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RESUMO

Este trabalho relata o estudo fitoquimico de Vitex agnus castus L (Verbenaceae),
planta nativa da regido do Mediterrdneo, adaptada ao Brasil, onde ¢ conhecida

popularmente como pau-d’angola, pimenta dos monges e alecrim-pimenta.

A andlise cromatografica do extrato metanélico das folhas e dos frutos de V.agnus
castus L. levou ao isolamento das substancias: dois triterpenos: Acido 20,3019~
triidroxiurs-12-en-28-6ico (2) e Acido 3B-hidroxiurs-12-en-28-éico (12), além de uma
mistura dos triterpenos a-Amirina (3) e -Amirina (4); quatro flavonoéides: 5,4’-Diidroxi-
3,3°,6,7-tetrametoxiflavona (5), S5.7-Diidroxi-4°,6,8-trimetoxiflavona (6), 3°,4°,5.7-
Tetraidroxiflavona (9), e 3.3°,4’.5,7-Pentaidroxiflavona (10), além de uma mistura

contendo dois fitoesterdides, -sitosterol e Estigmasterol (7) e (8) além do Glicosideo do

B-sitosterol (11).

As substancias (2), (3). (4). (7). (8), (9), (10), (11) e (12), estdo sendo relatadas pela

primeira vez nesta espécie e as substancias (10), (11) e (12), no género.

O tratamento cromatografico do extrato metanolico do caule resultou no isolamento
de um sesquiterpeno, 3-formil-4.5-dimetil-9-oxo0-5H-6,7-diidronafto(2,356)furano (1) e de
um iridéide glicosilado, Agnosideo (13). A substéncia (1), € um sesquiterpeno isolado pela

segunda vez e este € o primeiro relato de sua presenca na espécie.

Os flavonoéides isolados neste trabalho foram testados para avaliar suas atividades

citotdxicas, usando o método de quelagdo com o DNA da célula e mostraram resultados

significativos.

Os 6leos essenciais das folhas e frutos foram extraidos de duas variedades de

V.agnus castus L. (flores brancas e flores lilas) através de hidrodestilagdo e apresentaram

composi¢do quimica semelhante.

Os 6leos essenciais das folhas e frutos foram avaliados quanto as suas atividades

antimicrobianas contra as seguintes bactérias: Bacillus subtilis (6633), Staphylococcus
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aureus (6538P), Escherichia coli, Enterobacter aerogenes (1303) e Klebsiella pneumoniae

(10031) e apresentaram resultados satisfatorios.

A determinagdo estrutural dos compostos foi estabelecida com base na analise
espectroscopica de RMN 'H e RMN "*C, incluindo técnicas bidimensionais do tipo 'H, 'H
= COSY & 'H, BC -CO8Y ("Jew, n = 1, 2 e 3) com deteccdo normal e inversa,

espectroscopia de massas e comparacdo com dados descritos na literatura.
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ABSTRACT

This work describe the phytochemystry study of Vitex agnus castus L.
(Verbenaceae), native plant from the Mediterranean region, adapted in Brasil, where
known populary as “pau-d’angola”, “pimenta dos monges™ and “alecrim-pimenta”.

Analysis chromatographic for methanol extract from leaves of V. agnus castus L. led
to the isolation of the following substances: two triterpenes: 2c.,30.,19a-Trihydroxiurs-12-
en-28-oic acid (2) and 3 B-hidroxiurs-12-en-28-oic acid (12), a mixture of o and p-Amirine
(3) and (4), a mixture B-Sytosterol (7) and Stigmasterol (8) além do B-Sytosterol glucoside
(llj; four flavonoids: 5.4’-Dihydroxy-3.3°,6,7-tetramethoxyflavone (5), 5,7-Dihydroxy-
4°,6,8-trimethoxyflavone (6), 3°,4°,5,7-Tetrahyodroxyflavone (9) and 3,3°,4°,5,7-
Penthahydroxyflavone (10). The substances (2), (3), (4), (6), (7), (8), (10), (11) and (12)
are reported for the first time for the species and substances (2), (3), (4) and (12) for the

genus.

The tratament chromatographic the methanol extract of stem of V. agnus castus L.
allowed isolation of this sesquiterpene  3-Formyl-4,5-dimetyl-8-ox0-5H-6,7-
dihydronaphto(2,3b)furan (1) and iridoid glucoside, Agnuside (13). The substance (1) is

reported for the first time in this species.

The flavonoids isoled were examined for the cytotoxic activity showed potential

activity.

Essential oils of flowers and fruits were extracted from two varieties of V. agnus

castus L. (white flower and lilac flower) by hydrodestillation and presented similarity in

majoritary constituents.

Essential oils of flowers and fruits were tested for antimicrobial activity against
Bacillus subtilis (6633), Staphylococcus aureus (6538P), Escherichia coli, Enterobacter

aerogenes (1303) and Klebsiella pneumoniae (10031), and showed satisfactory result.
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Structural determination of the compounds was established by analysis spectroscopic

of 'Hand C, NMR techniques and comparison with literature date.
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Capitulo 1 - Inrrodugdo

1. INTRODUCAOQ

Vitex agnus castus L., ¢ uma espécie da familia Verbenaceae, conhecida como
arvore casta, distribuida em toda regiio do Mediterraneo, Asia central e sul da Europa €
usada em vdérios paises, no tratamento da sindrome pré-menstrual e no controle do

T e g 1
equilibrio hormonal feminino ".

Em vérios paises da Europa a planta ¢ comercializada como fitoterapico, sendo
utilizada preferencialmente em terapias de reposi¢do hormonal durante o climatério. A
mesma € encontrada na forma de extrato e de cépsulas, podendo seu prego variar de cinco

a vinte dolares.

Trata-se de uma planta ornamental, aromatica, muito cultivada em jardins, oriunda
da regido do Mediterrdneo e adaptou-se perfeitamente ao clima brasileiro, onde ¢
conhecida popularmente pelos nomes de “alecrim-pimenta”, “pau-d’angola” e “pimenta

dos monges”."?

A planta ocorre em duas variedades, V. agnus castus de flores brancas (Fig. 1, pag.
2) e V. agnus castus de flores lilas (Fig.2, pag. 2), sendo a variedade de flores lilas a mais
comum e a de flores brancas, de rara ocorréncia. A literatura relata que na regido do

Mediterraneo tem ocorréncia apenas a variedade de flores lilas.

Este trabalho relata um levantamento bibliografico sobre a planta e traz uma
abordagem fitoquimica comparativa entre as espécies da regido do Mediterrdneo, através
de dados obtidos da literatura (Tab. 1, pag. 3), assim como de uma espécie do Brasil, mais
especificamente do estado do Ceard, esta com dados obtidos através de um estudo
experimental envolvendo o isolamento, a identifica¢o e a investigagdo bioldgica de alguns
constituintes fixos isolados da planta (Tab. 2, pag. 4), bem como dos 6leos essenciais
extraidos das folhas e frutos. As estruturas das substancias isoladas de V. agnus castus L.

neste trabalho e em trabalhos da literatura estdo no Quadro 1.pag.5-8.
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Figura 2. Vitex agnus castus Lineu. (variedade de flores lilas).
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Tabela 1. Constituintes Quimicos Isolados de V. agnus castus L. oriunda da regido do

Mediterraneo, relatados na literatura.*®

Constituintes Quimicos

Agnosideo (13)

Aucubina (14)

Casticina (5)

Orientina (15)

2”-0-Cafeoil-orientina (16)

7-Glicosil-luteolina (17)

Glicosideo 6-C-(4’’-metil-6”-O-transcafeoil) luteolina (18)

Glicosideo 6-C-(6”-O-transcafeoil) luteolina (19)

Glicosideo 6-C-(2”-O-transcafeoil) luteolina (20)

Glicosideo 7-0-(6”-p-benzoil) luteolina (21)

4’,5’-Diidroxi-3,3’,6,7-tetrametoxiflavona (22)
Luteolina (9)
Artemetina (23)

Isorametina (24)
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Tabela 2. Constituintes Quimicos Isolados de V.agnus castus L. neste trabalho.

: Constituintes Quimicos

3-Formil-4,5-dimetil-8-0x0-5H-6,7-dihidronafto(2,35)furano (1)

Acido- 20,30,190-triidroxiurs-12-em-28-6ico (2);

o-Amirina (3)

B-Amirina (4)

Casticina (5)
5,7-Diidroxi-4’,6,8-trimetoxiflavona (6)
B-Sitosterol (7)

Estigmasterol (8)

Luteolina (9)
3,3’,4°,5,7-Pentaidroxiflavonol (10)
Glicosideo do B-Sitosterol (11)

Acido 3B-hidroxi-urs-12-eno-28-6ico (12)
Agnosideo (13)
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Quadro 1. Substancias de Vitex agnus castus L. isoladas neste trabalho e descritas na

literatura.>*
e OH
N A
OH
0 OH
0
0
O e) “OH
0O 0 OH H
. OH () OH
HO HO
13
13) (14)

OH
OH

OCH; OH O

aa7)
15. R= cafeoil
16.R=H
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Quadro 1. Substancias isoladas de Vitex agnus castus L. neste trabalho e constantes na

literatura.

OJ ©

(0) HO o OH
(0) i: :
Ol OH
W " o
0 OH O
OH

(19)

R, = OGli(6'-p-hidroxibenzoil), R,= R4OCHj, R; = Rs =R =OH (21)
R1=Ry=Rs=0OCHj3,R3=R¢=0OH (22).

R1=R3=Rs=R=0OH,R,=R4=O0H (y)
R1=Ry=R4=R5=R=0CH3,R3=0OH (33)
R;=R3=R4=Rs=0H,R5=0CH3,R,=H(24)
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Quadro 1. Substancias isoladas de Vitex agnus castus L. neste trabalho e constantes na

literatura.

©) 4)

(6)
HO
™
HO,
HO
8
X HO"

@)
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Quadro 1. Substancias isoladas de Vitex agnus castus L. neste trabalho e constantes na

literatura.

H (11)

@ : (12)
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1.2. RELATOS HISTORICOS DE VITEX AGNUS CASTUS 1.

V. agnus castus L. era uma das espécies que fazia parte das plantas medicinais
oficiais da antiguidade, sendo mencionada nos trabalhos de Hipocrates, Dioscérides e

Teofrasto.1,2, 4

A maior indicagdo do uso da planta tem sido nos problemas decorrentes da
disfungdo hormonal feminina e tem sido relatado que seu maior beneficio é durante a

menopausa.’

O nome da espécie agnus castus, é originario do latim castitas, que significa

castidade, o nome agnus é comparado ao termo grego agnos, que significa cordeiro.'

Cientistas e escritores da antiguidade sdo undnimes em atribuir o poder especial a
planta de suprimir o desejo sexual, tendo sido por isso usada em forma de chés pelas

esposas dos soldados romanos na auséncia destes por causa das guerras.’

A igreja Catolica, na Europa, colocava ramos da planta nas roupas dos monges

novicos no intuito de inibir a libido dos mesmos.**

Os gregos antigos chamavam a planta de “arvore casta” e a usavam no culto a
Demeter, deusa grega da agricultura. Eles acreditavam que a abstinéncia & coisas materiais

e a0 sexo fazia com que fossem retribuidos com a renovagio da terra uma boa colheita. >°

Para alguns, V. agnus castus é uma contradi¢do, pois a0 mesmo tempo que suas
acOes biologicas promovem a restauracdo dos orgdos reprodutores, inibem o impulso
sexual, ou seja torna o utero saudével e reprime o desejo sexual, o que faz com que se torne

um artificio perigoso.

Em todo caso as preparacdes de V. agnus castus L. seriam muito bem empregadas
no tratamento da compulsividade ao sexo, patologia que tem acometido muitas pessoas e
que se ndo tratada adequadamente pode causar sérios transtornos as vidas das pessoas que

sofrem desta doenca.*
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A histéria também traz referéncia a planta na cura da insanidade e da loucura. Na
idade média era comercializada na Europa como calmante para histeria e na Renascenga,

nas farmacopéias européias, a planta teve seu uso oficializado.

A planta é usada como fitoterdpico no mundo inteiro, Brasil, Japdo, Inglaterra,
Franga e Alemanha, ndo somente por suas a¢des referentes as fungdes reprodutivas, mas
também como diurético e digestivo. Neste trabalho, levando-se em considera¢do o alto teor
de 1,8-cineol presente nos Oleos essenciais da planta, uma das possiveis recomendacgdes
seria 0 uso das folhas como antisséptico das vias respiratorias superiores, uma analogia ao

uso do eucalipto.™®

Atualmente, a busca por terapias alternativas tem sido uma constante,

principalmente no que diz respeito aos produtos naturais, .’

1.3. PORQUE ESTUDAR V. AGNUS CASTUS L

Diversos fatores motivaram o estudo de V. agnus castus L.:

1. O fato da planta ser oriunda de fora do Brasil e ter se adaptado muito bem as
condic¢des de solo e clima brasileiro;

2. O uso da planta como um possivel fitoestrogénio;

L

O isolamento de substdncias quimicas com o objetivo de estabelecer uma
comparagdo entre os constituintes quimicos de uma espécie do Brasil e as

espécies nativas da regido do mediterrdneo.

10
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2. Consideracdes Sobre a Espécie Vitex agnus castus L.

2.1. Consideracoes Etnobotanicas

Vitex agnus castus L. é uma arovore bastante ramificada que pode chegar a
medir até treze metros de altura (Fig. 3, pag. 12). Com folhas fortemente aromaéticas,
digitadas, opostas e flores labiadas, violaceas ou brancas, em cachos terminais. Floresce
no verdo e desenvolve frutos de coloragdo marrom, quase pretos, com cerca de 3,5 mm

de diametro (Fig. 4, pag. 13).°

Os frutos tém forte aroma agraddvel e € a parte da planta usada como
medicamento. A espécie pertence ao género Vitex, familia Verbenaceae, ordem

Lamiales.

Nativa da regido do mediterraneo e da Criméia, sendo encontradas em regides

quentes da Asia, Africa e das Américas.

Trata-se de uma espécie usada medicinalmente desde os tempos de Hipdcrates e
atualmente € usada como fitoterdpico com base nos dados cientificos relatados sobre sua

eficicia no tratamento de diversas desordens ginecolégicas feminina. "

11
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Figura 3. Fotos da 4rvore Vitex agnus castus L. que se encontra no Horto de Plantas
Medicinais da UFC.

12
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Figura 4. Frutos de Vitex agnus castus L.

13
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2.2. Consideracoes farmacologicas

As primeiras pesquisas feitas com V. agnus castus L considerando a atividade
benéfica nas desordens menstruais foram realizadas na Alemanha, pelo médico Gerhard
Madaus, no ano de 1938. Os experimentos foram realizados em ratas usando os extratos
das folhas, frutos e caule da planta. Os resultados com o extrato dos frutos de V. agnus
castus mostrou-se bastante promissor nos modelos utilizados por Gerhard. Durante a
segunda guerra mundial, na Alemanha, extratos da planta também foram usados para
promover o suprimento da lactagdo em mulheres, o que ocasionou a base de uma nova
pesquisa para a descoberta de substancias estimuladoras para a lactaggo.”!°

Os demais testes realizados nesta area levaram aos pesquisadores a postularem
que V.agnus castus continha algum(s) componente(s) que alterava(m) a produgdo de
hormdnios no organismo. Este fato fez com vérias pesquisas farmacoldgicas fossem
realizadas e o resultado destas pesquisas indicou que as formulagfes feitas com a V.
agnus castus atuavam no organismo feminino, ao nivel da glandula pituitaria, centro de
regulagdo da producdo de alguns hormoénios, principalmente dos hormdnios que

controlam a menstruacéo ¢ a fertilidade. "'

Nos anos de 1940 e 1950, foram realizadas experiéncias pré-clinicas e os
resultados levaram quase toda a Europa a adotar o uso da planta nas indica¢des do
tratamento das desordens menstruais e tratamento da infertilidade relacionada a

; P fos e
insuficiéncia do corpo liteo."

