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“Sem sonhos, as perdas se tornam insuportaveis,
as pedras do caminho se tornam montanhas,
os fracassos se transformam em golpes fatais.
Mas, se voceé tiver grandes sonhos....
seus erros produzirdo crescimento,
seus desafios produzirdo oportunidades,

seus medos produziréo coragem.”

(Augusto Cury)
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RESUMO

O trabalho descreve a investigagdo quimica dos constituintes volateis e ndo-
volateis de Cordia polycephala, visando o isolamento e caracterizacdo estrutural de seus
constituintes quimicos. O dleo essencial obtido por hidrodestilacdo e analisado por CG-EM,
mostrou-se basicamente constituido por sesquiterpenos, cujos compostos majoritarios foram
(2)-cariofileno (9,71 — 12,31 %), (E)-cariofileno (16,31 — 29,22 %) e allo-aromadendreno
(14,49 — 23,69 %). O mesmo apresentou moderada atividade larvicida contra larvas do
mosquito Aedes aegypti, com uma concentracdo letal (CLso) de 127,6 ppm. A analise quimica
do extrato hexanico das raizes da referida planta resultou no isolamento e caracterizacdo de
cinco naftoquinonas terpénicas: as cordiaquinonas B, L e E previamente isoladas no género, e
uma mistura de naftoquinonas isbmeras denominadas de cordiaquinonas N e O, registradas
pela primeira vez na literatura. Do extrato etanolico das folhas foram isolados trés flavonoides
(5, 3’-dihidroxi-3, 7, 4’-trimetoxiflavona; 5, 3’-dihidroxi-3, 6, 7, 4’-tetrametoxiflavona e
5,3°,4’- trihidroxi - 3,7 —dimetoxiflavona) que apesar de serem conhecidos séo inéditos no
género; dois triterpenos (acido 3a, 29-dihidroxiolean-12-en-27-6ico ¢ acido 3a-hidroxiolean-
12-en-27-6ico) e um esteroide (B-sitosterol-3-O-glicopiranosideo). O potencial citotoxico das
naftoquinonas isoladas foi avaliado frente a quatro linhagens de células tumorais humana:
célon (HCT-8), leucemia (HL-60), melanoma (MDA-MB-435) e glioblastoma (SF295). A
citotoxidade (ICso) destes compostos variou na faixa entre 0,7 e 5,0 pg/mL. Para a
determinacdo estrutural das substancias foram usadas técnicas espectrométricas como:
infravermelho (IV), espectrometria de massa (EM) e ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN *H) e carbono (RMN *3C), incluindo técnicas bidimensionais (COSY,
HSQC, HMBC e NOESY) e comparacdo com dados disponiveis na literatura.

Palavras-chave: Cordia polycephala, naftoquinonas e atividade citotdxica.
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ABSTRACT

The work describes the chemical investigation of the volatiles and non-volatile constituents of
a plant from Boraginaceae family, Cordia polycephala, aiming the isolation and structural
characterization of the their chemicals constituents. The essential oil was obtained by
hidrodestillation and analyzed by GC-MS. The oil was constituted by sesquiterpenes (Z)-
cariophyllene (9,71 — 12,31 %), (E)-cariophyllene (16,31 — 29,22 %) and aloaromadendrene
(14,49 — 23,69 %) were the main compounds. The oil showed moderate larvicidal activity
against the Aedes aegypti larval, with a lethal concentration (LCso) of 127,6 ppm. The
chemical analysis of the hexane extract from roots resulted in the isolation and
characterization of the five naphthoquinones terpenes: the cordiaquinones B, L and E
previously isolated, and a naphthoquinones mixture called cordiaquinones N e O, first
registered in literature. From leaves ethanol extract were isolated three flavonoids (5, 3’-
dihydroxy — 3, 7, 4’- trimethoxyflavone; 5, 3’-dihydroxy — 3, 6, 7, 4> — tetramethoxyflavone
and 5, 3, 4’ — trimethoxy — 3, 7 — dimethoxyflavone) unprecedented in the genus Cordia, two
triterpenes (3a. — hydroxyolean-12-en-27-oic acid and 3a, 29 — dihydroxyolean-12-en-27-oic
acid) and one steroid (B-sitosterol-3-O-glucopyranoside). The cytotoxic potential of the
naphthoquinones isolated were evaluated against four human tumor cell lines: HCT-8 (colon),
HL-60 (leukemia), MDA-MB-435 (melanoma) and SF295 (glioblastoma). The citotoxicity
(ICsp) these compounds varied between 0,7 and 5,0 ug/mL. For the structural determination
were used spectrometric techniques as IR, MS, *H and **C NMR, including two-dimensional
spectroscopic methods (COSY, HSQC, HMBC and NOESY) and comparison with data from
the literature.

Keywords: Cordia polycephala, naphthoquinones, cytotoxic activity.
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INTRODUCAO

Desde a antiguidade as plantas sdo usadas tradicionalmente por populacbes de
todos os continentes, no controle de diversas doencas e pragas. Esta tradicdo tornou-se um
recurso alternativo de grande aceitacdo, tanto nas pequenas comunidades rurais como nos
centros urbanos. Este fato vem chamando a aten¢do da comunidade cientifica para comprovar
a eficécia e promover o uso seguro desses recursos naturais.

As plantas destacam-se também por serem fontes naturais de uma infinidade de
substancias quimicas que sdo biossintetisadas para desempenhar funcfes vitais, tais como
defesa  contra  predadores e  microrganismos.  Essas  substancias  podem
ser importantes para 0s seres humanos, uma vez que ao apresentarem atividades
farmacoldgicas, podem ser aplicadas na area terapéutica, atuando como medicamento, ou
prototipos para sintese de novos farmacos.

Inimeras plantas pertencentes a familia Boraginaceae séo utilizadas na medicina
popular, outras sdo produtoras de madeira de boa qualidade, inclusive resistente ao ataque de
fungos, insetos e microrganismos (SANTOS et al., 2006). Em virtude disso, plantas desta
familia tem sido alvo de estudos como fonte de substdncias bioativas de interesse das
industrias farmacéutica, e de cosméticos. Entretanto, poucas espécies desta familia foram
estudadas detalhadamente sob o ponto de vista quimico ou farmacolégico (BARROSO et al.,
2002).

O género Cordia, um dos maiores e mais importante da familia Boraginaceae, é
representado por cerca de 250 espécies, muitas das quais sao usadas na medicina popular, por
apresentarem diversas propriedades farmacoldgicas ou biol6gicas como: antillcera,
antimicrobiana, antifingica, larvicida, antiinflamatéria e analgésica. Ainda podem ser
empregadas no tratamento de diversas patologias como, pneumonia, tosse, reumatismo e
dispepsia (DINIZ et al., 2009). Além do uso de plantas do género Cordia na medicina
popular, estudos disponiveis na literatura tem relatado que extratos e substancias puras obtidas
a partir de diferentes espécies do género apresentam propriedades biologicas. Segundo IOSET
et al., (1998 e 2000) o extrato diclorometano e os compostos isolados das raizes de Cordia
linnaei e Cordia curassavica apresentaram atividade antifingica contra fungos patogénicos de
plantas como o Cladosporium cucumerinum e contra o fungo Candida albicans, bem como
atividade larvicida frente a larvas do mosquito Aedes aegypty, causador da febre amarela e

dengue. De acordo com MORI et al., (2008) o extrato metandlico da madeira e os compostos

Freitas, H. P. S.
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obtidos de Cordia fragrantissima spp exibiram forte atividade antileishmania quando testado
in vitro. O extrato hidrodlcoolico liofilizado e o extrato etanodlico das folhas de Cordia
verbenaceae apresentaram atividades antiinflamatoria e cicatrizante, associada a uma baixa
toxicidade e um efeito protetor da mucosa gastrica, quando administrados por via oral em
roedores, propriedades estas associadas ao flavonoide artemetina (JORGE et al., 1998;
SERTIE et al., 2005; CARVALHO JR et al., 2004; e PASSOS et al., 2007). Outro estudo
mostrou que o extrato metanolico das folhas de C. verbenaceae inibiu a formagdo de edema
em patas de camudongos, induzido pelo veneno de Bothrops jararacussue, sendo o acido
rosmarinico, um composto fendlico, o responsavel pela atividade (TICLI et al., 2005). Ja o
6leo essencial da espécie também apresenta atividade antiinflamatéria, além de exibir
atividade antialérgica, quando testado em ratos.

Nos anos de 1990 e 1991, foram publicados os primeiros trabalhos sobre o estudo
da acdo antiflamatoria do 6leo essencial de C. verbenacea, desenvolvida pelos pesquisadores
Sertié e o bioquimico Sylvio Panizza, ambos da Universidade de S&o Paulo. Mas somente em
2004, pesquisadores da Universidade Federal de Santa Catarina, Unifesp, PUC- Campinas e
Unicamp, em parceria com um importante laboratorio farmacéutico finalizaram a pesquisa, na
qual o constituinte quimico a-humuleno encontrado no 6leo essencial foi identificado como o
principio ativo responsavel pelas propriedades terapéuticas da planta. Atualmente C.
verbenacea é considerada o primeiro fitoterapico com pesquisa e desenvolvimento 100%

nacionais.

O presente trabalho descreve o isolamento e elucidacdo estrutural dos metabdlitos
secundarios do extrato hexanico das raizes e extrato etandlico das folhas de C. polycephala,
assim como o potencial citotdxico das substancias isoladas das raizes frente a linhagens de
células tumorais humanas: célon (HCT-8), leucemia (HL-60), melanoma (MDA-MB-435) e
glioblastoma (SF295).

A determinacao estrutural das substancias foi realizada através do uso de técnicas
espectromeétricas como: Infravermelho (IV), Espectrometria de Massa (EM) e Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e de Carbono-13 (RMN *3C), incluindo técnicas
bidimensionais como COSY, HSQC e HMBC.

Este trabalho esta apresentado em seis capitulos seguido das conclusdes e
referéncias bibliograficas. Os capitulos estdo dispostos da seguinte forma: Capitulo 01 —
Consideracdes botanicas; Capitulo 02 — Levantamento bibliografico; Capitulo 03 — Estudo do

0leo essencial de C. polycephala; Capitulo 04 - Elucidacdo estrutural dos metabolitos

Freitas, H. P. S.
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secundarios isolados de C. polycephala; Capitulo 05 — Procedimento experimental;
Conclusdes e Referéncias bibliograficas, apresentadas no final do trabalho conforme as
normas da ABNT.

Freitas, H. P. S.
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1 - CONSIDERACOES BOTANICAS

1.1 — Consideracdes sobre a familia Boraginaceae

A familia Boraginaceae, criada por Jussieu em 1789, a que pertence o género
Cordia L., conta com cerca de 130 géneros e aproximadamente 2.500 espécies distribuidas
nas regides tropicais, subtropicais e temperadas. Seus maiores centros de disperséo localizam-
se nas regides mediterraneas e nos Estados Unidos da América (MELO e LIRA LEMOS,
2008).

No Brasil, esta familia estd representada pelos géneros Auxemma, Borago,
Cynoglossum, Cordia, Echium, Lepidocordia, Moritzia, Patagonula, Rotula, Symphytum,
Tounerfortia e Thaumatocaryum (BARROSO, 1986). Entre estes géneros, o género Cordia
tem importancia especial.

As plantas que compBem a familia Boraginaceae possuem as seguintes

caracteristicas:

“Sao plantas herbaceas ou lenhosas, arbustivas ou arbdreas, com folhas de
disposicdo alternas, raramente opostas e inteiras. Flores pequenas ou grandes,
hermafroditas e unissexuais por diclamideas, actinomorfas ou zigomorfas, em
geral reunidas em inflorescéncias de ramos escorpidides ou helicéides. Corola
gamopétala, as vezes quase bilabiada. Androceu formado por cinco estames livres,
inclusos ou exsertos. Gineceu composto de dois a quatro carpelos, constituindo
ovario supero, com dois a quatro l6culos uniovulados, uniloculares, quatro évulos
anatropos, estilete inteiro ou bipartido no apice. Fruto esquizocarpo com estrutura
drupacea sendo raramente seco. As sementes apresentam-se com ou Sem
endosperma, com embrido reto ou curvo, constituidos por cotilédones planos ou
dobrados (LEITE, 2006)”.

1.2— Consideragdes sobre o género Cordia

O género Cordia é composto por aproximadamente 250 espécies entre arvores,

arbustos e ervas. Embora pantropical, este taxon tem seu maior centro de diversidade no Novo

Freitas, H. P. S.
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Mundo, sendo particularmente bem representado no Brasil, onde podem ser encontradas cerca
de 65 especies. O género Cordia é um dos maiores e mais importantes da familia
Boraginaceae devido aos seus aspectos botanicos, quimicos, farmacoldgicos e importancia

econdmica.

O género Cordia é descrito como:

“Arvores, arbustos ou ervas variavelmente pubescentes, providos de tricomas
geralmente simples, ocasionalmente estrelados. As folhas sdo alternadas
usualmente homomodrficas, as vezes dimdrficas, pecioladas ou sésseis, as flores
sdo terminais ou internodais. O calice € tubuloso e ndo aumenta na frutificacéo,
nem sofre modificacdes. A corola apresenta-se variando de pequena (4mm) a
grande (7mm) em forma de funil, de bandeja ou tubular cilindra. O ovario é 2-
caperlar com 4 l6bulos e 4 dvulos, sendo que geralmente apenas um se
desenvolve. Os frutos sdo assencialmente drupaceos, comumente ovoides e as
vezes elipsoides. As sementes sdo em numeros de 1-2 por fruto, providas de
embrido com cotilédones plicados (LEITE, 2006)”.

Segundo Gibbs (1974), em estudo sobre membros da familia Boraginaceae, o
género Cordia € caracterizado pelas seguintes classes de substdncias: quinonas,
hidroquinonas, terpendides, alcoois terpénicos, compostos fenolicos, flavondides, saponinas,

taninos, esterdides e compostos nitrogenados.

1.3— Consideracdes sobre a espécie Cordia polycephala

C. polycephala ¢ conhecida no Brasil como “maria preta” e na Espanha como

29 ¢c 29 ¢¢

“basora”, “palo de perico”, “saraguero” e “Santa Maria”.

“E um arbusto pequeno com caule cilindrico resistente exibindo poucos e finos
galhos. A planta apresenta folhas curto-peciolada, peciolo de 0,5 cm de
comprimento, laminas lanceoladas com 3,0 a 8,0 cm de comprimento e 1-2,5 cm
de largura. Inflorescéncia em corimbo ou capitulos com flores quase sesseis e
raizes finas, laterais e rasas, a planta floresce entre os meses de novembro a junho.

Os frutos sdo vermelhos, de 2,5 a 5,0 cm de didmetro e tem pouco sabor. A planta

Freitas, H. P. S.
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cresce em campos abandonados ou ao longo de estradas, em &reas que recebe de
1000 a 2500 mm de precipitacdo anual, em solos de todas as texturas com
elevacdo de até 600 m acima do nivel do mar. A espécie ndo cresce em solos
pouco drenados e seus frutos e flores se reproduzem por todo ano principalmente
durante o verdo. Os frutos sdo consumidos pelos passaros que sdo 0s responsaveis
pela dispersdo das sementes (LEITE, 2006)”.

A etimologia da palavra polycephala vem do grego poly = numerosos e cephala =
cabeca, capitulo, provavelmente relacionado as numerosas inflorescéncias capituliformes.

C. polycephala pode ser encontrada na Coldombia, Guiana Francesa, Suriname,
Antilhas e Brasil. No Brasil, foi encontrada nas regides Norte, Nordeste, Centro — Oeste e
Sudeste, normalmente associada a florestas. Alguns nomes sdo sinénimos da espécie como
Varronia polycephala Lam, Varronia paniculata Wakstrom, Cordia wickstroemii Steudel,
Cordia sulfurata Krause, Cordia ulmifolia Juss e Lantana corymbosa L.

Figura 01 — Fotos de C. polycephala. Planta inteira - A; folhas e inflorescéncia - B e D;

inflorescéncia - C.

Freitas, H. P. S.
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2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS
ISOLADOS DAS ESPECIES DE CORDIA.,

Levantamento bibliografico realizado no Scifinder Scholar e no site cientifico
Science direct, abrangendo os artigos publicados do periodo de 1973 até 2010, revelou
registros de estudos para 45 espécies do género Cordia, das quais, somente onze sao
produtoras de metabdlitos secundarios conhecidos por quinonas, uma classe de compostos
que apresenta diversas atividades bioldgicas.

Com base na sua estrutura molecular as quinonas séo divididas em diferentes
grupos, utilizando como critério o tipo de sistema aromatico que sustenta o anel quindnico,
caracterizado pela conjugacao das ligacdes insaturadas com grupos carbonilicos. As quinonas
séo classificadas como benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas e hidroquinonas que sao
formas reduzidas.

As principais classes de substancias encontradas na familia segundo Hegnauer
(1964), Gibbs (1974) e Fell e Peck (1968), sdo alcaldides, quinonas, naftoguinonas,
saponinas, taninos, acidos fendlicos, alantoinas, polissacarideos, flavonoides e acidos graxos,
(BARROSO et al., 2002).

Estudos disponiveis na literatura relataram algumas das propriedades
farmacol6gicas que as quinonas apresentam, dentre elas estdo: atividade citotdxica
(MENEZES et al., 2005; MARINHO-FILHO et al., 2010), antifngica e larvicida (IOSET et
al., 1998, 2000) e leishmanicida (MORI et al., 2008).

Estudos fitoquimicos, até a presente data, envolvendo espécies do género Cordia,
resultaram no isolamento de 48 compostos pertencentes a dois tipos distintos de quinonas
(benzoquinonas e naftoquinonas) como também nas formas reduzidas destas. Na Tabela 01,
pag. 8, encontram-se disponiveis as espécies com as respectivas partes das plantas estudadas

e as referéncias dos artigos.
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Tabela 01. Constituintes quimicos isolados de espécies de Cordia.

Espécies Parte estudada  Substancias isoladas Referéncias

C. alliodora Raiz 28 IOSET et al., 2000
Lenho 1-3,29-37 MANNERS e JURD., 1977

C. corymbosa Raiz 13-16 BIEBER et al., 1990, 1994

C. curassavica Raiz 17, 18 IOSET et al., 2000

C. elaeagnoides Lenho 30-34,36-42 MANNERS, 1983

C. fragrantissima Caule 1-3,29,33,43-45 MORI et al., 2008

C. globifera Raiz 4,5 PARKS et al., 2010

Raiz 2-4,29, 33, 38, 46 DETTRAKUL et al., 2009

C. globosa Raiz 6, 19 MENEZES et al., 2005

C. leucocephala Raiz 20, 21 DINIZ et al., 2009

C. Linnaei Raiz, 14, 15,22 - 25 IOSET etal., 1998

C. oncocalyx Caule 7, 9, 10, 26, 27, 47, PESSOA etal., 1993, 1995

48
C. millene Lenho 1-3,8,11,12 MOIR E THOMSON., 1973

Freitas, H. P. S.
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Benzo

uinonas

Globiferin (4)

*(MANNERS e JURD., 1977); (MORI et al.,
2008); (MOIR etal., 1973)

* MANNERS e JURD., 1977; MORI et al.,
2008; DETTRAKUL et al., 2009; MOIR et al.,
1973

*MANNERS e JURD., 1977; MORI et al., 2008;
DETTRAKUL et al., 2009; MOIR etal., 1973

RMN *3C (CDCls, 125 MHz): 188,2 (C-1), 187,9
(C-4), 1442 (C-13), 143,3 (C-14), 137,8 (C-6),
136.5 (C-2), 136,2 (C-3), 133,0 (C-10), 122,8 (C-
7), 121,2 (C-11), 38,2 (C-9), 27,7 (C-12), 27,3
(C-5), 24,5 (C-8), 23,5 (C-15), 16,9 (C-16). (
DETTRAKUL et al., 2009); (PARKS et al,
2010).

Freitas, H. P. S.
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Benzo

uinonas

4,5-Dimetoxi-1a,7a-dimetil-1,1a,1b,2,7,7a,8,8a-
octahidrociclopropa [3,4]ciclopenta [1,2-b]
naftaleno-3,6-diona (6)

Oncocalixona A (7)

rel-8a-Hidroxi-5-hidroximetil-2-metoxi-8ap-
metil, 7, 8,8a,9-tetrahidro-1,4-antracendiona.

Cordiacromo F (8)

RMN 3C (CDCls, 150 MHz): 187,7 (C-4), 187,4
(C-1), 142,7 (C-13), 142,6 (C-14), 136,5 (C-3),
136,3 (C-2), 50,2 (C-11), 49,1 (C-6), 44,8 (C-7),
36,4 (C-5), 33,4 (C-9), 26,6 (C-8), 26,4 (C-10),
22,7 (C-12), 19,6 (C-15), 19,1 (C-16). (PARKS
et al., 2010).

RMN ¥C (75 MHz): 33,9 (C-1), 26,9 (C-1a),
50,8 (C-1b), 23,1 (C-2), 141,4 (C-2a), 184,9 (C-
3), 145,1(C-4), 144,9 ( C-5), 184,8 (C-6), 141,2
(C-6a), 36,7 (C-7), 49,8 (C-7a), 45,2 (C-8), 27,1
(C-8a), 19,8 (C-9), 20,1 (C-10), 61,7 (OMe), 61,6
(OMe). (MENEZES et al., 2005).

RMN C (DMSO, 50 MHz): 180,9 (C-1), 159,5
(C-2), 106,0 (C-3), 1858 (C-4), 134,2 (C-4a),
135,1 (C-5), 128,1 (C-6), 31,6 (C-7), 69,7 (C-8),
38,9 (C-8a), 28,8 (C-9), 132,7 (C-9a), 111,5 (C-
10), 146,4 (C-10a), 61,3 (C-11), 20,9 (C-12),
56,4 (MeO). (PESSOA et al., 1993, 1995)

*MOIR et al., 1973.

Freitas, H. P. S.
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Benzo

uinonas

Oncocalixona B (9)

rel 8a,11a; 10a,11a-Diepoxi-2-metoxi-8ap-metil
-5,6,7,8,8a,9,10,10a-octahidro-1,4-antracendiona.

OCH,CHj

rel-10a, 11B-Epoxi-11a-etoxi-8a-hidroxi-2-
metoxi-8ap-metil-5,6,7,8,8a,9,10,10ap-octahidro-
1,4-antracendiona (10)

R=0OMe

R=0OMe Cordiacromo E (12)

RMN *C (CDCls, 50 MHz): 181,2 (C-1), 158,7
(C-2), 106,9 (C-3), 185,1 (C-4), 143,1 (C-4a),
37,8 (C-5), 20,4 (C-6), 15,5 (C-7), 74,2 (C-8),
37,0 (C-8a), 31,4 (C-9), 137,3 (C-9a), 68,5 (C-
10), 46,4 (C-10a), 100,5 (C-11), 28,3 (C-12),
56,2 (MeO). (PESSOA et al., 1993, 1995)

RMN *3C (CDCl;, 50 MHz): 182,7 (C-1), 158,3
(C-2), 107,7 (C-3), 186,6 (C-4), 138,7 (C-4a),
43,0 (C-5), 22,1 (C-6), 30,6 (C-7), 76,9 (C-8),
37,3 (C-8a), 23,7 (C-9), 138,0 (C-9a), 70,6 (C-
10), 46,0 (C-10a), 102,9 (C-11), 23,7 (C-12),
56,1 (MeO), 63,0 (EtO). (PESSOA et al., 1995).

