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RESUMO

Este trabalho descreve a reinvestigacao fitoquimica de Cordia trichotoma (Vell.) Arrab.
ex Steud, pertencente a familia Boraginaceae. Estudos relatam atividades
farmacolégicas e/ou bioldgicas, tais como bactericida, antifungica, larvicida sobre
Aedes aegypti e anti-inflamatéria, para algumas espécies do género Cordia. Desta
forma, esse estudo teve como objetivo contribuir para o conhecimento fitoquimico de
C. trichotoma, através do isolamento e caracterizagao estrutural dos metabdlitos
secundarios do cerne da espécie. A investigagdo quimica dos extratos hexanico
(CTCH) e etandlico do cerne (CTCE) resultou no isolamento de um novo sesquiterpeno
8,11-epoxi-cadi-3-9-eno (CT6), juntamente com sete sesquiterpenos ja descritos na
literatura, a-cadinol (CT1); 15,4 4,7 a—trihidroxieudesmano (CT2);
16,4 0,6 a—trihidroxieudesmano (CT3); 1£4p4,7p,11-tetrahidroxieudesmano (CT4);
14,4 ,11-trihidroxiopositano (CT5), 15-oxo-a-cadinol (CT7), canangaterpene 11l (CT8).
Além dos sesquiterpenos, foram isolados dois fenilpropanoides, os acido 3-(2’,4’,5’-
trimetoxifenil)-propanocico (CT9) e 3-(2’,4’,5-trimetoxifenil)-propanoato de metila
(CT10). Os sesquiterpenos CT4, CT7 e CT8 estao sendo descritos pela primeira vez
no género Cordia. As estruturas dos compostos isolados foram caracterizadas através
da analise dos dados de RMN 1D ('H, “C e DEPT) e 2D (COSY, HMQC e HMBC) e
por comparagdo com dados descritos na literatura. A atividade inibitéria da
acetilcolinesterase do extrato CTCH, CTCE, fracdo hexanica da particao liquido-
liquido do extrato etandlico do cerne (CTCEH), fracdo em diclorometano da partigao
liquido-liquido do extrato etandlico do cerne (CTCED), a fragdo em acetato de etila da
particao liquido-liquido do extrato etandlico do cerne (CTCEA), juntamente com os
compostos isolados CT1, CT2, CT3, CT4, CT5 e CT6 foram avaliados e dentre CTCH,
CTCE, CTCED, CTCED e CTCEA apresentaram resultados satisfatorios. Os extratos
em hexano e em etanol (CTCH e CTCE) foram avaliados quanto ao potencial
citotdxico sobre as linhagens tumorais humanas HCT 116 (carcinoma colorretal), NCI-
H1299 (cancer de pulmao de células ndo pequenas) e K562 (leucemia mieldide
cronica) e quanto a atividade larvicida sobre Aedes aegypti, em ambos, apenas o
extrato hexanico do cerne (CTCH) exibiu baixo potencial citotoxico nas linhagens

tumorais humanas e forte potencial como agente larvicida natural.

Palavras-chave: Cordia trichotoma; sesquiterpenos; Boraginaceae



ABSTRACT

This work describes the phytochemical reinvestigation of Cordia trichotoma (Vell.)
Arrab. ex Steud, belonging to the Boraginaceae family. Studies report pharmacological
and/or biological activities, such as bactericidal, antifungal, larvicidal against Aedes
aegypti and anti-inflammatory, for some species of the genus Cordia. Thus, this study
aimed to contribute to the phytochemical knowledge of C. trichotoma, through the
isolation and structural characterization of the secondary metabolites of the species.
The chemical investigation of the hexane (CTCH) and ethanolic extracts of the
heartwood (CTCE) resulted in the isolation of a new sesquiterpene 8,11-epoxy-cadi-3-
9-ene (CT6), together with seven sesquiterpenes already described in the literature,

a-cadinol (CT1); 15,45,7 a—trinydroxyeudesmane (CT2);
15,45, 6a-trinydroxyeudesmane (CT3); 15,4p,74,11-tetrahydroxyeudesmane (CT4);
14,45,11-trinydroxyoppositane (CT5), 15-oxo-a-cadinol (CT7), and canangaterpene lli
(CT8). In addition, they include two phenylpropanoids, 3-(2',4',5'-trimethoxyphenyl)-
propanoic acid (CT9) and methyl 3-(2',4',5'-trimethoxyphenyl)-propanoate (CT10). The
sesquiterpenes CT4, CT7 and CT8 are being described for the first time in the genus
Cordia. The structures of the isolated compounds were characterized through analysis
of 1D ('H, ®C and DEPT) and 2D (COSY, HMQC and HMBC) NMR data and
comparison with data described in the literature. The acetylcholinesterase inhibitory
activity of CTCH, CTCE, hexane fraction of the liquid-liquid partition of ethanolic
heartwood extract (CTCEH), dichloromethane fraction of the liquid-liquid partition of
ethanolic heartwood extract (CTCED), the ethyl acetate fraction of the liquid-liquid
partition of the ethanolic heartwood extract (CTCEA), together with the isolated
compounds CT1, CT2, CT3, CT4, CT5 and CT6 were evaluated and among CTCH,
CTCE, CTCEH, CTCED and CTCEA showed satisfactory results. The extracts in
hexane and ethanol (CTCH and CTCE) were evaluated for cytotoxicity on the human
tumor lines HCT 116 (colorectal carcinoma), NCI-H1299 (non-small cell lung cancer)
and K562 (chronic myeloid leukemia) and larvicidal activity against Aedes aegypti, in
both, only the hexane heartwood extract (CTCH) exhibited low cytotoxic potential in

human tumor lines and strong potential as a natural larvicidal agent.

Keywords: Cordia trichotoma; sesquiterpenes; Boraginaceae.
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1 INTRODUGAO

O conhecimento empirico do homem sobre as plantas medicinais € milenar,
estando presente na histéria como um importante recurso terapéutico. Atualmente é
nitido que a relagdo do homem com as plantas medicinais e seus saberes praticos
continuam presentes em varias comunidades e continuam sendo um recurso
essencial para fins medicinais. Registros relatam a comercializacao destas plantas em
feiras livres e mercados populares de varias regides do Brasil e do mundo (Monteiro;
Costa, 2017).

O Brasil se destaca no cenario global por apresentar uma vasta
biodiversidade, apresentando uma riqueza imensuravel em sua flora e fauna.
Ademais, esta entre os paises que compdem a regido tropical e apresentam plantas
capazes de produzir cerca de quatro vezes mais metabdlitos ativos em comparacao
com espécies vegetais de regides de clima temperado, e esse fator torna-se favoravel
na obtengdo de compostos com potencial bioldgico, constituindo, portanto, um recurso
para tratamento de diversas doencas (Cavalcanti et al., 2012). E importante ressaltar
que, apesar de algumas plantas medicinais apresentarem beneficios no tratamento
de algumas enfermidades, muitas delas ndo possuem evidéncias cientificas e desta
forma, seus extratos sdo submetidos a estudos quimicos para investigar suas
substancias bioativas.

Nas Ultimas décadas, a comunidade cientifica vem ampliando
gradativamente as pesquisas em relagéo ao potencial terapéutico das plantas visando
auxiliar no estudo de suas potencialidades bioldgicas e/ou farmacoldgicas. Novas
metodologias para a descoberta de novos farmacos sédo aplicadas e continuam
influenciando o isolamento e a caracterizagdo de compostos bioativos que possam
atuar como novos protétipos de farmacos a serem utilizados no tratamento de varios
tipos de doengas infecciosas, cronicas e degenerativas (Sanchez-Recillas et al.,
2019).

Alguns géneros, espécies e/ou familias de plantas apresentam interesse
medicinal devido a presenga de compostos quimicos que apresentam propriedades
biolégicas. Além de apresentarem atividades farmacologicas, as plantas séo
importantes fontes naturais que desempenham funcgdes vitais na defesa contra

predadores (Sanchez-Recillas et al., 2019).
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A investigacdo quimica de espécies do género Cordia tem despertado
interesse do meio cientifico devido ao potencial bioldégico dos constituintes de suas
espécies. Embora exista uma ampla diversidade de trabalhos relatados na literatura
sobre esse género, a maioria dos estudos concentra-se em poucas especies, dentre
estas, as que aparecem com maior frequéncia sao C. curassica, C. verbenacea, C.
leucocephala, C. corymbosa, C. multicephala, C. oblique Willd, C. dodecandra, C.
linnaei e C. polycephala (Dantas et al., 2021). Destas algumas sao utilizadas como
agentes antimicrobianos, analgésicos, anti-inflamatorios, em tratamentos de
problemas respiratérios e de disinteria, bem como na cicatrizagdo de feridas (Oza,
Kulkarni, 2017).

O levantamento bibliografico realizado em bases disponiveis, tais como
Scifinder e PubMed, mostrou uma ampla diversidade de compostos isolados de
espécies do género Cordia. Segundo Dantas e colaboradores (2021), flavonoides,
terpenos, compostos fendlicos e quinonas constituem as classes de metabdlitos
secundarios relatadas na constituicdo quimica de espécies deste género.
Adicionalmente, estudos relatam uma gama de atividades biolégicas de extratos
brutos e suas respectivas fracdes, 6leos essenciais e compostos isolados de varias
espécies de Cordia. Alguns destes compostos apresentam atividades bioldgicas, tais
como antiviral, contraceptiva, cardiotonica, antiplaquetaria e antitumoral.

As propriedades deste género sado de grande interesse industrial, sobretudo
nas areas de farmacologia e cosmetologia. Podendo-se destacar C. verbenacea que
além da atividade anti-inflamatdria, apresenta atividade analgésica e antimicrobiana
(Perini et al., 2015).

Em novembro de 2004 foi aprovado o registro do primeiro anti-inflamatorio
topico desenvolvido inteiramente no Brasil. Na industria farmacéutica brasileira, a
espécie C. verbenacea assumiu grande importancia a partir do desenvolvimento e
comercializagdo de um medicamento fitoterapico que tem como principal principio

ativo, o dleo essencial desta espécie (Fouseki et al., 2016). O fitoterapico foi denominado

Acheflan®: ¢ comercializado pelo laboratério Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A.,
encontra-se disponivel na forma de creme e aerossol e é indicado para o tratamento
localizado de procedimentos inflamatérios, tais como tendinites, dores musculares,

traumas de membros, torgbes e contusdes (Dutra et al., 2016). Nesse cenario,
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acredita-se que as espécies desse género podem ser fontes de novos compostos
biologicamente ativos e de interesse terapéutico.
Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud, popularmente conhecida como

L] LT M

“freijo”, “louro-pardo”, “louro” ou “frei-jorge” “louro-pardo” ou “frei-jorge”, € utilizada na
medicina popular sob a forma de cha no tratamento de reumatismo, artrite, raquitismo,
doencas renais, gripe, resfriado e febre (Agra, Freitas, Barbosa-Filho, 2007).

