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RESUMO

SILVA, J. S. (2018). Contribuicdo ao conhecimento quimico e bioldgico das folhas de
Combretum mellifluum Eichler. Teresina. 165p. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-
Graduacao em Quimica. Universidade Federal do Piaui.

Combretum mellifluum Eichler (Combretaceae) é uma espécie ndo endémica do cerrado
brasileiro, conhecida popularmente como cipd, cipé vermelho e sipaiba. O presente trabalho
relata os constituintes quimicos isolados e identificados no extrato etandlico (EEtOH) das
folnas desta espécie. Adicionalmente, foi avaliado o potencial antioxidante,
anticolinesterasico e antileishmania do extrato e fracdes. O extrato etandlico das folhas foi
submetido a particdo fornecendo as fracdes hexanica (FHex), acetato de etila (FACOEt),
aquosa (FAqu), precipitado (Fppt) e sobrenadante (FShn). As fracdes FSbn e FHex foram
submetidas a métodos cromatograficos classicos em colunas de gel de silica, C18 e Sephadex
LH-20. O fracionamento de FSbn resultou no isolamento dos triterpenoides lup-20(29)-en-
2a,3B-diol (1) e duas misturas epiméricas de quatro novos triterpenoides do tipo cicloartano
2a+2b e 2a+2b+3a+3b, elucidados como quadrangularato M de metila (2a), 24-
epiquadrangularato M de metila (2b), 2a,3p,24B-trihidroxi-cicloart-25-eno de metila (3a) e
2a,3B,24a-trihidroxi-cicloart-25-eno (3b). Os compostos obtidos a partir da fragdo FHex
foram a lupenona (4) e uma mistura de seis esteroides, identificados como derivados sililados:
colesterol (5), campesterol (6), estigmasterol (7), A*-estigmastenol (8), sitosterol (9) e
sitostanol (10). As estruturas dos compostos isolados foram identificadas e/ou elucidadas por
métodos espectroscopicos de RMN *H e C uni e bidimensionais, CG-EM, EMAR e
comparacdo com dados relatados na literatura. O composto 1 estd sendo relatado pela
primeira vez na familia Combretaceae e 0s epimeros 2a/2b e 3a/3b séo ineditos na literatura.
No ensaio de sequestro do radical DPPH as fracbes FACOEt e FAqu apresentaram 0S
maiores potenciais antioxidantes, com CEsp de 89,54+3,74 ug mL™* e 107,57+5,31 ug mL™,
respectivamente, correlacionando-se positivamente com o conteddo de flavonoides totais
(432,65+8,37 e 209,19+0,74 mg ER g de amostra). As fraces FACOEt, FShn e EEtOH
apresentaram indicativo de inibicdo da enzima acetilcolinesterase. EEtOH, FAqu, FHex,
FSbn, 1 e 2at+2b inibiram o crescimento de Leishmania amazonensis. A mistura dos
compostos 2a+2b apresentou percentual de inibicdo do crescimento de 95% e 100% nas
concentragdes de 400 ¢ 800 pug mL™, respectivamente, com Cls, de 83,07 pg mL™. Os
resultados obtidos contribuem para o conhecimento da composi¢do quimica e do potencial
bioldgico da espécie C. mellifluum.

Palavras-chave: Combretum mellifluum. Triterpenoides. Esteroides. Atividade antioxidante.

Atividade acetilcolinesterase. Atividade antileishmania.






ABSTRACT

SILVA, J. S. (2018). Contribution to the chemical and biological knowledge of the leaves
of Combretum mellifluum Eichler. Teresina. 165p. Dissertation (Masters) — Postgraduate
Program in Chemistry Chemistry. Federal University of Piaui.

Combretum mellifluum Eichler (Combretaceae) is a non-endemic species of Brazilian
Cerrado, commonly known as cipd, red cipé and sipatba. This study reports the isolated and
identified chemicals constituents of ethanolic extract (EEtOH) from this plant’s leaves. In
addition, it was evaluated the antioxidant, anticholinesterase and antileishmanial potential of
the extract and fractions. The ethanolic extract from the leaves was submitted to partition
providing hexane fraction (FHex), ethyl acetate fraction (FAcCOELt), aqueous fraction (FAqu),
precipitate fraction (Fppt) and supernatant (FSbn). The fractions FSbn and FHex were
submitted to classical chromatographic methods in silica gel column, C18 and Sephadex LH-
20. The FSbn fractioning resulted in isolation of triterpenoid lup-20(29)-en-2a,3p-diol (1) and
two epimeric mixtures of four new cycloartane triterpenoids Methyl quadrangularate and
Methyl 24-epiquadrangularate (2a+2b) and 2a,3[3,24p-trihidroxi-cycloart-25-ene of methyl
and 20,3p,24a-trihidroxi-cycloart-25-ene (3a+3b). The obtained compounds from the FHex
fraction were lupenone (4) and a mixture of six steroids, identified as silanated derived:
cholesterol (5), campesterol (6), stigmasterol (7), A*-stigmastenol (8), sitosterol (9) and
sitostanol (10). The structures of the isolated compounds were identified and/or elucidated by
spectroscopic methods of RMN *H and 3C single and two-dimensional, CG-EM, HRESI-MS,
and comparison with data reported in literature. The compound 1 is being reported for the first
time in Combretaceae family. In the DPPH radical scavenging assay, the FACOEt and FAqu
fractions presented the greatest antioxidant potentials, with CEs of 89,54+3,74 ng mL™ and
107,57+5,31 ug mL™?, respectively, positively correlating with the content of total flavonoids
(432,6548,37 and 209,19+0,74 mg RE g of sample). The FAcOEt, FSbn and EEtOH
fractions presented indication of acetylcholinesterase enzyme inhibition. The inhibitors
EEtOH, FAqu, FHex, FSbn, 1 and 2a+2b suppressed Leishmania amazonensis development.
The mixture of compounds 2a+2b were efficient in inhibiting the Leishmania amazonensis
growth percentage of 95% and 100% on concentrations of 400 and 800 ug mL™, respectively,
with CI50 of 83,07 pg mL™. The obtained results contribute for the knowledge of chemical
composition and biological potential of C. mellifluum species.

Keywords: Combretum mellifluum. Triterpenoids. Steroids. Antioxidant activity.
Acetylcholinesterase activity. Antileishmania activity.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas, para fins medicinais, € uma das praticas mais antigas da humanidade
e ainda hoje tém sido usadas e comercializadas em todo o mundo. Além de seu consumo
popular para tratar e curar diversas doencgas, 0s produtos derivados de plantas desempenham
papéis importantes como fonte de agentes terapéuticos importantes contra varios tipos
doencas (UJOWUNDU et al., 2015).

O uso de plantas medicinais é uma terapia alternativa que tem despertado o interesse
de pesquisadores e industrias farmacéuticas devido a crescente descoberta de medicamentos a
base de produtos naturais. A aspirina, atropina, artemisinina, colchicina, digoxina, efedrina,
reserpina, taxol, tubocurarina, vincristina e vimblastina (Figura 1.1) sdo exemplos importantes

da contribuicdo das plantas medicinais na industria farmacéutica.

Figura 1.1 - Estrutura quimica de medicamentos obtidos a base de produtos naturais
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As plantas medicinais sdo fontes mais ricas para obtengdo de medicamentos populares
e modernos, nutracéuticos, suplementos alimentares, intermediarios farmacéuticos e material
de partida para obtencdo de drogas sintéticas (KOMAPE et al., 2014; UJOWUNDU et al.,
2015).

Combretum é um género pertencente a familia Combretaceae, constituido por 370
espeécies, ricas em metabolitos secundarios e com inumeras atividades biologicas ja relatadas
(DAWE et al., 2013; ROY et al., 2014; MAPFUNDE et al 2016; LIMA et al., 2012).

A espécie Combretum mellifluum é um arbusto que ocorre na regido Norte (Acre, Para,
Tocantins), Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhdo, Piaui), Centro-oeste (Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul) e Sudeste (Minas Gerais) (FORZZA et al., 2010; FARIAS e CASTRO,
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2004). As folhas desta espécie possuem indicacdo popular no tratamento de dores de cabeca,
dores no estdmago e tosse (NASCIMENTO e CONCEICAO, 2011).

Neste contexto, as folhas da espéecie C. mellifluum foram selecionadas para realizacéo
da documentacdo quimica e bioldgica em virtude da escassez de estudos com esta espécie e
objetivando contribuir para o conhecimento do potencial de plantas medicinais da familia

Combretaceae.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Isolar, identificar e/ou elucidar estruturas de constituintes quimicos das folhas de

Combretum mellifluum Eichler e avaliar o potencial biologico do extrato EtOH e fracbes das

folhas, a fim de agregar valor aos biomas cerrado e caatinga.

2.2 Objetivos Especificos

Coletar folhas de C. mellifluum e preparar o extrato etanolico
Fracionar o extrato etandlico por meio de extracao liquido-liquido

Investigar a atividade antioxidante do extrato e fragGes, por meio do ensaio com o
DPPH

Determinar os teores de fendis e flavonoides totais do extrato e fracdes

Isolar constituintes quimicos da fracdo hexanica e do sobrenadante oriundos da

particdo do extrato etanolico
Identificar e/ou elucidar estruturas dos constituintes quimicos isolados

Investigar as atividades inibidora da acetilcolinesterase e antileishmania do extrato,
fragdes e compostos isolados
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Familia Combretaceae

A familia Combretaceae, pertencente a ordem Myrtales, compreende
aproximadamente 600 espécies e 20 géneros, distribuidas nas zonas tropicais e subtropicais,
principalmente na Africa e na india (LIMA et al., 2012). No Brasil, esta familia é constituida
por 5 géneros, 79 espécies (27 endémicas) e cinco variedades (3 endémicas) (FORZZA et al.,
2010).

Em estudos realizados por Tan et al., (2002), a familia Combretaceae € distribuida em
duas subfamilias denominadas de Strephonematoideae e Combretoideae. O representante da
subfamilia Strephonematoideae possui apenas o género Strephonema Hook.f., com trés
espécies cuja ocorréncia se da exclusivamente na Africa. Em contrapartida, a subfamilia
Combretoideae possui um numero mais abrangente de espécies e distribuicdo, com duas
tribos, Luguncularieae e Combreteae com quatro e doze géneros, respectivamente, sendo 0s
géneros Combretum e Terminalia, pertencente a tribo Combreteae, encontrados em grande
parte dos continentes (LOIOLA et al., 2009; SOARES NETO et al., 2014).

Cerca de 200 espécies lenhosas pertencentes a familia Combretaceae, possuem um
importante valor econémico, sendo utilizadas como matéria-prima nas industrias madeireira,
farmacéutica e de couro (TAN et. al., 2002). Além disso, algumas espécies sdo amplamente
utilizadas na industria téxtil, bem como no tratamento tradicional de muitas doencas (SORE et
al., 2012). Na regido de Burkina Faso (Africa), por exemplo, duas espécies pertencentes a
familia Combretaceae (Anogeissus leiocarpus (DC) Guill. e Perr. e Combretum glutinosum
Perr. ex DC) sdo comumente usadas, entre elas, a A. leiocarpus, de uso mais frequente, é uma
arvore considerada sagrada, utilizada para tingir tecidos e couro, bem como, na medicina
tradicional para o tratamento de anorexia, constipacdo, malaria, furdnculos e vérias formas de
Ulceras (SORE et al., 2012).

As espécies pertencentes a familia Combretaceae sdo amplamente comercializadas no
mercado de medicina tradicional na Africa Meridional. Plantas desta familia sdo também
usadas para fins medicinais no resto da Africa e Asia com vérias indica¢des medicinais.
Muitas destas indicagdes estdo relacionadas ao tratamento de infec¢bes (ELOFF et al., 2008).

Vérias espécies de géneros na familia Combretaceae, como Combretum, Anogeissus e
Terminalia podem ser ocasionalmente confundidas com algumas espécies frequentemente
utilizadas medicinalmente, incluindo do proprio género Combretum, para as quais existem

altas demandas de mercado nas grandes cidades. A caracteriza¢do farmacogndstica, portanto,
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deve ajudar a evitar adulteracdo de medicamentos oriundas destas espécies (SORE et al.,
2012).