* MOIR et al., 1973.

*MOIR et al., 1973.

Freitas, H. P. S.
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Naftoguinonas

Cordiaquinona B (14)

o) 23
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R=Me(CH;),4CO  Cordiaquinona D (16)

RMN C (CDCls, 125,76 MHz): 184,8 (C-1),
138,7 (C-2), 138,5 (C-3), 185,4 (C-4), 131,9 (C-
4a), 125,8 (C-5), 149,9 (C-6), 133,8 (C-7), 126,8
(C-8), 129,9 (C-8a), 36,8 (C-9), 31,7 (C-10),
134,5 (C-11), 35,6- (C-12), 31,1 (C-13), 29,6 (C-
14), 63,2 (C-15), 19,7 (C-16), 126,6 (C-17), 20,1
(C-18), 21,1 (C-19). (BIEBER et al., 1990)

RMN C (CDCls, 125,76 MHz): 185,1 (C-1),
138,7 (C-2), 138,4 (C-3), 184,5 (C-4), 131,9 (C-
4a), 126,8 (C-5), 149,4 (C-6), 133,8 (C-7), 125,8
(C-8), 130,0 (C-8a), 38,8 (C-9), 30,8 (C-10),
43,6 (C-11), 50,3 (C-12), 212,9 (C-13), 41,4 (C-
14), 29,4 (C-15), 36,2 (C-16), 15,2 (C-17), 7,70
(C-18), 15,2 (C-19). (BIEBER et al., 1990);
(IOSET et al., 1997)

RMN C (CDCls, 7547 MHz): 18,6 (C-19),
20,2 (C-23), 26,4 (C-18), 27,4 (C-24), 27,4 (C-
10), 28,7 (C-14), 30,9 (C-15), 35,0 (C-9), 39,2
(C-12), 51,9 (C-11), 109,8 (C-17), 116,3 (C-21),
126,1 (C-5), 126,7 (C-8), 130,0 (C-4a), 132,0 (C-
8a), 134,1 (C-7), 138,5 (C-2), 138,8 (C-3), 146,7
(C-22), 150,1 (C-6), 156,7 (C-16), 166,2 (C-20),
184,9 (C-1), 185,4 (C-4). (BIEBER et al., 1994):
(IOSET et al., 1997)

* (BIEBER et al., 1994)

Freitas, H. P. S.
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Naftoguinonas

Cordiaquinona J (17)

Microfilaquinona (19)

RMN 3C (C;D¢0): 185,2 (C-1), 139,3 (C-2),
139,1 (C-3), 185,1 (C-4), 132,7 (C-4a), 126,0 (C-
5), 150,5 (C-6), 134,5 (C-7), 127,0 (C-8), 130,7
(C-8a), 37,0 (C-9), 30,2 (C-10), 135,7 (C-11),
36,3 (C-12), 32,4 (C-13), 31,9 (C-14), 62,5 (C-
15), 19,9 (C-16), 126,6 (C-17), 21,1 (C-18), 20,1
(C-19). (IOSET et al., 2000).

RMN 3C (C3Dg0): 185,7 (C-1), 139,5 (C-2),
139,3 (C-3), 185,3 (C-4), 132,9 (C-4a), 126,5 (C-
5), 150,2 (C-6), 134,9 (C-7), 127,0 (C-8), 130,9
(C-8a), 34,6 (C-9), 29,9 (C-10), 56,6 (C-11), 49,4
(C-12), 213,6 (C-13), 38,0 (C-14), 31,1 (C-15),
146,1 (C-16), 113,9 (C-17), 27,4 (C-18), 21,6 (C-
19). (I0SET et al., 2000).

RMN 3C: 154,8 (C-1), 104,4 (C-2), 109,8 (C-3),
147,8 (C-4), 123,5 (C-5), 129,8 (C-6), 129,0 (C-
7), 1247 (C-8), 127,7 (C-9), 128,6 (C-10), 171,2
(C-11), 182,5 (C-1°), 133,4 (C-2"), 137,4 (C-3"),
1848 (C-4%), 126,8 (C-5"), 134,0 (C-6"), 134,1
(C-7°), 126,5 (C-8), 132,6 (C-9°), 133,5 (C-10"),
68,3 (C-11°), 117,9 (C-127), 142,8 (C-13°), 26,4
(C-14”), 193 (C-15°), 522 (MeO-11).
(MENEZES et al., 2005)

Freitas, H. P. S.
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Naftoguinonas

13 18 O
|

Cordiaquinona L (20)

6-[10-(12,12-Dimetil-13a-hidroxi-16-metenil-
ciclohexil) etil]-1,4-naftalenodiona.

8 | 1
9 O

Cordiaquinona M (21)

5-Metil-6-[10-(12,12-dimetil-13a-hidroxi-16-
metenil-ciclohexil)metil-1,4-naftalenodiona.

Cordiaquinona E (22)

6-[10-(11,12,16-Trimetil-12,13 epoxiciclihexil)
etil]-1,4-naftalenodiona.

RMN C (CDCls, 125 MHz): 185,1 (C-1), 138,9
(C-2), 138,7 (C-3), 185,6 (C-4), 132,1 (C-4a),
126,3 (C-5), 150,4 (C-6), 134,3 (C-7), 126,9 (C-
8), 130,1 (C-8a), 35,4 (C-9), 27,5 (C-10), 51,7
(C-11), 40,6 (C-12), 77,0 (C-13), 32,2 (C-14),
32,2 (C-15), 147,2 (C-16), 109,2 (C-17), 26,3
(C-18), 16,7 (C-19). (DINIZ et al., 2008)

RMN C (CDCls, 125 MHz): 185,8 (C-1), 141,2
(C-2), 136,3 (C-3), 185,8 (C-4), 131,5 (C-4a),
1458 (C-5), 144,7(C-6), 135,1 (C-7), 124,9 (C-
8), 132,5 (C-8a), 21,9 (C-9), 28,3 (C-10), 54,4
(C-11), 39,6 (C-12), 75,8 (C-13), 30,5 (C-14),
26,6 (C-15), 147 (C-16), 111,9 (C-17), 28,3 (C-
18), 23,4 (C-19). (DINIZ et al., 2008)

RMN 3C (CDCl5): 185,2 (C-1), 138,7 (C-2),
138,4 (C-3), 184,7 (C-4), 132,0 (C-4a), 126,8 (C-
5), 149,8 (C-6), 133,7 (C-7), 125,8 (C-8), 130,0
(C-8a), 31,6 (C-9), 39,0 (C-10), 38,8 (C-11),
62,4 (C-12), 62,4 (C-13), 25,7 (C-14), 24,1 (C-
15), 33,4 (C-16), 15,9 (C-17), 17,9 (C-18), 20,8
(C-19). (IOSET et al., 1997)

Freitas, H. P. S.
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Naftoguinonas
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0] Cordiaquinona F (23)

6-[10-(12,12-Dimetil-13-(22-metil-21-butenoil)-6-
metenil-ciclohexil)etil]-2,3-dihidro-2,3-epoxi-1,4-
naftalenodiona.

Cordiaquinona G (24)

6-[10-(11,12,16-Trimetil-12,13-
dihidroxiciclohexil) etil]-1,4-naftalenodiona.

Cordiaquinona H (25)

6-[10-(11,12,16-Trimetil-12,13-
dihidroxiciclohexil) etil] -1,4-naftalenodiona.

RMN 3C (CDCls): 191,0 (C-1), 55,3 (C-2), 55,3
(C-3), 190,3 (C-4), 131,9 (C-4a), 126,8 (C-5),
150,8 (C-6), 134,9 (C-7), 126,6 (C-8), 129,6 (C-
8a), 35,0 (C-9), 27,4 (C-10), 52,0 (C-11), 39,1
(C-12), 76,9 (C-13), 28,6 (C-14), 30,7 (C-15),
146,2 (C-16), 109,8 (C-17), 26,4 (C-18), 18,8
(C-19), 166,1 (C-20), 116,2 (C-21), 156,7 (C-
22), 20,3 (C-23), 27,4 (C-24). (IOSET et al,
1997)

RMN *C (CDCls): 1854 (C-1), 138,7 (C-2),
138,4 (C-3), 184,9 (C-4), 131,9 (C-4a), 126,7 (C-
5), 151,3 (C-6), 134, 0 (C-7), 126,0 (C-8), 129,7
(C-8a), 32,2 (C-9), 38,7 (C-10), 43,0 (C-11),
77,5 (C-12), 75,9 (C-13), 28,4 (C-14), 25,7 (C-
15), 33,1 (C-16), 16,6 (C-17), 17,4 (C-18), 21,8
(C-19). (IOSET et al., 1997)

RMN *¥C (CDCls): 185,5 (C-1), 138,7 (C-2),
138,5 (C-3), 185,0 (C-4), 132,0 (C-4a), 126,8 (C-
5), 151,4 (C-6), 134, 1 (C-7), 126,0 (C-8), 129,8
(C-8a), 32,6 (C-9), 40,6 (C-10), 43,6 (C-11),
78,5 (C-12), 73,6 (C-13), 30,6 (C-14), 29,1 (C-
15), 37,9 (C-16), 16,5 (C-17), 12,2 (C-18), 15,8
(C-19). (IOSET et al., 1997)

Freitas, H. P. S.
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Naftoguinonas

||1... OMe
0]

rel-2’’-Metoxi-7"’-metil-1"",4°’-naftalenodiona-(6=» 5)-tetrahidrofurano (2eq— 2’ax)-
tetrahidropirano (5’— 6°’’)-2""’-metoxi-7"’’-metil-1°"",4’*’-naftalenodiona. (26)

RMN C (CDCls, 50 MHz): 179,7 (C-17, 1°°*), 160,2 (C-2"*, 2°>*), 184,9 (C-4>, 4°>*), 147,9 (C-6""),
147,0 (C-6"), 142,7 (C-77), 142,2 (C-7°""), 128,8 (C-9”), 130,0 (C-10", 10>"), 109,5 (C-37, 3>"),
96,0 (C-2), 90,7 (C-2), 38,0 (C-5), 38,6 (C-5"), 123,5 (C-5""), 128,5 (C-8*), 128,4 (C-8°>), 32,2 (C-
3), 30,0 (C-3), 28,1 (C-4), 23,4 (C-4), 69,4 (C-6), 63,1 (C-6>), 19,6 (C-117, 11°>*), 56,3 (2 MeO).
(PESSOA et al., 1995).

RMN *3C (CDCls;, 50 MHz): 180,1 (C-1), 159,0
(C-2), 111,7 (C-3), 187,4 (C-4), 145,1 (C-4a),
125,4 (C-5), 17,6 (C-6), 24,5 (C-7), 143,1 (C-8),
141,7 (C-8a), 130,5 (C-9), 130,3 (C-9a), 132,4
(C-10), 141,4 (C-10a), 193,6 (C-11), 20,5 (C-
12), 56,4 (MeOQ). (PESSOA et al., 1995)

CHO
16

6-Formil-2-metoxi-9-metil-7,8-dihidro-1,4-
fenantrendiona. (27)

Freitas, H. P. S.
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Hidroquinonas

10
2 (22)-(3-Hidroxi-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-1,4-
benzenodiol. (28)

Aliodorin (29)

8-(2,5-Dihidroxifenil)-2,6-dimetilocta-2,6-dienal.

2-Metil-2-(4-metilpet-3-enil)-2H-cromen-6-ol
(30)

OH

Aliodorol C (31)
2-(8-Hidroxi-3,7-dimetilocta-2,6-dienil)-
hidrogquinona.

RMN C (CDCls): 149,2 (C-4), 147,0 (C-1),
131,7 (C-7°), 131,0 (C-2°), 124,1 (C-6°), 122,6
(C-1%), 122,0 (C-2), 116,7 (C-6), 1154 (C-5),
112,8 (C-3), 78,1 (C-3°), 40,9 (C-4"), 26,0 (CH3-
9%), 25,6 (CH3-8"), 22,7 (C-5"), 17,6 (CHs-10"). (
IOSET et al., 2000)

RMN “3C (CDCls): 9,1 (C-10°), 15,9 (C-9°), 27,5
(C-5%), 28,9 (C-17), 38,6 (C-4), 113,6 (C-6),
116,2 (C-3), 117,0 (C-4), 124,6 (C-2"), 129,2 (C-
3%), 134,9 (C-1), 139,8 (C-7°), 148,4 (C-5), 151,0
(C-2), 154,6 (C-6), 1952 (C-8’). (Manners et
al., 1977, 1983); (Mori et al., 2008);
(DETTRAKUL et al., 2009)

RMN C (CDCly): 17,6 (C-10%), 22,7 (C-5%),
25,6 (C-8”), 26,0 (C-9), 40,9 (C-4°), 78,1 (C-3"),
110,0 (C-77), 112,9 (C-6), 115,4 (C-3), 116,6 (C-
4), 122,6 (C-2°), 124,1 (C-6’), 130,9 (C-1°),
1316 (C-1), 1469 (C-5), 1493 (C-2).
(MANNERS e JURD. 1977; MANNERS,
1983).

* MANNERS e JURD., 1977, MANNERS,,
1983
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Hidro

uinonas

8-(2,5-Dihidroxifenil)-2,6-dimetilocta2,6dieno.
Geranil hidroquinona. (32)

OH CH;
13

Cordiaquinol C (33)

(5,6,7,8-Tedrahidro-7-isopropenil-6-metil-6-
vinilnaftaleno-1,4-diol).

OH CH,OH
13
Alioquinol C (34)

5,6,7,8-Tedrahidro-7-(1-hidroximetilvinil)-6-
metil-6-vinilnaftaleno-1,4-diol.

OH
Cordiol A (35)

(5,6,7,8,8a,9,10,10a-Octahidro-5,5-
dimetilantraceno-1,4,8a-triol.

* MANNERS e JURD., 1977; MANNERS,,
1983

* MANNERS e JURD., 1977, MANNERS,,
1983; MORI et al., 2008, DETTRAKUL et
al., 2009.

* MANNERS e JURD,,
1983

1977; MANNERS,,

* MANNERS e JURD., 1977
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Hidroquinonas

OH
Geranil hidroquinona (37)
8-(2,5-Dihidroxifenil)-2,6-dimetilocta2,6dieno.

Elaeagin (38)

2-Metil-2-(4-formil-4-metilpent-3-enil)-2H-
cromen-6-ol.

Dehidroelaeagin (39)

2-Metil-2-(4-formil-4-metilpent-1,3-dienil)-2H-
cromen-6-ol.

* MANNERS e JURD., 1977, MANNERS.,
1983

* MANNERS e JURD., 1977; MANNERS.,
1983

RMN C : 9,1 (C-107), 24,2 (C-5°), 26,2 (C-9"),
39,2 (C-4’), 77,8 (C-3°), 113,1 (C-6), 115,8 (C-
3), 116,5 (C-4), 121,4 (C-7°), 123,5 (C-2°), 129,7
(C-17), 139,1 (C-1), 146,1 (C-5), 150,0 (C-2),
156,0 (C-6"), 196,1 (C-8’). (MANNERS, 1983);
(DETTRAKUL et al., 2009)

* MANNERS, 1983
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Hidroquinonas

* MANNERS, 1983

Metil aliodorato (40)

Acido metil 8-(2,5-dihidroxifenil-2,6-dimetilocta-
2,6-diendico).

* MANNERS, 1983

* MANNERS, 1983

RMN 3C (CDCls, 100 MHz): 199,6 (C-6), 195,8
(C-10), 157,6 (C-4), 150,1 (C-10a), 144,8 (C-1),
138,8 (C-5), 125,8 (C-4a), 125,2 (C-3), 117,3 (C-
9a), 116,1 (C-2), 37,8 (C-8a), 37,6 (C-9), 36,2
(C-8), 33,7 (C-7), 23,9 (C-12), 13,5 (C-11).
(MORI et al., 2008)

Cordiaquinol 1 (43)
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Hidroquinonas

[
OH O%/l-l\:i)

rel-8a, 11a; 90,11a-Diepoxi-1,4-dihidroxi-2-

metoxi-8ap-metil-5,6,8,8a,9,10,10ap-octahidro-

10-antracenona. (47)

RMN *C (CD;0D, 100 MHz): 149,1 (C-1),
148,7 (C-4), 1252 (C-9a), 1250 (C-4a),
112,5 (C-2), 112,3 (C-3), 74,0 (C-5), 50,1
(C-10a), 43,5 (C-6), 40,7 (C-8), 33,4 (C-8a),
32,6 (C-9), 31,6 (C-12), 22,8 (C-11), 21,7
(C-10), 21,2 (C-7). (MORI et al., 2008)

RMN C (CDCls, 100 MHz): 197,2 (C-1),
157,0 (C-3), 150,9 (C-5°), 1472 (C-2"),
140,3 (C-2), 131,0 (C-7), 124,5 (C-8), 122,9
(C-1"), 116,5 (C-3*), 116,2 (C-4), 113,8 (C-
6), 78,9 (C-6), 40,3 (C-5), 26,5 (C-10), 25,2
(C-4), 9,0 (C-9). (MORI et al., 2008)

* DETTRAKUL et al., 2009

RMN C (CDCl;, 50 MHz): 135,8 (C-1),
154,3 (C-2), 99,0 (C-3), 158,3 (C-4), 107,6
(C-4a), 38,6 (C-5), 20,2 (C-6), 21,8 (C-7),
74,2 (C-8), 39,5 (C-8a), 67,5 (C-9), 123,6 (C-
9a), 204,1 (C-10), 48,6 (C-10a), 95,3 (C-11),
17,7 (C-12), 56,3 (MeO). (PESSOA et al.,
1995)
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Hidroquinonas

RMN *C (CDCls, 50 MHz): 136,5 (C-1),
1552 (C-2), 99,2 (C-3), 157,4 (C-4), 110,4
(C-4a), 34,2 (C-5), 31,2 (C-6), 31,0 (C-7),
77,2 (C-8), 38,9 (C-8a), 67,3 (C-9), 121,1 (C-

9a), 204,1 (C-10), 63,3 (C-11), 22,7 (C-12),
OH 00— 56,3 (MeO). (PESSOA et al., 1995)

rel -9a, 11a-Epoxi-1,4,8a-trihidroxi-2-
metoxi-8af-metil-5,6,7,8,8a,9,10,10ap-
octahidro-10-antracenona. (48)

* Dados de carbono néo disponiveis nos artigos.

Freitas, H. P. S.



CAPITULO 3

ESTUDO DO OLEO
ESSENCIAL
DE C. POLYCEPHALA



23
Estudo do oleo essencial de Cordia polycephala — capitulo 3

3. ESTUDO DO OLEO ESSENCIAL DE CORDIA POLYCEPHALA

3.1 — Aspectos gerais dos 6leos essenciais

Os 0bleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis contidas em
6rgdos de plantas, e assim sdo denominados devido a composicdo lipofilica que se apresentam
quimicamente diferente da composicdo gliceridica dos verdadeiros 6leos e gorduras. Esta
diferenca esta relacionada a algumas caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos, como, por
exemplo, geralmente serem liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente, serem
volateis e apresentarem aroma agradavel. De coloracdo, odor e viscosidade variados, os 6leos
volateis apresentam solubilidade limitada em agua e geralmente apresentam densidade menor.
Os Oleos estdo associados a varias funces necessarias a sobrevivéncia do vegetal, exercendo
papel fundamental na defesa contra microrganismos e predadores, como também atraindo
insetos e outros agentes fecundadores.

Quimicamente, a maioria dos O6leos volateis é constituida por substancias
terpénicas e fenilpropandidicas, podendo ser acrescidos de outras classes de compostos, como
alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia curtas. Dentre 0s compostos terpénicos, 0s mais
frequentes sdo 0s monoterpenos e sesquiterpenos, mas dependendo do método de extracdo e
da composicdo da planta, terpenos menos volateis podem aparecer na composicdo do 6leo,
assim como os mais volateis podem se dispersar (SIANI et al., 2000).

A composicdo quimica dos 6leos volateis produzidos por espécies distintas pode
apresentar constituintes em comum, assim como, a composi¢do quimica de um dleo obtido a
partir da mesma espécie pode variar, quando se levar em consideracdo o ambiente o qual o
vegetal se desenvolve, o tipo de cultivo e as influéncias climaticas.

Os Oleos essenciais sdo comumente utilizados na medicina tradicional e
encontram sua maior aplicacdo bioldgica como agentes antimicrobianos. Possuem aplicacBes
nas areas de perfumaria, cosméticos, alimentos e como coadjuvantes em medicamentos, mas
sdo empregados principalmente como aromas e fragancias (B1ZZO., 2009).

Neste trabalho foi realizado o estudo dos constituintes quimicos volateis do 6leo
essencial das folhas de C. polycephala, assim como a verificagdo da atividade larvicida do
mesmo frente a larvas do mosquito Aedes aegypti.
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Os 0leos essenciais foram obtidos em triplicata pelo processo de hidrodestilagdo
em aparelho doseador do tipo Clevenger e extraidos conforme procedimento descrito no item.
5.3.2, pag. 140, Fluxograma 01, pag. 141.

Todas as amostras foram analisadas por cromatografia gas-liquido acoplado a
espectrometro de massa (CG-EM) e seus constituintes quimicos identificados através dos
espectros de massa (Fig. 05 a 15, pags. 27 a 30), indice de Kovats corrigidos por regressao
linear e comparacéo visual com espectros de massa disponiveis na literatura (ADAMS, 2001),
considerando especialmente o padrdo de fragmentacéo.

Os 0leos essenciais foram obtidos com rendimentos de 0,09, 0,08 e 0,08 % para 0s
Oleos 1, 2 e 3, respectivamente. O resultado das analises encontra-se descritos na Tabela 02,
pag. 26.

As figuras 02, 03 e 04 apresentam o0s cromatogramas dos Oleos essenciais

extraidos em triplicata das folhas de C. polycephala.
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Figura 02. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. polycephala, 6leo 1.
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Tabela 02. Composicdo quimica dos 6leos essenciais das folhas de C. polycephala.