No ano de 1986, também na Alemanha, foi realizado, por um periodo de trés
meses, um teste com 36 pacientes portadoras da Sindrome Pré-Menstrual. O grupo de
pacientes consumiu durante os trés meses 40 gotas didrias da tintura de V. agnus castus
durante o periodo de teste e o resultado ao final deste tempo foi a supressdo dos

sintomas inerentes & Sindrome Pré-Menstrual em todo o grupo.'

Estes resultados promissores levaram a um novo teste com 1571 pacientes.
Deste grupo noventa por cento dos pacientes mostraram resultados positivos e os
sintomas adversos foram considerados insignificantes, apenas 1,9%. Dentre os sintomas

indesejados mais relatados pelo grupo estavam as desordens de natureza géstrica e

14
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nenhum sintoma de alto risco foi citado. Estes dados foram suficientes para considerar a

planta como fitoterapico de primeira escolha para estes males.

Atualmente, tem sido dado a esta espécie uma importdncia fundamental, devido
a descoberta das atividades da planta ndo somente nas desordens menstruais, mas

também nos problemas inerentes a menopausa € pos-menopausa.

A espécie esta cotada como um potente meio alternativo a terapia de reposigdo
hormonal em virtude dos graves problemas que t€ém sido relatados em decorréncia do
uso da terapia de reposi¢cdo hormonal por mulheres na pc’)s-menopausa.lo’11

Estudos cientificos relatam que no periodo pds-menopausa muitas mulheres
apresentam alguns sintomas indesejaveis em decorréncia da diminui¢do da producdo

g ; 1
dos horménios estrégeno e progesterona. '’

Estes sintomas combinados com o aumento da incidéncia de osteoporose,
problemas cardiovasculares e surgimento do mal de Alzheimer, fizeram com que fosse
iniciado um tratamento nestas mulheres com reposi¢do dos hormonios estrogeno e

progesterona.'®!!

A industria farmacéutica patrocinadora dos hormonios sintéticos acobertou por
muito tempo os efeitos provavelmente causados pela terapia da reposicdo hormonal. E
destes, o principal era a tendéncia do surgimento de cdncer de mama em pacientes

adeptos desta terapia.'”

A midia tentou esconder por muito tempo, haja vista a quantidade de dinheiro
envolvida, até que a ética prevaleceu e ndo se pode mais ocultar os efeitos adversos da

terapia de reposi¢éio hormonal.'

Um ponto basico a se discordar da terapia de reposi¢do hormonal € que a
menopausa ndo € uma doenga, ¢ uma fase da vida da mulher, uma seqiiéncia légica da
vida. O outro ponto bastante racional é que ndo se pode repor um hormdnio no
organismo, uma vez que os hormonios sdo produzidos & necessidade do corpo e em
cadeia. Na menopausa a mulher diminui a producdo de estrégeno e de progesterona

porque estes hormoOnios estdo ligados ao ciclo reprodutivo feminino € na menopausa

15



Capitulo 2 — Consideragdes sobre a espécie Vitex agnus castus L.

todo o organismo da mulher ja estd propenso a nfo mais reproduzir e o natural ¢ a

£ skl hosoc i
diminui¢&o destes hormonios.

Fato considerado real € a osteoporose, porém alguns sintomas como calor
excessivo e depressdo estdo relacionados com a menopausa e a perda da juventude, tdo

temida por homens e mulheres.

Alguns sintomas podem ser aliviados pelos produtos de procedéncia natural,
porém a osteoporose ndo. Esta somente se resolve com a reposi¢cdo hormonal. Porém os
casos de aumento da incidéncia de cancer tem sido tdo alarmante que mesmo sem
resolver os problemas da osteoporose, os produtos naturais tem sido considerados uma

terapia alternativa com muitas indicagdes.

Como por exemplo temos os casos das mulheres que tiveram, ou tém, histéria na
familia de cancer de mama, para elas esta totalmente contra indicado o tratamento com
reposigio hormonal. E neste contexto que entram as formulagdes utilizando Vitex agnus
castus, principalmente em paises da Europa e na China onde a medicina natural utiliza
também formulagSes com outras plantas tais como: Angélica sinensis, Glycyrrhiza

glabra L., Cimifuga racemosa, Trifolium pratense L. € Mumulus Lupulus L."

Com relacdo a classe de =
27" 4 X . 2
produtos naturais, ¢ muito variada,
R (0]
porém sdo sempre referéncias as
isoflavonas, como as substincias
genisteina, daidzeina, formononetina HO 0
e biochanina na fig. ao lado, porém a
lieteratura cita outras substincias Genisteina R, = OH, R, =H
Biochanina = R; = OH, R, = CHj3
com semelhante atividade. Daidzeina=R; =H, R,=H
Formononetina = R; = H, Ry =CH;j
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Capitulo 3 — Consideracies sobre o género Vitex

3. Consideracoes Sobre 0Género Vitex

O género Vitex (Verbenaceae) compreende aproximadamente 270 espécies
conhecidas, quase todas de clima tropical e/ou subtropical, com poucas ou rarissimas

N 12
espécies na zona temperada.

S#o arvores ou arbustos de pequeno porte, bastante aromaticas e quase todas de
uso medicinal, principalmente na india e no México, como é o caso da espécie Vitex
mollis, usada para aliviar os problemas causados pela disfuncdo do intestino, € usada
também como analgésico, antiinflamatoério e indicas nas mordidas de escorpiées.”]é
atribuido também as espécies V. gaumeri, V. agnus castus e V. negundo propriedades
antimaldrica, antimicrobiana e antifungica, que sdo as espécies. Em muitos paises as
espécies do género sdo usadas por suas propriedades inseticidas e larvicidas, como € o
caso da espécie V. negundo que apresenta atividade larvicida contra o mosquito Culex

quinquefasciatus, Anopheles stephensis e Aedes aegypti.'*

O género Vitex apresenta espécies com variados constituintes quimicos, porém a
caracteristica principal das espécies deste género tem sido a presenca de flavondides e
iridéides. Entretanto neste vasto género sdo encontradas também substancias
pertencentes a outras classes de produtos naturais tais como: diterpenos labdanos,

alcaléides, lignanas, chalconas e ecdisteréides.'>

A maioria das espécies do género Vitex € nativa da regido do Mediterraneo,
porém sdo plantas bem adaptdveis a outras regides de clima semelhante. No Brasil hé
registros da ocorréncia de espécies do género Vifex do Amazonas ao Rio Grande do Sul;
e destas as espécies Vitex montevidens, Vitex trifolia, V. odorata Hub e Vitex agnus

castus L. sdo as de ocorréncia mais citadas.
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Capitulo 3 — Consideragdes sobre o género Vitex

4. Levantamento Bibliografico

O género Vitex, como ja foi citado no capitulo anterior, compreende um vasto
numero de espécies, cerca de 270. E comum as espécies do género a presenca de
substincias das classes de produtos naturais flavonodides, iridéides e ecdisteroides.
Porém também tem sido isolados algumas lignanas, chalconas e diterpenos. Neste
trabalho foi realizado um levantamento bibliografico a cerca de substancias isoladas do
género Vitex com atividades bioldgicas relatadas pela literatura. '*1%%°

Os resultados deste levantamento encontram-se na Tabela 3, pags.19-23, citando
as espécies e suas respectivas substancias isoladas. As estruturas estdo no Quadro 2.pag.

24-33.
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Tabela 3. Espécies do género Vitex, atividade bioldgica e seus constituintes quimicos

Kspécie

Vitex agnus castus L

Atividade biolégicol

Estrogénica

Constituintes quimicos

| Agnosideo (13)

Aucubina (14)

Casticina (5)

Orientina (15)

27-0-cafeoil-orientina (16)

7-Glicosil-luteolina (17)

Glicosideo 6-C-(4”-metil-6"-O-transcafeoil) luteolina (18)
Glicosideo 6-C-(6”-O-transcafeoil) luteolina (19)
Glicosideo 6-C-(2”-O-transcafeoil) luteolina (20)
Glicosideo 7-O-(6"-p-benzoil) luteolina (21)

4’ 5-Diidroxi-3,3’,6,7-tetrametoxiflavona (22)
Luteolina (9)

Artemetina (23)

Isoartemetina (24)

Rotundifurano (25)

Vitexlactona (26)
6p,7p-Diacetoxi-13-hidroxi-labda-8,14-dieno (27)
Vitexlactma (28)

20,22,23
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Tabela 3. Espécies do género Vitex, atividade bioldgica e seus constituintes quimicos (continuagfo).

Espécie

Vitex rotundifolia

Atividade biologico

Anticancerigena,
inseticida e
Antibacteriana

Constituintes quimicos
Agnosideo (13)
Rotundifurano (25)
Vitrofolal A (29)
Vitrofolal B (30)
Vitrofolal C (31)

1-(3,4-Dimetoxifenil)-2,7-diidroxi-8-metoxinaftaleno-3-

carbaldeido (32)

Vitexcarpina (33)

Artemetina (23)
2°,3”,5-Triidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona (34)
Vitetrifolina A (35)

Vitetrifolina B (36)

Vitetrifolina C (37)

24, 25,26

Vitex negundo

Antireumatica

Agnosideo (13)

Aucubina (14)

Acido 2’-p-hidroxibenzoil mussaenosidico (38)
Acido 6’-p-hidroxibenzoil mussaenosidico (39)

3-formil-4,5-dimetil-8-oxo0-5H-6,7-diidronafto (2,3-
b)furano (1)

Vitexcarpina (32)

27,28,29,30,8
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Tabela 3. Espécies do género Vitex, atividade biolégica e seus constituintes quimicos (continuag#o).

Atividade biolégico |

Constituintes quimicos

Vitex scabra

Antiinflamatodria

24-Epi-pinatasterona (40)
Escabrasterona (41)
20-hidroxiecdisona (42)
Pinatasterona (43)
Turkesterona (44)

31,32,33

Vitex trifolia

Vitex polygama

Inseticida

Antiiflamatoéria

Casticina (5)

Luteolina (9)
Rotidufurano (25)
Vitetrifolina A (34)
Vitetrifolina B (35)
Vitetrifolina C (36)
Diidrosolidagenosa (45)
Isorientina (46)

Abietratrieno-33-ol (47)

Orientina (15)

Isorientina (46)

Luteolina (9)

Quercetina (10)
2”-O-cafeoilorientina (16)
Vitexina (48)

39,40
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Tabela 3. Espécies do género Vitex, atividade biologica e seus constituintes quimicos (continuagéo).

Espécie

Vitex canescens

Atividade biolégico!

Antiiflamatodria

__ Constituintes quimicos
20-Hidroxiecdisona (42)
24-Epi-makisterona A (49)
11¢,20,26-Triidroxiecdisona (50)
Turkesterona (44)
24-Epi-abusterona (51)

Chidasterona (52)

Calonisterona (53)
(24R)-110,20,24-Triidroxiecdisona (54)
Abutasterona ( 55)

Canescensterona (56)

4142

Vitex pinnata

Antiiflamatoria

Turkesterona (43)
20-Hidroxiecdisona (41)
Abustaterona (55)
Pinatasterona (42)
Ajugasterona C (57)

4546
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Tabela 3. Espécies do género Vitex, atividade bioldgica e seus constituintes quimicos (continuago).

Espécie

Vitex strickeri

Atividade biolégico|

Antiinflamatoria

Constituintes quimicos
20-hidroxiecdisona (41)
Ajugasterona C (57)
Abutasterona (55)
11o-Hidroxiecdisona (58)

49,50

Vitex leptobotrys

Anti-reumatica

Cardamomina (59)

Helichrisetina (60)
2’,4’-Diidroxi-4,6’-dimetoxichalcona (61)
4,4’-Diidroxi-4,6’-dimetoxichalcona ( 62)
4’-Hidroxi-4,2’,6’-trimetoxichalcona (63)

4,2’ 4’ 3-Tetraidroxi-6’-metoxi-a,B-diidrochalcona (64)

37,38,39,30




Capitulo 4 — Levantamento bibliogrdfico

Quadro 02. Estruturas de substincias isoladas de espécies do género Vitex com
registro na literatura

HO

HO

(14

R =H (15)
R = Cafeoil (16)

17)
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Capitulo 4 — Levantamento bibliogrfico

Estruturas de substincias isoladas de espécies do genero Vifex com

Quadro 02.
registro na literatura

trans cafeoil

OH
OH

Ri1 = H; Ry = CHjs; R3 = transcafeoil (18)
R; =Ry = H; R3 = transcafeoil (19)
R; = transcafeoil; R, =R3=H (20) o)

R = O0-Gli(6"-p-hidroxibenzoil), R, = R4 = H, R3 = Rs = Rg = OH (21)
R1=R2=R4=R5=0CH3,R3=R6=0H (22)

R1=R2=R4 =R5=R6=0CH3,R3=0H (23)
R1=R3=R4=R6=0H,R5=R2=H (24)
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Quadro 02. Estruturas de substincias isoladas de espécies do género Vitex com
registro na literatura
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Capitulo 4 — Levantamento bibliogrdfico

Quadro 02. Estruturas de substdncias isoladas de espécies do género Vitex com
registro na literatura

0]
HO OH
OCH3
OCHj3
OCH;
(30 )
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Quadro 02. Estruturas de substdncias isoladas de espécies do género Vitex com
registro na literatura

CH,0H

(37)
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Quadro 02. Estruturas de substincias isoladas de espécies do gé€nero Vitex com
registro na literatura
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Quadro 02. Estruturas de substincias isoladas de espécies do género Vitex com
registro na literatura

30



Capitulo 4 — Levantamento bibliogrdfico

Quadro 02. Estruturas de substincias isoladas de espécies do género Vitex com
registro na literatura
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Quadro 02. Estruturas de substdncias isoladas de espécies do género Vitex com
registro na literatura

(52)
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Quadro 02.

Estruturas de substancias isoladas de espécies do género Vifex com

registro na literatura

HO OCH3
Rl
L)
O

OR
58. R=H,R'=H
59.R=H,R'=0H

60. R=H, R'=0CH3
61. R=CHj;, R'= OH
62. R=CH3, R'=0CH3

HO OCH OH
OH O OH
(63)
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Capitulo 5 — Determinagdo estrutural

5. DETERMINACAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES FIXOS
ISOLADOS DE V. AGNUS CASTUS L.

5.1..Determinacio estrutural de CV1 (1)

O tratamento cromatografico da fragdo cloroférmica do extrato metanélico do
caule de V. agnus castus L. forneceu dentre outros materiais ndo analisados, um solido
branco, soluvel em cloroférmio, com ponto de fusdo na faixa de 143 — 145°C, que foi

denominada CV1.

O espectro de massas (Fig. 5, pag. 40) de CV1 obtido por impacto eletronico a
70 ev, forneceu o pico do ion molecular [M]* em m/z 242 daltons. No quadro 3, pag. 40,

encontram as fragmentacgdes atribuidas a este espectro.

A integracdo do espectro de RMN 'H (Fig. 6, pag. 40.) revelou a presenga de
quaforze atomos de hidrogénios e de acordo com a teoria do deslocamento quimico dois
destes hidrogénios em & 8,15 (s) e 8 8,39 (s) foram atribuidos a hidrogénios de carbonos
aromaticos e ainda um sinal em & 10,16 (s) que foi relacionado & presenca de um

hidrogénio de grupamento aldeidico.

Prosseguindo-se a andlise do espectro de RMN 'H, verificou-se a presenca de
dois sinais intensos relativos a hidrogénios de dois grupamentos metilas, sendo um em
2,90 (s), atribuido a hidrogénio de carbono metilico ligado a anel aromético € um sinal
em 0 1,35 (d, /= 7,1 Hz) que foi atribuido a um grupamento metila ligado a um carbono
metinico benzilico. O sinal na regido & 3,35 (m) (ver expansdo) (Fig. 7, pag.41) foi
atribuido a um hidrogénio de carbono metinico acoplado a a hidrogénios de metila,
justificando o sinal dubleto anterio. Os demais sinais foram em & 2,13 (ddt, J= 14,9; 5,5
e 2,3 Hz); 6 2,33 (tt, J = 14,9 e 4,7 Hz); & 2,68 (ddd, J = 18,1; 4,7 ¢ 1,8 Hz) ¢ & 2,93
(ddd, J = 18,1; 14,9 e 5,5 Hz) (ver expansdo) que foram atribuidos a atomos de

hidrogénios de dois grupos metilénicos adjacentes.

