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RESUMO 

 

Casearia arborea (Rich.) Urb. (Salicaceae) também conhecida como “pau de pico”, 
“imbuí amarelo” ou “canela”, é encontrada desde a Guatemala até a Bolívia e Brasil. 
O estudo fitoquímico da espécie, utilizando técnicas cromatográficas, conduziu ao 
isolamento do flavonoide Canferol 3-O-α-L-arabinofuranosídeo das folhas e flores, e 
4’,5,7-trihidroxi-3’,5’-dimetoxiflavona (Tricina), e ao reisolamento da Kolavalona (ent-
13-hidróxi-2-oxo-trans-cleroda-3,14-dieno) do caule. As substâncias isoladas foram 
caracterizadas por análise espectroscópica utilizando Ressonância Magnética 
Nuclear de 1H e 13C uni e bidimensionais. A atividade antimicrobiana da substância 
Kolavelona foi avaliada em diversas cepas, determinando-se sua concentração 
inibitória mínima (CIM), a atividade antibacteriana do composto foi considerada 
excelente frente às bactérias testadas, e ativa apenas frente às leveduras da 
espécie Candida tropicalis. 
 
Palavras-chave: Casearia arborea (Rich.) Urb., kolavelona, atividade antimicrobiana. 
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ABSTRACT 

 

Casearia arborea (Rich.) Urb. (Salicaceae) also known as "peak wood", "yellow 
imbue" or "cinnamon", is found from Guatemala to Bolivia and Brazil. The 
phytochemical study of the species, using chromatographic techniques led to the 
isolation of flavonoid kaempferol 3-O-α-L-arabinofuranosídeo of leaves and flowers 
and 4 ', 5,7-trihydroxy-3', 5'-dimethoxy (Tricine) , and reisolation of Kolavalona (ent-
13-hydroxy-2-oxo-trans-3,14-diene-cleroda) of the stem. Both compounds were 
characterized by spectroscopic analysis using Nuclear Magnetic Resonance 1H and 
13C one- and two-dimensional. The antimicrobial activity of Kolavelona substance 
was carried out in several strains, determining its minimum inhibitory concentration 
(MIC), the antibacterial activity of the compound was considered excellent front of the 
tested bacteria, and only active front of the yeast of the species Candida tropicalis. 
 

Keywords: Casearia arborea (Rich.) Urb, kolavelona, antimicrobial activity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 As pesquisas com plantas medicinais despertam a cada dia um grande 

interesse devido à vasta biodiversidade da flora do planeta e à ausência de 

descobertas de novos fármacos alternativos para tratamento de doenças 

infecciosas, metabólicas, imunossupressão e câncer (ARAÚJO et al., 2014). 

 O uso racional de plantas medicinais é uma das alternativas da Organização 

Mundial de Saúde (OMS), que valoriza o uso das terapias tradicionais, visto seu 

reconhecimento como forma de tratamento eficaz na atenção básica, podendo ser 

útil em diversas necessidades da população (TOMAZZONI et al., 2006). Estima-se 

que 80% da população mundial, com uma média de 3,3 bilhões de pessoas, 

dependem de plantas como remédio, e a maior parte desse tratamento envolve o 

uso de extratos e de seus componentes ativos (MAHOMOODALLY; SEEBALUCK, 

2013). 

 De maneira análoga, no Brasil, aproximadamente 82% da população utiliza 

produtos à base de plantas medicinais nos seus cuidados com a saúde, seja pelo 

conhecimento tradicional na medicina indígena, quilombola, entre outros povos e 

comunidades leigas, ou através da tradição entre gerações (BRASIL, 2012).  

 Na Conferência Internacional sobre Atenção Primária em Saúde realizada em 

Alma-Ata, em 1978, a OMS passou a reconhecer oficialmente o uso de fitoterápicos 

com finalidade profilática, curativa e paliativa ou fins de diagnóstico, recomendando 

aos Estados Membros a difusão dos conhecimentos necessários ao seu uso 

(GONÇALVES et al., 2013). O uso de medicamentos à base de plantas está a 

aumentar rapidamente em muitos países, especialmente o Brasil, onde a grande 

biodiversidade é uma fonte potencial de tratamentos novos e mais acessíveis para 

diversas condições (MAZZARI; PRIETO, 2014). 

 Atualmente, os principais instrumentos norteadores para o Desenvolvimento 

das ações/programas com plantas medicinais e fitoterapia são: a Política Nacional 

de Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Único de Saúde 

(SUS), com diretrizes e linhas de ação para “Plantas Medicinais e Fitoterapia no 

SUS”, e a “Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicas”, com 

abrangência da cadeia produtiva de plantas medicinais (GUIMARÃES; MOURA, 

2015). 
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 Nos últimos quarenta anos, graças aos progressos alcançados com os 

métodos cromatográficos e espectroscópicos, os conhecimentos sobre plantas 

medicinais foram consideravelmente aumentados, obtendo-se um elevado número 

de novos constituintes isolados e identificados. Vários estudos farmacológicos que 

comprovam a ação dessas substâncias, além de trabalhos referentes aos 

mecanismos que envolvem a bioformação desses constituintes no vegetal fomentam 

estes conhecimentos sobre plantas medicinais (DA CUNHA, 2003). 

Outro ponto de relevância é a crescente busca de novos agentes 

antimicrobianos, uma vez que o elevado potencial de recombinação genética das 

bactérias tem provocado o aumento de cepas multirresistentes e conseqüentemente, 

tornando ineficazes muitos fármacos antimicrobianos disponíveis no mercado 

(CWALA; IGBINOSA; OKOH, 2011) 

 Diante de fatos que revelam a grande importância que envolve o estudo das 

drogas de origem vegetal e sabendo que, para atender seus critérios de qualidade, 

eficácia, segurança e alicerçar seu uso pelas populações, inúmeras pesquisas 

precisam ser desenvolvidas. Fundamentado neste principio escolheu-se para este 

estudo, explorar o potencial fitoquímico e antimicrobiano de Casearia arborea (Rich.) 

Urb. família Salicaceae, cujas espécies são bastante citadas na literatura pelas suas 

atividades anti-inflamatórias e antibacterianas (PHILIPPSEN et al., 2013; 

STANSTRUP et al.; 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Revisão da Literatura 

 

 

 

 

 



22 

 

2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Considerações sobre a família Salicaceae: aspectos etnobotânicos e 

etnofarmacológicos 

 

A família Salicaceae possui distribuição cosmopolita, de ocorrência nos 

trópicos e subtropicos das Américas, África, Ásia, Austrália e ilhas do Pacifico, com 

cerca de 50 gêneros e aproximadamente 1000 espécies (SOUZA; LORENZI, 2012). 

No Brasil são citados 18 gêneros e 99 espécies, destas 30 são consideradas 

endêmicas, e encontram-se nos mais diferentes ambientes, dos domínios da floresta 

amazônica, mata atlântica, caatinga, cerrado, pantanal ate os campos sulinos 

(MARQUETE; TORRES; MEDEIROS, 2014).  

Originalmente, Salicaceae Mirb. era composta dos gêneros Populus e Salix, 

ambos habitando o hemisfério norte (ANGUS, 1997; JUDD; MANCHESTER,1997). A 

análise filogenética a partir de dados morfológicos e moleculares indicaram relações 

com os membros da ordem Malpighiales e novas circunscrições para a família 

Salicaceae têm sido propostas: a maior parte ou toda a família Flacourtiaceae não 

cianogênicos, entre eles destaca-se o gênero Casearia. Esta relação monofilética é 

sustentada por sequências de DNA, que apoiam uma relação próxima entre estes 

táxons (JUDD et al.,2009). 

O nome Salicaceae, tem prioridade de uso sobre Flacourtiaceae, de acordo 

com as regras da nomenclatura botânica e deve ser utilizado em detrimento de 

Flacourtiaceae (SOBRAL et al., 2006). 

A família Salicaceae é composta por árvores, arbustos ou raramente lianas, 

folhas simples, alternas ou raramente opostas, margem comumente serreada ou 

inteira com pontuações translúcidas; Apresenta inflorescência em racemos 

alongados e bracteados, fascículos ou cimeiros terminais ou axilares; Suas flores 

são andróginas ou unissexuadas, actinomorfas, hipóginas ou períginas, de cálice 3-

6-mero, dialissépalo ou gamossépalo, com prefloração imbricada ou valvar, corola 3-

8-mera, dialipétala, prefloração imbricada ou valvar; estames (1) 2-numerosos livres 

ou unidos entre si, com anteras rimosas, alongadas; ovário súpero, unilocular, bi a 

pluriovulado; fruto do tipo cápsula ou baga, raramente drupa (BARROSO et al., 

2002; SOUZA; LORENZI, 2012).  
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 Do ponto de vista etnobotânico, merece destaque o uso medicinal dos 

gêneros Casearia e Salix, que juntamente com o gênero Populus, são utilizados 

como árvores ornamentais. A maioria dos gêneros que ocorrem no Brasil é formada 

por poucas espécies e possuem distribuição restrita, à exceção de Casearia e 

Xylosma e, em menor escala Banara, Ryania, Prockia e Laetia (MORITZ, 2010).  

 Em estudos prévios com algumas de suas espécies, foram reportadas várias 

atividades biológicas relevantes, tendo como exemplos: propriedades 

antibacterianas, antivirais, hipolipêmicas e hipoglicemiantes, antiofídicas e 

citotóxicas (PHILIPPSEN et al., 2013). 

  São produtoras de um largo espectro de substâncias bioativas (MOSADDIK 

et al., 2004). Espécies do gênero Ryania possuem substâncias tóxicas em todas as 

partes vegetais (JEFFERIES et al., 1992). A substância rianodina foi isolada da 

espécie Ryania speciosa, sendo que esta substância foi um dos primeiros produtos 

naturais utilizados como inseticidas (ROEL et al., 2000). 

 Espécies do gênero Salix, por sua vez, são conhecidas pela produção de 

salicina, salicortina, salicilol e compostos fenólicos glicosilados (POHJAMO et al., 

2003; FERNANDES et al., 2009). 

 O uso na medicina popular de Flacourtia indica, principalmente por nativos da 

Índia, onde os frutos são usados para o tratamento de icterícia e as raízes para 

problemas estomacais, estimulou uma pesquisa com as partes aéreas, onde foi 

observado que um dos constituintes majoritários do extrato AcOEt, o poliotrisosideo, 

apresentou forte atividade antiplasmodial (KAOU et al., 2010). 

