 3,41 m
3 78,2 4,41 m 77,6 3,25 m 77,8 3,21m
4 73,0 4,19 m 72,1 3,30 m 72,3 3,27m
5 80,4 4,33 m 79,5 3,44 m 79,7 3,43m
6 63,4 4,58 d (7,6) 62,8 3,67dd (5,3, 118) 63,0  3,64dd(51,118)
4,40 m 3,86 dd (1,6, 11,7) 3,83dd (1,3, 11,8)
1” 102,1 6,62 sl 101,8 5,38 d (1,25) 102,0 5,35 sl
2” 72,7 4,90 s 72,0 3,97m 72,2 3,93 m
3” 730  4,72dd (1,7,59) 72,1 3,76dd (3,4,9,6) 72,4 3,73dd (3,1, 9,5)
4 74,6 4,38m 73,9 3,40 m 74,2 3,37m
57 70,1 4,83 m 69,9 3,99 m 70,2 3,97m
6” 19,2 1,76 d (5,9) 18,0 1,22d (6,2) 18,2 1,20d (6,1)
*KAENNAKAM et al., 2018,
Figura 161. Espectro de RMN de *H de 32 (CsDsN, 600 MHz)
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Figura 162. Expansdo (8 0,7-5,1) do espectro de RMN de *H de 32 (CsDsN, 600 MHz)
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Figura 163. Espectro de RMN de **C de 32 (CsDsN, 100 MHz)
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Figura 164. Expansdo (8 15-82) do espectro de RMN de *C de 32 (CsDsN, 100 MHz)
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Figura 166. Espectro de RMN de **C-DEPT 135° de 32 (CsDsN, 100 MHz)
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Figura 167. Mapa de contornos gHSQC de 32 (CsDsN, 600 e 100 MHz)
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Figura 168. Expansao (6 0,5-3,0 e 10-60) do mapa de contornos gHSQC de 32 (CsDsN, 600 e

100 MHz)
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Figura 169. Expansdo (6 3,3-5,8 e 40-130) do mapa de contornos gHSQC de 32 (CsDsN, 600

e 100 MHz)
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Figura 170. Mapa de contornos gHMBC de 32 (CsDsN, 600 e 100 MHz)
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Figura 172. Expansao (6 4,1-6,8 e 10-110) do mapa de contornos gHMBC de 32 (CsDsN,

600 e 100 MHz)
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Figura 174. Expansao (6 0,5-3,6) do mapa de contornos gCOSY de 32 (CsDsN, 600 MHz)
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Figura 176. Espectro de RMN *H-TOCSY 1D de 32 (CsDsN, 600 MHz)

E11-9-32 TOCSY 1D 4,58 ppm

_~4.58980
™-4.57034

4
L4

@ WO I @ M
O @
owmno [ a]
- Q) O DD
N g
FEE @Ee
NN

4
4

" TS L 3 ot Aot s bl Ll bl debt b AN YT
y ST TR i U o Ay
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2
& (ppm)
H 1
Figura 177. Espectro de RMN "H-TOCSY 1D de 32 (CsDsN, 600 MHz)
E11-9-32 TOCSY 1D 4,97 ppm SR BICSANRB 28
0 — DT ONNDNIO O
55 SRRANRI 83
<+ < TEFFFFTT 5 n
Y N R 4
|
|
I
L 4l b a1l A Wi Aot ad tndaanbi Al Tined Ny ! Andil A ™ Ak m
Wb oA o hy bt . i Ay o P
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 44 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6
3 (ppm)

190



Figura 178. Espectro de RMN H-TOCSY 1D de 32 (CsDsN, 600 MHz)
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Figura 180. Expansdo (8 0,7-4,2) do espectro de RMN de *H de 32 (CD;0D, 400 MHz)
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5.3.4. Identificacéo estrutural das cumarinas

H3CO_ 6 10 H3CO 6 10
2 2
HO™ 7 9 0 (0} HO™ 7 9 0 (0]

33 34 OCH3

O composto 33 (25,5 mg) foi obtido como cristais incolores na forma de agulhas e o
composto 34 (2,1 mg) como um s6lido amorfo amarelado. Estes compostos foram obtidos dos
grupos CC65 e CC82, provenientes do fracionamento cromatogréfico em coluna de gel de
silica da fracdo CHCI3 do extrato EtOH do caule (Esquema 4, pag. 40).

Os espectros de RMN de *H dos compostos 33 e 34 (Figuras 182e 189; Tabela 25)
apresentaram o mesmo padréo de sinais na regido de hidrogénios em carbonos sp?, sendo dois
dupletos em & 6,22/6,28 (J=9,4/9,5 Hz, H-3) e & 7,87/7,59 (J=9,4/9,5 Hz, H-4).
Adicionalmente, mostraram simpletos em & 6,65/7,12 e 3,92/4,08, com integragdo para um e
trés hidrogénios, respectivamente, indicativos de hidrogénios em anel aromatico e de
metoxilas. Os espectros de RMN de *C (Figuras 184 e 190; Tabela 25) apresentaram sinais
na regido de 6 103-164, caracteristicos do esqueleto cumarinico e sinais de metoxilas entre &
56-61.

A andlise conjunta dos espectros de RMN de *C, DEPT 90° e 135° (Figuras 184-186
e 190-191) e mapa de contornos gHSQC (Figuras 187 e 192) permitiram fazer a atribuicdo
dos sinais referentes aos carbonos hidrogenados (Tabela 25). A analise do mapa de contornos
gHMBC (Figuras 188 e 193) permitiu determinar a posi¢cdo da metoxila em C-6 para o
composto 33, pela correlagao do sinal em 6 3,92 com & 147,1 (C-6) e, das metilas em C-6 e C-
8 para o composto 34, pelas correlagdes dos sinais em & 3,93 com 6 144,7 (C-6) e de o 4,08
com 6 134,6 (C-8). A comparacdo dos dados obtidos com os relatados na literatura permitiu
identificar as cumarinas escopoletina (33) e isofraxidina (34) (LIN, YANG e CHOU, 2002;
PANICHAYUPAKARANANT et al., 1995).
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Tabela 25. Dados de RMN de *H e *3C dos compostos 33 (CD;0D, 400 e 100 MHz) e 34 (CDCls, 600 e 150 MHz)

Deslocamento quimico 6 (ppm)