O espectro de RMN B BB (Fig.8, pag. 41) revelou quinze atomos de
carbonos e a comparagio deste com o espectro de RMN °C — DEPT 135° (Fig. 9, pag.
42) permitiu atribuir o padrdo de hidrogenag@o dos carbonos de CV1 (Tab. 4, pag. 35),
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Capitulo 5 — Determinagdo estrutural

onde verificou-se que CV1 continha sete carbonos n#o hidrogenados, quatro carbonos

metinicos, dois carbonos metilénicos e dois carbonos metilicos.

Tabela.4. Atribui¢do dos sinais de 4tomos de carbono ndo hidrogenados, metinicos,
metilénicos e metilicos. Informagdo obtida através da andlise comparativa

entre os espectros de RMN 3C —BB e DEPT 135° (125 MHz, CDCls).

C CH CH; CH;
125,6 29,2 29,2 17,6
127.6 109,2 33,1 19,3
130,7 160,4
1332 183,9
144.0
1554
198.,4

7C 4CH 2CH; 2CH;

O sinal em & 198,4 de carbono ndo hidrogenado foi atribuido a uma carbonila
possivelmente de cetona, enquanto o sinal em & 183,2 de carbono metinico foi atribuido
a uma carbonila de aldeido, confirmando o sinal em & 10,16 (s) observado no espectro

de RMN 'H de CV1.

Dos sinais atribuidos a carbonos ndo hidrogenados, o sinal em & 155,4 foi
atribuido a um carbono aromatico e oxigenado e os sinais em & 144,0; 6 133,2; § 127,6;
d 130,7 e & 125,6 foram atribuidos a carbonos aromadticos possivelmente nZo

oxigenados.

Os sinais referentes aos carbonos metinicos em & 29,2 ¢ & 109,2 foram
relacionados a presenca de carbonos metinicos saturado e insaturado, respectivamente, e
o sinal em § 160,4 foi atribuido a carbono insaturado e oxigenado, sugerindo uma
ligagdo dupla conjugada a carbonila aldeidica, o que justificaria a prote¢do observada a

carbonila aldeidica.
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Foram observados ainda dois sinais em & 29,2 € em & 33,1 atribuidos a carbonos

de dois grupos metilénicos.

Os dados espectrais de RMN 'H, RMN 13C — BB e DEPT 135° juntamente com
as informagOes presentes no espectro de massas, considerando as possiveis
fragmentagdes (Quadro 3, pag. 38), permitiram atribuir para CV1 a férmula molecular

C15H140s.

Pesquisa realizada na literatura juntamente com a anélise dos dados do espectro
de massas e dos espectros de RMN 'H, RMN C - BB e DEPT 135°, permitiram
atribuir a estrutura de um sesquiterpeno contendo um grupo funcional carbonila de
cetona, uma carbonila de aldeido, além da presenga de carbonos aromaticos e duas

metilas, sendo uma acoplada a carbono metinico para CV1.

A andlise do espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 1 H x 1H —
COSY (Fig. 10, pag. 42) revelou os acoplamentos entre os hidrogénios em & 2,33 (tt, J
=149 e 4,7 Hz) e 6 2,13 (ddt, J = 14,9; 5,5 e 2,3 Hz) e deste com o sinal em & 2,68
(ddd, J=18,1; 4,7 ¢ 1,8 Hz) € em 4 2,93 (ddd, J = 18,1; 14,9 e 5,5 Hz). Verificou-se
ainda acoplamento entre os hidrogénios atribuidos ao grupo metila em & 1,35 (d, J=7,1
Hz) com o multipleto em & 3,95 confirmando a presen¢a de um acoplamento vicinal

entre um hidrogénio de carbono metinico e trés hidrogénios de carbono metila.

Na analise do espectro bidimensional de correlagio heteronuclear HMQC — 'Jey
(Fig. 11, pag. 43), verificou-se a correlagdo entre o sinal de carbono em & 183,9
(carbonila de aldeido) com o hidrogénio em & 10,16 (s). Observou-se ainda as
correlagdes entre os sinais de carbonos em & 109,2 e 6 160,4 com os hidrogénios em &

8,15 (s) e & 8,39 (s), respectivamente.

Foi verificado ainda que os sinais em & 29,2 e em & 33,14 de carbonos saturados
ndo oxigenados estavam correlacionados aos hidrogénios em & 2,68 (ddd, J=18,1;4,7 ¢
1,8 Hz) e em 6 2,93 (ddd, J = 18,1; 14,9 ¢ 5,5 Hz) e aos hidrogénios em & 2,33 (tt, ] =
14,9 ¢ 4,7 Hz) e 2,13 (ddt, J = 14,9; 5,5 e 2,3 Hz) respectivamente.

A andlise complementar veio com as informagdes contidas no espectro

bidimensional de correlagdo heteronuclear HMBC — "Jcy (n = 2 e n = 3), (Fig. 12, pag.
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43), onde se verificou uma correlagiio a duas ligagdes do sinal de carbono carbonilico
em & 198,4 com os hidrogénios em & 2,93 (ddd, J = 18,1; 14,9 ¢ 5,5 Hz) € 6 2,68 (ddd, J

=18,1;4,7 ¢ 1,8 Hz) e a trés ligagcdes com o hidrogénio aromético em & 8,15 (s).

Ainda no referido espectro foi observada a correlag@o do sinal de carbono em &
144,0 a trés ligagdes com os hidrogénios em & 8,15 (s); 6 1,35 (d, J = 7,1 Hz) e & 2,90
(s).-

Na Tabela 5, pag. 39, constam as correlagdes observadas nos espectros HMQC e

HMBC.

A andlise dos dados espectroscopicos uni e bidimensionais permitiram atribuir
para CV1 a estrutura (1), um sesquiterpeno furanico, denominado 3-formil-4,5-dimetil-
8-0x0-5H-6,7-diidronafto(2,35)furano, que foi isolado da espécie V. negundo, porém é a

primeira vez que € relatado na espécie V. agnus castus L.

A literatura relata que o composto (1), um sesquiterpeno de esqueleto
eremofilano, raramente ocorre no género Vifex, sendo esta a segunda vez que 0 mesmo é

isolado de uma espécie do género Vitex.

Segundo informagdes também constantes na literatura, o composto (1) parece ser
o sucessor biogenético de 1-ox0-9-desoxicacolol(3,4,5-trimetil-8-ox0-5H-6,7-

diidronafto(2,35)furano (1°).

Quando isolado de V. negundo, o composto (1), teve seus dados de RMN 'H
obtidos em um aparelho de ressondncia magnética nuclear de 90 MHz e isto ndo
possibilitou a deteccdo das constantes de acoplamentos vistos nos experimentos deste

trabalho, uma vez que estes foram realizados em um aparelho de RMN de 500 MHz.
Os dados de RMN "°C, assim como as informagdes obtidas em experimentos
bidimensionais estdo sendo relatadas pela primeira vez na literatura.

O

CH,
CH; CH;
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Quadro 3. Possiveis caminhos de fragmentagdo para CV1 (1) no espectrometro de

massa.

CH

m/z 242

m/z 199

m/z171
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Tabela 5. Dados de HMQC ¢ HMBC de CV1

'H-BC-HMQC-"Jen

'H-BC-HMBC-"Jci

C

3 1256 — H-16; H-2 —

4 1332 — 3H-15 -

8 198.4 — 2H-7 H-11

9 130,7 — H-11 —

10 144,0 — — H-11; 3H-14;

3H-15
12 1554 — H-11 —
13 127,6 — — H-11; H-16;
H-2; 2H-15

CH

2 160,4 8,39 (s)

3 29,2 3,35 (m)

11 109,2 8,15 (s)

16 183,9 10,16 (s)
CH,

6 29,2 | 2,93 (ddd, J=18,1; 14,9 ¢ 5,5 Hz), H-6

ax, 2,68 (ddd, J=18,1; 4,7 e 1,8 hz),
H-6 eq
4 33,1 | 2,33 (tt, ] = 14,9 e 4,7 Hz) H-7ax, 2,13
(ddt, J = 14,9; 5,5 e 2,3 Hz) H-7eq

CH3

14 193 1,35 (4, 1=17,1 Hz)

15 17,6 2,90 (s)
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5.2. Determinacido Estrutural de FV1 (2)

Da frago acetato de etila do extrato metandlico das folhas de V. agnus castus L.
foi possivel isolar um sélido branco soliivel em metanol, de ponto de fusdo na faixa de

264 —266°C, que foi denominado FV1.

No espectro de RMN “C — BB (Fig. 13, pag. 48) de FV1 constatou-se a

presenca de trinta &tomos de carbonos através da analise das linhas espectrais.

A anlise do espectro de RMN °C — DEPT 135° (Fig. 14, pag. 48) permitiu a
determinagdo do padrdo de hidrogenagdo apresentado na Tabela 6. abaixo. Os carbonos
ndo hidrogenados foram determinados por comparagdo deste com o espectro de RMN

BC_BBdeFV1.

Tabela .6. Padrdo de hidrogenacdo dos carbonos de FV1

& CH CH; CH;
181,3 128,3 41,4 28,2
139,0 e A | 38,0 26,3

125 66,1 33,0 23.7
48,5 54,1 28,5 214
41,7 48,3 26,1 16,5
38,4 47,2 25,6 13.9
3832 42,0 23.9 15,6
40,2 18,3

Com base na teoria do deslocamento quimico, observou-se a presenca de uma
carbonila possivelmente de 4cido carboxilico em & 181,3, trés sinais referentes a
carbonos saturados e oxigenados em & 79,1; 8 72,5 e & 66,1 e dois sinais de carbonos

olefinicos em 8 139,0 e 6 128,3.

A presenga dos sinais de carbono-13 em & 128,3 e & 139,0 caracterizou uma
dupla ligac8io propria de triterpenos pertencentes a série urs-12-eno; e os sinais em &
79,1; 8 72,5 e 8 66,1 evidenciaram um esqueleto triterpénico trioxigenado.

44



Capitulo 5 — Determinagdo estrutural

O espectro de RMN 'H (Fig.15, pag. 49) apresentou sinais de hidrogénios
correspondentes a sete grupamentos metila em & 0,81; & 0,89; & 0,96; & 0,97; 6 1,01; &
1,19 e & 1,36 (Ver expansdo) (Fig. 16, pag. 49). Ainda no referido espectro observou-se
um sinal em & 5,31 (1H, s) que foi atribuido a hidrogénio de carbono olefinico e dois
sinais em & 3,95 (1H, ddd J = 10,7; 4,2 e 2,9 Hz) e & 3,34 (1H, J = 2,3 Hz) (Ver
expansdo) (Fig. 17, pag. 50) que foram atribuidos de acordo com o valor do
deslocamento quimico a hidrogénios de carbonos carbindlicos. O valor da constante de
acoplamento, 2,3 Hz, indica acoplamento axial-equatorial ou diequatorial, conforme

figura 18, abaixo.

OH OH
H H
HO H
H OH
Axial—equatorial Equatorial—equatorial

Figura. 18.. Estruturas evidenciando os possiveis acoplamentos de hidrogénios de

carbonos carbindlicos vicinais de FV1.

Os valores das constantes de acoplamento axial — equatorial e diequatorial sdo
bem préoximos e, devido a este fato, as duas estruturas da figura 19 abaixo foram

considerados possiveis em relagéo a estereoquimica dos carbonos carbindlicos vicinais

de FV1.
HO HO
Figura 19. Possiveis estereoquimicas de FV1.
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Analisando os dados espectrais e juntamente com pesquisa comparativa em
banco de dados de deslocamento quimico de carbonos — 13 constantes na literatura®'
para triterpenos, foi possivel propor a estrutura abaixo, do Acido 2a-30-19a-
triidroxiurs—12—en—28-6ico para FV1. Na Tabela.7, pag. 47. consta a comparagdo entre
os deslocamentos de carbono — 13 de FV1 e do referido 4&cido, na qual constata-se

equivaléncia espectroscdopica de carbono - 13 entre os dados das duas substancias.
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Tabela 7. Comparacgo dos valores de deslocamentos quimicos de RMN BC de FV1 )

com os dados da literatura® para o composto Acido 2a-30-190-triidroxiurs—12—en—28-

0ico.

1 41,4 (t) 41,4

2 65,2 (d) 66,1

3 78,3 (d) 79,1

4 37,8 (s) 38,4
5 47,7 (d) 48,3

6 17,7 (¥) 18,3

7 32,5 (t) 33,0
8 39,6 (s) 40,2
9 46,6 (d) 472
10 37,7 (s) 38,3

11 23,1 (1) 23,9
12 127,0 (d) 1283
13 138,9 (s) 139,0
14 41,8 (s) 41,7
15 28,2 (1) 28,5
16 25,4 (1) 25,6
17 473 (s) 48,5
18 53,6 (d) 54,0
19 71,8 (s) 72,5
20 41,2 (d) 42,0
21 26,0 (1) 26,1

22 37,5 (t) 38,0
23 28,4 (q) 28,2
24 21,4 (q) 22,4
25 15,8 (q) 15,9
26 16,3 (q) 16,5
27 23,7 (q) 237
28 179,7 (q) 181,3
29 26,2 (q) 26,3
30 15,7 (q) 15,6
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5.3. Determinacio Estrutural de FV2 (3) e (4)

FV2, isolado da fra¢do cloroférmica do extrato metandlico de V. agnus castus L.

apresentou-se como um so6lido branco, soluvel em cloroférmio, de ponto de fusdo na

faixa de 182 — 185°C.

O espectro de RMN 'H de FV2 (Fig. 20, pdg. 54), mostrou sinais bem
concentrados na regifio compreendida entre § 0,7 —2,0 ppm, indicando o caréter

triterpénico da substéncia.

Analisando os demais sinais apresentados no espectro de RMN 'H, observou-se
o sinal em & 3,23 (dd, J = 10,3 e 5,0 Hz) que foi atribuido a hidrogénio em acoplamento
axial / axial (J = 10,3 Hz) e axial / equatorial (J = 5,0 Hz) e pelo valor do deslocamento,
o referido sinal foi atribuido a hidrogénio de carbono carbinélico. Outro sinal também
presente no espectro foi em & 5,10 (t, J = 3,6 Hz) que foi atribuido a hidrogénio de

carbono olefinico em acoplamento com dois hidrogénios de grupo metilénico.

O espectro de RMN °C — BB de FV2 (Fig. 21, pag. 54) mostrou a presenca de
trinta e cinco linhas espectrais e em comparagio com o espectro de RMN °C — DEPT
135° (Fig. 22, pag. 55) revelou que FV2 apresentava em sua estrutura oito dtomos de
carbonos metilicos, treze dtomos de carbonos metilénicos, sete atomos de carbonos

metinicos e sete atomos de carbonos néo hidrogenados.

Dos sinais referentes a RMN °C de FV2, o sinal em & 79,1 foi atribuido a
carbono carbindlico justificando o sinal em & 3,23 (dd, J = 10,3 e 5,0 Hz) visto no
espectro de RMN 'H. Os sinais em & 121,7; & 124,4; 8 139,6 ¢ & 145,2 foram atribuidos

a quatro carbonos olefinicos.

A literatura relata para os compostos da classe dos produtos naturais
triterpenicos das séries urs-12-eno e olean-12-eno uma diferenga nos deslocamentos

quimicos dos carbonos olefinicos C/12, C/13.

Na série ursano C-12 é desprotegido de 2 ppm em relagdo ao mesmo atmo de
carbono dos oleanos, enquanto C-13 nos ursanos ¢ protegido em relagdo a C-13 dos

oleananos em cerca de 5 ppm, isto em decorréncia dos triterpenos ursanos apresentarem
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um grupamento metila em posi¢do equatorial em C-19, causando um efeito de protecéo

B em C-13.