 A quimiotaxonomia da família mostrou-se diversificada, podendo-se destacar 

algumas classes de produtos naturais como: lignanas, terpenóides, cumarinas, 

alcaloides, saponinas e flavonoides, onde inúmeras substâncias isoladas 

apresentam significativa atividade farmacológica, segundo várias literaturas. O 

Quadro 1 (Pág. 28 ) elenca alguns constituintes químicos isolados de espécies de 

Salicaceae, suas atividades farmacológicas e/ou biológicas, ressaltando assim a sua 

importância quimiotaxonômica. 
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2.2. Considerações sobre o gênero Casearia 

 

O gênero Casearia é composto por cerca de 180 espécies arbóreas 

distribuídas pela região neotropical, África, Malásia, Austrália e ilhas do Pacífico 

(THADEO et al., 2009). No Brasil são encontradas 45 espécies, sendo 19 restritas 

ao território brasileiro e 25 com ampla distribução, que exibem muita variação 

morfológica, embora muitos sejam, vegetativamente, bem semelhantes (ALFORD, 

2003).  

 As espécies do gênero se apresentam como árvores e arbustos de tronco 

com casca lisa e fissurada, com ramos cilíndricos, delgados, raramente armados, 

levemente flexuosos a eretos, acinzentados ou amarronzados; Apresentam folhas 

dísticas, estípulas ovadas a subuladas, caducas ou persistentes, folíolos glabros ou 

pubescentes, pecíolo subcilíndrico a cilíndrico; Inflorescências fasciculadas, 

multifloras ou paucifloras; Flores hermafroditas, monoclamídeas, pequenas, 

esverdeadas, 5 sépalas, soldadas na base, reflexas na antese, 10 estames,uni 

seriados, perigíneos, filetes livres, anteras globosas; Ovário séssil, estilete inteiro, 

estigmasimples ou trífido no ápice, globoso ou capitado; Fruto do tipo cápsula, 

globosa, trivalvar;Sementes numerosas, glabras a pubescente (SLEUMER, 1980; 

MARQUETE, 2001; LIMA et al., 2004). 
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Figura 1: Caracteres morfológicos mais evidentes em espécies de Casearias (1-

parte de um cálix em corte aberto; 2- pistilo; 3- corte longitudinal do ovário; 4- corte 

longitudinal da semente; 5- semente; 6- arilo, removido da semente). 

Fonte: WATSON; DALLWITZ, 2008. 

As espécies de casearias são utilizadas como remédios populares na América 

do Sul e em países da Ásia desde os tempos antigos, algumas são bem conhecidas 

pelo homem devido aos seus vários usos, como é o caso da Casearia sylvestris, 

popularmente conhecida como guaçatonga, uma das mais conhecidas e estudas 

desse táxon botânico. Há relatos de que os índios tupis utilizavam a guaçatonga 

para tratar ferimentos e picadas de cobras. A C.sylvestris é matéria-prima para 

vários estudos e fonte de inspiração na busca de novos fármacos e de terapias 

alternativas para patologias como neoplasias malignas (ESTEVES et al., 2005; 

FERREIRA et al., 2010, 2011). Essa espécie apresenta princípios farmacológicos, 

que garantem a existência de propriedades medicinais importantes. Suas folhas 

contêm teores elevados de óleos essenciais, flavonoides, saponinas, taninos, 

resinas e antocianosídeos (SILVA FIALHO et al., 2010) com ação antitumoral, 

antifúngica e antibiótica, enquanto sua ação anti-inflamatória foi considerada similar 

ao piroxicam e meloxicam (MARQUES et al., 2013).  

 Folhas e cascas de Casearia obliqua são popularmente utilizadas como 

diurético, sudorífero, antiofídico, no combate às dermatoses e à hanseníase 

(PLANTAS BRASILEIRAS, 2002). Já Casearia decandra é usada como antiofídica, 

cicatrizante, anti-inflamatória e antitérmica (GONÇALVES et al., 2009), e segundo 

estudo realizado por Menezes (2004), esta espécie apresenta resposta 

farmacológica, em modelos experimentais de úlcera gástrica.  

 Em relatos anteriores o gênero Casearia é citado também pela presença de 

cumarinas (SHEN et al., 2004a), glicosídeos fenólicos (MOSADDIK et al., 2006) e 

glicosídeos cianogênicos (SPENCER; SEIGLER, 1985). Tendo se caracterizado pela 

ocorrência de várias substâncias de interesse farmacológico, como saponinas e 

alcaloides (CHANG et al., 2003). 

Diversos estudos já revelaram o potencial antimicrobiano das espécies do 

gênero, entre as estudadas estão, Casearia multinervosa (MOSADDIKET al., 2004) 

e C. sylvestris (SCHNEIDER, 2008; TAVARES et al., 2008). 

 Algumas atividades farmacológicas apresentadas por espécies de Casearia 

foram patenteadas. Os diterpenos esculentina A e B isolados de C. esculenta 
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apresentaram ações citotóxica em células tumorais e antiinflamatórias, a respectiva 

patente foi depositada na Europa por uma empresa farmacêutica (BAL-TEMBE; 

K.VIJAYA; BHAGWAN, 1999). 

Para C. sylvestrs, estão relacionadas três outras patentes: a primeira 

relacionada à ação citotóxica das casearinas, patenteada no Japão (BREWERI; 

ITOKAWA, 1989), a outra, relata a ação antiulcerogênica apresentada por uma 

fração rica desses metabólitos, depositada pela FAPESP, UNESP e USP, e ao 

Instituto de Ciências Biológicas da USP (SERTIÉ; CARVALHO; PANIZZA, 2000). 

Recentemente, pesquisadores da Faculdade de Odontologia de Piracicaba 

(UNICAMP) depositaram uma patente de fitoterápicos à base de extratos de C. 

sylvestris para o tratamento do herpes (UNICAMP, 2005). 

 Uma pesquisa extensiva realizada por Xia et al. (2015) a respeito dos 

metabólitos secundários, atividades biológicas e farmacológicas do gênero, mostrou 

que a sua  quimiotaxonomia é rica em diferentes classes de compostos, incluindo 

terpenoides, flavonoides, glicosídeos, fenilpropanóides, muitos descritos pela 

primeira vez na literatura, como os vários diterpenos do tipo clerodano, que 

predominam nesse gênero, de onde até o momento foram isoladas 287 substancias, 

onde tanto os compostos individuais como extratos, exibiram uma gama de 

propriedades medicinais, entre elas citotoxicidade contra diversas linhagens de 

células tumorais humanas, hipoglicemiantes, antiofídicas, antiulcerogênicos, anti-

inflamatórios (XIA et al., 2015). 

 Diante do exposto, tanto no que se refere à composição química, quanto à 

utilização medicinal, aos estudos farmacológicos e usos na medicina tradicional de 

espécies do gênero Casearia, torna-se necessário aprofundar os seus estudos 

fitoquímicos e farmacológicos, sendo estes, os pontos responsáveis por a escolha 

de Casearia arborea (Rich.) Urb. para o desenvolvimento do nosso trabalho.  

O Quadro 1 (Pág. 28) expõe alguns compostos isolados  de espécies de 

Casearia e suas atividades biológicas e/ou farmacológicas. 

  

 

 

 

 

 

http://www.bv.fapesp.br/pt/pesquisador/12/jayme-antonio-aboin-sertie/


27 

 

2.3. Considerações sobre a espécie Casearia arborea (Rich.) Urb. 

 

Casearia arborea (Rich.) Urb. também conhecida como “pau de pico”, “imbuí 

amarelo” ou “canela”, é encontrada desde a Guatemala até a Bolívia e Brasil. No 

Brasil esta espécie está distribuída pelas regiões Norte (AM, AP, RR, RO e PA), 

Nordeste (CE, PE e BA), Centro-Oeste (GO) e Sudeste (MG, ES, RJ e SP). Pode 

ocorrer desde baixas altitudes até cerca de 1600 m. (Figura 2, pág. 26) 

(MARQUETE; VAZ, 2007). 

 Sua madeira é utilizada comercialmente como lenha, em construções rurais e 

também em trabalhos de marcenaria (ALVINO; SILVA; RAYOLVOL, 2005; 

MARQUETE, 2005). È uma árvore de tronco vigoroso e não ramificado, cujos 

indivíduos são mais frequentes no interior da floresta e apresentam uma copa bem 

formada, pode atingir até 14 m de altura. Suas folhas são alternas, bordos serrados 

com cerdas curtas, pecioladas e com nervuras ocultas pelo indumento. Uma das 

características diagnósticas do gênero é a presença de traços e pontuações 

translúcidas que em C. arborea se mostram esparsas e dispersas em toda a 

superfície. Suas inflorescências são do tipo pedunculado, denso, tomentosas e suas 

flores são pediceladas, pequenas, de cor alva a esverdeada. Possui fruto imaturo, 

ovóide, vinoso-esverdeado com sementes oblongas parcialmente cobertas por um 

arilo franjado de cor amarela (MARQUETE; VAZ, 2007). 

 Quanto aos estudos fitoquímicos e farmacológicos com a espécie, a literatura 

relata apenas dois trabalhos: Beutler et al., (2000) e Ramirez, (2008).  No primeiro, 

foram isolados e identificados cinco novos diterpenos clerodanos e uma 

curcubitacina, além da atividade citotóxica do extrato das raízes de Casearia arborea 

(Figura 3, pág. 26) No segundo, dois esteroides, dois diterpenos clerodanos, além 

de uma mistura de diterpeno clerodano com um éster (Figura 4, pág. 27). 
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Figura 2: Casearia arborea (Rich.) Urb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: TORRES; RAMOS, 2007. 
 

 

Figura 3: Estrutura química dos cinco diterpenos clerodanos, isolados por Beutler 

(2000). 1- Casearborina A; 2- Casearborina B; 3- Casearborina C; 4- Casearborina 

D; 5- Casearborina E. 

 

     

 

Fonte: BEUTLER, 2000. 
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Figura 4: Estrutura química dos compostos isolados por Ramirez, (2008). 

 

 

 

 

 

Fonte: RAMIREZ, 2008 
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Quadro 1: Alguns constituintes químicos isolados de espécies da família Salicaceae 

e suas atividades biológicas e/ou farmacológicas relatadas na literatura.  

 

Estruturas Espécie Atividades 

biológicas 

Referências 

 

Isograndidentatina 

 

Populus davidiana 

 

Antioxidante 

 

SI; WU, 2009 

 

 

Salicina 

 

Salix martiana  

 

Hasseltia 

floribunda 

 

Analgésica, Anti-

inflamatória 

 

FERNANDES 

et al.,2009  

 

DAGVADORJ 

et al., 2010 

 

Equinofilina A 

 

 

Casearia sylvestris 

 

 

Citotóxica 

 

 

 

WANG et al., 

2009 

 

Salicortina 

 

Populus fremontii 

Populus 

angustifólia 

 

Salix sericea 

  

Hasseltia 

floribunda 

 

Analgésica 

 

REHILL et 

al., 2005  

 

ORIANS et 

al., 2000 
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Continuação: Alguns constituintes químicos isolados de espécies da família 

Salicaceae e suas atividades biológicas e/ou farmacológicas relatadas na literatura. 