A referida espécie foi sujeita a estudos fitoquimicos prévios, nos quais
foram relatados a composicédo quimica e atividades bioldgicas das folhas, das partes
aéreas, do cerne e do alburno. Os dados obtidos a partir do levantamento bibliografico
realizado sobre C. trichotoma mostraram que esta espécie € uma fonte prolifica de
distintos metabdlitos.

Estudos fitoquimicos do cerne de C. trichotoma relatam o isolamento,
identificacdo e caracterizacdo de monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos,
esteroides, quinonas terpenoidicas, acidos fendlicos, alcaloides e agucares (Menezes,
1999; Menezes et al., 2001a; Silva, 2004). Por outro lado, das partes aéreas de C.
trichofoma foram isolados &cidos carboxilicos, acidos fendlicos, agliconas de
glicosideos cianogénicos e derivados da ciclohexilidenoacetonitrila (Lins, 2021;
Pavanelo, 2014).

Embora ndo muito difundido, ha registros de uso etnofarmacologico para
as cascas do caule e as folhas de C. trichotoma, as quais sao indicadas para tratar
doengas nos rins, reumatismo, artrites e raquitismo (Agra, Freitas, Barbosa-Filho,
2007)

A investigacdo quimica do extrato da raiz de C. trichotoma resultou no
isolamento de seis cianoglicosideos ndo cianogénicos, uma quinona, uma lignana, um
sesquisteperno e dois derivados fendlicos (Rocha, 2018).

A composicao quimica dos constituintes ndo volateis do extrato etandlico
do cerne resultou no isolamento de sesquiterpenos, triterpenos, esteroides, quinona,
hidroquinona, fenilpropandides. Dos constituintes isolados do extrato etandlico do
alburno, destacaram-se sesquiterpenos, triterpenos, esteroide e hidroquinona. A
investigacdo quimica das flores resultou no isolamento dos metabdlitos secundarios
tais como alcaloides e esteroides (Menezes, 2005).

No que concerne as atividades biolégicas relatadas para esta espécie,
destacam-se as substancias oncocalyxona (A) e tricotomol (B) da fragdo hexanica do

extrato hexanico do cerne que apresentaram atividade sobre larvas de Artemia salina
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(TAS) (Figura 1) (Menezes, 1999). Em adicdo, o d6leo essencial do caule de C.
trichotoma, apresentou atividade larvicida sobre Aedes aegypti (Menezes et al.,
2001b). Com relacao as atividades farmacoldgicas, os extratos das folhas e frutos de
C. trichotoma apresentaram potencial antiproliferativo e genotoxicidade sobre Allium

cepa (Pavanelo, 2014).

Figura 1 — Representacgao estrutural das substancias Ae B

(A)

Fonte: adaptado de Menezes (1999).

Desta forma, a importancia etnofarmacoldgica e quimiotaxonémica do género
Cordia serviram como estimulo a investigagdo quimica e biologica desta espécie. Neste
contexto, o presente trabalho descreve o isolamento e a elucidagédo estrutural dos
metabdlitos secundarios dos extratos hexanico e etandlico do cerne de C. trichotoma,
bem como a avaliacao das atividades citotdxica frente as linhagens tumorais humanas
HCT 116 (carcinoma de colorretal), NCI-H1299 (cancer de pulmao de células nao
pequenas) e K562 (leucemia mieloide crénica), larvicida sobre Aedes aegypti e

inibitéria da enzima acetilcolinesterase (AChE).
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2 CONSIDERAGOES BOTANICAS
2.1 Sobre a familia Boraginaceae

Boraginaceae, familia de plantas angiospermas dicotiledéneas,
compreende cerca de 2.700 espécies distribuidas em aproximadamente 200 géneros.
Suas espécies estdo presentes em regides tropicais, subtropicais e temperadas,
representando uma grande complexidade taxondmica (Dantas et al., 2021).

No Brasil, a familia encontra-se representada por 129 espécies divididas
em 12 géneros distribuidos em diferentes formacdes vegetais, sendo Cordia, Varronia
e Tourefotia os géneros mais numerosos (Silva, 2017). Na Regidao Nordeste,
especificamente na vegetacao da caatinga, a familia esta concentrada em torno de 70
espécies distribuidas em 6 géneros dessa familia: Auxema M., Cordia L., Heliotropium
L., Patagonula L., Rotula L. e Tournefortia L. (Dantas et al., 2021).

2.2 Sobre o género Cordia

O género Cordia possui ampla distribui¢do, principalmente em regides
tropicais (Kendir et al., 2020). Seus aspectos botanicos, quimicos, farmacolégicos e
sua alta importancia econdémica, classifica-o como um dos géneros mais importante
da familia Boraginaceae (Matias et al., 2015).

Ademais, esse género compreende cerca de 350 espécies distribuidas
mundialmente entre arvores, arbustos deciduos e ervas. Embora sua distribuicdo
ocorra em diferentes regides dos trépicos, seu maior centro de diversidade esta
representado no Brasil, onde podem ser encontradas um numero estimado de 100

espécies (Wanderley et al., 2012).

2.3 Sobre Cordia trichotoma

A espécie Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud (Figura 2, pag. 23),
popularmente conhecida como “freij6”, “louro-pardo”, “louro” ou “frei-jorge”, é
amplamente distribuida no territério brasileiro, desde o Nordeste até o Sul do Brasil,

podendo, também ser encontrada na Argentina, Paraguai e Bolivia. De acordo com
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Lorenzi (1992) € uma arvore caducifdlia, de caule reto. Vale destacar que em seu
caule, o cerne é definido pela coloragao escura em relagéo ao alburno (Figura 2).

A referida espécie foi sujeita a estudos fitoquimicos prévios, nos quais
foram relatados a composicédo quimica e atividades biologicas das folhas, das partes
aéreas, do cerne e do alburno. Os dados obtidos a partir do levantamento bibliografico
realizado sobre C. trichotoma mostraram que esta espécie € uma fonte profilica de
distintos metabadlitos.

Trata-se de uma espécie de grande porte com aproximadamente 35 metros
de altura. Na industria, sua madeira é apreciada no mercado interno e externo devido
a sua alta qualidade, além disso, as mudas dessa arvore podem ser empregadas em
sistema de reflorestamento (Kielse et al., 2013). Adicionalmente, € uma das espécies
nativas do Brasil com maior potencial para o plantio com fins econémicos,
especialmente nas regides Sul e Sudeste, por apresentar fatores favoraveis tais como
crescimento rapido, boa forma, madeira de boa qualidade, frutificacdo abundante e

facilidade de producao de mudas.

Figura 2 — Representacéo do cerne e alburno de Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex
Steud

Cerne

Alburno

Fonte: Edilberto Rocha (2022)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar o estudo quimico e biolégico de Cordia trichotoma visando o

isolamento de metabdlitos secundarios com potencial farmacolégico e/ou bioldgico.

3.2 Objetivos especificos

e |solar, através de técnicas cromatograficas, os constituintes quimicos do
extratos hexanico e etanolico do cerne de Cordia trichotoma;

e Caracterizar estruturalmente os compostos isolados através de técnicas
espectroscopicas tais como IV, RMN 'H e '3C uni e bidimensional;

e Avaliar a atividade larvicida sobre Aedes aegypti dos extratos em hexano e em
etanol de C. trichotoma;

e Avaliar a atividade citotéxica in vitro sobre as linhagens de células tumorais
humanas K562 (leucemia mieldide crénica), NCI-H1299 (cancer de pulméo de
células ndo pequenas), e HCT-116 (cancer de colorretal) dos referidos extratos;

e Avaliar a atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase (AChE) dos extratos
hexanico e etandlico (CTCH e CTCE) do cerne, das fragdes resultantes da
particao liquido-liquido (CTCEH, CTCED e CTCEA) do extrato etandlico do
caule (CTCE) e dos metabdlitos secudarios isolados.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Sesquiterpenos do género Cordia e suas atividades farmacolégicas e

biolégicas

Levantamento bibliografico realizado na base de dados Scifinder®
abrangendo os artigos cientificos publicados até 2023 revelou registros de estudos
para espécies do género Cordia, especificamente, as produtoras de metabdlitos
secundarios denominados sesquiterpenos, uma classe de compostos que
apresentam diversas atividades biolégicas e/ou farmacoldgicas, sendo utilizados na
industria de cosméticos, perfumaria e medicina.

Os sesquiterpenos sao terpenos com cadeia de 15 atomos de carbonos,
ocorrendo na natureza como hidrocarbonetos ou em formas oxigenadas tais como
cetonas, alcoois, aldeidos, lactonas ou acidos. Sao encontrados principalmente em
fungos e plantas. Sdo compostos lipofilicos incolores, podendo apresentar ampla
diversidade estrutural e funcional. Dentre as formas funcionais, os aciclicos
encontram-se em maioria, porém, ha ocorréncia de formas monociclicas, biciclicas ou
triciclicas (Menezes,1999).

Na biossintese dos sesquiterpenos (Figura 3, pag. 26), o mevalonato &
formado pela condensagao de uma unidade acetoacetil-CoA com uma molécula de
acetil-CoA. Apo6s a condensacgéao alddlica e hidrolise é originado o 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-CoA, que em seguida é reduzido a mevolonato e, posteriormente, convertido
em pirofosfato de isopentila. Tanto a molécula de pirofosfato de isopentila quanto seu
isémero, pirofosfato de dimetilalila, formam o frans-pirofosfato de geranila, percursor
na formacao dos terpenos. Os sesquiterpenos sao resultantes das ligagdes que
ocorrem entre o trans-pirofosfato de geranila e pirofosfato de isopentila (Simdes,
2010). Assim como outros tipos de terpendides, os sesquiterpenos apresentam ampla
diversidades de esqueletos. Os mais comuns s&o: eudesmano, opositano, guaiano,
amorfano, cadinano, cedreno, muurolano, cariolano, germacreno, biciclogermacreno
(Menezes, 1999).
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Figura 3 - Esquema biossintético de sesquiterpenos
OH OPP
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Fonte: adaptada de Simdes (2000).