33 Escopoletina* 34 Isofraxidina**
C/H 13C 1H 13C 1H 13C lH 13C 1H
1 164,1 - 164,0 - 160,8 - 160,6 -
3 1125 6,22 (d; J=9,4 Hz) 112,6 6,18 (d; J=9,5 Hz) 113,7 6,28 (d, J=9,5 Hz) 1135 6,28 (d, J=10 Hz)
4 146,1 7,87 (d; J=9,4 Hz) 146,1 7,83 (d; J=9,4 Hz) 1440 7,59 (d, J=9,5 Hz) 1438 7,60 (d, J=10 Hz)
5 109,9 7,12 (s) 110,0 7,09 (s) 103,3 6,65 (s) 103,2 6,66 (s)
6 147,1 - 147,1 - 1447 - 144.,6 -
7 153,0 - 152,9 - 143,2 - 143,0 -
8 104,0 6,78 (s) 104,0 6,75 (s) 134,6 - 134,5 -
9 1515 - 151,4 - 142,6 - 142,5 -
10 112,6 - 112,6 - 1114 - 111,2 -
6-OCHj, 56,8 3,92 (s) 56,8 3,90 (s) 56,4 3,93 (s) 56,5 3,94 (s)
8-OCHj, - - - - 61,9 4,08 (s) 61,6 4,09 (s)

*Dados em CD3;0D relatados por LIN, YANG e CHOU, 2002

**Dados em CDCl; relatados por PANICHAYUPAKARANANT et al., 1995
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Figura 185. Espectro de RMN de **C-DEPT 90° de 33 (CD;0D, 100 MHz)
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Figura 186. Espectro de RMN de **C-DEPT 135° de 33 (CDs0OD, 100 MHz)
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Figura 187. Mapa de contornos gHSQC de 33 (CD3;0D, 400 e 100 MHz)
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Figura 188. Mapa de contornos gHMBC de 33 (CD30D, 400 e 100 MHz)
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Figura 189. Espectro de RMN de *H de 34 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 190. Espectro de RMN de **C de 34 (CDCls, 150 MHz)

T0E9°9S —
88L°19 —

owvm.om
vowﬁ.mn W
0cLELL

TTCE'€0T —

¢SO TIT —
0T99°€TT —

€0T9PET —

WLSTHT
008TEPT ~\
6866°€HT -7
PEEL PPT

866£°09T —

13C

180 170 160 150 140 130 120 110 100

190

& (ppm)

198



Figura 191. Espectro de RMN de **C-DEPT 135° de 34 (CDCls, 150 MHz)
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Figura 192. Mapa de contornos gHSQC de 34 (CDClj3, 600 e 150 MHz)
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Figura 193. Mapa de contornos gHMBC de 34 (CDCl3, 600 e 150 MHz)
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5.3.5. Identificagio estrutural de compostos de outras classes

Naftoquinona

O composto 35 (44,2 mg) foi obtido como um solido laranja cristalino, a partir do
grupo CC13, proveniente do fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica da
fracdo CHCI;3 do extrato EtOH do caule (Esquemas 3, pag. 39).

O espectro de RMN de *H (Figura 194) de 35 apresentou um dupleto em & 3,30 (J=7,4
Hz; H-2’), um multipleto em 6 5,17 (H-1") e dois simpletos em 6 1,68 (H-4’) e 1,75 (H-5")
com integracdo para trés hidrogénios cada, caracteristicos de grupo prenila. Além destes,
mostrou também sinais de hidrogénios aromaticos, sendo dois duplos dupletos em & 8,11
(J=7,5¢e 1,0; H-5) e 8,06 (J=7,4 e 1,2; H-8) ¢ dois tripletos de dupletos em 6 7,74 (J=7,6 e
1,4; H-6) e 7,67 (J=7,5 e 1,3; H-7), bem como um simpleto em 7,33 referente a hidroxila
ligada a carbono sp? (Tabela 26).

Os espectros de RMN de °C (Figura 195) apresentou 15 sinais, sendo dois de
carbonos metilicos, um metilénico, cinco metinicos e sete carbonos ndo hidrogenados,
definidos pelos espectros DEPT 90° e 135° (Figura 196). Os sinais em 6 22,8, 119,8, 134,0,
18,0 e 25,9 confirmam a presenca do grupo prenila. Os sinais em 6 184,7 e 181,8 foram
atribuidos as carbonilas C-1 e C-4 respectivamente. Também se observou sinais na regido de
carbonos aromaticos entre 6 123,6-152,8 (Tabela 26). Estes dados comparados com 0s
relatados na literatura permitiram identificar o composto 35 como sendo a naftoquinona
lapachol (MOREIRA et al, 2006).
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Tabela 26. Dados de RMN de *H e **C do composto 35 (CDCls, 400 e 100 MHz; J em Hz).

Deslocamento quimico & (ppm)

cH 30 Lapachol*
13C lH 13C 1H
1 184,7 - 184,5 -
2 152,8 - 152,7 -
3 123,6 - 1235 -
4 181,8 - 181,7 -
42 133,0 - 132,9 -
5 126,2 8,11dd (7,5e1,0) 126,0 8,1dd (6,4¢e1,3)
6 135,0 7,741d (7,6 e 1,4) 134,8 7,7td (6,4¢e1,3)
7 133,0 7,671td(7,5e1,3) 132,8 7,7td (6,4e1,3)
8 126,9 8,06dd (7,4e1,2) 126,7 8,1dd (6,4e1,3)
82 129,6 - 129,4 -
1 22,8 3,30d (7,4) 22,6 3,30d (6,7)
2’ 119,8 517m 119,6 5,201 (6,7)
3 134,0 - 133,8 -
4 18,0 1,68s 17,8 1,655
5 25,9 1,79s 25,7 1,75s
OH-2 - 7,33s - 7,20 s

*Dados em CDCls, relatados por MOREIRA et al, 2006.
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Figura 194. Espectro de RMN *H de 35 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 195. Espectro de RMN **C de 35 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 196. Espectro (a) DEPT 135° e (b) DEPT 90° de 35 (CDCls3, 100 MHz)
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Y-pirona

0]
N
Hye 0N 0 Och,
(0] (0]
36

O composto 36 (5,7 mg) foi obtido como um s6lido laranja, a partir do grupo CC50,
proveniente do fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica da fracdo CHCI3 do
extrato EtOH do caule (Esquemas 4, pag. 40).

N&o foram encontrados na literatura os dados de RMN para o composto 36. Seu
espectro de RMN de H (Figura 197) apresentou somente dois simpletos em & 5,85 (H3/3’) e
3,82 (H-5/5") com integrag¢ao para um e trés hidrogénios, respectivamente, sendo este tltimo
caracteristico de grupo metoxila. O espectro de RMN de **C (Figura 198) mostrou cinco
sinais, sugerindo uma estrutura simétrica. Dois Sinais em 6 187,0 (C-4) e 176,8 (C-1/1’) sdo
de carbonilas, um em & 157,5 (C-2/2’) é de carbono sp® ndo hidrogenado ligado a oxigénio,
um em & 107,6 (C-3/3) de carbono metinico sp? (Figura 199) ¢ um em & 56,2 (C-5/5")
referente a metoxila.