Constituintes IK Teorico Oleo 1 (%) Oleo2 (%) Oleo 3 (%)
(01) B-Cubebeno 1388 1,24 1,65 2,29
(02) B-Elemeno 1391 0,84 1,07 1,36
(03) (2)-Cariofileno 1409 9,71 12,07 12,31
(04) (E)-Cariofileno 1419 29,22 25,47 16,31
(05) a-Humuleno 1455 2,25 2,19 2,68
(06) allo-Aromadendreno 1460 23,69 14,49 1,60
(07) Dihidro-aromadendrano 1463 3,26 4,59 8,22
(08) gama-Gurjuneno 1477 3,84 3,63 2,74
(09) Germancrene D 1485 2,44 3,24 3,91
(10) Iso-italiceno epdxido 1515 0,60 1,33 2,53
(11) Italiceno epoxido 1549 0,94 2,02 9,74
Total identificado 78,03 71,75 63,69

Dos vinte e um constituintes detectados nos cromatogramas dos 6leos essenciais
das folhas de C. polycephala, somente onze foram identificados, representando 71,1 % do
total do oleo.

De acordo com os resultados disponiveis na tabela 02, observa-se que o Gleo
apresentou composicdo quimica constituida por sesquiterpenos, cujos constituintes
majoritarios foram: (Z)-Cariofileno (9,71 — 12,31 %), (E)-Cariofileno (16,31 — 29,22 %) e
allo-Aromadendreno (14,49 — 23,69 %).

Comparando a composi¢do quimica do 6leo essencial em questdo com 0leos ja
estudados de distintas espéecies de Cordia, sdo observadas semelhangas com relacdo alguns
dos constituintes majoritarios. No caso do 6leo de C. verbenacea dois dos constituintes
majoritarios foram o (E)-Cariofileno (25,27 %) e allo-Aromadendreno (9,99 %)

(CARVALHO et al., 2004), enquanto que nos 6leos de C. leucomalloides e C. curassavica
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um dos constituintes majoritéarios foi o (E)-Cariofileno (15,7 % e 12,4 %) respectivamente,
(SANTOS et al., 2006).
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3.2 — Atividade larvicida do dleo essencial das folhas de C. polycephala.

O género Cordia possui varias espécies produtoras de 6leo essencial. A literatura
revela que as principais atividades biologicas apresentadas pelos mesmos sdo as atividades
antimicrobianas, larvicida, antiinflamatdria e antifingica. Dentre as espécies de Cordia ja
estudadas destacam-se: Cordia curassavica cujo Oleo essencial apresentou atividade
antibacteriana contra bactérias Gram-positiva e Gram-negativa e atividade antifingica
(HERNANDEZ et al., 2007); para Cordia trichotoma, Cordia leucomalloides e Cordia
globosa cujos 06leos exibiram atividade larvicida frente a larvas do mosquito Aedes aegypti
(SANTOS et al., 2006; MENEZES et al., 2001 e 2006).

C. verbenacea, conhecida popularmente como erva baleeira, tem sido bastante
usada na medicina popular desde o tempo colonial, como antireumatico, antiinflamatorio e
cicatrizante. A planta é produtora de dleo essencial usado como agente antimicrobiano,
devido a capacidade de inibir o crescimento de bactérias Gram-positiva e Gram-negativa
(CARVALHO et al.,, 2004), como também apresenta propriedades antiinflamatérias e
antialérgicas (FERNANDES et al., 2007). A acdo antiinflamatéria do 6leo essencial de C.
verbenacea deve-se ao principio ativo a-humuleno, descoberto em 2001 pelo Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA-UNICAMP).
Atualmente C. verbenacea é considerado um fitoterapico, comercializado pelo laboratdrio
Aché, na forma de aerosol (Acheflan ®), eficaz para casos de tendinites cronicas e dores
musculares.

Mosquitos atuam como vetores de diversas doencas, causando sérios problemas a
salde do homem e em alguns casos levando ao desenvolvimento de epidemias de dificil
controle. O uso continuo e indiscriminado de inseticidas quimicos no combate a mosquitos
causadores de certas doencas infecciosas tem provocado danos a saide do homem e ao meio
ambiente. Estes efeitos indesejaveis tém instigado pesquisadores a buscarem medidas
alternativas de erradicacdo de mosquitos. Desta forma pesquisas estdo sendo realizadas no
sentido de descobrir inseticidas naturais, efetivos e seguros. Muitas plantas produzem
metabolitos secundarios que apresentam atividade inibitéria do crescimento de insetos,
enquanto outras agem como repelentes. O uso de substéncias quimicas isoladas de plantas
como agentes de controle de insetos e larvas € uma interessante perspectiva.

O A. aegypti atua como vetor da febre amarela na América Central, América do

Sul e no Oeste da Africa, e da dengue, doenca endémica no Sudoeste da Asia, ilhas do
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Pacifico e Américas. A dengue é uma doenca infecciosa causada por um arbovirus e
transmitida de uma pessoa doente a uma pessoa sadia através da picada do mosquito da fémea
contaminada (SANTIAGO et al., 2005).

Sabendo-se do potencial larvicida que alguns 6leos essenciais de espécies de
Cordia apresentam, a atividade larvicida do 6leo essencial das folhas de C. polycephala foi
testada frente a larvas no terceiro estagio do mosquito A. aegypti. Teste este desenvolvido no
Departamento de Farmacia da UFC, pela professora Gilvandete Maria P. Santiago.

A acdo larvicida do 6leo foi testada em diferentes concentracfes (12 pg/mL a 500
pg/mL) cujos testes foram feitos em triplicata. Os resultados encontram-se disponiveis na
Tabela 03.

Tabela 03. Valores do percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti causada pelo

6leo essencial de C. polycephala.

Conc. (ug/mL) | Mortalidade (%) | CLso (ppm)

500 99,9
250 92,67

100 28,67

127,6

50 1,33

25 -
12,5 -

O oleo exibiu moderada atividade larvicida ao apresentar CLsg igual a 127,6 ppm,
guando comparado aos valores de CLsy de 6leos essenciais de outras espécies de Cordia, que
exibiram resultados significativos com CLs de 63,1 ppm e 97,7 ppm para C. leucomalloides e
C. curassavica, respectivamente. Dos dois 6leos essenciais citados, somente o de C.
leucomalloides esté dentro dos padrdes dos 0leos essenciais usados no controle do A. aegypti
gue sdo os Oleos de Lippia sidoides (CLsy = 63 ppm), de Cymbopogon citratus (CLsg = 67
ppm), de Ocimum americanum (CLsp = 69 ppm) e Ocimum gratissimum (CLsg = 60 ppm)
(SANTOS et al., 2006).

Freitas, H. P. S.



CAPITULO 4

DETERMINACAQ
ESTRUTUR AL



34
Determinacao estrutural — Capitulo 4

4 — DETERMINAQAO ESTRUTURAL
4.1 — Determinacdo estrutural das naftoquinonas isoladas das raizes de C. polycephala
4.1.1 — Determinacéo estrutural de CPH-1

Apbs sucessivas colunas cromatograficas em gel de silica foi isolado do extrato
hexanico das raizes de C. polycephala, 133,6 mg de um sélido amarelo, com ponto de fuséo
na faixa de 131,1 — 134,1 °C e rotagdo Otica [a],™° = +3,0° (1,7 mg/mL, CHCI;) (item. 5.4.4,
pag. 146; Fluxograma. 03, pag. 151), denominado de CPH-1.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 16, pag. 40) mostrou
absorcdes de deformacéo axial de ligagdo C—H em 2968, 2937 e 2875 cm™, bandas em 1710 e
1664 cm™, relacionadas a deformacdes axiais da ligagdo C=0 de carbonilas, uma absorcéo em
1598 cm™ compativel com a presenca de ligacdo C=C de bandas esqueletais de aromético,
uma absorcéo em 1305 cm™ como conseqiiéncia das vibragdes de deformacdo axial e angular
de ligacbes C-C(=0)-C, além de uma absorcdo proveniente de deformacédo angular fora do
plano de C—H de aromético em 842 cm™ (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005).

O espectro de RMN **C-CPD [125 MHz, CDCls] (Fig. 19, pag. 41) exibiu vinte e
uma linhas espectrais, onze das quais na regido de carbonos sp?, incluindo trés carbonilas (8.
213,1; 185,3 e 184,9). Apds a comparacdo deste com o espectro de RMN *C-DEPT 135°
(Fig. 20, pag. 42) verificou-se a presenca de sete carbonos metinicos, cinco dos quais sdo
carbonos de dupla; quatro carbonos metilénicos; trés carbonos metilicos e sete carbonos nédo-
hidrogenados, conforme dispostos na Tabela 04.

Tabela 04 — Padrdo de hidrogenacdo determinado através de analise comparativa entre 0s
espectros de RMN **C-CPD e DEPT 135° de CPH-1

C CH CH, CH; Férmula molecular
50,5 36,4 29,6 7.8
130,2 (C=C) 50,5 30,9 15,3
132,2(C=C)  126,0 (C=C) 38,9 15,3
149,6 (C=C)  127,0 (C=C) 41,6
184,9 (C=0) 134,0 (C=C)
185,3 (C=0) 138,6 (C=C)
213,1 (C=0) 138,6 (C=C)
C703 C7Hy C4Hs CsHy C21H2403
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O espectro de RMN *H [500 MHz, CDCls] (Fig. 17, pag. 40) apresentou um sinal
em oy 6,94 (s, H-2 e H-3) com integracdo para dois hidrogénios, compativel com anel
quinodnico, trés sinais tipicos de um sistema AMX em 6y 7,86 (d, J = 1,3 Hz, H-5), 7,99 (d, J
= 8,0 Hz, H-8) e 7,55 (dd, J = 8,0 e 1,3 Hz, H-7). Mostrou ainda trés sinais na regido de
hidrogénios metilicos, sendo um simpleto em &y 0,60 (s, 3H-18) indicando a presenca de um
grupo metila ligado a carbono ndo-hidrogenado ¢ dois dupletos em &y 0,98 (d, J = 6,8 Hz,
3H-17) e 1,00 (d, J = 6,8 Hz, 3H-19) correspondentes a grupos metilas ligados a carbono
terciario. Sinais referentes a hidrogénios metinicos e metilénicos em 6y 2,76 (td J = 13,5e 5,0
Hz, H-9), 2,62 (td J = 13,5 e 5,0 Hz, H-9), 1,66 (m, H-10), 1,60 (m, H-10), 2,39 (m, 2H-14),
2,58 (q, J = 6,7 Hz, H-12), 1,93 (m, H-15), 1,65 (m, H-15) e 2,13 (m, H-16) foram ainda
observados (Fig. 18, pag. 41).

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HSQC (Fig. 21, pag. 42)
permitiu associar seguramente as correlacées, a uma ligacdo, dos sinais de cada hidrogénio ao
seu respectivo carbono (Tabela 05, pag. 38). Atraves deste experimento foi possivel atribuir
de forma inequivoca os deslocamentos quimicos dos sinais de hidrogénios ligados aos
carbonos metilénicos C-9, C-10, C-14 e C-15 e carbonos metinicos C-12 e C-16.

O espectro 'H, *H — COSY (Fig. 26, pag. 45), mostrou acoplamento orto entre 0s
sinais de hidrogénios aromaticos em &y 7,55 (dd, J = 8,0 e 1,3 Hz, H-7) e 7,99 (d, J = 8,0 Hz,
H-8), (subestrutura 1), assim como acoplamentos geminal e vicinal envolvendo hidrogénios
metinicos e metilénicos com deslocamentos quimicos em dy 2,76 e 2,62 (td, J = 13,0 € 5,0
Hz, H-9a / H-9b) com 64 1,67 e 1,60 (m, H-10a e H-10b); em 64 2,58 (q, J = 6,7 Hz, H-12)
com &y 1,00 (d, J = 6,8 Hz, H-19) (subestrutura I1) (Fig. 27, pag, 45) e oy 2,13 (m, H-16)
com &y 0,98 (d, J = 6,8, H-17), (subestrutura I11). Através deste experimento também foi
possivel verificar os acoplamentos de hidrogénios homotopicos axial e equatorial em 6y 2,39
(m, H-14a e H-14b) com 6y 1,93 e 1,65 (m, H-15a e H-15b) (subestrutura I11).
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O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear a duas (*Jci) € a trés
ligacdes (*Jcr), HMBC (Fig.23, pag. 43) foi importante para confirmar e verificar possiveis
atribuicbes dos deslocamentos quimicos de carbono. Através deste experimento, observaram-
se correlacOes entre o hidrogénio em &y 7,99 (H-8) com o carbono em d¢ 185,3 (C-1); assim
como do hidrogénio em &y 7,86 (H-5) com os carbonos em 134,0 (C-7) e 184,9 (C-4) e do
hidrogénio em 6y 7,55 (H-7) com o carbono 6c 126,0 (C-5) (subestrutura 1V) (Fig. 25, pag.
44) justificando assim a posicdo dos hidrogénios metinicos e das carbonilas caracteristicos do
anel quindnico. As posicbes dos trés grupos metilicos foram confirmadas através das
correlagdes do sinal de hidrogénio em 6y 0,60 (H-18) com os carbonos em &¢c 36,4 (C-16) e
43,8 (C-11); do sinal de hidrogénio em 6y 1,00 (H-19) com o0s carbonos em 6¢ 43,8 (C-11) e
50,5 (C-12) e do sinal de hidrogénio em 64 0,98 (H-17) com o carbono em 6¢ 30,9 (C-15), e
36,4 (C-16) (subestrutura V). Outras correlacdes justificadas foram as dos hidrogénios
metilénicos em 6y 1,67 e 1,60 (2H-10) e 6y 2,76 € 2,62 (2H-9) com o carbono em & 149,6
(C-6), demonstrando a ligacdo do grupo metilénico ao anel quindnico (subestrutura V1), (Fig.
23, pag. 43). Além das correlacbes descritas, 0 espectro apresentou outras correlacbes como

apresentadas na (Tabela 06, pag. 39).

Os dados descritos, juntamente com o espectro de massas (Fig. 28, pag. 46),

obtido por impacto eletrénico a 70 eV, o qual apresentou o pico correspondente ao ion
molecular [M]* em m/z 324 Daltons, possibilitou confirmar a formula molecular do composto
C21H240s.

Com base nos resultados discutidos acima e comparagdo com dados da literatura
chegou-se a estrutura de CPH-1, uma naftoquinona de natureza terpénica conhecida por
cordiaquinona B, uma substancia previamente isolada das espécies Cordia linnae e Cordia
curassavica (IOSET et al., 1998 e 2000). Atraves do espectro HSQC foi possivel determinar
com seguranca os deslocamentos quimicos referentes aos carbonos C-5 e C-8, os quais,

conforme a literatura podem ser permutados (IOSET et al., 1998). Conforme as referéncias
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citadas, o composto apresenta atividade antifungica contra Cladosporium cucumerinum e
Candida albicans e atividade larvicida contra o inseto Aedes aegypti. O composto quando
submetido a testes farmacologicos apresentou moderada atividade citotdxica cujo resultado

encontra-se na (Tabela 31, pag. 138).

6-[10-(11, 12, 16-trimetil-13-oxociclohexil)etil]-1,4-naftalenodiona
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Tabela 05 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C e *H (CDCls) de CPH-1

HSQC HSQC * Lit

C oc OH oc on

1 185,3 - 185,2 -

2 138,9 6,94 (s) 138,7 6,97 (5)

3 138,6 6,94 (s) 138,5 6,97 (5)

4 1849 - 184,7 -

4a 132,2 - 132,0 -

5 126,0 786(d;J=13)  1268* 7,89 (d:J=19)

6 149,6 - 149,5 -

7 1340  7,55(dd;J=80e1,3) 1339 7,57 (dd;J=7.8¢eL18)

8 127,0 799(d:J=80)  1259% 802 (d:J=7.8)

8a 130,2 - 130,0 -

9 29,6 276 (td; J=13,0e50) 294 2,80 (td; J = 13,1 e 4,9)
i 262(td:J=13,0e50) - 2,64 (td;J=13,1e4,9)

10 38,9 1,67 (M)/1,60 (M) 38,8 1,66 (M)/1,65 (M)

11 43,8 - 43,6 -

12 50,5 2,58 (q; J = 6,7) 50,3 2,60 (q; J = 6.,8)

13 213,1 - 213,1 -

14 41,6 2,39 (M)/2,39 (m) 41,5 2,41 (M)/2,41 (m)

15 30,9 1,93 (M)/1,65 (M) 30,8 1,93 (M)/1,68 (M)

16 36,4 2,13 (m) 36,2 2,14 (m)

17 15,3 0,98 (d; J = 6,8) 15,1 1,01 (d; J = 6,4)

18 15,3 0,60 (s) 15,2 0,63 (5)

19 7.8 1,00 (d: J = 6,8) 7.7 1,03 (d: 1= 6,8)

Deslocamentos quimicos( d¢ e dy) em ppm e constante de acoplamento ( J ) em (Hz)
*Dados de RMN 'H e **C (CDCIy), (10SET et al., 1998).
**\alores que foram permutados, (IOSET et al., 1998).
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Tabela 06 — Correlagbes a longa distancia *H, **C - HMBC de CPH-1

HMBC

C oc OH “Jch *Jch

1 185,3 6,94 (s); 7,86 (d); 7,99 (d) H-2 H-3, H-8

2 138,9 6,94 () H-3 -

3 138,6 6,94 (s) H-2 -

4 184,9 6,94 (s); 7,86 (d) ;7,99 (d) H-3 H-2, H-5

4a 132,22 6,94 (s); 7,99 (d) - H-3, H-8

5 126,0 2,62 (td); 2,76 (td); 7.55 (dd) - H-7, 2H-9

6 149,6 1,67 (m); 1,60 (m); 2,62 (td)  2H-9 H-8, 2H-10
2,76 (td); 7,99 (d) - -

7 134,0 2,62 (td); 2,76 (td); 7,86 (d) - H-5; 2H-9

8 127,0 7,55 (dd) H-7 -

8a  130,2 6,94 (s); 7,55 (dd); 7,86 (d) - H-2, H-5, H-7

9 29,6 0,60 (s); 1,67 (m); 1,60 (m) 2H-10 H-5, H-7, 3H-18
7,55 (dd); 7,86 (d) - -

10 389 0,60 (s); 2,62 (td); 2,76 (td) 2H-9 3H-18

11 438 0,60 (s); 0,98 (d); 1,00(d) 2H-10,H-12  2H-15, 3H-17, 2H-19
1,60 (m); 1,67 (m); 1,65 (m)  H-16, 3H-18 -
1,93 (m); 2,13 (m); 2,58 (q) - -

12 505 0,60 (s); 1,00 (d); 1,60 (m) 3H-19 2H-10, 2H-14, 3H-18
1,67 (m); 2,39 (m) - -

13 2131 - - -

14 41,6 - - -

15 30,9 0,98 (d); 2,39(m) 2H-14 3H-17

16 364 0,60 (s); 0,98 (d); 1,67 (m);  H-15,3H-17  2H-10, 2H-14, 3H-18,
1,60 (m); 1,93 (m); 2,39 (m) -

17 153 1.65 (m), 1,93 (m) - 2H-15

18 153 1,67 (m); 1,60 (m); 2,13 (m) - 2H-10, H-12, H-16
2,58 (q)

19 78 2,58 (q) H-12 -
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4.1.2 — Determinagéo estrutural de CPH-2

Apds sucessivos tratamentos cromatogréafico, incluindo CLAE, foi possivel isolar
do extrato hexanico das raizes de C. polycephala 28,4 mg de uma resina amarela, com rotagédo
6tica de [a],® +33 ° (0,7 mg/mL, CHCI3), denominada de CPH-2, (item. 5.4.5, pag. 147;
Fluxograma. 03, pag. 151).

O espectro de absorcdo na regido de infravermelho (Fig. 29, pag. 51), apresentou
uma absorcéo larga em 3485 cm™ caracteristica de vibragdo de deformacdo axial da ligagdo
O-H, uma absorcéo em 3076 cm™ relacionada & deformacéo axial de C-H de aromético e
absorcdes referentes a deformacéo axial de ligacdo C-H de grupos metilas e metilénicos em
2937 e 2862 cm™. Exibiu uma absorcdo em 1668 cm™ associada & deformacdo axial da
ligacdo C=0 de cetona conjugada, absorcdo em 1602 cm™ referente & deformacdo axial da
ligacdo C=C exociclica e uma absorcdo em 831 cm™ compativel com deformacéo angular fora
do plano das ligacbes C-H de arométicos (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005) e
(PAVIA et al, 2001).

O perfil do espectro de RMN *C-CPD [125 MHz, CDCls] (Fig. 32, pag. 52)
quando comparado ao espectro do composto CPH-1 apresentaram semelhancas, e das vinte e
uma linhas espectrais também observadas, doze encontram-se na regido de carbono sp?
incluindo os sinais de carbonilas em dc 185,6 (C-4) e 185,2 (C-1) caracteristicas de anel
quindnico e de uma dupla ligagdo exociclica em ¢ 109,2 (C-17) e 147,1 (C-16). Depois de
comparar e analisar este com o espectro de RMN *C-DEPT 135° (Fig. 33, pag. 53) verificou-
se a presenca de sete carbonos metinicos dos quais cinco pertencem a carbonos sp?, cinco

carbonos metilénicos, dois grupos metilas e sete carbonos ndo hidrogenados (Tabela 07).

Tabela 07 — Padrao de hidrogenacédo determinado através de analise comparativa entre 0s
espectros de RMN **C-CPD e DEPT 135° de CPH-2

C CH CH, CH; Formula molecular
40,6 51,6 27,5 16,7
130,1 (C=C) 76,9 (C-OH) 32,2 26,3
132,1 (C=C) 126,3 (C=C) 32,2
147,1 (C=C) 126,9 (C=C) 35,3
150,4 (C=C) 134,2 (C=C) 109,2 (C=C)
185,2 (C=0) 138,7 (C=C)
185,6 (C=0) 138,9 (C=C)
C:;0, C7HgO CsHio CoHe C21H2403
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Em paralelo aos dados descritos, o espectro de massa (Fig. 38, pag. 55) obtido por
impacto eletronico a 70 eV, foi mais uma ferramenta para confirmar a formula molecular do
composto C,;H»403, quando no espectro foi visivel o pico correspondente ao ion molecular
[M]* em m/z 324 Daltons.

O espectro de RMN *H [500 MHz, CDCl;] (Fig. 30, pag. 51) apresentou sinais
semelhantes aos verificados no espectro de CPH-1 como o simpleto em 6y 6,95 (H-2/H-3) e
sinais em &y 7,55 (d, J = 8,0 Hz, H-7); 7,88 (s, H-5) e 8,00 (d, J = 8,0 Hz, H-8) tipicos de um
sistema AMX. Exibiu dois simpletos um em 3y 4,97 e o outro em 4,69 para hidrogénios
ligados a carbono olefinico exociclico. Adicionalmente, o espectro mostrou sinais em oy 3,41
(dd, J = 9,0 e 4,0 Hz, H-13) caracteristico de hidrogénio metinico oxigenado, sinais em Oy
0,99 e 0,76 (s, 3H-18 e 3H-19) referentes a grupos metilicos e sinais entre 6y 2,88 e 1,54 para
hidrogénios pertencentes a carbonos sp®.