Feitas estas andlises a cerca dos dados espectroscopicos obtidos de
experimentosde ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono —13 para
FV2 e fazendo uso de um banco de dados presentes na literatura®™ com deslocamentos
quimicos de RMN '*C para triterpenos, chegou-se as estruturas dos triterpenos o-
amirina (3) e B - amirina (4) para FV2. Comparando todos os dados das duas
substancias com os dados de FV2, atribuiu-se a FV2 uma composi¢do da mistura dos

dois triterpenos (Tab. 8, pag. 53).
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Tabela 8. Comparagio dos valores de deslocamentos quimicos de RMN B

. Yo S 53
de FV2 com os valores da literatura para a « - amirina e 3 - amirina.

C FV2 o -amirina | 3 - amirina FV2
1 38.8 38,7 38,7 39,6
2 21,4 22,2 27,3 PP
3 781 78,3 79,0 79,1
4 38,8 38,7 38,8 38,8
5 5.2 55,2 55,3 553
6 18,4 18,3 18,5 18,4
2 32,9 2.9 32,8 32.9
8 40,0 40,0 38,8 38,8
9 47,7 47,7 47,7 47,6
10 36,9 36,9 37,6 371
11 23.3 23.3 23,6 LM
12 124,4 124,3 121,8 121.¢
13 139,6 139,3 145,1 145,2
14 42,1 42,0 41,8 41,5
15 28,7 28,7 27.0 273
16 26,6 26,6 26,2 26,6
17 33.8 33.7 325 329
18 9.1 58,9 47,4 47,2
19 39.7 39,6 46,9 47,2
20 40,0 39,9 - | 31,3
4 313 312 33,9 33,8
22 41,5 41,5 37,2 36,9
23 28,1 28,1 28,2 28,7
24 15,6 15,6 15,6 15,6
25 15.7 15,6 157 15,7
26 16,9 16,8 16,9 16,9
27 23,4 23.3 26,0 26,6
28 28,1 28,1 28,4 28,1
29 175 17,4 33,1 33,8
30 21,4 21.3 23,6 23,71
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5.4. Determinacio estrutural de FV3 (5)

A fragdo f°(9-15) proveniente do tratamento cromatografico da fragdo
cloroférmica do extrato metandlico das folhas de V. agnus castus L., apds sucessivos
tratamentos cromatograficos resultou no isolamento de um sélido amarelo, soltvel em

cloroférmio, de ponto de fusdo na faixa de 204-206°C.

O espectro de RMN 'H de FV3 (Fig. 23, pag. 60) apresentou sinais na regifo de

hidrogé€nios aromaticos € na regido de hidrogénios de metoxilas

Os sinais em 8 7,01 (d, J=8,6 Hz), em & 7,68 (d, J=2,2 Hz) e em & 7,75 (dd,
J=8,6 e 2,2 Hz) sugerem a presenca de um sistema aromatico com substitui¢do do tipo

1,2,4 (Fig. 24, abaixo).

R1

Fig.26.. Sistema aromatico orto/para substituido

Os quatro sinais em & 3,89; 83,94; 83,98 e & 4,01 intensos singletos, foram
atribuidos pelo valor do deslocamento a atomos de hidrogénios de grupos metoxilas,
ligados a sistemas aromaticos. E finalmente o singleto em & 6,52 foi relacionado &

presenca de um hidrogénio aromaético ou olefinico.

No espectro de RMN g - BB (Fig. 25, pag. 60) apresentou sinais
correspondentes a dezenove atomos de carbonos. A comparagdo do espectro de RMN
BC-BB com o espectro DEPT 135° (Fig. 26, pag. 61) revelou a presenca de onze
carbonos ndo hidrogenados, quatro carbonos metinicos e quatro carbonos metilicos

(Tabela 9, pag. 57).
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Tabela 9. Atribuigsio dos sinais de 4tomos de carbono ndo hidrogenados, metinicos e
metilicos. Informag#o obtida através da andlise comparativa entre os espectros de RMN

13C _ BB e DEPT 135° (75 MHz, CDCly).

106,8 90,5 56,2
123.9 110,6 56,5
132,5 114,5 60,3
1392 121,8 61,0
145,7
148.,9
1525
152,9
155,8
159,0
¥79.1

Dos onze carbonos néo hidrogenados, oito, sdo carbonos insaturados oxigenados
0 139,2; & 145,7; 6 148,9; & 152,5; 6 152,9; 6 155,8; 6 159,0 € 6 179,1. O sinal em &

179,13 foi atribuido a uma carbonila.

Os quatro sinais referentes a carbonos metinicos, pelo valor do deslocamento em

6 90,5; 6 110,65 6 114,5 e & 121,8 caracterizam carbonos aromaticos ndo oxigenados.

Os sinais em & 56,2; § 56,5; 8 60,3 e 8 61,0 sdo coerentes a presenga de quatro

grupamentos metoxilas ligados a sistema aromatico.

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HMQC (Fig. 27, pag. 61)
permitiu associar os sinais de hidrogénios aos seus respectivos carbonos. De acordo
com a andlise deste espectro observou-se que o sinal de carbono-13 em & 90,8 com o
sinal de hidrogénio em & 6,5 singleto. Esta informag&o veio a confirmar a existéncia de

apenas um carbono hidrogenado em um dos anéis aromaticos. Observou-se ainda no
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referido espectro a correlagdo entre o carbono-13 em & 110,84 com o hidrogénio em 6
7,01 (d, J = 8,6 Hz); do carbono-13 em & 114,8 com o hidrogénio em & 7,68 (d, J = 2,2
Hz) e do carbono-13 em & 121,94 com o hidrogénio em & 7,75 (dd, J = 8,6 € 2,2 Hz).

A atribuicdo dos sinais dos carbonos ndo hidrogenados foi feita baseada na
analise do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HMBC (Fig. 28, pag.
62), onde foi possivel verificar a correlagéo entre o hidrogénio singleto em & 6,52 a trés
1iga¢6es com os carbonos em & 106,96; 8 132,64 e a duas ligagdes com os carbonos em
8 158,12; 8§ 152,50 e & 152,90. Observou-se também a correla¢do a duas ligagGes do
sinal em 8 7,01 (d, J = 8,6 Hz) com os carbonos em & 123,90 e & 145,99; evidenciando

que este hidrogénio estava posicionado eqiiidistante a estes dois carbonos.

Com base na analise dos dados espectrais obtidos comparados com dados da
literatura (Tabela.10, pag. 59) e conhecimento do tipo de substdncias presentes na

espécie atribuiu-se a estrutura (5), abaixo, para FV3.

A substancia 3°,5-diidroxi-3,4’,6,7-tetrametoxiflavona ou casticina (5) atribuida
a FV3, ja foi isolado da espécie V. agnus castus e de outras espécies de Vitex, sendo

uma flavona bem comum no género.
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Tabela 10. Comparagéo dos valores de deslocamentos quimicos de RMN "°C de FV3

(3) com os valores da literatura para a casticina.

(55)

G FV3 (3) Casticina
9 152,5 155,1
3 139,2 137,6
4 179,1 177,6
5 152,5 151,4
6 132,5 131,2
7 1558 151,1
8 90,5 90,8
9 159,0 158,2
10 106.8 105,3
13 123,9 122,0
5 110,6 111,4
7 145,7 146,0
4 148.9 149,9
5 114,5 111,7
6 121,7 120,1
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5.5. Determinaciio estrutural de FV4 (6)

FV4, substancia isolada da fra¢do cloroférmica do extrato metandlico das folhas
de V. agnus castus L., apresentou-se como um solido amarelo claro, soliivel em

cloroférmio, de ponto de fusdo na faixa de 189- 192°C.

O espectro de RMN 'H (Fig. 29, pag. 67) de FV4 revelou dois sinais duplos
centrados em 8 7,87 (d, J = 8,8 Hz, 2H) e em & 7,02 (d, J = 8,9 Hz) que de acordo com a
integracdo indicou dois hidrogénios cada, sugerindo portanto, a presenca de um anel

aromatico para substituido.

O espectro revelou ainda a presenca de trés sinais em & 3,87; & 3,99 e 8 4,02,
singletos, com integragdo para trés hidrogénios cada, que foram atribuidos a presenca de

trés grupamentos metoxilas.

No espectro também foi visualizado um sinal simples em & 6,56 que foi
relacionado a um hidrogénio ligado a dtomo de carbono olefinico e um singleto em &
12,75 que foi atribuido a um 4dtomo de hidrogénio de hidroxila fendlica quelada a uma

carbonila.

O espectro de RMN °C — BB (Fig. 30, pag. 67) mostrou dezesseis linhas
espectrais, e duas delas foram atribuidas a dois 4tomos de carbonos em decorréncia de
terem apresentado intensidade bem superior as demais, totalizando dezoito dtomos de

carbonos em FV3.

Comparagdo entre os espectros de RMN °C — BB e RMN °C — DEPT 135°
(Fig. 31, péag. 68) revelou que FV4 continha dez carbonos ndo hidrogenados, cinco

carbonos metinicos e trés carbonos metilicos (Tabela 11, pag. 64).
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Tabela 11. Atribuigiio dos sinais de atomos de carbono no hidrogenados, metinicos e
metilicos. Informacdo obtida através da andlise comparativa entre o0s

espectros de RMN 13C —BB e DEPT 135° (75 MHz, CDCl).

C CH CH;
104,6 103,8 55,6
123.,6 114,7 (2x) 61,1
1274 128,1 (2x) 61,9
130,7
145,8
148.4
148,8
162,8
163,9
183,0
10C 5CH 3CH;

Os sinais relativos a carbonos no hidrogenados em & 130,7; & 145,8; & 148,4; &
148,8; 6 162,8 e 5 163,9; foram atribuidos a carbonos aromaticos oxigenados, € o sinal

em & 183,0 foi relacionado a presenga de um carbono carbonilico.

Os sinais de carbonos metoxilicos em & 55,6; & 61,1 ¢ & 61,9 confirmaram os
trés grupos metoxilas evidenciados pelos sinais em 3,87; 8 3,99 e & 4,02; observados

no espectro de RMN 'H.

De acordo com os dados espectroscopicos observados para FV4, foi possivel
atribuir para o composto a estrutura de um flavondide, trimetoxilado, com hidroxila
fendlica na posigdo C-5, portanto, quelada a carbonila, com um hidrogénio olefinico,
que aparece como um singleto e um anel aromético para substituido. Estes dados

levaram a estrutura (6).
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A estrutura (6) , abaixo, também foi levada em consideracdo, porém foi lodgo
descartada, pois se FV4 fosse uma estrutura do tipo (6’), deveriamos ter
obrigatoriamente, segundo a literatura, um carbono metinico * com um deslocamento

quimico em torno de & 93 — 96.

A estrutura (6) € uma flavona ja descrita na literatura, cuja nomenclatura € 5,7-
dihidroxi-4’,6,8 —trimetoxiflavona. Comparacédo feita entre os deslocamentos de RMN
BC de FV4 com os mesmos deslocamentos para esta flavona (Tabela 12, pag. 66)
indicou compatibilidade entre os respectivos valores. Apesar desta flavona (6) ja ter

sido isolada de outras espécies, esta € a primeira vez que € isolada de V. agnus castus L.
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Tabela 12. Comparagdo dos valores de deslocamentos quimicos de RMN BC deFv4

com os valores da literatura para a 5,7-dihidroxi-4’,6,8-trimetoxiflavona.

5,7-dihidroxi-4’,6,8-trimetoxiflavona
56

C
2 163,9 163,0
3 104,6 103,0
4 183,0 182,0
5 148,4 148,3
6 130,7 131.5
7 148,8 150,8
8 127.4 127.,9
9 145,8 147,3
10 103,8 102,9
1y 123,6 1229
Z 128,1 128,1
37 114,7 114,6
4 162,8 162,3
"y 114,7 114,6
6’ 128,1 128,1
OCH3 55,6 55,6
OCH3 61,1 61,0
OCH3 61,9 61,9
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5.6. Determinacio estrutural de FV5 (7) e (8)

FV5, mostrou-se como um soélido cristalino, solivel em cloroférmio, de ponto

de fusfo na faixa de 128 — 131°C.

A andlise cromatografica comparativa por CCD, utilizando-se padrées dos
fitoesteroides [B-Sitosterol (6) e Estigmasterol (7), sugeriu a presenca da mistura das
duas citadas substédncias na amostra. Com a finalidade de identificar inequivocamente a
composi¢io da amostra, foi feita a aquisi¢do de seus respectivos espectros de RMN °C

—BB e RMN 3C — DEPT 135°.

O espectro de RMN"C - BB (Fig. 32, pag. 71) de FVS revelou a presenca de

carbonos olefinicos através da presenca dos sinais em & 121,8; 129,3; 138,4 e 140,8.

A comparagéio entre os espectros de RMN °C — BB (Fig. 32, pag. 71) ¢ RMN
3C — DEPT 135°C (Fig. 33, pag. 71) de FVS, permitiu verificar que o sinal em & 140,8
correspondia a um carbono sp® nfio hidrogenado e os sinais em & 121,8; & 129,3 ¢ &

138,4, atribuidos a carbonos olefinicos monohidrogenados.

A presenca destes quatro carbonos insaturados e entre estes, os sinais em & 121,8
e 138,4, juntamente com analise comparativa entre os dados experimentais de
ressonancia magnética nuclear de RMN °C obtidos e os relatados na literatura (Tab. 13,
pag. 70), permitiram indicar FVS como uma mistura contendo £ - Sitosterol (6) e

Estigmasterol (7).
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Tabela 13. Comparagio dos valores de deslocamentos quimicos de RMN BC de FV5

com os valores da literatura para o 3-Sitosterol e para o Estigmasterol.

C B-Sitosterol Estigmasterol
1 372 37.4 37,4 31,3
2 1.3 31,7 317 3157
3 71,7 71,9 71,8 319
4 42,1 42,3 42,4 423
5 140,7 140,8 140,9 140,8
6 121,6 121,8 121,7 121,8
7 31,8 31.9 319 31,9
8 31,8 31,7 31,9 317
9 50,0 50,2 50,3 50,2
10 36,4 36,6 36,6 36,6
11 21,3 21,3 21,1 213
12 39,6 39,7 39,8 59.9
13 42,2 42,3 42,4 423
14 56,7 56,1 57,0 56,8
15 243 243 244 24,4
16 28,2 28,3 28,9 29,0
17 359 56,0 56,0 56,0
18 11,8 122 12,2 12,3
19 19,3 19,4 19,4 19,4
20 36,1 36,2 40,5 40,5
21 19,0 19,0 21,1 2151
22 33,8 34,0 138.4 138,4
23 23:9 26,1 129.4 129,3
24 45,7 45,9 513 31,3
25 29,3 29.2 31,9 319
26 19,7 19,0 19,0 19.1
27 19,7 19,8 21,1 213
28 22.9 23,1 25,4 25,5
29 11,9 11,9 12,0 12,0
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5.7. Determinacio Estrutural de FV6 (9)

A fragdo £°(27-36) proveniente do tratamento cromatografico da fragdo F(42-56)
obtida quando da cromatografia em coluna de silica gel da fragdo cloroférmica do
extrato metandlico das folhas de V. agnus castus L. forneceu um material esverdeado
impuro que apos recristalizagdo apresentou-se sob andlise em CCD, como uma Unica

substancia que foi denominada FV6.

A substancia FV6, apresentou-se como um sélido amarelo esverdeado, soltvel

em metanol, com ponto de fusdo na faixa de 270 — 274°C.

A andlise do espectro de RMN 'H (Fig. 34, pag. 75) mostrou a presenca de
hidrogénios aromaticos. Destes, os sinais em 8 6,22 e & 6,44, atribuidos a hidrogénios
aromaticos com constantes de acoplamento iguais a J = 2,1 Hz (acoplamento meta),

indicaram a presenca de um sistema aromético com padrio de substituigdo 1,2,4.

