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ANALISE FITOQUIMICA de Hedyosmum brasiliense Miq.,

Chloranthaceae.

Fabio Lazzarotto de Oliveira
Outubro/2009

Orientadora: Maique Weber Biavatti, Doutora.
Area de Concentragao: Farmacia (4.03.00.00-5).
Numero de Paginas: 54.

O presente trabalho aborda a importédncia da pesquisa de plantas medicinais para o
desenvolvimento de novos farmacos, na tentativa de descobrir principios ativos com
menores efeitos colaterais comparados a medicamentos sintéticos, assim como,
substancias que poderédo tratar patologias que ainda ndo possua um tratamento adequado.
Nessa linha, foram estudadas as partes aéreas da planta Hedyosmum brasiliense,
pertencente a familia Chloranthaceae, popularmente conhecida como “Cidrao”. Suas folhas
sdo utilizadas na terapéutica popular como calmante, afrodisiaco e substituto do cha-verde.
Porém, seu potencial do ponto de vista quimico e de bioatividade permanece pouco
explorado. Este trabalho teve como objetivo isolar e identificar os compostos das fracdes
hexano (H), diclorometano (DCM) e acetato de etila (AE) utilizando técnicas fitoquimicas
classicas e espectroscopicas. Estas fragbes foram cromatografadas em coluna flash (silica
gel 60, 230-400 mesh), fornecendo por cristalizagdo espontanea seis substancias, que
foram identificadas por Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN): da fracdo H foram isolados
o esterdide p-sitosterol (1) e a lactona sesquiterpénica podoandina (2), da fragdo DCM foram
isolados as lactonas sesquiterpénicas podoandina (2) e 13-hidroxi-8,9-diidroshizukanolideo
(3) e o fendlico cafeato de etila (4), e da fragdo AE foram isolados o aldeido protocatéquico
(5) e uma nova lactona sesquiterpénica a [7,7a-b]oxiren-8-hidroxi-3,5,8-trimetil-4a,8,9,9a-
tetrahidroazuleno[6,5-b]furan-2(4H)-ona (6). As substancias 3, 4 e 5 estdo sendo pela
primeira vez descritas para esta espécie. Devido a abundancia das mesmas no extrato, é
provavel seu envolvimento na atividade bioldgica, segundo o uso popular, premissa que
sera testada em trabalhos futuros.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Hedyosmum brasiliense, Chlorantaceae, Fitoquimica,
lactonas sesquiterpénicas, compostos fendlicos.
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This work addresses the importance of research on medicinal plants for the development of
new drugs, in an attempt to discover active principles with lesser side effects than synthetic
medicines, as well as substances capable of treating illnesses which still lack adequate
drugs for treatment. In this context, the aerial parts were studied of Hedyosmum brasiliense,
a plant of the Chloranthaceae family, popularly known as “Cidrao”. Its leaves are used in folk
medicine as a sedative and aphrodisiac, and as a substitute for green tea. However, its
potential in terms of chemical bioactivity remains unexplored. The aim of this work was to
isolate and to identify compounds of the hexane (H), dichlorometane (DCM) and ethyl
acetate (AE) fractions, using classic and spectroscopic phytochemical techniques. These
fractions were subjected to flash chromatography (silica gel 60, 230-400 mesh), yielding six
substances by spontaneous crystallization, which were identified by Nuclear Magnetic
Resonance (NMR): from fraction H, pB-sitosterol (1) and the sesquiterpene lactone podoandin
(2) were isolated; from fraction DCM, the sesquiterpene lactone podoandin (2) and 13-
hydroxy-8,9-dihydroshizukanolide (3) and phenolic ethyl caffeate (4) were isolated; and from
fraction AE, protocatechualdehyde (5) and a new sesquiterpene lactone the [7,7a-b]oxiren-8-
hydroxy-3,5,8-trimethyl-4a,8,9,9a-tetrahydroazuleno[6,5-b]furan-2(4H)-one (6) were isolated.
Of these, substances 3, 4 and 5 are being described for the first time for this species. Due to
the abundance of these substances in the extract, it is likely that they are involved in the
biological activity, according to popular use, a hypothesis that will be tested in future works.

Keywords: Medicinal plants, Hedyosmum brasiliense, Chlorantaceae, Phytochemical,
sesquiterpene lactones, phenolic compounds.
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1 INTRODUGAO

As plantas medicinais foram a base da medicina tradicional durante muitas
décadas e aos poucos, devido ao surgimento de novas tecnologias, estes efeitos
bioldgicos foram confirmados através de experimentos “in vitro” e “in vivo”. Seguindo
o estudo bio-direcionado, inumeros principios ativos foram descobertos, alguns deles
com potencial superior a de muitos farmacos disponiveis no mercado farmacéutico
(CECHINEL-FILHO, 2000).

Devido ao aumento do consumo individual de medicamentos que se observa
por todo o mundo, nos ultimos anos, tem originado um interesse renovado pelas
plantas medicinais, um retorno as fontes naturais para o tratamento de doencas. E
importante enfatizar que entre as 2.000 doengas registradas, somente 30 - 40% sao
curaveis nos dias de hoje. O restante ndo ha um tratamento ou entdo podem ser
tratadas somente sintomaticamente (FERREIRA, 1998; YUNES; CECHINEL, 2007).

Um outro fator que contribui para que haja o desenvolvimento de pesquisa
com plantas medicinais € a imensa reserva vegetal existente no planeta, cerca de
300.000 espécies de plantas, das quais apenas 30% foram investigadas. Portanto
esta disponivel um grande potencial farmacéutico (CALIXTO, 2005; YUNES;
CECHINEL, 2007).

Visto que as plantas ainda sdo pouco estudadas e sabendo disso utilizamos
para este estudo uma espécie da familia Chloranthaceae. Esta familia possui
inumeras espécies medicinais, especialmente aquelas do género Hedyosmum.
Além disso, é considerada uma das familias mais antigas das angiospermas.

Espécies como, Chloranthus japonicus, Chloranthus serratus e Chloranthus
fortunei, produzem sesquiterpénos que possivelmente sao responsaveis pelas suas
propriedades antiinflamatérias. Estes sesquiterpénos serviram de protétipo para
mudancgas estruturais e obtengcdo de novos compostos que apresentam um grande
potencial farmacéutico (KAWABATA, 1998; YI-BO; ZHEN-YU, 1999; DI STAS];
HIRUMA-LIMA, 2002; KWON et al., 2006).

A Hedyosmum brasiliense é a unica espécie de Chlorantaceae com
ocorréncia no territorio brasileiro. Comumente ela é conhecida em Santa Catarina e
no Parana como “Cidrao”, Cidreira ou Erva cidreira. Ela é utilizada popularmente

como antiinflamatério. E uma espécie abundante e apresenta estudos ecoldgicos



que fornecem bases para o estabelecimento de cultivo e manejo sustentavel
(ZANIOLO, 2003).