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HSQC (Fig. 34, pag. 53)
permitiu relacionar com confianga as correlagdes, a uma ligacdo, dos sinais de cada
hidrogénio ao seu respectivo carbono conforme os dados contidos na (Tabela 08. pag. 50)
Através deste experimento foi possivel atribuir os sinais de hidrogénios metinicos ligados a
carbono sp® (C-11) e carbono oxigenado (C-13), assim como os hidrogénios metilénicos em
C-9, C-10, C-14 e C-15 (Fig.35, pag. 54).

No espectro de *H, *H — COSY (Fig. 36, pag. 54), além das correlagdes entre 0s
hidrogénios metinicos H-7 e H-8 do nucleo quinénico, ja discutidos na determinacdo do
composto CPH-1, foram observadas correlagdes entre os sinais em oy 2,88 e 2,54 (m, H-9a/H-
9b) e oy 1,92 (m, 2H-10) e este com o hidrogénio metinico em &y 1,72 (t, H-11), como
também correlagdes entre os sinais em oy 3,41 (dd; J =9,0 e 4,0 Hz, H-13) e o6y 1,87 ¢ 1,52
(m, H-14a/H-14b) e destes com os sinais em dy 2,39 e 2,01 (m, H-15a/H-15b) (subestrutura

1), (Fig.37, pag.55), mostrando dois sistemas de spins isolados.
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Apos anélise dos resultados discutidos acima e comparacdo com dados da
literatura chegou-se a estrutura denominada de CPH-2 conhecida como cordiaquinona L,
também uma naftoquinona de natureza terpénica, anteriormente isolada da espécie Cordia
leucocephala (DINIZ et al, 2009). Assim como para substancia CPH-1, a substancia CPH-2
apresentou atividade citotoxica quando testada, in vitro, frente algumas linhagens de células

tumorais cancerigenas, cujo resultado encontra-se na (Tabela 31, pag. 138).

6-[10-(12, 12-dimetil-13p-hidroxi-16-metenil-ciclohexil)etil]-1,4-naftalenodiona
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Tabela 08 — Deslocamentos quimicos de (8) de RMN *H e *3C (CDCls) de CPH-2

HSQC HSQC *Lit
C Jc OH oc on
1 185,2 - 185,5 -
2 138,9 6,95 () 138,9 6,94 ()
3 138,7 6,95 () 138,7 6,94 ()
4 185,7 - 185,6 -
4a 132,1 - 132,1 -
5 126,3 7,88 (s) 126,3 7,87 (s)
6 150,4 - 150,4 -
7 134,3 7,55 (d; J=8,0) 134,3 7,55 (dI; J =8,0)
8 126,9 8,00 (d; J =8,0) 125,9 7,99 (d; J=8,0)
8a 130,1 - 130,1 -
9 35,4 2,88 (m)/2,54 (m) 35,4 2,88(m)/2.54 (m)
10 27,6 1,92 (m) 27,5 1,89 (m)
11 51,7 1,72 (t; J=6,8) 51,7 1,71 (t; J=6,0)
12 40,6 - 40,6 -
13 76,9 3,41 (dd; J=9,0 e 4,0) 77,0 3,41 (dd; J=9,0 e 4,0)
14 32,2 1,87 (m)/1,52 (m) 32,2 1,89 (m)/1,54 (m)
15 32,2 2,39 (m)/2,01 (m) 32,2 2,40 (m)/1,89(m)
16 1471 - 147,2 -
17 109,3 4,97 (s)/4,69 (s) 109,2 4.96(s)/4,69 (s)
18 26,3 0,99 (s) 26,3 0,99 (s)
19 16,7 0,79 (s) 16,7 0,75 (s)

Deslocamentos quimicos 8¢ e 3y em ppm e constante de acoplamento (J ) em Hz

*Dados de RMN 'H e ¥* C (CDCLy), (DINIZ et al ., 2008)
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Figura 32 — Espectros de RMN **C-CPD [125 MHz, CDCl;] de CPH-2
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4.1.3 — Determinacéo estrutural de CPH-3

Apds sucessivos tratamentos cromatograficos em gel de silica do extrato hexanico
das raizes de C. polycephala, foi isolado 39,2 mg de uma resina amarela codificada por CPH-
3 (item. 5.4.6, pag. 148; Fluxograma. 03, pag. 151).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig.39, pdg. 62) mostrou
bandas caracteristicas de deformacdo axial de ligacdes C-H em 2968, 2931 e 2883 cm™,
absorcdo em 1670 cm™ referente & ligacdo C=O de cetona, uma banda em 1598 cm™
compativel com deformacéo axial de ligagbes C=C de anel aromatico, assim como uma
absorcdo em 761 cm™ associada & deformacéo angular fora do plano da ligacdo C-H de
aromatico. Verificou-se também uma banda em 835 cm™ relacionada & deformacéo axial
assimétrica de ligacdo C-O-C de epodxido. (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005) e
(PAVIA et al, 2001).

Semelhante aos espectros das substancias CPH-1 e CPH-2, o espectro de RMN
13C-CPD [125 MHz, CDClIs] (Fig. 42, pag. 63), exibiu vinte e uma linhas espectrais, dez das
quais localizadas em regi&o de carbonos sp?, incluindo dois sinais de carbonila (5. 185,4 e
184,9). Estes dados mostraram que CPH-3 também tratava-se de uma naftoquinona. A analise
comparativa entre os espectros *C-CPD e DEPT 135° (Fig. 43, pag. 64) permitiu confirmar a
presenca de sete sinais de carbonos metinicos dos quais cinco sdo carbonos sp® e um é
oxigenado, quatro carbonos metilénicos e trés metilas. Através da diferenca de sinais entre os
espectros citados anteriormente, constatou-se a presenca de sete carbonos nao-hidrogenados,

conforme apresentado na Tabela 09.

Tabela 09 — Padrdo de hidrogenacdo determinada através de analise comparativa entre os
espectros de RMN **C-CPD e DEPT 135° de CPH-3

C CH CH, CH; Formula molecular
38,9 33,5 24,2 16,0
62,5 (C-0) 62,6 (C-0) 25,9 18,1
130,1 (C=C) 127.0 (C=C) 31,8 21,0

1321 (C=C) 1259 (C=C) 39,2
150,0 (C=C) 1339 (C=C)
184,9 (C=0)  138,6 (C=C)
1854 (C=0)  138,9 (C=C)
C:02 C/H;0 C4Hs CsHyg C21H2403
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A férmula molecular C,1H2403 foi confirmada através do espectro de massas (Fig.
51, pag. 68), que mostrou o pico do ion molecular [M*] em m/z 324 Daltons.

O espectro de RMN *H [500 MHz, CDCls] (Fig. 40, pag. 62), apresentou alguns
sinais semelhantes aos sinais que foram verificados no espectro de RMN ‘H da substancia
CPH-1 e CPH-2, como, por exemplo, o simpleto em 6y 6,93 (H-2/H-3) com integracdo para
dois hidrogénios, e trés sinais na regido de aromatico referentes a acoplamentos orto e meta
de hidrogénios posicionados em éy 7,98 (d, J = 8,0 Hz, H-8), 7,86 (d, J=1,0 Hz, H-5) e 7,55
(dd, J = 8,0 e 1,0 Hz, H-7), sinais caracteristicos de um nucleo quinénico. No espectro foram
verificados, dois simpletos localizados na regido de alcanos, referentes a dois grupos metilas
ligados a carbonos n&o-hidrogenados com sinais em &y 0,91 (H-18) e 1,31 (H-19), um
simpleto largo bem desprotegido associado ao hidrogénio metinico ligado a carbono
oxigenado em &y 3,04 (s, H-13) e um dupleto em 6y 0,83 (J = 6,8 Hz, H-17) correspondente a
um grupo metila ligado a carbono metinico. Na expanséo do espectro de RMN *H (Fig. 41,
pag. 63) foi possivel visualisar melhor os sinais referentes a hidrogénios metinicos e
metilénicos em 8y 2,85 (td, J = 13,0 e 5,9 Hz, H-9a), 2,62 (td, J = 13,0 e 3,5 Hz, H-9b), 1,80 e
1,67 (m, H-10a/ H-10b), 2,02 e 1,77 (m, H-14a/H-14b) e 1,42 e 1,14 (m, H-15a/H-15b).

Através do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HSQC (Fig. 44,
pag. 64) verificou-se as correlacdes a uma ligacdo, de todos os sinais de hidrogénio aos seus
respectivos carbonos, conforme os dados contidos na Tabela 10. Através deste experimento
foi possivel confirmar os hidrogénios metilénicos em C-9, C-10, C-14 e C-15, assim como 0
hidrogénio metinico em C-13.

O espectro 'H, 'H — COSY (Fig. 49, pag. 67), mostrou correlacdes entre 0s
hidrogénios H-8 e H-7 pertencentes ao anel quindnico e os hidrogénios metilénicos, ja
discutidos em determinacdes anteriores, assim como o acoplamento axial-equatorial entre os
hidrogénios em 6y 3,04 (s, H-13) e 8y 2,02 (m, H-14), confirmando a posi¢do do hidrogénio
oxi-metinico na estrutura, (subestrutura I), (Fig. 50, pag. 67).
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O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear, a duas (3Jch) e a trés
ligacBes (*Jcn), HMBC (Fig. 46, pag. 65) possibilitou confirmar as possiveis atribuices dos
deslocamentos quimicos de carbono. Através deste experimento foram verificadas algumas
correlacdes ja observadas na determinacdo de CPH-1, como as correlacdes entre hidrogénios
metinicos H-5, H-7 e H-8 e as carbonilas em C-4 e C-1, caracteristico do anel quinénico e dos
hidrogénios metilénicos (2H-9) com os carbonos C-5, C-6 e C-7. Correlagdes a longa
distancia entre o sinal de hidrogénio em 6y 0,83 (H-17) com os carbonos em . 24,2 (C-15) e
33,6 (C-16), do sinal em 6y 0,91 (H-18) com os carbonos 6. 39,2 (C-10), e 33,6 (C-16) e do
sinal de hidrogénio em &y 1,31 (H-19) com os carbonos em o, 62,5 (C-12) e 62,6 (C-13)
(subestrutura 1), confirmaram as posi¢Ges dos trés grupos metilas e da funcdo epdxido na
estrutura (Fig. 47, pag. 66). Além das correlacbes descritas, 0 espectro exibiu outras

correlagdes cujos dados encontram-se disponiveis na Tabela 11.

Através das informacdes discutidas, e comparacdo com os dados de RMN 'H e
B3C registrados na literatura, pode-se concluir que CPH-3 também trata-se de uma
naftoquinona terpénica chamada cordiaquinona E isolada previamente de Cordia linnae.
Assim como para a substancia CPH-1, o experimento de HSQC foi utilizado para atribuir com
seguranca os deslocamentos quimicos dos carbonos C-5 e C-8, 0s quais também podiam ser
permutados segundo a literatura (IOSET et al.,1998). Estudos disponiveis na literatura
relatam que o composto apresenta atividade antifingica contra Cladosporium cucumerinum e
Candida albicans, e atividade larvicida contra o inseto Aedes aegypti. A atividade citotdxica
do mesmo também foi testada frente a quatro linhagens de células cancerigenas, com

resultados disponiveis na (Tabela 31, pag. 138).
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6-[10-(11, 12, 16-trimetil-12,13-epoxiciclohexil)etil]-1,4-naftalenodiona
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Tabela 10 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN *H e *C (CDCls) de CPH-3

HSQC* HSQC ** Lit
C oc OH oc oH
1 185,4 - 185,2 -
2 138,9 6,93 () 138,7 6,93 (s)
3 138,6 6,93 () 138,4 6,93 (s)
4 184,9 - 184,7 -
4a 132,1 - 132,0 -
5 125,9 7,86 (d, J =1,0) 126,8*** 7,86 (d, J=1,8)
6 150,0 - 149,8 -
7 133,9 7,55(dd; J=8,0e1,0) 1337 7,54 (dd; J=8,0e 1,7)
8 127,0 7,98 (d; J=8,0) 125,8*** 7,99 (d; J=7,8)
8a 130,1 - 130,0 -
9 31,8 2,85(td,J=13,0e5,9) 31,6 2,85 (td, J = 12,7 e 3,4)
2,62 (td, J =13,0e 3,5) 2,62 (td, J =12,7 e 3,4)
10 39,2 1,80 (m)/1,67 (m) 39,0 1,78 (m)/1,66 (m)
11 38,9 - 38,8 -
12 62,5 - 62,4 -
13 62,6 3,04 (sl) 62,4 3,03 (sl)
14 25,9 2,02 (m)/1,77 (m) 25,7 2.02 (m)/1,72 (m)
15 24,2 1,42 (m)/1,14 (m) 24,1 1,42 (m)/1,13(m)
16 33,6 1,52 (m) 334 1,52 (m)
17 16.1 0,83 (d, J=6,8) 15,9 0,83 (d,J=6,8)
18 18,1 0,91 (s) 17,9 0,91 (s)
19 21,0 1,31 (s) 20,8 1,31 (s)

Deslocamentos quimicos (3¢ e 8y) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
*Dados de 'H RMN e **C RMN (CDCl,)

** Dados de 'H RMN e *C RMN (CDCls), (IOSET et al., 1998).
***Valores que foram permutados , (IOSET et al., 1998).
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Tabela 11 — Correlagdes a longa distancia *H , **C - HMBC (CDCl3) de CPH-3

HMBC

C oc OH “Jch *Jch

1 1854 6,93 (s); 0,91 (s) H-2 H-3, H-18

2 138,9 - - -

3 138,6 - - -

4 1849 6,93 (s); 7,86 (d) H-3 H-2, H-5

4a 1321 6,93 (s); 7,98 (d) - H-3, H-8

5 125,9 2,62 (td); 2,85 (td); 7.55(dd) - H-7, 2H-9

6 150,0 2,62 (td) ); 2,85 (td); 7,98 (d) 2H-9 H-8

7 133,9 2,62 (td); 2,85 (td); 7,86 (d) - H-5; 2H-9

8 127,0 - - -

8a  130,1 6,93 (s); 7,55 (dd); 7,86 (d) - H-2, H-5, H-7

9 31,8 1,80 (m); 1,67 (m) 2H-10 -

10 39,2 0,91 (s); 2,62 (td); 2,85 (td)  2H-9 3H-18

11 38,9 0,91 (s); 1,31 (s):1,67 (m) 2H-10, 3H-18  2H-9, 3H-17, 2H-19
1,80 (m); 2,62 (td); 2,85 (td) - -

12 62,5 0,91 (s); 1,31(s): 1,67 (m) 3H-19 2H-10, 3H-18
1,80 (m) - -

13 62,3 1,31 (s) - 3H-19

14 259 3,04 (sl); 1,42 (m) H-13, H-15 -

15 24,2 0,83 (d); 1,77(m); 3,04 (sI)  H-14,H-13  3H-17

16 33,6 0,83 (d); 0,91 (s): 1,14(m);  H-15,3H-17  2H-10, 3H-18,
1,67(m); 1,80 (m) - -

17 16.1 - - -

18 18,1 1,67 (m); 1,80 (m) - 2H-10

19 21,0 - - -
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4.1.4 — Determinacéo estrutural de CPH-4

Apbs sucessivos fracionamentos cromatograficos do extrato hexanico das raizes
de C. polycephala incluindo colunas cromatograficas sobre gel de silica, 35,6 mg de uma
mistura de naftoquinonas foi isolado na forma de uma resina amarela, as quais foram
denominadas de CPH-4, (item. 5.4.7, pag. 149; Fluxograma. 03, pag. 151).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 52, pag. 75), apresentou
absorcéo em 3072 cm-, referente & deformacéo axial da ligagdo C-H de aromético, absorcdes
em 2921 e 2850 cm™ associada & deformacdo axial da ligagdo C-H de metilenos e metilas,
uma banda em 1668 cm™ referente a vibracdes de deformacéo axial de carbonilas de quinona,
uma absorcdo em 1712 cm™ relacionado a ligacdo C=0 de éster a, B insaturado, assim como
uma banda em 1230 cm™ relativa & deformacdo axial de C(=0)-O de acetato.
(SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005) e (PAVIA et al, 2001).

O espectro de RMN **C-CPD [125 MHz, C3Dg0] (Fig. 55, pag. 76), exibiu uma
série de linhas espectrais, muitas das quais apareceram em duplicata, levando a crer que CPH-
4 tratava-se de uma mistura de duas naftoquinonas de estruturas semelhantes. Entre os sinais
de carbonos observaram-se duas carbonilas pertencentes ao anel quinénico em o¢c 186,3 (C-4)
e 185,8 (C-1), além de duas carbonilas de éster em d¢c 168,0 e 166,7. Também foram
observados sinais para dois carbonos exo-metilénicos em d¢ 111,0 e 110,6, além de sinais em
dc 78,8 e 77,9 inferidos para dois carbonos oxi-metinicos. Andlise comparativa entre 0s
espectros RMN *C-CPD e ** C- DEPT 135° (Fig. 56, pag. 77), levando em consideragdo a
intensidade dos sinais, permitiu construir as Tabelas 12 e 13 (pag. 70).

O espectro de RMN *H [500 MHz, CsD¢0] (Fig. 53, pag. 75), apresentou quatro
sinais na regido de arométicos, um simpleto intenso em &y 7,00 referentes a hidrogénios do
nacleo quindide (H-2/H-3) e trés sinais tipicos de um sistema AMX em 6y 7,86 (d, J = 1,5 Hz,
H-5), 7,96 (dd, J=8,0 e 2,0 Hz, H-7) e 7,71 (d, J = 8,0 Hz, H-8), permitindo inferir que CPH-
4 tratava-se de uma naftoquinona com o mesmo padrdo de substituicdo das anteriores.
Mostrou sinais referentes a hidrogénios olefinicos em 64 4,78 e 5,00 (sl, H-17a / H-17b)
correspondente a uma dupla ligacdo exociclica, assim como dois sinais para dupletos de
dupletos em 6y 4,67 (J = 4,0 e 8,0 Hz, H-13A) e 4,70 (J = 4,0 e 8,0 Hz, H-13B) relacionados
a hidrogénios metinicos oxigenados. Na regido de carbonos metilicos foram observados sete
simpletos com sinais em oy 2,13, 1,87 (H-23, H-24 A), 1,79 (H-24 B), 0,95, 0,83 (H-18, H-19
B) e 0,97, 0,87 (H-18, H-19 A), além de um dupleto em 1,74 (H-23B, J = 6,0 Hz) sinais estes
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pertencentes a duas naftoquinonas distintas cuja diferenca estd somente na posi¢do de uma das
metilas do grupo ligado ao ciclohexil.

Tabela 12 — Padrdo de hidrogenacdo determinado através de analise comparativa entre 0s
espectros de RMN **C-CPD e *C-DEPT 135° de CPH-4A.

C CH CH, CHs Formula molecular
40,3 53,1 28,7 19,4
131,4 77,9 (C-0) 29,4 20,6
133,4 (C=C) 117,4 (C=C) 30,0 27,2
148,4 (C=C) 126,9 (C=C) 36,0 27,7
151,3 (C=C) 127,6 (C=C) 110,7 (C=C)*
157,7 (C=C) 135,3 (C=C)
166,7 (C=0) 139,9 (C=C)
185,9 (C=0) 140,1 (C=C)
186,3 (C=0)
CoO3 CgHgO CsHio CsH12 C26H3004

Tabela 13 — Padrdo de hidrogenacdo determinada através de analise comparativa entre 0s
espectros e RMN **C-CPD e *C-DEPT 135° de CPH-4B.

C CH CH, CH; Formula molecular
40,3 53,4* 28,7 12,8*
131,4 (C=C) 78,8 (C-O)* 29,4 14,8*
133,4 (C=C) 117,4 (C=C) 30,8* 19,4
148,5 (C=C)*  126,9 (C=C) 36,1* 27,2
151,4 (C=C)* 127,6 (C=C) 111,0(C=C)
157,8 (C=C) 1354 (C=C)*
168,0 (C=0)* 139,9 (C=C)
185,9 (C=0) 140,0 (C=C)
186,3 (C=0)
Co03 CgHgO CsHio CsH12 C26H3004

* Deslocamentos quimicos distintos, quando comparados aos valores da Tabela 12

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H,¥c - HSQC (Fig. 59,
pag. 78), foi fundamental na correlacdo dos sinais de hidrogénios, inclusive diferenciando, em
alguns casos, os sinais de RMN de cada componente da mistura. Neste experimento

observaram-se as correla¢des dos sinais de carbonos em ¢ 78,8 e 77,9 com 0s sinais de
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hidrogénios em 0oy 4,70 e 4,67 respectivamente, assim como as correlagdes dos hidrogénios
metilicos aos seus respectivos carbonos (Tabela 14, pag. 73).

O espectro *H, 'H COSY (Fig. 64, pag. 81) mostrou claramente, a presenca de
dois sistemas de spins isolados, semelhante ao verificado na estrutura de CPH-2, entre os 2H-
9 e 2H-10 e deste com H-11, bem como 2H-15 e 2H-14 e deste com H-13. Com base nestes
dados foi possivel deduzir que a mistura em discussdo tratava-se de 1,4 naftoquinona
semelhante a CPH-2, diferenciando desta apenas pela presenca dos grupos metil-butenoil e
tigloiloxi ligados ao C-13 cujos sinais foram confirmados pelo espectro de RMN H.

Atraveés do espectro HMBC (Fig. 61, pag. 79) foi possivel conferir a posi¢cdo do
grupo metil-butenoil em C-13, através do acoplamento entre 0 H-13A em 6y 4,67 com C-20
em &c 166,7, como também do grupo tigloiloxi em C-13 pelo acoplamento a trés ligacdes do
H-13B em 6y 4,70 e H-24 em 6y 2,56 com o carbono C-20 em d¢ 168,0 informaces estas que

confirmou a posic¢do do grupo funcional éster na estrutura (subestrutura I e I1), (Fig.63, pag.

80). Além das correlagBes descritas o espectro exibiu outras correlacdes conforme a (Tabela
15, pag. 74)

Os dados descritos anteriormente, juntamente com o espectro de massa (Fig. 66,
pag. 82), obtido por impacto eletrénico a 70 eV, o qual mostrou o pico correspondente ao ion
molecular [M*] em m/z 406 Daltons, confirmaram para CPH-4 a formula molecular CasHz00s.