 

 

 

Catequina 

 

Casearia 

clarkei 

 

 

Anticancerígena 

 

 

SHAARI; 

WATERMAN, 

1994 

 

KUZUHARA et 

al., 2008 

 

Ácido gárlico 

 

Hydnocarpus 

Anthelminthica 

 

Anti-inflamatória 

 

Antinociceptiva 

 

LIMA et al., 

2005 

 

Idesina 

 

Idesia 

policarpa  

 

Casearia 

costulata 

 

Inibição da 

produção de 

óxido nítrico 

 

CHOU et al., 

1997  

 

MOSADDIK et 

al., 2007a 

 

Suwonpopulosídeo R1= H,  

R2= OH 

Populosídeo R1=OH, R2= H 

 

Populus 

davidiana 

 

Populus alba x 

glandulosa  

 

Antioxidante 

 

SI; WU, 2009 

 

KWON; BAE, 

2009 
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Continuação: Alguns constituintes químicos isolados de espécies da família 

Salicaceae e suas atividades biológicas e/ou farmacológicas relatadas na literatura.  

 

 

 

 

Diacetoxi-epoxi-isobutanoil-

clerodano 

 

Casearia 

grewiifolia 

var. 

gelonioides 

 

Citotóxica 

Fagoinibitória 

 

MOSADDIK et 

al., 2007b 

 

3-metoxi-4-hidroxi-1-O-β-D-
furanapiose- 
(1”-- 6”) -β-D-

glucopiranosefenil 
glicosídeo 

 

 

Casearia 

velutina 

 

Anti-veneno 

de cobra 

 

CHAI et al., 

2010 

 

 

Iso Butil-3,5-dimetil éter 

 

Casearia 

sylvestris 

 

Citotóxica 

 

SILVA et al., 

2008b 

 

SILVA; CHAAR; 

YANO, 2009 

 

Ugandensidial 

 

Xylos 

maciliatifolia 

 

Antibacteriana 

 

PHILIPPSEN et 

al., 2013 
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Continuação: Alguns constituintes químicos isolados de espécies da família 

Salicaceae e suas atividades biológicas e/ou farmacológicas relatadas na literatura.  

 

 

 

 

 

 

2_-hidroxi-4’-
demetildesoxipodophyllotoxina 

 

 
 

Casearia 
clarkei 

 

 
 

Ação contra o 
papiloma vírus-

HPV 
 

 
 

SHAARI; 
WATERMAN, 1994 

 
 

 

 

3-Hidroximetil xilitol 

 

Casearia 

esculenta 

 

Hipoglicemiante 

 
 

CHANDRAMOHAN 
et al., 2010 

 
GOVINDASAMY et 

al., 2011 

 

Ácido 3-O-metielágico 

 

Casearia 

sylvestris 

 

Anti-inflamatório 

Antialérgico 

Citotóxico 

 

DA SILVA et al., 

2008 

 

 

4-hidroxitremulacina 

 

Dovyalis 

caffraand 

 

 Dovyalis 

zeyheri 

 

Antimicrobiana 

 

STANSTRUP et al., 

2010 
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2.4. Atividade antimicrobiana 

 

Os antibióticos são compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o 

crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias e, podem ser classificados 

como bactericidas/fungicidas, quando causam a morte de bactérias/fungos, ou 

bacteriostáticos/fungistáticos quando promovem a inibição do crescimento 

microbiano (GUIMARÃES et al., 2010; NOBRE et al., 2002).   

Dentre as razões que justificam a necessidade urgente do surgimento de 

novos agentes antibióticos destacam-se: as doenças infecciosas, que são a segunda 

maior causa de mortalidade do mundo; as altas taxas de resistência microbiana em 

ambientes hospitalares; o decréscimo constante observado no número total de 

novos agentes antimicrobianos aprovados pelo FDA; e a necessidade de agentes 

que atuem por mecanismos de ação diferentes aos atuais fármacos em uso, com 

maior seletividade e menor toxicidade (GUIMARÃES et al., 2010).  

Desta maneira, desenvolvimento de novos fármacos de origem natural que 

são utilizados no combate e/ou controle dos microrganismos permanece significativa 

no contexto científico mundial (AYRES et al., 2008; COWAN, 1999; CRAGG; 

NEWMAN; SNADER, 1997; PACKER; LUZ, 2007; RATES, 2001).  

A utilização tradicional de produtos naturais, aliada ao desenvolvimento 

científico, tem propiciado grandes avanços no estudo de plantas medicinais. A 

diversidade estrutural dos seus fitoconstituintes lhes confere um grande potencial 

terapêutico como fonte de matéria prima farmacêutica para a obtenção de novos 

agentes antimicrobianos ou como modelos para o desenvolvimento de novos 

fármacos (MIMICA MATANOVIC et al., 2010; MARZOUK et al.,2009). 

No Brasil, as pesquisas sobre substâncias antimicrobianas de origem vegetal 

iniciaram-se com Cardoso e Santos (1948) que avaliaram extratos de 100 diferentes 

especies indicadas pela medicina popular como anti-inflamatórios ou 

cicatrizantes/antimicrobianos. Os extratos de cinco espécies  apresentaram atividade 

contra S. aureus, Escherichiacoli e Proteus X-19 (SANDERS; WEATHERWAX; 

MCCLUNG, 1945).  

Vários metabólitos secundários são investigados em relação as suas 

propriedades antimicrobianas (COWAN, 1999; MAHADY, 2005), dentre estes, 

destacam-se os flavonoides (BYLKA; MATLAWSKA; PILEWSKI, 2004), taninos 
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(SCALBERT, 1991; SOUZA et al., 2007), alcaloides (O’DONNELL; GIBBONS, 2007), 

saponinas (BAHRAMINEJAD et al., 2008) e terpenoides (SHAI et al., 2008), 

metabólitos secundários largamente investigados e que possuem potencial atividade 

antimicrobiana, o que os torna uma excelente  fonte de matéria-prima farmacêutica 

para a obtenção de novos agentes.  

A atividade antimicrobiana pode ser avaliada de diversas formas, os métodos 

comumente utilizados são o de difusão em disco, difusão utilizando cavidades feitas 

no ágar, diluição em ágar e diluição em caldo para determinação da concentração 

inibitória mínima - CIM (NASCIMENTO et al, 2007; NOSTRO et al., 2004; CIMANGA 

et al., 2002; SHAFI et al., 2002; CANILLAC; MOUREY, 2001; TAKAISI-KIKUNI et al., 

2000).  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 . Objetivo geral 

 

O Objetivo geral desse trabalho consistiu em realizar um estudo fitoquímico e 

a avaliação antimicrobiana de um diterpeno da espécie Casearia arbórea (Rich.) 

Urb., contribuindo assim, para o conhecimento quimiotaxonômico e farmacológico da 

família Salicaceae. 

 

3.2 . Objetivos específicos 

  

 Isolar e caracterizar estruturalmente os constituintes químicos de Casearia 

arbórea (Rich.) Urb. com o intuito de conhecer o perfil dos metabólitos 

secundários produzidos pela espécie, através de métodos cromatográficos e 

espectroscópicos, respectivamente; 

 

 Reisolar e identificar a substancia 13-hidróxi-2-oxo-trans-ent-cleroda-3,14-

dieno (Kolavelona) de Casearia arbórea (Rich.) Urb. por métodos 

cromatográficos e espectroscópicos, respectivamente, para analise do 

potencial antimicrobiano; 

 

 Disponibilizar frações, substâncias isoladas e caracterizadas estruturalmente      

para realização de testes farmacológicos; 

 

 Comprovar cientificamente o que a medicina popular cita, e publicar artigo 

cientifico; 

 

 Qualificar recursos humanos a nível de IC e mestrado. 
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4  ESTUDO FITOQUÍMICO 

 

4.1 Procedimentos gerais 

 

4.1.1 Levantamento bibliográfico 

 

O levantamento bibliográfico do gênero Casearia foi realizado no SciFinder, 

Google Scholar, PubMed, Scielo, Chemical Abstracts, Biological Abstracts, 

NAPRALERT, além de pesquisas na Internet e em anais de eventos nacionais e 

internacionais.  

 

4.1.2 Coleta do material vegetal 

 

 A espécie Casearia arborea (Rich.) Urb. foi coletada no município de Porto 

Grande/AP, em novembro de 2006. A identificação da espécie foi realizada pela 

botânica Rosângela do Socorro Ferreira Rodrigues Sarquis do Instituto de Pesquisa 

Científica e Tecnológica do Estado do Amapá-IEPA. Uma exsicata do material se 

encontra arquivada no herbário deste instituto sob o código 2304. 

 

4.1.3 Triagem fitoquímica 

 

A detecção da presença de determinados grupos de metabólitos, para um 

melhor direcionamento da pesquisa, foi realizada através de uma triagem 

fitoquímica. As frações dos extratos etanólicos brutos (Folhas e flores-Caule) foram 

testadas com os reagentes de Bouchardat, Mayer, Dragendorff, que mostraram 

resultado negativo para a possível presença de alcalóides. Os testes também foram 

negativos para taninos mediante reação com gelatina 0,5% e FeCl3. Os testes 

Lieberman-Bouchardat e fita de magnésio demonstraram a presença de terpenoides, 

esteroides e flavonoides, respectivamente (MATOS, 1997).  

 

 

4.1.4 Isolamento e identificação dos constituintes químicos de Casearia 

arborea (Rich.) Urb. 
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Os experimentos relativos ao isolamento e identificação estrutural dos 

constituintes químicos de Casearia arborea (Rich.) Urb. foram realizados no 

Laboratório de Fitoquímica Prof. Dr. Raimundo Braz Filho (IPeFarM/UFPB). 

 

4.1.4.1 Procedimentos cromatográficos 

 

As cromatografias em coluna foram desenvolvidas utilizando-se como fase 

estacionária sílica gel 60 (Merck) 7734 (partículas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh), 

Sephadex LH-20 (Merck), ou XAD-2, tendo como suportes colunas de vidro 

cilíndricas com dimensões variando de acordo com a quantidade de amostra a ser 

cromatografada. Os solventes comerciais P.A. foram utilizados como fase móvel. 

Cromatografia em Camada Delgada Analítica (CCDA) foi empregada para a análise 

e reunião das frações obtidas por cromatografia em coluna e, quando necessário, 

utilizou-se a Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP) para 

purificação de constituintes químicos. As substâncias em análise foram evidenciadas 

pelo uso de radiação ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm e 

impregnação das placas em cubas de vidro saturadas por vapores de iodo. 