Estudos biologicos sobre sesquiterpenos apontam varias atividades tais
como anti-inflamatdria, antioxidante, antimicrobiana, antifungica, antinociceptiva,
anticancerigeno e imunomodulador (Tabela 1, pag. 28).

De acordo com Chadwick et al. (2013), uma das propriedades mais
notaveis dos sesquiterpenos € a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica, podendo afetar diretamente o sistema nervoso central, aspecto
bastante relevante no tratamento de doengas neurolégicas. Ademais, podem servir
para aumentar a absorgdo transmembrana de compostos lipofilicos, destaque
importante na atividade larvicida sobre Aedes aegypti e efeitos sinérgicos (Pereira et
al., 2018).

O levantamento bibliografico sobre sesquiterpenos de espécies do género
Cordia e suas respectivas atividades, resultou em 17 artigos (Tabela 1, pag. 28). Os
sesquiterpenos a-humuleno (1) e trans-cariofileno (2) foram submetidos a avaliagéo
das suas propriedades anti-inflamatérias e antialérgicas em ratos (Fernandes et al.,
2007) e camundongos (Passos et al., 2007). Os compostos a-humuleno (1), trans-
cariofileno (2), psesquifelandreno (4) e turmerona (10) apresentaram potencial

antifungico sobre Lasiodiplodia theobromae (Nizio et al., 2015).
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a-Humuleno (1), por via oral e topica, mostrou boa atividade anti-
inflamatdria e antinociceptiva (Chaves et al., 2008). Trans-cariofileno (2) apresentou
atividades antitripanossoma, antipromastigota e citotdxica sobre fibroblastos de
mamiferos (Pereira et al., 2021).

Os sesquiterpenos trans-cariofileno (2) e aloaromadendreno (3) foram
submetidos a avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em
placas, sendo observado que as bactérias Gram-positvas e leveduras foram sensiveis
a esses compostos (Carvalho et al., 2004). Trans-cariofileno (2), germacreno D (5) e
o-cadineno (7) exibiram potente citotoxicidade contra linhagens celulares MCF-7
(cancer de mama), utilizando o ensaio de sulforrodamina-B (SRB) (Ashmawy, Ayoub,
Eldahsan, 2020). Trans-cariofileno (2) e biciclogermacreno (6) apresentaram atividade
antibacteriana sobre a a bactéria Gram-positiva Staphylococcos aureus (Carvalho et
al., 2017). Por outro lado, a-humuleno (1) e trans-cariofileno (2) foram os principais
compostos ativos, responsaveis pela atividade antibacteriana sobre Staphylococcus
aureus e Bacillus cereus (Michielin et al., 2009). Espatulenol (11) mostrou-se ativo na
inibicdo do crescimento de Helicobacter pylori in vitro (Menghini et al., 2008).

Além das propriedades farmacoldgicas, outras atividades biolégicas sao
relatadas por diversos autores para oleos essenciais de espécies do género Cordia,
como a atividade larvicida sobre Aedes aegypti (Santos et al., 2006; Menezes et al.,
2001b; Menezes, 1999; Menezes et al., 2006). As estruturas dos sesquiterpenos
citados estao representadas na Figura 4 (pag. 29). A Tabela 1 (pag. 28) descreve os
principais sesquiterpenos do género Cordia, bem como as atividades bioldgicas

relatadas na literatura para os mesmos.
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Tabela 1 - Sesquiterpenos de espécies do género Cordia e suas respectivas

atividades

Espécie Compostos Atividade Referéncia
C.verbenacea 1e2 Anti-inflamatéria (Fernandes et al., 2007)
C. verbenacea 1 Anti-inflamatéria (Chaves et al., 2008)

Antinociceptiva
C. verbenacea 1e2 Anti-inflamatéria (Medeiros et al., 2007)
C. verbenacea 1e2 Antibacteriana (Michielin et al., 2009)
C. verbenacea 1e2 Anti-inflamatéria (Passos et al., 2007)
Anti-alérgica
C. verbenacea 2e3 Antimicrobiana (Carvalho et al., 2004)
C. curassavica 1,2,4¢ Antifungica (Nizio et al., 2015)
10
C. africana Lam 2,5e7 Citotoxica (Ashmawy, Ayoub,
Eldahsan, 2020)

C. globosa 2¢6 Atividade larvicida (Menezes et al., 2006)
C. trichotoma 2e9 Atividade larvicida (Menezes, 1999)
C. verbenacea 2e6 Antibidtica (Carvalho et al., 2017)
C. leucomalloides 2, 6e7 Atividade larvicida (Santos et al., 2006)
C. curassavica 2¢6 Atividade larvicida (Santos et al., 2006)
C. trichotoma 8 Atividade larvicida (Menezes et al., 2001b)
C. verbenacea 2 Citotoxica (Pereira et al., 2021)
C. salicifolia 11 Antibacteriana (Menghini et al., 2008)

Fonte: propria autora.
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Figura 4 - Estruturas de sesquiterpenos presentes no género Cordia
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Fonte: prépria autora.
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
5.1 Métodos cromatograficos

5.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

As analises em CCD foram efetuadas em cromatoplacas de gel de silica 60,
com indicador de fluorescéncia F-254 sobre suporte de aluminio da Silicycle®.

Nos procedimentos cromatograficos foram utilizados como eluentes hexano
(CeH14), diclorometano (CH2Cl2), cloroférmio (CHCI3), acetato de etila (AcOEt) e

metanol (CH3OH), todos de qualidade PA do fabricante Synth®, puros ou em misturas,
em ordem crescente de polaridade. As cromatoplacas analiticas foram reveladas por
exposicao a luz ultravioleta (UV) em comprimentos de ondas de 254 nm e 365 nm, em
aparelho Botton de modelo BOIT-LUB 01 ou por imersdo em solu¢cdo de vanilina
(CeHsO3) em acido perclorico e etanol e posteriormente, submetida a aquecimento
com soprador térmico a 100°C durante alguns segundos até a coloragdo das

substancias ficar visivel.

5.1.2 Cromatografia de adsor¢ao em coluna (CC)

Nas cromatografias de adsorgdo em coluna gravitacional, a fase
estacionaria utilizada foi gel de silica com granulometria 70-230 mm (gel de silica 120)

e 40-63 mm (gel de silica 60) para cromatografia sob média presséao (flash), ambas

® . . ‘a
da marca Merck . As medidas de comprimentos e didmetro das colunas foram

selecionadas de acordo com as massas das amostras.

5.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises por CLAE foram realizadas em aparelho da marca SHIMADZU,
modelo UFLC (Ultra Fast Liquid Chomatograph), equipamento com detector UV-Vis
com arranjo de diodo (SPD-M20A) e um sistema de bomba ternario. Utilizou-se coluna
de fase reversa, preenchidas com C-18 da marca Phenomenex® com as seguintes
especificagdes: (2,5 x 250nm, 5 um) analitica e (4,6 x 250 nm, 5 um) semi-preparativa,
sendo mantidas em forno ternario a 35°C. Como fase médvel foram utilizados os

solventes agua deionizada/ acido trifluoroacético (TFA) 0,1%, acetonitrila (grau
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CLAE) e metanol, sendo os ultimos dois da marca Tedia. Os solventes metanol e
acetonitrila foram filtrados em membrana de nylon com poros de 0,45 um (Millipore).
As amostras foram dissolvidas utilizados na fase moével e filtradas em filtro do tipo
PTFE/B 0,22 um da unichro.

5.2 Métodos fisicos de analise

5.2.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN 3C) e

de hidrogénio (RMN 'H) unidimensionais e bidimensionais foram obtidos em um

espectrometro da marca Bruker®, modelo avance DRX-500 do Centro Nordestino
deAplicacdo e Uso de Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da
Universidade Federal do Ceara (UFC), operando a 500 MHz e 125 MHz para as
frequéncias do 'H e '3C, respectivamente. Na dissolugdo das amostras, utilizou-se
cloroférmio deuterado (CDCl;) da marca Cambridge Isotope Laboratories. Cada
amostra foi dissolvida um volume aproximado a 0,4 a 0,5 mL e acondicionada em
tubos de RMN de 5 mm.

Os deslocamentos quimicos (o) foram expressos em partes por milhdo (ppm)
e referenciados para RMN 'H pelo pico de hidrogénio pertencente as moléculas
residuais ndo deuteradas (du 7,27) do cloroférmio. Nos espectros de RMN '3C, o pico
central do carbono-13 do solvente (&c 77,23) foi utilizado como referéncia de
deslocamento quimico.

A multiplicidade dos sinais de hidrogénio nos espectros de RMN 'H ¢é
descrita como: singleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q), duplo dupleto (dd),
tripleto de dupleto (td) e multipleto (m) (Silverstain, Webster, Kiemle, 2007). A técnica
DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) com angulo de nutagao
de 135° foi utilizada para determinar o padréao de hidrogenacao dos carbonos em RMN
13C, gerando sinais para CH e CH3; com amplitude contraria aos de CH,. Os carbonos
n&o hidrogenados foram caracterizados pela RMN por subtragéo dos sinais espectrais
observados nos espectros '*C-BB (Broad Band) e DEPT 135°.
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5.3 Atividades biolégicas

5.3.1 Atividade larvicida sobre Aedes aegypti

Aliquotas de 1,0, 2,0, 5,0, e 10,0 mg, em triplicata, dos extratos em hexano
da casca (CTCAH), do alburno (CTAH), do cerne (CTCH) e da raiz (CTRH) e em
etanol da casca (CTCAE), do alburno (CTAE), do cerne (CTCE) e da raiz (CTRE) de
Cordia trichotoma foram, inicialmente, dissolvidas em 0,3 mL de dimetilsulféxido e
transferidas para um béquer de 50 mL. Posteriormente, foram adicionadas 50 larvas
de terceiro estagio de Aedes aegypti (Gadelha, Toda, 1985) juntamente com 19,7 mL
de agua. Paralelamente, foram feitos testes em branco, utilizando-se agua e DMSO
a 1,5%. Apdés 24 horas foi realizada a contagem das larvas exterminadas e
calculados os valores de CLsg (Oliveira et al., 2002). As larvas de Aedes aegypti
foram doadas pelo Nucleo de Controle de Vetores (NUVET) da Secretaria da Saude

do Estado de Ceara.