Os outros sinais presentes no espectro, um singleto em § 6,51 foi atribuido a um
hidrogénio de carbono olefinico e os sinais em & (6,90 d, J = 9,0 Hz; 7,38 dd, J =9,0 ¢
2,1 Hz e 7,39 d, J] = 2,1 Hz), foram indicativos de um outro anel aromatico com

substitui¢des nas posi¢des 1, 2, 4.

Os acoplamentos entre os atomos de hidrogénio foram confirmados no espectro
bidimensional de correlagdo homonuclear — COSY (Fig. 35, pag. 75), onde se verificou
acoplamento entre os hidrogénios em & (6,90 d, ] = 9,0 Hz; 7,38 dd, J=9,0 e 2,1 Hz e
7,39d,J=2,1 Hz).

O espectro de RMN "°C — BB (Fig. 36, pag. 76) revelou quinze linhas espectrais,

indicativo de quinze atomos de carbonos.

A analise comparativa entre os espectros de RMN'">C — BB ¢ DEPT 135° (Fig.
37, pag. 76) permitiu atribuir o padrdo de hidrogenagdo dos carbonos de FV6 (Tabela.
14, pag. 73), onde pode se verificar a presenca de nove carbonos ndo hidrogenados em
(105,5; 120,5; 147,2; 151,1; 159,6; 163.4; 166,1; 166,5 e 184,0) e seis carbonos
metinicos em & (95,1; 100,3; 104,0; 114,3; 116,9 e 120,4).
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Tabela 14. Atribuicio dos sinais de 4tomos de carbono ndo hidrogenados e metinicos .
Informagdo obtida através da andlise comparativa entre os espectros de

RMN C — BB e DEPT 135° (75 MHz, CD;0D).

C CH
166,1 104,1
184,0 100,3
163.4 95,1
164,5 114,3
159,6 116,9
105,35 123.9
120,5

147,2

151,1

Os carbonos ndo hidrogenados em & 105,5 e & 123,9 foram atribuidos de acordo
com os valores de seus deslocamentos quimicos a carbonos insaturados nédo oxigenados
e os demais carbonos nédo hidrogenados que apresentaram deslocamentos quimicos na
regido compreendida entre & 147,2 — 166,5. E o carbono ndo hidrogenado com

deslocamento quimico em & 184,03 foi atribuido a uma carbonila de flavona.

Os dados espectrais analisados juntamente com informagdes da literatura
(Tabela.15, pag. 74) permitiram atribuir para FV6 a estrutura (9) abaixo, uma flavona,

luteolina, j4 isolada em V. agnus castus L.
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Tabela 15. Comparag#o dos valores de deslocamento quimico de carbono —13 de FV6

com os valores descritos na literatura para a flavona luteolina.

2 164,5 166,1
3 103,1 104,1
4 182,0 184,0
5 161,9 163,4
6 99,1 100,3
T 164,5 166,5
8 94,1 95,1
9 1577 159,6
10 104,0 105,5
1 119,1 120,5
2’ 113.7 114,3
3’ 146,1 147,2
4 147,0 151,1
57 115,8 116,9
6’ 122,0 123.9
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Fig.37. Espectro de RVMN °C — DEPT 135° (75 MHz, CD;0D) de FV6
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5.8.-Determinacio estrutural deFV7 (10)

O tratamento cromatografico da fragdo cloroférmica proveniente do extrato
metandlico das folhas de V. agnus castus L., permitiu o isolamento de um soélido
cristalino amarelo, soluvel nos solventes metanol e acetona, de ponto de fuso na faixa

de 240-242°C, que foi denominado FV7.

O espectro de RMN 'H (Fig. 38, pag. 82) de FV7 apresentou sinais compativeis
com a presenga de hidrogénios aromaticos, além de um singleto em & 12,16

caracteristico da presen¢a de uma hidroxila fendlica quelada a uma carbonila.

~ Os sinais atribuidos a hidrogénios arométicos foram localizados em & 6,26 (d, J
= 1,9 Hz) e 6 6,52 (d, J = 1,9 Hz) e pelo valor da constante de acoplamento, estes
hidrogénios evidenciaram um acoplamento em posig@o meta, levando-se a concluir que

a estrutura do composto FV7 apresentava um anel aromatico tetrassubstituido.

Os sinais em 8 6,99 (d, J = 8,6 Hz), 6 7,69 (dd, J=8,6 € 2,1 Hz) ¢ 6 7,82 (d, ] =
2,1 Hz), indicaram a presenga de um anel aromatico trissubstituido em padrdo 1,2,4.
Este fato foi observado em decorréncia dos valores apresentados pelas constante de
acoplamento, que indicaram trés hidrogénios aromaticos com acoplamento orto, (J = 8,6

Hz), meta, (J =2,1 Hz) e orto / meta, (J = 8,6 ¢ 2,1 Hz).

O espectro de RMN °C — BB (Fig. 39, pag. 82), revelou a presenca de quinze

linhas espectrais, sugerindo a presenca de quinze atomos de carbonos para FV7.

A Comparagdo estabelecida entre os espectros de RMN °C — BB e RMN °C —
DEPT 135° (Fig. 40, pag. 83), proporcionou o conhecimento do padrdo de hidrogenagio
dos 4atomos de carbonos do composto (Tabela 16, pag. 78) e através desta andlise
verificou-se que FV7 continha dez 4dtomos de carbonos ndo hidrogenados e cinco

atomos de carbonos mono-hidrogenados.
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Tabela 16. Atribuiciio dos sinais de atomos de carbono ndo hidrogenados e metinicos .
Informagdo obtida através da andlise comparativa entre os espectros de RMN e =BB

e DEPT 135° (75 MHz, CD3COCD3).

c CH
146,8 99,0
136,5 94,3
176,4 115,6
162,2 116,0
164,9 121,3
1373
104,0
123,6
145,7
1482

Dos sinais atribuidos aos atomos de carbonos ndo hidrogenados, o sinal em &
176,4 foi atribuido pelo valor do deslocamento, a carbono carbonilico € os sinais em &
136,5; 6 145,6; & 146,6; & 148,2 e 6 162,1 foram relacionados & presenga de carbonos

aromaticos oxigenados.

Com relagdo aos cinco carbonos metinicos de FV7, os sinais em 6 94,3 e & 99,0
foram atribuidos a carbonos aromaticos, situados ambos em posi¢do adjacente a dois

carbonos aromaticos oxigenados, conforme Fig. 41, abaixo.

ey
|8}

Fig 41. Carbono aromatico adjacente a dois carbonos oxigenados.
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Analisando todos os dados espectrais obtidos, concluiu-se que FV7 apresentava
em sua estrutura quinze atomos de carbonos e foi atribuido a0 mesmo apresenca de um
esqueleto flavonoidico, com hidroxila na posi¢do C-5, justificada pelo sinal em 6 12,15

(hidroxila fendlica quelada a carbonila) no espectro de RMN 'H.

Andlise feita no espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HMQC
(Fig.,42 pag. 83) verificaram-se as correlag@o entre os atomos de carbonos C-6 (8 99,0)
com o hidrogénio em 6 6,26 (d, J= 1,9 Hz); C-8 (& 94,3) com o hidrogénio em & 6,52 (d,
J=1,9 Hz); C-2’ (8 115,6) com o hidrogénio em & 7,82 (d, J = 2,1 Hz); C-5’ (3 116,0)
com o hidrogénio em & 6,99 (d, J = 8,6 Hz) e C-6’ (& 121,3) com o hidrogénio em &
7,69 (dd, J = 8,6 e 2,1 Hz). Estes dados enfatizaram a presenga dos dois anéis

aromaéticos, com os padrdes de substituigdo tetra e trissubstituidos.

No espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HMBC (Fig. 43, pag. 84)
verificou-se que o carbono C-4 (8 176,4); carbono carbonilico, ndo apresentava
nenhuma correlag@o a duas ou a trés liga¢Ges, indicando que na estrutura flavonoidica
de FV7 ndo existiam hidrogénios nas posi¢des C-3 e C-5, fato este coerente com a
presenca de um sinal em & 12,16 (s), visto no espectro de RMN 'H de FV7,atribuido a
uma hidroxila quelada. As demais correlagGes vistas no referido espectro encontram-se

na Tabela 17, pag.80.

As informagdes obtidas nos espectros de RMN uni e bidimensionais, permitiram
atribuir para FV7 a estrutura (10), abaixo, flavonoide, 3,3°,4,4°,7-penta-hidroxiflavonol
ou quercetina. Trata-se de uma substdncia ja conhecida na literatura, porém inédita na

espécie.
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Com a finalidade de evitar equivocos na atribui¢do da estrutura de FV7, foi feito
uma comparagio entre os dados de >C do flavondide quercetina, constantes na
literatura com os dados de ">C obtidos para FV7 (Tabela 18, pag. 81). Os dados
mostraram semelhanca suficiente para permitir que fosse atribuida a estrutura (9),

quercetina a FV7.

Tabela 17. Dados de HMQC ¢ HMBC de FV7

'H-BC-HMBC-"Jcy

'H-BC-HMQC-Jcy

e On Jen Jcn

C

> | 1468 : H2 o H-6
31 1565 = .

4 176,4 = -

5.9 1622 - H-6 -

3 164,9 - H-6 e H-8 -

9 1577 - H-8 -

10 | 104,0 - - H-6 e H-8
i 123,6 - H-2’ ¢ H-6 H-5’

3 145.,6 - H-2’ H-5°

4’ 148,2 - H-5° H-2’ e H-6’
CH

6 99,0 5,26 (d.. = 1,9 Hz)

8 94,3 6,52 (d,J=1,9 Hz)

> | 1156 7.82 (4, J= 2.1 Fiz)

5 | 116,0 6.99 (d, /= 8.6 Hz)

6’ 121.3 7,69 (dd, J=8,6 € 2,1 Hz)
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Tabela 18. Comparacdo dos valores de deslocamento quimico de carbono —13 de FV7

com os valores descritos na literatura® para o flavonéide quercetina.

C Quercetina e FV7 (10)

2 147,9 146,8
3 1368 136,5
4 176,6 176,4
5 162,1 162,2
6 99,1 99,0
7 165,0 164,9
8 94,5 94,3
9 157.8 157,7
10 104,1 104,0
T 1238 123,6
> 115,7 115,6
3 145,8 145,6
e 1483 1482
5 116,2 116,0
6 121,5 Bla
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Fig.39. Espectro de RMN "*C — BB (75 MHz, CD;0D) de FV7
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Fig. 42. Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear - HMQC de FV7
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5,9, Determinacao estrutural de FV8 (11)

O composto codificado como FVS8, foi isolado a partir do tratamento
cromatografico da frag#o acetato de etila do extrato metandlico das folhas de V. agnus

castus L.

FV8, um soélido branco, insoltivel em cloroférmio e em metanol e solivel em
piridina, com ponto de fusdo na faixa de 290-293°C. Analise por CCD, usando como
revelador solucdo 4cida de vanilina, FV8 apresentou colorag¢do lilas, que levou-se a

sugerir que a amostra tratava-se do Glicosideo do S-Sitosterol.

A andlise do seu espectro de RMN °C — BB (Fig. 44, pag. 87) revelou a
presenca de trinta e cinco linhas espectrais e juntamente com a anélise de seu espectro
de RMN °C — DEPT 135° (Fig. 45, pag. 87), permitiram identificar a amostra como

sendo o Glicosideo do [3-sitosterol (11).

Os sinais em & 121,73 e em & 140,70 foram atribuidos aos dois carbonos
olefinicos C-5 e C-6 presentes no esqueleto do £ - Sitosterol e a presenc¢a de um sinal de
carbono em 8 102,40 revelou um carbono anomérico, indicando uma unidade de

glicose.

A tabela. 19, pag. 86, apresenta uma comparagéo dos dados espectrais de RMN

B¢ obtidos para FV8 e dados registrados na literatura para o Glicosideo do f-Sitosterol.
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Tabela 19. Dados de RMN "“C de FV8 comparados com os registrados na literatura

para o Glicosideo do f-sitosterol.

L FV8 (23) | Glicosideo do B-sitosterol >
1 37.3 37,3
2 1.9 31.9
3 78,4 78,3
-+ 39,2 39,8
5 140,7 140,7
6 1217 121,6
'y 29,8 30,0
8 32,0 32,0
9 50,2 50,0
10 36,7 36,7
11 21.1 21,1
12 39,8 39,1
13 42,3 42,3
14 56,1 56,1
15 24,3 243
16 28,3 28,3
I 56,7 56,6
18 11,9 11,8
19 19,2 19,0
20 36,2 36,2
21 18,8 19,2
22 34,0 34,0
23 29,3 29,3
24 45,8 45,8
25 26,2 26,2
26 19,8 18,8
27 19,0 19,7
28 23,2 23,5
29 11,8 112
17 102,4 102,3
2’ 75.1 75.1
25 77,9 77,9
4 Tlzd 71,5
5 77,9 78,2
6’ 62,6 62,3
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Fig.45. Espectro de RMN °C — DEPT 135° (75 MHz, CsDsN) de FV8
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5.10. Determinacio estrutural de FV9 (12)

Da fragfo acetato de etila do extrato metandlico das folhas de V. agnus castus
L., obteve-se uma substdncia branca, solivel em metanol, acetona e em DMSO, de

ponto de fus@o na faixa de 272 — 274°C, que foi denominada de FV9.

O espectro de RMN °C — BB (Fig. 46, pag. 91) apresentou trinta linhas

espectrais referentes a trinta &tomos de carbonos.

A andlise do espectro de carbono — 13, usando a técnica DEPT (Fig. 47, pag. 91)
permitiu a determinagdo do padrdo de hidrogenagdo apresentado na tabela 20 abaixo. Os
carbonos ndo hidrogenados foram determinados por comparacdo com o espectro de

RMN *C —BB.

Tabela 20. Padréo de hidrogenagéo dos carbonos de FV9

oC oCH oCH; o0CH;
39.3 76,8 38,2 28,2
39,5 54,7 26,9 16,1
36,5 47,0 18,0 15,2
138,1 124,5 32.7 16,9
41,6 52,3 22,8 234
46,8 38,5 27,5 17,0
178,3 38,4 23,8 21,1
30,2
36,3
7C 7CH 9CH; 7CH3

Com base na teoria do deslocamento quimico observou-se a presen¢a de uma

carbonila possivelmente de acido carboxilico em & 178,3; um carbono metinico

oxigenado em & 76,8 e dois carbonos olefinicos em & 124,5 e & 138,1 e vinte e seis

carbonos saturados e oxigenados entre 8 15,2 € & 54,7.
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Os dois sinais em & 124,5 e & 138,1 evidenciaram um composto triterpénico

pertencente & série urs-12-eno.

O espectro de RMN 'H (Fig. 48, pag. 92) apresentou cinco sinais simples
correspondentes a grupamentos metilas na regido entre & 0,67 e & 1,03; além de um
sinal simples em & 5,13 atribuido a um hidrogénio de carbono olefinico e um sinal em

3,33 atribuido a hidrogénio de carbono carbindlico.

A anilise dos dados espectrais de RMN >C — BB e DEPT 135°, juntamente com
comparagdo de dados contidos na literatura para triterpenos da série urs-12-eno,
permitiu inferir que a substincia em anélise correspondia ao Acido 3f-hidroxi-urs-12-
eno-28-6ico (12), conhecido também por acido ursélico. A comparagio dos dados de
BC de FV9 e do Acido 3B-hidroxi-urs-12-eno-28-6ico na literatura consta na tabela 21,

pag. 90.

Através de levantamento bibliografico sobre substancias isoladas das espécies

do género Vitex, verificou-se que esta substancia € inédita para o género.
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Tabela 21. Dados de RMN °C de FV9 comparados com os registros na literatura

para o Acido ursélico.