 

4.1.4.2 Caracterização estrutural dos constituintes químicos 

 

 A caracterização estrutural dos constituintes químicos isolados de Casearia 

arborea (Rich.) Urb. foi realizada por análise dos espectros de Ressonância 

Magnética Nuclear de Hidrogênio e Carbono 13, utilizando técnicas uni e 

bidimensionais (COSY, HMQC, HMBC e NOESY), e comparações com modelos da 

literatura. 

 

4.1.4.3 Ressonância Magnética Nuclear 

 

Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear das substâncias isoladas 

foram obtidos utilizando o espectrômetro Bruker, a 500 MHz (1H) e 125 MHz (13C) do 

Nucal-UFPB). Os solventes utilizado na dissolução das amostras foram clorofórmio e 

metanol deuterados (CDCl3 e MeOD, respectivamente), Os deslocamentos químicos 

(δ) foram expressos em partes por milhão (ppm) e as constantes de acoplamento em 

Hz. 
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4.2 Processamento do material botânico  

 

4.2.1 Processamento do material botânico das folhas e flores de Casearia 

arborea (Rich.) Urb. 

 

O material botânico fresco (1500 g) foi desidratado em estufa à temperatura 

de 40ºC durante 96 horas, sendo em seguida triturado para obtenção do pó (650 g) 

que foi, então, macerado em etanol (EtOH) a 95 % por 72 horas, processo repetido 

até extração exaustiva dos constituintes químicos.  

A solução extrativa etanólica foi concentrada em rotaevaporador a 40º C, 

fornecendo 80 g do extrato etanólico bruto das folhas e flores de Casearia arborea 

(Rich.) Urb. (Esquema 1, pág. 43). 

 

4.2.2 Cromatografia líquida sob pressão reduzida do extrato etanólico bruto 

das folhas e flores 

 

O extrato etanólico bruto das folhas e flores de Casearia arborea (Rich.) Urb. 

(80 g) foi submetido a uma filtração sob vácuo, em sílica gel 60 (Merck) 7734 

(partículas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh), tendo como suporte um funil de 

buchner com placa porosa adaptado com um papel de filtro. Como fase móvel foram 

utilizados Hexano, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binárias, em ordem 

crescente de polaridade, estas soluções foram então concentradas em 

rotaevaporador sob pressão reduzida, obtendo-se suas respectivas frações 

(Esquema 1, pág. 43). 

 

4.2.3. Processamento cromatográfico das fases AcOEt-MeOH (9:1), AcOEt-

MeOH (7:3) e  AcOEt-MeOH ( 1:1) (Grupo A) do EEB das folhas e flores  de 

Casearia arborea (Rich.) Urb. 

  

 As frações AcOEt-MeOH (9:1), AcOEt-MeOH (7:3) e  AcOEt-MeOH ( 1:1)  

foram avaliadas por  CCDA (Cromatografia em Camada Delgada Analítica) e 

reunidas devido a sua semelhança, obtendo 8,0 gramas da fração denominada de 

grupo A, que foi então cromatografada em columa utilizando XAD-2 como fase 

estacionária e como eluentes, H2O, MeOH, Acetona, AcOet e Hexano, sozinhos ou 
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em misturas binárias, as quantidades obtidas podem ser observadas na tabela 

abaixo (Esquema 2,pág. 44). 

 

Tabela 1: Fracionamento cromatográfico do grupo A em XAD-2. 

 

Sistema de eluição Peso 

H2O 1,0 g 

MeOH: H2O (3:7) 0,900 g 

MeOH: H2O (1:1) 1,5 g 

MeOH 1,2 g 

Acetona 0,600 g 

AcOEt 0,650 g 

Hex 0,150 g 

 

A fração MeOH:H2O (1:1) (1,5g), oriunda do grupo A, foi submetida a 

cromatografia em coluna com sephadex LH 20, tendo como eluente MeOH, obtendo-

se 101  frações, que foram analisadas e reunidas de acordo com a sua semelhança 

de eluição observada em CCDA. A fração 24-31(0,200 g) foi recromatografada 

seguindo a mesma metodologia anteriormente descrita, resultando em 26 frações 

que foram combinadas através de análise em CCDA, e deste processo a sub-fração 

reunida 9/22 (0,048 g) foi aplicada em placa cromatográfica para CCDP 

(Cromatografia em Camada Delgada Preparativa) utilizando-se placas Merk que 

foram eluídas com AcOEt:Hex (8:2). Cada faixa foi cortada separadamente, extraída 

com AcOEt:MeOH (1:1) e as soluções obtidas foram filtradas e concentradas para 

recuperar as substâncias isoladas (Esquema 3, pág. 45).  

As substâncias oriundas da CCDP foram analisadas por CCDA e RMN de 1H 

para verificar se a separação foi satisfatória. Destas a faixa 2 foi considerada pura e 

codificada como o composto Ca-1  (3,5 mg). 
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4.3  Processamento do material botânico (Caule) 

 

O material botânico fresco (3000 g) foi desidratado em estufa à temperatura 

de 40ºC durante 96 horas, sendo em seguida triturado para obtenção do pó (1000 g) 

que foi, então, macerado em etanol (EtOH) a 95 % por 72 horas, processo repetido 

até extração exaustiva dos constituintes químicos.  

A solução extrativa etanólica foi concentrada em rotaevaporador a 40º C, 

fornecendo 150 g do extrato etanólico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.) 

Urb. (Esquema 4, pág. 46) (RAMIREZ, 2008).  

 

4.3.1 Cromatografia líquida sob pressão reduzida do extrato etanólico bruto do 

Caule 

 

 O extrato etanólico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.) Urb. (150 g) foi 

submetido a uma filtração sob vácuo em sílica gel 60 (Merck) 7734 (partículas com 

0,063-0,2 mm, 70-230 mesh), tendo como suporte um funil de buchner com placa 

porosa adaptado com um papel de filtro. Como fase móvel foram utilizados Hexano, 

AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binárias, em ordem crescente de polaridade. 

As frações foram concentradas em evaporador rotativo sob pressão reduzida, 

obtendo-se suas respectivas frações. As frações AcOEt-MeOH (9:1) e (7:3) 

forneceram um precipitado (ppt) e um sobrenadante (ssb) cada ( Esquema 4, pág. 

46)  (RAMIREZ, 2008). 

 

 

4.3.2 Processamento cromatográfico da fase Hexano-AcOEt (1:1) do EEB do 

caule de Casearia arborea (Rich.) Urb.  

 

 A partir de 3,20 g da fração Hexano-AcOEt (1:1) (Esquema 4, pág.) 

submetidos a cromatografia em coluna com sílica gel 60 (partículas com 0,063-0,2 

mm) empregando hexano, acetato de etila e metanol como eluentes, em ordem 

crescente de polaridade, foram obtidas 186 frações de 25 mL cada (Esquema 5, 

pág. 47) que foram concentradas em rotaevaporador, analisadas e reunidas por 

CCDA, de acordo com suas semelhanças de eluição (Quadro 2, pág. 49). A fração 
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reunida 60-94 forneceu 0,007 g de uma substância que se apresentou como um pó 

amarelo, sendo então codificada como Ca-2 (Esquema 5, pág. 47). 

 

4.3.3 Processamento cromatográfico para o reisolamento da kolavelona 

 

A fração Hexano:AcOEt (7:3) (3,5 g) obtida  do EEB (caule) de Casearia 

arborea (Rich.) Urb foi  submetida à cromatografia em coluna com sílica gel 60 

(partículas com 0,063-0,2 mm) empregando-se hexano, acetato de etila e metanol 

como eluentes, sozinhos ou misturas binárias em ordem crescente de polaridade, 

deste processo foram obtidas 166 frações de 25 mL cada (Esquema 6, pág. 48) que 

foram concentradas em rotaevaporador, analisadas e reunidas por CCDA, de acordo 

com suas semelhanças de eluição (Quadro 3, pág. 49). 

Verificou-se a presença da kolavelona na fração 18-55 (0,702 g), quando 

comparada em CCDA com o seu padrão (Kolavelona) isolada por Ramirez (2008), 

esta fração foi então cromatografada novamente, pela mesma metodologia 

anteriormente descrita, obtendo-se 90 frações (Esquema 7, pág. 48) (Quadro 4, pág. 

50). 

A sub-fração 18-43 forneceu 0,270 g de cristais brancos, foi feita então uma 

analise comparativa desta fração com o padrão da kolavelona, mostrando que 

ambas apresentavam o mesmo padrão de eluição. Um espectro de RMN H1 nos 

permitiu propor que essa fração poderia tratar-se da kolavelona, sendo assim 

codificada como Ca-3 (Esquema 7, pág. 48) (Quadro 4, pág. 50).  
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Esquema 1: Obtenção e fracionamento do extrato etanólico bruto das folhas e flores 

de Casearia arborea (Rich.) Urb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Material Vegetal (1500 g) 

Pó da Planta (650 g) 

Extrato Etanólico (80 g) 

Fração Hexânica 

Fração Hexano-AcOEt (7:3)  

Fração Hexano-AcOEt (1:1)  

Fração AcOEt-Hexano (7:3)  

Fração AcOEt 

 

Fração AcOEt-MeOH(7:3) 

Fração AcOEt-MeOH(9:1) 

Fração AcOEt-MeOH(1:1) 

- Desidratação em estufa a 40ºC por 96 horas 
- Trituração com moinho mecânico 
 

- Maceração 72 horas com etanol 
- Concentração sob pressão reduzida 

- Cromatografia Líquida sob vácuo 
- Sílica Gel 
- Hexano, AcOEt, MeOH 
 

GRUPO A 

Esquema 2 
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Esquema 2: Processamento cromatográfico do grupo A das folhas e flores de 

Casearia arborea (Rich.) Urb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo A (8,0 g) 

 

- XAD-2 

- H2O, MeOH, Acetona, AcOet, Hexano 

 

 

 

H2O 

MeOH:H2O( 7:3) MeOH;H2O (1:1) 

MeOH 
Hexano AcOet 

   Acetona 
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Esquema 3: Processamento cromatográfico da fração MeOH:H2O (1:1) das folhas e 

flores de Casearia arborea (Rich.) Urb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MeOH:H2O (1:1) (1,5g) 

42/61 12/23 

32/41 62/68 
1/11 

69/7

75/101 

- Sephadex LH 20 
- MeOH 
- CCDA 
 

24/31 (200mg) 

- Sephadex LH 20 
- MeOH 
- CCDA 
 

1/7 23/29/22 8 

- CCDP 
- Eluição com AcOEt:Hex (8:2) 
- Extração com AcOEt:MeOH (1:1) 
 

2 1 5 4 3 

Ca-1 

(0,048 g) 
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Esquema 4: Obtenção e fracionamento do extrato etanólico bruto do caule de 