5.3.2 Atividade citotéxica in vitro sobre linhagens de células tumorais humanas

Este teste foi realizado em colaboracdo com a professora Dra. Gardénia
Carmem Gadelha Militdo da Universidade Federal de Pernambuco. As linhagens HCT
116 (carcinoma colorretal), NCI-H1299 (cancer de pulmao de células ndo pequenas)
foram plaqueadas na concentragédo de 1x10° células/mL, enquantoa linhagem K562
(leucemia mieldide crénica) foi plaqueada na concentragdo de 0,3x108. As amostras
previamente dissolvidas em dimetilsuféxido foram diluidas em série no meio RPMI
( Roswell Park Memorial Institute) para obtengcdo das concentragdes finais e
adicionadas em placa de 96 pocgos. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa
a 5% de CO; a 37°C. Em seguida, foram adicionados 25 mL da solugéo de MTT (sal
de tetrazolium) e as placas foram incubadas por 3 h.

A absorbancia foi lida , apds dissolugao do precipitado em dimetilsufoxido,
em espectrofotbmetro de placa a 595 nm. Os experimentos foram analisados
segundo suas meédias e respectivos intervalos de confianga no programa
GraphPad Prism. A concentracéo inibitoria 50% (Clso) foi calculada por regresséo

ndo linear. Cada amostra foi testada em duplicata em dois experimentos
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independentes utilizando como controle positivo, doxorrubicina na concentragao de
25,0 ug/mL (Berridge et al., 1996).

5.3.3 Ensaio de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

O teste foi realizado no Laboratério de Produtos Naturais Bioativos —
(LPNBio) em parceria com a professora Dra. Maria Teresa Salles Trevisan da
Universidade Federal do Ceara. Este ensaio é baseado no procedimento descrito por
Ellman et al. (1961), adaptado para CCD por Rhee et al. (2001). Os reagentes iodeto
de acetilcolina (ATCI), enzima acetilcolinesterase (AChE) e acido 5,5'—ditiobis—(2—
nitrobenzoico (DTNB) foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). E
um meéetodo rapido e sensivel para a selecdo de amostras com acgao
anticolinesterasica, podendo ser utilizado de forma qualitativa e quantitativa, mas
nesse trabalho foi utilizada somente a forma qualitativa.

A metodologia consistiu em aplicar 5 yL das solugbes em metanol dos extratos
hexanico e etandlico (CTCH e CTCE) do cerne, das fragdes resultantes da particao
liquido-liquido (CTCEH, CTCED e CTCEA) do extrato etandlico do caule (CTCE) e
dos metabdlitos secundarios isolados CT1, CT2, CT3, CT4, CT5 e CT6. Vale salientar
que os extratos e as fragdes foram testadas na concentragdo correspondente na
concentracao de 10 mg/mL, enquanto os metabdlitos secundarios foram testados na
concentragédo de 1 mg/mL. Apos a completa evaporagao do solvente, foi borrifada uma
mistura (1:1) de iodeto de acetilcolina (ATCI) 1 mmol/L com o reagente de Ellman
(acido 5,5’—ditiobis-(2—nitrobenzéico, DTNB, 1 mmol/L), deixando em repouso por 3
minutos para a secagem da placa. Em seguida, a placa cromatografica foi borrifada
com a enzima acetilcolinesterase (6,25 U/mL). A cromatoplaca foi analisada apés 10
minutos da adi¢cdo da enzima.

A atividade anticolinesterasica foi detectada através do método
colorimétrico pela formagdo de um halo branco em torno dos spots onde foram
aplicadas as amostras. Eserina na concentracdo de 1 mg/mL foi utilizada como

controle positivo (Nascimento et al., 2023).
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5.4 Estudo dos constituintes fixos de Cordia trichotoma

5.4.1 Coleta do material vegetal

O material vegetal foi coletado em junho de 2022 no periodo da manha na
comunidade do Garapa em Acarape-Ce, sob as coordernadas geograficas: S 04° 12’
66,0”/ W 38° 36’ 25,3”, que foram registradas com o Sistema de Processamento
Global (GPS). A equipe técnica responsavel pela coleta foi coordenada pelo professor
Dr. Edilberto Rocha Silveira do Departamento de Quimica Orgéanica da Universidade
Federal do Ceara - UFC. A exsicata preparada encontra-se depositada no Herbario

Prisco Bezerra - UFC, com o niumero de inscricdo 25165.

5.4.2 Obtencao dos extratos em hexano CTCAH, CTAH, CTCH e CTRH

Casca (2,4 kg), alburno (4,2 kg), cerne (0,5 kg) e raiz (2,1 kg) de C.
trichotoma foram submetidos a extragdo por maceragéo com 5,0, 10,0,2,0e 4,0L de
hexano por 72 h, respectivamente. As tortas foram submetidas a outra extragdo por
mais 72 h. As solugdes extrativas obtidas foram filtradas e concentradas sob presséo
reduzida. Foram obtidas 4,5 g (rendimento 0,18%) de CTCAH; 2,2 g (0,05%) de
CTAH; 2,7 g (0,54%) de CTCH e 0,5 g (0,02%) de CTRH.

5.4.3 Obtencao dos extratos em etanol CTCAE, CTAE, CTCE e CTRE

As tortas do material vegetal das extragbes com hexano foram
submetidas ao processo de extragdo com etanol, utilizando a mesma metodologia
descrita no item 5.4.2. As solugdes em etanol, apdés concentragdo sob pressao
reduzida resultaram em 48,4 g (rendimento 1,98%) de CTCAE; 7,6 g (0,16%) de
CTAE; 7,6 g (1,52%) de CTCE e 43,6 g (2,07%) de CTRE.

5.4.4 Particao liquido-liquido do extrato etandlico do cerne e obtengao de
CTCEH, CTCED e CTCEA

O extrato etandlico (7,6 g) do cerne de C. trichotoma (CTCE) foi
solubilizado em 180 mL de MeOH / H,O na proporcéo 7:3. Em seguida, realizou- se

a extragdo com hexano (3 x 60 mL). A fase hexanica foi denominada CTCEH. A fase



35

hidrometandlica foi submetida a extragdo com CH2Cl2 (3 x 120 mL), sendo esta fase
denominada CTCED. Posteriormente, a fase hidrometandlica foi submetida a
extragao com AcOEt (3 x 120 mL). Essa fase foi denominada de CTCEA. As fragbes
obtidas foram tratadas com sulfato de s6dio anidro e concentradas em evaporador
rotativo, resultandoem 1,4 g (18,4%), 3,8 g (50%) e 0,9 g (11,8%) de CTCEH, CTCED
e CTCEA, respectivamente.

5.4.5 Fracionamento cromatografico de CTCH e CTCEH

Inicialmente, o extrato CTCH foi submetido a um ensaio bioldgico para
analisar o seu potencial larvicida sobre Aedes aegypti, e 0 mesmo mostrou-se ativo.
Com base no resultado do bioensaio, o perfil cromatografico de CTCH foi comparado
com o de CTCEH por CCD. A cromatoplaca, apds revelagao, exibiu uma coloragao
cinza azulada, caracteristica de sesquiterpenos (Wagner, Bladt, Zgainski, 1984).

Objetivando obter maior quantidade de massa e, visando isolar os
constituintes bioativos, as amostras CTCH (3,0 g) e CTCEH (1,4 g) foram reunidas,
obtendo uma amostra denominada CTCEHH. Posteriormente, CTCEHH (4,4 g) foi
adsorvida em 5,0 g de gel de silica e submetida a um fracionamento cromatografico
em coluna filtrante (@ = 5,0 cm e L = 14,0 cm), tendo como fase estacionaria 120 g
de gel de silica. A eluigdo procedeu em ordem crescente de polaridade (Tabela 2,
pag. 36). Apos esse procedimento, foram obtidas sete fragées conforme descrito na
Tabela 3 (pag. 36).
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Tabela 2 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de CTCEHH

Fragoes coletadas Eluente Volume (mL)
1 n- Hexano 400
2 n-Hex/AcOEt 20% 400
3 n-Hex/AcOEt 40% 400
4 n-Hex/AcOEt 60% 400
5 n-Hex/AcOEt 80% 200
6 AcOEt 200
7 CHsOH 200

Fonte: prépria autora.

Tabela 3 - Fragoes resultantes do tratamento cromatografico de CTCEHH

Fracoes obtidas Caédigos Massa (mg)
1 CTCEHH-1 462,2
2 CTCEHH-2 2747,6
3 CTCEHH-3 645,6
4 CTCEHH-4 163,9
5 CTCEHH-5 18,0
6 CTCEHH-6 19,0
7 CTCEHH-7 87,0
Total 4.143,3 (94,8%)

Fonte: prépria autora.

5.4.6 Fracionamento cromatografico de CTCEHH-2

A fracdo CTCEHH-2 (2747,6 mg) foi adsorvida em 3,2 g de gel de silica e
acondicionada em uma coluna (@ =5 cm e L = 13 cm) contendo 98,0 g de gel de
silica. Foram utilizados diclorometano e acetato de etila, puros ou em misturas
binarias, como eluentes (Tabela 4, pag. 37).

Apods analise por cromatografia em camada delgada, as fragbes que
apresentavam caracteristicas cromatograficas semelhantes, foram reunidas
conforme descrito na Tabela 5 (pag. 37).
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Tabela 4 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de CTCEHH-2

Fragoes coletadas Eluente Volume (mL)
1-10 CHCI3 700
11 -40 CHCI3/AcOEt 5% 200
31-70 CHCI3/AcOEt 50% 100
71-51 AcOEt 100

Fonte: prépria autora.

Tabela 5 - Fragdes resultantes do tratamento cromatograficode CTCEHH-2

Fracoes obtidas Cédigos Massa (mg)
1-4 CTCEHH2-1 58,0
5-8 CTCEHH2-2 561,4

9-11 CTCEHH2-3 565,5

12 CTCEHH2-4 145,0
13-17 CTCEHH2-5 5447
18 -29 CTCEHH2-6 4211
30-33 CTCEHH2-7 80,3
34 — 41 CTCEHH2-8 151,1
42 — 51 CTCEHH2-10 113,6

Total 2.625,7 (97,2%)

Fonte: prépria autora.

