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Resumo

Trés naftoquinona, (11S,13S, 16R) - cordiaquinona J ((+)-cordiaquinona J), 6-[10-(12,12-
dimetil- 13a- hidroxi- 16-metil-ciclohexil]- 1,4-naftalenodiona  (cordiaquinona L) e 5-metil-6-
[10-(12,12-dimetil- 13B-hidroxi- 16ciclohexil)metil- 1,4- naftalenodiona (cordiaquinona M)
foram isoladas do extrato etandlico das raizes da Cordia leucocephala. Estas naftoquinonas,
exceto a cordiaquinona M foram quantificadas por CLAE no extrato bruto das raizes de C.
leucocephala. Os padrdes da (+)-cordiaquinona J e cordiaguinona M foram identificados no
cromatograma pelos respecttivos tempo de retencdo e espectro-UV. A quantificacdo das duas
naftoquinonas apresentou teores de 310 pg de (+)-cordiaquinona J e 180 pg de cordiaquinona
M, em 100 mg de raizes.

Abstract

Three naphthoquinone, (11S,13S, 16R)-cordiaquinone J ((+)-cordiaquinone J) , 6-[10-(12,12-
dimethyl-13a-hydroxy-16-methenyl-cyclohexyl)ethyl]- 1,4-naphthalenedione (cordiaquinone
L) and 5-methyl-6-[10-(12.12-dimethyl- 13- hydroxy- 16ciclohexil) methyl-1,4-
naphthalenedione (cordiaquinone M) were isolated from the ethanol extract of the roots of
Cordia leucocephala. These naphthoguinones, except cordiaquinone M were quantified by
HPLC in crude extract of the roots of C. leucocephala. The standards of (+)-cordiaquinone J
and cordiaquinone M in the chromatogram were identified by their retention time and its UV
spectrum. the quantification of two naphthoquinones, had average contents of 310 pg of (+ )
J-cordiaquinone and 180 pg of cordiaquinone M in 100 mg of roots.
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Introducdo

A familia Boraginaceae possui cerca de 130 géneros e 2300 espécies, com ampla
distribuicdo nas regifes temperadas, subtropical e tropicais do mundo, destacando-se o0 género
Cordia L.com aproximadamente 300 espécies (Abrantes e Agra 2004). Quimicamente, esse
género, tem apresentado uma ampla diversidade de estruturas de metabdlitos secundarios,



destacando-se as quinonas, triterpenos, compostos fendlicos, flavonoides, saponinas, taninos,
compostos cianogénicos, mucilagens, esteroides, compostos nitrogenados e &cidos graxos
(Barroso et al. 2002).

Inimeras espécies do género Cordia tem apresentado estudos com destacada atividade
biolégica, com acdo anti-inflamatéria (Al-Awadi et al. 2001), antimicrobiana, antioxidante
(Okusa et al. 2007), antitumoral (Parisotto et al. 2011) analgésica, anti-ulcerogénica (Rold&o
et al. 2008) entre outras. Dentre as variedades de plantas com potencial bioativo destaca-se a
espécie Cordia leucocephala Moric., popularmente conhecida como moleque-duro; endémica
da regido Nordeste brasileira. Suas folhas e raizes tém sido usadas na medicina popular contra
reumatismos, indigestdes e tonico geral. O xarope das flores é indicado contra raquitismo e
artritismo  (Agra, 1996), e € amplamente cultivada para fins ornamentais (Barroso et al.,
2002).

Estudo das raizes e folhas da C. leucocephala propiciou o isolamento de novos
metabolitos secundarios; dentre estes as naftoquinonas denominadas cordiaquinona L e
cordiaquinona M (Diniz et al. 2009), além do re-isolamento da (+)-cordiaquinona J que
apresentou uma destacada atividade citotoxica em linhagens de células tumorais (Marinho et
al. 2010); as estruturas desses metabolitos, encontram-se representadas respectivamente na
Figura 1.

A padronizacdo quimica de plantas medicinais envolve tecnicas cromatograficas como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que permite analises qualitativa e
quantitativas de misturas complexas com resolugdo e sensibilidade significativa. Quando a
CLAE ¢ acoplada a técnica de deteccdo por varredura no espectro do ultravioleta, torna-se
uma ferramenta muito util na caracterizacdo do perfil quimico de plantas, permitindo
simultaneamente quantificar 0s constituintes e identificar 0s principais grupos funcionais
(Paiva etal. 2002).