Apesar da abundancia e do uso popular da espécie, seu potencial permanece
pouco explorado do ponto de vista quimico e de bioatividade, uma vez que, somente
uma lactona sesquiterpénica foi isolada e a sua propriedade antinociceptiva foi
divulgada (GUEDES, 1997; TRENTIN et al.,1999).

Com o proposito de descobrir substancias que poderdo mais tarde serem
utilizadas para o tratamento de diversas patologias, este estudo teve como foco

encontrar e identificar outras substancias ativas da H. brasiliense.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar fitoquimicamente as partes aéreas de Hedyosmum brasiliense.

2.2 Objetivos especificos

e Coletar e preparar extrato etandlico das partes aéreas de H. brasiliense;

e Concentrar o extrato bruto e proceder a particao liquido-liquido com
solventes de polaridade crescente;

e Re-fracionar as fragdes Hexano (H), Diclorometano (DCM) e Acetato de
etila (AE) utilizando procedimentos cromatograficos de acordo com
técnicas fitoquimicas classicas, até que as substancias estejam
purificadas;

e Caracterizar as substéncias isoladas através de técnicas

espectroscopicas de RMN.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais sdo descritas pela humanidade desde épocas antigas.
Existem relatos que os povos antigos, como chineses, hindus, gregos e egipcios,
utilizavam as plantas como remédio e muitas destas tradicdes perpetuaram-se por
muitos séculos e estdo sendo utilizadas até hoje. Entre os anos de 467-377 a.C.
Hipdcrates juntamente com Dioscoérides, Galeno e outros observadores contribuiram
significativamente para o estudo das plantas medicinais (EVANS, 1991; ELDIN;
DUNFORD, 2001; MENGUE, 2001; GURIB-FAKIM, 2006).

Em 1808 o Brasil, devido a sua ampla diversidade, deu seu primeiro passo no
estudo das plantas medicinais. A fitoquimica brasileira contou com o empenho de
Theodoro Peckolt. Com isso iniciava-se o crescimento da Quimica de Produtos
Naturais que se desenvolvia nos boticarios. Porém, com o inicio da produgao de
medicamentos em alta escala, proveniente ao surgimento da Revolucdo Industrial
que incentivou a disputa entre os laboratérios, o interesse pela fitoquimica foi sendo
esquecido e tomado pela quimica computacional (PINTO et al., 2002).

Sem recursos e com um minimo tempo para resolver seus principais
problemas de saude, o Brasil e outros paises, com o apoio da Organizagao Mundial
de Saude (OMS), comegaram a dedicar-se a resgatar a medicina popular com o
proposito de despertar novamente o interesse pelas plantas medicinais. De acordo
com GURIB-FAKIM (2006), esta mesma organizacao realizou um estudo e constatou
que aproximadamente 65 a 80% da populagdo de paises em desenvolvimento,
devido a pobreza e ao nao acesso a tratamento alopatico, dependem
essencialmente de plantas medicinais para a terapéutica de suas enfermidades.

Percebendo essa grande riqueza que as plantas medicinais apresentam a
industria farmacéutica, utilizando saberes de areas da farmacologia, bioquimica,
toxicologia e biologia molecular, vem investigando através de técnicas modernas de
obtencdo de compostos isolados, as plantas precursoras da terapéutica popular
(CALIXTO et al., 2000).
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3.2 Familia Chloranthaceae

De acordo com Todzia (1993) a familia Chorantaceae é constituida por
aproximadamente 75 espécies distribuidas em quatro géneros que s&o:
Hedyosmum, Ascarina, Chloranthus e Sarcandra. Sao plantas arbustivas, herbaceas
ou arboreas, com folhas opostas simples, pinadas e com margens serreadas,
pecioladas, com estipulas livres, no apice, e soldadas, na base, entre si e com o
peciolo, formando uma bainha amplexicaule (METCALFE, 1957; REITZ, 1965). A
familia tem uma curiosa distribuicdo geografica, compreendendo grandes areas
descontinuas — Américas, ilhas da Oceania e da Asia oriental e tropical (OCCHIONI,
1954).

A familia Chloranthaceae tem como caracteristica a presenca de lactonas
sesquiterpénicas isoladas de diversos géneros e espécies, tais como da Chloranthus
Japonicus e Hedyosmum arborescens (KAWABATA, 1998; BERCION et al., 2005).

3.3 Género Hedyosmum

Hedyosmum sp., € o maior dos géneros, unico com ocorréncia nas Américas,
compreendendo espécies essencialmente tropicais e subtropicais americanas
(OCCHIONI, 1954). Conforme Reitz (1965), o género totaliza 45 espécies e esta
dispersa desde o México até Peru, Bolivia, Centro e Sul do Brasil, sendo Palhoga,
em Santa Catarina, o seu limite austral.

No género Hedyosmum encontramos espécies usadas na medicina popular
para diversos fins, como € o caso da H. arborescens que € uma planta caracteristica
da Jamaica e utilizada como digestiva e antitérmica. Nessa espécie foi encontrado
um guaianoideo, extraido de suas partes aéreas, denominado 7,10-epoxy-
hedyosminolide (BERCION et al., 2005).

Na China foi encontrado cinco novos sesquiterpenos, do tipo guaiano,
extraido de H. orientale, o 10a-hidroxi-1,5aH-guaia-3,7(11)-dien-8a,12-olideo, 9a-
hidroxiasterolideo, spathulenol, 13-hidroxi-8,9-deidroshi-zukanolideo e
aromadendrane-43,10B-diol (SU et al., 2008a).

Lorenzo, Loayza e Dellacassa (2003) relatam em sua pesquisa o isolamento

de alguns monoterpenos extraidos de H. augustifolium entre eles o 1,8-cineole e
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linalool, e em H. scabrum principalmente o monoterpeno o-3-carene e 0

sesquiterpeno a-gurjunene.

3.4 Hedyosmum brasiliense

Hedyosmum brasiliense Mart. (Figura 1) € uma espécie arbustiva que ocorre
no Distrito Federal, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Mato Grosso, S&do Paulo, Paran3,
Santa Catarina, podendo chegar até a Bolivia (OCCHIONI, 1954). Ela é conhecida
como Ambar vegetal, Canela canfora (DF), Cha de bugre (DF, RJ, MG, SP), Cha de
indio (SP) Cha de soldado ou Erva de soldado (RJ, DF), Erva almiscar, Erva de
bugre (RJ), Hortela do brejo (RJ, MG), Hortela silvestre (DF), Cidreira e Erva cidreira
(SC). Suas folhas sao utilizadas na terapéutica popular para diversos fins, como
calmante e afrodisiaco, entretanto, sé foram comprovadas suas atividades
analgésicas e antimicrobianas. (REITZ, 1965; GUEDES, 1997). Segundo Reitz
(1965, p. 9):

Devido seus principios aromaticos, analépticos e febrifugos é
recomendada contra as enxaquecas e doencas do ovario, Uutil
também para curar frieiras; a infusdo das folhas da um cha altamente
estomaquico, refrigerante e diurético, agradavel e idéntico ao Cha da
india. As folhas servem ainda para o preparo de um vinho que passa
por ser tonico e afrodisiaco (30 grs. da planta fresca para 600 grs. de
vinho branco, segundo Peckolt).