Com base na discussdo exposta, e através da analise comparativa com dados
descritos na literatura, chegou-se a conclusdo que CPH-4 tratava-se de uma mistura de
naftoquinonas denominadas de Cordiaquinonas N (CPH-4A) e O (CPH-4B) inéditas na
literatura, onde epimero de CPH-4A (Cordiaquinona C) ja havia sido isolada de C. corymbosa
(BIEBER et al., 1994). Assim como as demais naftoquinonas a mistura apresentou atividade
citotoxica frente a linhagens de células tumorais, cujo resultado encontra-se descrito na
(Tabela 31, 138).
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6-[10-(12, 12-dimetil-13p-(22-metil-21-butenoil)-16-metenil ciclohexil)etil]-1,4-

naftalenodiona (CPH-4A)

N

6-[10-(12, 12-dimetil-13p-(tigloiloxi)-16-metenil ciclohexil)etil]-1,4-

naftalenodiona (CPH-4B)
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Tabela 14 — Deslocamentos quimicos de (8) de RMN *H e 3C (C3D¢0) de CPH-4A e CPH-4B

HSQC-CPH-4A HSQC-CPH-4B HSQC ** Lit
C oc ou dc OH oc OH
1 1859 - 185,9 - 184,9 -
2 1399 7,00 (s) 139,9 7,00 (s) 138,5 6,96 ()
3 1401 7,00 () 140,1 7,00 (s) 138,8 6,96 ()
4 186,3 - 186,3 - 185,4 -
4a 130,2 - 131,4 - 132,0 -
5 1269  786(d,J=15 1269  7.86(d,J=15) 126,1 7,90 (d, 3= 1,8)
6 151,3 - 151,4 - 150,1 -
7 1276 7.96(dd, J=80e20) 127.6 7.96(dd,J=80e20) 1341%** 7,55 (dd,J=80¢ 18)
8 1353  7,71(d;J=80) 1354  771(d:J=80)  1267**  801(d,J=8,0)
8a 1334 - 133,4 - 134,1 -
0 360  289(m)y263m) 361 2,89 (M)/2,63(m) 35,0 2,88 (M)/2,55 (M)
10 287 1,90 - 2,20 (m) 28,7 1,90 - 2,20 (m) 27.4 2,00 a 1,84 (M)
11 531 1,90 - 2,20 (m) 53.4 1,90 - 2,20 (m) 51,9 2,00 a 1,84 (M)
12 40,3 - 40,3 - 39,2 -
13 779 467(dd,J=40e80) 788 4,70 (dd, J=40e8,0) i 4,70 (t, J = 4,5)
14 294  187(m)y/L63(m) 294 1,87 (m)/L,63 (m) 28,7 1,86 (M)/1,65 (M)
15 300 240 (m)2,08(m) 308 2,40 (m)/2,08 (m) 30,9 238 (M)/2,08 (M)
16 157,8 - 157,8 - 159,7 -
17 1106  500(sh/A478(sl) 1110 500 (sl)/4.78(sl) 109,8 4,98 (s1)/4,72 (s))
18 272 0,97 (s) 275 0,95 (s) 26,4 0,95 (s)
19 194 0,87 (5) 19,4 0,83 (s) 18,6 0,84 (s)
20 166,7 - 168,0 - 166,2 -
21 1174 5,67 (1) 117,4 6,81 (q) 116,3 5,65 (sI)
22 148,44 - 148,5 - 146,7 -
23 20,6 213 (s) 148  174(d,J=60) 20,2 2,16 (s)
24 27,7 1,87 (s) 12,8 1,79 (s) 274 1,91 (s)

Deslocamentos quimicos 3¢ e 34 em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
** Dados de RMN 'H e *C (CDClI;), epimero do composto CPH-4A, (LOTHAR et al., 1994) .

*** \Valores permutados na literatura, (LOTHAR et al., 1994).
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Tabela 15 — Correlagdes a longa distancia *H, **C - HMBC de CPH-4

HMBC
C ScA ocB On 2den e
1 1859 - 7,00 (s) H-2 H-3
2 1399 - 7,00 (s) H-3 -
3 140,0 - 7,00 () H-2 -
4 186,3 - 7,00 (s) H-3 H-2
4a 1314 - 7,00 (s); 7,86 (d) H-5 H-3,
5 1269 - 7,96 (dd); 2,89/2,63 (m) - H-7, 2H-9
6 1513 151,4 7,96 (dd); 2,89/2,63 (m) H-7,2H-9 -
127,6 - 7,71 (d) H-8 -
135,3 135,4 7,96 (dd) H-7 -
8a 1334 - 7,00 (s), 7,96 (dd) - H-2, H-7
9 360 36,1 1,90 — 2,20 (m) 2H-10 -
10 28,7 - 2,89/2,63 (M) 2H-9 -
11 53,1 53,4 2,89/2,63 (m); 1,90 — 2,20 (m); 2H-10 H-9, 2H-15,
2,40/2,08 (m); 0,97/0,95 (s) 3H-18, 3H-19,
0,87/0,83 (s); 4,70/4,67 (dd); H-13
12 40,3 - 4,70/4,67 (dd); 1,87/1,63 (m); H-13; 3H-18 2H-14
0,97/0,95 (s); 0,87/0,83 () 3H-19 -
13 77,9 78,8 1,87/1,63 (m); 2,40/2,08 (m) 2H-14 2H-15, 3H-18,
0,97/0,95 (s); 0,87/0,83(s) 3H-19
14 294 - 2,40/2,08 (m) 2H-15 -
15 30,0 30,8 1,87/1,63 (m) 2H-14
16 1578 - 2,08 (m); 1,87 (m) H-15 H-14
17 1106 111,0 2,40/2,08 (m); 1,90 — 2,20 (m) - 2H-15, H-11
18 27,2 275 0,87/0,83 (s); 4,70/4,67 (dd) - 3H-19, H-13
19 194 - 0,97/0,95 (s); 4,70/4,67 (dd) - 3H-18, H-13
20 166,7 168,0 4,70/4,67 (dd); 1,79 (s) - H-13, 3H-24
21 1174 - 1,87 (s); 2,13 (5) - 3H-23, 3H-24
22 1484 148,5 - - -
23 206 14,8 1,87 (s) - 3H-24
24 27,7 12,8 2,13 (s) - 3H-23
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4.2 — Elucidagéo estrutural dos flavonoides
4.2.1 — Determinacao estrutural de CPF-1

O composto CPF-1 (49,7 mg) foi isolado da fragdo CH,ClI, resultado da particéo
liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de Cordia polycephala, (item. 5.5.1, p4g. 152;
Fluxograma 04, pag. 158), sob forma de um solido amarelo, com ponto de fusdo na faixa de
177,0 - 178,5°C.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 67, pag. 88) apresentou
uma banda em 3404 cm™ associada a deformacdo axial da ligacdo O-H de alcool e/ou fenol,
absorcdes em 2945 e 2840 cm™ compativeis com deformacdo simétrica e assimétrica de
ligacdo C-H de grupos metila, uma banda em 1656 cm™ correspondente a deformacéo axial da
ligacdo C=0, de carbonila conjugada e uma absorcdo em 1203 cm™ caracteristica de
deformacéo axial da ligagdo C-O. Na faixa entre 1604 e 1456 cm™ apareceram bandas
referentes & vibracdo de deformacdo axial de liagagdo C=C de aromaticos, assim como
absorcdes na faixa entre 918 — 642 cm™ relacionada & deformagéo angular fora do plano das
ligagdes C-H de aromaéticos (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005) e (PAVIA et al,
2001).

O espectro de RMN *C-CPD [125 MHz, CsDsN] (Fig. 69, pag. 89) apresentou
dezoito linhas espectrais, das quais, quinze correspondem a atomos de carbonos com
hibridagdo sp® e trés a atomos de carbono com hibridac&o sp>. A analise comparativa entre os
espectros de RMN *3C-CPD e DEPT 135° (Fig. 70, pag. 89) revelou a presenca de cinco
carbonos metinicos e trés carbonos metilicos ligados a atomos de oxigénio, caracteristicos de
grupos metoxila em dc¢ 60,3 e em dc 56,3 com integracdo para dois carbonos. Por subtracdo
dos espectros, constatou-se a presenca de dez carbonos ndo-hidrogenados, dos quais o sinal
em oc 179,5 foi compativel com uma carbonila de cetona conjugada, enquanto os sinais em 0c
166,3, 162,8, 157,5, 156,8, 151,6, 148,6 e 139,7 foram inferidos a carbonos ligados a &tomos
de oxigénio, como descrito na (Tabela 16, pag. 84).

O espectro de RMN *H [500 MHz, CsDsN] (Fig. 68, pag. 88) mostrou um sinal
em oy 13,28 (s) caracteristico de um hidrogénio de hidroxila quelada. Na regido de
hidrogénios aromaticos observou-se a presenga de dois dupletos, um em oy 6,59 (dd, J = 2,1

Hz) e outro em dy 6,60 (dd, J = 2,1 Hz) compativeis com acoplamento de hidrogénios meta
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posicionados e trés sinais tipicos de um sistema AMX em oy 7,12 (d, J = 8,5 Hz), 7,83 (dd, J

=2,1e85Hz)e8,11(d, J=2,1 Hz).

Tabela 16 — Padrdo de hidrogenacdo determinado através da analise comparativa entre 0s
espectros de RMN **C-CPD e DEPT 135° de CPF-1

C CH CH; Formula molecular

106,8 08,7 56,3 (C-0)°
124,2 92,8 56,3 (C-O)"
139,7 121,4 60,3 (C-0)°
148,6 (C-OH) 116,9
151,6 112,5
156,8 (C-0)?
157,5
162,8 (C-OH)
166,3
179,5 (C=0)

C10H204 CsHs C3HgO3 C1gH1607

a-4tomo de oxigénio ligado a dois 4tomos de carbonos sp*.

b-atomo de oxigénios pertencentes aos grupos metoxilas ligados a carbono aromatico.

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, **C — HMQC (Fig. 71

pag. 90), permitiu associar com seguranca todos os sinais de hidrogénios aos seus respectivos

carbonos, conforme descrito na (Tabela 17, pag. 86).

Através do espectro 'H, 'H — COSY (Fig. 74, pag. 91) foi possivel verificar o

acoplamento dos hidrogénios aromaticos com sinais em oy 7,12 e 7,83 orto posicionados

(subestrutura I).
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As posicOes das trés metoxilas presentes na estrutura foram verificadas e
confirmadas com base no experimento HMBC (Fig. 72, pag. 90) o qual mostrou correlacfes
entre os sinais de hidrogénios em oy 3,78, 3,85 e 3,94 (3 OCHj3) com os carbonos em ¢ 166,3
(C-7), 151,6 (C-4’) e 139,7 (C-3), respectivamente, (estrutura I1). Além das correlacbes
descritas, o espectro exibiu outras correlagdes conforme os dados dispostos na (Tabela 18,
pag. 87).

Através da comparacdo entre 0s dados espectroscdpicos discutidos anteriormente
e os dados registrados na literatura (AGRAWAL, 1989) chegou-se a conclusdo que CPF-1
tratava-se do composto 5, 3’-dihidroxi-3, 7, 4’-trimetoxiflavona, um metabdlito secundario

comum, mas isolado pela primeira vez no género Cordia.

5, 3°-Dihidroxi-3, 7, 4’-trimetoxiflavona
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Tabela 17 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN *3C e 'H (CsDsN) de CPF-1

HMQC *Literatura

C dc oH oc
2 156,8 - 155,3
3 139,7 - 138,0
4 179,5 - 177,8
4a 106,8 - 105,0
5 162,8 13,28 (s), OH 160,8
6 98,7 6,59 (d, J = 2,1 Hz) 97,5
7 166,3 - 164,9
8 92,8 6,60 (d, J = 2,1 Hz) 91,9
8a 157,5 - 156,0
I 1242 - 120,2
2 116,9 8,11(d, J =2,1 Hz) 115,0
3 148,6 - 146,2
4 151,6 - 150,1
5 112,5 7,12 (d,J=8,5Hz) 111,7
6’ 121,4 7,83 (dd, J=2,1e8,5Hz) 1211

3-0CHjs; 60,3 3,94 (s) -

7 - OCH3 56,3 3,78(s) -

4’- OCHjs 56,3 3,85 (s) -

Deslocamentos quimicos (8¢ e 84) em ppm e constante de acoplamento (J) em (Hz);

*Deslocamentos quimicos da literatura, CDCl; (AGRAWAL, 1989).
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Tabela 18 — Correlagdes heteronucleares a longa distancia (C - H) de CPF-1

CPF-1
C Jc OH Jch *Jch
2 156,8 7,83 (dd); 8,11 (d) i H-2". 06’
3 139,7 3,94 (s) i 3H (OCHs)
4 1795 - - -
4a 106,8  6,60(d) i H-8
5 162,8 - - -
6 987 6,60 (d) i H-8
7 166,3 3,78 (s): 6,59 (d) H-6 3H (OCHs)
8 928 659 (d) i H-6
8a 1575 - - -
P 1242 7,12 (d) i H-5’
2 1169 7,83 (dd) i H-6’
3 148,6 7,12 (d): 8,11 (d) H-2’ H-5’
4 1516 3,85 (s): 7,12 (d); 7,83 (dd)  H-5’ H-2, H-6",
8,11 (d) 3H (OCHs)
5’ 1125 - - -
6 1214 811 (d) i H-2’
3-OCH; 60,3 - - -
7-OCHs 56,3 - - -
4-OCH; 563 - i i
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Figura 71 — Espectro de RMN *H, *C — HMQC [500 MHz, CsDsN] de CPF-1
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4.2.2 — Determinacéo estrutural de CPF-2

A substancia codificada por CPF-2 (17,3 mg) foi isolada da fracdo CH,Cl,
resultado da particdo cromatografica do extrato etandlico das folhas de C. polycephala, (item.
5.5.2, pag. 153; Fluxograma 04, pag. 158) sob forma de um sélido amarelo, com ponto de
fuséo na faixa de 167,5 - 168,8 °C.

O espectro de infravermelho (Fig. 75, pag. 97) exibiu absorcdes semelhante as
observadas para o composto CPF-1, como uma banda em 3440 cm™ caracteristica de
deformacéo axial da ligacdo O-H, absorcdo em 1656 cm™ associada a deformacdo axial da
ligacdo C=0 de carbonila conjugada e bandas na faixa entre 1600 — 1438 cm™ compativeis
com vibracdo de deformacdo axial de C=C do anel aromatico, absor¢des que sugerem uma
substancia de esqueleto flavonoidico (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005) e
(PAVIA et al, 2001).

Os espectros de RMN *C-CPD e 'H (Fig. 76 e 77, pag. 97 e 98) apresentaram
deslocamentos quimicos semelhantes aos do composto CPF-1, previamente discutido,
mostrando analogia entre os mesmos. A presenca de um sinal a mais correspondente a um
grupo metoxila observado nos espectros de RMN *H e **C, constituiu a principal diferenca
entre os compostos designados por CPF-2 e CPF-1.

O espectro de RMN *3C [125 MHz, CsDsN] (Fig. 77, pag. 98) exibiu dezenove
linhas espectrais, e semelhantes aos deslocamentos observados para o composto CPF-1,
quinze também estéo associadas a atomos de carbono com hibridacdo sp? revelando, portanto
a natureza flavonoidica do composto, e quatro encontram-se na regido de grupos metoxilas.
Apbs analise comparativa e diferenca entre os espectros RMN **C-CPD e DEPT 135° (Fig.
79, pag. 99) verificou-se a presenca de quatro carbonos metinicos e onze carbonos ndo-
hidrogenados todos com hibridac&o sp® Destes, o sinal em 8¢ 179,5 foi compativel com uma
carbonila de cetona conjugada, enquanto os sinais em 6¢ 159,8; 156,8; 153,7; 153,0; 151,7;
148,6; 139,5 e 133,3 foram associados a carbonos sp? ligados a 4tomo de oxigénio, conforme
os dados apresentados na (Tabela 19, pag. 93).

O espectro de RMN *H [500 MHz, CsDsN] (Fig. 76, pag. 97) mostrou alguns
sinais semelhantes aos verificados no espectro do composto CPF-1, como o simpleto
desprotegido em &y 13,28 caracteristico de um hidrogénio de hidroxila quelada e sinais na
regido de hidrogénios aromaticos tipicos de um sistema AMX em 6y 8,13 (d), 7,87 (dd) e 7,16

(d). Os espectros também exibiram diferencas indispensaveis para a elucidagcdo do composto,
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como um simpleto a mais na regido de hidrogénios metoxilados em oy 4,02 (S) e um simpleto
na regido de aromatico em oy 6,70 (H-8), que confirmou a trissubstituicdo do anel A no
nucleo flavonoidico, o qual era dissubstituido no composto CPF-1. No entanto, os dados
confirmam a substituicdo de um dos hidrogénios do anel dissubstituido pelo grupo metoxila

mencionado acima.

Tabela 19 — Padrdo de hidrogenacdo determinado através da analise comparativa entre 0s
espectros de RMN *C-CPD e DEPT 135° de CPF-2

C CH CHjs Férmula molecular

107,4 91,7 56,3 (C-0)°
1245 112,5 56,8 (C-O)°
133,3 117,0 60,3 (C-O)°
139,5 121,4 60,9 (C-O)°
148,6 (C-OH)
151,7
153,0
153,7 (C-OH)
156,8 (C-0)?
159,8
179,5 (C=0)

C11H,04 CsH4 C4H1204 C19H1807

a-atomo de oxigénio ligado a dois 4tomos de carbonos sp”.
b-oxigénios pertencentes aos grupos metoxilas ligados a carbono aromatico.

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, *C, HMQC (Fig. 80,
pag. 99) permitiu correlacionar, a uma ligacdo, todos os sinais de hidrogénios aos seus
respectivos carbonos, conforme dados descritos na (Tabela 20, pag. 95).

Levando em consideracdo os dados espectroscépicos discutidos acima e a
semelhanca dos deslocamentos quimicos quando comparado aos valores da substancia CPF-1,
sugere-se que a substancia em questdo trata-se de um flavonol tetrametoxilado cujas posicdes
das metoxilas foram determinadas com base no experimento HMBC (Fig. 81, pag. 100).
Neste espectro foram observados os acoplamentos entre os hidrogénios dos grupos metilas em
dn 4,02 (s), 3,97 (s), 3,89 (s) e 3,86 (s) com os carbonos em 6c 133,3 (C-6), 139,5 (C-3),
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159,8 (C-7) e 151,7 (C-4’), respectivamente, (estrutura 1). Além das correlagBes descritas, 0

espectro de HMBC apresentou outras correlacdes mostradas na (Tabela 21, pag. 96).

Conforme os dados analisados nos espectros de RMN e comparagdo com dados
registrados na literatura (BROWN et al., 2003) chegou-se a conclusdo que CPF-2 tratava-se
do flavonol denominado de 5, 3’-dihidroxi-3, 6, 7, 4’-tetrametoxiflavona, usualmente
conhecido como casticina, um flavondide também ndo relatado em espécies do género

Cordia.

5, 3°-Dihidroxi-3, 6, 7, 4’-tetrametoxiflavona
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Tabela 20 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN *C e 'H (CsDsN) de CPF-2

HMQC *Literatura
C 5(: 5H 6C
2 156,8 - 155,7
3 139,5 - 139,0
4 179,5 - 179,0
4a 107,4 - 106,6
5 153,7 13,29 (s), OH 152,7
6 133,3 - 132,3
7 159,8 - 158,8
8 91,7 6,70 (s) 90,4
8a 153,0 - 152,4
I 1245 - 123,6
2’ 117,0 8,13(d, J = 2,0 Hz) 114,4
3’ 148,6 - 145,6
4 151,7 - 148,8
5 1125 7,16 (d, J=8,5Hz) 110,4
6’ 121,4 7,87 (dd,J=19e8,5 121,6
3-0CH; 60,3 3,97 (s) 60,2
6 - OCHjs 60,9 4,02 (s) 60,9
7 - OCHjs 56,8 3,89 (s) 56,3
4’- OCHjs 56,3 3,86 () 56,1

Deslocamentos quimicos (3¢ e dy) em ppm e constante de acoplamento (J) em (Hz);
*Deslocamentos quimicos da literatura (CDCl3), (BROWN et al, 2003).
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Tabela 21 — Correlagdes a longa distancia (C - H) de CPF-2

CPF-2
C oc OH Jch *Jch
2 156.8 8,13 (d) i H-2
3 1395 3,97 (s) i 3H (OCH)
4 1795 - - -
4a 1074 6,70(s) - H-8
5 153,7 - - -
6 1333 4,02 (s): 6,70 (s) i 3H (OCHs) , H-8
7 159,8 3,89 (s): 6,70 (s) H-8 3H (OCH)
8 91,7 - - -
8a 1530 6,70 (s) H-8 i
I’ 1245 7,16 (d) i H-5°
2 1170 7,87 (dd) - H-6’
3 1486 8,13 (d) H-2’ i
4 151,7 3,86 (s); 7,87 (dd); 8,11 (d) - H-2’, H-6", 3H (OCH)
5’ 1125 - - -
6 1214 813 (d) - H-2’
3-OCH; 60,3 - - -
6-OCH; 60,9
7-OCHs; 56,8 - - -
4-OCH; 563 - i i
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4.2.3 — Determinacéo estrutural de CPF-3

O composto codificado por CPF-3 (3,5 mg), foi isolado na forma de um solido
amarelo, apds fracionamento cromatografico em gel de silica da fragdo diclorometano (item.
5.5.3, pag. 154; Fluxograma 04, pag. 158).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 83, pag. 105) apresentou
bandas semelhantes as observadas nos espectros de CPF-1 e CPF-2, cujas principais
absorcdes apareceram em 3191 cm™ compativel com deformacéo axial da ligagdo O-H de
fenol, em 1664 cm™ associada a deformacéo axial da ligagdo C=O de carbonila conjugada
assim como absorces na faixa entre 916 - 642 cm™ correspondentes & deformag&o angular
fora do plano das ligagcbes C-H de aromaticos (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE,
2005) e (PAVIA et al, 2001).

O espectro de RMN *C-CPD [125 MHz, CsDsN] (Fig. 85, pag. 106) exibiu
dezessete linhas espectrais semelhantes as observadas nos espectros de CPF-1 e CPF-2, das
quais quinze encontram-se na regido de carbono sp? incluindo o sinal em ¢ 179,5 associado a
carbonila. Portanto, os dados demonstram que o composto em discussdo € de natureza
aromatica e trata-se de um flavonoide, como os dois compostos previamente discutidos.
Comparagdo e diferenca entre os espectros *C-CPD e DEPT-135° (Fig. 86, pag. 106) revelou
a presenca de cinco carbonos metinicos, dois grupos metilas e dez carbonos ndo-hidrogenados
cujos dados encontram-se na Tabela 22, (pag 102).