A familia Combretaceae é rica em compostos pertencentes a classe dos triterpenoides,
bem como de compostos biossinteticamente relacionados, como os esteroides (BANSKOTA
et al., 2000). H& também a ocorréncia de flavonoides, fenatrenos, lignana, bifenila, taninos e
alcaloides (KATERERE et al., 2003; ADNYANA et al, 2001; CIRLA e MANN, 2003;
LETCHER e NHAMO,1971; ELOFF et al., 2008; JOSSANG et al., 1994).

3.2 O género Combretum

O género Combretum Loefl., pertencente a familia Combretaceae e subfamilia
Combretoideae, é constituido por cerca de 370 espécies, distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais (LIMA et. al., 2012). Este género, juntamente com o Terminalia, sS40 0s maiores
representantes pertencentes da familia. Apresentam, em geral, habito arbdreo, arbustivo,
arbustivo escandente até trepador (FARIAS et al., 2015; SOARES NETO et al., 2014). No
Brasil, o género Combretum, é formado por 24 espécies (5 endémicas), 3 variedades (1
endémica) (FORZZA et al., 2010).

No Nordeste, especificamente no estado do Piaui, a familia Combretaceae esta entre as
cinco mais bem representadas em numero de espécies (FARIAS, et al., 2014). No estudo
publicado por Farias e Castro (2004) sobre o levantamento de familias e espécies amostradas
na area do Complexo Vegetacional de Campo Maior, a familia Combretaceae € representada
por seis espécies, sendo uma do género Terminalia e Buchenavia e quatro do género
Combretum. Em contrapartida, Barros e Castro (2006), em um trabalho de
geocompartimentacdo correspondente a0 mesmo Complexo, relatou sete espécies,
diferenciando-se de Farias e Castro (2004) por apresentar uma espécie a mais de Terminalia.

As espécies do género Combretum, tém despertado interesse nas Ultimas decadas
devido o isolamento de alguns compostos com atividades bastante significativas em modelos
anticancerigenos e anti-infecciosos, tornando-se um grupo muito importante para a pesquisa
de compostos bioativos (GOSSAN et al.,, 2016). Plantas deste género sdo empregadas
tradicionalmente no tratamento de dores de cabeca, dores no corpo, distirbios abdominais,
febre, Glceras gastricas, diarreia, dor de garganta, sifilis, pneumonia, céncer, diabetes,
conjuntivite, picadas de cobra e escorpido, infertilidade e malaria (MAPFUNDE et al., 2016;
KATERERE et al., 2012; DAWE et al., 2013).

Estudos farmacoldgicos tém comprovado diversas atividades bioldgicas, tais como

imunoestimulante, antimalarica, hipoglicemica, antibacteriana, antifangica,



35

antitripanossémica, antidiabética, anti-inflamatoria, moluscicida, antitumoral, antiviral,
cardiovascular, citotoxica, analgésico, hepatoprotetora e gastrointestinal (DAWE et al., 2013;
LIMA et al., 2012). Estudos fitoquimicos da casca do caule, semente e folhas de plantas do
género Combretum tém demonstrado a ocorréncia de muitas classes de metabolitos
secundarios incluindo triterpenos e flavanoides (KATERERE et al., 2003), bifenila
(ADNYANA et al, 2001), fenantrenos (CIRLA e MANN, 2003), lignanas (LETCHER e
NHAMO,1971), alcaloides (ELOFF et al., 2008) e taninos (JOSSANG et al., 1994), sendo 0s

triterpenos os mais frequentes do género Combretum.
3.3 Triterpenoides

Os triterpenoides sdo compostos muito difundidos na natureza, principalmente no
reino vegetal e pertencem a uma classe de substancias quimicas conhecidas como terpenoides
(terpenos). Os terpenoides sdo metabdlitos secundarios que abrange uma grande e
estruturalmente diversificada familia de produtos naturais derivados a partir de unidades de
isopreno (CsHg) (DEWICK, 2009). Estas estruturas tipicas contém esqueletos de carbono
representados por (Cs),, e sdo classificadas como: hemiterpenoides (Cs), monoterpenoides
(C1o), sesquiterpenoides (Cis), diterpenoides (Cyo), sesterterpenoides (Cgs), triterpenoides
(Cso) e tetraterpenoides (C4o) conforme a Tabela 3.1:

Tabela 3.1 — Classificacao dos terpenos segundo o nimero de unidades isoprénicas

Nome Formula molecular N° de unidades
Hemiterpenoides CsHs 1
Monoterpenoides CioH1s 2
Sesquiterpenoides CisH2s 3
Diterpenoides CaoH32 4
Sesterterpenoides CasHao 5
Triterpenoides CaoHas 6
Tetraterpenoides CaoHes 8
Politerpenoides CsnHgn n

Os trierpenoides sdo moléculas constituidas por trinta atomos de carbono e seis
unidades de isopreno, derivados do esqualeno. Estruturalmente, os triterpenoides podem ser

dividido em lineares, tetraciclico (comuns em animais) e pentaciclico (comum em vegetais)
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(CANO-FLORES, 2013). Alguns dos esqueletos de carbono podem conter cinco anéis de seis
membros (ursanos e oleanano) ou quatro anéis de seis membros e um de cinco (lupanos e
hopanos) ou trés anéis de seis membros e um de cinco (cicloartano e damarano) conforme a
Figura 3.1 (PATOCEKA, 2003; DEWICK, 2009).

Figura 3.1 — Alguns esqueletos basicos dos triterpenoides

ursano oleanano

?

cicloartano damarano

Biossinteticamente, os triterpenoides sdo formados a partir da ciclizagdo e oxidacdo do
esqualeno o qual €é catalisado pela esqualeno epoxidase juntamente com os cofatores FAD e

NADPH gerando o intermediario 2,3-oxidosqualeno. Em seguida, as estruturas triterpénicas



37

policiclicas sdo formadas por meio de uma série de cicliza¢cdes seguidas de uma sequéncia de
migracOes combinadas de rearranjos de Wagner-Meerwein dos grupos hidreto e metila
(Figura 3.2) (DEWICK, 2009).

Figura 3.2 — Rota biossintética dos triterpenoides
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Estudos fitoquimicos de espécies do género de Combretum mostraram que 0sS
triterpenoides simples e glicosideos de triterpenoides sdo o0s principais constituintes do
género. Dawe et al., (2013) relataram a ocorréncia de 135 compostos pertencentes aos
triterpenoides de esqueletos cicloartano, ursano, oleanano e damarano e seus respectivos
glicosideos foram identificados em plantas do género Combretum. Entretanto, uma revisdo

bibliografica foi realizada até 2018 e verificou-se que este numero foi alterado para 147
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compostos. Estudos comprovam que o triterpenoide apresentam varias atividades biologicas
que inclui propriedades antibacterianas, antivirais, antifingicas, antioxidantes e anti-
inflamatdrias, bem como propriedades anticancerigenas e quimiopreventivas (CHUDZIK et
al., 2015).

3.4 Revisdo bibliografica dos triterpenoides com esqueleto cicloartano do género

Combretum e suas atividades bioldgicas

Os resultados obtidos na revisdo do género Combretum mostraram um total de 147
triterpenoides isolados de 28 espécies, sendo 61 com esqueleto cicloartano, relatados em: C.
molle, C. petrophilum, C. edwardsii, C. elaeagnoides, C. leprosum, C. quadrangulare, C.
fragrans, C. erythrophyllum, C. moggi e C. collinum. A espécie C. quadrangulare apresentou
0 maior numero, com 42 triterpenoides. Para as espécies C. erythrophyllum e C. elaeagnoides
foram relatados sete e trés triterpenoides, respectivamente, enquanto que nas espécies C.
edwardsii, C. collinum foram relatados trés em cada, e para C. moggi apenas um.

Até o momento ndo foram relatados na literatura registros da ocorréncia de
triterpenoides com esqueleto cicloartano para as espécies C. nelsonii, C. yannanense, C.
bracteatum, C. laxum, C. imberbe, C. padoides, C. sundaicum, C. zeyheri, C. vendae, C.
coccineum, C. rotundifolium, C. micranthum, C. apiculatum, C. lanceolatum, C. griffithii, C.
psidioides, C. cafrum, C. hereroense, C. woodii, C. kraussi, C. glutinosum, C. albopunctatum,
C. bracteatum.

Os triterpenoides de Combretum foram isolados principalmente a partir de partes da
planta, tais como: cascas do caule, galhos, folhas, sementes e frutos. Entretanto foi relatado o
isolamento de triterpenoides, com esqueleto cicloartano, apenas nas folhas.

O écido molico (1) foi isolado das folhas das espécies C. molle, C. petrophilum, C.
leprosum, C. moggi, C. collinum, C. edwardsii e C. quadrangulare (PEGEL e ROGERS,
1985; ROGERS e COOMBES, 2001; ROGERS, 1989; FACUNDO et al., 1993; ROGERS e
COOMBES, 1999; ROGERS e COOMBES, 2001). Tambem foi obtido das folhas de C. molle
e C. petrophilum os triterpenoides: acido moélico 3p-D-glicosideo (2) e acido molico 3B-D-
xil6sido (4) (PEGEL e ROGERS 1985; ROGERS e COOMBES 2001). O &cido molico 3a-L-
arabinoico (3) foi obtido de trés espécies: C. molle, C. edwardsii e C. petrophilum (PEGEL e
ROGERS, 1985; ROGERS e COOMBES, 2001; ROGERS, 1989).

Os triterpenoides acido mélico (1), acido mélico 3a-L-arabinoico (3) e acido molico

3p-D-xilosido (4) exibiram efeito antiproliferativo, responséveis pelas atividades de inducao



39

citotoxica e apoptotica frente a células HelLa (céncer de colo do Gtero) e Ca Ski (cancer
cervical) (IBRAHIM et al., 2018; WONG et al., 2012; WONG e ABDUL KADIR, 2012).
Ojewole, (2008) realizou um estudo que aborda os efeitos analgésico e anti-inflamatorio do
acido molico 3B-D-glicosideo (2) obtido do extrato das folhas de C. molle. Os resultados deste
estudo em animais de laboratério indicaram que o &cido molico 3B-D-glicosideo possui
efeitos analgésico e anti-inflamatdrio.

Diversos triterpenoides com esqueleto cicloartano foram isolados na espécie C.
quadrangulare. Um estudo com as folhas revelaram 42 compostos: Acido 1a,34 dihidroxi-
cicloart-24-eno-30-carboxilico (6), Ester metilico do acido 1a,3p dihidroxi-cicloart-24-eno-
30-carboxilico (7), acido quadranguléarico E-H (33, 10, 14, 17), &cido quadrangularico J-M
(11, 18, 19, 13), quadrangularato de metila A-C, D, I , N, O e P (23-25, 29, 15, 31, 27, 41),
acido 24-epiquadrangularico M, G, L (12, 16, 20), acido norguadrangalarico A-C (20, 37, 38),
24-epiquadrangularato de metila C (26), quadrangularol A e B (30, 32), é&cido 23-
desoxojessico (34), 23-desoxojessato de metila (37), acido 7-hidroxi 23-desoxojessico (21),
4cido 1-O-acetil-23-desoxojessico (35), Acido 4p,14a-dimetil-5a-ergosta-9p,19-ciclo-24(31)-
en-3pB-hidroxi-4a-carboxilico (36), combretanona A-G (46, 47, 52, 48, 49, 50 e 53) e acido
combrético A-B (54-51) (BANSKOTA et al., 2000a; BANSKOTA et al., 2000b; GANZERA
etal., 1997; TOUME et al., 2011).

Entre os compostos isolados por Banskota et al. (1998), que apresentaram forte
citotoxicidade diante de células de carcinoma do co6lon 26-L5 foram o quadrangularato de
metila B, C e D (24, 25 e 29). Os demais compostos como o quadrangularato de metila A
(23), acido 23-desoxojessico (34), acido 4f,14a-dimetil-5a-ergosta-98,19-ciclo-24(31)-en-3p-
hidroxi-4a-carboxilico (36) &cido quadrangularico E (33), acido 1-O-acetil-23-desoxojessico
(35) e acido 7-hidroxi 23-desoxojessico (21) apresentaram moderada atividade de proliferacéo
de células tumorais.