Casearia arborea (Rich.) Urb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Material Vegetal (3000 g) 

Pó da Planta (1000 g) 

Extrato Etanólico (150 g) 

Fração Hexânica 

Fração Hexano-AcOEt (9:1)  

Fração Hexano-AcOEt (7:3) 

Fração Hexano-AcOEt (1:1)  

Fração AcOEt-Hexano (6:4)  

Fração AcOEt-Hexano (7:3)  

Fração AcOEt-Hexano (9:1)

Fração AcOEt 

Fração AcOEt:MeOH (9:1) 

Fração AcOEt:MeOH (7:3) 

- Desidratação em estufa a 40ºC por 96 horas 
- Trituração com moinho mecânico 
 

- Maceração 72 horas com etanol 
- Concentração sob pressão reduzida 

- Cromatografia Líquida sob vácuo 
- Sílica Gel 
- Hexano, AcOEt, MeOH 
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Esquema 5: Fracionamento cromatográfico da fração Hexano-AcOEt (1:1) do extrato etanólico bruto do caule  

de Casearia arborea (Rich.) Urb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Fração Hexano-AcOEt (1:1) (3,20 g) 

- Sílica gel 
- Hexano, AcOEt e MeOH 
- CCDA 

1/25 26/32 33/52 53/59 60/94 95/112 113/140 141/160 161/186 

Ca-2 

(0,007 g) 
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Esquema 6: Fracionamento cromatográfico da fração Hexano-AcOEt (7:3) do 

extrato etanólico bruto do caule Casearia arborea (Rich.) Urb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 7: Fracionamento cromatográfico da fração 18/55 do extrato etanólico 

bruto do caule Casearia arborea (Rich.) Urb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fr. Hexano-AcOEt (7:3) (4,58)g) 

1/10 75/80 96/103 121/132 156/166 

11/17
81/95 104/120 133/156 

- Sílica gel 
- Hexano, AcOEt e MeOH 
- CCDA 

55/74 

18/55 (0,702) g) 

18/55 (0,702 g) 

1 

2/7 

8/13 54/60 70/74 79/84 

85/90 75/78 61/69 44/5314/17 

18/43 (0,27 g) 

- Sílica gel 
- Hexano, AcOEt e MeOH 
- CCDA 

Ca-3 

(0,27 g) 
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Quadro 2: Representação cromatográfica da fração Hexano-AcOEt (1:1) do extrato 

etanólico bruto do caule de Casearia arbórea (Rich.) Urb.  

 

 

Quadro 3: Representação cromatográfica da fração Hexano-AcOEt (7:3) do extrato 

etanólico bruto do caule de Casearia arbórea (Rich.) Urb.  

 

Eluentes 

 

Frações Obtidas 

 

Frações Reunidas 

Hexano 

Hexano-AcOEt (95:5) 

Hexano-AcOEt (9:1) 

Hexano-AcOEt (8:2) 

Hexano-AcOEt (7:3) 

Hexano-AcOEt (6:4) 

Hexano-AcOEt (1:1) 

Hexano-AcOEt (4:6) 

Hexano-AcOEt (3:7) 

 

- 

1-25 

26-32 

33-52 

53-90 

91-112 

113-140 

141-160 

161-186 

 

- 

1-25 

26-32 

33-52 

53-59 

60-94 

95-112 

113-140 

141-160 

161-186 

  

 

Eluentes 

 

Frações Obtidas 

 

Frações Reunidas 

Hexano 

Hexano-AcOEt (9:1) 

Hexano-AcOEt (8:2) 

Hexano-AcOEt (7:3) 

Hexano-AcOEt (6:4) 

Hexano-AcOEt (1:1) 

Hexano-AcOEt (4:6) 

AcOEt 

AcOEt-MeOH (9:1) 

AcOEt-MeOH (8:2) 

1-10 

11-20 

21-55 

56-74 

75-80 

81-95 

96-103 

104-120 

121-132 

133-166 

 

- 

- 

- 

1-10 

11-17 

18-55 

96-103 

121-132 

133-156 

156-166 
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Quadro 4: Representação cromatográfica da sub-fração 18-55 da fração Hexano-

AcOEt (7:3) do extrato etanólico bruto do caule de Casearia arborea (Rich.) Urb.  

 

 

Eluentes 

 

Frações Obtidas 

 

Frações Reunidas 

Hexano 

Hexano-AcOEt (95:5) 

Hexano-AcOEt (9:1) 

Hexano-AcOEt (8:2) 

Hexano-AcOEt (7:3) 

Hexano-AcOEt (6:4) 

Hexano-AcOEt (1:1) 

Hexano-AcOEt (4:6) 

Hexano-AcOEt (3:7) 

Hexano-AcOEt (2:8) 

Hexano-AcOEt (1:9) 

AcOEt 

AcOEt-MeOH (98:2) 

- 

1-16 

17-44 

45-53 

54-58 

59-69 

70-84 

85-86 

87-88 

89-90 

91-92 

93-94 

95-80 

 

- 

1 

2-7 

8-13 

14-17 

18-43 

44-53 

54-60 

61-69 

70-74 

75-78 

79-84 

85-90 
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Resultados e Discussão
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1. Identificação estrutural das substâncias isoladas de Casearia arborea 

(Rich.) Urb. 

 

5.1.1. Identificação estrutural de Ca-1 

 

A substância Ca-1 apresentou-se como um pó amarelo. A identificação foi 

realizada com base nos espectros de RMN de 1H e 13C uni- e bidimensional.  

 O espectro de RMN de 1H e suas expansões (Tabela 2, pág. 49; Figuras 6 à 

8, págs. 57 e 58), exibiram dois dubletos em 6,92 e 7,95, com integração para dois 

hidrogênios cada, e ambos com uma constante de acoplamento 8,8 Hz, fato que 

indica uma correlação orto entre esses hidrogênios. Esses sinais, o perfil do 

espectro e comparações com dados da literatura levaram a sugerir que eles 

correspondem respectivamente aos hidrogênios H-3’/5’ e H-2’/6’ do anel B, 

sugerindo que Ca-1 possui um sistema AA’BB’ no seu anel B de um núcleo 

flavonoidico (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). De acordo com as figuras 6 a 8 

(Págs. 57 e 58) a molécula de Ca-1 possui o anel A dissubstituído, uma vez que 

foram observados dois dupletos para os hidrogênios 6 e 8 desse anel, em δH 6,19 e 

δH 6,39, respectivamente, ambos com um J=2,0 Hz (GOMES et al., 2011) que 

confirma um acoplamento meta entre esses hidrogênios, e esclarece que existem 

substituintes nos C-5 e C-7 do anel A do núcleo flavonoidico. 

 Este espectro revelou a ausência de um singleto em ~δH 6,80 característico 

do hidrogênio da posição 3 de flavonas, e levantou a hipótese que a posição C-3 de 

Ca-1 possui como substituinte uma unidade osídica, essa hipótese foi fortalecida  

pelos  sinais na região entre δH 3,34-4,33 característicos de hidrogênios oximetínicos 

de unidade osídica, além de um singleto em δH 5,47 característico do hidrogênio 

anomérico H-1’’ de unidade α-arabinofuranosil (HARBONE; MABRY, 1982) (Figuras 

6 à 8, págs. 57 e 58) 

 A comparação dos dados de RMN de 1H de Ca-1 com dados da literatura 

(Modelo 1, tabela 2, pág. 55) permitiram propor que a substancia em analise poderia 

tratar-se do canferol 3-O-α-L-arabinofuranosídeo. 

 O espectro de RMN de 13C utilizando a técnica APT (Tabela 2, pág. 55; Figura 

9, pág. 9) apresentou 20 sinais, sendo 13 na região entre δC 179,8 e 95,0 atribuídos 
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a 15 carbonos de núcleo flavona com um sistema do tipo AA’BB’, além dos cinco 

sinais na região entre 109,6 e 62,5 característicos de carbonos de unidade osídica. 

O sinal em  δC 159,2 atribuído ao C-2, fortaleceu a proposta da existência do açúcar 

na posição 3, uma vez que quando esta posição não está substituída por unidade 

osídica o deslocamento C-2 absorve próximo a 147 ppm, o mesmo acontece com o 

deslocamento do C-3 que absorve em ~δC 138,0 quando não glicosilado, para δC 

135,0 quando ligado a ose (HARBORNE; MABRY, 1996). 

Os valores dos deslocamentos químicos dos carbonos 1’’, 2’’ e 4’’ em δC 

109,6; δC 83,3 e δC 88,0 respectivamente, indicaram que a unidade osídica ligada ao 

C-3 é a arabinofuranose, quando comparado  com os dados apontados por Ribeiro 

et al. (2013) (Tabela 2, pág. 55) 

 O espectro heteronuclear utilizando a técnica de HMQC (Figuras 10 e 11, 

pág. 59) mostrou as correlações diretas entre H-6/C-6 (δH  6,20/ δC 100,2)e H-8/C-8 

(δH  6,39/ δC 95,0)confirmando a substituição nos C-5 e C-7 do anel A de Ca-1. A 

correlação entre H-1’’/C-1’’ pode ser vista pelos sinais em δH  5,47/ δC 109,6, fato que 

confirmou a existência do carbono anomérico da arabinofuranose. A figura 10 (Pág. 

59) evidencia as correlações diretas entre os hidrogênios e os carbonos da unidade 

de arabinofuranose (Tabela 3, pág. 56). 

 O espectro de HMBC (Figuras 12 e 13, pág. 60) mostrou correlações a três 

ligações (J3) do H-1’’com o C-4’’, como também deste hidrogênio com o C-3’’. Neste 

espectro também foram visualizadas correlações J3 do H-6 com os C-8 e C-10 e do 

H-8 com o C-10, além das correlações J3 do H-3’ com o C-1’ e C-5’. A localização de 

um grupo hidroxila na posição C-4’ foi definida pela correlação J2 entre o H-3´ e o C-

4’ (δH  6,93/ δC 161,6). Ainda foram observadas correlações a J2 entre o H-8 com os 

C-7 e C-9 e do H-6 com os C-7 e C-5 (Tabela 3, pág. 56). 

 A analise dos dados espectroscópicos de RMN de 1H e RMN de 13C de Ca-1 

utilizando técnicas uni e bidimensionais e comparações com os dados encontrados 

na literatura (RIBEIRO et al.,2013) (Tabelas 2 e 3, págs. 55 e 56) permitiram 

identificar a substância Ca-1 como sendo a estrutura Canferol 3-O-α-L-

arabinofuranosídeo, flavonoide relatado pela primeira vez no gênero Casearia (XIA 

et al., 2015). 
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Figura 5: Canferol 3-O-α-L-arabinofuranosídeo (Ca-1). 
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Tabela 2: Dados comparativos de RMN 1H e 13C (, MeOD, 500 MHz) de Ca-1 

comparados com o modelo da literatura (,CDCl3, 500 MHz) (RIBEIRO et al., 2013).  