O espectro de RMN 'H [500 MHz, CsDsN] (Fig. 84, pag. 105) mostrou um
simpleto bem desprotegido em &y 13,36 referente a hidroxila quelada e na regido de
aromaticos quatro sinais referentes a cinco hidrogénios metinicos, dois simpletos, um em J
8,22 (H-2’) mais desprotegido por causa do efeito mesomérico retirador da carbonila, e outro
em oy 6,61 (H-6 e H-8) com integragdo para dois hidrogénios, além de dois dupletos em dn
7,41 e 7,81 (J = 8,4 Hz H-5" ¢ H-6") compativeis com hidrogénios orto posicionados. O
espectro exibiu também dois simpletos na regido de hidrogénios ligados a carbonos
oxigenados com sinais em oy 3,79 € 3,90 relacionados a dois grupos metoxilas cujas posi¢oes
foram confirmadas através do experimento HMBC (Fig. 87, pag. 107), quando exibiu
correlagBes heteronucleares *Jcy entre os hidrogénios em &4 3,79 (s) e 3,90 () com 0s
carbonos em 8¢ 166,2 (C-7) e 139,3 (C-3), respectivamente. Outras correlagdes 2Jcy € 2Jck

foram descritas na (Tabela 24, pag. 104).
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Tabela 22 — Padrdo de hidrogenacdo determinado através da anélise comparativa entre 0s
espectros de RMN **C-CPD e DEPT 135° de CPF-3

C CH CH; Formula molecular

106,7 92,8 56,3 (C-0O)°
122,4 98,7 60,2 (C-0)°
139,3 117,1
147,7 (C-OH) 117,2
151,3 (C-OH) 122,0
157,2 (C-0)*
157,5
162,8 (C-OH)
166,2
179,5 (C=0)

C1oH30s5 CsHs C2H60O2 C17H1407

a-atomo de oxigénio ligado a dois 4&tomos de carbonos sp®.
b-atomos de oxigénios pertencentes aos grupos metoxilas ligados a carbono aromaético.

Considerando os dados dos espectros de (RMN *H, *C-CPD, DEPT-135° e
HMBC) (Tabelas 22, 23 e 24) e analise comparativa com os dados discutidos na elucidacdo
estrutural dos compostos CPF-1, CPF-2 e literatura (AGRAWAL, 1989), concluiu-se que
CPF-3 também tratava-se de um flavonol pentassubstituido denominado de 5,3°,4’- trihidroxi
- 3,7 —dimetoxiflavona, o qual também esta sendo descrito pela primeira vez no género

Cordia.

5,3’,4’-Trihidroxi- 3,7-dimetoxiflavona.
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Tabela 23 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C, *H (CsDsN) de CPF-3

CPF-3 *Literatura
C oc OH oc
2 157,2 - 157,8
3 139,3 - 139,2
4 179,5 - 179,4
4a 106,7 - 105,8
5 162,8 - 163,4
6 98,7 6,62 (s) 99,3
7 166,2 - 164,7
8 92,8 6,62 (s) 94,3
8a 157,5 - 162,3
I’ 122,4 - 122,1
2 117,2 8,22(s) 115,7
3 147,7 - 145,2
4 151,3 - 149,0
5 1171 7,41 (d, J=8,4 Hz) 116,2
6’ 122,0 7,81 (d,J=8,4Hz) 123,0
3-OCHjs 60,2 3,90 (s) -
7-OCH; 56,3 3,79 (s) -

Deslocamentos quimicos (8¢ e 8) em ppm
*Deslocamentos quimicos da literatura, CDCl; (AGRAWAL, 1989).

CPF-3 . Literatura & OH
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Tabela 24 — Correlagdes a longa distancia *H, **C - HMBC de CPF-3

CPF-3

C dc OH “Jen “Je

2 157,2 8,22 (3); 7,81 (d) - H-2", H-6'

3 139,3 3,90 (s) ; 3H (OCHs)

4 179,5 - - -

4a 106,7 6,62 (s) - H-6, H-8

5 162,8 6,62 (s) H-6 -

6 98,7 6,62 (s) - H-8

7 166,2 3,79 (s) - 3H (OCHj3)

8 92,8 6,62 (5) ; i

8a 1575 6,70 (s) ; H-6

1’ 1224 - - -

2 1172 7,81 (d) ; H-6°

3 147,7 8,22 (s): 7,41 (d) H-2’ H-5°

4 151,3 8,22 (s); 7,41 (d); 7,81 (d) H-5° H-2’, H-6’

5 117,1 7,81 (d) H-6’ i

6 122,0 8,22 (d); 7,41 (d) H-5° H-2’
3-OCH; 60,2 - - -
7-OCH; 56,3 - - -
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4.3 — Elucidacéo estrutural dos triterpenos
4.3.1 — Determinacao estrutural de CPF-4

Cromatografia em gel de silica da fracdo hexéanica resultado da parti¢do liquido-
liquido do extrato etandlico das folhas de C. polycephala (item. 5.6.2, pdg. 157; Fluxograma
05, pag. 159), resultou no isolamento da substancia CPF-4 (15 mg), obtida sob forma de um
solido branco com ponto de fusdo na faixa de 226,6 — 227,2 °C.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 88, pag. 113) mostrou
uma banda larga e intensa em 3483 cm™ compativel com presenca de hidroxila, bandas em
2931 e 2864 cm™ caracteristicas de deformacdo axial de ligagdo C-H, uma absorcdo em 1685
cm™ associada a deformacdo axial da ligagdo C=0 de 4cido carboxilico, além das bandas em
1471, 1386 e 1068 cm™ referentes a absorcdo de dobramento de grupos metilénicos,
deformacdo angular no plano de O-H e deformacdo axial de C-O, respectivamente
(SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005) e (PAVIA et al, 2001).

O espectro de RMN **C-CPD [125 MHz, CsDsN] (Fig. 92, pag. 115) apresentou
linhas espectrais correspondentes a trinta &tomos de carbono, exibindo a natureza triterpénica
do composto. Analise comparativa entre os espectros **C-CPD e DEPT 135° (Fig. 94, pag.
116) revelou a presenca de cinco carbonos metinicos, entre os quais um sinal em oc 75,3
relacionado ao carbono carbindlico e outro em d&c 126,0 de olefina; onze carbonos
metilénicos, incluindo o sinal em 6c 74,7 referente a um carbono oximetilénico e seis
carbonos metilicos. Por subtracdo dos referidos espectros, verificou-se a presenca de oito
carbonos ndo- hidrogenados, incluindo os sinais em ¢ 178,7 compativel com uma carbonila
de acido carboxilico e o deslocamento em o6c 139,1 foram atribuido a carbono olefinico
(Tabela 25, pag. 109).

A andlise dos dados acima descritos permitiu inferir a formula molecular
C30H4s04 cuja insuficiéncia de hidrogénio igual a sete foram associadas a um grupo carboxila,
a uma dupla ligacdo carbono-carbono, e as demais, portanto, atribuidas a cinco anéis,
revelando que a substancia em discussdo tratava-se de um triterpeno pentaciclico.

O espectro de RMN *H [500 MHz, CsDsN] (Fig. 89, pag. 113) mostrou sinais na
faixa de oy 0,99 — 1,18, correspondentes a seis grupos metilicos, apresentados como
simpletos, portanto, ligados a carbonos nédo-hidrogenados. Na regido de desprotecdo foi

observado um dupleto em 8y 5,81 (J = 2,3 Hz, H-12) relativo a hidrogénio olefinico. Na
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regido de hidrogénios ligados a carbonos oxigenados, foram observados trés sinais, um
simpleto largo em oy 3,59 referente a hidrogénio metinico ligado a carbono carbindlico e dois
dupletos em oy 3,43 (J = 1,4 Hz, 2H-29) referentes a hidrogénios homotopicos

oximetilénicos.

Tabela 25 — Padrdo de hidrogenacdo determinado através da anélise comparativa entre 0s
espectros de RMN **C-CPD e DEPT 135° de CPF-4

C CH CH, CH3 Férmula molecular
34,2 478 19.0 16.8
37,2 49,6 23,3 18,9
37,9 49,7 23,8 19,9
38,2 753 (C-OH) 26,8 23,0
40,4 126,0 (C=C) 28,8 201
57,0 30,1 29,5
139,1 (C=C) 34,3
178,7(CO;H) 36,9
37,7
39,8
74,7 (C-OH)
CgH10> CsHgsO C11H230, CeHasg C30H4g04

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, *C — HSQC (Fig. 95,
pag. 116) mostrou claramente na regido de olefinas a correlagdo do hidrogénio em oy 5,81 (d,
J = 2,3 Hz) com o carbono em dc 126,0 (C-12), enquanto o sinal em d¢ 139,1 (C-13) néo
mostra correlacdo com nenhum sinal de hidrogénio, confirmando a existéncia de uma dupla
ligagdo trissubstituida. Além das correlagbes descritas, o espectro forneceu as correlacdes dos
demais hidrogénios a seus respectivos carbonos, conforme os dados encontrados na (Tabela
26, pag. 111).

O espectro de RMN bidimensional de correlacio heteronuclear *H, *C - HMBC
(Fig. 96, pag. 117), mostrou correlagdes 2Jen € 2Jch entre os sinais dos hidrogénios
diastereotopicos em oy 2,19 (dt, J = 5,0 e 10,1 Hz, H-11b) e 2,00 (H-11a) com os carbonos
em oc 126,0 (C-12) e 139,1 (C-13), do hidrogénio metinico em oy 5,81 (d, J = 2,3 Hz, H-12)
com os carbonos em dc 49,6 (C-9) e 47,8 (C-18) (subestrutura 1), confirmando a posi¢édo da

dupla ligagdo olefinica, assim como o acoplamento entre o hidrogénio em 6y 1,88 (H-15b)
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com o carbono carbonilico em éc 178,7 (C-27) e os carbonos em 57,0 (C-14) e 26,8 (C-16),
permitindo confirmar a posicdo do grupo acido carboxilico (subestrutura II). Além das
correlagdes citadas acima, o espectro exibiu outras correlacdes disponiveis na (Tabela 27, pag.
112).

O espectro *H, *H — COSY (Fig. 101, pag. 119) apresentou o acoplamento entre
0s hidrogénios em oy 5,81 (d, J = 2,3 Hz, H-12) e 2,19 (dt, J = 5,0 e 10,1 Hz, H-11b), mais

um dado confirmando a posicéo do hidrogénio olefinico.

Levando em consideracdo os dados obtidos e com base na analise comparativa
dos dados de carbono registrados na literatura (CHEN et al., 1983), chegou-se a conclusdo
que CPF-4 tratava-se do triterpeno pentaciclico da série oleanano (acido 3a, 29-

dihidroxiolean-12-en-27-6ico), previamente isolado da espécie Cordia alliodora.

Acido 3a, 29-dihidroxiolean-12-en-27-6ico
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Tabela 26 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN *3C e 'H (CsDsN) de CPF-4

HSQC *Literatura
C oc oH oc
1 36,9 1,23-1,63 35,7
2 28,8 2,56 (td, J=3,5e 13,8 Ha) 27,6
1,00 (d, J=13,5 Hb) -
3 75,3 3,59 (sl) 73,6
4 40,5 - 39,3
5 49,7 1,79-1,97 48,0
6 19,0 1,23-1,43 18,0
7 34,3 1,43-1,97 32,9
8 38,2 - 36,7
9 49,6 2,32 (dd, J =3,5¢e13,8) 48,0
10 37,9 - 36,8
11 23,8 2,19 (dt, J=5,0 e 10,1 Hb) 23,6
1,97-2,14 Ha -
12 126,0 581 (d,J=2,3) 124,8
13 139,1 - 137,5
14 57,0 - 95,3
15 23,3 2,47 (dl, J = 13,3 Ha) 22,7
1,79-1,97 Hb -
16 26,8 1,97-2,14 Hb/1,63-1,79 Ha 26,2
17 34,2 - 32,9
18 47,8 2,99 (dd, J=5,2e11,4) 46,3
19 39,8 1,43-2,14 40,5
20 37,2 - 35,7
21 30,1 1,23-1,79 29,0
22 37,8 1,79-1,97 38,7
23 29,1 1,06 (s) 28,0
24 23,1 0,90 (s) 22,2
25 16,8 1,05 (s) 15,9
26 19,9 1,13 (s) 17,7
27 178,7 - 176,9
28 29,5 1,10 (s) 28,5
29 74,7 3,43 (d,J=1,4) 73,1
30 18,9 1,18 (s) 19,0

Deslocamentos quimicos (8¢ ¢ ) em ppm e constante de acoplamento (J) em (Hz);

*Deslocamentos quimicos da literatura (Me,SO-dg), (CHEN et al., 1983).
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Tabela 27 — Correlagdes a longa distancia observados no espectro *H, **C - HMBC de CPF-4

CPF-4
C oc OH “Jch
1 36,9 - - -
2 28,8 (1,23-1,63) 2H-1 i
3 75,3 - - -
4 40,5 - - -
5 49,7 0,90 (s), 3,59 (s) - 3H-24, H-3
6 19,0 - - -
7 343 232 (dd) i i
8 38,2 - - -
9 49,6 5,81 (d), 1,05 () - H-12, 3H-25
10 37,9 (1,79-1,97) H-5 i
11 238 5,81 (d) H-12 i
12 126,0 2,32 (dd), 2,19 (dt) H-11a/H-11b H-9
. (1,97-2,14) ; i
13 139,1 2,19 (dt), (1,97-2,14) ; H-11a/H-11b
14 57,0 2,47 (dl), 5,81 (d) H-15b H-12, H-18
2.99(dd) i i
15 23,3 - - -
16 26,8 (1,79-1,97) H-15b i
17 34,2 2,99 (dd), (1,63-1,79)
(1,43-2,19) H-18, H-16a 2H-19
18 478 5,81 (d) : H-12
19 39,8 3,43 (d) 2H-29 i
20 37,2 (1,43-2,14) 2H-19 i
21 30,1 3,43 (d) i 2H-29
22 37,7 2,99 (dd) i H-18
23 29,1 - - -
24 231 3,59 (s), (1,79-1,97) ; H-3, H-5
25 16,8 - - -
26 19,9 - - -
27 1787 (1,79-1,97) ; H-15b
28 295 (1,79-1,97) i 2H-22
29 74,7 (1,43-2,14) ; 2H-19
30 18,9 - - -
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4.3.2 — Determinacéo estrutural de CPF-5

Tratamento cromatografico em gel de silica da fracdo hexanica, (item. 5.6.1, pag.
156; Fluxograma 05, pag. 159), resultou no isolamento da substancia CPF-5 (102,6 mg), sob a
forma de um sélido branco com ponto de fusdo na faixa de 241,0 — 241,8 °C.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 102, pag. 123) de CPF-4
exibiu uma absorcdo em 3537 caracteristica de ligacdo O-H, bandas em 2945 e 2862 cm™
compativeis com deformagéo axial das ligagdes C-H, além da banda em 1681 cm™ associada
a presenca de carbonila de acido carboxilico (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005)
e (PAVIA et al, 2001).

O espectro de RMN **C-CPD [125 MHz, CDCl5] (Fig. 105, pag. 124) apresentou,
assim como para CPF-4, linhas espectrais referentes a trinta atomos de carbono revelando a
natureza triterpénica do composto. Apds comparacao entre os espectros de RMN **C-CPD e
DEPT 135° (Fig. 107, pag. 125) foi possivel observar a presenca de cinco grupos metinicos,
incluindo um carbono carbindlico, dez carbonos metilénicos e sete grupos metilicos (Tabela
28, pag. 121), portanto um grupo metila a mais quando comparado ao composto CPF-4, que
teve uma das metilas oxidada a um grupo oximetilénico. A diferenca dos sinais observados
nos espectros citados anteriormente constatou a presenca de oito carbonos ndo-hidrogenados.

Semelhante ao espectro de RMN **C do composto CPF-4, observou-se um sinal
em oc 179,3 compativel com a carbonila do grupo carboxilico, e na regido de carbonos
olefinicos sinais em dc 126,3 (C-H) e 137,9 (C), referentes a uma dupla ligacdo
trissubstituida.

O espectro de RMN *H [500 MHz, CDCl3] (Fig. 103, pag. 123) mostrou um sinal
em dy 5,62 (t, J = 1,8 Hz) referente aos acoplamentos axial-equatorial do hidrogénio olefinico
(H-12) e um simpleto largo em oy 3,45 atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono carbinélico.
Foram observados também, na faixa entre 6y 0,78 - 1,03 sinais correspondentes a sete grupos

metilicos, todos simpletos, portanto, ligados a carbonos ndo-hidrogenados.
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Tabela 28 — Padrdo de hidrogenacdo determinado através da anélise comparativa entre 0s
espectros de RMN **C-CPD e DEPT 135° de CPF-5

C CH CH; CH3 Formula molecular
31,3 47,4 18,2 16,2
33,0 48,9 22,4 18,3
37,2 49,3 23,9 22,3
37,5 76,6 (C-OH) 24,9 23,1
40,1 126,3(C=C) 27,9 28,5
56,3 33,5 28,6
137,9 (C=C) 34,6 33,5
179,3 (COzH) 36,4
36,9
44,5
CgH10; CsHeO C1oH20 C7H2 C30H1g03

De acordo com os dados descritos anteriormente e analise comparativa com 0s
dados disponiveis na literatura (CHEN et al., 1983), (Tabela 29, pag. 122), chegou-se a
conclusdo que CPF-5 também tratava-se de um triterpeno pentaciclico de esqueleto oleanano
de nome (4cido 3a-hidroxiolean-12-en-27-6ico), composto também previamente isolado da

espécie C. alliodora.

Acido 3a-hidroxiolean-12-en-27-6ico
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Tabela 29 — Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (CDCI;) de CPF-5

CPF-5 *Literatura

C oc OH oc *OH

1 36,9 1,4-1,2 (m) 36,7 -

2 27,9 2,04 —1,94 (m) 27,6 -

3 76,6 3,44 (sl) 76,4 3,27 (sl)
4 40,1 - 39,9 -

5 48,9 1,23 -1,16 (m) 48,8 -

6 18,2 1,4-1,2 (m) 18,0 -

7 33,3 1,4-1,2 (m) 32,9 -

8 37,5 - 36,7 -

9 49,2 2,04 —1,94 (m) 48,8 -

10 37,2 - 36,7 -

11 23,1 1,98 — 1,84 (m) 23,6 -

12 126,3 5,63 (t,J=1,8) 126,0 5,60 (sl)
13 137,9 - 137,6 -

14 56,2 - 56,0 -

15 22,4 - 22,7 -

16 24,8 1,63 1,54 (m) 26,2 -

17 33,0 - 32,9 -

18 47,3 2,15 (dd, J=5,5e11,5) 47,0 -

19 445 - 442 -

20 31,3 - 31,0 -

21 34,6 - 34,2 -

22 36,4 - 36,2 -

23 28,5 0,83 (s) 28,2 0,85 (s)
24 22,3 0,81 (s) 22,1 0,82 (s)
25 16,2 0,94 (s) 15,8 0,95 (s)
26 18,3 1,01 (s) 18,0 1,02 (s)
27 179,3 - 179,0 -

28 28,6 0,91 (s) 28,2 0,92 (s)
29 33,5 0,83(s) 32,9 0,85 (s)
30 23,9 0,84 (s) 23,6 0,84 (s)

Deslocamentos quimicos (6¢) em ppm
*Deslocamentos quimicos da literatura, (CHEN etal.; 1983). *dy =1,8—-1,2 (24 H, m)
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Figura 110 — Expansédo do espectro de HMQC de CPF-5
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Figura 111 — Expansdo do espectro de HMQC de CPF-5
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4.4 - Elucidacao estrutural de esterdide
4.4.1 — Determinacao estrutural do composto CPF-6

A substancia codificada por CPF-6 (32 mg), um sélido branco amorfo com ponto
de fusdo na faixa entre 293,0 — 294,1 °C, foi isolada da fracdo hexanica do extrato etandlico
das folhas de C. polycephala, (item. 5.6.2, pag. 157; Fluxograma 05, pag. 159).

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (Fig. 112, pag. 131) revelou
uma banda larga centrada em 3394 cm™ compativel com vibragdo de deformacdo axial da
ligacdo O-H, absorcdes em 2937 e 2866 cm™ associadas a deformacéo axial da ligacdo C-H
sp®, uma banda em 1643 cm™ referente a vibragdo de deformacdo axial da ligagdo C=C de
olefinas, bandas em 1467 e 1380 cm™ relacionadas a absorcdes de dobramento de grupos
metilicos e metilénicos, além das absorcdes intensas em 1078 e 1027 cm™ relacionadas a
vibracdo de estiramento da ligacdo C-O, caracteristicas de éteres ou alcodis (SILVERSTEIN,
WEBSTER e KIEMLE, 2005) e (PAVIA et al, 2001).

O espectro de RMN **C-CPD [125 MHz, CsDsN] (Fig. 115, pag. 132) apresentou
na faixa entre ¢ 12,4 — 57,2 linhas espectrais associadas a atomos de carbonos metinicos,
metilénicos e metilicos tipicos de um esqueleto esteroidal , assim como na regido de carbonos
oxigenados sinais em oc 102,9; 78,8; 78,6; 78,9; 75,7; 72,1 e 63,2 correspondentes a carbonos
de uma unidade de aclcar e a um carbono carbinélico. Analise comparativa entre 0s espectros
13C-CPD e DEPT 135° (Fig. 117, pag. 133) revelou que na regi&o de carbonos olefinicos os
sinais em dc 141,3 e 122,3 correspondem a um carbono metinico e a um carbono néo
hidrogenado, inferidos a uma ligacéo dupla trissubstituida.

O espectro de RMN *H [500 MHz, CsDsN] (Fig. 113, pag. 131) mostrou na faixa
entre 6y 0,67 — 1,00 sinais correspondentes a grupos metilicos, assim como sinais na faixa
entre oy 3,95 — 5,36 associados a acoplamentos axial-equatorial dos hidrogénios pertencentes
a unidade de agtcar, bem como um sinal referente ao hidrogénio olefinico.

Com base na anélise dos dados de RMN **C, H mensionados acima e
comparagdo com dados da literatura (MIZUSHINA et al, 2006), (Tabela 30, pag. 130),
concluiu-se que o composto CPF-6, tratava-se de um esterdéide comum em plantas superiores,

conhecido como B-sitosterol-3-O-glicopiranosideo.
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B-sitosterol-3-O-glicopiranosideo
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Tabela 30 — Comparagéo entre os dados de RMN **C-CPD de CPF-6 com os dados descritos

na literatura para o -sitosterol glicosilado.

*CPF-6 **Literatura

C 5(; oc
1 37,3 37,5
2 30,6 30,3
3 78,8 78,2
4 40,4 39,4
5 141,3 140,9
6 122,3 121,9
7 32,6 32,2
8 32,5 32,1
9 50,8 50,3
10 37,3 36,9
11 21,6 21,3
12 39,7 39,9
13 42,9 42,5
14 56,7 56,9
15 24,9 24,5
16 28,9 28,6
17 57,2 56,3
18 12,4 12,0
19 19,6 19,3
20 36,8 36,5
21 19,4 19,0
22 34,6 34,3
23 26,8 26,4
24 46,4 46,1
25 29,9 29,5
26 19,8 19,5
27 20,3 20,0
28 23,8 23,4
29 12,5 12,2
I 102,9 102,6
2’ 75,7 75,4
3’ 78,9 78,6
4 72,1 71,7
5 78,6 78,5
6’ 63,2 62,9

Deslocamentos quimicos (6c) em ppm;
*Dados de RMN **C [125 MHz, CsDsN];

**Deslocamentos quimicos da literatura, CsDsN (MIZUSHINA et al, 2006).
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Figura 113 — Espectro de RMN *H [500 MHz, CsDsN] de CPF-6
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4.5 — Atividade citotdxica das naftoquinonas CPF-1, CPF-2, CPF-3 e CPF-4

Céancer é a segunda doenca que mais conduz a morte no mundo, depois das
doencas cardiovasculares. O potencial antitumoral das quinonas € conhecido ha mais de trés
décadas, depois que estudos desenvolvidos pelo Instituto Nacional do Cancer mostraram que
quinonas naturais e sintéticas apresentaram atividade anticancer (JUNIOR et al., 2009).