O objetivo principal desse trabalho foi o desenvimento de um método utilizando
CLAE, em fase normal, para a separacdo e quantificacdo das naftoquinonas presentes no
extrato etandlico das raizes da Cordia leucocephala.
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Figura 1- Estruturas quimicas das naftoquinonas isolada das raizes de C. leucocephala.



Metodologia

Material Botanico

O material vegetal em estudo foi coletado as margens da estrada vicinal Mossoro-
Barrinha no municipio de Mossor6-RN. Sua exsicata encontra-se depositadas no Herbario
Dardano de Andrade Lima, da Universidade Federal Rural do Semi-Arido - UFERSA, sob o
registro de nimero MOSS 8827.

Instrumentacdo e parametros de separacdo da CLAE

Para as analises cromatograficas foi utilizado cromatdgrafo liquido Shimatzu Class-
VP, constituido de trés bombas LC-10ATvp, detector por varredura de espectro ultravioleta
por arranjo de fotodiodo SPD-M10Avp, forno CTO-10ASvp, injetor automatico SIL10AF,
coletor automatico FRC10A e degaseificador em linha CTO10AS. Para separacdo dos
compostos utilizou-se uma coluna analitica Shim-pack CLC-SIL (M), tamanho de 4,6 x 150
mm em fase normal, sistema isocratico hexano/acetato de etila 88:12, fluxo de 0,9 mL/min, e
deteccdo em comprimento de onda 250 nm, pressdo 407 psi. Os solventes utilizados na
extracdo foram de grau P.A. da Merck e para as andlises cromatograficas foram de grau
HPLC.

Apbs o ajuste do método cromatogréfico nas condicBes ideais, a solucdo da fracdo
acetato e dos padrbes foi injetada em quadruplicata para verificar a reprodutibilidade dos
parametros cromatogréaficos.

Obtencdo dos compostos de referéncia

As raizes de C. leucocephala (213,16 g) foram seco, moido e submetido a extracdo
exaustiva em etanol 95% (5 x 700 mL). O solvente foi removido em evaporador rotatdrio
Fisaton 802 equipado com controlador de vacuo e banho refrigerante, posteriormente levado
ao banho-maria a uma temperatura de 50°C para completa secagem (19,45 g). Uma aliquota
do extrato etandlico (11,541 @) foi dissolvido em etanol/agua (3:7) e extraida com hexano. O
extrato hexanico (5,09 g), depois de concentrado a vacuo, foi cromatografado em coluna
filtrante de silica gel 60 com eluentes de polaridade crescente (hexano, cloroformio, acetato
de etila e metanol). Isolaram-se a (+) cordiaquinona J (120mg), cordiaquinona L (30,5mg) e
cordiaquinona M (30,0mg). As estruturas das substancias foram confirmadas através da
comparacdo dos dados espectroscopicos de RMNH, RMN®C, espectrometria de massas com
os dados reportados por Diniz (2009) e Marinho (2010).



Preparacdo das substancias de referéncias

Pesou-se 100,6 mg de (+)-cordiaquinona J, que foi dissolvido em acetato de etila e
posteriormente transferido para um baldo volumétrico de 25 mL. Uma aliquota de 2,5 mL
dessa solucdo foi retirada e diluida para um volume final de 25 mL de acetato de etila.

Para preparacdo da solucdo padréo da cordiaquinona M, pesou-se 10,9 mg do
metabolito, que foi dissolvido em acetato de etila e posteriormente transferido para um baldo
volumétrico de 10 mL.

Preparacdo do extrato da planta para injecdo em CLAE

Pesou-se uma aliquota de 199,4 mg do extrato etandlico, que foi solubilizado em 5
mL de acetato de etila, seguido de fitragdo em membrana 0,45 pm Whatman. A solucéo
obtida desse processo foi aplicada em um cartucho SPE silica 10g/60 mL sendo em seguida
eluida com 10 mL de acetato de etila obtendo-se uma fracdo rica em naftoquinonas.
Posteriormente o cartucho foi eluido com 20 mL de uma solucdo etanol/agua 80:20. As duas
fracbes foram analisadas e comparadas por CCD utilizando um sistema hexano/acetato de
etila 60:40 observando a auséncia de naftoquinonas na fracdo etanol/agua.

Preparou-se uma solugdo da fracdo rica em naftoquinonas, dissolvendo-se 120,9 mg
em 50 mL de acetato de etila, obtendo-se uma solugéo de concentragéo de 2,4 mg/mL.

Quantificacao

Foram realizadas injecOes da solugdo padréo da (+)-cordiaquinona J nos volume de 2,
4, 6, 8 e 10 uL e injecOes da solucdo do padrdo cordiaquinona M em 1, 3, 5, 7, 9, 11 uL para
construcdo das curvas de calibracdo, utilizou-se a media aritimética das areas, segundo o
método do padrdo externo (Ciola, 1998).