Figura 1: Hedyosmum brasiliense Miq.

Fonte: Fotografia do autor
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E uma espécie exclusiva do Brasil e abundante na Mata Atlantica, nos
estados de Santa Catarina e Parana. Suas folhas produzem dleo essencial com
caracteristicas organolépticas com aroma herbal, lembrando a “Cidreira”. Devido a
essa caracteristica, muitas vezes, em seu uso popular é substituto do “Cha-Verde”
(REITZ, 1965). Ela possui um bom desenvolvimento em ambientes com pouca ou
grande disponibilidade de agua, justificado por sua plasticidade para modificar
algumas caracteristicas morfo-anatdomicas e fisioldgicas em funcéo do déficit hidrico,
0 que nos possibilita um manejo sustentavel (ZANIOLO, 2003; MACHADO, 2004).

3.5 Lactonas sesquiterpénicas

As lactonas sesquiterpénicas sao compostos de grande ocorréncia na
natureza e representam um importante grupo de metabdlitos secundarios das
familias Asteraceae, Apiaceae, Burseraceae, Magnoliaceae e Lauraceae. Elas estao
amplamente discribuidas nas plantas e mais de 7000 estruturas quimicas dessa
classe ja foram descritas (MACIAS et al., 2006; NIERO; MALHEIROS, 2007).

Elas se classificam comumente de acordo com o tipo de nucleo que possuem
com a terminacao olideo, que indica a existéncia de um grupo funcional lactona
(NIERO; MALHEIROS, 2007). As principais classes de lactonas sesquiterpénicas
sdo: germacranolideos, eudesmanolideos, guaianolideos e pseudoguianolideos,

cujos esqueletos carbdnicos estdo apresentados abaixo.

R R

Germacranolideos Eudesmanolideos Guaianolideos Pseudoguianolideos

Figura 2: Principais classes de lactonas sesquiterpéncias.
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Elas constituem uma classe de substéncias com potencial para utilizagdo na
medicina, destacando-se as atividades citotoxica, antitumoral, antibacteriana,
antiinflamatéria, esquistossomicida, antimalarica e antifungica (EVANS, 1991;
DEWICK, 2002; KIM et al., 2006). Nos ultimos anos a propriedade antitumoral das
lactonas sesquiterpénicas tem atraido um extenso interesse em estudar as
caracteristicas dessa atividade, assim como, o mecanismo molecular e seu potencial
preventivo e terapéutico (ZHANG, 2004). Bruneton (1991) afirma que tais lactonas
formam um dos maiores grupos de compostos citotéxicos e antitumorais das plantas,
que antigamente denominavam-se “principios amargos”.

As fungdes presentes na estrutura dos componentes naturais sdo formadas
através de reacdes enzimaticas. E devido a especificidade destas reacdes ainda é
muito dificil realizar a sintese de uma substancia isolada da planta, embora o
conhecimento da rota biossintetica possa ser util como um modelo para a sintese
destas substancias (GUEDES, 1997). A figura 3 mostra um esquema da formagao
do anel lactona que é muito comum em sesquiterpenos e explica a formacado dos
compostos conhecidos como Shizukanolideos e Chlorantholactonas abundantes na
familia Chloranthaceae (GEISSMAN, 1969; GROS; POMILIO, 1985).

No setor agricola as lactonas sesquiterpénicas também apresentam grande
potencial de aplicabilidade. Algumas podem afetar a germinacao e o crescimento de
certas espécies de plantas, embora a natureza e extensao dos efeitos produzidos
dependam de varios fatores, dentre eles a estrutura da lactona testada, sua
concentracao e a espécie na qual ela ira atuar. Esse efeito denomina-se alelopatia, e
pode ser de grande importancia na agricultura para o controle de plantas daninhas,
desde que se estabeleca uma correta associagao entre as espécies produtoras de
substancias alelopaticas e as espécies cultivadas (DEWICK, 2002).

Trentin et al. (1999) descreve o isolamento de uma lactona, a 13-hidroxi-8,9-
diidroshizukanolideo, que possivelmente caracteriza o efeito analgésico da planta H.
brasiliense.

O conhecimento do mecanismo da atividade biolégica das lactonas, bem
como o aumento da poténcia da atividade das mesmas, certamente evolui com a
sintese e ensaios bioldgicos de novos compostos que sejam analogos estruturais da

molécula considerada modelo ou protétipo (DEWICK, 2002).
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Figura 3: Esquema de formacao do anel lactona.
Fonte: Guedes (1997).

3.6 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos podem apresentar estruturas simples ou complexas,
entretanto possuem pelo menos um anel aromatico, sendo que um ou mais
hidrogénio é substituido por um grupamento hidroxila (SIMOES et al., 2004).

Dentre os compostos fendlicos pertencentes ao metabolismo secundario dos
vegetais encontram-se estruturas como acidos fendlicos, dos derivados de cumarina,
pigmentos hidrossoluveis, ligninas, taninos, e ainda fazem parte de proteinas,
alcaldides e terpendides. (SIMOES et al., 2004).

As substancias fendlicas sdao encontradas principalmente em alimentos que

apresentam atividades funcionais, tais como prevenir acdo de radicais livres,
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hipercolesterolemia, hipertensao e outros, podendo exercer efeitos preventivos e/ou
curativos em disturbios fisiologicos (WINGE, et al., 1995; JORGE, et al. 1998;
ANTOLOVICH, 2000).

Eles sdo amplamente utilizados como corantes de alimentos e bebidas,
flavorizantes e como explosivos. Além disso sdo utilizados como matéria-prima na
industria farmacéutica, tanto como substancia ativa quanto como adjuvante, entre
eles se destacam o guaiacol como expectorante, acido salicilico usado na industria
de cosméticos como abrasivo quimico (Figura 4) e a vanilina em industria alimenticia
(SIMOES et al., 2004).

OH

COOH

Figura 4: Acido o-hidroxido-benzdico (Acido salicilico).

As folhas de Cynara scolymuns L., popularmente conhecida como alcachofra,
caracterizam-se com seus componentes quimicos principais os flavondides e os
acidos fendlicos, como &acido caféico, acido clorogénico e cinarina. Também
apresenta como caracteristica a presencga de 6leo volateis. Suas acdes colerética e
hipocolesterolémica s&o atribuidas aos acidos fendlicos (SIMOES et al., 2004).

Os ésteres do acido caféico tem despertado um interesse farmacoldgico,
devido sua atividade antibacteriana e antiviral. Um exemplo em destaque é o
equinocosideo, de ocorréncia descrita em diversas espécies de Echinacea, assim
como o plantamajosideo de Plantago major L (SIMOES et al., 2004).

De acordo com Bazzalo et al. (1985) os acidos cafeico e ferulico, além de
outros derivados hidroxicinamicos, sdo importantes protetores contra predadores de
plantas, tais como herbivoros e alguns patdégenos. Além destas fungbes eles
possuem também outras atividades biologicas relevantes, tais como antioxidante e
sequestradora de radicais livres (BRACA et al., 2003).