As quinonas representam uma ampla e variada classe de metabdlitos de
distribuicdo natural. Estdo envolvidas em etapas importantes do ciclo de vida de seres vivos,
principalmente nos niveis da cadeia respiratoria e da fotossintese, como por exemplo as
ubiquinonas (1) e as plastoquinonas (2) e vitaminas do tipo K (3), de fundamental importancia
para 0s seres Vivos, uma vez que possuem acdo controladora da coagulacdo sanguinea. Nos
ultimos anos intensificou-se o interesse nestas substancias, ndo s6 devido a sua importancia
nos processos bioquimicos vitais, como também ao destaque cada vez maior que apresentam

em varios estudos farmacolégicos.

MeO Me Me | H

Estudos  farmacoldgicos  envolvendo  quinonas  mostram  variadas
biodinamicidades, destacando-se, dentre muitas, as propriedades microbicidas,
tripanossomicidas, viruscidas e antitumorais. Uma das atividades marcantes destas
substancias é a inibicdo do complexo das topoisomerases, acdo que provoca O
desencadeamento da apoptose celular (suicidio celular). A interferéncia das quinonas na
apoptose constitui-se de pesquisa interdisciplinar de fronteira na quimica medicinal, existindo
grande expectativa quanto a delineacdo de estratégias racionais visando o combate de
neoplasias, principalmente as relacionadas ao cancer de prostata.

Entre as quinonas usadas como drogas que chegaram a etapa de produgéo

industrial destaca-se as mitomicinas e antraciclinas. As mitomicinas séo quinonas de atividade
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antibidtica e antitumoral, de uso clinico reconhecido, produzidas por alguns fungos. A mais
conhecida do grupo é a mitomicina C (4), isolada de cultura de Streptomyces caespitosus,
sendo utilizada na quimioterapia de certos tipos de tumores solidos, mas seu uso é limitado
em razdo dos efeitos colaterais, tais como mielossupressao e danos gastrointestinais. Em razédo
disto, varios andlogos da mitomicina C tém sido sintetizados buscando diminuir a toxicidade e
aumentar a eficécia deste composto.

As antraciclinas representam uma classe de quinonas antibioticas provenientes de
culturas de fungos Streptomyces. Os representantes mais conhecidos desta classe sdo a
daunorubicina (5) e a adriamicina (6), ativas contra o sarcoma 180, o carcinoma ascitico de
Ehrlich e outros tipos de carcinoma, além do efeito terapéutico da daunorubicina contra a

leucemia humana.

OH 0]

o}
I
I
)

R1
(4) (5) R1:OME, R2=H, R3=
(6) Ri=OMe, R,=OH, Rs= | ™
NH,
OH

A citotoxicidade das quinonas leva a especulacdo de que existe uma propriedade
quimica intrinseca na unidade quinonoidica, associadas com outros fatores estruturais, que sdo
responsaveis pela intensidade das atividades tumorais. Uma das possibilidades plausiveis é a
capacidade das quinonas se reduzirem pelas flavoenzimas celulares. Foi observado que muitas
quinonas possuem um grupo de saida que pode ser ativado por reducdo das carbonilas
guinonoidicas, gerando intermediarios alquilantes que sdo os agentes antineoplasicos
biorredutores. Existem solidas evidéncias de que este mecanismo de agdo € 0 que mais se
aproxima das ac¢des farmacoldgicas das mitomicinas e antraciclinas (SILVA et al., 2003)

Entre as naftoquinonas naturais destaca-se o lapachol (7), ja avaliado clinicamente

nos tratamentos de carcinoma de Walker-265 e do sarcoma de Yoshida. Embora promovesse
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a regressdo definitiva de neoplasias em aproximadamente 30% em portadores destas
patologias, além de agir como analgésico, os ensaios clinicos o desaprovaram em decorréncia
dos efeitos colaterais. Portanto novas pesquisas foram desenvolvidas utilizando o lapachol
como prototipo com objetivo de encontrar novos compostos com atividade biologicamente
seletiva. Uma importante naftoquinona obtida do lapachol é a B-lapachona (8) que se encontra
na fase Il de teste clinico, assim como a nor-B-lapachona (9) um composto com atividade
anticancer contra sistema nervoso central (SF-295), melanoma (MDAMB-435) e leucemia
(HL-60) na faixa de 0,3 — 1,75 pM (JUNIOR et al., 2009).

e}
o}
| =
- Q0
o,
0o

@ (8)-n=2

9 -n=1

Os resultados acima mencionados motivou-nos verificar a atividade citotdxica das
quatro naftoquinonas terpénicas denominadas como cordiaquinona B (CPH-1), L (CPH-2), E
(CPH-3) e C (CPH-4), sendo a cordiaquinona C obtida em mistura epimérica, isoladas das
raizes de Cordia polycephala. O teste foi desenvolvido no Laboratério de Oncologia
Experimental (LOE) da Universidade Federal do Ceara, frente a quatro linhagens de células
tumorais: leucemia (HL-60), colon (HCT-8), glioblastoma (SF295) e melanoma (MDA-MB-
435), cujos resultados estdo dispostos na Tabela 31 (pag. 136).
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Tabela 31. Atividade citotoxica das substancias isoladas de C. polycephala

L. de células CPH-1
HL-60 (leucemia) 1,64
HCT-8 (colon) 1,64
SF295 (glioblastoma) 1,48
MDA-MB-435 2,43
(melanoma)

CPH-2

1,87

3,7

4,1

4,3

CPH-3  CPH-4A

CPH-4B
I1Cs0 pug/mL
0,7 4,0
3,6 2,7
4,9 2,8
>5 4.1

Doxorubicina

0,02

0,01

0,24

0,48

Os compostos exibiram atividade citotoxica moderada variando na faixa de 0,7 —

4,9 pg/mL. Este resultado € de grande importancia, uma vez que nao existem na literatura

relatos sobre a atividade das naftoquinonas frente a linhagens de células tumorais citadas,

sendo portanto um dado inédito para o estudo da espécie.

As substancias CPH-1, CPH-2 e CPH-3 foram as mais citotéxicas frente a

linhagens de células leucémicas com o ICs, variando na faixa de 0,7 — 1,87 pg/mL, sendo a

mais ativa a CPH-3 com o ICso de 0,7 pg/mL. A substancia CPH-3 apesar de ser a mais ativa

contra células leucémicas exibiu menor citotoxidade quando testado contra células de

glioblastoma com o ICs de 4,9 pg/mL. Comparando os resultados das quatro naftoquinonas

verifica-se a CPH-1 mostrou-se mais ativa frente a todas as linhagens de células testadas com

0 ICs variando na faixa de 1,64 — 2,43 pg/mL.
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5-PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 — METODOS CROMATOGRAFICOS

5.1.1 — Cromatografia de Adsorcao

As cromatografias de adsorcdo em coluna foram executadas utilizando gel de
silica 60, com granulometria de 70-230 mesh, da marca Vetec (cromatografia gravitacional).
O comprimento e didmetro das colunas variaram de acordo com as aliquotas das amostras a
serem cromatografadas e com a quantidade de silica empregada. Nas cromatografias de
camada delgada (CCD), utilizou-se cromatoplacas de gel de silica 60, 5-40 um, com indicador
de fluorescéncia na faixa de 254 nm sobre cromatoplacas da Merck.

As revelagdes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas
através da exposicdo destas a radiacdo ultravioleta (UV) no equipamento VILBER
LOUMART modelo 25 CN - 15L, em dois comprimentos de ondas (254 — 365 nm) emitidos
por ldampada modelo UVSL-25 da mineral Light, seguida pela pulverizacdo com solucéo de
vanilina (CgHgO3) e &cido perclorico (HCIO,4) em etanol (C,HgO), seguido de aguecimento em
estufa em 100 °C por aproximadamente 2 minutos.

Os solventes utilizados nos procedimentos cromatogréficos foram: hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias em proporcdes
crescente de polaridade. Os solventes utilizados nos procedimentos eram de qualidade P. A.,
ou destilado.

A destilacdo dos solventes dos extratos e das fracOes resultantes das

cromatografias foi realizada em evaporador rotatério BUCHI.

5.1.2 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada em
equipamento da marca SHIMADZU, constituido por trés bombas de alta pressdo, modelo LC-
20AT, desgaseificador tipo DGU-20 AS, detector com arranjo de diiddo, modelo SPD-M20A
e um forno termostatico para acomodar a coluna, modelo CTO-20A. Para as corridas

utilizaram-se colunas Gemini Phenomenex analitica (LC, 250 x 4,6 mm) e semipreparativa
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(LC, 250 x 10 mm). Como fase maével utilizou-se os solventes hexano e isopropanol com grau
CLAE, que foram filtrados em membrana de nylon com poros de PIFE de 0,45um. As
amostras foram dissolvidas com os solventes usados na fase movel e filtradas num sistema

manual de membrana de teflon 0,45um da Whatman.
5.2 - METODOS FISICOS
5.2.1 — Ponto de fuséo

O ponto de fusdo das substancias isoladas foi obtido em equipamento de
Microdeterminacéo digital da Mettler Toledo com placa aquecedora FP82HT e uma central de
processamento FP90. As determinac6es foram realizadas a uma velocidade de aquecimento de

3 °C/min e ndo foram corrigidos.
5.2.2 — Espectrometria de Massa

Os espectros de massas dos 6leos essenciais e dos constituintes ndo-volateis foram
obtidos em Espectrémetro de massa SHIMADZU GC-17A acoplado a cromatografo Gas-
Liquido modelo QP5050, provido de coluna capilar DB-1 com 30 m de comprimento, 0,25
mm de didmetro interno e filme de 0,25 um, utilizando um gradiente de aumento de
temperatura de 4 °C/min de 40 °C — 180 °C e 20 °C/min de 180 °C — 280 °C, sendo a
temperatura do injetor e do detector de 250 °C e 280 °C, respectivamente. Como fase movel
foi usado gas hélio.

5.2.3 — Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H) e
carbono 13 (RMN *3C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro Bruker, modelo
DRX-500, operando na freqiiéncia de 500 MHz para hidrogénio e 125 MHz para carbono-13,
ambos pertencente ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressondncia Magnética
Nuclear da Universidade Federal do Ceara (CENAUREMN-UFC).
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Os solventes deuterados utilizados na dissolugcdo das amostras e obtengdo dos
espectros foram: cloroférmio (CDCIs) e acetona [(CD3),CO]. Os deslocamentos quimicos (8)
foram expressos em partes por milhdo (ppm) e referenciados nos espectros de RMN *H pelo
pico de hidrogénio pertencente a fracdo ndo deuterada dos solventes: cloroformio (8, 7,26),
acetona (5y 2,06 ) e Piridina (81, 7,21, 7,58 e 8,72) e para os espectros de RMN **C pelos
picos de carbono-13 dos solventes: cloroférmio (3¢, 77,0), acetona (6c, 206,0 e 30,2) e
Piridina (6¢,124,05, 136,06 e 150,22).

As multiplicidades dos sinais foram indicadas segundo a convencao: s (simpleto),
sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), dl (dupleto largo), td (tripleto duplo), t
(tripleto) e m (multipleto).

O padrdo de hidrogenacao dos carbonos foi determinado através da utilizacdo da
técnica DEPT com angulo de nutacdo de 135° (CH e CH3 com amplitude em oposicao aos
CH,). Os carbonos ndo- hidrogenados foram caracterizados pela subtragdo dos sinais do
espectro CPD e DEPT 135° e segundo convencdo: C (carbono ndo-hidrogenado), CH

(carbono metinico), CH, (carbono metilénico) e CH3 (carbono metilico).
5.2.4 — Espectroscopia na regido de absorc¢éo do infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em espectrémetro modelo
VERTEX da BRUKER, com 64 scans para background e amostra, utilizando-se pastilhas de
brometo de potassio (KBr).

5.2.5 — Rotacdo Optica

As rotacdes Opticas foram obtidas em polarimetro digital da Perkin-Elmer 341 a

temperatura de 25 °C e concentracdo de 1mg/2mL de solvente.

5.3 - Estudo dos Constituintes Quimicos Volateis das Folhas de Cordia polycephala

5.3.1 — Material vegetal
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As folhas de C. polycephala foram coletadas na localidade de Pico-Alto-
Guaramiranga — CE em agosto de 2009, pelo Professor Edilberto Rocha Silveira, do
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

A identificacdo da planta foi realizada pela professora Maria Iracema B. Loiola do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Cearé. A exsicata da planta encontra-
se depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceard (UFC), sob o

namero de registro 44582.

5.3.2 — Método de extracéo do 6leo essencial das folhas da planta investigada

A obtencdo do 6leo essencial das folhas frescas de C. polycephala foi realizada
através do processo de hidrodestilacdo, em aparelho tipo Clevenger. O processo consistiu em
colocar o material de estudo em um baldo de vidro de 5L, com aproximadamente 2L de agua
destilada, mantendo-se em ebuli¢do por um periodo de duas horas. Apds este periodo o 6leo
contido no doseador, foi separado da 4gua, seco com sulfato de sddio anidro (Na,SQO,), pesado
e encaminhado para posterior analise (Fluxograma 01). Vale ressaltar que foram feitas trés
extracdes consecutivas da mesma planta, cujos rendimentos dos 6leos encontram-se descritos
na Tabela 31. Os dleos foram analisados por cromatografia gas-liquido acoplado a
espectrdmetro de massa (CG-EM) cujos constituintes quimicos foram identificados a partir de
das andlises dos espectros de massa de cada substéncia, calculo do indice de Kovats
corrigidos por regressdo linear e comparacao visual com espectros de massa disponiveis na

literatura.

Tabela 32 — Massa e rendimentos dos 6leos extraidos de C. polycephala.

Esoéc Extracéo | Extracéo Il Extracéo 111
spécie

P Peso. (mg) | Rend. (%) | Peso. (mg) | Rend. (%) | Peso. (mg) | Rend. (%)
C. polycephala 633,5 0,09 410,1 0,08 560,1 0,08
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Fluxograma 01 — Método de extracdo do 6leo essencial da espécie estudada.

Material botanico

Extracdo em doseador tipo Clevenger

T

Separacao

Torta + Decocto

Hidrolato

|

Oleo + gotas de agua

Na,SO,4 (Anidro)
Filtragéo

«—

Oleo essencial

l Analise por CG/EM

Identificacdo

5.4 — Estudo dos constituintes fixos de C. polycephala

5.4.1 — Preparacao do extrato

Dois quilogramas de raizes de C. polycephala, obtidas ap6s secagem a
temperatura ambiente e trituracdo, foram extraidos através de maceracdo com hexano seguido
de etanol (Fluxograma 02). As massas obtidas apds concentracdo das solucdes, a pressao

reduzida, estdo sumarizadas na tabela 33, pag. 144.
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Fluxograma 02 — Rota esquemaética para obtencdo do extrato hexanico e etandlico das raizes
de C. polycephala.

Material Botanico (Raiz)

(2.000 g)

1. Pulverizagao
2. Extracdo com hexano (3x)

3. Evaporacdo do solvente

E. Hexanico (EHRCP)

(20,03 g)

1. Extracdo com etanol (3x%)
2. Evaporacdo do solvente

Extrato Etanolico

(16,25 @)

Tabela 33 — Dados referentes aos extratos obtidos das raizes de C. polycephala.

Extrato Sigla Peso (Q) Rend. (%)*
Hexanico das raizes EHRCP 20,03 1,00
Etandlico das raizes EERCP 16,25 0,81

*Rendimento baseado no peso do material seco
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5.4.2 — Fracionamento cromatografico do extrato hexanico das raizes de C. polycephala
(EHRCP).

O extrato EHRCP (20,03 g) foi submetido a cromatografia em gel de silica (32,98
), pulverizado em gral de porcelana e acondicionada sobre 81,76 g de gel de silica em coluna
de 6,0 cm de diametro interno. Os solventes usados na eluicdo foram hexano, AcOEt e
MeOH, puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade. Foram obtidas 63
fracdes de 30 mL, em seguida as mesmas foram concentradas sob pressdo reduzida e
agrupadas apés analise por CCD, cujas fragdes reunidas estdo descritas na Tabela 15. Dentre
as fragOes reunidas, a fragdo Fr. 34-43, foi recromatografada em coluna filtrante em busca do

isolamento da substancia CPH-1, conforme descrito no item posterior.

Tabela 34 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico do extrato hexanico das
raizes C. polycephala (EHRCP).

Eluente Fracbes Fragdes reunidas Peso (9)
Hexano 100% 1-6 Fr. 1-13 0,66
Hexano/AcOEt 10% 7-21 Fr. 14-16 1,96
Hexano/AcOEt 20% 22-31 Fr.17-18 1,41
Hexano/AcOEt 40% 32-40 Fr. 19-33*** 6,93
Hexano/AcOEt 60% 41-46 Fr. 34-43* 4,82
Hexano/AcOEt 80% 47-53 Fr. 44-50** 0,92
AcOEt 100% 54-59 Fr. 51-59 0,48
MeOH 100% 60-63 Fr. 60-63 0,41

Total 17,59

*Fracdo contendo a substancia CPH-1
**Fracdo contendo a substancia CPH-2

***Fracdo contendo a substncia CPH-4

5.4.3 — Fracionamento cromatografico da fracao Fr. 34-43

A fracdo Fr. 34-43 (4,82 g), obtida do fracionamento cromatografico do extrato
(EHRCP), foi misturada a 8,37 g de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e

acomodada sobre 29,57 g de gel de silica, em coluna de 5,0 cm de diametro interno. A eluigéo
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foi realizada empregando os solventes: hexano, ACOEt e MeOH, puros ou em misturas
binérias, em ordem crescente de polaridade, obtendo-se 41 fragdes de 30 mL cada, que foram
concentradas sob pressao reduzida e reunidas apés analise em CCD, conforme os dados da

Tabela 35. A fracdo (Fr.16-19) foi recromatografada para o isolamento da substancia CPH-1.

Tabela 35 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da Fr. 34-43.

Eluente Fraces Fracg0es reunidas Peso (g)
Hexano/AcOEt 95:5 1-5 Fr. 1-10 0,05
Hexano/AcOEt 10% 6-12 Fr. 11-13*** 0,52
Hexano/AcOEt 20% 13-18 Fr. 14-15 0,50
Hexano/AcOEt 40% 19-25 Fr. 16-19* 2,24
Hexano/AcOEt 60% 26-32 Fr. 20-21** 0,85
Hexano/AcOEt 80% 33-35 Fr. 22-23 0,21
AcOEt 100% 36-38 Fr. 24-38 0,34
MeOH 100% 39-41 Fr. 39-41 0,07

Total 4,78

*Fracdo contendo a substancia CPH-1 e CPH-2
**Fracdo contendo a substancia CPH-2

***Eracdo contendo a substancia CPH-3

5.4.4 — Fracionamento cromatografico da fracdo Fr. 16-19 e isolamento da substancia
CPH-1.

A fracdo Fr. 16-19 (2,24 g) foi adsorvida em 3,02 g de gel de silica, pulverizada
em gral de porcelana e submetida a fracionamento cromatogréfico sobre 31,55 g de gel de
silica, em coluna de 5,0 cm de didametro interno. Os solventes empregados na eluicdo das
fracdes foram: hexano, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias, aumentando
gradativamente a polaridade, obtendo-se 45 fragdes de 30 mL cada, como representado na
(Tabela 36, pag. 147). As amostras foram concentradas a press@o reduzida e antes de serem
reunidas, verificou-se nas fragdes (Fr. 16-20) um precipitado amarelo (236,3 mg), que se
tratava de uma mistura de substancias. O mesmo foi submetido a recristalizacéo, utilizando-se
como solvente a mistura de hexano/AcOEt, onde foi possivel isolar 133,6 mg de um

precipitado amarelo, com ponto de fusdo na faixa de 131,1 — 134,1 °C, codificado de CPH-1.
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A determinagdo estrutural e os dados fisicos dessa substancia encontram-se descritos nas
pags. 34 a 46.

Apds a etapa de recristalizacdo, as demais fracdes, incluindo os liquidos-mae das
fracdes de onde foram retirados o precipitado CPH-1, foram analisadas por CCD e reunidas

com base em seus Rfs .

Tabela 36 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da Fr. 16-19.

Eluente Fracdes Fracgdes reunidas Peso ()
Hexano/AcOEt 5% 1-2 Fr. 1-10 8,7
Hexano/AcOEt 10% 3-12 Fr.11-14 15,2
Hexano/AcOEt 15% 13-22 Fr. 15-22** 920,0
Hexano/AcOEt 20% 23-28 Fr. 23-26 507,3
Hexano/AcOEt 40% 29-34 Fr. 27-30** 107,6
Hexano/AcOEt 60% 35-37 Fr. 31-33 47,0
Hexano/AcOEt 80% 38-40 Fr. 34-43 114,7
AcOEt 100% 41-43 Fr. 44-45 69,1
MeOH 100% 44-45

Total 1789,6

**Fragdes contendo a substancia CPH-2

Todas as fragdes contendo a substancia CPH-2 foram cromatografadas sucessivas
vezes. A fracdo resultante cuja presenca de CPH-2 foi identificada por CCD, foram reunidas
em uma Unica fracdo e codificadas por FCQ-I. A fracdo FCQ-I foi recromatografada para a

obtencdo da fracdo que foi submetida a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

5.4.5 — Fracionamento cromatografico da fracdo FCQ-I e isolamento de CPH-2.

A Fragdo FCQ-I (670 mg) foi misturada a 1,49 g de gel de silica, pulverizada em
gral de porcelana e acondicionada sobre 6,93 g de gel de silica em coluna de 3,5 cm de
diametro interno. A eluicdo foi realizada com o uso dos solventes hexano, ACOEt e MeOH,
puros ou em mistura binaria. Desta coluna foram obtidas 100 fra¢cdes de aproximadamente 10
mL cada, as quais foram analisadas por CCD e as de mesmo Rf reunidas. Das fragdes

reunidas somente a Fr.40-56 foi analizada por CLAE.
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1,0 mg da amostra Fr.40-56 (135,2 mg) foi inicialmente solubilizada em 2 mL de
uma mistura dos solventes grau CLAE hexano/isopropanol na proporcdo de 1:1, e filtradas
num sistema manual com filtros de 0,45 um. Para o desenvolvimento do método 20 pL da
amostra foi injetada em coluna analitica normal Gemini Phenomenex (LC, 250 x 4,6 mm),
utilizando-se um sistema isocratico composto por Hexano/Isopropanol 5%, num fluxo de 1,0

mL/min, tendo como resultado o cromatograma abaixo.

P s et el s

— —r— T
0.0 225 50 7.5 10.0 125 150 17.5 20.0

min
1 PDA Multi 1/230nm - 300nm 4nm

Figura 119 — Cromatograma da substancia CPH-2.