Resultados e discussdes

A identificacdo, das naftoquinonas no cromatograma foi realizada comparando o
tempo de retencdo e 0s espectros na regido do ultravioleta, dos compostos presentes no
extrato, com os dados dos espectros UV e do tempo de retencdo dos padrfes das
naftoquinonas catalogados numa espectroteca. O cromatograma da fracdo rica em
naftoquinonas e o0s espectros das substancias com tempo de retencdo 3,7 e 6,3 min estdo
representados na Figura 2. As areas picos e 0s tempos de retencdo, das naftoquinonas em
estudo, alkm da identificacdo das substancias presentes no cromatograma foram obtidos
utilizando o software padrdo da shimatzu Chromatography Workstation CLASS-VP Release
6.12 SP5.
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Figura 2 - Cromatograma da fracdo rica em naftoquinonas e espectros das substancias com tempo de
retencdo de 3,7 e 6,3 min

No cromatograma 0s picos com tempo de retencdo de 3,7 e 6,2 min foram
caracterizados como sendo a (+)-cordiaquinona J e a cordiaquinona M respectivamente, pois
apresentaram 0s mesmos tempos de retencdo e um indice de similaridade, na comparacdo dos
espectros UV dos padrdes, muito proximo de 100 %. As resolugbes desses picos foram
maiores que 1,5 estando portando em condicbes analiticas para a suas quantificagdes. A
cordiaquinona L, apesar de ter sido re-isolada, ndo apresentou condi¢bes analiticas de
quantificacdo. A media das areas dos picos dos padroes da (+)-cordiaquinona J e
cordiaquinona M, juntamente com 0s seus respectivos tempos de retencdo médio estdo
descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Média da area do pico e do tempo de retencdo das naftoquinonas

cordiaquinona Média da area Tempo de retencdo (min)
(+)-cordiaquinona J 3538438,5 3,7
cordiaquinona M 1708332,5 6,2

A quantificacdo da (+)-cordiaquinona J e da cordiaquinona M foi realizada utilizando
0 método do padrdo externo, a partir da construcdo de suas respectivas curvas de calibracdo,
da area média do pico em funcdo do volume injetado, nas mesmas condicGes utilizadas para a
solugdo do extrato rico em naftoquinonas. Suas linearidades foram trabalhadas na faixa de 0,8
a 4 g para (+)-cordiaquinona J e 0,6 a 6,6 pg para cordiaquinona M. Na Tabela 2 estdo
descritos os coeficientes de correlagdo, encontrados pelo método dos minimos quadrados, e
nas figuas 3 e 4 estdo representados as curvas de calibracdo dos padroes da (+)-
cordiaquinona J e cordiaquinona M respectivamente.



Tabela 2 - Coeficiente de correlacio R? e coeficiente linear (a) e angular (b) da equacdo
y=a+bx

Coeficiente de correlacéo Coeficientes y= a + bx
Analito
R? a b
(+)-cordiaquinona J 0,99964 - 15912,3 1,29646E6
cordiaquinona M 0,99974 - 188550,9 1,7911E6
a
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Figura 3 - Curva de calibracdo das naftoquinonas (+)-cordiaquinona J, A 250 nm
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Figura 4 - Curva de calibragdo das naftoquinonas cordiaquinona M, A 250 nm



Tomando como base, as equacBes obtidas no processo de regresséo linear, a &rea dos
picos das naftoquinonas (+)-cordiaquinona J e cordiaquinona M no cromatograma e o volume
de injecdo da fracdo rica em naftoquinonas, foi possivel determinar o percentual de cada
naftoquimona nas raizes da Cordia leucocephala, como mostrado na tabela 3.

Tabela 3 - Percentual de naftoquinonas nas raizes da Cordia leucocephala

o Percentual de naftoquinonas
Cordiaquinona

No extrato seco Na raizes seca
(+)-cordiaquinona J 3,4 0,31
cordiaquinona M 2,0 0,18

Conclusao

O método analitico desenvolvido segundo a técnica cromatografica liquida de alta
eficiéncia mostrou-se rapido e reprodutivo na andlise das naftoquinonas presentes no extrato
das raizes de C. leucocephala. Este mesmo método revelou-se eficiente, uma vez que
permitiu, com precisdo, a analise e quantificacdo das (+)-cordiaquinona J e cordiaquinona M,
mostrando que a mais (+)-cordiaquinona J € a naftoquinona majoritaria do extrato das raizes.
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