Em outro estudo com extrato MeOH de folhas de C. quadrangulare mostrou efeito
hepatoprotetor significativo. Dentre 0s compostos que apresentaram esta atividade,
guadrangularato de metila A, | e N (23, 15, 31), quadrangularol B (32) e A&cido
norquadrangulérico B (42) mostraram inibicdo potente na morte celular induzida por TNF-oa.
Em contrapartida, ndo houve relato de atividade hepatoprotetora: Acido la, 3p dihidroxi-
cicloart-24-eno-30-carboxilico (5), Ester metilico do acido 1a, 3B dihidroxi-cicloart-24-eno-
30-carboxilico (6), acido quadranguléarico E-H (33, 10, 14, 17), acido quadrangulérico J-M
(11, 18, 19, 13), quadrangularato de metila B, C, O, P (24, 25, 27, 41), &cido 24-
epiquadrangularico M, G, L (12, 16, 20), acido trisnorquadrangularico A (22), acido
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norquadrangularérico C (43), 24-epiquadrangularato de metila C (26), quadrangularol A (30),
acido 7-hidroxi 23-desoxojessico (21), 4cido 1-O-acetil-23-desoxojessico (35), Acido 4B, 140
-dimetil-5a-ergosta-9p,19-ciclo-24(31)-en-3p-hidroxi-4a-carboxilico (36) (BANSKOTA et
al., 2000a).

Em um estudo realizado por Toume et al. (2011) foi investigada a atividade inibidora
da resisténcia a TRAIL (ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral
- TNF) por meio de uma triagem dos compostos obtidos a partir do extrato metandélico das
folhas de C. quadrangulare. Nesta triagem, dezessete compostos foram identificados e
avaliados, sendo destes, nove triterpenoides com esqueleto cicloartano, as combretanonas A-
G (46, 47, 52, 48, 49, 50 e 53) e os &cidos combréticos A e B (54 e 51). Os compostos
combretanona G (48) e acido combrético B (51) apresentaram um aumento da expressdo de
DR5, desencadeando ndo apenas a apoptose em células sensiveis a TRAIL, como também
proporcionou a ativagdo de vias de sobrevivéncia em células tumorais que resistem a indugéo
de morte celular por exposicdo ao TRAIL.

O 4cido jéssico (38) e o 3-oxo-cicloart-1,11,24-trien-23,21-olideo (55) foram
identificados nas espécies C. eleaegnoides e C. erythrophyllum, respectivamente
(BANSKOTA et al., 2000; ROGERS, 1998). Estudo com o extrato de diclorometano das
folhas de C. leprosum possibilitou o isolamento de dois triterpenoides, o 4a-carboxi-3p, 16a-
dihidroxicicloart-24-eno  (44) e 4a-carboxi-1a,3B-dihidroxi-25-hidroperoxi-trans-ciclo-
23(24)-eno (45) (FACUNDO et al., 2008). Em investigacdo fitoquimica da espécie
Markhamia lutea, o qual resultou no isolamento de seis novos triterpenoides, um deles, 0 4« -
carboxi-1a,3p-dihidroxi-25-hidroperoxi-trans-ciclo-23(24)-eno  (45) ou musambina B,
apresentou potente atividade antitripanossoma com ECs de 1,9 ug ml™, além de apresentar
baixa citotoxicidade, com seu indice de seletividade relativamente bom (SI1>25) (LACROIX
et al., 2009)

No presente trabalho foi realizada uma revisdo bibliografica dos triterpenoides com
esqueleto cicloartano do género Combretum. O Quadro 3.1 apresenta 0 nome e as espécies
das quais foram isolados os triterpenoides de Combretum e a Figura 3.3 apresenta as formulas

estruturais dos respectivos compostos.



Quadro 3.1 — Triterpenoides com esqueleto cicloartano isolados no género Combretum
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No Nome do composto Fonte boténica Referéncia
Triterpenoide com esqueleto cicloartano
1 C. molle PEGEL e ROGERS, 1985
C. petrophilum ROGERS e COOMBES, 2001
C. leprosum FACUNDO et al., 1993
acido molico C. moggi ROGERS e COOMBES, 1999
C. collinum ROGERS e COOMBES, 1999
C. edwardsii ROGERS e COOMBES, 1999
C. quadrangulare ROGERS e COOMBES, 2001
2 C. molle PEGEL e ROGERS, 1985
acido molico 3B-D-glicosideo C. petrophilum ROGERS e COOMBES ,2001
C. collinum ROGERS e COOMBES, 1999
C. edwardsii ROGERS, 1989
3 C. molle PEGEL e ROGERS, 1985
acido molico 3a-L-arabingico C. petrophilum ROGERS e COOMBES, 2001
C. edwardsii ROGERS, 1989
4 C. molle PEGEL e ROGERS, 1985

acido molico 3B-D-xil6sido

C. petrophilum
C. collinum

C. edwardsii

ROGERS e COOMBES, 2001
ROGERS e COOMBES, 1999
ROGERS, 1989
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5 acido molico 3p-D-4-O-acetilxilopiranosideo C. collinum ROGERS e COOMBES, 1999
6 acido 1a,3p dihidroxi-cicloart-24-eno-30-carboxilico C. quadrangulare GANZERA et al., 1998
7 éster metilico do acido 10,3 dihidroxi-cicloart-24-eno-30-carboxilico C. quadrangulare GANZERA et al., 1998
8 combretina A C. fragrans DAWE et al., 2016

9 combretina B C. fragrans DAWE et al., 2016

10 acido quadrangulérico F C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
11 acido quadrangulérico J C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
12 acido 24-epiquadrangulérico G C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
13 acido quadrangularico M C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
14 acido quadrangulérico G C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
15 quadrangularato de metila | C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
16 acido 24-epiquadrangularico M C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
17 acido quadrangularico H C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
18 acido quadrangularico K C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
19 acido quadrangularico L C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
20 acido 24-epiquadrangularico L C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
21 acido 7-hidroxi 23-desoxojessico C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
22 acido trisnorquadrangularico A C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000a
23 quadrangularato de metila A C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
24 quadrangularato de metila B C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
25 quadrangularato de metila C C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
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26 24-epiquadrangularato de metila C C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
27 quadrangularato de metila O C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
28 1a,110-Oxido—jessato de metila C. elaegnoides OSBORNE e PEGEL, 1985
29 quadrangularato de metila D C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
30 quadrangularol A C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
31 quadrangularato de metila N C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
32 quadrangularol B C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
33 acido quadrangularico E C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
34 acido 23-desoxojessico C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
35 acido 1-O-acetil-23-desoxojessico C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
36 acido 4p,14a -dimetil-5a-ergosta-9p,19-ciclo-24(31)-en-3p-hidroxi-4a- C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
carboxilico

37 23-desoxojessato de metila C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
38 acido jéssico C. elaeagnoides OSBONE e PEGEL et al., 1984
39 acido jessico 3a-L-arabinopiranosideo C. elaeagnoides OSBONE e PEGEL et al., 1984
40 jessato de metila C. elaeagnoides OSBONE e PEGEL et al., 1984
41 quadrangularato de metila P C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
42 acido norquadrangularico B C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
43 acido norquadrangulérico C C. quadrangulare BANSKOTA et al., 2000b
44 4a-carboxi-3p,16a-dihidroxicicloart-24-eno C. leprosum FACUNDO et al., 2008

45 4 -carboxi-1a,3B-dihidroxi-25-hidroperoxi-trans-ciclo-23(24)-eno C. leprosum FACUNDO et al., 2008
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46 combretanona A C. quadrangulare TOUME et al., 2011
47 combretanona B C. quadrangulare TOUME et al., 2011
48 combretanona D C. quadrangulare TOUME et al., 2011
49 combretanona E C. quadrangulare TOUME et al., 2011
50 combretanona F C. quadrangulare TOUME et al., 2011
51 acido combrético B C. quadrangulare TOUME et al., 2011
52 combretanona C C. quadrangulare TOUME et al., 2011
53 combretanona G C. quadrangulare TOUME et al., 2011
54 acido combrético A C. quadrangulare TOUME et al., 2011
55 3-oxo-cicloart-1,11,24-trien-23,21-olideo C. erythrophyllum ROGERS, 1998
56 3-oxo-cycloart-1,11,25(26)-trien-24(R), 21-olideo C. erythrophyllum ROGERS, 1998
57 Acido 24(R/S)-hidroxi-3-oxo-cicloart-1,11,25(26)- trien-21-0ico C. erythrophyllum ROGERS, 1998
58 acido eritrofilico C. erythrophyllum ROGERS, 1998
59 21-acetoxi-3-oxo-cicloart-1,11,24-trieno C. erythrophyllum ROGERS, 1998
60 acido 12pB-hidroxi-3-oxo-cicloart-1,24-dien-21-0ico C. erythrophyllum ROGERS, 1998
61 acido 12, 24 (S)-dihydroxy-3-oxo-cycloart-1,25(26)-diene-21-o0ico C. erythrophyllum ROGERS, 1998
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Figura 3.3 — Formulas estruturais dos triterpenoides com esqueleto cicloartano isolados em

espécies do género Combretum
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25: R; = CH3, R, = B-OH
26: R; = CH3 R, = a-OH
27: Ri=H, R, = B-OH

Ry

31: R; = COOMe, R, =CHO HO
32: R; = CH20H, R, = CH3
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34: R]_ = R2 = H, Rz = a-OH
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36: Ri=R,=H
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45 46: R = CH3

47: R = CH,OH

48 49: R; =H, R, =OH
50: Ry = OH, R, = H

51 52:. R;=0,R,=H, R3=H, R4 =CH3
53: R1 =0, R, = H, Rg = CH3, Ry = CH3
54: R; = B-OH, R,=Ac, R3=H, R4, = COOH
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3.5 Combretum mellifluum

A espécie Combretum mellifluum (Figura 3.4), conhecida vulgarmente como cip9, cipo
vermelho e sipatba é um arbusto ndo endémico que ocorre na regido Norte (Acre, Pard,
Tocantins), Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhdo, Piaui), Centro-oeste (Goids, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul) e Sudeste (Minas Gerais) (FORZZA et al., 2010; FARIAS e CASTRO,
2004).

Figura 3.4 — Fotos da espécie Combretum mellifluum Eichler

Fonte: Ruth R. S. Farias.

Segundo artigo publicado por Nascimento e Concei¢cdo (2011) que aborda o
levantamento etnoboténico de plantas medicinais da comunidade Quilombola Olho D’agua do
Raposo, localizada no primeiro distrito de Caxias/Maranhao, as folhas da espécie Combretum
mellifluum possui indicacdo no tratamento de dores de cabeca, dores no estdmago e tosse.

A espécie Combretum mellifluum Eichler (Figura 3.4) quando pesquisada em banco de
dados de periddicos online, tais como: Science Direct, Web of Science, Pubmed e ScinFider,
bem como em plataformas de patentes como a European Patente Office (EPO), World
Intellectual Property Organization (WIPQO), United States Patent and Trademark Office
(USPTO), Derwent Innovations Index® (DIl), Banco Latinoamericano de Patentes
(LATIPAT) e Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI), foi verificado que ndo ha
trabalhos fitoquimicos e farmacoldgicos publicados referente a esta espécie (FARIAS et al.,
2015).

Entretanto, ja foi relatado o isolamento de sitosterol, estigmasterol e lupenona do
extrato hexanico das raizes, bem como lupeol e acido betulinico do extrato hexanico dos
frutos, conforme demonstrado na Figura 3.5 (ROCHA et al. 2002).
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Figura 3.5 — Constituintes quimicos das raizes e frutos de Combretum mellifluum Eichler

]

lupeol ) lupenona ’ acido betulinico

estigmasterol sitosterol
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Reagentes e solventes

Os solventes utilizados na extracdo, particdo, fracionamento em cromatografia em
coluna, como etanol, n-hexano, acetato de etila e metanol foram de grau analitico (Synth). Na
avaliacdo da atividade antioxidante foram utilizados o reagente Folin-Ciocalteu e piridina
(Merck), radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), rutina (PVP) e cloreto de aluminio
(Fluka analytical), acido acético glacial (Vetec) e carbonato de sddio (Synth). As medidas de
absorcdo molecular foram feitas usando espectrofotometro UV-Vis Lambda 25 da
PerkinElmer.

Os fracionamentos cromatograficos em coluna foram realizados utilizando gel de silica
(0,060-0,200 mm) da Acros Organics, Sephadex LH-20 da Sigma e coluna Stracta (C18, 10
g). As placas para cromatografia em camada delgada (CCD) foram preparadas com gel de
silica da Macherey-Nagel. As placas para CCD foram preparadas por aplicagdo manual da
suspensdo de gel de silica 60 G (Fluka) em agua destilada (1:2, m/v) sobre laminas de vidro
(9,5 x 5,9 cm) e ativacdo a 110 °C por 1h em estufa.