4 METODOLOGIA

4.1 Coleta do material vegetal e obtengao do extrato

Partes aéreas de H. brasiliense foram coletadas no morro do Bau, em Luis
Alves (SC), no final do verdo de 2006, em local previamente determinado (Parque
Botanico Morro do Bau) e sua identidade botanica foi confirmada pela Dra. Ana
Claudia Araujo. Exsicatas representativas do material coletado foram tombadas no
Herbario Lyman Bradford Smith (UNIVALLI, Itajai - SC), sob numero 2031.

4.2 Obtencao do extrato etandlico

O extrato etandlico foi obtido com as folhas frescas (7 kg), trituradas em
liquidificador com etanol bidestilado e maceradas durante 15 dias na auséncia de
luz. Foram utilizados 18 litros de etanol bidestilado para 7 kg da planta.
Posteriormente, o extrato obtido foi filtrado e concentrado em rotavapor (HEIDOLPH
Laborota 4000) até total eliminagdo do etanol. Uma aliquota do extrato concentrado
foi levada a secura com auxilio de secador de cabelo.

A analise farmacoldgica foi realizada em colaboragdo com o mestrando
Rogério Tolardo (TOLARDO, 2008) onde foi feita a investigagdo “in vivo” em
diversos modelos farmacolégicos sobre o sistema nervoso central.”

Ao extrato bruto concentrado (21 g), que teve o rendimento de 0,3%, foi
adicionado 75 de agua para entado ser submetido a uma particdo liquido-liquido com
solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano e acetato de etila, com o
proposito de realizar um refracionamento do extrato bruto de acordo com as
polaridades de seus constituintes. As fragcdes obtidas foram reduzidas a secura em

rotaevaporador.

4.3 Fracionamento cromatografico do extrato

" Nado forcado, suspensdo pela cauda, labirinto em cruz elevado, convulsdo induzida
por pentilenotetrazol e estricnina, indugdo do sono por barbiturico, modelo de deambulagao,
teste do open field, teste de esquiva inibitoria.
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As fragOes obtidas conforme item 4.2 foram submetidas a cromatografia em
coluna flash (CC), sendo utilizado silica Gel 60 (230-400 mesh) como fase
estacionaria e como eluentes misturas binarias de hexano-acetato de etila ou
acetona, variando o tipo e a propor¢do de acordo com o perfil da fragdo em
cromatografia em camada delgada (CCD utilizando placas de silica Gel 60 Fjsy).
Para revelar os compostos foram utilizados reveladores seletivos, entre eles o Ultra-
Violeta como revelador ndo destrutivo, identificando compostos que possuem duplas
ligagdes conjugadas, e o anisaldeido sulfurico para terpendides e esterdides que se
apresentam em manchas de coloracdo rosa ou roxo (FALKENBERG; SANTOS;
SIMOES, 2001).

Os eluentes com o produto carreado foram recolhidos por gotejamento em
frascos numerados sequencialmente. Depois de analisado seu perfil cromatografico,
através de CCD, foram reunidos os conteudos com caracteristicas semelhantes.
Quando observava-se a presenca de apenas uma mancha em CCD ou havia
cristalizacdo espontdnea nos frascos, submetia-se a amostra a analise por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Com este procedimento, foi possivel isolar
e identificar algumas substancias contidas nas fragdes do extrato bruto etandlico,
quais sejam: da fracdo H um fitoesterdéide (H 7) e uma lactona sesquiterpénica (H
29); da fracao DCM duas lactonas sesquiterpénicas (DCM 18 e DCM 46) e um éster
fendlico (DCM 65); da fragdo AE um aldeido fendlico simples (AE 3) e a proposta
AE 41. Para uma maior elucidagédo a seguir encontra-se um fluxograma explicativo

dos procedimentos realizados:
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4.4 Elucidagao estrutural

Os compostos isolados foram submetidos a analises espectroscépica de
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *C no Laboratério de RMN (103), Bloco 17,
na UNIVALI, em equipamento Bruker modelo AC200, 300 MHz para hidrogénio e
75 MHz para carbono. Os dados (FID) foram processados em programa MestreC
(MESTRELAB RESEARCH, 2008). Os valores de rotagao especifica foram obtidos

no polarimetro Rudolph, modelo Autopol lll, a temperatura ambiente.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtenc¢ao do extrato hidroalcodlico bruto

As folhas frescas de H. brasiliense (7 kg) coletadas em margo de 2006 e em
agosto de 2006 foram trituradas em liquidificador de ago inoxidavel com etanol
bidestilado PA para aproximar o maximo do seu uso popular e evitar algumas
contaminagdes presentes em outros solventes. Apds foram armazenadas em frascos
de vidro ao abrigo da luz até o momento da eliminacdo do solvente em
rotaevaporador. Foi assim obtido 21 g (0,3%) de extrato bruto concentrado. Este
extrato foi entdo submetido a particdo liquido-liquido com os solventes hexano,
diclorometano e acetato de etila, que permitiu obter a fragdo hexano com 21,19% de
rendimento, a fragao diclorometano com 19,5%, a fragao acetato de etila com 30% e

a fragado aquosa com 14,26% do extrato bruto.

5.2 Caracterizacao das substancias isoladas

5.2.1 Fragcao Hexano

Conforme a figura 6 foi realizado procedimentos cromatograficos em coluna
com sistema flash (silica 230-400 mesh) para o fracionamento da fragdo hexano,
utilizando gradiente de hexano-acetona ou acetato de etila. A eluigdo foi monitorada
através de CCD, utilizando luz UV (254 e 365 nm) e anisaldeido sulfurico como
reveladores, evidenciando a presenca de diversos compostos terpénicos. Duas sub-
fragbes cristalizaram espontaneamente nos frascos apods evaporagao do solvente,
denominadas H 7 e H 29, que foram analisadas por RMN de "H e "*C, e os espectros

obtidos foram comparados com dados de literatura.
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FOLHAS (7 kg)

Extrato em alcool de cereais com folhas frescas de H. brasiliense
/ Concentrado em rotavapor até remogao do etanol

Partic&o liquido-liquido, extrato diluido em %; agua

Fragao Fragao Fragao Fragao
Hexano (H) Diclorometano (DCM) Acetato de etila (AE) Aquosa
(5,5 9) (4 9) (6.39) 39

Cromatografia em coluna (silica gel 60 230-400 mesh), hexano-acetato de etila/acetona — em polaridade crescente

H7 H 29
(20 mg) (40 mg)