A analise do mapa de contornos gHMBC (Figura 200, Tabela 27) mostrou correlacdes
de H-3/3’ (8 5,85) com C-4 (6 187,0), C-2/2° (8 157,5) e C-1/1" (3 176,8) e de H-5/5" (6 3,82)
com C-1/1" (6 176,8) e C-2/2’ (6 157,5). A analise dos dados de RMN permitiu identificar o
chelidonato de metila (36). Este composto ¢ o éster metilico do acido chelidonico, uma y-
pirona ja relatada na familia Rubiaceae (MARTINS e NUNEZ, 2015; SHEN et al., 2001).

Tabela 27. Dados de RMN de *H e **C do composto 36 (CDCls, 400 e 100 MHz)

Deslocamentos quimicos (ppm)

C/H Bc H gHMBC
1/1° 176,8 - H-3 (°J), H-5 ()
2/2° 157,5 - H-3 (4), H-5 (4)
3/3° 107,6 5,85 S -

4 187,0 - H-3 ()
5/5° 56,6 3,825 -
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Figura 197. Espectro de RMN de *H de 36 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 199. Espectro de RMN de **C-DEPT 90 de 36 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 200. Mapa de contornos gHMBC de 36 (CDCl3, 400 MHz)
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Tocoferol

O composto 37 (12,5 mg) foi obtido como um 06leo laranja, a partir do grupo FH15,
proveniente do fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica da fracdo hexanica
do extrato EtOH das folhas (Esquema 12, pag. 55).

O espectro de RMN de 'H (Figura 201) do composto 37 apresentou perfil
caracteristico de composto da classe dos tocoferdis, evidenciado pela presenca dos sinais entre
6 0,84-2,62. O simpleto em & 1,82 foi atribuido aos hidrogénios do grupo metilico ligado ao
carbono carbindlico (C-2), dois simpletos em & 2,11 (6H) e 2,16 (3H) sdo referentes as trés
metilas no anel aromatico, um tripleto em & 2,60 (2H) referente aos hidrogénios metilénicos
a-arila (H-4), dupletos entre & 0,83-0,88 (12H) correspondentes a quatro metilas ligadas a
carbono metinico e um simpleto em & 4,18 atribuido a hidrogénio de hidroxila em anel
aromatico.

A anélise dos espectros de RMN de **C, incluindo DEPT 135 © e 90° (Figuras 202-
205) permitiram verificar a presenca de sinais de carbonos metilicos entre 6 11,3-23,8, um
sinal em & 74,5 referente ao carbono carbindlico C-2 e seis sinais de carbonos em anel
aromatico entre & 117,5-145,7. A comparacdo dos dados obtidos (Tabela 28) com os
disponiveis na literatura (BAKER e MYERS, 1991) permitiram identificar o composto 37

como sendo o a-tocoferol.
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Tabela 28. Dados de RMN de **C do composto 37 (CDCl3,100 MHz)

Deslocamento quimico 8¢ (ppm)

C
37 a-Tocoferol*
2 74,5 74,5
3 31,6 31,5
4 20,7 20,8
5 118,5 118,5
6 144,5 144,5
7 121,0 121,0
8 122,6 122,6
9 145,5 145,6
10 117,4 117,3
1’ 39,8 39,8
2’ 21,0 21,1
3 37,5° 37,6°
4 32,7 32,7
5 37,4° 37,4
6’ 24,5 245
7 37,3 37,3
8 32,8 32,8
9 37,5 37,5°
10° 24.8 24,8
11° 39,4 39,4
12° 28,0 28,0
13° 22.6° 22,6°
2-CHjs 23,8 23,8
5-CH; 11,3 11,3
7-CHjs 12,2 12,2
8-CH; 11,8 11,8
4’-CHj 19,8 ~19,7
8°-CHj 19,7 ~19,7
12°-CHs 22,7° 22,7°

P Atribuicdes de deslocamentos intercambiéveis; *Dados em CDCl; relatados por BAKER e MYERS, 1991.
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Figura 201. Espectro de RMN de *H de 37 (CDCls, 400 MHz)
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Figura 203. Expanséo (8 10-42) do espectro de RMN de **C de 37 (CDCl3, 100 MHz)
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Figura 204. Espectro de RMN de **C-DEPT 90° de 37 (CDCls, 100 MHz)
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Figura 205. Espectro de RMN de **C-DEPT 135° de 37 (CDCls;, 100 MHz)
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ArilC1

7 1™OH
4

38

O composto 38 (1,7 mg) foi obtido como um solido branco a partir da subfracdo A,
proveniente do fracionamento cromatografico em coluna Strata C18 da fracdo AcOEt do
extrato EtOH do caule (Esquema 6, pag. 43).

O espectro de RMN de *H (Figura 206) do composto 38 apresentou apenas sinais na
regido de hidrogénios aromaticos, sendo dois tripletos em 6 7,48 (J=7,8 Hz) e 6 7,62 (J=7,4
Hz) atribuidos respectivamente aos hidrogénios H-3/H-5 e H-4 em acoplamento orto e, um
duplo dupleto em 6 8,12 (J=8,2 e 1,3 Hz) atribuido a H-2/H-6. A analise do espectro de RMN
de 3C e mapa de contornos gHSQC (Figura 208, Tabela 29) permitiu verificar a presenca de
dois sinais de carbonos nao hidrogenados em o 129,4 atribuido a C-1 e em 6 171,7 referente a
carbonila em C-1°. No mapa de contornos gHMBC (Figura 209) foi possivel observar
correlacBes de H-2/H-6 (6 8,12) com C-1 (6 129,4) e C-1” (6 171,4), H-3/H-5 (5 7,48) com C-
1 (5 129,4) e C-4 (5 133,9) e de H-4 (5 7,62) com C-2/C-6 (8 130,9) e C-3/C-5 (& 128.6). Os
dados de RMN obtidos comparados com os relatados na literatura permitiram identificar o
composto 38 como o &cido benzoéico (CORDEIRO et al., 2015).

Tabela 29. Dados de RMN de *H e *C do composto 38 (CDCls, 600 e 150 MHz; § em ppm)

C 38 Acido benzoico*
13C lH 13C 1H

1 129,4 - 129,0 -
2/6 130,3 8,12 dd (J=8,2 e 1,3 Hz) 129,3 8,13
3/5 128,6 7,48t (J=7,8 Hz) 128,5 7,5
4 133,9 7,62t (J=7,4 Hz) 1338 7,62

r 171,7 - 171,3 -

*Dados obtidos em CDCls, relatados por CORDEIRO et al., 2015
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Figura 206. Espectro de RMN de *H de 38 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 208. Mapa de contornos gHSQC de 38 (CDCl3, 150 MHz)
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Figura 209. Mapa de contornos gHMBC de 38 (CDCls3, 150 MHz)
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Poliol

OH OH
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H
HO N3 °
OH OH

39

O composto 39 (9,39 g) é um solido branco amorfo, obtido como precipitado a partir
da adigdo de MeOH aos extratos EtOH do caule e folhas (Esquemas 1 e 11, pag. 33 e 50).