5.4.7 Fracionamento cromatografico de CTCEHH-3 e isolamento de CT7 e CT8

A fracdo CTCEHH-3 (645,6 mg) foi adsorvida em 2 g de gel de silica e
acondicionada em uma coluna de vidro (@ = 21 cm e L = 28 cm) contendo 23,0 g de
gel de silica. Foram utilizados n-hexano e acetato de etila, puros ou em misturas
binarias, como eluentes (Tabela 6, pag. 38). Apds analise por cromatografia em
camada delgada (CCD) foi possivel analisar o perfil das fracdes coletadas e reuni-

las (Tabela 7, pag. 38).
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Tabela 6 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de CTCEHH-3

Fragoes coletadas Eluente Volume (mL)
1-40 n- Hexano 100
41 -60 n-Hex/AcOEt 10% 100
61-70 n-Hex/AcOEt 20% 100
71-80 n-Hex/AcOEt 30% 100
81-87 n-Hex/AcOEt 50% 100
88 — 92 AcOEt 100

Fonte: prépria autora.

Tabela 7 - Fracgdes resultantes do tratamento cromatografico de CTCEHH-3

Fragoes reunidas Caédigos Massas (mg)
1-44 CTCEHH3-1 21,6
45 - 64 CTCEHH3-2 69,0
65-70 CTCEHH3-3 35,7
71-80 CTCEHH3-4 112,3
81 -87 CTCEHH3-5 47,5
88 - 92 CTCEHH3-6 133,1
Total 419,2 (64,9 %)

Fonte: prépria autora.

5.4.8 Isolamento de CT7 e CT8

A fragcdo CTCEHH3-3 (35,7mg) foi dissolvida em 2 mL de H2O / MeOH 1:1, filtrada
em membrana de nylon 0,45 um e, posteriomente, injetada em coluna semipreparativa
C-18, usando como fase mével H20 (TFA 0,01%) / MeOH 75% no sistema isocratico,
com fluxo de 4,0 mL/min, pressao de 1560 psi e volume de inje¢cao de 200 pL, onde foram
coletados o pico 1, denominado CT7 (4,7 mg; tempo de retencao - tr : 5,5 min) e o pico
2, denominado CT8 (7,5 mg; tr : 8,7 min), como pode ser observar a ilustragdo na Figura
5 (pag. 39).
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Figura 5 — Cromatograma CLAE da fragdo CTCEHH3-3
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Fonte: prépria autora.

5.4.9 Isolamento de CT8

A fragdo CTCEHH3-4 (112,3 mg) foi dissolvida em 2 mL de H.O/ MeOH 1:1,
filtrada em membrana de nylon 0,45 pm e, posteriomente, injetada em coluna
semipreparativa C-18, usando como fase movel H>O (TFA 0,01%)/ MeOH 75% no
sistema isocratico, com fluxo de 4,0 mL/min, pressao de 1560 psi e volume de injegao de
200 pL onde foi coletado os pico 1, denominado CT8 (4,7 mg; tr : 8,7 min), conforme

mostra a representacao da Figura 6.

Figura 6 — Cromatograma CLAE da fragao CTCEHH3-4
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Fonte: prépria autora.
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5.4.10 Fracionamento cromatografico da CTCEHH-4 e isolamento de CT1

A fragdo CTCEHH-4 (163,9 mg) foi adsorvida em 234,7 mg de silica e
submetida a cromatografia sob média pressdo. O fracionamento cromatografico foi
realizado com elui¢gdo isdcratica, utilizando n-hexano/AcOEt 50%, obtendo-se 81
fragbes, que apos analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foram

reunidas em 4 fragées conforme mostra a Tabela 8.

Tabela 8 - Dados do fracionamento cromatografico de CTCEHH-4

Fragoes reunidas Caodigos Massa (mg)
1-49 CTCEHH4-1 16,4
52 -53 CTCEHH4-2 59
54 - 66 CTCEHH4-3 51,8
67 - 81 CTCEHH4-4 70,3
Total 144,1 (83,5%)

Fonte: prépria autora.

A cromatoplaca da fragdo CTCEHH4-3 (51,8 mg) mostrou uma mancha
de coloragao azulada, caracteristica de sesquiterpenos (Wagner, Bladt, Zgainski,
1984), apds revelagdo com solugdo de vanilina em acido perclorico e etanol. Esta

amostra foi denominada CT1.

5.4.11 Fracionamento cromatografico de CTCEHH2-7 e isolamento de CT6

CTCEHH2-7 (80,3 g) foi dissolvida em 1 mL de cloroférmio, acomodada
em coluna (@ = 1,5 cm e L = 28,5 cm), tendo 16,0 g de gel de silica como fase
estacionaria. Foram utilizados diclorometano e acetato de etila, puros ou em misturas
binarias, como eluentes (Tabela 9, pag. 41), obtendo-se 95 fragbes, que apds analise
por cromatografia em camada delgada (CCD) foram reunidas em 4 fragdes conforme
mostra a Tabela 10 (pag. 41).

Dentre as fragcdes reunidas a fraggo CTCEHH27-4 (6,7 mg) exibiu
coloragdo azulada, caracteristica de sesquiterpenos, apos revelagdo com solugao de
vanilina em acido perclérico e etanol (Wagner; Bladt; Zgainski, 1984) e foi

denominada CT6.
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Tabela 9 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de CTCEHH2-7

Fracoes obtidas Eluente Volume (mL)
1-13 CH2Cl2/ AcOEt 4% 400,0
14 - 17 CH2Cl2/ AcOEt 5% 100,0
18 - 25 CH2Cl2/ AcOEt 40% 200,0
38-95 AcOEt 200,0

Fonte: prépria autora.

Tabela 10 - Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de CTCEHH2-7

Fragoes reunidas Caodigos Massa (mg)
1-13 CTCEHH27-1 17,3
14 — 61 CTCEHH27-3 44,0
62 - 80 CTCEHH27-4 6,7
81-95 CTCEHH27-5 14,5
Total 76,2 (94,9%)

Fonte: prépria autora.

5.4.12 Fracionamento cromatografico de CTCED

A fragao CTCED (3,6 g) foi submetida a cromatografia em coluna de
gel de silica (@ =5,0cm e L= 11,0 cm), ultilizando 22 g de gel de silica. Foram
utilizados diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas

binarias, como eluentes (Tabela 11).

Tabela 11 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de CTCED

Fragoes obtidas Eluente Volume (mL)

1-13 CH2Clz 400,0
14— 17 CH2Cl2/ AcOEt 5% 100,0
18 — 25 CH2Cl2/ AcOEt 15% 200,0
26 — 32 CH2Cl2/ AcOEt 30% 200,0
33-38 CH2Cl2/ AcOEt 60% 200,0
39 - 51 CHCl/CH30H 10% 200,0
52 — 54 CH,Cl2/CH30H 30% 100,0
55 - 56 CH30H 50,0

Fonte: prépria autora.
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Posteriormente, as fragdes foram analisadas por CCD e agrupadas por

semelhancgas, resultando em 16 fracdes, conforme descrito na Tabela 12.

Tabela 12 - Fragbes resultantes do tratamento cromatografico de CTCED

Fragoes reunidas Caddigo Massa (mg)

1 CTCED-1 21,4
2-3 CTCED-2 165,9
4-9 CTCED-3 316,9
10 -23 CTCED-4 884,7
24 - 27 CTCED-5 205,5
28 -30 CTCED-6 181,8
31-33 CTCED-7 159,3
34-35 CTCED-8 123,4
36 —38 CTCED-9 153,8
39 - 41 CTCED-10 200,9
42 CTCED-11 58,3
43 — 45 CTCED12 160,3
46 — 48 CTCED-13 395,3
49 — 52 CTCED-14 79,0
53 -54 CTCED-15 182,1
55 — 56 CTCED-16 33,4

Total 3.300,0 (91,6%)

Fonte: prépria autora.

5.4.13 Tratamento cromatografico de CTCED-4 e isolamento de CT9 e CT10

A fracdo CTCED-4 (884,7 mg) foi adsorvida em 1.239,9 mg de gel de silica
e submetida a um tratamento cromatografico em uma coluna (d=2,5cme L =19,0
cm), utilizando 70,0 g de gel de silica como fase estacionaria e CH2Clo/ AcOEt 8:2
como fase movel. As fragbes obtidas apds analise por cromatografia em camada

delgada (CCD) foram reunidas conforme mostra a Tabela 13 (pag. 43).
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Tabela 13 - Fracbes do fracionamento cromatografico de CTCED-4

Fragoes reunidas Cadigo Massa (mg)

1-18 CTCED4-1 139,6
19-39 CTCEDA4-2 168,8
40-48 CTCED4-3 76,3

49 CTCED4-4 7,6
50-61 CTCED4-5 178,8

62 CTCEDA4-6 5,7
63-80 CTCED4-7 165,5

Total 742,1 (83,88%)

Fonte: prépria autora.

Dentre as fragbes reunidas, as fragbes CTCED4-4 (7,6 mg) e CTCED4-6
(5,7 mg) apresentaram uma mancha de coloragdo azulada, apds revelagdo com
solugao de vanilina em acido perclérico e etanol. Ambas foram submetidas a analise

de RMN e denominadas CT9 e CT10, respectivamente.

5.4.14 Tratamento cromatografico de CTCED-13

A fracdo CTCED-13 (395,3 mg) foi adsorvida em 456,9 mg de gel de silica
e submetida a um tratamento cromatografico em uma coluna (@ =2,0cme L = 18,0
cm), utilizando 20,0 g de gel de silica como fase estacionaria e mistura de
diclorometano e metanol em ordem crescente de polaridade como fase mével (Tabela
14). Neste procedimento foram obtidas 89 fragcbes com volumes de aproximadamente
5mL. As fragdes foram analisadas por CCD e agrupadas por semelhangas, resultando

em 7 conjuntos de fragbes (Tabela 15, pag. 44).

Tabela 14 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de CTCED-13

Fracoes coletadas Eluente Volume (mL)
1-25 CH2Cl2/ CH30H 5% 300,0
25-50 CH2Cl2/ CH30H 10% 150,0
51-89 CH2Cl2/ CH30H 20% 200,0

Fonte: elaborada pela autora.
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Tabela 15 - Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de CTCED- 13

Fragoes reunidas Cadigo Massa (mg)

1-30 CTCED13-1 67,3
31-40 CTCED13-2 42,1
41 — 51 CTCED13-3 27,4
52-72 CTCED13-4 48,8
73-76 CTCED13-5 30,2
77 -84 CTCED13-6 49,7
85 -89 CTCED13-7 26,7

Total 297,2 (75,25 %)

Fonte: prépria autora.