Ap6s o desenvolvimento do método, uma parte da amostra foi solubilizada em 3,0
mL de uma mistura de hexano/isopropanol 10%, filtrados manualmente em filtros de 0,45 um
e 200 pL da mesma reinjetada nas mesmas condicBes descritas acima, com modificacdo
apenas da mistura de solventes utilizada para solubilizar o material. Para fins preparativos foi
utilizada a coluna semi-preparativa de fase normal Gemini Phenomenex (LC, 250 x 10 mm),
em um fluxo de 4,0 mL/min. Apds o término das injecdes e coleta do pico 4, o solvente foi
removido do material coletado sob pressdo reduzida, fornecendo 28,4 mg de um material
codificado por CPH-2, uma resina amarela cuja determinacdo estrutural encontra-se na pags.
47 a 55.

5.4.6 — Tratamento cromatografico da fracdo Fr. 11-13 resultado do fracionamento
cromatogréafico da fracao Fr. 34-43 e isolamento da substancia CPH-3.

A fragdo Fr. 11-13 (520 mg), resultado do fracionamento cromatografico da
fracdo Fr. 34-43 (pag. 146), foi misturada a 1,04 g de gel de silica, pulverizada em gral de

porcelana e acondicionada sobre 9,24 g de gel de silica, em coluna de 3,0 cm de diametro
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interno. A eluicdo foi realizada com os solventes hexano, ACOEt e MeOH, puros ou em
mistura binarias, em escala crescente de polaridade. Foram obtidas 110 fracGes de
aproximadamente 5,0 mL cada, que foram analisadas por CCD e reunidas as de mesmo Rfs,
Tabela 37.

Tabela 37 — Dados referentes ao tratamento cromatografico da Fr. 11-13 resultado do

fracionamento da Fr. 34-43.

Eluente Fragdes Fracg0es reunidas Peso (9)
Hexano/AcOEt 5% 1-66 Fr. 1-20 49
Hexano/AcOEt 20% 67-83 Fr. 21-58* 259,2
Hexano/AcOEt 50% 84-98 Fr. 59-73 66,4
AcOEt 100% 99-106 Fr. 74-107 158,7
MeOH 100% 107-110 Fr. 108-110 21,2

Total 510,4

*Fracgdo contendo a substancia CPH-3

A fracdo de nimero 21-58 (259,2 mg) foi adsorvida a 780 mg de gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana e acondicionada sobre sobre 7,91 g de gel de silica,
utilizando os solventes hexano, CH,Cl, e MeOH, puros ou em mistura binaria em ordem
crescente de polaridade. Desta coluna foram obtidas 76 fracdes, que foram reunidas apos
analises por CCD. A fracdo 44-58 (78,1 mg) foi recromatografada apresentando como
resultado 39,2 mg de uma resina amarela, codificada por CPH-3, cuja determinacgéo estrutural

encontra-se descrita na pags. 56 a 68.

5.4.7 — Tratamento cromatografico da fracdo Fr. 19-33 resultado do fracionamento
cromatografico do extrato hexanico (EHRCP) e isolamento das substancias CPH-4 e
CPH-5.

A fracdo Fr.19-33 (6,93 g), obtida da coluna filtrante do extrato (EHRCP) (pag.
145), foi adsorvida em 7,88 g de gel se silica pulverizado em gral de porcelana e submetida a
cromatografia sobre 34,96 g de gel de silica em coluna de 5,0 cm de didmetro interno. Os

solventes utilizados na eluicdo das fragcbes foram: hexano, AcOEt e MeOH puros ou em
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mistura binaria, em escala crescente de polaridade. Foram obtidas 64 fragdes de 30 mL cada,

as quais foram reunidas ap6s comparagdo por CCD, Tabela 38.

Tabela 38 — Dados referentes ao tratamento cromatografico da Fr. 19-33 resultado do

fracionamento cromatografico do extrato (EHRCP).

Eluente Fracdes Fracgdes reunidas Peso ()
Hexano/AcOEt 5% 1-31 Fr.1-4 0,08
Hexano/AcOEt 15% 32-40 Fr. 5-16* 1,81
Hexano/AcOEt 30% 41-50 Fr. 17-36 2,68
Hexano/AcOEt 50% 51-56 Fr. 37 0,12
AcOEt 100% 57-59 Fr. 38-40 0,20
MeOH 100% 60-64 Fr. 41-42 0,24

Fr.43 0,15
Fr. 44-51 0,69
Fr. 52-59 0,71
Fr. 60-64 0,19
Total 6,87

*Fracgdo contendo a substancia CPH-4

A fracdo Fr. 5-16 (1,81 g), resultado do fracionamento cromatogréfico de Fr. 19-
33, foi submetida a sucessivos fracionamentos cromatograficos até a abtencdo da fracdo
codificada por FCQ-I1 (250,1 mg), que foi recromatografada para o isolamento do composto
CPH-4.

A fracdo FCQ-1l (250,1 mg), resultado de sucessivos tratamentos
cromatograficos, foi misturada a 430,2 mg de gel de silica, pulverizado em gral de porcelana e
disposto sobre 8,04 g de gel de silica em coluna de 2,0 cm de diametro. As fracbes foram
eluidas com o sistema de solventes hexano, CH,Cl, e MeOH puros ou em mistura binaria em
gradiente crescente de polaridade, obtendo-se 42 fracdes. Apds analise em CCD as fracGes de
mesmo Rf foram reunidas e a fracdo Fr 6-8 apresentou uma resina amarela codificada por

CPH-4 (35,6 mg), cuja determinacdo estrutural encontra-se nas pags. 69 a 82.

Freitas, H. P. S.



151
Procedimento experimental — Capitulo 5

Fluxograma 03 - Isolamento dos constituintes quimicos CPH-1, CPH2, CPH-3 e CPH-4,
obtidos a partir do extrato hexanico das raizes de C. polycephala.

EHRCP
20,03 g

1- Coluna Cromatografica

Fr. 19-33
6,93 ¢

Fr. 34-43
4,82 g

5 — Sucessivos Fracionamentos 2 - Fracionamento cromatografico

Fr.11-13
520 mg

cromatogréafico

Fr. 16-19 Fr. 20-21
2,24 ¢ 850 mg

3 - Sucessivas colunas
cromatograficas

CPH-1
133,6 mg FCQ-I
670 mg 4-CLAE
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5.5 — Particdo liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de Cordia polycephala
(EEFCP).

O extrato bruto EEFCP (36,28 g) foi submetido a parti¢do liquido-liquido, onde o
material foi solubilizado na mistura MeOH:H,0 25%. A solucéo hidrometandlica foi extraida
3 vezes consecutivas com 50 mL de solventes Hexano, CH,Cl, e AcOEt. As fracGes obtidas
para cada solvente foram reunidas, secas com sulfato de sdédio anidro (Na,SO,), filtradas e

concentradas sob pressdo reduzida, obtendo-se as fragdes indicadas na Tabela 39.

Tabela 39 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico do extrato EtOH das folhas

de C. polycephala.

Eluente Sigla Peso (g)
Hexano EEFCP-H 20,02
CH,CI, EEFCP-D 2,14
AcOEt EEFCP-A 2,44
Residuo - 0,987

5.5.1 — Tratamento cromatografico da fracdo EEFCP-H e isolamento das substancias
CPF-1, CPF-2 e CPF-3

A fracdo EEFCP-D (2,14 g), obtida da particdo liquido-liquido do extrato EEFCP,
foi adsorvida em 2,50 g de gel de silica, pulverizado em gral de porcelana e submetida a uma
cromatografia sobre 26,69 g de gel de silica, em coluna de 4,0 cm de didametro interno. Os
solventes utilizados para o processo cromatografico foram: CH,Cl,, AcOEt e MeOH puros ou
em mistura binaria, em escala crescente de polaridade. Foram obtidas 156 fracGes de 10 mL

cada, as quais foram reunidas ap6s comparacgdo por CCD conforme dados da Tabela 40.
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Tabela 40 — Dados referentes ao tratamento cromatogréafico da fragdo EEFCP-D, resultado da

particdo liquido-liquido do extrato (EEFCP).

Eluente Fracdes Fracgdes reunidas Peso (g)
CH,Cl, 100% 1-32 Fr.1-9 0,08
CH,CI,/AcOEt 5% 33-57 Fr.10-11 0,04
CH,Cl,/AcOEt 10% 58-69 Fr.12-18* 0,17
CH,CI,/AcOEt 15% 70-81 Fr. 19-66** 0,39
CH,Cl,/AcOEt 20% 82-102 Fr. 65-105*** 0,24
CH,Cl,/AcOEt 30% 103-113 Fr. 106-119 0,08
CH,Cl,/AcOEt 50% 114-123 Fr. 120-132 0,23
CH,CI,/AcOEt 70% 124-133 Fr. 133-144 0,20
AcOEt 100% 134-144 Fr. 145-156 0,58
MeOH 100% 145-156

Total 2,01

*Fragéo contendo a substancia CPF-1; **Fracdo contendo a substancia CPF-2;
*** Fracdo contendo a substancia CPF-3

Na fracdo Fr 12-18 apresentou um precipitado sob a forma de um sélido amarelo
misturado a um liquido esverdeado. Este solido foi lavado sucessivas vezes com metanol
resultando no isolamento de 49,7 mg de uma substancia codificada de CPF-1. A determinacéo

estrutural e os dados fisicos desse metabolito encontram-se descritos nas pags. 83 a 91.

5.5.2 — Fracionamento cromatografico da fracdo Fr. 19-66 e isolamento da substancia
CPF-2.

A fragcdo Fr. 19-66 (0,39 @), resultado do tratamento cromatografico da fracdo
EDFCP, foi submetida a coluna cromatografica do tipo “Flash” sob pressdao. O material foi
adsorvido em 0,8 g de gel de silica, pulverizado em gral de porcelana e acondicionado sobre
49,16 g de gel de silica em coluna de 2,5 cm de didmetro. Os solventes utilizados na eluicdo
das fracGes foram: CH,Cl,, AcOEt e MeOH puros ou em mistura binaria em ordem crescente
de polaridade. Como resultados foram obtidas 120 fracdes de aproximadamente 10 mL cada,
as quais foram reunidas ap6s analise e comparacdo por CCD, cujos dados encontram-se

descritos na Tabela 41.
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Tabela 41 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo Fr. 19-66.

Eluente Fracdes Fracgdes reunidas Peso ()
CH,Cl, AcOEt 8% 1-91 Fr.1-21 0,01
CH,CI,/AcOEt 20% 92-102 Fr. 22-30 0,02
MeOH100% 103-120 Fr. 31-37 0,01

Fr. 38-65* 0,10
Fr. 66-90 0,06
Fr. 91-110 0,04
Fr.111-120 0,10
Total 0,34

*Fracdo contendo a substancia CPF-2

A fracdo Fr. 38-65 foi recromatografada em coluna do tipo “Flash”, obtendo-se
como resultado o isolamento de 17,3 mg de um precipitado amarelo, codificado de CPF-2,

cuja determinacdo estrutural encontra-se nas pags. 92 a 100.

5.5.3 — Fracionamento cromatografico da fracdo Fr. 65-105 e isolamento da substéncia
CPF-3.

O material da fracdo Fr. 65-105 (0,24 g) foi adsorvido em 0,4 g de gel de silica,
pulverizado em gral de porcelana e submetido a uma coluna “Flash” sobre 24,96 g de gel de
silica em coluna de 2,0 cm de diametro. A eluicdo foi realizada com os solventes hexano,
AcOEt e MeOH puros ou em mistura binaria de polaridade crescente, que resultou na
obtencgéo de 81 fragdes, as quais foram monitoradas por CCD, conforme os dados descritos na
Tabela 42.

Tabela 42 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracdo Fr. 19-66.

Eluente Fracdes Fracgdes reunidas Peso ()
Hexano; AcOEt 40% 1-49 Fr. 1-9 0,02
AcOEt 100% 50-65 Fr. 10-20 0,05
MeOH100% 66-81 Fr. 21-25* 0,02

Fr. 26-43 0,04
Fr. 44-81 0,07
Total 0,20
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A fracdo Fr. 21-15 (0,20 g) proveniente do tratamento cromatografico da fracéo
Fr. 19-66, apresentou um precipitado amarelo imerso em um liquido viscoso. A lavagem da
mesma com metanol resultou no isolamento de 3,5 mg de uma substancia sélida pura

codificada de CPF-3. Seus dados fisicos e espectrométricos encontram-se nas pags. 101 a 107.

5.6 — Fracionamento da fracdo hexanica resultado da particdo do extrato etandlico das

folhas de C. polycephala.

A fracdo hexanica EEFCP-H (20,02 g) foi adsorvida em 29,00 g de gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana e disposta sobre 110,39 g de gel de silica em coluna de 7,5
cm de diametro. Para o fracionamento utilizou-se os solventes Hexano, AcOEt e MeOH puros
ou em mistura binaria, de polaridade crescente, conforme dados descritos na Tabela 43. No
total foram obtidas 52 fracGes de 50 mL cada, que ap6s analise por CCD, reuniu-se as que

apresentavam os mesmos Rfs.

Tabela 43 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico do extrato EHFCP.

Eluente Fragdes Fragdes reunidas Peso

Hexano 100% 1-3 Fr.1-5 0,26
Hexano /AcOEt 10% 4-7 Fr.6-11 0,32
Hexano /AcOEt 30% 8-16 Fr.12-22* 5,36
Hexano /AcOEt 50% 17-23 Fr.23-31 1,72
Hexano /AcOEt 70% 24-28 Fr.32 0,33
AcOEt 100% 29-36 Fr.33-37 0,68
AcOEt/MeOH 20% 37-42 Fr.38-40 0,29
AcOEt/MeOH 50% 43-46 Fr.41-46** 2,10
MeOH 100% 47-52 Fr.47-52 1,23
Total 12,3

*Fracdo contendo a substancia CPF-5;
**Fragdo contendo a substancia CPF-4 e CPF-6
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5.6.1 — Fracionamento cromatografico da fracdo Fr.12-22 e isolamento do composto
CPF-5.

A fracdo Fr.12-22 (5,36 @), obtida da coluna filtrante do extrato hexanico das
folhas, foi misturada a 8,04 g de gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e submetida a
fracionamento cromatografico sobre 39,16 g de gel de silica em coluna de 4,0 cm de
diametro. Os solventes utilizados para a elui¢do foram hexano, AcCOEt e MeOH puros ou em
mistura binarias. Desta coluna foram obtidas 142 fracGes que foram analisadas por CCD e

reunidas de acordo com a semelhanca de seus Rfs, conforme os dados dispostos na Tabela 44.

Tabela 44 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fracdo Fr. 12-22.

Eluente Fracdes Fracgdes reunidas Peso ()
Hexano; AcOEt 10% 1-12 Fr.1-22 0,35
Hexano/AcOEt 20% 13-42 Fr.23-38 1,24
Hexano/AcOEt 30% 43-61 Fr.39-66* 1,40
Hexano/AcOEt 40% 62-82 Fr.67-83 0,71
Hexano/AcOEt 50% 83-115 Fr.84-141 0,45
Hexano/AcOEt 70% 116-137 Fr.142 0,15
AcOEt 100% 138-141
MeOH 100% 142

Total 4,3

*Fracdo contendo a substancia CPF-5

A fracdo Fr.39-66 (1,4 g) foi adsorvida em 1,48 g de gel de silica e submetida a
coluna “Flash” sobre 173,13 g de gel de silica. Os solventes utilizados no fracionamento
foram hexano, AcOEt MeOH puros ou em mistura binaria. Desta coluna foram obtidas 86
fracOes as quais foram analisadas por CCD. Nas fragdes 52-56 precipitou um sélido misturado
a clorofila, que apds sucessivas lavagens com metanol renderam 102,6 mg de um composto
puro codificado de CPF-5, cuja determinag&o estrutural e dados fisicos encontram-se descritos

nas pags. 120 a 127.
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5.6.2 — Fracionamento cromatografico da fracdo Fr.41-46 e isolamento das substancias
CPF-4 e CPF-6.

O material da fracdo Fr. 41-46 (2,1 g) foi adsorvido em 3,0 g de gel de silica,
pulverizado em gral de porcelana e cromatografado sobre 15,1 g de gel de silica utilizando
coluna de 4,0 cm. A eluicéo foi realizada com os solventes hexano, AcOEt e MeOH puros ou
em mistura binéria cujos dados encontram-se na Tabela 45. Foram obtidas 141 fracdes, as

quais foram reunidas apds analise por CCD.

Tabela 45 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da fragdo Fr.41-46.

Eluente Fraces Frac0es reunidas Peso (9)
Hexano /AcOEt 50% 1-28 Fr.1-4 0,15
Hexano /AcOEt 80% 29-55 Fr.5-35 0,13
AcOEt 100% 56-82 Fr.36-45* 0,19
AcOEt/MeOH 10% 83-112 Fr.46-85** 0,28
AcOEt/MeOH 20% 113-126 Fr.86-100 0,28
AcOEt/MeOH 50% 127-141 Fr.111-127 0,21

Fr.128-141 0,08
Total 1,32

*Fracdo contendo a substancia CPF-4
**Fracdo contendo a substancia CPF-6

Nas fracdes Fr.36-45 (187,7 mg) e Fr.46-85 (285 mq) apresentaram precipitados
impuros com clorofila que apos sucessivas lavagens com metanol renderam no isolamento de
duas substancias puras, codificadas de CPF-4 (15,0 mg) e CPF-6 (32,0 mg). Os dados fisicos
e espectroscopicos encontram-se descritos nas pags. 108 a 119, para CPF-4 e pags. 128 a 134,
para CPF-6.
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Fluxograma 04. Isolamento dos constituintes CPF-1, CPF-2 e CPF-3, obtidos apartir do

extrato diclorometano resultado da particdo liquido-liquido do extrato etandlico das folhas de

EEFCP
(36,28 9)

C. polycephala.

Particdo liquido-liquido
Extracdo com Hexano, CH,CI, e AcOEt.

Destilacdo do solvente
EEFCP-A
(2,44 9)

Fracionamento cromatogréafico
CCD

Fr. 19-66
(390 mg)

Coluna
“Flash”

Fr.12-18

(170 mg)

CPF -1
49,7 mg

Fr. 65-105
(240 mg)

Coluna
“Flash”

Fr. 38-65 Fr. 66-90
(100 mg) (60 mg)

Recromatografada

Fr. 21-25
(21 mg)

Recromatografada

Fr. 26-43
(40 mg)
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Fluxograma 05. Isolamento dos constituintes CPF-4, CPF-5 e CPF-6, obtidos apartir do
extrato hexanico obtido da particdo cromatografica do extrato etandlico das folhas de C.

polycephala.

Coluna Cromatografica filtrante

Fr. 12-22 Fr. 23-37
(5,36 9) (3,029)

Sucessivas Colunas cromatograficas

Fr. 39-66 Fracionamento cromatografico
(1,49

Recromatografada

Fr. 36-45
(187,7 mg)

Lavagem com
metanol

Fr. 41-46
(2,10 9)

Fr. 46-85
(285,0 mg)

Lavagem com
metanol
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6 — CONCLUSOES

A investigacao dos constituintes quimicos volateis do 6leo essencial extraido das
folhas de C. polycephala, resultou na identificacdo de 11 compostos sendo 0s sesquiterpenos
(2)-Cariofileno (9,71 — 12,31 %), (E)-Cariofileno (16,31 — 29,22 %) e allo-Aromadendreno
(14,49 — 23,69 %), os constituintes majoritarios. O Gleo apresentou moderada atividade
larvicida quando testado frente a larvas do mosquito A. aegypti, apresentando um LCs de
127,6 ppm.

A prospeccdo quimica do extrato hexanico das raizes de C. polycephala resultou
no isolamento de trés naftoquinonas terpénicas previamente isoladas no género denominadas
de cordiaquinonas B, L, E, assim como uma mistura de naftoquinonas isdmeras codificadas
por CPH-4A e CPH-4B, as quais foram denominadas de cordiaquinonas N e O
respectivamente, registradas pela primeira vez na literatura.

Do extrato etandlico das folhas foram isolados e caracterizados seis constituintes
quimicos, sendo trés flavondides (5,3’-Dihidroxi-3,7,4’-trimetoxiflavona, 5,3’-Dihidroxi-
3,6,7,4’-tetrametoxiflavona e 5,3°,4’-Trihidroxi-3,7-dimetoxiflavona) que apesar de
conhecidos sdo inéditos no género, dois triterpenos pentaciclicos da série oleanano (Acido 3a,
29-dihidroxiolean-12-en-27-6ico e acido 3a-hidroxiolean-12-en-27-6ico) e o esterdide (p-
sitosterol-3-O-glicopiranosideo) comum em plantas superiores.

As naftoquinonas apresentaram atividade citotoxica, in vitro, frente a quatro
linhagens de células tumorais: leucemia (HL-60), colon (HCT-8), glioblastoma (SF295) e
melanoma (MDA-MB-435). As cordiaquinonas B, L e E apresentaram melhor citotoxidade
contra as células tumorais de leucemia (HL-60), com ICso variando na faixa de 0,7 — 1,87
pug/mL. Das quatro naftoquinonas a que mostrou-se mais ativa frente a todas as linhagens
testadas foi a Cordiaquinona B, com 1Csq variando na faixa de 1,64 — 2,43 pg/mL.

Os resultados obtidos com o estudo quimico de C. polycephala mostraram que as
quinonas sdo bioproduzidas particularmente nas raizes desta espécie, enquanto, nas folhas sao
encontrados triterpenos e flavondides, resultados estes que corroboram com os dados
descritos na literatura. Uma particularidade das quinonas produzidas pelas Cordias é que as

mesmas possuem sempre uma porc¢éo terpénica fundida ao nucleo quinoide.
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W oA

Cordiaquinona B Cordiaquinona L
o 0
| 0 PPN
(1 e (7

|
0

o

Cordiaquinona E 6-[10-(12, 12-dimetil-13B-(22-metil-21-butenoil)-16-
metenil ciclohexil)etil]-1,4- naftalenodiona
Cordiaauinona N

‘O y @O)%

o}
6-[10-(12, 12-dimetil-13p-(tigloiloxi)-16-
metenil ciclohexil)etil]-1,4-naftalenodiona
Cordiagquinona O

Quadro 01 — Metabdlitos secundarios isolados das raizes de C. polycephala.
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5, 3°-Dihidroxi-3, 7, 4’-trimetoxiflavona 5, 3’-Dihidroxi-3, 6, 7, 4’-tetrametoxiflavona

HO— H,C

5,3’,4’-Trihidroxi- 3,7-dimetoxiflavona Acido 3a, 29-dihidroxiolean-12-en-27-6ico

Pocalns

OH

Acido 3o-hidroxiolean-12-en-27-6ico B-sitosterol-3-O-glicopiranosi

Quadro 02 — Metabdlitos secundarios isolados das folhas de C. polycephala.
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