 

 

 

C 
Ca-1 Modelo-1 

H C H C 

2 - 159,2 - 159,4 

3 - 134,8 - 135,0 

4 - 179,8 - 179,9 

5 - 163,0 - 163,1 

6 6,19 (d, J= 2,0 Hz) 100,2 6,22 (d, J= 2,0 Hz) 99,9 

7 - 164,9 - 166,0 

8 6,39 (d, J= 2,0 Hz) 95,0 6,41 (d, J= 2,0 Hz) 94,8 

9 - 158,6 - 158,6 

10 - 105,3 - 105,7 

1’ - 122,8 - 122,8 

2’ 7,95 (d, J= 8,8 Hz) 131,9 7,96 (d, J= 9,0 Hz) 132,0 

3’ 6,92 (d, J= 8,8 Hz) 116,5 6,92 (d, J= 9,0 Hz) 116,5 

4’ - 161,6 - 161,6 

5’ 6,93 (d, J= 8,8 Hz) 116,5 6,92 (d, J= 9,0 Hz) 116,5 

6’ 7,96 (d, J= 8,8 Hz) 131,9 7,96 (d, J= 9,0 Hz) 132,0 

1’’ 5,47 (s) 109,6 5,49 (s) 109,7 

2’’ 4,32 (dd, J= 3,0 Hz) 83,3 4,32 (dd, J= 3,0 Hz) 83,4 

3’’ 3,92 (dd, J= 3,2 e 5,0 Hz) 78,6 3,90 (dd, J= 3,0 e 5,0 Hz) 78,7 

4’’ 3,80 (dd, J= 4,4 e 9,1 Hz) 88,0 3,80 (dd, J= 4,5 e 9,0 Hz) 88,1 

5’’ 3,34 62,5 3,49 62,6 
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Tabela 3: Dados espectrais de RMN 1H e 13C (, MeOD, 500 MHz) de Ca-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 1H x13C – HMQC 

1JH,C
 

1H x13C – HMBC 

  2JH,C                                        
3JH,C 

C H c  

2 - 159,2  

3 - 134,8  

4 - 179,8  

5 - 163,0  

6 6,20 (d, J = 2,2Hz) 100,2 C-5; C-7              C-8; C-10 

7 - 164,9  

8 6,39 (d, J = 2,0 Hz) 95,0 C-7; C-9               C-10 

9 - 158,6           

10 - 105,3                                

1’ - 122,8  

2’ 7,96 (d, J = 8,8 Hz) 131,9                  

3’ 6,93 (d, J= 8,8 Hz) 116,5   C-4’                   C-1’; C-5’ 

4’ - 161,6  

5’ 6,93 (d, J = 8,8 Hz) 116,5   

6’ 7,58 (d, J = 8,8 Hz) 131,9                               

1’’ 5,47 (s) 109,6                           C-3’’; C-4’’ 

2’’ 4,32 (dd, J= 3,0 Hz) 83,3  

3’’ 3,92 (dd, J= 3,2 e 5,0 Hz) 78,6  

4’’ 3,80 (dd, J= 4,4 e 9,1 Hz) 88,0  

5’’ 3,34 62,6  
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Figura 6: Espectro de RMN 1H (, MeOD, 500 MHz) de Ca-1. 

 

 

Figura 7: Expansão do espectro de RMN 1H (, MeOD, 500 MHz) de Ca-1. 
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Figura 8: Expansão do espectro de RMN 1H (,MeOD, 500 MHz) de Ca-1. 

 

 

 

Figura 9: Espectro de RMN 13C-APT (, MeOD, 500 MHz) de Ca-1. 
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Figura 10: Expansão do espectro de RMN 1H x 13C-HMQC (, MeOD, 500 MHz) de 

Ca-1. 

 

 

Figura 11: Expansão do espectro de RMN 1H x 13C-HMQC (, MeOD, 500 MHz) de 

Ca-1. 
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Figura 12: Expansão do espectro de RMN 1H x 13C-HMBC (, MeOD, 500 MHz) de 

Ca-1. 

 

 

Figura 13: Expansão do espectro de RMN 1H x 13C-HMBC (, MeOD, 500 MHz) de 

Ca-1. 
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5.1.2. Identificação estrutural de Ca-2 

 

O composto codificado como Ca-2 foi isolado como um pó amarelo (0,007 g) 

e teve sua estrutura identificada através de experimentos de RMN de 1H, 13C (Uni e 

bidimensionais) além de comparação com dados da literatura (JIAO et al., 2007). 

 Analisando o espectro de RMN de 1H e as suas expansões (Figuras 15 e 16, 

pág. 66), observou-se dois dupletos em δH 6,20 (1H) e δH 6,44 (1H) ambos com 

constante de acoplamento 2,0 Hz referente a acoplamento meta, típicos dos 

hidrogênios 6 e 8 do esqueleto flavonoídico substituído nas posições 5 e 7 do anel A 

(JIAO et al., 2007). A presença de um singleto em δH 6,60 (1H) indicou que a 

posição C-3 do anel C de Ca-2 não se encontra substituída. Observou-se, ainda, um 

singleto em δH 7,20 com integral para 2H, que quando comparado com o modelo da 

literatura (Mo-2) pode ser atribuído aos hidrogênios equivalentes, H-2’ e H-6’ do anel 

B tetrasubstituído de núcleo flavanoidico. Além disso, observou-se um singleto 

intenso em δH 3,93 (6H, s), em região característica de hidrogênios de grupo 

metoxila ligado a carbono de núcleo aromático, com integração para seis 

hidrogênios, então se levantou a hipótese de que existiriam dois grupos metoxilas 

nas posições C-3’ e C-5’ do anel B do núcleo flavanoidico, fato que justificou a 

equivalência dos H-2’ e H-6’ (Tabela 4, pág. 64). 

 A análise dos espectros de RMN de 1H de Ca-2 e comparações com os dados 

do modelo 2 (JAIO et al., 2007), permitiram propor que a molécula em analise tratar-

se-ia do 4’,5,7-trihidroxi-3’,5’-dimetoxiflavona (Tricina) (Figura 14, pág. 63). 

 O espectro de RMN de 13C utilizando a técnica APT (Figuras 17 e 18, pág. 67) 

exibiu sinais para 17 carbonos, corroborando com a estrutura flavonoidica. O sinal 

em δC 183,7 ppm é típico de carbonila na posição 4 de flavonas. A absorção em δC 

105,2, com intensidade para 2C foi atribuída aos C-2’ e C-6’, que se apresentam 

quimicamente e magneticamente equivalentes, fortalecendo a proposta da 

localização das duas metoxilas nos C-3’ e C-5’ do anel B da estrutura, sendo a 

existência destas metoxilas na molécula de Ca-2, confirmadas pelo sinal com 

intensidade para dois grupos metoxilas em δC 57,0 ppm. As demais absorções, entre 

δC 165 e 95 ppm equivalentes aos carbonos da estrutura básica do flavonoide, e 

comparações com dados da literatura fortalecem nossa proposta que Ca-2 trata-se 

do 4’,5,7-trihidroxi-3’,5’-dimetoxiflavona (PENG, 2011;JIAO et al., 2007; KUWABARA 

et al., 2003) (Tabela 4, pág. 64). 
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 O espectro de correlação heteronuclear HMQC (Figuras 19 e 20, pág. 68) 

mostrou correlações que permitiram atribuir os hidrogênios ligados diretamente aos 

seus respectivos carbonos. Pôde-se observar que os hidrogênios H-6 e H-8 estão a 

J1 com os sinais em δC 100,1(C-6) e δC 95,0 (C-8) respectivamente, confirmando a 

substituição nos C-5 e C-7 do anel A de Ca-2. A correlação direta entre o sinal em δH 

3,93 e o δC 57,0, confirmou a existência de metoxilas em Ca-2. A correlação entre H-

3/C-3 pode ser vista pelos sinais em δH 6,60/ δC 104,6, afirmando que essa posição 

não se encontra substituída, ainda foram visualizadas, correlações entre os 

hidrogênios e carbonos 2’/6’ (δH  7,20/ δC 105,2) do anel B (Tabela 5, pág. 65). 

 A análise das correlações exibidas no espectro HMBC (Figuras 21 à 23, pág. 

69 e 70) permitiram realizar o completo assinalamento da estrutura de Ca-2. Foram 

observadas correlações a três ligações (J3) entre o sinal de H-2’ e H-6’ (δH 7,20) com 

os C-2 e C- 4’ e a J2 com os carbonos C-3’ e C-5’, comprovando o padrão de 

substituição do anel B, também foi evidenciada uma correlação atribuída a 3’,5’-

OCH3 com os sinais em C-3’ e C-5’, afirmando a presença de metoxilas ligadas 

nesses carbonos. O hidrogênio da posição 3 (6,60) mostrou correlação a J3 com os 

carbonos da posição 10 e 1’ e a J2 com os C-4 e C-2 (Tabela 5, pág. 65). Algumas 

destas correlações são mostradas logo a seguir: 

  

 

 

 

 

 

 

 

 O espectro HMBC (Figuras 21 à 23, pág. 69 e 70) evidenciou ainda a 

correlação entre o hidrogênio na posição 6 (δH 6,20) a J3 com C-10 e C-8, e a J2 com 

os C-5 e C-7, confirmando assim que essas posições estão substituídas, e também 

foi exibida uma correlação J3 do H-8 com o C-10 (Tabela 5, pág. 65). Algumas 

destas correlações podem ser observadas a seguir:  
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 A compilação dos dados espectrais (Tabela 4 e 5, págs. 64 e 65) e 

comparação com dados da literatura (JIAO et al., 2007; KUWABARA et al., 2003) 

permitiram identificar a estrutura de Ca-2 como a 4’,5,7-trihidroxi-3’,5’-

dimetoxiflavona, também conhecida como tricina, flavona isolada pela primeira vez 

no gênero Casearia (XIA et al., 2015). 