As cromatoplacas foram reveladas com solucdo de sulfato cérico preparada a partir de
2,1 g de Ce(S0O4),.5H,0 dissolvido em 15 mL de H,SO,4 concentrado e adicionado a 800 mL
de &gua destilada. Apds serem borrifadas com a solucdo de sulfato cérico as cromatoplacas
foram aquecidas em placa de aquecimento da Fisaton (509T 0-350 °C) a temperatura de 100

°C por 5 minutos.

4.2 Equipamentos

O extrato e as fragbes foram concentradas em rotoevaporador (Laborota 4000
Heidolph), sob pressdo reduzida com auxilio de bomba de vacuo (PRIMAR 34). A secagem
do extrato foi feita em liofilizador constituido de Micro Modulyo Edwards acoplado a uma
bomba de presséo reduzida a alta performace valPump VLP80 Salvant.

O ultrasssom, modelo Cleanner Thournton da Marconi, foi usado para auxiliar na
dissolucdo do extrato e das fragOes. O extrato e as fragdes foram armazenados em refrigerador
da Brastemp, modelo Zyrium Frostfree 430. As massas das amostras foram obtidas em
balancas modelos KN 4000 da Knwaagen (precisdao£0,0001 kg) e 210A da Bel Mark
(preciséo+0,0001 g).
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4.2.1 Espectroscopia e Absorcédo molecular

As medidas de absor¢do molecular dos ensaios de avaliacdo do potencial antioxidante
e obtencdo dos perfis na regido do UV-Vis do extrato e fragdes das folhas de C. mellifluum
foram realizadas em espectrofotbmetro UV-Vis Lambda 25 da PerkinElmer, utilizando

cubetas de quartzo e de vidro com 1,0 cm de caminho dptico.
4.2.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A identificacdo dos compostos isolados das folhas de C. mellifluum foi feita pela
analise dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) obtidos em espectrémetro
Varian INOVA-modelo 400, operando a 400 MHz para o ‘H e 100 MHz para o °C, e
espectrometro Varian INOVA-modelo 600, operando a 600 MHz para o *H e 150 MHz para o
3¢, ambas utilizando-se cloroférmio deuterado (CDCls) como solvente e TMS como

referéncia interna.

4.2.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

A analise de CG-EM foi realizada em cromatografo GC-2010 Plus/QP2010 SE da
Shimadzu equipado com coluna capilar SLB™-5ms (Supelco, 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e
hélio como de gas de arraste. O espectrébmetro de massas utilizado foi com ionizacdo por
elétrons a 70 eV, analisador quadrupolar, operando na faixa de 40 a 680 Da com injecdo de

1,0 pL de cada amostra.
4.2.4 Espectrometria de massas de massas de alta resolucdo (EMAR)
Os espectros de massas de alta resolucdo foram adquiridos em um espectrometro de

massas microTOF-QII (Bruker) com fonte de ionizagéo eletrospray no modo positivo ESI (+).

As amostras foram solubilizadas em MeOH/Tolueno (4:1, v/v).



55

4.3 Material vegetal

As folhas da espécie Combretum mellifluum Eichler foram coletadas em fevereiro de
2012, no municipio de Campo Maior- Pl, nas seguintes coordenadas geogréficas: S 04° 46’
08,87 ¢ W 42° 17° 45,6, altitude 90 m. A espécie foi identificada e a exsicata depositadas no
Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui-UFPI, Teresina, Piaui, Brasil,
com o numero TEPB 28192. A identificacdo das espécies foi realizada pela taxonomista
Maria Iracema Bezerra Loiola da Universidade Federal do Ceara- UFC.

4.4 Preparacao dos extratos e extracao liquido-liquido

As folhas de C. mellifluum foram moidas (1164 g) e submetidas & extracdo exaustiva
por maceracdo com etanol 99,5%. O extrato etandlico (86,1 g) foi suspenso em 2 L de
MeOH/H,0 (1:1, v:v) e submetido a extracdo liquido-liquido utilizando hexano (10 x 200
mL), apos a extracdo, o solvente foi removido em evaporador rotativo resultando na fracdo
hexéanica (35,8g; 39,2%). Na etapa de extragdo com hexano houve formacdo de um
precipitado (Fppt) o qual foi suspenso em MeOH e filtrado fornecendo o precipitado (Fppt)
(5,7 g; 7,4%) e o sobrenadante (FSbn) (10,1 g; 13,1 %).

A fracdo hidroalcodlica, apds extracdo com hexano, foi submetida a extracdo com
acetato de etila (7 x 200 mL) resultando, apds remocdo do solvente e liofilizacdo, nas fracGes
acetato de etila (10 g; 13%) e aquosa (20,7 g; 26,8%). As fracBes obtidas da extracdo liquido-

liquido (esquema 4.1) foram armazenadas sob refrigeracao.

4.5 Cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) dos extratos e fragdes

Os extratos e fragdes das folhas de C. mellifluum foram dissolvidos em MeOH (10 mg
mL™) e analisados por CCDC. Aliquotas de 50 pL das soluces foram aplicadas nas placas
cromatogréficas e as substancias eluidas em trés sistemas de solventes: hexano/AcOEt (8:2),
CHCI3/MeOH (9:1) e CHCI3/MeOH/H,0 (65:30:5). A revelagdo das cromatoplacas foi feita

por pulverizagdo com solucdo de sulfato cérico.



Esquema 4.1 — Extracéo liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de Combretum mellifluum

Extrato EtOH
(86,1 9)

1) Suspensdo em MeOH/H,0 (1:1, v:v) 2000 mL
2) Extracdo com hexano (10 x 200 mL)

3) Rotaevaporacao

4) liofilizacao
Fracdo hexanica ppt Fase
(36 g; 39,2%) hidroalcodlica
5) Suspensdo em MeOH 9) Extracdo com AcOEt (7 x 200 mL)
6) Filtracéo
10) Rotaevaporagao
7) Rotaevaporagdo 11) Liofilizagdo
8) Liofilizacao ~
) ¢ Fracdo AcOEt Fracao Aquosa
Fppt FSbn (10 g; 13%) (21 g; 26,8%)

(6 g; 7,4%) (10 g; 13%)
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4.6 Fracionamento cromatogréafico da fracao sobrenadante (FSbn)

O sobrenadante obtido a partir da lavagem do precipitado formado durante a extracéo
liquido-liquido com hexano foi dividido em sete aliquotas de 500 mg. Todas as sete aliquotas
foram solubilizadas MeOH-H,0O (1:1) e aplicadas em coluna Stracta (C18, 10 g), previamente
equilibrada com MeOH-H,0 (1:1), e eluida com MeOH-H,0 (1:1), MeOH, e CHCI; obtendo
Sbn-MA, Sbn-M e Sbn-C, respectivamente, conforme o esquema 4.2. A analise destas fracGes
por CCD utilizando CHCI3/MeOH/H,0 (65:30:5) mostrou manchas amarelas na fragdo Sbn-
MA e manchas roxas na fragdo Sbn-M.

Esquema 4.2 — Fracionamento cromatogréfico da fracdo sobrenadante (FSbn) em coluna C18

das folhas de Combretum mellifluum

FSbn (3,59)

1) Solubilizado em MeOH-H,0 (1:1)
2) Coluna Strata (C18, 10 g)

3) MeOH-H,0 (1:1) 4) MeOH 100% 5) CHCls
Sbn-MA Sbn-M Sbn-C
(71 mg) (3.20) (114,8 mg)

4.6.1 Fracionamento cromatografico da fracdo Sbn-M em coluna gel de silica

A fracdo Sbn-M (3,2 g) eluida em MeOH foi fracionada por cromatografia em coluna
de gel de silica (2,9 x 45 cm, 96 @), utilizando como eluente a mistura dos solventes CHCls,
CHCI3/MeOH e MeOH no modo gradiente de polaridade crescente, fornecendo 40 fracdes de
109 mL. Apos remocdo do solvente orgéanico em evaporador rotativo e anélise por CCDC, as
fragOes foram reunidas em 10 grupos, de acordo com as cores observadas nas cromatoplacas

(reveladas com solugdo de sulfato cérico) e com os fatores de retencéo (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1 — FracGes obtidas e reunidas no fracionamento em gel de silica da fracdo Sbn-M

das folhas de C. mellifluumm

Grupo Frac0es reunidas Eluente Massa (mg) Igl::nr:?i?:jgcs)s
S2 S2-3 CHCl; (100%) 20,3 mg
S4 S4-6 CHCl5 (100%) 88,6 mg
S10 S10-11 CHCl3/MeOH (2,5%) 142,3 mg 1
S12 S12-13 CHCI3/MeOH (2,5%) 321,1 mg 2a+2b/ 3a+3b
S14 S14-16 CHCI3/MeOH (2,5%) 60,4 mg 2a+2b
S17 S17-18 CHCI3/MeOH (10%) 201,8 mg
S19 S19-21 CHCI3/MeOH (10%) 957,3 mg
S22 S22-25 CHCI3/MeOH (15%) 198,2 mg
S28 S28-29 CHCI3/MeOH (20%) 191,1 mg
S30 S30-40 CHCI3/MeOH (50%) 383,5mg
Total =2,6 g

4.6.1.1 Fracionamento do Grupo S10

O grupo S10 (fragdes 10-11; 142,3 mg) ao ser analisado por CCD, usando

CHCI3/MeOH (9:1) como eluente e solucdo de sulfato cério como revelador, apresentou

mancha de coloracao rosa e roxa porém com impurezas. Uma aliquota de 142,3 mg foi entdo

submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 utilizando como eluente hexano-

CH,Cl, (1:4), fornecendo 27 fracGes, as quais foram reunidas em 5 subgrupos (Tabela 4.2).

Apos analise por CCDC, usando como eluente CHCI3/MeOH (95:5) e revelador solugdo de

sulfato cérico, o subgrupo S10-15 (40,9 mg) apresentou manchas de coloracdo rosa.
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Tabela 4.2 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna de Sephadex
LH-20 do grupo S10

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
S10-1 1-3 5,9
S10-4 4-9 10,6

S10-10 10-14 16,9
S10-15 15-20 40,9
S10-21 21-27 11,4

O subgrupo S10-15 (40,9 mg) foi entdo submetido a cromatografia em coluna de gel
de silica (1,7 x 14 cm), utilizando como eluente a mistura dos solventes hexano e AcOEt em
ordem crescente de polaridade, fornecendo 40 fracGes e apds a analise por CCDC foram
reunidas em 5 subfracdes, de acordo com as cores observadas nas cromatoplacas (reveladas

com solugdo de sulfato cérico).

Tabela 4.3 — Fragdes obtidas no fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica da
do subgrupo S10-15

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
S10-15-1 1-8 2,8
S10-15-9 9-29 6,4

S10-15-30 30-33 8,5

S10-15-34 34-36 18,4

S$10-15-37 37-40 3,0

A subfracdo S10-15-30 (8,5 mg; sélido branco), foi analisado por CCDC usando
hexano/AcOEt (7:3) como eluente e solugdo de sulfato cérico como revelador e originou uma
Gnica mancha de cor résea. A analise desta subfracdo por RMN 'H e C, incluindo
experimentos 2D, e comparacdo com dados relatados na literatura revelou que se tratava do
composto 1. O resumo do fracionamento para obtencdo do composto 1 é apresentado no

Esquema 4.3.
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4.6.1.2 Fracionamento do Grupo S12

O grupo S12 (fragdes 12-13; 321,1 mg) ao ser analisado por CCD, usando
CHCI3/MeOH (9:1) como eluente e solucdo de sulfato cérico como revelador, apresentou
mancha de coloracdo parpura porém com impurezas. Uma aliquota de 187,4 mg foi entdo
submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 utilizando como eluente hexano-
CH,Cl, (1:4), fornecendo 47 fragdes, as quais foram reunidas em 6 subgrupos (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 — Agrupamento das fracdes provenientes do fracionamento em coluna de Sephadex
LH-20 do grupo S12

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
S12-1 1-4 11,3
S12-5 5-18 50,4

S12-19 19-27 30,9
S12-28 28-36 26,6
S12-37 37-43 24,5
S12-44 44-47 1,4

O subgrupo S12-19 (30,9 mg) foi entdo submetido a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 utilizando como eluente hexano-CH,Cl, (1:4), fornecendo 30 fracdes e apos
a analise por CCDC foram reunidas em 3 subfracdes, de acordo com as cores observadas nas

cromatoplacas (reveladas com solucdo de sulfato cérico).