3C FV9 (25) Literatura >
1 38,2 39,8
2 26,9 28,6
3 76,8 78.6
4 39,3 39,5
2 54,7 56,3
6 18,0 19,2
¥ 323 34,0
8 39,5 40,4
9 47,0 48,5
10 36,5 £ ¥
11 22,8 241
12 124,5 126,1
13 138,1 139.7
14 41,6 43,0
15 275 29,1
16 23,8 25,4
17 46,8 48,5
18 2.5 54,0
19 38,5 39.9
20 38,4 39.9
21 30,2 3.5
22 36,3 37.9
23 28,2 29.3
24 16,1 17,0
25 152 16,1
26 16,9 179
&7 53,2 24,4
28 178,3 180,0
29 17,0 18,0
30 21,1 21,9
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5.11. Determinacio estrutural de CV2 (13)

Da fragdo acetato de etila do extrato metandlico do caule de V. agnus castus L.,
foi uma substancia de aspecto solido amorfo, esbranquigado, de ponto de fusdo na faixa

de 182-184°C, soluvel em metanol, que foi denominado CV2, que representou o

constituinte majoritdrio na referida fragao.

O espectro de RMN Bc _ BB de CV2, (Fig. 49, pag. 97), apresentou vinte
linhas espectrais, sendo duas destas atribuidas a dois dtomos de carbonos, por ter

apresentado intensidade bem superior as demais (8 115,4 € 8 131,9).

A comparagio entre os espectros de RMN 3C — BB e RMN °C — DEPET 135°
(Fig. 50, pag.97) revelou o padriio de hidrogenagfo dos atomos de carbonos de CV2.
Através desta andlise foi possivel verificar que CV2 continha quatro carbonos ndo

hidrogenados, dezesseis carbonos metinicos e dois carbonos metilénicos.

Dos sinais atribuidos aos carbonos n3o hidrogenados, o sinal em & 166,8 foi
atribuido a carbono de carbonila e o sinal em & 162,7 foi atribuido a carbono aromatico

oxigenado e os sinais em & 121,1 e & 141,9 foram relacionados a carbonos olefinicos ou

aromaticos.

Com relagdo aos carbonos metinicos, os sinais em & 115,3 ¢ 6 131,9 foram
atribuidos a carbonos aromaticos, salientando que cada um desses sinais correspondeu a
dois carbonos aromaticos equivalentes. Anexando esta informagfo, a presen¢a de dois
carbonos aromaticos ndo hidrogenados, permitiu atribuir para CV2 a presenca de um

anel aromatico para substituido.

Os sinais em 8 70,5; 8 73,9; 8 77,0 e 8 77,3 evidenciaram a presen¢a de uma
unidade de ag:ﬁcar, no caso a glicose. O sinal atribuido ao carbono anomérico foi o sinal
em »8 99,2. Dos demais sinais de carbonos metinicos de CV2, os sinais em § 104,9;
131,5 e 140,7 foram atribuidos a presenga de carbonos olefinicos e os sinais em & 45,3;
5 47,6 € 5 81,9 foram atribuidos a carbonos saturados, sendo que o sinal de carbono-13
em & 81,9 foi relacionado a um carbono saturado oxigenado. O sinal em & 97,0 foi

atribuido a um carbono saturado ligado a dois oxigénios ou um carbono aromatico
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situado entre dois carbonos aromaticos oxigenados. Todavia pela analise dos

deslocamentos quimicos dos carbonos aromaticos de CV2, s6 foi encontrado um sinal
atribuivel a carbono aromaético oxigenado, este fato significou que o sinal em 6 97,0 s6

poderia pertencer a um carbono saturado ligado a dois &tomos de oxigénios.

Com relagdo aos carbonos metilénicos os dois sinais em d 61,8 e & 62,7 foram

atribuidos a carbonos saturados e oxigenados.

No espectro de RMN 'H (Fig. 51, pag. 98), verificou-se a presenca de dois sinais
em & 7,94 (d,J = 8,86 Hz, 2H) e § 6,86 (d, J = 8,86 Hz, 2H), cada sinal atribuido a dois
hidrogénios aromaticos e pelo valor da constante de acoplamento, acoplados em orto.

A presenca destes dois sinais enfoca a presenca de um anel aromatico para substituido.

Ainda no espectro de RMN 'H observou-se dois sinais em & 6,36 (dd, I=1.9 ¢
8,01 Hz) atribuidos a hidrogénio olefinico com acoplamento vicinal a dois hidrogénios
distintos. O outro sinal observado foi em 6 5,01 (d, J = 8,01 Hz), atribuido a hidrogénio

olefinico com acoplamento vicinal.

Foi observado ainda um sinal em & 5,85 (sl) que foi atribuido a hidrogénio
olefinico. A unidade de glicose foi relacionada a presenga de dois multipletos em & 2,72

(m) e & 4,49 (m).

No espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HMQC — 'Jcy (Fig. 52,
pag: 98) permitiu associar os sinais de hidrogénios em & 5,85 (s) com o carbono
olefinico em 8 104,85 e do sinal em & 81,88 com o hidrogénio em & 4,98 (dd, J =7.8 ¢
6,8 Hz). Esta correlagdo evidenciou um carbono carbindlico hidrogenado adjacente a

dois carbonos hidrogenados.

No espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear HMBC (Fig. 53, pag. 99)
observou-se a correlagdo a duas ligagdes entre o carbono & 141,9 com o hidrogénio em
8 4,74 (d, J = 8,9 Hz) e a trés ligagdes com o hidrogénio de carbono carbindlico em §
4,98 (dd, J = 7,8 e 6,8 Hz). Observou-se ainda a correlagdo a trés ligagdes do carbono
de carbonila de éster em & 166,8 com o hidrogénio em & 7,94 (d, J = 8,7 Hz), este sinal
de acordo com o valor da integral indicou dois 4tomos de hidrogénios e pelo valor do

deslocamento quimico indicou hidrogénios aromaticos, confirmando a presenga de um
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anel aromatico para substituido, com um dos substituintes sendo um grupamento

funcional éster.

Com base nos dados espectroscopicos estabelecidos até aqui, concluiu-se que
CV2 continha um anel aromatico, com substitui¢do para, com apenas um carbono
oxigenado no anel, uma unidade de glicose, além de outros carbonos olefinicos
oxigenados e ndo oxigenados e carbonos saturados oxigenados e ndo oxigenados, sendo

que um desses carbonos saturados estava ligado a dois oxigénios.

A espécie V. agnus castus, € usada como medicamento fitoterdpico em vérios

paises e um dos principios ativos da planta € o irid6ide glicosilado agnosideo.

Comparagdo estabelecida entre os possiveis fragmentos constituintes de CV2
com a os da estrutura do agnosideo, mostrou semelhanga entre os mesmos, a ponto de
ser possivel atribuir para CV2 a estrutura do agnosideo, estrutura (13), abaixo. Maior
certeza da identidade de CV2 veio com a comparacgdo feita entre os deslocamentos de
carbono-13 do agnosideo (verificado em literatura) com os deslocamentos quimicos de

carbono-13 obtidos para CV2. Esta comparagdo se encontra na Tabela 22, pag. 96.

(13)
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Tabela 22. Comparagio dos dados de *C de CV2 com os dados de BC de agnosideo

(ref.)

CV1 AGNOSIDEO
C dc S¢
8 141,9 142,8
g 121,1 122,0
4” 162,7 163,6
7 166,8 167,8
CH - =
1 97,0 97,9
3 140,7 141,7
4 104.,9 105,5
5 45,3 46,2
6 81,9 82,8
¥/ 131,5 132,8
9 47,6 48,7
i 99,2 100,1
2 73,9 74,8
3 77,0 77,8
4’ 70,5 71,3
52 77,3 TR
5 o 131,9 132,3
i 115,3 116,2
' CH,
10 62,7 63,6
6’ 61,8 62,6
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6. ESTUDO DOS OLEOS ESSENCIAIS

6.1. Determinacdo da composicio quimica dos constituintes volateis de V. agnus castus L.

A composi¢@o quimica dos 6leos essenciais de V. agnus castus L., ja tem varios

1847 porém com o objetivo de comparar a composi¢io dos

registros na literatura,
constituintes quimicos dos 6leos essenciais das duas variedades da planta (flores
brancas e flores lilas), além de equiparar estes dados aos de uma espécie do
mediterrdneo (através de informagOes da literatura), e investigar a atividade
antimicrobiana dos constituintes volateis, foram feitas extra¢des dos éleos essenciais
das folhas e dos frutos das duas variedades, através do processo de hidrodestilagéo (ver

parte experimental).

Os Oleos essenciais dos frutos da variedade de flores brancas apresentaram
quarenta constituintes, dentre os quais os constituintes majoritarios identificados foram
1,8-cineol (5°); 1-a-terpineol (11°); a-terpineno (10°); trans-cariofileno (16°) e Z-beta-
farneseno (17°). Das folhas da variedade de flores brancas os constituintes majoritarios

foram 1,8-cineol (57);1-a-terpineol (11°) e trans-beta-farneseno (17°).

Os constituintes majoritarios dos frutos da variedade de flores lilas foram
sabineno (3’); 1,8-cineol (5°);1-a-terpineol (11°);a-terpineno (10°); trams-cariofileno

(16°) e cis-beta-farneseno (17°).

Os 6leos essenciais de uma espécie de V. agnus castus L. da Grécia, regido do
mediterraneo apresentaram como constituintes principais 1,8-cineol (5%); frans —
cariofileno (10%); sabineno (3’) e tranms-beta-farneseno (17°). Um outro trabalho,
utilizando uma espécie da Croacia, relata um elevado percentual tanto para os Oleos

essenciais dos frutos quanto das folhas de 1,8-cineol (5’) e de sabineno (3?).

Em todas as andlises realizadas foi observada constante presenca de 1,8-cineol

(5”) e de sabineno (3”), como compostos majoritarios para V. agnus castus L.

Os Oleos essenciais extraidos neste trabalho foram analisados através de

cromatografia gas-liquido acoplada a um espectometro de massa (CGL/EM).
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A identificagdo dos constituintes foi realizada por meio de interpretagdo dos
espectros de massas, comparagdo com espectros de massas em um banco de dados
(espectroteca) associada a determinagdo e corre¢do dos indices de Kovats simulados e
por comparacdo com dados da literatura.”® A Tabela. 23, pag. 106, apresenta a relag@o
de constituintes quimicos identificados nos 6leos essenciais dos frutos e das folhas das

duas variedades.

Os oleos essenciais das folhas da variedade de flores brancas apresentaram 28
constituintes constantes no cromatograma (Fig. 54, pag. 102) das quais foram
identificados 80% dos constituintes. Com relagdo aos Oleos essenciais dos frutos da
mesma variedade, o cromatograma (Fig. 55, pag. 103) apresentou 40 constituintes

dentre os quais 60 % foram identificados.

Dos 6leos essenciais das folhas da variedade de flores lilds, o cromatograma
(Fig. 56, pag. 104) apresentou 26 constituintes, enquanto o cromatograma dos 6leos
essenciais dos frutos da variedade apresentou 28 constituintes (Fig. 57, pag. 105). Para
estes 6leos foram identificados 60 % dos constituintes para os das folhas e 80% dos

constituintes para os 6leos dos frutos.
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Tabela.23. Constituintes volateis de V. agnus castus L. Folhas e frutos das variedades

de flores brancas, de flores lilds e de uma espécie da Croécia.

COMPOSTO

Terpenos fivb | frvb | fivl | frvl | flvCr | frvCr
o-tujeno (17) - - ~ 0,32 | 8,56 | 4,06
o-pineno(2’) - 0,40 | 0.71 | 14,62 | 0,22 | 0,40
Sabineno (3°) 833 | 382 11735 2271 227 236
B-mirceno (4°) - - 0,64 Sk 1,013 1,085
1,8-cineol (5°) 9,75 | 3,47 117,41 |21,62 | 18,17 | 33,40
Hidrato de trans sabineno (6”) 0,781 1,081 1,12 - - -
Linalool (7°) 149 142 1,09 - 0,19 | 3,00
o-humuleno(8”) - 044 | - 0,48 | 1,88 | 0,45
B-citronelal (97) - 0,51 - — - -
o-terpineno (107) 599 111,001 7,911 9,25 - -
o-terpineol (11°) 3,39 110,08 | 6,53 | - 724 | -
B-sesquifelandreno (12”) - 094 | 0.64 | - 0,511 2,03
Acetato de terpenila (13”) - - - 0,23 - 0,47
Esptulenol (14°) - 0,97 | 1,03 - - -
Globulol (15%) - - — 0,58 0,12 | -
trans-cariofileno (16°) 2,13 ] 2631 953 | 1,43] 1.95] 3,9
B-farneseno (17°) 5,68 | 14,14 | 4,49 | 1513 | 3,79 | 8,99

flvb = folhas de V. agnus castus L. variedade de flores brancas;
frvb = frutos de V. agnus castus L. variedade de flores brancas;
flvl = folhas de V. agnus castus L. variedade de flores lilas;
frvl = frutos de V. agnus castus L. variedade de flores lilas;
flvCr = folhas de V. agnus castus L. da Croécia e

frvCr = folhas de V. agnus castus L. variedade da Croé4cia.
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Capitualo 7 — Atividade bioldgica

7. ATIVIDADE BIOLOGICA

7.1. Avaliaciio da atividade biolégica dos constituintes isolados de V.agnus castus L.

Os usos terapéuticos da espécie V. agnus castus L."* sdo sempre direcionados
para as agOes de controle hormonal que a planta exerce sobre o aparelho reprodutor
feminino, entretanto neste trabalho dois pontos bésicos foram considerados: O fato da
espécie apresentar grandes quantidades e diversos tipos de flavondides e o outro foram
os tipos de constituintes quimicos dos Oleos essenciais, onde os componentes
majoritdrios, eram os terpenos 1,8-cineol, a@-pineno, sabineno, f-farneseno e trans-

47,4849

cariofileno, que sdo constituintes muitas vezes presentes em 6leos com atividade

antimicrobiana.

Os flavonodides sdo citados na literatura por apresentarem diversas atividades

50,51

farmacoldgicas’ ", tais como antioxidante, antiinflamatdria, anticancerigena, diurética

e antiagregacdo plaquetaria.

Um dos flavondides mais abundante na espécie V. agnus castus L., 3°,5-
Diidroxi-3,4,6,7-tetrametoxiflavona (5), € citado na literatura como um flavondide
citotoxico, juntamente com o flavonodide luteolina (9), em menor propor¢do na planta.
Baseado neste fato, resolveu-se neste trabalho investigar a atividade citotoxica dos

quatro flavonoéides isolados frente ao DNA da célula de porco, com uso de CLAE.

Com os 6leos essenciais foi realizado um trabalho com o intuito de verificar a
atividade antimicrobiana frente a microorganismos usando a metodologia de avaliagdo

da sensibilidade antimicrobiana em meio solido.
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7.2. ATIVIDADE CITOTOXICA DOS FLAVONOIDES ISOLADOS DE
V.AGNUS CASTUS L.

7.2.1. CONSIDERACOES GERAIS

O mecanismo de agdo de algumas drogas antitumorais envolve a interagdo com
o DNA. Alguns agentes alquilantes e alguns agentes antitumorais como a bleomicina e a
cisplatina, entre outros, agem segundo este mecanismo. oh

Baseados na interagdo de moléculas de pequeno peso molecular com o DNA,
tem se baseado muitos pesquisadores na descoberta de drogas oriundas de produtos

naturais que agem por este mecanismo e posteriormente sdo usadas como

anticancerigenos.

A literatura relata varios métodos empregados na verificacdo desta atividade, a
metodologia usada neste trabalho, consiste na jun¢@o equimolar da substéncia alvo com
o DNA da célula e elui¢do da mistura em CLAE. O resultado positivo € indicado pela

supressdo parcial ou total do pico correspondente ao DNA, visto em cromatograma.