 

Figura 14: 4’,5,7-trihidroxi-3’,5’-dimetoxiflavona (Ca-2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



66 

 

Tabela 4: Dados comparativos de RMN de 1H e 13C (, MeOD, CDCl3 1:1, 500 MHz) 

de Ca-2 comparados com o modelo da literatura (, DMSO-d6, 500 MHz) (JIAO et 

al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

C 
Ca-2 Modelo-2 

H C H C 

2  165,9  164,6 

4  183,7  182,3 

5 

7 

9 

10 

1’ 

3’ e 5’ 

4’ 

 159,3 

165,8 

163,1 

104,9 

122,6 

149,5 

141,1 

 157,8 

164,2 

161,9 

104,2 

120,9 

148,7 

140,3 

 

CH 

    

3 6,60 ( 1H, s) 104,5 6,96 ( 1H, s) 104,1 

6 6,20 (1H, d, J=2,0 Hz) 100,1 6,17 (1H, d, J=2,0 Hz) 99,3 

8 6,44 (1H, d, J=2,0 Hz) 95,0 6,52 (1H, d, J=2,0 Hz) 94,7 

2’ e 6’ 7,20 ( 2H, s) 

 

105,2 7,31 ( 2H, s) 

 

104,8 

-OCH3 

3’ e 5’ 

 

3,93 ( 6H, s) 

 

57,0 

 

3,88 ( 6H, s) 

 

56,0 
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Tabela 5: Dados espectrais de RMN 1H e 13C (, MeOD, CDCl3 1:1, 500 MHz) de 

Ca-2. 

.                                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 1H x13C – HMQC 

1JH,C
 

1H x13C – HMBC 

  2JH,C                                        
3JH,C 

C H c  

2 - 165,9  

4 - 183,7  

5 - 159,3  

7 - 165,8  

9 - 163,1  

10 - 104,9  

1’ - 122,6  

3’ e 5’ - 149,5           

4’ - 141,7                                

    

CH                    

3 6,60 (1H, s) 104,5 C-2; C-4             C-1’; C-10 

6 6,20 (1H, d, J = 2,0 Hz) 100,1         C-5; C-7             C-8; C-10 

8 6,44 (1H, d, J = 2,0 Hz) 95,0                            C-10 

2’ e 6’ 

 

7,20 (2H, s) 105,28 C-1’; C-3’            C-2; C-4’               

-OCH3                              

3’ e 5’ 3,93 ( 6H, s) 57,0  
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Figura 15: Espectro de RMN 1H (, MeOD, CDCl3, 1:1, 500 MHz) de Ca-2. 

 

 

 

Figura 16: Expansão do espectro de RMN 1H (, MeOD, CDCl3,1:1, 500 MHz) de 

Ca-2. 

 

 



69 

 

Figura 17: Expansão do espectro de RMN 13C-APT (, MeOD, CDCl3, 1:1, 500 MHz) 

de Ca-2. 

 

 

 

Figura 18: Expansão do espectro de RMN 13C-APT (, MeOD, CDCl3, 1:1, 500 MHz) 

de Ca-2. 
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Figura 19: Espectro de RMN 1H x 13C-HMQC (, MeOD, CDCl3, 1:1, 500 MHz) de 

Ca-2.  

 

 

 

Figura 20: Espectro de RMN 1H x 13C-HMQC (, MeOD, CDCl3, 1:1, 500 MHz) de 

Ca-2. 
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Figura 21: Espectro de RMN 1H x 13C-HMBC (, MeOD, CDCl3, 1:1, 500 MHz) de 

Ca-2. 

 

 

 

Figura 22: Expansão do espectro de RMN 1H x 13C-HMBC (, MeOD, 1:1, CDCl3, 

500 MHz) de Ca-2. 
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Figura 23: Expansão do espectro de RMN 1H x 13C-HMBC (, MeOD, CDCl3, 1:1, 

500 MHz) de Ca-2. 

 

 

 

5.1.3. Identificação estrutural de Ca-3 

A substância denominada de Ca-3 foi isolada na forma de cristais brancos 

(0,270 g).  

Seu espectro de RMN 1H e expansões (Figuras 25 à 28, págs. 74 e 75) 

mostraram feições bastante semelhantes a diterpenos com esqueleto do tipo 

clerodano que são comuns no gênero Casearia (KANOKMEDHAKUL et al., 2007). 

Três singletos (3H) e dois dubletos (2H) foram evidenciados em δH 1,24 (s), δH 1,06 

(s), δH 0,76 (s) e δH 1,83 (d, J= 1,50 Hz) e δH 0,78 (d, J= 6,00 Hz), respectivamente, 

referentes a cinco metilas, sendo a menos protegida (δH 1,83), característica de 

grupo metila ligado a carbono sp2 (NAGASHIMA et al., 2001). Três sinais referentes 

a hidrogênios olefínicos se fizeram presentes e levaram a propor que a molécula em 

análise possui um grupo vinil terminal. Um duplo dupleto em δH 5,82 que acopla 

trans (dd, J=17,3 Hz) com o duplo dupleto em δH 5,14 (dd, J=17,3 Hz) e cis com o 

duplo dupleto em δH 5,02 (dd, J=10,5 Hz), este sinal por sua vez acopla geminal com 
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o sinal em δH 5,14, ambos com J=1,0 Hz. Outro sinal de H olefínico em Ca-3 

encontra-se desprotegido (δH 5,66, d, J=1,0 Hz), quando comparado ao H-3 δH 5,18 

(s) (RAMIREZ, 2008) e δH 5,16 (s) (LOPES et al., 1999) do kolavelol, o que sugere 

uma modificação no ambiente químico do hidrogênio da posição C-3 de Ca-3, 

provocada por uma possível carbonila em C-2 (Tabela 6, pág. 73). 

Análise dos dados de RMN 1H de Ca-3, e comparações com aqueles obtidos 

para a kolavelona, em estudo realizado por Ramirez (2008) com Casearia arborea 

(rich.) urb. permitiram propor que Ca-3 poderia ser a 13-hidróxi-2-oxo-trans-ent-

cleroda-3,14-dieno (Kolavelona).  

Os espectros de RMN 13C utilizando a técnica BB (Broad Band) e APT 

(Figuras 29 a 32, págs. 76 e 77) mostraram sinais para 20 átomos de carbono, que 

fortaleceu a proposta que Ca-3 pertence a classe dos diterpenos, entre estes pôde-

se observar quatro sinais bastante desprotegidos, que quando comparados com os 

dados espectrais do kolavelol de Lopes et al. (1999) e Ramirez (2008), puderam ser 

atribuídos aos carbonos do anel A da estrutura em análise: δc 34,85 (C-1), δc 200,2 

(C-2), δc 125,4 (C-3) e δc 172,3 (C-4), o que fortalece a sugestão da presença de um 

grupo carbonila α, β insaturada no C-2 (Tabela 6, pág. 73).   

Dos 20 sinais para carbonos apresentado, salienta-se um sinal de carbono 

olefínico terminal em δc 112,0 (C-15); um sinal para carbono não hidrogenado cujo 

substituinte é um grupo hidroxila em δc 73,0 (C-13) e sinais para 5 metilas: δc 27,9 

(C-16), 15,6 (C-17), 18,8 (C-18), δc 18,3 (C-19) e δc 17,9 (C-20), o que corroborou a 

proposta do esqueleto clerodano para a molécula. Sendo o penúltimo deslocamento, 

(C-19), o que caracteriza uma configuração trans entre os anéis A e B, dados que 

fortaleceram a proposta que Ca-3 tratava-se da kolavelona (NAGASHIMA et al., 

2001; BECKER et al., 2004 e Tabela 6, pág. 73).  

Dados espectrais de Ca-3 quando comparados à literatura (Tabela 6, pág. 

72), permitiram concluir que a substância em análise tratava-se da: 13-hidróxi-2-oxo-

trans-ent-cleroda-3,14-dieno (Kolavelona), reisolada em C. arborea (Rich.) Urb. 

(Salicaceae). 
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Figura 24: 13-hidróxi-2-oxo-trans-ent-cleroda-3,14-dieno (Kolavelona) (Ca-3) 
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Tabela 6: Dados comparativos de Ca-3 RMN1H e 13C (δ, CDCl3, 500 e 125 MHz) 

com a literatura: kolavelol e kolavelona  (δ, CDCl3, 500 e 125 MHz) (RAMIREZ, 

2008). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C 

Kolavelol  
(RAMIREZ, 2008) 

Kolavelona 
(RAMIREZ, 2008) 

          
Ca-3 = Kolavelona 

δH δC δH δC δH δC 

1 - 18,4 - 34,83 - 34,85 

2 - 27,0 - 200,4 - 200,2 

3 5,18 (s) 120,6 5,67 (d, J=1,5 
Hz) 

125,4 5,66 (d, J=1,0 Hz) 125,4 

4 - 144,7 - 172,6 - 172,3 

5 - 37,0 - 39,8 - 39,7 

6 - 36,4 - 35,5 - 35,5 

7 - 27,6 - 26,8 - 26,8 

8 - 18,7 - 35,9 - 35,8 

9 - 38,5 - 38,3 - 38,3 

10 - 46,5 - 45,6 - 45,6 

11 - 32,0 - 31,2 - 31,2 

12 - 36,4 - 34,7 - 34,8 

13 - 73,6 - 73,0 - 73,0 

14 5,89 (dd, J= 
17,30 Hz) 

145,3 5,82 (dd, J= 
17,3 e 10,5 

Hz) 

14,7 5,82 (dd, J= 17,3 
e 10,5 Hz) 

144,7 

15ª 5,06 (d, J=17,30 
Hz) 

112,0 5,02 (dd, J= 
10,5 e 1,0 Hz) 

112,0 5,02 (dd, J= 10,5 
e 1,0 Hz) 

112,0 

15b 5,20 (d, J= 17,3 e 
10,8 Hz) 

112,0 5,14 (dd, J= 
17,3 e 1,0 Hz) 

112,0 5,14 (dd, J= 17,3 
e 1,0 Hz) 

112,0 

16 1,28 (s) 28,0 1,24 (s) 27,8 1,22 (s) 27,9 

17 5,06 (d, J=17,3 
Hz) 

16,1 0,79 (d, 
J=6,05 Hz) 

15,6 0,78 (d, J= 6,0 
Hz) 

15,6 

18 1,58 (s) 18,2 1,83 (d, J=1,5 
Hz) 

18,8 1,83 (d, J=1,5 Hz) 18,8 

19 0,99 (s) 20,1 1,06 (s) 18,3 1,06 (s) 18,3 

20 0,72(s) 18,7 0,76 (s) 17,9 0,76 (s) 17,9 
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Figura 25: Espectro de RMN 1H de Ca-3 (δ, CDCl3, 500 MHz). 

 

 

 

Figura 26: Expansão do espectro de RMN 1H de Ca-3 na região entre 4,90 e 5,90 

(δ, CDCl3, 500 MHz). 
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Figura 27: Expansão do espectro de RMN 1H de Ca-3 na região entre 2,34 e 1,70 

(δ, CDCl3, 500 MHz). 

 

 

 

Figura 28: Expansão do espectro de RMN 1H de Ca-3 na região entre 1,16 e 1,40  

(δ, CDCl3, 500 MHz). 
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Figura 29: Espectro de RMN 13C-BB de Ca-3 (δ, CDCl3, 125 MHz). 