O espectro no 1V (Figura 210) do composto 39 apresentou absorc¢des intensas em 3312
cm?, 2942 cm™ e 1082-1019 cm™, referentes a estiramentos O-H, C-H e C-O
respectivamente, indicativos de um composto poliidroxilado. O espectro de RMN de 'H
(Figura 211; Tabela 30) mostrou sinais em 6 4,47 (d, J=5,5 Hz), 4,43 (t, J=5,5 Hz) e 4,20 (d,
J=7,0 Hz), os quais ndo apresentaram correlacdo com sinais de carbono no espectro gHSQC
(Figura 214), permitindo atribui-los as hidroxilas OH-2/6, OH-1/5 e OH-3/4, respectivamente.

O espectro de RMN de *C (Figura 212; Tabela 30) apresentou apenas trés sinais
sugerindo uma estrutura simétrica e, a analise dos espectros DEPT 135° e 90° (Figura 213)
permitiram atribuir o sinal em & 64,0 a um carbono oximetilénico e os sinais em 6 71,5 e 69,9
a dois carbonos oximetinicos. Pelo mapa de contornos gHSQC (Figura 214) os sinais dos
hidrogénios associados ao carbono em & 64,0 aparecem em & 3,37 (m; H-1/6) e 6 3,61 (H-1/6)
e 0s hidrogénios H-2/5 e H-3/4 em & 3,44 (m) e 3,53 (t, J=7,4 Hz), respectivamente. Para 0
composto 39 foi realizada a analise de rotacéo especifica, utilizando fonte de Hg (A=546 nm),
obtendo-se [a]3° +8,7 ° (c 0,001, DMSO). Estes dados comparados com os da literatura
(Tabela 30) permitiram a identificacdo da substancia 39 como o D-(+)-manitol (PAULA,
1998).
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Tabela 30. Dados de RMN de *H e *C do composto 39 (400 e 100 MHz, DMSO-ds; & em

ppm).
34 D-manitol*
C/H 1H 13C 1H 13C
3,37 m 3,37 (M)
le6 3,61 (encoberto) 64,0 3,61 (ddd, J=10,7, 5,7 e 3,4 Hz) 63.7
2e5 3,44 m 69,9 3,45 (M) 69,6
3e4 3,53t (J=7,8 Hz) 71,5 3,54 (ddd) 71,2
OH-1/6 4,43 t (J=5,5 Hz; 2H) 4,32 (t, J =5,7 Hz)
OH-2/5 4,47 d (J=5,5 Hz; 2H) 4,39 (d, J=5,4 Hz)
OH-3/4  4,20d (J=7,0 HZ; 2H) 4,12 (d, J=7,0 Hz)

*Dados em DMSO-dg relatados por PAULA (1998).

Figura 210. Espectro no infravermelho (KBr) de 39
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Figura 211. Espectro de RMN de *H de 39 (DMSO-ds, 400 MHz)
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Figura 213. Espectro de RMN (a) DEPT 135° e (b) DEPT 90° do composto 39 (DMSO-ds,

100 MHz)
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5.4. Atividades biologicas de T. hispidula

5.4.1. Atividade antileishmania

A leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada, causada por protozéarios do
género Leishmania, os quais se apresentam nas formas promastigota (extracelular) e
amastigota (intracelular). Clinicamente, existem a forma cutdnea e mucocutanea da
leishmaniose que resultam em lesbes superficiais e, a forma visceral que ataca os érgdos
internos podendo levar a ébito (COCK et al., 2018).

A auséncia de vacinas e a toxicidade dos medicamentos atualmente usados para tratar
a leishmaniose, impulsiona a busca por novas substancias ativas provenientes de plantas
(COCK et al., 2018). Dessa forma, considerando a ocorréncia de atividade antileishmania em
plantas da familia Rubiaceae (ROCHA et al., 2015; MOREIRA, VIEIRA E BRAZ-FILHO,
2015; KATO et al., 2012, BALDE et al., 2010; AHUA, et al., 2007), o extrato, fracdes e 0s
compostos morindolideo (1) e chelidonato de metila (36) do caule de T. hipidula foram
investigados frente a formas prosmatigostas de Leishmania major. A Tabela 31 mostra os
resultados obtidos, os quais indicam que o extrato EtOH, as fracdes CHCI3, AcOEt e MeOH e
0s compostos 1 e 36 do caule, inibiram o crescimento de L. major. As fracdes CHCI;
(Cl50=26,25 pug mL™) e AcOEt (Cls=29,77 pug mL™) mostraram-se mais ativas que a fragdo
MeOH (Clsp=247,34 ug mL™) e o extrato EtOH (Cls,=105,19 pg mL™), evidenciando que o
fracionamento em coluna cromatogréafica filtrante concentrou a atividade antileishmania nas
fracdes CHCI3 e AcOEt e que a espécie possui compostos ativos com polaridades diferentes.

A atividade antileishmania da fracdo CHCI3 pode ser atribuida em parte ao chelidonato
de metila (36) mas, sobretudo, a outros compostos isolados desta fracdo que ja possuem
atividade antileishmania descrita na literatura, como o lapachol (Cls,=5,2+0,7 pg mL™), 4cido
acetiloleanélico (Clsp=5,0+0,1 puM), lupeol (Cls;=39,06 pg mL™) e mistura de sitosterol e
estigmasterol (Clsg=70+0 pg mL™), os quais foram testados frente a L. amazonensis (SOUZA
etal., 2017; SILVA et al., 2014; GNOATTO et al., 2008; LIMA et al., 2004).
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Tabela 31. Atividade antileishmania das amostras do caule T. hispidula frente a L. major

Amostras Clso em pg mL™

Extrato EtOH 105,19

Fracdo CHClI; 26,25

Fracdo AcOEt 29,77

Fracdo MeOH 247,34
Morindolideo (1) 424,20
Chelidonato de metila (36) 163,39
Anfotericina B (controle positivo) 1,74

5.4.2. Atividade inibidora de acetilcolinesterase

A doenca de Alzheimer é um dos distdrbios neurodegenerativos mais comuns e,
consiste na degeneracdo progressiva do tecido cerebral, influenciada pelo déficit de
acetilcolina (AJAY1 et al., 2019). Uma estratégia terapéutica importante no tratamento da
doenca sdo os inibidores de acetilcolinesterase (AChE), que atuam na restauracdo da funcéo
do receptor colinérgico (AJAYI et al., 2019; MURRAY et al., 2013).