7.2.2. CONSEQUENCIA BIOLOGICA DA INTERACAO SUBSTANCIA / DNA

Biologicamente o efeito € considerado citotdxico, porque a inativagdo do DNA

da célula impede a divis&o celular, acarretando no final em morte celular.’*

A principio esta conseqiiéncia pode parecer prejudicial ao organismo sadio, mas
no caso de um organismo com uma massa tumoral, este efeito € de suma importancia.
As células que mais se dividem sdo as c€lulas mais prejudicadas neste processo, € 0s
tumores cancerigenos apresentam como caracteristica principal um exacerbado processo
de divisdo celular, que acarreta em crescimento rapido da massa tumoral. A droga age
justamente no processo de divisfo celular, impedindo que ocorra, ndo ocorrendo a
divisdo celular, ocorre decréscimo da massa tumoral, findando em desaparecimento do

tumor.
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Logicamente o organismo ¢ prejudicado, mas o beneficio final € o efeito mais

importante a ser considerado.

7.2.3. MECANISMO DE ACAO

O DNA ¢ uma molécula constituida por duas fitas, adquirindo uma conformagéo
em dupla hélice. Cada fita de DNA ¢ formada por bases nitrogenadas € 0 empareamento

dessas bases através de ponte de hidrogénio € o que mantém as duas fitas de DNA.

No processo de divisdo celular as duas fitas se separam e cada fita dara origem a

uma nova molécula de DNA e conseqiientemente uma nova célula.

Quando uma substdncia quela o DNA significa dizer que esta substincia em
algum ponto da cadeia faz uma ponte entre as duas fitas e o tipo de interacdo geralmente

¢ através de uma ligagéo covalente, que € mais forte do que uma ponte de hidrogénio.

No momento da diviséo celular a ponte de hidrogénio é rapidamente desfeita,
mas a ligagdo entre a substdncia quelante e as duas fitas de DNA nédo se desfaz, e a

conseqiiéncia disto é a ndo divisdo celular. >

Geralmente as substdncias que podem exercer este efeito no DNA, sdo
substancias com moléculas pequenas e com atomos que possuam elétrons ndo ligantes

para poderem formar uma nova ligagdo com as fitas do DNA.

Neste ponto os flavonodides sdo excelentes substdncias, apresentam moléculas
pequenas, geralmente quinze atomos de carbonos e apresentam um alto nivel de

polaridade e elétrons ndo ligantes, dos oxigénios.

7.2.4. RESULTADOS DO TESTE DE AVALIACAQO CITOTOXICA

O resultado do teste de avaliagdo citotoxica estd representado nos

cromatogramas a seguir.

No cromatograma I (Fig. 74, pag. 114) temos o pico 1 representando o DNA

eluido em metanol / agua (3:7); no cromatograma II (Fig. 75, pag. 114) temos a jung&o

113



Capitulo 7 — Atividade biologica

DNA + a substancia padrdo brometo de etidimium, e pela analise do cromatograma,

verifica-se a supressdo quase total do pico do DNA.

O teste realizado com as substancias (FV3), (FV4), (FV6) e (FV7) de acordo
com os cromatogramas III (Fig. 76, pag. 115), IV (Fig. 77, pag. 115), V (Fig. 78, pag.
116) e VI (Fig. 79, pag. 116) respectivamente indicou sempre a supressdo do pico do

DNA, semelhante ao que ocorre com a mistura DNA/substancia padréo.
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Fig. 74 Cromatograma I pico do DNA eluido em metanol/agua (3:7)
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Fig. 75. Cromatograma II DNA + Brometo de etidimium
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Fig. 79 Cromatograma VI DNA + FV7
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7.2.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS
ESSENCIAIS

Os ensaios microbiologicos foram realizados segundo procedimentos
padronizados descritos na literatura e foram realizados pelo professor Carlos Iberé

Freitas da Escola Superior de Agronomia de Mosor6 (RN).

Os microorganismos utilizados eram catalogados na ATCC, a metodologia
empregada foi em meio sélido e o resultado consta na Tabela. 24, pag. 117. Os 6leos
foram codificados em OFVB 6leo essencial de V. agnus castus L. (variedade de flores
brancas); OFRVB 6leo essencial dos frutos de V. agnus castus L. (variedade de flores
brancas); OFLVL o6leo essencial das folhas de V. agnus castus L. (variedade de flores
lilas) e OFRVL oleo essencial dos frutos de V. agnus castus L. (variedade de flores

lil4s).

Pela andlise dos resultados pode ser consideravel a atividade antibacteriana dos
6leos essenciais, principalmente quando o microorganismo foi Bacillus subtilis € com
relagdo ao microorganismo Pseudomonas aerogens, porém este microorganismo € um

tipo de bactéria muito resistente 4 maioria dos antibiéticos.>®
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Tabela 24. Atividader antimicrobiana dos 6leos essenciais dos frutos e das folhas de V.

agnus castus L. (flores brancas e flores lilas)

Halo de inibiciao (mm)

Padrio
Microorganismo | OFVB | OFVL |OFRVB| OFRVL oy
gentamicina
Bacillus subtilis 29 29 24 29 48
Staphilococcus
22 - 16 25 35
aureus
Escherichia coli 20 16 - 19 29
Enterobacter
— — 9 10 40
aerogens
Klebisiella
_ 11 10 = 11 25
preumoniae
Pseudomonas
- - - - 10
aerogens

*halo de inibicdo da média de tré€s experimentos. Os microorganismos cresceram no
meio SDS 2% (solucdo de dgua deionizada + sulfato de dodecil de sédio).
*solvente usado para diluir os 6leos essenciais (etanol).
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. Material botanico: coleta e identificaciao

A espécie V. agnus castus L. foi coletada vérias vezes, em Fortaleza, no Ceard, nos
meses de abril de 1999, em novembro do mesmo ano e em fevereiro de 2001. As duas
coletas feitas em 1999 foram da variedade de flores brancas e a coleta feita em 2001 foi da

variedade de flores lilés.

A identificagdo de ambas foi realizada pelo professor Edson Paula Nunes do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. Suas exsicatas encontram-se
depositadas no herbario Prisco Bezerra, do mesmo Departamento sob os numeros

respectivamente 28559 e 28557.

8.2. Métodos Cromatograficos

8.2.1. Cromatografia de Adsorc¢io

As cromatografias por adsor¢do em colunas (CC) foram realizadas utilizando-se
como fase fixa silica gel 60S da Carlo Erba. Os pardmetros de comprimento e didmetro das

colunas variaram de acordo com as quantidades das amostras a serem cromatografadas.

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram utilizadas gel de silica 60 (&
2-25 pm) da Carlo Erba ¢6d.45335 e cromatoplacas de gel de silica 60 (& 2-25 um) sobre

aluminio da Merck (com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm).

As revelagOes das substdncias nas cromatoplacas analiticas foram feitas pela
pulverizagdo com solucdo de vanilina (CgHgO3) e acido perclorico (HC1O4) em etanol P.A.,
com posterior aquecimento em estufa a 100°C por um ‘periodo de trés minutos

aproximadamente e reagente de Dragendorf.
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Foram utilizados como eluentes nas colunas e das placas cromatogréaficas os
seguintes solventes: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol puros € em suas

combinagdes binarias em ordem crescente de polaridade.

A remogdo dos solventes dos extratos e das fracdes resultantes das cromatografias

foi realizada em evaporador rotatério BUCHI, sob pressdo reduzida.

8.2.2. Cromatografia por Exclusdo

Os fracionamentos realizados por cromatografia de exclusdo ou permeagdo foram
efetuados em gel de dextrana Sephadex LH-20 da Pharmacia Fine Chemicals, utilizando-se

metanol puro, ou combinado com cloroférmio ou acetona como fase mével.

Os bioensaios foram realizados em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
em aparelho Shimadzu LC —10AD com detector UV-VISRID-10* e uma coluna analitica
Cis com dimensdes (250 x 4,60 mm d.i) da LABTRON.

A curva de calibrag@o foi obtida usando-se o eluente MeOH:H,0 (1:1) com fluxo
de 0,7 ML/min, comprimento de onda de A=225 nm e solug¢Bes padrdes nas concentragdes

de 20 — 120 ppm, a temperatura ambiente.

8.3. Métodos Fisicos

8.3.1. Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H e °C

Os espectros de RMN ('H e C) uni e bidimensionais foram obtidos em
espectometros modelo Avance DPX —300 e DRX-500, do Centro Nordestino de Aplicagdo
e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do
Ceara, operando na freqiiéncia do hidrogénio a 300, 13 MHz e a 500,47 MHz e na
freqiiéncia do carbono a 75 MHz e a 125 MHz e um campo magnético de 17.7440 Tesla.
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Os solventes utilizados para dissolugdo das amostras na obten¢do dos espectros
foram cloroférmio deuterado (CDCIls), metanol deuterado (CD;OD) e piridina deuterada
(CsDsN). Os deslocamentos quimicos (8) foam expressos em parte por milhdo (ppm) e
referenciados, no caso dos espectros de RMN 'H, pelos picos pertencentes as moléculas
ndo deuteradas dos solventes deuterados utilizados. Cloroférmio & 7,28; metanol 6 3,30 e
piridina & (8,71; 7,55 e 7,19). Nos espectros de RMN °C, os deslocamentos quimicos (3),
foram referenciados pelos picos dos carbonos-13 dos solventes. Cloroférmio & 77,0;

metanol & 49,0 e piridina & (123,87; 135,91 e 150,35).

As multiplicidades das bandas de absor¢cdo dos hidrogénios nos espectros de
RMN'H foram indicadas segundo a convengdo: s (singleto), sl (singleto largo), d (dubleto),

dl (dubleto largo), dd (duplo dubleto), t (tripleto), q (quarteto) e m (multipleto).

Por meio da técnica DEPT com &dngulos de nutagdo de 135°, CH e CHj3 com
amplitudes em oposi¢do aos CH,, determinou-se o padrdo de hidrogenag¢do dos carbonos
em RMN C, de acordo com a convengdo: C (carbono n3o hidrogenado), CH (carbono
metinico), CH, (carbono metilénico) e CHjz (carbono metilico). Os carbonos ndo
hidrogenados foram caracterizados pela subtragdo dos espectros DEPT 135° dos espectros

BB (Brod Band).

8.4. Ponto de Fusio (p.f)

Os pontos de fusdo foram determinados em um equipamento Mettler com placa
aquecedora, modelo FP-52 e unidade de controle FP5, do Departamento de Quimica
Organica e Inorgdnica da Universidade Federal do Ceard. As determina¢bes foram

realizadas a velocidade de aquecimento de 2°C por minuto.
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8.5. Constituintes volateis de V. agnus castus L.

O estudo dos constituintes voldteis de V. agnus castus L. foi realizado com os 6leos
essenciais obtidos dos frutos e folhas de duas variedades da planta, V. agnus castus de

flores branca e V. agnus castus de flores lilas.

8.5.1. Obtencio dos 0leos essenciais através de hidrodestilacao

500 g de folhas de V. agnus castus L. (flores branca) foram acondicionados em um
baldo de 6 litros de capacidade juntamente com 3 litros de dgua e extraidos pelo processo
de hidrodestilagdo. A mistura (dgua + 6leo) foi coletada usando-se um aparelho tipo
Cleavenger. Apds extracdo exaustiva (3,5 h) a mistura (dgua / 6leo) contida no doseador

foi separada através de um funil de separag@o.

A fase orgénica foi secada com sulfato de sédio anidro e filtrada, obtendo-se 1,5 %

de 6leo essencial.

Os 6leos essenciais obtidos foram analisados através de cromatografia gas-liquido,

acoplado a espectroscopia de massas.

Os dbleos essenciais dos frutos frescos foram obtidos usando-se esta mesma técnica

e uma quantidade de material vegetal (750g), obtendo-se 1,82% de 6leo essencial.

Com a variedade de V. agnus castus L. (flores lilas), utilizou-se a mesma
metodologia, as mesmas quantidades e as mesmas partes exploradas na variedade de flores

branca e os 0leos obtidos resultaram em 1,50% de rendimento nas folhas e 1,55% nos

frutos.
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MATERIAL BOTANICO

Folhas e frutos

Extracdo dom doseador tipo
Cleavenger

HIDROLATO

OLEO ESSENCIAL

1. Separagdo em funil comum
2. Na,SOy4 anidro
3. Filtrag¢do

OLEO ESSENCIAL SECO

IDENTIFICACAO

Fluxograma 1. Método de extracio do 6leo essencial das folhas e dos frutos.
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8.6. Obtencio e fracionamento do extrato metandlico das folhas de V. agnus castus L.

O material vegetal (1,2 Kg de folhas secas) de V. agnus castus L., ap6s ser moido
mecanicamente, foi submetido & extra¢do exaustiva com metanol a frio, resultando em 45 g

de extrato (VFM), ap0s destilagdo do solvente & pressdo reduzida.

VMF foi submetido a coluna filtrante usando como adsorvente silica gel e eluentes
os solventes organicos hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, obtendo-se as

fragdes referentes ao uso de cada eluente (Tab. 25, pag. 124).

Tabela 25. Fracionamento do extrato metanolico das folhas

Eluente Fracao Peso (g)
Hexano VFM -H 40¢g
Cloroférmio VFEM -C 158 ¢
Acetato de etila | VFM - A 6,0g
Metanol VFM - M 16,0 g

8.6.1. Tratamento cromatografico de FVM — A

VFM — A, fracdo acetato de etila do extrato metanolico das folhas de V. agnus
castus L., apresentou aspecto de um sélido escuro que através de analise em CCD revelou

a presenca de pelo menos trés substancias.

O tratamento cromatografico de 5,0 g deste material utilizando 20 g de silica gel
em coluna e como eluentes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, puros e em
suas combinagOes bindrias em grau crescente de polaridade resultou na obtengdo de 120
fragdes, dentre as quais foram reunidas as fragdes f (25 —42), f(45 -51) e £ (94 — 105) e as

demais foram desprezadas por ndo apresentarem quantidades de material suficiente nem
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semelhanca entre elas para que fossem reunidas ou armazenadas para estudo posterior.

Estas frag¢Ges totalizaram em 856 mg.

8.6.1.1. Isolamento de FV1

A fragdo f (45 — 51) (225 mg) mostrou-se quase pura, através de andlise em CCD,
sendo necessério apenas uma recristalizagdo em etanol e algumas gotas de acetona para
obtencdo do composto em forma pura. O composto foi denominado FV1. FV1 apresentou-
se como um so6lido branco, solivel em metanol com ponto de fus@o na faixa 264 — 266°C.
Apbs ser enviado para obtencdo de espectros de RMN 'H e 3C uni e bidimensional foi

identificado como um triterpeno da série urs-12-eno.

As fragdes f (25 —42) (642 mg) e (94 — 105) (332 mg) foram analisadas através de
CCD e mostraram-se constituidas de vérias substincias, e foram analisadas posteriormente

a analise da fragfo cloroférmica do extrato metanoélico das folhas de V. agnus castus L.

8.6.2. Tratamento cromatografico de VFM — C

12 g de VFM — C foram adsorvidos em 20 g de silica gel e submetidos a
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando-se 60 g de silica e solventes orgédnicos

puros e suas combinagdes bindrias de gradiente crescente de polaridade.

As fragGes foram coletadas em aliquotas de 10 ml cada (Tab. 26, pag. 126) e foram

analisadas em cromatografia de camada delgada, sendo reunidas as fra¢Ges semelhantes.
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Tabela 26. Fracionamento de VEM-C

Eluentes Fracdes

Hexano F01 -F20
Hexano / Cloroférmio (1:1) F21 —-F38
Cloroférmio F39 —F68
Cloroférmio / Metanol (9:1) F69 — F88
Cloroférmio / Metanol (8:2) F89 — F9%4
Cloroférmio / Metanol (7:3) F95 -F110
Cloroférmio / Metanol (6:4) F111-F115
Cloroférmio / Metanol (1:1) F116 - F125
Metanol

As semelhangas reveladas através de CCD permitiram reunir as fracdes (24 — 36),

f(42 — 56), f(64 — 76) e f(81 — 92).

8.6.2. 1.Tratamento cromatografico de f(24 — 36)

1,5 g de f(24-36) foram cromatografadas em coluna de silica gel (40,0 g),

utilizando-se como eluentes hexano, cloroférmio e metanol, puros e em suas combinagdes

binarias com ordem crescente de polaridade, obtendo-se sessenta fragdes de 10,0 mL cada.