Tabela 4.5 — Fragdes obtidas no fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica da
do subgrupo FH12-19

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
FH12-19-1 1-5 2,1
FH12-19-6 6-11 17,5

FH12-19-12 12-27 10,1
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A subfracdo S12-19-6 (17,5 mg), foi analisada por CCDC usando CHCIl3/MeOH (9:1)
como eluente e solucéo de sulfato cérico como revelador e originou uma Gnica mancha de cor
pirpura. A anélise desta subfracdo por RMN 'H e *3C, incluindo experimentos 2D, e
comparacdo com dados relatados na literatura revelou que se tratava dos compostos 2a+2b/
3a+3b. O resumo do fracionamento para obtencdo destes compostos foi apresentado no
Esquema 4.3.

4.6.1.3 Fracionamento do Grupo S14

O grupo S14 (fragcbes 10-11; 60,4 mg) ao ser analisado por CCD, usando
CHCI3/MeOH (9:1) como eluente e solucdo de sulfato cérico como revelador, apresentou
mancha de coloragdo roxa porém com impurezas. Uma aliquota de 60,4 mg foi entdo
submetida a cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 utilizando como eluente hexano-

CH,Cl, (1:4), fornecendo 33 fra¢des, as quais foram reunidas em 6 subgrupos (Tabela 4.6).

Tabela 4.6 — Agrupamento das fracdes provenientes do fracionamento em coluna de Sephadex
LH-20 do grupo S14

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
S14-1 1 2,3
S14-2 2-6 7,2
S14-7 7-11 13,2

S14-12 12-16 16,4
S14-17 17-21 6,4
S14-22 22-33 11,8

A subfracdo S14-12 (16,4 mg), foi analisado por CCDC usando CHCI3/MeOH (9:1)
como eluente e solugdo de sulfato cérico como revelador e originou uma Unica mancha de
colorago roxo escuro. A anélise desta subfracdo por RMN *H e *3C, incluindo experimentos
2D revelou que se tratava dos compostos 2a+2b. O resumo do fracionamento para obtencao
dos compostos 2a+2b € apresentado no Esquema 4.3.



Esquema 4.3 — Fracionamento cromatografico da fracdo Sbn-M das folhas de Combretum mellifluum

Sbn-M (3,2 g9)

1) CC de gel de silica
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2) CHCI3; CHCI3/MeOH, MeOH (polaridade crescente)
3) 40 fracdes (109 mL) — agrupadas em 10 grupos

|
S10
(142,3 mg)

CC Sephadex LH 20
(hexano/CH,Cl, (1:4)

S10-15
(40,9 mg)

CC gel de silica
(hexano/AcOEt, polaridade
crescente)
S10-15-30
(8,5 mq)

!

1

S12
(187,4 mg)

CC Sephadex LH 20
(hexano/CH,Cl, (1:4)

S12-19
(30,9 mg)

CC Sephadex LH 20
(hexano/CH.Cl, (1:4)

S12-19-3
(17,5 mq)

|

2a+2b/3a+3b

S14
(60,4 mg)

CC Sephadex LH 20
(hexano/CH.Cl; (1:4)

S14-12
(14,3 mg)

l

2a+2b
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4.7 Fracionamento cromatografico da fracdo hexanica (FHex) das folhas de C.

mellifluum

A fracdo hexanica (10 g) proveniente da particdo do extrato etandlico das folhas de C.
mellifluum, foi submetida ao fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica (4,7 x
35 c¢m, 300 g). Utilizou-se como eluentes: hexano, hexano/AcOEt e MeOH no modo
gradiente de polaridade crescente. Foram coletadas 70 fragOes, de 250 mL cada. O solvente
foi removido em evaporador rotativo e as fragfes foram analisadas por cromatografia em
camada delgada comparativa (CCDC), usando como revelador a solugdo de sulfato cérico
Ce(S0O4),. Apobs a reunido, utilizando como critério o fator de retencédo e a cor observada nos

cromatoplacas, foram obtidos 9 grupos conforme mostrado na Tabela 2.

Tabela 4.7 — Fragdes obtidas e reunidas do fracionamento em coluna de gel de silica da fragcdo

hexanica (FHex) das folhas de C. mellifluumm

S Elierte Mesa M)
FH1 FH1 - F18 hexano (100%) 814,7
FH19 FH19- FH20  hexano/AcOEt (95:5) 1687,9 4
FH21 FH21- FH36  hexano/AcOEt (95:5) 937,6
FH37 FH37 - FH42  hexano/AcOEt (95:5) 592,5 5-10
FH43 FH43 — FH49 hexano/AcOEt (95:5) 1158,1
FH50 FH50 — FH55 hexano/AcOEt (8:2) 603,7
FH56 FH56 — FH59 hexano/AcOEt (6:4) 971,5
FH60 FH60 — FH64 hexano/AcOEt (1:1) 818,6
FH70 FH65 - FH70 AcOEt (100%) 1715,6
Total =9,3 g

4.7.2 Fracionamento do Grupo FH19

O grupo FH19 (200 mg) ao ser analisado por CCD, usando hexano/AcOEt (85:15)
como eluente e solucdo de sulfato cérico como revelador, apresentou uma coloragédo
alaranjada, porém com impurezas. Uma aliquota de 200 mg foi entdo submetida a
cromatografia em coluna de Sephadex LH-20 utilizando como eluente hexano/CHCl, (1:4),

fornecendo 21 fracGes, as quais foram reunidas em 5 subgrupos (Tabela 4.6). Apds analise por
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CCDC, usando como eluente hexano/AcOEt (85:15) e revelador a solucgdo de sulfato cérico, o
subgrupo S19-9 (38,6 mg) apresentou manchas de coloracdo alaranjada, porém com

impurezas.

Tabela 4.8 — Agrupamento das fracdes provenientes do fracionamento em coluna de Sephadex
LH-20 do grupo FH19

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
FH19-1 1-6 124.6
FH19-6 7-8 25,5
FH19-9 9-12 38,6

FH19-13 13 0,4
FH19-14 14-21 2,4

O grupo FH19-9 (38,6 mg), foi dissolvido em CH,Cl, 100%, filtrado em gel de silica
com CH,CI, 100% e AcOEt 100%. Dessa filtracdo foram coletadas 20 fraces que foram
reunidas em 3 grupos, apos analise por CCDC utilizando como eluente hexano/AcOEt (85:15)
e como revelador, solugdo de Ce(SOy,), apresentando a coloragdo alaranjada com menos

impurezas.

Tabela 4.9 — FracOes obtidas no fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica da
do subgrupo FH19-9

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
FH19-9-4 4-6 21,7
FH19-9-7 7-12 2,6

FH19-9-12 13-20 0,6

A subfracdo S19-9-4 (18,6 mg), foi analisado por CCDC usando hexano/AcOEt (8:2)
como eluente e solucdo de sulfato cérico como revelador e originou uma unica mancha de
coloragdo alaranjada. A anélise desta subfracdo por RMN ‘H e *C, em comparagdo com
dados relatados na literatura e revelou que se tratava do composto 4. O resumo do

fracionamento para obtencéo do composto 3 € apresentado no Esquema 4.4.
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4.7.3 Fracionamento do Grupo FH37

O grupo FH37 (592,5 mg) ao ser analisado por CCD, usando hexano/AcOEt (85:15)
como eluente e solugdo de sulfato cérico como revelador, apresentou uma mancha de
coloracdo azul com mudanca de coloracdo para o roxo intenso, porém ainda com impurezas.
Esta amostra foi dividida em duas aliquotas e submetidas a cromatografia em coluna de
Sephadex LH-20 utilizando como eluente hexano/CH,Cl, (1:4). As fragOes resultantes dos
dois fracionamentos foram reunidas em 5 subgrupos (Tabela 4.8). Apos analise por CCDC,
usando como eluente hexano/AcOEt (85:15) e revelador a solu¢do de sulfato ceérico, o
subgrupo FH37-10 (31,2 mg) apresentou manchas de coloracdo azul com mudanca de

coloracéo para roxo.

Tabela 4.10 — Agrupamento das fracbes provenientes do fracionamento em coluna de
Sephadex LH-20 do grupo FH37

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
FH37-1 1-9 81
FH37-10 10-14 49,1
FH37-17 15-17 14,5
FH37-13 18-19 8,8
FH37-14 20-30 13,9

4.7.4 Filtragdo da FH37-10 em gel de silica

O grupo FH37-10 (49,1 mg), foi dissolvido em CH,Cl, 100%, filtrado em gel de silica
com CH,Cl,100%. Apds andlise por CCD utilizando como eluente hexano/CH,Cl, (8:2) e

como revelador, solucdo de Ce(SQOy),, as 19 fracdes foram coletadas e reunidas em 3 grupos.

Tabela 4.11 — Agrupamento das fragdes provenientes do fracionamento em coluna gel de
silica do grupo FH37-10

Subgrupo Fracdes recolhidas Massa (mg)
FH37-10-1 1-2 1,1
FH37-10-3 3-5 19,0

FH37-10-6 6-19 7,8
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O grupo FH37-10-3 (19 mg) correspondente a mancha de coloragdo azul, que muda
para uma colorago roxo intenso, foi analisado por RMN de *H e **C em comparacéo com os
dados da literatura permitindo a identificacdo da mistura dos compostos 7 e 10. Este grupo foi
submetido a uma derivatizacdo por meio de uma reacdo de sililagdo com N,O-
Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (BSTFA) (PRYTZYK et al., 2003) e analisado por CG-
EM.

4.7.4.1 Derivatizagdo com BSTFA e analise de CG-EM da subfragdo FH37-10-3

A derivatizagdo com BSTFA foi feita de acordo com Prytzyk et al. (2003) com
modificacfes. Uma aliquota de 3,0 mg da subfracdo FH37-10-3 foi dissolvida em 3,0 mL de
CH.Cl, obtendo uma solucdo de concentracdo 1,0 mg mL™, posteriormente foi retirada um
aliquota de 1,0 mL dessa solucdo e transferida para um frasco de 2,0 mL, o solvente foi
evaporado, em seguida foi adicionado 250 uL de piridina tratada e 50 uLL de BSTFA. O frasco
foi devidamente fechado e submetido aquecimento, entre 40 a 50 °C, durante 1 hora. Ap6s o
término da reacdo, foi adicionado 1,0 mL de acetato de etila e os derivados sililados foram
analisados por CG-EM, temperatura do injetor: 300 °C, temperatura da interface: 310 °C e
injecdo de 1 uL no modo split (10:1). Programacdo do forno: Temperatura inicial 130 °C
permanecendo por 2 min, taxa de aquecimento de 15 °C min™ até 315 °C permanecendo por
30 min. e o fluxo de gés hélio constante a 1 mL min™. O espectrémetro de massas foi com
analisador quadrupolar, temperatura da fonte de fons a 260 °C, ionizagao por elétrons a 70 eV,
operando na faixa de 40 a 680 Da, corte de solvente em 5 min, com tempo total de analise de
44,33 min. A identificacdo dos compostos foi realizada com base na analise dos espectros de
massas e comparada com os dados da biblioteca NIST08. Este procedimento permitiu a

identificacdo de sete compostos (5-10).
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Esquema 4.4 — Fracionamento cromatografico dos grupos FH19 e FH37 provenientes da

fragcéo hexanica das folhas de Combretum mellifluum

Fracgdo hexanica (10 g)

crescente)

1) CC de gel de silica
2) Hexano, hexano/ AcOEt e AcOEt (polaridade

3) 70 fragdes (250 mL) — agrupadas em 10 grupos)

FH19
(200 mg)

| CC Sephadex LH 20
(hexano/CH,Cl, 1:4)

FH19-9
(38,6 mg)

CC gel de silica (CH,Cl,)

FH19-9-4
(18,6 mg)

!