Os compostos naturais derivados de plantas sdo considerados uma fonte potencial de
novos inibidores. A maioria dos inibidores potentes disponiveis sdo alcaloides, porém,
compostos como esteroides, terpendides, flavonoides e compostos fendlicos também sdo
conhecidos por inibir a acetilcolinesterase (MURRAY et al., 2013). O fato de muitos
inibidores da AChE causarem sérios efeitos colaterais demonstra a necessidade de se procurar
por substancias mais eficazes e seguras para o tratamento deste disturbio.

Na busca por novos inibidores da enzima acetilcolinesterase, foi realizada uma
avaliacdo qualitativa dos extratos e fracdes de T. hispidula. O extrato EtOH do caule (EEC) e
as fracOes cloroformica (FCHCI5), acetato de etila (FACOEt-caule) e metandlica (FMeOH) do
caule, bem como o extrato EtOH das folhas (EEF) e as fracdes hexanica (FHex), acetato de
etila (FACOEt-folhas) e aquosa (FA) das folhas de T. hispidula foram avaliados. Na
cromatoplaca apareceram manchas brancas sob fundo amarelo para o EEF, FHex e FACOEt
das folhas e para a FCHCI3 do caule, indicando inibi¢cdo da enzima acetilcolinesterase.
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Figura 218. Cromatoplaca do ensaio de inibigdo da enzima acetilcolinesterase do caule e
folhas de T. hispidula. Legenda: padrdo cafeina (P), EEC (1), FCHCI; (2), FAcOEt-caule (3),
FMeOH (4), EEF (5), FHex (6), FAcOEt-folhas (7) e FA (8)

5.4.3. Consideracgdes gerais e atividades biologicas dos constituintes quimicos de T.

hispidula

Antes da realizagdo deste estudo n&o havia na literatura relato de constituintes
quimicos de T. hispidula, de forma que os compostos relatados para esta espécie estdo sendo
descritos pela primeira vez neste trabalho ou foram publicados a partir deste estudo (SOUSA
etal., 2019; SOUSA et al., 2018).

Com excecdo da genipina (4b), a-gardiol (2a) e B-gardiol (2b), gardenosideo (7),
acido ursdlico (14), B-amirina (17), sitosterol (22), estigmasterol (23), escopoletina (33) e D-
manitol (39), todos os demais compostos estdo sendo descritos pela primeira vez no género
Tocoyena. O palmitato e estearato de multiflorenila (21a e 21e), margarato, linoleato, oleato e
estearato de lupeila (16b-16e), margarato, oleato e estearato de sitosterila (22b, 22c e 22¢),
oleato e estearato de estigmasterila (23d e 23e), chelidonato de metila (36) e 3-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosil-oleanato de 28-O-B-D-glicopiranosil-(1—6)-p-D-
glicopiranosila (31) estdo sendo descritos pela primeira vez na familia Rubiaceae, como
resultado desta pesquisa (SOUSA et al., 2019; SOUSA et al., 2018).

O estudo quimico da espécie T. hispidula possibilitou o isolamento e/ou identificacdo
de constituintes quimicos da classe dos iridoides, triterpenoides, esteroides, saponinas
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triterpénicas, cumarinas ¢ outros (diterpenoide, naftoquinona, y-pirona, tocoferol, arilC-1 e
poliol).

A partir de T. hispidula foram obtidos iridoides simples (1-4b) e iridoides glicosilados
(5-9), destes compostos, a genipina (4b) e o geniposideo (9) se destacam pelas varias
atividades bioldgicas descritas na literatura (Quadro 2). A genipina (4b) é utilizada como
corante para alimentos e cosméticos e como agente de reticulacdo para aplicagdes bioldgicas
(NERI-NUMA et al., 2017; Yang et al., 2011). O geniposideo (9) ¢ o glicosideo da genipina,
isolado e identificado em cerca de 40 espécies vegetais, a maioria das quais séo fitoterapicos
tradicionais e/ou vém da familia Rubiaceae (SHAN et al., 2017). Para a mistura
estereoisomérica de 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11a-ato de metila (3a) e 10-hidroxi-1-oxo-7-
irideno-11p-ato de metila (3b), sé foi encontrado um registro de isolamento e identificagdo a
partir da espécie Gardenia jasminoides (RAGASA, PIMENTA e RIDEOUT, 2007).
Entretanto, Kinuthia et al. (2012) relata a ocorréncia de 3b no extrato diclorometano das
sementes de Gardenia volkensii. Nao foram encontrados nas bases de dados pesquisadas,
relatos de atividades biologicas para 3a+3b. O morindolideo (1) é um 11-noriridoide,
resultante da perda de C-11. Os derivados de 11-noriridoide-1,3-olideo sdo raramente
encontrados de fontes naturais (BAN et al., 2013). A ocorréncia de iridoides na espécie T.
hispidula esta em concordancia com a sua classificacdo na subfamilia Ixoroideae, uma vez
que os iridoides sdo marcadores quimiotaxonémicos desta subfamilia.

Os triterpenoides s&o um grupo de compostos com grande diversidade estrutural,
compreendendo cerca de 100 esqueletos distintos e mais de 30.000 compostos identificados
(MUFFLER et al., 2011; XU, FAZIO e MATSUDA, 2004). Os triterpenoides pentaciclicos
sdo uma das principais categorias de triterpenos, para 0s quais sdo descritos importantes
atividades bioldgicas, tais como, anti-inflamatoria, antitumoral, regulacdo imune e protecdo
do figado (XU et al., 2018). O estudo fitoquimico de T. hispidula possibilitou o isolamento
e/ou identificacdo do esqualeno (10), precursor de triterpenos e esteroides, bem como de
triterpenoides com esqueleto lupano (11 e 16), olean-12-eno (12, 15 e 17), urs-12-eno (13 e
14), olean-14-eno (18), olean-18-eno (19) e D:C-friedooleanano (21) (MAHATO e KUNDU,
1994). O esqualeno (10) é sintetizado por plantas, bactérias, fungos e animais e foi obtido pela
primeira vez do 6leo de figado de tubardo (Squalus sp.) (DEWICK, 2009; LOZANO-
GRANDE et al., 2018). Varios estudos tém confirmado os beneficios nutricionais, medicinais
e farmacéuticos do esqualeno (LOZANO-GRANDE et al., 2018). Todos os triterpenoides

obtidos de T. hispidula apresentam atividades bioldgicas descritas na literatura (Quadro 2),
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sendo que a maioria apresenta atividade anti-inflamatoria. Os triterpenoides sdo amplamente
distribuidos em todas as subfamilias de Rubiaceae (MARTINS e NUNEZ, 2015).