Figura 6: Etapas de purificacio da fracido hexano de H. brasiliense

5.2.1.1 Substancia H 7 (Fitoesterdide B-sitosterol)

O espectro de RMN de 'H de H 7 apresentou sinais caracteristicos de
substancia esteroidal, evidenciados pela presenga simpletos em regido de
deslocamento quimico menor, de duplo-duplo-duplo-dupleto em & 3,45 (J = 11,3;
10,8; 5,4; 4,3 Hz) (Figura 7), atribuido ao hidrogénio alfa do carbono carbindlico C-3,
o qual foi ultilizado um simulador FOMSC3 que associa as constantes de
acoplamento com o numero de hidrogénios que estdo acoplando com o hidrogénico
em questao (Figura 8). Também verificou-se a presenga de um dupleto em 6 5,29
(J= 5,1 Hz), atribuivel ao hidrogénio olefinico ligado a C-6. O espectro de RMN de
3C apresentou 29 sinais; entre os quais, dois sinais em & 141,0 e 121,9 referentes
aos carbonos olefinicos C-5 e C-6. A analise dos dados observados e a comparagao
com os reportados na literatura (KONGDUANG, WUNGSINTAWEEKUL, DE-
EKNAMKUL, 2008) possibilitou a identificacdo do fitoesterdide [-sitosterol (24a-etil-
colestan-5-eno-3B-ol) (1), que € amplamente distribuido no reino vegetal e esta

envolvido na estabilizagdo das membranas celulares.
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Estudos in vivo em animais demonstraram que o B-sitosterol livre e glicosilado
exibiram atividades atiinflamatéria, antineoplasica, antipirética e imuno modulatéria
(BOUIC et al., 1999). Estudos in vitro demonstraram sua atividade na prevencéao de
cancer em células de colon (CHOI et al., 2003). Abaixo observa-se a estrutura do [3-

sitosterol.

3.508
3.493
3.472
3.454
3.439
3418
3.403

3.500 3.450 3.400
ppm (t1)

Figura 7: Expansao do espectro de RMN de "H da H 7 na regido de 3,53 a 3,38 ppm.
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Spectrum Title
Simulated Spectrum ~ (1234) H1

J1=11,3Hz

J2=10,8Hz

J3=54Hz

Ja=43Hz

Resolution = 0,3 Hz Width athalf height =1 Hz _Lorentzian Line Shape FirstOrder Multiplet Simulator /Checker -LS

Figura 8: Sinal de RMN de 'H da H7 no simulador FOMSC3
(duplo-duplo-duplo-dupleto em & 3,45).

5.2.1.2 Substancia H 29 (Lactona sesquiterpénica)

Apresentou-se como solido cristalino (PF= 114-116 °C) de coloragéo branca.
Seu espectro de RMN de 'H, observado na figura 9a-b, apresenta um simpleto largo
em d 5,49 (1H) atribuido ao H-3. Ja os simpletos em 1,85 (3H) e 1,79 (6H) indicam a
presenca das metilas em carbono sp?. O sinal em & 4,55, referente ao H-8, esta
relacionado a um hidrogénio proximo de um oxigénio e aparece como um duplete,
devido ao efeito das constantes de acoplamento de H-9a e H-9b. Na regido de &
2,62 apresenta um duplo-duplete com constantes de acoplamento de J = 13,5; 3,6
Hz e o sinal na regido o 2,22 aparece como um tripleto largo que sao atribuidos aos
H-9b e H-9a respectivamente. O espectro de RMN de "*C (Figura 10) apresentou um
total de 15 sinais, caracterizando um provavel sesquiterpeno. Também sinais tipicos
de y-lactona a,B-insaturada: & 174,3 (carbonila), 163,5 (-C), 121,3 (a-C) e 79,3 (y-
C). Apresentou ainda sinais de carbonos olefinicos em 6 142,9, 140,7, 124,3 e 122,7,

indicando a presenga provavel de mais duas insaturagbes na molécula da lactona
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sesquiterpénica. Sua férmula molecular é CsH1sO2 e seu grau de saturagao € sete.
Bercion et al. (2005) publicaram o isolamento e caracterizagdo de um guaianolideo
epoilado das folhas de H. arborescens, chamado 7,10-epoxiguaianolideo.

Pela comparagdo dos dados espectrais de RMN de 'H e ®C da substancia
publicada com os da substancia H 29, foi possivel observar diferengas apenas nos
carbonos e hidrogénios envolvidos na ligacdo epodxido e metileno terminal, sendo
correspondentes a duplas ligagdes e metila quaternaria na substancia H 29. Desta

forma, propbs-se a estrutura 2.

Baseados nesta proposta buscou-se por substancias equivalentes publicadas,
e assim foi encontrada a podoandina, cujo sua nomenclatura quimica é (4aS)-3,5,8-
trimetil-4a,7,9,9a-tetrahidroazuleno[6,5-bJfuran-2(4H)-ona, lactona sesquiterpénica
isolada anteriormente de Podocarpus andina (KUBO et al., 1992). Os dados
espectrais de H 29 em comparagdo com os da podoandina sao mostrados na
tabela 1. Como pode ser observado, ha uma grande semelhanca nos dados
espectroscopicos das duas lactonas e os dados da H 29 também foram consistentes
aos dados publicados na literatura (BLAY et al., 2000).

A lactona podoandina havia sido descrita apenas para a Gimnosperma
Podocarpus andina (binbmio cientifico correto € P. andinus), sendo este o segundo
relato de ocorréncia desta substancia, a qual apresentou atividade moluscicida sobre
Biomphalaria glabrata e inibiu a germinagdo de sementes de Lactuca sativa (KUBO
et al., 1992).
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Uma série de lactonas sesquiterpénicas tipo guaianolideo foram isoladas de
H. orientale e denominadas Hediosuminas A-E, as quais ndo apresentaram atividade
antitumoral in vitro (adenocarcinoma humano A-549 e leucemia humana HL-60) (SU
et al., 2008a)
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Figura 9a: Espectro de RMN de 'H da H 29 (CDCls, 300 MHz).
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Figura 9b: Expansao do espectro de RMN de 'H da H 29 na regigo de 2,70 a 1,70 ppm
(CDCl3, 300 MHZz).

| — 2500(
|
- - RN PN ~N ~ ~ N w W N - o) ' ~
~ ) N NN N © N ¢ © © = S <
5| 2 ME) btp u%/g : w%ﬁ ERLE |
w 0 © NN fw IS N = N| ©| o S
& = © o \N /B ) i N IS N | ® S L
w w © = S
— 2000(
— 1500(
— 1000(
| | L
— 5000(
| | | [
| |1 |
| L
o N JM ‘ \ i
) " T i " o TR o oA bbb ki . J n [ TN N e
Gl alinly y ) Ll Ll i) L H"‘ b " J FOMPR Hi Y L r‘ mJ L " I (il 0 —0
\ \ \ \
150 100 50 0
ppm (t1)

Figura 10: Espectro de RMN de "*C da H 29 (CDCl;, 75 MHz).
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5.2.2 Fragao Diclorometano

Conforme descrito para a fracdo hexano foi obtido por cristalizacio
espontanea trés substancias denominadas DCM 18, DCM 46 e DCM 67 utilizando
procedimentos cromatograficos em coluna com sistema flash (silica 230-400 mesh).
Em seguida foram analisadas por RMN de 'H e ™C, e os espectros obtidos
comparados com dados de literatura. Um fluxograma das operagdes realizadas no

processo de purificagdo encontra-se a seguir:

FOLHAS (7 kg)
|

Extrato em alcool de cereais com folhas frescas de H.
brasiliense / Concentrado em rotavapor até remogao do

| Particao liquido-liquido, extrato diluido em 1/3 agua

Frac&o Fracéo Fracao Fragao
Hexano (H) Diclorometano (DCM) Acetato de etila (AE) Aquosa
(5,5) (4 9) (6,3 9) (39)

Cromatografias em coluna (silica 230-400
mesh), hexano-acetato de etila/acetona — em
polaridade crescente

DCM 18 (= H 29) DCM 46 DCM 65
(70 mg) (100 mg) (40 mg)

Figura 11: Fluxograma das etapas realizadas na purificagéo da fragdo DCM de H. brasiliense

5.2.2.1 Substancia DCM 18 (Lactona sesquiterpénica)

Pela comparagao dos dados espectrais (Figuras 12a-b) da substancia (3) com

os de H 29 evidenciou tratar-se da mesma isolada da fragdo Hexano.

2 (Podoandina)
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Figura 12a: Espectro de RMN de 'H da Lactona Podoandina (DCM 18) (CDCls, 300 MHz).
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Figura 12b: Expansao do espectro de RMN de 'H da DCM 18 na regido de 4,80 a 2,00 ppm

(CDCls, 300 MHz).
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5.2.2.2 Substancia DCM 46 (Lactona sesquiterpénica)

A substancia DCM 46 foi obtida como um sdlido cristalino (PF= 90-93 °C).
Diferentemente de H 29 o espectro de RMN de 'H apresentou simpletos em § 6,41
(1H) e 5,06 (1H) e 4,80 (1H) que indicam a presenca de hidrogénios em carbono sp?
referentes aos H-9, H-15a e H-15b respectivamente. Na regido de 6 4,47 (2H) foi
encontrado um hidrogénio ligado ao carbono que faz ligagdo com uma hidroxila, o
qual se refere ao H-13 (Figura 13a) e nas regides de 6 2,92 e 2,38 um duplete e um
duplo-duplete referente respectivamente do H-6a e H-6b (Figura 13b). Além disso,
seu espectro de RMN de *C, encontrado na figura 14, apresentou também um total
de 15 sinais, caracterizando mais um provavel sesquiterpeno. Os sinais 6 170,3
(C=0), 150,4 (B-C) e 124,3 ppm (a-C) sao tipicos de y-lactona a,p-insaturada. Sinais
de carbonos olefinicos foram encontrados em 6 149,6, 149,3, 123,0, e 106,9 ppm.
Com este perfil tipico de lactona sesquiterpénica, seus dados espectrais de RMN de
'H e 3C foram comparados aos da lactona descrita por Trentin e col. (1999) (Tabela
2), confirmando tratar-se de 13-hidroxi-8,9-diidroshizukanolideo ou 13-HDS (3),

anteriormente isolado de H. brasiliense.
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Figura 13a: Espectro de RMN de 'H da DCM 46 (CDCl;, 300 MHz).
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32

€200
L0V'92
=244
_—890°2¢
\LA_L
12 UA
T
N
a
S
=3

09€°0LL

0051
_STETL
Noeev
LIEVTL
c6622)
006901
o
ezt
vizoz
956'19
SY6'vS

T PRI TR ETRRPTNIY | ST R A TN . I R, I “].»J ) ‘.l“ Lk Mm
W A o e e AR o y‘""n Rul Moot PR D ot i —0

\ \ \
150 100 50
ppm (1)
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Tabela 2 — Dados de RMN de 'H e "*C da lactona DCM 46 (300 e 75 MHz, CDCl;) em
comparagao com a literatura.

Posicéo DCM 46 (3) 13-HDS
"H (ppm), J (Hz) "°C (ppm) 'H (ppm), J (Hz) "°C (ppm)
(GUEDES, 1997, 200 MHz,  (TRENTIN et al., 1999, 50
CDCls) MHz, CDCl,)
1 1,68 ddd (4,2; 3,6; 3,9) 26,4 1,68 ddd (6,95, 6,95, 4,5) 26,4
2 0,93 m 17,0 0,94 m 17,0
3 1,98 m 22,4 1,94 dd 22,4
4 149,6 149,6
5 3,01 m 61,9 3,00 m 61,9
6 2,92 d (3,5) 21,5 2,95 21,5
2,38 dd (17,7; 14,1) 2,37

7 150,4 150,0
8 149,3 149,3
9 6,41s 123,0 6,42 s 123,0
10 40,0 40,0
11 124,3 124,2
12 170,4 170,2
13 4,47 s 54,9 4,48 s 55,1
14 0,81s 22,0 0,81s 22,0

15 5,06s,480s 106,9 5,08s,4,80s 106,8
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5.2.2.3 Substancia DCM 65 (Cafeato de etila)

A substancia DCM 65 apresentou cristais incolores e sinais caracteristicos de
substancia fendlica, sendo evidente os sinais de RMN de 'H referentes a uma dupla
ligagao trans em & 7,54 ppm (1H, J = 16 Hz) e 6,28 ppm (1H, J = 16 Hz), os quais
sdo mostrados na figura 15a. O anel aromatico encontra-se tri-substituido, contando
com trés hidrogénios distintos: em 6 7,16 ppm (d, J=1,4 Hz), 7,05 ppm (dd, J = 8,4 e
1,4 Hz) e 6,87 ppm (d, J = 8,4 Hz) (Figura 15b). A presenga de um quarteto em &
4,18 ppm (2H, J = 7,0 Hz) e tripleto em 6 1,27 ppm (3H, J = 7,0 Hz) caracterizam a
presenga de um etoti na molécula (Figura 15c). Na figura 16, onde esta o espectro
de RMN de '3C, evidencia-se a presenga de carbonila de éster (6 167,4 ppm), dois
carbonos aromaticos hidroxilados (6 148,8 e 146,4 ppm), trés carbonos aromaticos
hidrogenados (6 116,4, 115,7, 115,2 ppm), dois carbonos olefinicos (6 127,6, 122,5
ppm), e os carbonos referentes ao radical etila (6 60,5 e 14,7 ppm). A analise
conjunta dos dados espectroscépicos conduziu a identificagcdo de um éster etilico do
acido cafeico, cafeato de etila (4), provavel artefato formado no momento da
extragdo com etanol. Para certificarmos desta confirmagao a substancia DCM 65 foi
comparada com os dados espectrais do éster de acido cafeico isolado por SU et al.
(2008b) descrito na literatura, conforme mostrado na tabela 3.