 

 

 

Figura 30: Expansão do espectro de RMN 13C-APT de Ca-3 na região entre 110,00 

a 204,00 (δ, CDCl3, 125 MHz). 
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Figura 31: Expansão do espectro de RMN 13C-APT de Ca-3 na região entre 14,00 

a 48,00 (δ, CDCl3, 125 MHz). 

 

 

 

 

 

Figura 32: Expansão do espectro de RMN 13C-BB de Ca-3 na região entre 74,00 a 

208,00 (δ, CDCl3, 125 MHz). 

 

6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Ca-3 
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6.1 Avaliações da atividade antimicrobiana da kolavelona (Ca-3) 

 

 A substância kolavelona reisolada em Casearia arborea (Rich.) Urb. foi 

avaliada quanto ao seu potencial antimicrobiano sobre microrganismos patogênicos. 

Os experimentos foram realizados em parceria com a Prof.ª Dr.ª Edeltrudes Oliveira 

/UFPB no Laboratório de Microbiologia do Departamento de Fisiologia e Patologia 

(CCS/UFPB). 

 

6.2 Preparação da solução de Ca-3 

 

A solução de kolavelona foi preparada adotando-se o seguinte procedimento: 

em tubo de ensaio esterilizado, foram adicionados 900 μg de kolavelona, 24 μL de 

TWEEN 80 como agente emulsificante e quantidade suficiente para 3 mL de água 

destilada estéril. A mistura foi agitada por cinco minutos no agitador de tubos Vortex 

(FANEM/ Brasil), obtendo-se uma solução de concentração final de 300 μg/mL. A 

partir desta, foram realizadas diluições seriadas em razão de dois utilizando o 

próprio meio de cultura líquido estéril como diluentes obtendo-se as concentrações 

inferiores (ALEGRINI et al., 1972). 

 

6.3 Obtenção dos microrganismos 

 

Para avaliação da atividade antimicrobiana da substancia Ca-3 (Kolavelona) 

foram selecionados 20 cepas de microrganismos, constituídos de bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas, além de fungos leveduriformes. Entre estas 6 cepas 

microbianas obtidas da coleção do Laboratório de Micologia (LM), 1 cepa do 

Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB-USP/SP) e 12 

cepas padrão da “American Type Culture Collection” (ATCC). 

  As cepas teste foram Staphylococcus aureus (ATCC 6538), S. aureus (ATCC 

25923), S. epidermidis (ATCC 12228), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Pseudomonas 

aeruginosas (ATCC 25853), P. aeruginosa (ATCC 9027), Escherichia coli (Clássica 

C), E. coli (ATCC 18739), E. coli (ATCC 8733), Shigella flexineri (LM 412), Candida 

albicans (ATCC 90028), C. albicans (ATCC 76615), C. albicans (LM 142V), C. 

albicans (JCB 12), C. tropicalis (ATCC 13803), C. tropicalis (LM 028), C. krusei 
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(ATCC 6258), C. krusei (LM 12), C. guilliermondii (LM 2101) e C. guilliermondii (LM 

011).  

As cepas estoque bacterianas foram mantidas em ágar Muller Hinton (AMH) 

e as leveduras em ágar Sabouraud dextrose (ASD) sob refrigeração (8°C).  

 

6.4 Obtenção dos meios de cultura 

 

Os meios de cultura utilizados foram os meios sólidos ASD e AMH, além do 

meio líquido caldo Sabouraud dextrose (CSD) e caldo Muller Hinton (CMH) (Difco 

Laboratories Ltda) para as leveduras e bactérias, respectivamente. A preparação 

destes meios seguiu as instruções dos fabricantes e foram distribuídos em balões e 

tubos de ensaios adequados para os ensaios de atividade antimicrobiana. 

 

6.5 Preparação do inoculo 

 

Na preparação do inoculo microbiano, as bactérias foram mantidas em AMH e 

as leveduras em ASD, durante 24-48 horas a 37 ºC. O mesmo foi preparado e 

padronizado em solução fisiológica (0,85 %) esterilizada, contendo Tween 80 (1 %). 

Cada suspensão teve sua turbidez visualmente comparada e ajustada àquela 

apresentada pela suspensão de sulfato de bário do tubo 0,5 da escala McFarland, a 

qual corresponde a um inoculo de aproximadamente 106 unidades formadoras de 

colônias/mL (UFC/mL) (BAUER; KIRBY; TURCK, 1966; CLEELAND; SQUIRES, 

1991; HADACEK; GREGER, 2000).  

 

6.6 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

  

 A determinação da CIM da substância frente às espécies bacterianas e 

fúngicas foram realizadas pelo método de microdiluição, utilizando placas de 

microtitulação contendo 96 cavidades com fundo em forma de “U” (INLAB/Indústria 

Brasileira) (KONEMAN et al., 1993; HADACEK; GREGER, 2000).Em cada orifício da 

placa, foi adicionado 100 µL do meio líquido CSD ou CMH duplamente 

concentrados.  

Em seguida, foram adicionados 100 µL da kolavelona, duplamente 

concentrado, nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma diluição 
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seriada a uma razão de dois, foram obtidas concentrações de 300 µg/mL até 9 

µg/mL. Por fim, adicionou-se 10 µL do inóculo das espécies microbianas nas 

cavidades, ressaltando que cada coluna da placa refere-se a uma cepa, 

especificamente. Foram realizados os seguintes controles: Tween 80 (10 % em água 

destilada); o de crescimento de microrganismos onde havia apenas o caldo e a 

suspensão dos microrganismos e; um controle com o antimicrobiano padrão 

cloranfenicol (30 µg/mL) para as bactérias e cetoconazol (50 µg/mL) para as 

leveduras, ambos da Sigma-Aldrich®.  

O ensaio foi realizado em duplicata e incubado a 37 ºC durante 24 horas. Após 

o tempo de incubação foram adicionados 20 µL de resazurina sódica (Sigma-

Aldrich®) na concentração de 0,01 % (p/v), reconhecido como indicador calorimétrico 

de óxido-redução para bactérias. E em paralelo, 20 µL de cloreto de trifeniltetrazolio 

(TTC) a 1% (Sigma-Aldrich®), um indicador calorimétrico de óxido-redução para 

leveduras (GRABE, 1976; DESWAL; CHAND, 1997; DUARTE et al., 2005). 

 As placas foram novamente incubadas a 37ºC. A leitura dos ensaios foi 

procedida por meio da visualização da mudança de coloração nas cavidades de azul 

para rosa, nos ensaios com bactérias, e de incolor para rosa nos ensaios com 

leveduras. Esta mudança de coloração indica crescimento do microrganismo. A CIM 

para cada produto foi definida como a menor concentração capaz de inibir 

visualmente o crescimento do microrganismo, verificado pela permanência da 

coloração do corante indicador de crescimento. 

 

6.7 Resultados da avaliação antimicrobiana com Ca-3 

 

O resultado dos ensaios microbiológicos para avaliação do potencial 

antibacteriano e antifúngico da kolavelona, obtida da espécie vegetal Casearia 

arborea (Rich.) Urb. (Salicaceae) estão expressos na tabela 7, página 82.  

A atividade antimicrobiana de Ca-3 foi interpretada e considerada como ativa 

ou inativa, conforme os seguintes critérios: 50-500 μg/mL = forte/ótima atividade; 

600-1500 μg/mL= moderada atividade; acima de 1500 μg/mL = fraca atividade ou 

produto inativo (HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et 

al., 2007).  

A kolavelona (Ca-3) apresentou uma excelente atividade antibacteriana. 

Sendo ativa contra as espécies bacterianas, pois conseguiu inibir o crescimento de 
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todas elas na concentração de 300 µg/mL (S. aureus ATCC- 6538; S. aureus ATCC- 

25923; S. epidermidis ATCC- 12228; B. subtilis ATCC- 6633; P. aeruginosa ATCC-

25853; P. aeruginosa ATCC- 9027; E. coli (clássica C); E. coli ATCC- 18739; E. coli 

ATCC- 8733; S. flexineri LM- 412), apenas a cepa Staphylococcus aureus ATCC-

25923 foi sensível na concentração de 150 µg/mL. 

Apresentou-se ativa, apenas frente às leveduras da espécie Candida 

tropicalis, tendo em vista que esses microrganismos foram sensíveis a partir da 

concentração de 150 µg/mL, os demais fungos leveduriformes foram todos 

resistentes à kolavelona até a última concentração estudada, não apresentando as 

atividades esperadas (Tabela 7, pág. 82). 

Pelos resultados obtidos com o desenvolvimento desse estudo, verificou-se 

que Ca-3 foi capaz de inibir o crescimento das bactérias testadas com valores de 

CIM igual ou inferior a 300 µg/mL, demonstrando assim sua ótima atividade 

antibacteriana, e também a importância dos diterpenos do tipo clerodano, como uma 

possível fonte para a pesquisa e o desenvolvimento de novos agentes 

antimicrobianos. 

 Existe um grande número de artigos científicos que evidenciam a capacidade 

antimicrobiana de diversas classes de diterpenos (BARNI et al., 2009; POLITI et al., 

2003; MURTHY et al., 2005; LOGOGLU et al., 2006; TATSIMO et al., 2006), entre 

eles os do tipo clerodano, que apresentam com muita frequência atividade fungicida 

e bactericida (MACIEL et al., 2006). Nesse sentido, nossos resultados certamente 

contribuirão para ampliar o conhecimento do potencial antimicrobiano desta classe 

de produtos naturais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 7: Valores de CIM (µg/mL) da kolavelona (Ca-3) sobre bactérias e leveduras. 
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+ : Presença de crescimento microbiano; - : Ausência de crescimento microbiano 
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7 CONCLUSÕES 

 

 O estudo fitoquímico de Casearia arborea (Rich) Urb. (Salicaceae), realizado 

através de métodos cromatográficos usuais e técnicas espectroscópicas de RMN 

1H e 13C uni e bidimensionais em conjunto com os dados da literatura, permitiu 

reisolar e identificar a kolavelona (ent-13-hidróxi-2-oxo-trans-cleroda-3,14-dieno), 

e ao isolamento e identificação de duas outras substâncias, o Canferol 3-O-α-L-

arabinofuranosídeo, e a 4’,5,7-trihidroxi-3’,5’-dimetoxiflavona (Tricina), sendo 

esses inéditos no gênero Casearia. 

 

 Este trabalho realizou um estudo biológico pioneiro, em relação à atividade 

antibacteriana e antifúngica da kolavelona (ent-13-hidróxi-2-oxo-trans-cleroda-

3,14-dieno) de C. arborea (Rich) Urb. a qual apresentou uma excelente atividade 

antibacteriana, frente às bactérias testadas, e ativa apenas frente às leveduras 

da espécie Candida tropicalis. 
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