Os triterpenoides sdo tambem obtidos na forma de glicosideos, sendo denominados de
saponinas triterpénicas. A partir da fracdo MeOH do extrato caule de T. hispidula foram
obtidas duas saponinas triterpénicas, denominadas de 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D-
glicopiranosil-oleanato de 28-O-B-D-glicopiranosil-(1—6)-3-D-glicopiranosila  (31) e
eritrosaponina A (32). Kaennakam et al. (2018) e Huang et al. (2014) avaliaram o potencial
anti-inflamatorio dos compostos 31 e 32, demonstrando que estes nao inibiram a producao de
NO em células RAW264.7. A eritrosaponina A (32) foi também avaliada in vitro quanto a sua
citotoxicidade frente as linhagens de células KB (carcinoma epidermoide humano) e HeLa S3
(adenocarcinoma de colo de utero humano), porém ndo apresentou citotoxicidade frente a
estas linhagens (Kaennakam et al., 2018). Para o composto 31 foram encontrados apenas dois
registros de isolamento e identificacdo a partir das espécies Cordia piauhiensis
(Boraginaceae) e Anemone flaccida (Ranunculaceae), porém este € o primeiro relato na
familia Rubiaceae (SANTOS et al., 2007; HUANG et al., 2014). O composto 32 foi obtido
anteriormente somente a partir da espécie Gardenia erythroclada (Rubiaceae), sendo este seu
segundo relato de isolamento e identificacdo (KAENNAKAM et al., 2018). Nao foram
encontrados nas bases de dados pesquisadas, relatos de atividade bioldgica para as saponinas
3le32.

Os esteroides sdo metabdlitos derivados de triterpenos tetraciclicos e possuem de 27 a
29 4tomos de carbonos. So encontrados em plantas, animais, fungos e algas, na forma livre,
glicosilada ou esterificada com 4acidos graxos (DEWICK, 2009; OGBE et al., 2015). Os
esteroides produzidos por plantas sdo denominados de fitoesterois e sdo constituintes das
membranas celulares. Mais de 250 tipos diferentes de fitoesterois tém sido relatados em
plantas, sendo conhecidos por inibirem a absorcdo do colesterol e o crescimento de células
cancerigenas, além de possuirem efeitos anti-artereoscleroticos e anti-inflamatorios, tornando-
se importantes como suplementos em alimentos funcionais (GAO et al., 2015; SAEIDNIA et
al., 2014). A partir de T. hispidula foram obtidos uma mistura dos esteroides sitosterol (22),
estigmasterol (23), campesterol (24), campestanol (25), sitostanol (26) e A%*-estigmastenol
(27), sendo os compostos 22-23 os fitoesterois mais abundantes no reino vegetal (ROCHA et
al., 2011); uma mistura de 7-cetositosterol (29) e 7-cetoestigmasterol (30), compostos
resultantes de processos de oxidagdo do sitosterol e estigmasterol (GAO et al, 2015); o

esteroide glicosilado sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo (28) e esteroides esterificados com
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acidos graxos (22a-22e e 23a-23e). O Quadro 2 apresenta as atividades bioldgicas descritas
na literatura para os esteroides 22-24 e 28-30. N&o foram encontradas atividades bioldgicas
descritas para 0s compostos 25-27, provavelmente porque estes sdo geralmente obtidos em
mistura.

Outro grupo de compostos biologicamente ativos obtidos de T. hispidula foram as
cumarinas (DETSI et al., 2017). Estas sdo amplamente distribuidas em plantas, na forma livre
ou glicosilada e comumente encontradas nas familias Umbellifereae e Rutaceae (LI, YAO e
LI, 2017; DEWICK, 2009). As cumarinas escopoletina (33) e isofraxidina (34) apresentam
varias atividades biologicas descritas na literatura, as quais s&o relatadas no Quadro 2.

Também foram obtidos de T. hispidula os compostos E-fitol (20), lapachol (35),
chelidonato de metila (36), a-tocoferol (37), acido benzoico (38) e D-(+)-manitol (39). O E-
fitol € um diterpenoide encontrado em abundancia na natureza e produzido por plantas, algas
e bactérias. E obtido como um o6leo e possui potencial para aplicagdes na indUstria
farmacéutica e biotecnolégica (ISLAM et al., 2018). O E-fitol possui varias atividades
bioldgicas, como mostra 0 Quadro 2. O lapachol (35) é uma naftoquinona isolada de varias
espécies de plantas da familia Bignoniaceae, especialmente do Ipé roxo (Tabebuia
avellanedae), uma das mais belas arvores da flora brasileira. E um composto que apresenta
um vasto espectro de indicacdo terapéutica, demonstrado por suas varias atividades bioldgicas
(Quadro 2) (ARAUJO, ALENCAR e NETO, 2002; EPIFANO et al., 2014).

O chelidonato de metila (36) ¢ uma y-pirona que possui atividade anti-alérgica e foi
relatada pela primeira vez de fonte natural em Senna spectabilis (Leguminosae). Este é o
primeiro relato deste composto na familia Rubiaceae, o qual apresentou atividade
antileishmania frente a promastigotas de L. major (Quadro 2) (SOUSA et al., 2019).

O a-tocoferol (37) é um antioxidante lipossoluvel que previne a oxidacgdo lipidica em
membranas bioldgicas e a forma mais comum e biologicamente ativa da vitamina E, termo
usado para descrever todos os tocoferois e tocotriendis que qualitativamente exibem a mesma
atividade bioldgica do a-tocoferol. A principal reserva de vitamina E sdo 0s 0leos vegetais
(UCHIHARA et al., 2018; ENGIN, 2009; WANG e QUINN, 1999). Além da atividade
antioxidante, o a-tocoferol possui outras atividades biologicas, como mostra o Quadro 2.

O é&cido benzoico (38) é estruturalmente simples, ocorre naturalmente em plantas e
tecidos de animais e pode também ser produzido por microorganismos (OLMO, CALZADA e
NUNEZ, 2015). Nas plantas é precursor de um amplo conjunto de metabdlitos primarios e

secundéarios (QUALLEY et al., 2012). E sintetizado industrialmente e usado como
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conservante e agente aromatizante em produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos
(OLMO, CALZADA e NUNEZ, 2015).

O D-(+)-manitol (39) é um poliédlcool de docura relativa a sacarose igual a 0,7,
encontrado em vegetais, exsudatos de arvores e algas marinhas (SIZER e WHITNEY, 2003).
E utilizado na industria farmacéutica como excipiente em comprimidos, na medicina como
diurético osmotico, na industria alimenticia em produtos dietéticos, pastilhas e chicletes, e na
sintese organica de produtos naturais (OLIVEIRA et al., 2009). O D-manitol é comumente
obtido de espécies da familia Rubiaceae e ja foi descrito no género Tocoyena, na espécie T.
selloana (Rocha, 2009).