4

FH37
(478,8 mq)

CC Sephadex LH 20
(hexano/CH.ClI; 1:4)

FH37-10
(49,1 mg)

‘ CC gel de silica (CH,Cl,)

FH37-10-3
(19,0 mg)
| ,
l l Derivatizagao
RMN (BSTFA) e CG-EM

5-10
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4.8 Avaliacéo do potencial biolégico do extrato e fracfes de C. mellifluum
4.8.1 Atividade antioxidante

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante das fracdes e do extrato de C.
mellifluum foi realizada pelo método baseado no sequestro do radical livre DPPH, cujas
medidas de absorbancias foram realizadas em triplicata no comprimento de onda de 516 nm.
A solugdo estoque de DPPH em metanol (50 mL) é preparada na concentracio de 40 ug mL™,
mantida sob refrigeracédo e protegida da luz (SOUSA et al., 2007).

As solucgbes das fracdes e do extrato foram preparadas dissolvendo-se 12,5 mg de cada
amostra em metanol, obtendo-se uma solucdo de 250 pg mL™ que foi diluida nas
concentracdes de 200, 150, 100, 50 e 25 pg mL™. As medidas das absorbancias das misturas
reacionais (0,3 mL de solucdo das amostras nas concentracdes de 25, 50, 100, 150, 200 e 250
ng mL™, com 2,7 mL da solugdo de DPPH, na concentracdo de 40 pg mL™) foram feitas em
triplicata a 516 nm, monitoradas até 30 minutos de reacdo. A mistura de metanol (2,7 mL) e
solucdo metandlica das amostras (0,3 mL) foi utilizada como branco.

O percentual de atividade antioxidante (%AA) das fracbes e dos extratos foi
determinado por meio da equacdo, %AA = {[AbspppH — (AbSamostra — AbSpranco)] X
100}/Abspppn, Onde a Abspppn, € a absorbancia inicial da solucdo metanolica de DPPH,;
AbSamostra € @ absorbancia da mistura reacional (DPPH + amostra) e AbSpranco € @ absorvancia
do branco (MeOH + amostra).

Os resultados sdo expressos pelo valor de CEsg, que indica a concentracéo eficiente em
ng mL™ da amostra capaz de reduzir em 50% a concentragdo do radical livre DPPH, ap6s 30
minutos de racdo (SOUSA et al., 2007).

4.8.2 Determinacao do teor de Fendis Totais (FT)

O conteudo de fendis totais das fracOes e do extrato de C. mellifluum foi determinado
pelo método de Folin-Ciocalteu como descrito por Sousa et al. (2007), sendo as anélises
realizadas em triplicatas e protegidas da luz.

As amostras (10 mg) foram dissolvidas em metanol e transferidas para bal6es
volumétricos de 10 mL e completado os volumes com metanol. Uma aliquota de 100 pL da
solucdo metandlica de cada amostra (1000 pg mL™) foi transferida para um baldo volumétrico

de 10 mL e adicionados 500 pL do reagente Folin-Ciocalteu (1000 pg mL™), 5,0 mL de &gua
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destilada e agitou-se por um minuto. Adicionou-se 2,0 mL da solugdo de carbonato de sodio
15% (m/v) e agitou-se por 30 segundos. O baldo volumétrico foi completado com &gua
destilada. Apos duas horas de reacdo, fez-se a leitura da absorvancias no comprimento de
onda de 750 nm em espectrofotdbmetro UV-Vis. Para o branco realizou-se 0 mesmo
procedimento substituindo-se a solu¢do da amostra por 100 puL de metanol.

O contetido de FT foi expresso em miligramas de equivalente de acido galico por
grama de extrato (mg EAG g™) obtido a partir da curva analitica construida com padréo de
4cido gélico (0,1-2,5 pg mL™, R=0,999).

4.8.3 Determinagéo do teor de Flavonoides Totais (FLAT)

O teor de flavonoides totais das fracdes e do extrato de C. mellifluum foi determinado
por espectrofotometria de absor¢cdo molecular utilizando solugcdo metandlica de AICI3
(SOBRINHO et al., 2010; FERREIRA et al., 2014).

Foram preparadas solu¢ées metandlicas de piridina (20%), cloreto de aluminio (50 pg
mL™) e das amostras (10 pg mL™). Uma aliquota de 300 pL da solucdo metandlica de
amostra foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e adicionados 240 pL de acido
acético glacial, 4,0 mL de solucdo de piridina em metanol 20% (v/v), 1,0 mL da solucéo
metanolica de cloreto de aluminio e completou-se o volume com 4gua destilada. Ap6s 30 min
de reacdo a leitura da absorbancia foi feita no comprimento de onda de 420 nm em
espectrofotdbmetro UV-Vis. Para o branco realizou-se 0 mesmo procedimento substituindo-se
a solucdo de amostra por 300 puL de metanol.

O conteudo de FLAT foi expresso em miligramas de equivalente de rutina por grama
de extrato (mg ER g™) obtido a partir da curva analitica (3,0-21,0 ug mL™, R=0,999). As

analises foram realizadas em triplicatas.

4.8.4 Avaliacéo da atividade anticolinesterasica

As amostras contendo a fragdes e extrato das folhas de C. mellifluum foram utilizadas
na analise qualitativa de inibigdo da enzima acetilcolinesterase (AchE) de acordo com Ellman
et al. (1961) modificado por Rhee (2001). Inicialmente cada amostra do extrato e das fracdes
foram dissolvidas em metanol ou outro solvente organico que seja sollvel para uma

concentracdo de 1 mg mL™, em seguida foram aplicadas aliquotas de 1,5-2,5 pL de cada
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amostra em CCD, usando a cafeina na concentragdo de 10,0 mg mL™ como controle positivo,
e eluida em cloroférmio-metanol (9:1).

Apos a eluicdo da placa, a atividade inibitoria foi avaliada utilizando o revelador
baseado no método de Ellman. A placa foi borrifada com 1 mM DTNB [4acido 5,5’-ditiobis-
(2-nitrobenzdico)] e 1 mM ATCI (lodeto de acetiltiocolina) em tampdo A (50 mM Tris -HClI,
pH 8) até a saturagdo do reagente. Depois de seca (apds 3-5min) a placa foi pulverizada com a
enzima AchE (5 units mL™) em solugdo tamp&o. Apés 5 min, o teste de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase € avaliado pela presenca de manchas brancas sob fundo amarelo
caracteristico de substancia inibidora. Estas atividades foram realizadas no Laboratério de
Produtos Naturais e Neuroquimica Experimental (LAPNNEX-UFPI) sob a supervisdo do

Profa. Dra. Chistiane Mendes Feitosa.

4.8.5 Avaliagéo da atividade antileishmania

As formas de promastigotas de Leishmania major em fase logaritimica de crescimento
foram distribuidas em placas de cultivo celular (1 x 10° por poco). As aliquotas do extrato
etandlico (EEtOH), as fracBes hexanica (FHex), acetato de etila (FACOELt), aquosa (FAqu),
sobrenadante (FSbn) e os compostos 1 e 2a+2b, de C. mellifluum foram adicionadas aos
pocos em diluicBes seriadas, variando de 800 a 6,25 pg mL™. As placas foram incubadas em
estufa de demanda bioldgica (BOD) a temperatura de 26x1 °C e ap6s 48h, os parasitas foram
corados com resazurina (1mM) e realizado a leitura em espectofotbmetro para obtencdo da
densidade 6tica a 550 nm. O controle positivo consistiu de 2 pg mL™? de anfotericina B
diluido em meio Schneider’s a 0,2% de DMSO e considerado como 100% de viabilidade das
leishmanias (SOARES et al., 2007; VALADARES et al., 2011).

4.9 Analise estatistica

Os resultados obtidos na determinacdo dos teores de fenois, flavonoides totais e
atividade antioxidante, foram apresentados como a média de trés repetigdes (n=3)xdesvio
padrdo da media (DP). As diferencas encontradas foram consideradas estatisticamente
significativas quando p<0,05, aplicando-se ANOVA e comparagdes multiplas pelo teste de
Tukey. O tratamento dos dados do potencial antioxidante foi realizado usando o programa
Microcal Origin 8.0. Os experimentos de atividade antileishmania foi analisado usando o

programa GraphPad Prism.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil quimico das fracGes das folhas de C. mellifluum
5.1.1 Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA)

As cromatoplacas do extrato etandlico e fracGes hexanica, acetato de etila, aquoso e
sobrenadante das folhas de C. mellifluum reveladas com solucdo de sulfato cérico sdo
mostradas na Figura 5.1

A analise em CCDA da fracdo hexanica permitiu detectar a presenca de substancias de
natureza isoprénicas como esteroides e terpenoides, utilizando o sistema de solvente
hexano/AcOEt (8:2), que foi evidenciado pela presenca de manchas roxa e alaranjadas. A
fracdo sobrenadante (FSbn) das folhas de C. mellifluum quando eluida em CHCIl3/MeOH
(9:1), também apresentou substancias de natureza isoprénica, sugerindo que a extracao prévia
das folhas com hexano ndo foi suficiente para extrair todas as substancias menos polares
como os isoprendides e outros materiais graxos (CHAVES, 1997).

Apbs a extracdo liquido-liquido do extrato etandlico foi possivel observar por meio da
analise em CCDA, que as fracdes AcOEt e aquosa, quando eluida em CHCIl3/MeOH/H,0
(65:30:5), apresentou manchas amarelas caracteristicas de compostos pertencente a classe dos
flavonoides (CHAVES, 1997; WAGNER; BLADT, 1996).

Figura 5.1 — Cromatogramas das fragdes de particdo do EEtOH das folhas de C. mellifluum

Hex/AcOEt (8:2) CHCI,/MeOH (9:1) CHCIy/MeOH/H,0 (65:30:5)

\
fi ¢ o 0 O
2 3 B

1

1: FHex, 2: FSbn, 3: FAcOEt, 4: FAqu; Revelador: solugdo de Ce(SO,),
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5.2 Formulas estruturais dos compostos isolados e identificados na fracdo hexanica e

sobrenadante das folhas de C. mellifluum

/’/Z

HO...

HO 0

‘CO,Me

3a: R=24p-OH
3b: R=240-OH

HO”
CO,Me 2a: R=24B-OH
2b: R=240-0OH
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5.3 Identificacéo estrutural dos compostos isolados de C. mellifluum

5.3.1 Elucidagéo estrutural do composto 1

O composto 1, correspondente a fracdo S10-15-30 (8,5 mg), € proveniente do
sobrenadante obtido a partir do precipitado formado durante a extragdo com hexano que apds
sucessivos fracionamentos foi isolado. A anélise por cromatogréafia em camada delgada de gel
de silica, eluida em hexano-acetato de etila (7:3) e revelada em solucdo de sulfato cérico
resultou uma Unica mancha rosa. Sua estrutura foi identificada por meio da analise dos
espectros de RMN uni e bidimensionais em comparacdo com os dados da literatura
(RUNGSIMAKAN e ROWAN 2014).

O espectro de RMN *H (Figuras 5.2-5.5) apresentou um perfil caracteristico de um
composto com esqueleto lupano pela presenca de dois dupletos em & 4,57 ¢ 4,69 (J= 2,1 Hz)
caracteristicos de hidrogénios em ligacdo dupla gem-dissubstituida (H-29a e H-29b) e pelo
simpleto em & 1,67 atribuido aos hidrogénios metilicos em carbono olefinico, além de seis
simpletos em 6 0,78; 0,90; 0,94; 1,02; 1,01 e 1,67 que foram atribuidos a hidrogénios dos
grupos metila ligados a carbonos saturados e quaternarios (ALBUQUERQUE et al., 2007). O
dupleto em & 2,98 (1H, Jax-ax= 9,5 Hz) foi atribuido a H-3 ligado a carbono com configuragao
3B-OH e sugeriu um grupo 2a-OH, evidenciado pelo sinal em 6 3,67 (1H, ddd) com Jax.ax =
11,3 Hz devido ao acoplamento entre H-2ax € H-14; Jax-ax = 9,5 Hz do acoplamento entre H-
2ax € H-3ax € Jaxeq = 4,6 Hz do acoplamento entre H-2. e H-1gq.

A andlise conjunta dos espectros de RMN **C e DEPT 135° (Figuras 5.6 e 5.8)
permitiu verificar a presenca de sete sinais de carbonos metilicos (CH3), dez metilénicos
(CHy), sete metinicos (CH) e seis de carbonos quaternarios. Os dados de RMN
unidimensionais sugeriu uma férmula molecular C3Hs00, com IDH igual a 6, sendo uma
referente a ligacdo dupla e cinco correspondente a cinco ciclos. A presenca de triterpenoide

com esqueleto lupano foi confirmada pelo espectro de RMN C (Figuras 5.6) que apresentou
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dois sinais em & 109,5 e 151,1 atribuidos aos carbonos olefinicos C-29 e C-20,
respectivamente, juntamente com o sinal em & 19,4 referente ao carbono metilico do grupo
isoprenila. Os dois sinais em & 69,4 e 84,0 confirmaram a ocorréncia dos carbonos
oximetinicos C-3 e C-2. A analise até aqui realizada permitiu identificar o composto 1 como o
triterpenoide lup-20(29)-en-2a,3B-diol ou simplemente 2a-hidroxi-lupeol.