O correspondente acido cafeico € um fendlico de ocorréncia ampla, com
reconhecida atividade antioxidante. O cafeato de etila (1 uM) protegeu a LDL da
oxidagdo, sendo mais ativo que o préprio acido cafeico (5 uM) (CHALAS et al.,
2001). Também demonstrou potente atividade antinflamatdria, pela atenuacdo da
ativagao do fator NF-xB, e pela supresséo das suas proteinas regulatérias (CHIANG
et al., 2005).
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Figura 15a: Espectro de RMN de 'H da DCM 65 (acetona-ds, 300 MHz).
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Figura 15c: Expansao do espectro de RMN de 'H da DCM 65 na regido de 4,35 a 1,18 ppm
(acetona-ds, 300 MHz).
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Tabela 3 — Dados de RMN de 'H e "*C do cafeato de etila DCM 65 (300 e 75 MHz, acetona-
ds) em comparagao com a literatura.

Posicao DCM 65 (4) Cafeato de etila
(SU et al., 2008b, 500 e 125 MHz, CDCl5)
'H (ppm), J (H2) C "H (ppm), J (H2) "C (ppm)
(ppm),

1 127,6 127,6

2 7,16 d (1,4) 115,2 7,48 (s, 1H) 115,1 (d)
3 146,4 146,6 (s)
4 148,8 149,4 (s)
5 6,87 d (8,4) 116,4 6,79 (d, 1H, J = 8,0 Hz) 116,4 (d)
6 7,05dd (8,4 e 1,4) 122,5 6,94 (d, 1H, J = 8,0 Hz) 122,8 (d)
7 7,54 d (16,0) 145,5 7,60 (d, 1H, J = 15,0 Hz) 146,8 (d)
8 6,28 d (16,0) 115,7 6,25 (d, 1H, J = 15,0 Hz) 115,2 (d)
9 167,4 169,2 (s)
1 4,18 q (7,0) 60,5 -

2 1,27 t (7,0) 14,7 -

5.2.3 Fracao acetato de etila

Conforme descrito para as fragdes anteriores e observando a figura 17 foram
realizados procedimentos cromatograficos em coluna com sistema flash (silica 230-
400 mesh) para a purificagdo da fracdo acetato de etila. Da mesma forma, houve
cristalizagdo espontanea em alguns frascos apos evaporagdo do solvente. As
subfracdes denominadas AE 3 e AE 41 foram analisadas por RMN de 'H e C e
comparados com dados de literatura. A AE 3 foi identificada como o aldeido
protocatéquico. Ja a subfracdo AE 41 os dados supdem uma provavel lactona

sesquiterpénica.
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FOLHAS (7 kg)
|

Extrato em alcool de cereais com folhas frescas de H.
brasiliense / Concentrado em rotavapor até remogao do

| Parti¢éo liquido-liquido, extrato diluido em 1/3 agua

Fragdo Fracdo Fragdo Fracao
Hexano (H) Diclorometano (DCM) Acetato de etila (AE) Aquosa
(559) (4 g) (63 ) 39)

Cromatografias em coluna (silica 230-400
mesh), hexano-acetato de etila/acetona — em
polaridade crescente

AE 3 AE 41
(10 mg) (12 mg)

Fiaura 17: Etapas de purificacao da fracao AE de H. brasiliense

5.2.3.1 Substancia AE 3 (Aldeido protocatéquico)

O espectro de RMN de 'H (Figura 18a-b) apresentou sinais de uma
substancia aromatica simples, tri-substituida, com um sinal complexo em 5 7,23 (1H)
ppm e ¢ 7,22 ppm (1H, J=8,2 e 2,2 Hz) e um dupleto em & 6,87 ppm (1H, J=8,1 Hz).
Além disso apresenta um simpleto em 6 9,65 ppm (1H), caracteristico de hidrogénio
de aldeido. O espectro de RMN de '*C (Figura 19) apresentou seis sinais
aromaticos, trés carbonos aromaticos substituidos em 6 152,4, 146,5 e 131,0 ppm e
mais trés carbonos aromaticos hidrogenados em 6 125,5, 116,2 e 115,2 ppm. E um
sinal em & 191,2 ppm de carbonila de aldeido. A analise conjunta dos dados apontou
para duas possibilidades: 3,4-diidroxibenzaldeido ou 3,4-diidroxibenzaldeido. Apos
simulagcdo dos espectros destas duas substancias e comparacdo com base de
dados espectrais (SDBS, 2008), o qual é observado na tabela 4, foi possivel

confirmar que a substancia AE 3 é o 3,4-diidroxibenzaldeido, produto natural mais
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conhecido como aldeido protocatéquico (5). Esta substancia tem demonstrado uma
serie de efeitos biologicos de interesse, como: inibidor de mecanismos
proateroscleréticos (ZHOU et al., 2005), inibidor da replicagdo do virus da hepatite B
(ZHOU et al., 2007), redutor da glucose sanguinea e inibidor da catarata (KIM et al.,
2007). E descrito como um dos produtos da oxidagdo do acido cafeico e um
importante fator para a formagdo de polimeros e pigmentos em vinhos brancos
(LUTTER et al., 2007).
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Figura 18a: Espectro de RMN de 'H da AE 3 (acetona-ds, 300 MHz).
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Figura 19: Espectro de RMN de "*C da AE 3 (acetona-ds, 75 MHz).
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Tabela 4 — Dados de RMN de 'H e "*C do aldeido protocatéquico AE 3 (300 e 75 MHz,

acetona-ds) em comparagao com a literatura.

Posica AE 3 (5) Aldeido protocatéquico

o 1 . ; (SDBS, 2008, 400 e 125 MHz, I1I)3MSO-d6)

H (ppm), J (Hz) C H (ppm), J (Hz) C (ppm)
(ppm),

1 - 131,00 - 129,02

2 7,23 116,20 7,28 s 115,62

3 - 146,50 - 145,95

4 - 152,40 - 152,17

5 6,87 d (8,1) 115,20 6,95 d (8,0) 114,52

6 7,22 (8,2 e 2,2) 125,50 7,30 dd (8,0 e 2,0) 124,56

7 9,65 s 191,20 9,73 s 191,02

5.2.3.2 Substancia AE 41 (Nova lactona sesquiterpénica)

A substancia AE 41 foi obtida como um sdélido cristalino. Seu espectro

de RMN de 'H, que se encontra na figura 20a, apresentou simpletos em & 1,63 e

1,93 ppm que indica a possivel presenca de metilas (figura 20d). Em & 4,40 ppm é

observado um duplo-duplete, com uma constante de acoplamento de J = 1,8 e 0,9

Hz, indicando uma possivel ligagdo de um hidrogénio ligado a um carbono
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carbindlico (C2) (Figura 20b). Além desse foi encontrado em & 2,76 e 3,07 ppm dois
duplo-dupletes em regido tipica de hidrogénios ligados a carbonos desblindados
(Figura 20c). Na figura 21 esta o espectro de RMN de "*C que também apresentou
um total de 15 sinais caracterizando mais um provavel sesquiterpeno. Os sinais 6
173,9 (carbonila), 161,0 (B-C) e 122,3 (a-C) sao tipicos de y-lactona a,B-insaturada.
Possiveis sinais de carbonos olefinicos foram encontrados em 6 149,4 e 127,3 e em
§ 74,5 um carbono sp® ligado a uma hidroxila. A tabela 5 elucida melhor os sinais de

RMN de 'H e **C com suas respectivas posicdes.