As atividades biologicas descritas para as substancias obtidas de T. hispidula sugerem
que esta espécie possui um grande potencial biologico. O isolamento e identificacdo de
compostos pouco relatados na literatura e/ou sem atividade descrita, demonstram a

necessidade de mais estudos para verificacdo do potencial destes compostos.

Quadro 2. Atividades bioldgicas de compostos obtidos de T. hispidula

Substancias Atividades Referéncia

anti-inflamatoria, antimicrobiana,
SOUSA et al., 2019; BAPELA,

Morindolideo (1) 2016; TAN et al., 2014

antimalérica, citotoxica,

antileishmania

CHAIPUKDEE et al., 2016

a-gardiol (2a)+B-gardiol (2b) DREWES et al.. 1999

citotoxica, antifingica

anti-inflamatdria, anticancerigena,
SHANMUGAM et al., 2018;

RAMOS-DE-LA-PENA et al.,
2016; SON et al., 2015; KIM,
JEONG e MOON, 2012;
LELONO et al., 2009

antiproliferativa, hepatoprotetora,
o antioxidativa, antidiabética, antiviral,
Genipina (4b) ) . ) .
antibacteriana, antitrombdtica,
neuroprotetora, antidepressiva,

antifungica

6a-hidroxigeniposideo (5)

Neuritogénica; imunossupressora,
antinociceptiva, proliferativa de

células, hipoglicémica

DING et al., 2015; CHEN et al.,
2012; CHIBA et al., 2006;
MIURA et al., 1996

6B-hidroxigeniposideo (6)

Neuritogénica, antimelanogénica

AKIHISA et al., 2010; CHIBA et
al., 2006

Gardenosideo (7)

Inibidora de esteatose e a-glicosidase

HUA et al., 2018; LIANG, et al.,
2015

Ester metilico shanzhisideo (8)

Antiflingica

SILVA et al., 2008
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Quadro 2. Continuagao

Geniposideo (9)

Anti-inflamatoria, antidiabética,
antioxidante, neuroprotetora,
hepatoprotetora, coletérica,
imunomoduladora, antitumoral,
cardiocerebrovascular, anti-alérgica,
antidepressiva, anti-enterovirus, anti-
hipopigmentacdo, anti-hiperuricemica,
anti-osteoporose, antitrombotica,

antifibrética, antiflngica, coletérica

PAN et al., 2018; SHAN et al.,
2017; SHAN et al., 2017;
LELONO et al., 2009

Esqualeno (10)

Antitumoral, antioxidante, radioprotetora,
cardioprotetora, estimulante do sistema
imune, anti-inflamatoria, anti-

artereosclerose, anticancer

LOZANO-GRANDE et al.,
2018; XU, MA e WANG,
2016; NEWMARK, 1999

Lupenona (11)

Antidiabética, anti-inflamatéria, antiviral,

anticancer, inibidora do BACE1

XU etal., 2018; KOIRALA et
al., 2017

Acido acetil oleanélico (12)

Indutora da apoptose em células HCT-116,
anti-angiogénica, inibidor da
linfangiogénese, citotoxica, inibidora de
COX-1 e COX-2, anti-hiperglicémica

HWANG-BO et al., 2018; CUI
etal., 2013; YOO et al., 2012;
WANG et al.,, 2012; RIOS e
AGUILAR-GUADARRAMA,
2006; NARVAEZ-
MASTACHE et al., 2006

Acido rotungénico (13)

Antibacteriana, inibidora da enzima

tirosina fosfatase 1B,

NGUYEN et al., 2017,
THUONG et al., 2008;

Acidos ursdlico (14)

Anti-inflamatoria, antiprotozoaria,
antimutagénica, citotoxica, antitumoral,
antimicrobiana, antidiabética, anti-
hiperlipidémica, cardioprotetora,
hepatoprotetora, nefroprotetora,
neuroprotetora, gastroprotetora, anti-
asmatica, anti-horménio, anti-artrite,

osteoprotetora,

KASHYAP, TULI e SHARMA
2016; FAN et al., 2011

Acido oleanolico (15)

Anti-inflamatdria, cardioprotetora,
hepatoprotetora, gastroprotetora,
antitumoral, antiviral, antidiabética,
antiparasitéria, analgésica, inibidora da
apoptose em células cancerigenas,
antiprotozoaria, antimutagénica,

citotoxica, anti-ulcerogénica, anti-HIV

SHANMUGAM et al., 2014;
FAN et al., 2011
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Quadro 2. Continuagao

Lupeol (16)

inibidora do BACEL1, anti-
inflamatoria, anti-artrite,
antidiabética, antimicrobiana,
antiprotozoario, anticancer,
cardioprotetora, hepatoprotetora,
nefroprotetora, anti-angionénica,
antioxidante, antituberculose, anti-

HIV, hepatotoxica, imunomoduladora

KOIRALA et al., 2017; DAS et

al., 2017; SOARES et al., 2017,

RAO et al., 2017; SIDDIQUE e
SALEEM 2011

B-amirina (17)

Inibidora da agregagdo plaquetaria,
anti-irritante, anti-inflamatoria,
antifibrotica, antimicrobiana,
antinociceptiva, anti-apoptética,
neuroprotetora, inibidora de AChE,

gastroprotetora, antidepressiva

ASKARI et al., 2018;
MOSTAFA 2018; TRIRUPATHI
etal., 2016; ABDEL-RAOQOUF et

al., 2015

Taraxerol (18)

Antitumoral, anti-inflamatoria,
inibidora de COX, inibidora da
AChE, antimicrobiana, antidiabética,

anticancer, citoprotetora

BERTE et al., 2018; YAO e BAI,
2017; SHARMA e ZAFAR, 2015

Germanicol (19)

Citotoxica, antibacteriana,

antifungica

RAGASA, ESPINELI e SHEN,
2014; RAGASA, ESPINELI e
SHEN, 2011

Multiflorenol (21)

Inibidora de EBV-EA

AKIHISA et al., 2001

E-fitol (20)

Ansiolitica, moduladora do
metabolismo, citotoxica,
antioxidante, inducédo de autofagia e
apoptose, antinociceptiva, anti-
inflamatéria, imunomoduladora,
antimicrobiana, antitumoral,

antiproliferativa

ISLAM et al., 2018;
SAKTHIVEL, MALAR e DEVI,
2018

Sitosterol (22)

anticancer, anti-inflamatoria,
antibacteriana, antioxidante,
antidiabética; antifungica,
antitérmica, antimutagénica,
antimicrobiana, antiangiogénica,
citotdxica, inibidora de
acetilcolinesterase, inibidora da o-

glicosidase

BAHADORI et al., 2016;
LOMENICK et al., 2015;
PIERRE e MOSES, 2015;
SAEIDNIA et al., 2014;
TABUSSUM et al., 2013;
RATHEE et al., 2012; SEN et al.,
2012; GUPTA et al., 1980; CHOI
etal., 2002; BELTRAME et al.,
2002; KIPRONO et al., 2000
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Quadro 2. Continuagao