As correlacGes observadas nos mapas de contorno gHMQC e gHMBC (Figuras 5.9,
5.14 e Tabela 5.1) confirmaram a estrutura do composto 1. Os dados espectrais se encontram
em total concordancia com os relatados por Rungsimakan e Rowan (2014), em um estudo
com as raizes e folhas da espécie Salvia viridis L. cvar. Jeans azul.

Este é o primeiro relato de isolamento do 2a-hidroxi-lupeol na familia Combretaceae
sendo reportados pela primeira vez no género Combretum. Estudos relatados por Choudhary
et al. (2013) comprovam que o 2o-hidroxi-lupeol apresenta atividade antiprolifertiva

significativa frente a linhagens de células de cancer de préstata (PC-3).



Tabela 5.1 Dados de RMN do composto 1 (600 e 150 MHz, 6 em ppm, J em Hz CDCls)

75

HMBC d¢c do 2a-
C/H d¢ Mult OH > 3 hidroxi-lupeol
Jen Jen
1 468  CH, 0,83; 2,04 H-2 H-3eH-5 46,7
2 64 cH (d‘f;lel)'& 9% ieH3 093
3 84,0 CH 2,98 (d, 39,5 Hz) H-2 H-1, H-5 e H-24 83,9
4 38,6 C H-3 38,6
-1 H-23. H- 55,4
5 55,6 CH H-6 H 1':'H2_‘°§'5H 24
6 184  CH, 18,3
7 343  CH, 1,39 (s) H-26 34,2
8 41,0 C H-26 40,9
9 50,5 CH H-25 e H-26 50,4
10 393 C H-9 H-6 39,2
11 211  CH, H-9 21,0
12 251  CH, 25,0
13 381 CH 38,0
14 430 C H-18 42,9
15 275  CH, H-27 27,4
16 357  CH, H-28 35,6
17 431 C H-18 43,0
18 484 CH H-19 H-28 48,3
19 481 cH 2% (dd'dsz"‘ edt H-29 0
20 1510 C H-19 e H- H-18 150.9
30
21 299  CH, 29,8
22 40,1 CH, H-21 40,0
23 286  CHjs 1,01 (s) 28,5
24 166  CHjs 16,5
25 175  CH, 0,90 (s) H'ng H- 1
26 16,1 CHs, 1,02 (s) 16,0
27 14,6 CHs, 0,94 (s) 14,5
28 18,1 CHs 0,78 (s) H-22 18,0
29 1095 CH, 457e4,69(d,J21Hz) H-19 e H-30 109.4
30 194  CH, 1,67 (5) H-30 19,3

# Dados obtidos em CDCls, relatados por Rungsimakan e Rowan, (2014).
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Figura 5.2 — Espectro de RMN *H para o composto 1 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 5.3 — Expanséo (0,65-1,95 ppm) do espectro de RMN *H para o compostos 1 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 5.4 — Expanséo (2,0 -3,9 ppm) do espectro de RMN *H para os compostos 1 CDCls, 600 MHz)
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Figura 5.5 — Expanséo (3,40-3,88 ppm) do espectro de RMN *H para os compostos 1 (CDCls, 600 MHz)
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Figura 5.6 — Espectro de RMN de **C para o composto 1 (CDCls, 150 MHz)
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Figura 5.7 — Expanséo (14-58 ppm) do espectro de RMN **C para o composto 1 (CDCls, 150 MHz)
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Figura 5.8 — Espectro de RMN de DEPT 135° para o composto 1 (CDCl3, 150 MHz)
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Figura 5.9 — Mapa de contornos do gHSQC para o composto 1 (CDCl3, 600 MHz)
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Figura 5.10 — Expanséo do gHSQC para o composto 1 (CDCl3, 600 MHz)
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Figura 5.11 — Expansdo do gHSQC para o composto 1 (CDCl3, 600 MHz)
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Figura 5.12 — Expansao do gHSQC para o composto 1 (CDCl3, 600 MHz)
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Figura 5.13 — Expansao do gHSQC para o composto 1 (CDCl3, 600 MHz)
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Figura 5.14 — Mapas de contorno do gHMBC para o composto 1 (CDCl3, 600 MHz)

- 20
- 40
-60
;so
- 100
-120
;140
;160
;180

200

|
" 0 " Qoo
g %
1 o 0y gl
® 0 ]
0 ® 8
¥ (K]
L]
[
15 14 13 12 11 10 7 5 4 3 2 1

6 (ppm))

86



Figura 5.15 — Expansdo do gHMBC para o composto 1 (CDCl3, 600 MHz)
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Figura 5.16 — Expansdo do gHMBC para o composto 1 (CDCl3, 600 MHz)
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Figura 5.17 — Expansao do gHMBC para o composto 1 (CDCl3, 600 MHz)
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Figura 5.18 — Expansdo do gHMBC para o composto 1 (CDCl3, 600 MHz)
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5.3.2 Elucidacéo estrutural dos compostos 2a+2b

O“""

%0 2a R=244-OH

2b R=240-OH

Y gozlvle

Os compostos 2a+2b correspondente a fracdo S14-12 (14,3 mg), sdo
provenientes do sobrenadante obtido a partir do precipitado formado durante a extracdo
com hexano, que apo6s sucesssivos fracionamentos foram isolados. A analise por
cromatografia em camada delgada de gel de silica, eluida em cloroférmio-MeOH (9:1) e
revelada em solucédo de sulfato cérico resultou uma Unica mancha pdrpura. Sua estrutura
foi identificada por meio da analise dos espectros de RMN uni e bidimensionais em
comparacdo com os dados da literatura (BANSKOTA et. al., 2000a).

O espectro de RMN *H em CDCl; (Figuras 5.20-5.22) apresentou dois dupletos
em 6 0,51 e em & 0,75 (J= 4,6 Hz), indicativos de ocorréncia de uma ponte metilénica
formando um anel ciclopropénico -caracteristico de compostos com esqueleto
cicloartano (BANSKOTA et al.,, 2000a). Uma ligacdo dupla gem-dissubstituida foi
sugerida pelos sinais em 6 4,83 ¢ 4,93/4,92. Os sinais em & 3,59 (tl; J= 2,6 Hz; H-1),
4,56 (dd; J=12,2 e 4,5 Hz; H-3) e 4,02 (t; J= 6,4 Hz; H-24) sdo de hidrogénios de
grupos metinicos ligados a hidroxila com configura¢dao 1a-OH, 33-OH, 243/240-OH
(BANSKOTA et al., 2000a) e o simpleto em & 3,72 ¢ referente aos hidrogénios do
grupo metoxila. A estereoquimica de C-1 e C-3 dos compostos 2a+2b foi determinada
pela anélise das constantes de acoplamento. A falta de uma constante de acoplamento
diaxial de H-1 com H-2, indicou que a hidroxila do C-1 encontra-se em posi¢ao axial
(o). O sinal de H-3 foi observado como um duplo dupleto e devido ao acoplamento
diaxial (J=12,2 Hz) e axial-equatorial (J=4,5 Hz) indicou que H-3 encontra-se em axial
(a) e a hidroxila em equatorial (5).

O espectro de RMN **C (Figuras 5.23-5.25) em uma anélise conjunta com o

DEPT 135° (Figuras 5.25-5.28) evidenciou a presenca de 31 sinais mais intensos, sendo
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seis referentes a CH3, onze a CH,, sete a CH e sete a carbono quaternario Os sinais em o
70,6; 73,2 e 76,5/76,9 sdo atribuidos aos carbonos oximetinicos (C-3, C-1 e C-24p/24a)
(BANSKOTA et al., 2000a). Os sinais em & 111,1/111,6 ¢ 147,6/147,9 sao referentes
aos carbonos olefinicos (C-26 e C-25). A presenca do grupo éster foi confirmada pelos
sinais em 6 52,1 de carbono metoxilico, ¢ em & 177,3, de carbono carbonilico. Os sinais
duplicados para H-26b (& 4,93/4,92, sl), C-24 (5 76,5/76,9), C-25 (5 147,6/147,9), C-26
(6 111,1/111,6) e C-27 (17,7/17,3) sugeriu a mistura epimérica 243-OH/240-OH de
triterpenoides (BANSKOTA et al., 2000a).

Os dados de RMN evidenciaram uma formula molecular C3;Hs005 condizente
com o pico da molécula cationizada com m/z 525,3564 [M+Na]" do espectro de massas
(Figura 5.29).

Nos mapas de contornos gHSQC e gHMBC foram observadas as correlagdes
carbono-hidrogénio (*J e 2JAJ) que permitiram realizar as atribuicdes dos
deslocamentos quimicos (Tabela 5.4). A analise do mapa de contornos gHMBC
(Figuras 5.19, Tabela 5.4 ) confirmou a localizagdo dos grupos funcionais pela
correlacdo de H-1 (8 3,59) com C-3 (4 70,6), C-5 (6 37,3) e C-10 (6 29,6), de H-3 (4
4,56) com C-28 (8 177,3) e C-29 (5 8,52), de H-19 (5 0,45 ¢ 0,68) com C-1 (8 73,2), C-
8 (6 48,0) e C-11 (8 26,5), de H-24 (6 4,02) com C-25 (3 147,6/147,9), C-26 (6
111,1/111,6), C-27 (8 17,7/17,3) e C-22 (31,6); mostrou também, entre outras, a
correlacdo do dupleto atribuido a H-21 (3 0,82) com C-20 (8 36,0), C-17 (3 52,3) e C-22
(8 31,6). Finalmente a comparacéo dos dados de RMN **C observados com os relatados
por Banskota et al.,, (2000a) para os &cidos quandrangularico M (13) e 24-
epiquadrangularico M (16) (Tabela 5.5) permitiu a caracterizacdo estrutural da mistura
epimérica dos ésteres triterpendides Quadrangularato M de metila e 24-

epiquadrangularato M de metila (2a+2b) ndo descritos anteriormente na literatura.

Figura 5.19 - Principais correlagdes observadas no mapa de contorno gHMBC

2a: R=24p-0OH

- i_'
CO,Me
28 2b: R=24¢.-OH

29
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13 16

Triterpenoides tipo cicloartano tém sido isolados de plantas da familia
Combretaceae (BANSKOTA et al., 2000a; BANSKOTA et al., 2000b), incluindo os
acidos quadrangularico M e 24-epiquadrangularico M obtidos de Combretum
guadrangulare (BANSKOTA et al., 2000a).
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Tabela 5.2 — Dados de RMN de **C dos compostos 2a+2b (600 MHz e 150 MHz,

CDCls)
CH 8¢ Mult B A grMBC J°H3
Jen Jen

1 732 CH 3,59 (t, J 2,6 Hz) H-2 H-19

2 361  CH, 1,96

3 70,6 CH 46 (dd,dz§2,3 e40 H-1 e H-29

4 55,0 C H-5 & H-29 H-2

5 37,3 CH 254 (dd'd2§2’5 e4.3 H-1 e H-29

6 229  CH, H-5

7 281  CH, 1,84

8 48,0 CH 1,46 H-19

9 21,0 C H-11e H-19

10 29,6 C H-1 H-2

11 262 CH, 2,13 H-12 H-19

12 329  CH, H-11 H-18

13 453 C H-18 H-12

14 489 C H-8 e H-30 H-12

15 357  CH, H-30

16 255  CH,

17 52,3 CH H-18 e H-21
18 184  CH, 0,94 (s) H-12

19 208  CHe 051e ogg)(d, 14,6 H-5, H-8 e H-11
20 36,0 CH H-21

21 183  CH, 0,88 (d, J 6,5 Hz)

22 316  CH, H-21 e H-24
23 358  CH,

24 o cH 4,02 (t, 16,4 Hz) H-26a/H-26b e H-27
25 1&?%’ C H-24 e H-27

26 111111%/ cH, 4,83(sl)&;|1),93/4,92 Moot e o7
27 117737/ CHs 172 (5) H-24 e H-26a/H-26b
28 1773 C H-3, H-28 e 28-OMe
29 852  CH, 1,12 (s) H-3 e H-5
30 195 CHs 0,92 (s) H-8