As fragdes f(39—46), eluidas com cloroférmio mostraram-se semelhantes e foram reunidas

e apds a evaporagdo completa do solvente, obteve-se um sélido branco, soliivel em

cloroformio.

Uma andlise feita deste sélido em cromatografia em camada delgada utilizando

como revelador vanilina, indicou que o mesmo era constituido por apenas uma substancia

com rastro de impureza.

As demais fragdes obtidas neste processo cromatografico ndo apresentaram

evidencias suficientes que justificassem seus estudos.
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8.6.2.1.1. Purificacido de f(39-46) e isolamento de FV2 (3) e (4)

A purifica¢do de f(39-46) foi realizada através de recristalizagdo utilizando como
solvente metanol. Apos este processo de purificagdo realizou-se uma andlise em CCD e
observou-se uma unica mancha de cor rosa. Esta observacdo foi usada como parametro na
indica¢do de pureza da amostra. Entretanto andlise dos dados espectrais da mesma revelou
que-FVl tratava-se de uma mistura de duas substdncias (3) e (4) de natureza triterpénica,

que posteriormente foram identificadas como sendo os triterpenos o e f Amirina.

8.6.3. Tratamento cromatografico de f (42 — 56)

A fracdo f (42 —56) proveniente do fracionamento da frag@o cloroférmica do extrato
metandlico das folhas de V. agnus castus L. foi a que apresentou maior quantidade de
material (5,8 g). Apds ser cromatografada em coluna de silica gel (65,0 g), utilizando-se
como eluente hexano, cloroférmio e metanol puros e em suas combinagGes binarias em
crescimento de polaridade, foram obtidas duzentas fragdes de 10,0 mL cada, conforme

tabela.27, abaixo.

Tabela 27. Fracionamento de F(42 — 56)

Eluentes Fracoes

Hexano 1-20

Hexano / Cloroférmio (1:1) 21-38

Cloroférmio 39-78
Cloroférmio / Metanol (9:1) 79-120
Cloroférmio / Metanol (8:2) 121-134
Cloroférmio / Metanol (7:3) 135-142
Cloroférmio / Metanol (6:4) 143-155
Cloroférmio / Metanol (1:1) 156-189
Metanol 190-200
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As fragdes foram analisadas em CCD, reveladas com solugdo 4cida de vanilina e
foram reunidas as que apresentaram semelhanga: f°(9-15), £(18-25), £°(27-36), £7(39-45),
£°(46-58) e ’(64-82). As demais fragdes foram desprezadas por ndo apresentarem

evidéncias que justificasse seus estudos.

8.6.4. Tratamento cromatografico de £7(9-15) e isolamento de FV3 (5)

A fragdo f(9-15), depois de evaporado todo o solvente, pesou 500 mg de um
material amarelo contaminado com substincia de aspecto esverdeado, provavelmente

clorofila.

Andlise através de CCD do material revelou que o mesmo continha apenas uma
substancia bem definida e um rastro verde de impureza. Devido ao fato do material ser de
natureza sélida com tendéncia a formacdo de cristais optou-se pela purificagdo através de
recristalizacdo com metanol. Apds este processo obteve-se um solido amarelo na forma de
cristal, soluvel em cloroférmio, de ponto de fusdo na faixa de 204-206°C, que foi

denominado FV3 (5).

8.6.5. Tratamento cromatografico de f* 18-25 e isolamento de FV4 (6)

O material proveniente da reunido de f’(18 — 25), apds evaporagdo completa do

solvente rendeu 325 mg.

Andlise através de CCD do material revelou a presenca de pelo menos trés

substancias e forte rastro de impureza.

O tratamento cromatogréafico deste material utilizando 30 g de silica gel em coluna
e como eluentes hexano, cloroférmio e metanol puros e em combinac¢des bindrias em
gradientes crescentes de polaridade, obteve-se um sélido amarelo nas fragGes 28-37,
eluidas com cloroférmio / metanol 1:1. A analise deste sélido em CCD revelou uma

mancha amarela bem forte com rastro de impurezas. Através de recristalizacdo com
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metanol e algumas gotas de cloroférmio, foram obtidos 15 mg de uma substincia de

aspecto solido cristalino, amarelo, soliivel em cloroférmio, de ponto de fusdo na faixa de

189 — 192°C, que foi denominada FV4 (6).

8.6.6. Isolamento de FV5 (7) e (8)

Nas fragGes 10-15 proveniente do tratamento cromatografico de f’(18-25), apés
serem reunidas, foi observada a presenga de um so6lido branco cristalino envolvido por uma
substidncia de natureza oleoginosa. A lavagem do sélido com hexano possibilitou a
purificagdo do mesmo que apos seco, pesou 22 mg. Andlise através de CCD mostrou
apenas uma mancha e serviu como parametro para atribuir a presenga de apenas uma
substancia em FV5. Todavia o resultado da anélise dos espectros de ressondncia magnética
nuclear de °C e DEPT 135°, mostrou que FV4 estava constituida de uma mistura de duas

substancias (7) e (8).

8.6.8. Tratamento cromatografico de £7(27-36)- isolamento de FV6 (9)

O material proveniente da jun¢do de f°(27-36), apds evaporagdo completa do
solvente, forneceu 120 mg de um sélido amarelo esverdeado envolvido por um material de
natureza resinosa. A lavagem com hexano, acetona e cloroférmio ndo proporcionou a
purificag@io do material e a recristalizacdo com metanol ou etanol ndo foi possivel devido a

solubilidade de f°(27-36) em ambos os solventes.

A purificagdo de f°(27-36) foi realizada através de cromatoplaca, utilizando como
eluentes cloroférmio / metanol 8:2. O material eluido na cromatoplaca foi separado,
dissblvido em metanol, filtrado em funil comum, o solvente evaporado em rotaevaporador
a pressdo reduzida e forneceu 10 mg de um sé6lido amarelo esverdeado, de ponto de fusdo

na faixa de 270-274°C, soluvel em metanol, que foi denominado FV6 (9).
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8.6.9. Tratamento cromatografico de £2(39-45) e isolamento de FV7 (10)

A fragdo £°(39-45), reunida, evaporado o solvente, pesou 85 mg. A andlise em CCD
indicou como processo mais adequado de purificagéo a cromatografia em coluna de silica
gel. Neste procedimento foram usados 20 g de silica gel e cloroférmio e metanol como
eluentes. Foram obtidas vinte e cinco fragdes de 10,0 mL cada. Nas fragdes 10-16, apds
evaporagdo do solvente observou-se a presenca de cristais amarelo com um certo grau de
impureza. Procedeu-se entdo um processo de recristalizagdo que veio a fornecer 12 mg de
um so6lido amarelo de aspecto cristalino, soluvel em acetona, de ponto de fusdo na faixa de

240;242°C, que foi denominado FV7 (10).

Tratamento cromatografico de f (94 — 105) e isolamento de FVS8 (11)

A fragdo f (94 — 105) mostrou-se como um soélido branco insolivel em metanol,
cloroférmio e acetato de etila. A purifica¢do desta fragdo foi realizada através de coluna
cromatogréfica, utilizando silica gel e como eluentes acetato de etila e hexano, puros € em

suas combinag¢des bindrias em ordem crescente de polaridade.

Deste tratamento cromatografico foram obtidas trinta fragdes de 10,0 mL cada. As
fragoes f (20 —25), eluidas com acetato de etila 100%, proporcionou o isolamento de um

sélido branco de pouca solubilidade em metanol e soltvel totalmente em piridina, de ponto
de fusdo na faixa de 290 — 293 °C e foi identificado como sendo o glicosideo do B -

sitosterol.

Tratamento cromatografico da fracio f (25 — 42) e isolamento de FV9 (12)

A fracdo f (25 — 42) mostrou-se bastante impura, porém andlise através de CCD
revelou a presenca de uma substdncia majoritdrias as demais e este fato motivou a

purificagdo da referida fragéo.
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Apds sucessivos tratamentos cromatograficos, foi obtido um sélido impuro, branco,
insoluvel em cloroférmio, solivel em metanol e acetona, que foi denominado FV9. A
purificagdo de FV9 foi realizada através de recristalizag@o utilizando etanol e cloroférmio
1:1. FV9, um solido branco, solivel em metanol, acetona e em DMSO, de ponto de fusdo

na faixa de 272-274°C e que posteriormente foi identificado como sendo um triterpeno da

série urs-12-eno.

8.6.10. Obtencio dos constituintes fixos do caule

O material vegetal (1,00 Kg) apds seco e moido mecanicamente foi submetido a
extragdo com metanol a frio por sete dias. Apos filtrado e evaporado o solvente em

rotaevaporador a pressdo reduzida forneceu 65 g de extrato que foi denominado CVM.

50g de CVM foram cromatografados em coluna filtrante utilizando como
adsorvente silica gel e eluentes os solventes orgdnicos hexano, cloroférmio, acetato de etila
e metanol, obtendo-se fragdes referentes ao uso de cada um destes solventes, conforme

tabela 28, abaixo.

Tabela 28. Fracionamento do extrato metanolico do caule

Eluente Fracao Peso (g)
Hexano CVM -H 4,5
Cloroférmio CVM-C 17,0
Acetato de etila CVM-A 10,0
metanol CVM -M 12.5
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8.6.11. Tratamento cromatografico de CVM - C

A fragdo CVM — C (10,0 g ) foi adsorvida em 80 g de silica gel utilizando como
eluentes os solventes hexano, cloroférmio e metanol, puros ou reunidos em misturas
binérias em gradientes crescentes de polaridade. Foram obtidas cento e noventa fragoes, de
10, 0 mL cada. As fragdes foram analisadas através de CCD e reunidas as semelhantes: f

(15-35), £ (38-49), f (52-88), £ (95-120), f (125-140), f (143-166) e £ (170-190).

8.6.12. Tratamento cromatografico de f (15-35) e isolamento de CV1 (1)

A fragdo f 15-35 (500 mg), eluida com hexano / cloroférmio 1:1, foi adsorvida em
coluna de silica gel, utilizando 40g de silica e como eluentes os solventes hexano,
cloroférmio e metanol, puros ou em combinagles binarias em gradientes crescentes de
polaridade. Foram obtidas oitenta fracdes de 10, 0 ml cada . As fragdes foram analisadas

através de CCD e reunidas as semelhantes.

As fragdes 10-25, eluidas com cloroféormio foram reunidas e apds evaporacdo
completa do solvente, obteve-se 35 mg de um sélido impuro. Sucessivos tratamentos
cromatograficos em colunas e cromatoplacas permitiram o isolamento de um sélido branco

soltivel em metanol que foi denominado CV1 (1).

8.6.13. Tratamento cromatografico de CVM — A e isolamento de CV2 (13)

CVM - A apresentou-se como um material de natureza resinosa e de coloragdo
bastante escura, entretanto andlise em CCD mostrou que o mesmo continha quatro
substancias de rfs bem préximos, e revelados com vanilina, as quatro substdncias

apresentaram a mesma coloragdo (preto).

O tratamento cromatografico de CVM — A (5§ g) de material utilizando 50 g de

silica gel em coluna e cloroférmio e metanol como eluentes, puros € em combinagdes
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bindrias de gradientes crescentes em polaridade. Foram obtidas cento e vinte fragdes de 10,

0 ml cada.

Nas fragdes 50-95, eluidas com cloroférmio / metanol 7:3, observou-se a presenga
de apenas uma substdncia, através de andlise em CCD. Reunidas as fragdes, obteve-se 25

mg de uma substancia que foi denominada CV2 (13).

Analisando os espectros de RMN 'H e RMN C de CV2 (13) percebeu-se um alto
teor de impurezas, sendo necessérios procedimentos cromatograficos para purificacdo da

referida substancia.

Apos ser recromatografada em varias colunas de silica gel, utilizando sempre
cloroférmio e metanol, obteve-se CV2 (13) com grau de pureza suficiente para ser

determinada e identificada estruturalmente.

8.7. Atividade citotéxica dos flavonoéides isolados de V. agnus castus L.

Os flavondides isolados de V. agnus castus L., foram submetidos & avaliag@o
citotoxica através do modelo baseado na interagdo de uma substancia, a qual se investiga a

atividade citotoxica, com a molécula do DNA da célula.

8.7.1. Metodologia

0,1 mg de DNA da célula de porco foram dissolvida em 1,00 mL de agua em
sistema CLAE, coluna Phenomenex C;3250 mm, acoplado ao detector de ultra-violeta e
usando como solvente metanol e dgua (3:7) para se determinar o tempo de retengéo do pico

do DNA. O fluxo usado foi de 0,8mm / momento.

O padréo, brometo de etidinium e as amostras 1,0 mg, cada, foram dissolvidas em
1,00 mL de metanol. Injetou-se inicialmente 10 pl. de cada amostra e do padrdo e

posteriormente 20 pl. da mistura (amostra + DNA), sendo 10 pL de cada parte,
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previamente incubados por cerca de 30 minutos. Foram obtidos trés cromatogramas de
cada mistura e o resultado que consta na parte de atividade bioldgica deste trabalho, foi
exposto somente usando um cromatograma para cada mistura, porém os trés experimentos

realizados para cada amostra apresentaram os trés cromatogramas semelhantes.
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9, CONCLUSAOQO

O estudo fitoquimico de Vitex agnus castus L. levou ao isolamento de treze
constituintes, sendo quatro flavondides: 5,4’-diidroxi-3,3’,6,7-tetrametoxiflavona (5),
3°,4°,5,7-tetraidroxiflavona (9), S5,7-diidroxi-4’,6,8-trimetoxiflavona (6) e 3,3°,4°,5,7-
pentaidroxiflavona (10), quatro triterpenos: Acido 20:,3a,190-triidroxiurs-12-em-28-6ico (2)
e Acido 3B —hidroxi-urs-12-en-28-6ico (12), o-amirina (3) e B-amirina (4) trés fitoesterdides:
estigmasterol (8), B-sitosterol (7), e glicosideo do [B-sitosterol (11) , um sesquiterpeno, 3-
Formil-4,5-dimetil-8-ox0-5H-6,7-diidronafto(2,36)furano (1) e um iridéide glicosilado,
Agnosideo (13) .

De acordo com o levantamento bibliogréafico realizado, as substancias (3), (4), (6),(7),
(8),(2),(3),(11), (12) e (1) sdo relatadas pela primeira vez na espécie, destacando-se neste

trabalho a presenga inédita de triterpenos no género Vifex.

A substancia (1), um sesquiterpeno, tem seu relato na literatura pela segunda vez e o

a>’, um constituinte

iriddide glicosilado, agnosideo, (13), é de acordo em citagdes da literatur
presente em altos teores nas fragdes mais polares do lenho e provavelmente um dos principios

ativos da planta.

O estudo realizado com os oleos essenciais das folhas e frutos das duas variedades
(flores brancas e flores lilas) mostrou semelhanga entre os constituintes identificados e os
constituintes relatados na literatura consultada®, principalmente no que diz respeito aos

constituintes majoritarios.

Os ensaios bioldgicos realizados visando avaliar a atividade citotoxica dos flavondides
isolados de V. agnus castus L., foram baseados na inativagdo do DNA por interag¢do deste com
as moléculas dos flavonoides. O resultado mostrou-se promissor com atividade semelhante ao
da substancia usada como padro positivo, brometo de etidium, que interage 100% como a

molécula do DNA, inativando totalmente o mesmo. Entretanto este resultado por si s6 nédo é
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suficiente para atribuir as substancias testadas uma atividade citotoxica, cabendo um estudo

futuro mais aprofundado para chegar-se a uma concluséo mais precisa.

Os oleos essenciais também foram testados quanto a atividade antibacteriana e os

resultados mostraram-se também bastante promissores.

A espécie V. agnus castus L., ndo ¢ uma planta nativa do Brasil, porém perfeitamente
adaptada as condigOes climaticas brasileiras. Trata-se de uma planta ja usada como
fitoterdpico, e que apesar de muito estudada na sua regido de origem, ndo consta nenhum
estudo fitoquimico aprofundado no Brasil, fatos estes que motivaram a escolha da planta para

a realizagdo deste trabalho.
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