Estigmasterol (23)

antiangiogénica, anticancer,
antioxidante, antiosteoartrite,
citotdxica, antitumoral,
antimutagénica, anti-inflamatoria,
antidiabética, analgésica, antifingica,

anticolinesterasica

KANGSAMAKSIN et al., 2017;
GADE et al., 2017; WANG et al.,
2017; PIERRE e MOSES, 2015;
GITHINJI et al., 2012; MBAMBO
etal., 2012; KAUR et al., 2011

Campesterol (24)

antiangiogénica

SAEIDNIA et al., 2014

Sitosterol-3-O-3-D-

glicopiranosideo/Daucosterol

Anticancer, proliferativa de células-
tronco neurais, anti-inflamatoria,
imunomoduladora, inibidora da

proliferacdo de células cancerigenas,
inibidora de acetilcolinesterase,

EVINA etal., 2017; RAJAVEL et
al., 2017; BAHADORI et al., 2016;
CHUNG etal., 2016; ZHAO et al.,
2015; JIANG et al., 2014;
TABUSSUM et al., 2013;

(28) neuroprotetora, antitubercular, CALZADA, CERVANTES-
inibidora da a-glicosidase, MARTINEZ e YEPEZ-MULIA,
antiprotozoaria 2005
7-cetositosterol (29) Citotéxica, pré-inflamatdria GAOetal, 2?12;0,:\3LEMANY o

7-cetoestigmasterol (30)

citotoxica, antiviral

MARINHO et al., 2016;
ALEMANY et al., 2012;

Escopoletina (33)

Citotdxica, anti-hipertensiva
analgésica, antileishmania,
antibacteriana, antiflngica,

anticancerigena, anti-hiperglicémica,
anti-hiperlipidémica, espasmolitica,
anti-inflamatoria, antioxidante,
antiproliferativa, anticolinesterasica,
anti-hipouricémica, antitumoral,
antiangiogénica, antiviral; inseticida,
alelopatica, hepatoprotetora

LUO etal., 2018; HE et al, 2017,
SHIN et al., 2017;
KHUNNAWUTMANOTHAM et
al., 2016; VERMA et al., 2013;
GNONLONFIN, SANNI E
BRIMER 2012; TANG et al.,
2012; IVERSON et al., 2010;
SIATKA e KASPAROVA, 2008;
TSUKAMOTO, HISADA E
NISHIBE, 1985

Isofraxidina (34)

antibacteriana, antioxidante, anti-
inflamatéria, antitumoral,
antialérgica, anticancerigena, anti-

estresse, colagogica, antifadiga

NIU etal., 2012; XIAO et al., 2009
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Quadro 2. Continuagao

Lapachol (35)

Antitumoral, antimetastase,
antiflngica, antiviral, anti-
inflamatoria, antiparasitaria,
antileishmania, moluscicida,
larvicida, analgésica, antibidtica,

antiulcerogénica, espasmolitica

ARAUJO et al., 2019; SOUSA et
al., 2019; MATA-SANTOS et al.,
2015; HUSSAIN et al., 2007;
ARAUJO et al., 2002

Chelidonato de metila (36)

Anti-alérgica, antileishmania

MALLAIAH etal., 1984

a-tocoferol (37)

Antitumoral, antioxidante, anti-
inflamatdria, antidiabética,

neuroprotetora, hipocolesterolémica

NOGUCHI et al., 2018;
UCHIHARA et |, 2018; PILAR et
al., 2017; SINGH e JIALAL, 2004
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6. COSIDERACOES FINAIS

O estudo fitoquimico dos extratos EtOH do caule e folhas de Tocoyena hispidula
resultou no isolamento e/ou identificacdo de 62 compostos, sendo os iridoides, triterpenoides
e esteroides, os constituintes predominantes.

O estudo da fragdo CHCIs; do extrato EtOH do caule de T. hispidula conduziu ao
isolamento de oito compostos puros (D-(+)-manitol, lupenona, acido acetiloleandlico,
lapachol, chelidonato de metila, escopoletina, isofraxidina e morindolideo) e quatro misturas
(M1-M4): M1 (lupeol, taraxerol, germanicol, f-amirina e E-fitol), M2 (palmitato, margarato,
linoleato, oleato e estearato de multiflorenila, lupeila, sitosterila e estigmasterila), M3
(campesterol, campestanol, estigmasterol, A*-estigmastenol, sitosterol e sitostanol) e M4 (7-
cetositosterol e 7-cetoestigmasterol).

O estudo da fracdo AcOEt do extrato EtOH resultou no isolamento e identificacdo do
acido benzoico, acido oleandlico, sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo e de trés misturas
estereoisoméricas de iridoides: a- e B-gardiol, 10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-11o-ato de metila e
10-hidroxi-1-oxo-7-irideno-113-ato de metila, a-genipina e genipina.

A partir da fragio MeOH do extrato EtOH do caule foram obtidos os iridoides
glicosilados 6a-hidroxigeniposideo, 6p-hidroxigeniposideo, gardenosideo, éster metilico
shanzhisideo e geniposideo e, as saponinas triterpénicas 3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)--D-
glicopiranosil-oleanoato de 28-O-B- D-glicopiranosil-(1—6)-p-D-glicopiranosila e
eritrosaponina A.

A fragdo hexanica do extrato EtOH das folhas de T. hispidula, forneceu os compostos
E-fitol, palmitato de multiflorenila, &cido oleandlico e a mistura de sitosterol e estigmasterol
ja identificados no caule e, os compostos esqualeno, a-tocoferol, &cido ursélico e éacido
rotungénico ndo identifcados no caule de T. hispidula. A partir da fracdo aquosa do extrato
EtOH das folhas identificou-se a mistura dos iridoides glicosilados 6a-hidroxigeniposideo e
6B-hidroxigeniposideo, ja obtidos do caule.

O extrato EtOH e as fragdes hexanica, AcOEt e aquosa das folhas e a fragdo CHCI3 do
caule de T. hispidula apresentaram indicativo de inibi¢cdo da enzima acetilcolinesterase.

O extrato EtOH do caule de T. hispidula, fragdes e os compostos chelidonato de metila
e morindolideo, inibiram o crescimento de promastigotas de Leishmania major, sendo as
fracBes CHCl; (Clsp=26,25 pug mL™) e AcOEt (Clsp=29,77 pg mL™) as mais ativas.

231



Os resultados obtidos contribuem para o conhecimento da composi¢do quimica e
potencial antileishmania e anticolinesterasico da espécie T. hispidula e, corroboram com a

classificacdo taxonémica desta especie.
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