5.4.15 Tratamento cromatografico CTCED13-2 e isolamento de CT5

A fracdo CTCED13-2 (42,1 mg) foi submetida a uma coluna
cromatografica (d=1,5cme L = 15,0 cm) utilizando 9,8 g de gel de silica como fase
estacionaria. O sistema de eluigao ocorreu de forma isocratica utilizando AcOEt. O

procedimento resultou em quatro grupos de fragdes (Tabela 16).

Tabela 16 - Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de CTCED13-2

Fragoes reunidas Caddigo Massa (mg)
1-9 CTCED132-1 7,8
10 -16 CTCED132-2 6,3
17 - 53 CTCED132-3 16,9
54 — 67 CTCED132-4 3,7
Total 31,0 (73,6%)

Fonte: prépria autora.

Na cromatoplaca, a fracdo CTCED132-2 (6,3 mg) exibiu uma unica
mancha de coloracdo azul, apds revelacdo com solugdo de vanilina em acido
perclérico e etanol. Esta fracdo apresentou-se como uma resina amarelada e foi
denominada CTS5.
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5.4.16 Tratamento cromatografico CTCED13-6 e isolamento de CT4

A fracdo CTCED13-6 (49,7 mg) foi adsorvida em 10,5 mg de gel de silica
e submetida a um tratamento cromatografico em uma coluna (d=1,5cme L =15,0
cm), utilizando 25 g de gel de silica. Foi utilizado acetato de etila (300 mL), como
eluente. As fragdes foram coletadas, com fluxo de aproximadamente 15 gotas por
minuto, com volumes de aproximadamente 4,0 mL, totalizando 113 fragdes, que

apos analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foram reunidas em 5 fragbes
(Tabela 17).

Tabela 17 - Fracbes resultantes do tratamento cromatografico de CTCED13-6

Fragoes reunidas Caédigo Massa (mg)
1-20 CTCED136-1 4,0
21-22 CTCED136-2 3.1
23-42 CTCED136-3 6,5
43 - 55 CTCED136-4 55
56 - 113 CTCED136-5 13,2
Total 32,3 (65%)

Fonte: prépria autora.

Destas, a fragdo CTCED136-3 (6,5 mg) foi submetida a analise por RMN
e denominada CT4.

5.4.17 Tratamento cromatografico de CTCED-9 e isolamento de CT2

A fracdo CTCED-9 (153,8 mg) foi adsorvida em 405,0 mg de gel de silica
e acondicionada em uma coluna (@ = 2,0 cm e L = 15,0 cm) sobre 15,0 g de gel de
silica. A eluigao ocorreu de forma isocratica utilizando 300 mL de CH,Cl,/CH30H 4%.

Apods analise por cromatografia em camada delgada (CCD), as fragbes
que apresentavam caracteristicas cromatograficas semelhantes, foram reunidas
conforme mostra a Tabela 18 (pag. 46).
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Tabela 18 - Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de CTCED-9

Fragoes reunidas Cadigo Massa (mg)
1-27 CTCED9-1 55,0
28 - 36 CTCED9-2 13,4
37 — 56 CTCED9-3 19,1
57 -119 CTCED9-4 10,2
Total 105,5 (68,6%)

Fonte: prépria autora.

Dentre as fragdes reunidas, a fracdo CTCED9-2 (13,4 mg), apos analise
por CCD, mostrou uma unica mancha de coloracdo azul violeta, caracteristica de
sesquiterpenos, apos revelacdo com solugao de vanilina em acido perclérico e etanol
(Wagner, Bladt, Zgainski, 1984), sendo denominada CT2.

5.4.18 Tratamento cromatografico CTCED-6 e isolamento de CT3

A fracdo CTCED-6 (181,8 mg) foi adsorvida em 20,0 g de gel de silica e
acondicionada em uma coluna (& = 2,0 cm e L = 23,0 cm) utilizando 23,2 g de gel
de silica. A eluicdo ocorreu de forma isocratica utilizando n-Hex/ AcOEt 50% (100
mL). Apdos analise por cromatografia em camada delgada, as fragbes que
apresentavam caracteristicas cromatograficas semelhantes foram reunidas (Tabela
19).

Tabela 19 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de CTCED-6

Fragoes reunidas Cadigo Massa (mg)

1-39 CTCEDG6-1 2,5

40 — 46 CTCED6-2 5,7

47 - 60 CTCED®6-3 3,2
61-389 CTCEDG6-4 26,3

90 - 111 CTCED®6-5 30,2
112-123 CTCEDG6-6 20,7

Total 111,3 (61,5 %)

Fonte: prépria autora.
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Dentre as fragdes reunidas, a fragdo CTCED®6-2 (5,7 mg), apds analise por
CCD, mostrou uma unica mancha de coloragdo azul violeta, caracteristica de
sesquiterpenos, apos revelacdo com solugao de vanilina em acido percloérico e etanol
(Wagner, Bladt, Zgainski, 1984). Esta fragcao foi denominada CT3.

O fluxograma (Figura 7) mostra o fracionamento cromatografico dos
extratos hexanico e etandlico do cerne de Cordia trichotoma e o isolamento de CT1,
CT2, CT3, CT4, CT5, CT6, CT7, CT8, CT9 e CT10.

Figura 7- Fluxograma: Metodologia da obtengao dos compostos isolados dos extrato
hexanico e etandlico do cerne de Cordia trichotoma
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CTCEHH4-3 = CTCEHH27-4
51,8 mg | 6,7 mg

IR
o -

35g

CTCEDS-2 -2|( cTCED4-4 || CTCED4-6
13,4 mg 76 mq 57 mg

Fonte: prépria autora.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Determinagao estrutural dos constituintes fixos de C. trichotoma

6.1.1 Determinacgdao estrutural de CT1

O composto CT1 (51,8 mg), isolado a partir do tratamento cromatografico
do cerne de Cordia trichotoma, conforme procedimento descrito no item 5.4.10 (pag.
40), foi obtido na forma de uma resina amarelada soluvel em CHCls.

A andlise do espectro de RMN 'H (Figura 10, pag. 53) de CT1 mostrou
quatro sinais referentes a hidrogénios metilicos em u 1,67; 1,06; 0,91 e 0,77, sendo
os sinais em 6u 1,67 (s, H-15) e 6u 1,06 (s, H-14) caracteristicos de metilas ligadas a
carbonos olefinicos e a carbonos oxigenados, respectivamente (Silverstain, Webster,
Kiemle, 2007). Os dupletosem 610,91 (J=7,0;H-13)e 0,77 (J=7,0; H-12), juntamente
com o sinal em ou 2,14 (m, H-11) indicam um grupamento isopropila (Pavia et al.,
2015). O sinal em ¢du 5,49, simpleto largo, corresponde a um hidrogénio ligado a
carbono insaturado sp?. Os demais sinais indicam a caracteristica alifatica de CT1.

O espectro de RMN "3C-BB ( Figura 11, pag. 53) de CT1 exibiu 15 linhas
espectrais correspondentes a quinze atomos de carbono, caracteristicos de um
terpenoide, do tipo sesquiterpeno (C15). A analise comparativa entre os espectros de
3C-BB e C-DEPT 135° (Figura 11, pag. 53) permitiu deduzir o padrdo de
hidrogenagao dos carbonos, tornando possivel identificar quatro carbonos metilicos
em oc 15,3 (C-13), 20,9 (C-14), 21,7 (C-12) e 24,0 (C-15); quatro carbonos metilénicos
em oc 22,2 (C-7), 22,9 (C-1), 30,9 (C-2) e 42,4 (C-8); quatro carbonos metinicos em
oc 26,2 (C-11), 40,1 (C-5), 46,9 (C-6) e 50,2 (C-10) e um carbono olefinico
hidrogenado em & 122,5 (C-4). A diferengca entre as duas técnicas revelou a
existéncia de dois sinais de carbonos n&o hidrogenados, um sp? em & 135,1 (C-3) e
um outro carbono do tipo sp® oxigenado em & 72,6 (C-9) (Tabela 20, pag. 51). A
combinagdo dos dados espectrocopicos de CT1 levou a deducdo da formula
molecular C1sH260.

Uma pesquisa na literatura para esta formula molecular mostrou compostos
com diferentes estereoquimicas. Vale salientar que as informacdes fornecidas pela

analise dos dados de RMN '3C de CT1 comparados aos registrados na literatura para
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os compostos A = a-cadinol; B = rcadinol (Menezes, 2005); C = &cadinol, D = -
muurolol e E=amorf-4en-104-ol (Ladwig et al., 2023) permitiu observar algumas diferencas
nos delocamentos quimicos, conforme mostra a Tabela 21 (pag. 52). Nesse contexto,
para melhor visualizacdo e interpretacdo dos resultados, foram plotados graficos
(Figura 9, pag. 50), correlacionando os valores experimentais dos deslocamentos
quimicos de RMN "3C de CT1 e dos compostos de A — E registrados na literatura. A
confirmacao estrutural e estereoquimica de CT1 foi inferida com base na menor
diferenga dos desvios quimicos e maior similaridade no grafico de regresséao linear
conforme observado na Figura 9 (pag. 50), dessa forma, CT1 (Figura 8) trata-se do
composto a-cadinol (A).

a-Cadinol (CT1) ja havia sido isolado do cerne da espécie em estudo
(Menezes, 2005) e do cerne de Taiwania cryptomerioides e exibiu e atividade
antiacaro contra Dermatophagoides pteronyssinus e Dermatophagoides farinae
(Chang et al., 2001a). Em outros estudos ainda sao relatadas atividades antitermitica
sobre Coptotermes formosanus (Chang et al., 2001b), antifungica (Wu et al., 2005) e
inibitéria da enzima conversora da angiotensina (ECA) (Tripathi, Gupta, Gautam,
2022).

Figura 8 — Representacédo estrutural de CT1
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Fonte: prépria autora
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Figura 9 — Representacéo estrutural, analise de regressao e desvio quimico dos dados
de RMN '3C de CT1 versus os compostos A - E
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Tabela 20 - Dados de RMN "3C e 'H de CT1 comparados com o a-cadinol

51

CT1 Lit* A - a-cadinol
C Tipo & AH (mult., J em Hz) Aéc SH(mult., Jem Hz) a46c (ppm)

a1,89; m a 1,96; m
1 CHz 229 £1,21; m 22,7 £ 1,20; m 0,2
2 CHz2 30,9 1,97; m 30,9 1,96; m 0,0
3 C 1351 - 134,9 - 0,2
4 CH 1225 5,49; sl 122,3 5,47; sl 0,2
5 CH 401 1,67; m 39,9 1,68; m 0,2
6 CH 46,9 1,04; m 46,7 1,03; m 0,2
7 CH2 222 1,58; dl (13,6) 22,0 1,58; dl (13,4) 0,0

£1,78; dt (11,2; 3,1) £1,77; dt (12,3; 3,2)

8 CH2 424 2 1,39: dt (11.2: 3.1) 42,2 ¢1,39;dt(12,3;3,2) 0,0
9 C 726 - 72,4 - 0,2
10 CH 50,2 1,21; m 50,0 1,20 0,2
11 CH 26,2 2,14; m 26,0 2,13; dq 0,4
12 CHs 21,7 0,77;d (7,0) 21,8 0,73;d (7,2) 0,1
13 CHs 15,3 0,91;d (7,0) 15,1 0,89;d (7,2) 0,2
14 CHs 20,9 1,06; s 21,0 1,07; s 0,1
15 CHs 24,0 1,67;s 23,6 1,64; s 0,4

Fonte: prépria autora.