28-OMe 521  CHg 3,72 (s)
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Tabela 5.3 — Deslocamentos quimicos de RMN de **C dos compostos 2a+2b (150 MHz,

CDCly)
C 2a 2b 13 16°
1 73,2 73,2 72,5 72,5
2 36,1 36,1 38,8 38,8
3 70,6 70,6 70,7 70,7
4 55,0 55,0 55,7 55,7
5 37,3 37,3 37,7 37,7
6 22,9 22,9 234 234
7 28,1 28,1 28,4 28,4
8 48,0 48,0 48,2 48,2
9 21,0 21,0 20,8 20,8
10 29,6 29,6 30,3 30,3
11 26,2 26,2 26,2 26,2
12 32,9 32,9 33,3 33,3
13 453 45,3 455 455
14 48,9 48,9 491 49,1
15 35,7 35,7 36,3 36,3
16 255 255 25,9 25,9
17 52,3 52,3 52,6 52,6
18 18,4 18,4 18,4 18,4
19 29,8 29,8 20,8 20,8
20 36,0 36,0 36,4 36,4
21 18,3 18,3 18,7 18,7
22 31,6 31,6 32,7 32,7
23 35,8 35,8 35,9 35,9
24 76,5 76,9 75,6 76,1
25 147.6 1479 149,6 149,6
26 1111 111,6 110,0 110,4
27 17,3 17,7 18,2 17,7
28 177,3 177,3 180,0 180,0
29 8,52 8,52 9,8 9,8
30 19,5 19,5 19,5 19,5

28-OMe 52,1 52,1 - -

® Dados obtidos em CsDsN, relatados por Banskota et al. (2000a)
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Figura 5.20 — Espectro de RMN de *H para os compostos 2a+2b (CDCl3, 600 MHz)

808050
¢8SI1S0
ISISL°0
$0SL8°0
6L588°0 T
6¥¢C6'0 _
€LYT6°0

166€6°0

ISEV6°0 \

90LIT'1
0S8YT'1 \

YLOTL'T —

81CS'T
006CSC
y9Tyse
CLOYS'T

mmo%.m
oe&m.m W
L886S°€
IP61L°¢~—
8¥500't

08$ S.«W —
8,920t

Y91vS Y

vi6vS'y -
0029S't
€569St -
Emmw.v\ —
0EPEst

L9616t
€8676't

27

24B-OH
240.-OH

2a R
2b R

CO,Me

28

wg

3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

3.5

4.0

% (ppm)

4.5

6.0 5.5 5.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5



Figura 5.21 — Expansdo (0,45-1,9 ppm) do espectro de RMN de 'H para os compostos 2a+2b (CDCls, 600 MHz)
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Figura 5.22 — Expansdo (2,3-5,1 ppm) do espectro de RMN de *H para os compostos de 2a+2b (CDCls, 600 MHz)
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Figura 5.23 — Espectro de RMN de **C para os compostos 2a+2b (CDCls, 150 MHz)
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Figura 5.24 — Expanséo (7-39 ppm) do espectro de RMN de **C para os compostos 2a+2b (CDCls, 150 MHz)
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Figura 5.25 — Expanséo (75-150 ppm) do espectro de RMN de *3C para os compostos 2a+2b (CDCls, 150 MHz)
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Figura 5.26 — Espectro de RMN de DEPT 135° para os compostos 2a+2b (CDCl3, 150 MHz)
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Figura 5.27 — Expansdo (7-40 ppm) do espectro de RMN de **C — DEPT 135° para os compostos 2a+2b (CDCls, 150 MHz)
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Figura 5.28 — Expansdo (40-120 ppm) do espectro de RMN de *C — DEPT 135° para 0s compostos 2a+2b (CDCls, 150 MHz)
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Figura 5.29 — Espectro de massas dos compostos 2a+2b — [M+Na]™
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Figura 5.30 - Mapa de contornos do gHSQC para os compostos 2a+2b (CDCl3z, 600 MHz)
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Figura 5.31 - Expanséo do gHSQC para os compostos 2a+2b (CDCl3z, 600 MHz)
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Figura 5.32 - Mapas de contorno do gHMBC para os compostos 2a+2b (CDCl3z, 600 MHz)
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Figura 5.33 - Expansdo do gHMBC para os compostos 2a+2b (CDCl3z, 600 MHz)
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Figura 5.34 - Expanséo do gHMBC para os compostos 2a+2b (CDCl3, 600 MHz)
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Figura 5.35 - Expanséo do gHMBC para os compostos 2a+2b (CDCl3, 600 MHz)
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Figura 5.37 - Expanséo do gHMBC para os compostos 2a+2b (CDCl3, 600 MHz)
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5.3.3 Elucidagao estrutural dos compostos 2a+2b/3a+3b

HO

. 2a: R=243-OH
'CQZMe 2b: R=240-0OH HO
28

3a: R=243-OH
3b: R=240-0OH

A mistura dos compostos 2a+2b/3a+3b (17,5 mg), correspondente a fracdo S12-
19-6, é proveniente do sobrenadante (FSbn) obtido a partir do precipitado formado
durante a particdo do extrato etanolico com hexano e, apds sucessivos fracionamentos,
foi obtida (Esquemas 4.1 a 4.3). A analise por cromatografia em camada delgada de gel
de silica, eluida em cloroféormio-MeOH (9:1) e revelada com solucdo de sulfato cérico
resultou em uma Unica mancha purpura. As estruturas destes compostos foram
elucidadas por meio da anélise dos espectros de RMN uni e bidimensionais em
comparacdo com os dados da literatura (BANSKOTA et. al., 2000a; THANG etl al.,
2013).

A andlise do espectro de RMN *3C (Figuras 5.40-5.41), em conjunto com 0s
espectros de DEPT 90° e 135° (Figuras 5.42-5.43) permitiu identificar os triterpenoides
2a+2b, elucidados anteriormente na fracdo S14-12 (pagina 88), pela presenca dos sinais
em 6 73,2 (C-1); 70,6 (C-3) e 76,5/76,4 (C-24), atribuidos aos carbonos oximetinicos,
em O 1774 e 6 52,1 referentes a carbonila de ésteres e metoxila, respectivamente A
mistura epimérica destes compostos foi confirmada pelos sinais duplicados de carbonos
olefinicos em & 111,1/111,5 (C-26) e 147,9/147,6 (C-25) e do carbono metilico em &
17,4/17,7 (C-27).

No espectro de RMN *H (Figuras 5.44-5.46) os sinais em & 3,59 (tl, J= 3,1 Hz,
H-1), 6 4,55 (dd, J= 12,3 e 4,6 Hz, H-3) ¢ 6 4,01 (t, J= 6,7 Hz, H-24) foram atribuidos
aos compostos 2a+2b, assim como os dois dupletos em 6 0,50 (J= 4,8 Hz) e em 6 0,74
(J= 4,8 Hz), indicativos de ocorréncia de uma ponte metilénica formando um anel
ciclopropanico caracteristico de compostos com esqueleto cicloartano. Adicionalmente,

o espectro de RMN *H também apresentou sinais de uma ligacdo dupla gem-
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dissubstituida evidenciada pelos sinais em 6 4,83 (d, J= 1,5 Hz, H-26a) e 4,93/4,92 (sl,
H-26b) para os dois epimeros e o simpleto em & 3,71 atribuido ao hidrogénio do grupo
metoxila.

O espectro de RMN C (Figura 5.40 e 5.41), além dos sinais atribuidos aos
compostos 2a+2b, apresentou adicionalmente sinais em & 71,5 (C-2) e 83,8 (C-3),
atribuidos a carbonos oximetinicos e sugeriu a presenca da mistura dos compostos
3a+3b com a mesma cadeia lateral dos triterpenoides 2a+2b. A mistura epimérica de
3a+3b foi confirmada pelo espectro de RMN *H (Figura 5.44-5.46), que apresentou dois
dupletos de menor intensidade em 6 0,45 (J= 4,6 Hz) e em 6 0,61 (J= 4,9 Hz),
indicativos de anel ciclopropéanico, caracteristico de compostos com esqueleto
cicloartano (THANG et. al., 2013), como também pelos sinais em 6 3,05 (d, Jax-ax= 9,4
Hz, H-3) e em & 3,59 (m, H-2), atribuidos aos hidrogénios oximetinicos. Neste espectro,
o sinal de H-2 ficou sobreposto ao de H-1 (6 3,59; tl, J= 3,1 Hz) dos compostos 2a+2b,
entretanto, no mapa de contornos gHSQC (Figura 5.48), este sinal mostrou uma
correlacdo com o sinal em 71,5 atribuido a C-2 para 3a+3b. O mapa de contornos
gHSQC (Figuras 5.48 a 5.52) mostrou ainda, entre outras, as correlacdes de H-3 (6
3,05) com C-3 (5 83,8), de H-24 (5 4,01) com C-24 (5 76,5), de H-26 (8 4,83 ¢ & 4,92)
com C-26 (5 111,5) e H-29 (6 0,83) com C-29 (5 15,3).

O mapa de contornos gHMBC (Figuras 5.53 a 5.59, Tabela 5.4) mostrou as
correlagbes de H-3 (8 3,05) com C-1 (8 25,9), C-2 (6 71,5) e C-29 (& 15,3), de H-29 (6
0,83) com C-3 (8 70,6), C-4 (3 40,5) e C-5 (6 47,3), de H-24 (6 4,01) com C-23 (5 31,8),
C-25 (6 147,5), C-26 (6 111,5) e C-27 (8 17,3) e dos dois dupletos atribuidos ao H-19 (5
0,45 e 0,61) com C-8 (5 26,8), C-9 (6 25,3), C-10 (6 19,6) e C-11 (3 40,0).

A Figura 5.39 mostra as principais correlacdes observadas no mapa de contornos

gHMBC as quais mostram a conectividade dos carbonos da estrutura.

Figura 5.39 - Principais correlagcdes observadas no mapa de contorno gHMBC.
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A anélise dos deslocamentos quimicos de RMN *3C (C-1 a C-16, C-18, C-19, C-
28 e C-29) dos compostos 3a+3b (Tabela 5.5) em comparacdo com os relatados por
Thang et. al., (2013) para o composto 62, isolado da espécie Annona reticulata
(Annonaceae) corroboraram com a estrutura proposta.

O espectro de massas de alta resolucdo (Figura 5.59) apresentou dois picos de
moléculas cationizadas com m/z 525,3658 [M+Na]" e 481,3657 [M+Na]" os quais sdo
condizentes com as formulas moleculares Cj3;Hs00s referentes aos compostos
Quadrangularato M de metila (2a) e 24-epiquadrangularato M de metila (2b), e
CaoHs003, atribuida aos triterpenoides 2a,3f,24p-trihidroxi-cicloart-25-eno (3a) e
20,3B,24a-trihidroxi-cicloart-25-eno (3b), respectivamente, ambos inéditos na literatura.

OH 32
| 33

HO.,

HO
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Tabela 5.4 — Dados de RMN de **C do composto 3a+3b (100 MHz, CDCl5)

C/H 8¢ Mult Sn gHMBC "Jex
“Jen e

1 25,9 CH, H-3
2 71,5 CH H-2
3 83,8 CH 3,05(d, J 9,4 Hz) H-28 e H-29
4 40,5 C H-29
5 47,3 CH H-29
6 20,9 CH,
7 26,1 CH,
8 479 CH
9 25,3 C
10 19,6 C
11 40,0 CH;
12 35,6 CH,
13 454 C
14 48,9 C
15 31,8 CH,
16 26,8 CH;
17 52,3 CH
18 18,4 CHs;
19 29,9 CH,  0,45(d,J4,6 Hz)e0,61 (d; J

4,9 Hz)
20 36,1 CH
21 18,4 CHs;
22 32,0 CH, H-24
23 35,8 CH,
24 76,5/77,3 CH 4,01 (t, J 6,7 Hz) H-26 e H-27
25 147,6/147,9 C H-24 e H-27
26 111,1/111,6 CH, 4,83 (sl); 4,93/4,91 (sl) H-24 e H-27
27 17,7/17,3 CH; 1,71 (s) H-24 e H-26
28 18,3 CHs;
29 15,3 CH; 0,83 (s)
30 19,4 CHs, 0,98 (s)




Tabela 