Tabela 5 — Dados de RMN de 'H e °C da substancia AE 41 (300 e 75 MHz, CDCls).

Posicao AE 41 (6)
'H (ppm), J (Hz) "°C (ppm),
1 - 59,6
2 4,40 dd (1,8 € 0,9) 79,9
3 5,79 sl 127,3
4 - 149,4
5 2,16 m 50,2
6 2,28 m 30,7
3,07 dd (10,5 € 1,5)
7 - 161,0
8 4,86 dl (9,6) 79,0
9 1,59 m 42,1
2,76 dd (9,9 € 2,1)
10 - 745
11 - 122,3
12 - 173,9
13 1,841 (0,9) 8,3
14 1,63 s 20,7
15 1,93 s 15,6

Com a correlaggo HMQC e a HMBC, encontrados respectivamente nas
figuras 22 e 23, foi possivel observar a correlagao entre hidrogénios e carbonos, que
ajudou a identificar as vizinhangas e consequentemente suas posi¢cdes dentro na
estrutura quimica. O hidrogénio em & 4,40 ppm, o qual foi discutido anteriormente,

apresentou correlagdo HMBC com 6 149,5 (C4), 74,5 (C10), 50,2 (C5) e 127,3 ppm
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(C3). No quadro a seguir, e também na figura 26, estdo mais bem representadas as

correlagdes entre o hidrogénio e carbono:

Quadro 1 — Quadro de correlacao HMBC da proposta AE 41.

H2 |H3 |H5 |H6 | H8 |H9 |H13 | H14 | H15
C1 X X
C2 X X
C3 X X X
C4 X X X X X
C5 X X X X
C6 X
Cc7 X X X X X
Cs8 X X
C9 X
C10 X X X X X X
Cc11 X X
C12 X
C13
C14 X
C15 X

Nas figuras 23 e 24 encotra-se o espectro de massas obtido por insergao
direta (eletronspray modo positivo) que indica ion de intensidade 100% (pico base)
em m/z 263 e apresenta fragmentos intensos em m/z 245, m/z 227, m/z 199, m/z
171, m/z 156 e m/z 142. No mesmo espectro possui picos relacionados a perda de
H,O (-18 Da) em m/z 245 e 227 formado respectivamente a partir de m/z 263 e 245.

Os ions m/z 199 e m/z 171 provavelmente sdo formados pela perda de
acetileno ou CO (-28 Da) a partir de m/z 227 e m/z 199. O ion m/z 156 pode ser
formado pela perda de metil (-15 Da) apartir de m/z 171 e o ion m/z 142 pela perda
de metileno (-14 Da) a partir de m/z 156.

O valor da rotagao optica observada para esta substancia foi de [oc]zoD =-5,6
na concentragdo de 0,198.1072 g.mL'1. E seu nome quimico é [7,7a-b]Joxiren-8-
hidroxi-3,5,8-trimetil-4a,8,9,9a-tetrahidroazuleno[6,5-b]furan-2(4H)-ona.
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Figura 20b: Expansao do espectro de RMN de 'H de AE 41 na regido de 4,51 a 4,31 ppm

(CDCls, 300 MHz).
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Figura 20c: Expans&o do espectro de RMN de 'H de AE 41 na regi&o de 3,20 a 2,0 ppm
(CDCl3, 300 MHZz).
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Figura 20d: Expansao do espectro de RMN de 'H de AE 41 na regido de 2,0 a 1,52 ppm
(CDCls, 300 MHz)..
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Figura 22 — Espectro de correlagdo HMQC de AE 41 (CDCl3, 200 MHz).
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Figura 24 — Espectro de massas de AE 41 — full scan.
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A cristalizacdo espontanea destas substéncias durante o processo de
fracionamento fitoquimico, desenvolvido neste trabalho, pode estar relacionada com
alta quantidade das mesmas no tecido vegetal, temperatura e polaridade da solugao
extratora (GONCALVES, D. et al. 1988), sendo bastante provavel o seu
envolvimento na atividade bioloégica do extrato, segundo o conhecimento popular.

A presenga de acido cafeico e de seu produto de oxidagao, aldeido
protocatéquico, duas substancias com alto poder antioxidante, pode justificar
parcialmente o uso do cha das folhas de H. brasiliense como substituto do cha-
verde.

O aroma agradavel de cidreira facilmente é associado com o uso popular da
erva-cidreira (Melissa officinalis), do capim-limao (Cymbopogon citratus), ou da
cidreira-verbena (Aloysia tryphylla) como calmantes. Entretanto, ndo pode ser
justificado por uma analogia com a composicao de volateis destas espécies, sendo
que estas apresentam um predominio de componentes como neral, citronelal,
geranial e linalol (PENGELLY, 2004), que de acordo com Kirchner e Marquetti (2008)
nao foram encontrados em H. brasiliense.

A presenca de majoritaria lactonas sesquiterpénicas com caracteristicas
Unicas faz com que estas sejam consideradas além de bons marcadores
quimiotaxonémicos, bons marcadores para padronizagdo do extrato no
desenvolvimento de um medicamento fitoterapico. ldealmente, um bom marcador
deve ser também componente ativo. Em estudo farmacolégico paralelo, foi
investigado o efeito no SNC do extrato bruto e também das lactonas isoladas, DCM
18 e DCM 46. Resumidamente, De acordo com Tolardo (2008) quando os resultados
dos ensaios farmacologicos realizados “in vivo” sédo analisados em conjunto, sugere-
se que o extrato hidroalcodlico de H. brasiliense apresenta efeitos hipndticos,
amnésicos e antidepressivos, havendo nesta propriedade a participacdo dos
sistemas adrenérgico, via receptor a1, do sistema dopaminérgico via receptor D2, e
do sistema serotonérgico via receptores 5-HTa. Ainda, a lactona DCM 18 pode ser
um dos principios ativos presentes no extrato, efeito que nao foi verificado para a
lactona DCM 46. Com relacdo ao efeito ansiolitico, parece ser esta propriedade
mediada pelo sistema GABAérgico (TOLARDO, 2008).



6 CONCLUSOES

Neste trabalho foram identificadas seis substancias, apos cromatografia em
coluna, de fragbes oriundas do extrato etandlico das folhas frescas: o esterdide -
sitosterol, as lactonas sesquiterpénicas podoandina e  13-hidroxi-8,9-
diidroshizukanolideo e os fendlicos cafeato de etila, aldeido protocatéquico e a nova
lactona sesquiterpénica AE 41.

Por fim, pretende-se continuar a prospeccao fitoquimica do extrato etandlico,
a fim de caracterizar outras substancias presentes em menor quantidade, isolar os
marcadores principais em maior quantidade para aprofundar estudos de atividade
biolégica englobando estudos de sinergia e desenvolver e validar metodologia
analitica através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para quantificacao dos

principais marcadores do extrato, as lactonas sesquiterpénicas.
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