*Menezes, 2005
24 (ppm) — Diferenga de &c CT1 com & Lit. a~cadinol.
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Tabela 21 — Dados de RMN '3C e desvios quimicos de CT1 comparados com os dados
descritos na literatura para os compostos A — E, todos em CDCl3

¢ |soTe| Lt | P& | “Lit. | cagk | ™Lit | dd&k | “Lit. | cdsk
&B | (ppm) [ &C |[(ppm) | &D | (ppm) | &E | (ppm)

1 229 226 0,3 21,7 1,2 22,7 0,2 23,9 -1,0
2 309 309 0,0 31,3 -0,4 31,1 -0,2 28,8 2,1

3 135,1 1343 0,2 1345 04 134,5 0,6 140,0

4,9
4 122,56 1226 0,1 1248 24 122,8 -0,3 120,0 2,5
5 40,1 37,7 2,4 36,9 3,2 40,5 -0,4 36,0 4.1
6 46,9 46,6 0,3 44,2 2,7 46,8 0,1 411 5,8
7 22,2 19,8 2,4 18,7 3,5 20,0 2,2 22,2 0,0
8 424 40,3 2,0 35,5 6,9 40,5 1,9 41,9 0,5
9 72,5 70,6 e 72,7 -0,2 70,8 1,7 72,9 -0,4
10 50,5 479 2,6 45,7 4,8 48,1 24 48,2 2,3
11 262 214 4,8 26,6 -0,4 26,3 -0,1 27,6 -1,4
12 21,7 15,2 6,5 21,8 -0,1 216 0,1 21,6 0,1
13 15,3 15,2 0,1 15,5 -0,2 15,3 0,0 21,6 -6,3
14 209 235 2,6 28,1 -4,2 28,6 -4,7 23,8 -2,9

15 240 23,8 0,2 23,8 0,4 239 05 28,8 -4,8

Fonte: prépria autora.

* Lit. B — Menezes, 2005; ** Lit. C, D e E - Ladwig et al., 2023

a4 (ppm) — Diferenca de & CT1 com & Lit. a-cadinol (A).

A& (ppm) — Diferenga de &c CT1 com & Lit. =—cadinol (B).

°Aéc (ppm) - Diferenca de &c CT1 com & Lit. 5~cadinol (C).

4A& (ppm) — Diferenga de &c CT1 com & Lit. z—muurolol (D).

A (ppm) — Diferenga de oc CT1 com & Lit. amorf-4en-1011-ol (E).
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Figura 11 - Espectros de RMN '3C-BB e DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de CT1
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6.1.2 Determinacgdo estrutural de CT2

O composto denominado CT2 (13,4 mg), obtido a partir da fragdo
diclorometano da particdo liquido-liquido do extrato etandlico do cerne, conforme
mostra o tratamento cromatografico descrito no item 5.4.17 (pag. 45), apresentou-se
na forma de resina amarelada, solivel em CHCls.

De modo analogo ao do composto CT1, o espectro de RMN 'H de CT2
(Figura 15, pag. 60) exibiu sinais para quatro grupos metilas, dos quais, dois s&o
dupletos em 640,96 (J = 6,7 Hz; H-12) e o4 0,95 (J = 6,7 Hz; H-13), que associados ao
sinal em &1 1,56 (m, H-11), indicam um grupamento isopropila, assim como a metila
singleto em &4 1,14 (C-15) esta associada a carbono oxigenado (Pavia et al., 2015).
Diferindo de CT1 foi observado um sinal de hidrogénio em oy 3,30 (dd, J = 9,6; 4,8
Hz; H-1) ligado a carbono oximetinico (Tabela 22, pag. 57).

A analise do espectro de RMN '3C (Figura 16, pag. 59) em associagdo com
analise do experimento de HSQC (Figura 17, pag. 60) permitiram assinalar o padréao
de hidrogenacédo de CT2, como tendo, quatro carbonos metilicos; cinco carbonos
metilénicos, trés carbonos metinicos, sendo um oxigenado em oc 79,6 (C-1) e trés
sinais de carbonos nao hidrogenados, sendo dois deles oxigenados em ¢&c 71,8 (C-4)
e 74,0 (C-7), deste modo, a provavel férmula molecular de CT2 foi estabelecida como
C15H250s.

As posic¢des dos trés carbonos oxigenados, bem como a do grupo isopropila
foram estabelecidas pela andlise do espectro de HMBC (Figura 18, pag. 60), através
das correlagdes entre os sinais dos hidrogénios metilicos em 64 0,96 (H- 12) e 0,95 (H-
13) do grupo isopropila com o carbono em ¢ 74,0 (C-7), bem como, da metila em &y
1,14 (H-15) com o carbono em & 71,8 (C-4). O carbono carbindlico em &: 71,8 foi
posicionado em C-1 através das correlagdes do seu hidrogénio em &y 3,30 (H-1) com
a metila em &c 11,8 (C-14), a qual esta ligada em (C-10) (Figura 12, pag. 55). Essas
dedugdes permitiram concluir a estrutura parcial de CT2, como sendo um

sesquiterpeno de esqueleto eudesmano.
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Figura 12 — Estrutura com as principais correlagdes observadas no HMBC
para CT2
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Fonte: prépria autora.

14

Uma consulta detalhada na literatura evidenciou trés estereoisbmeros
como provaveis estruturas para CT2: 15,44,7 a-trihidroxieudesmano (A), 154a,7 a-
trinidroxieudesmano (B) e 14,447 trihidroxieudesmano (C) ( Wang et al., 2007).
(Figura 14, pag. 56). Observou-se ao analisar os trés isdmeros, que os compostos A
e B séo epimeros em C-4, apresentando configuragdes (S) e (R), respectivamente.
Por outro lado, os compostos A e C mostram uma relagao epimérica em C-7, com
configuracédo R e S, respectivamente.

Notavelmente, conforme foi mostrado em CT1, a estereoquimica de CT2
foi deduzida através dos graficos de variagdo dos desvios quimicos com 0os compostos
A, B e C (Tabela 23, pag. 58), bem como, pela similiralidade no grafico de regresséo
linear (Figura 14, pag. 56), inferindo que CT2 (Figura 13, pag. 56) apresenta
estereoquimica e dados de RMN similares aos do composto 15457a-
trihidroxieudesmano (A) ( Wang et al., 2007).

Este composto ja foi isolado do cerne de Cordia trichotoma (Menezes,
2005), das raizes de Homalonema aromatica (Sung et al., 1992), dos rizomas de
Homalonema pendula (Nguyen et al., 2022), das partes aéreas de Homalonema
occulta (Wang et al., 2007; Hu et al., 2008), do caule de Magnolia fargesii (Jung et al.,
1997) e do caule de Kadsura heteroclita (Cao et al., 2019). Este composto exibiu
atividade citotoxica em adenocarcinoma de pulméo humano A549 (Zhao et al., 2014),
atividade antibacteriana contra Mycobacterium tuberculosis e Shigella flexneri (Wang

et al., 2007) e atividade anti-osteosporose (Nguyen et al., 2023).



Figura 13 - Estrutura sugerida para CT2
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Figura 14 — Representacdo estrutural, andlise de regressdo e desvio
quimico dos dados de RMN '3C de CT2 versus os compostos A - C
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Tabela 22 — Dados dos deslocamentos quimicos de RMN '3C e "H de CT2 comparados
com os dados descritos na literatura para 14,4 4,7 a-trihidroxieudesmano, ambos em
CDCl;

CT2 Lit* - 18,48,7 a-trihidroxieudesmano

C Tipo dc ou (mult., J em Hz) &

1 CH 79,6 3,30; dd (9,6; 4,8) 79,6
2 CHz 26,9 1,42, m/1,47; m 26,8
3 CHz 39,9 1,66; m/1,71; m 39,3
4 C 71,8 - 71,2
5 CH 44,8 1,72;m 46,7
6 CHz 29,5 1,36; m/1,37; m 30,8
7 C 74,0 - 74,3
8 CHz 26,4 1,61, m/1,82;m 26,5
9 CH: 34,8 1,62; m/166; m 36,2
10 C 39,0 - 38,9
11 CH 39,4 1,56; m 28,7
12 CHs 16,9 0,96; (d, 6,7) 15,8
13 CHs 17,1 0,95; (d, 6,7) 16,1
14 CHs 11,8 0,94;s 12,4
15 CHs 29,9 1,14;s 29,7

Fonte: prépria autora.
*Wang et al., 2007
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Tabela 23 — Dados de RMN "3C e desvios quimicos de CT2 comparados com os dados
descritos na literatura para os compostos A — C, todos em CDCl3

C & CT2 & Lit. A* Aéc(ppm)® & Lit. B* Aéc(ppm)® & Lit. C*  Adc(ppm)©

1 796 793 0,3 79,4 0,2 79,6 0,0
2 26,9 26,7 0,2 29,6 2,7 26,6 0,3
3 399 397 0,2 42,3 24 39,3 0,6
4 718 715 0,3 70,9 0,9 71,2 0,3
5 44,8 447 0,1 47,3 -2,5 46,7 2,0
6 295 289 0,6 30,0 -0,5 30,8 1,3
7 740 738 0,2 73,1 0,1 73,3 0,7
8 29,2 293 -0,1 29,5 -0,3 26,5 2,7
9 348 34,6 0,2 36,8 -2,0 34,9 -0,1
10 39,0 38,8 0,2 39,6 -0,6 38,9 0,1
11 394 39,2 0,2 39,9 -0,4 38,7 0,7
12 16,9 16,8 0,1 17,1 -0,2 15,8 1,1
13 17,1 16,9 0,2 17,2 -0,1 16,1 1,0
14 11,8 11,6 0,2 12,5 -0,7 12,4 0,6
15 299 298 0,1 22,8 7,1 29,7 0,2

Fonte: prépria autora.

*Lit A, B e C - Wang et al., 2007

a4éc (ppm) — Diferenca de &c CT2 com & Lit. 15,4 5,7 e-trihidroxieudesmano (A)
A& (ppm) — Diferenga de &c CT2 com & Lit. 13,4 ,7 a-trihidroxieudesmano (B)
°Aéc (ppm) - Diferenca de &c CT2 com & Lit. 15,4 5,7 f-trihidroxieudesmano (C)
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Figura 15 - Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCl3) de CT2 com expansées
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Fonte: prépria autora.

Figura 16 - Espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCl;) de CT2
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Figura 17 — Espectro de RMN 'H, 3C-HSQC em CDCI; de CT2
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Fonte: prépria autora.

Figura 18 — Espectro de RMN 'H, '3C-HMBC em CDCI; de CT2
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61

6.1.3 Determinacgdao estrutural de CT3

Sucessivos tratamentos cromatograficos em gel silica da fragao
diclorometano da particao liquido-liquido do extrato etandlico do cerne de Cordia
trichotoma resultou no isolamento de CT3 (5,7 mg), uma resina incolor, soluvel em
CH3Cl3 (item 5.4.18, pag. 46).

Os dados espectrais de RMN 'H e '3C (Figuras 21 e 22, pag. 64) (Tabela 24,
pag. 63) de CT3 mostraram-se bastante semelhantes aos de CT2, tratando-se de um
sesquiterpeno de esqueleto eudesmano. O espectro de RMN 'H de CT3 apresentou
0s mesmos sinais relativos a um grupo isopropila em C-7 e duas hidroxilas em C-1 e
C-4, respectivamente, mas diferindo do espectro de CT2 por apresentar um sinal de
hidrogénio em &4 4,60 (t, J = 12,0).

Através da analise dos experimentos bidimensionais de HSQC e HMBC
(Figuras 23 e 24, pag. 65), foram observadas algumas correlagdes importantes para
elucidar a estrutura de CT3. As correlagdes entre os sinais dos hidrogénios metilicos
em oy 0,91 (H-12) e 0,89 (H-13) do grupo isopropila com o carbono em o&¢c 49,7 (C-7)
(Figura 19) evidenciaram que este grupo esta ligado em um carbono metinico,
diferindo-se de CT2. Outra diferenga observada foi a correlagao do sinal do hidrogénio
em oy 4,60 com o sinal em &c 69,3 (C-6) via HSQC e deste com os carbonos em ¢
52,4 (C-5) e 6c 49,7 (C-7) via HMBC, confirmando a outra hidroxila em C-6. Portanto,
CT3 (Figura 20, pag. 62) trata-se de um isémero de posi¢cado de CT2 (Figura 13, pag.
56).

Figura 19 — Correlagbes observadas no HMBC para a

estrutura proposta de CT3

OH
1

N\

" 2
11

HO s H OH 13

Fonte: prépria autora.
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Com base nas informacgdes descritas acima, aliadas a revisao bibliografica,
concluiu-se que o composto CT3 (Figura 20) é 14,44,6a-trihidroxieudesmano (Hu et
al., 2008).

Vale salientar que CT3 foi isolado do cerne Cordia trichotoma (Menezes,
2005), das partes aéreas de Homalonema occulta (Wang et al., 2007; Hu et al., 2008)
e dos rizomas de Homalonema pendula (Nguyen et al., 2022). Este composto
apresentou efeito estimulante na proliferacdo e diferenciacdo de cultura de
osteoblasto (Hu et al., 2008), citotoxica em adenocarcinoma de pulm&o humano A549
(Zhao et al., 2014) e agao antibacteriana contra Shigella dysenteriae, Shigella sonnei,
Mycobacterium  tuberculosis, Streptococcus a-hemolitico e  Streptococcus

pneumoniae (Wang et al., 2007).

Figura 20 - Estrutura sugerida para CT3
OH
14

18,4 8,6 a-trihidroxieudesmano
Fonte: prépria autora.
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Tabela 24 — Dados dos deslocamentos quimicos de RMN '3C e 'H de CT3 em CDCls;
comparados com os dados descritos na literatura para 13,4 4,6 a-trihidroxieudesmano

em CD3;0D
CT3 Lit*- 15,4,6 a-trihidroxieudesmano
C Tipo &6 &x (mult.,J em Hz) & S (mult., J em Hz)
1 CH 80,2 3,19; dd (11,9; 4,5) 80,1 3,13; dd (11,8; 4,0)
2 CH2 28,8 1,61; m 27,6 1,63; m
3 CH2 39,7 1,64; m 42,4 1,66; m
4 C 73,2 = 72,8 -
5 CH 52,4 1,01; d (11,0) 54,8 1,03; d (11,8)
6 CH 69,3 4,60; t (12,0) 70,0 3,85;1(11,0)
7 CH 49,7 1,28; m 53,0 1,27; m
8 CH2 20,7 1,29; m 19,4 1,30; m
9 CH2 39,5 0,95; m 39,4 0,96; m
10 C 38,8 - 42,1 -
11 CH 27,2 2,11; m 27,0 2,31, m
12 CHs 21,0 0,91; d (6,4) 21,7 0,94; d (6,9)
13 CHs 20,6 0,89; d (6,9) 16,1 0,87; d (6,9)
14 CHs 14,7 0,98; s 13,9 0,97;s
15 CHs 30,3 1,46; s 34,5 1,42; s

Fonte: prépria autora.

*Hu et al., 2008
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Figura 21 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCI3) de CT3 com expansdes
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Figura 22 - Espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCI3) de CT3
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Figura 23 - Espectro de RMN 'H, "*C-HSQC de CT3
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Figura 24 - Espectro de RMN 'H, "3C-HMBC em CDCIl; de CT3
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6.1.4 Determinacao estrutural de CT4

O composto CT4 (6,5 mg) foi isolado através de  tratamentos
cromatograficos da fragdo diclorometano da particdo liquido-liquido do extrato
etandlico do cerne conforme mostrado no item 5.4.16 (pag 45). CT4 apresentou-se
como uma resina amarelada, soluvel em CHCls.

O espectro de RMN 'H de CT4 (Figura 27, pag. 69) mostrou deslocamentos
quimicos semelhantes aos de CT2 (Tabela 25, pag. 68), no entanto, os dupletos
correspondentes aos hidrogénios das metilas do grupo isopropila ndo foram
observados no referido espectro de CT4. Vale salientar que no espectro de CT4 foram
observados dois sinais de hidrogénios caracteristicos de grupos metila (Pavia et al.,
2015)em o4 1,28 (s, H-12) e 1,26 (s, H-13), indicando que eles estao ligados a carbono
oxigenado.

O espectro de RMN '3C (Figura 28, pag. 69) exibiu quinze linhas espectrais
caracteristicas de um sesquiterpeno e de modo analogo a CT2, com esqueleto
eudesmano. Foram observados quatro sinais de carbonos oxigenados em &c 71,8
(C-4),75,9 (C-11), 76,1 (C-7) e 79,5 (C-1), apresentando diferenga significativa devido
ao grupo oximetinico adicional em o4 75,9 (C-11), sugerindo um grupo isopropanol
em CT4.

Os experimentos bidimensionais de HSQC e HMBC (Figuras 30 e 31, pag.
70 e 71) permitiram confirmar o esqueleto eudesmano semelhante a CT2 e posicionar
o grupo isopropanol em C-7 através das correlagdes dos hidrogénios dos grupos metila
em oy 1,28 (H-12) e 1,26 (H-13) com os carbonos &4 75,9 (C-11) e 76,1 (C-7) (Figura
25, pag. 67).
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Figura 25 — Estrutura mostrando algumas das principais correla¢cdes observadas no
HMBC para CT4

Fonte: prépria autora.

Desta forma, as informacées de RMN atribuidas a CT4 em comparagao
com as descritas na literatura (Wang et al., 2007) por meio das dedugdes do grafico
dos desvios quimicos do composto 14,4 4,7 5,11-tetrahidroxieudesmano, bem como,
a simililaridade no grafico de regresséo linear, permitiram inferir que o composto CT4
trata-se de 15,4 4,7 5,11-tetrahidroxieudesmano (Figura 26), relatado pela primeira vez
na espécie em estudo (Tabela 25, pag. 68).

Esse sequiterpeno de esqueleto eudesmano foi isolado a partir das partes
aéreas de Homalonema occulta (Wang et al., 2007) e Sarcandra glabra (Oanh et al.,
2010). Ha registros que este composto exibe acdo antibacteriana contra
Mycobacterium  tuberculosis, Streptococcus a—hemolitico e Streptococcus

pneumoniae (Wang et al., 2007).

Figura 26 - Estrutura sugerida para CT4 e regressao linear com dados de RMN'3C de
CT4 e com o composto 14,4 4,7 5,11tetrahidroxieudesmano
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Fonte: prépria autora.
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Tabela 25 — Dados dos deslocamentos quimicos de RMN 3C e 'H de CT4
comparados com os dados descritos na literatura para 15457511-
tetrahidroxieudesmano com desvios quimicos, ambos em CDCl;

CT4 Lit* -15,45,7 5,11-tetrahidroxieudesmano

C Tipo & o (Mult., J em Hz) & &(Mult., Jem Hz) #A& (ppm)
1 CH 79,5 3,34;dd (11,0; 3,2) 79,3 3,32;dd (11,5;3,8) 0,2
2 CHz 270 1,90; m 26,8 1,90; m 0,2
3 CHz 400 1,67; m 39,7 1,67; m 0,3
4 C 71,8 - 71,5 - 0,3
5 CH 449 1,45;dd (11,3; 4,11) 44,7 1,47;dd (11,6; 4,3) 0,2
6 CH: 26,4 170;dd (13,3;11,3) 26,2 1,71; dd (13,3; 11,6) 0,2
7 C 76,1 - 75,8 - 0,3

CH2 26,8 1,45; m 26,5 1,49; m 0,3
9 CHz 349 1,40; m 34,6 1,41; m 0,3
10 C 38,9 - 38,9 - 0,0
11 C 75,9 - 75,3 - 0,6
12 CHs 249 1,28;s 24,7 1,26; s 0,2
13 CHs 25,1 1,26; s 24,8 1,25; s 0,3
14 CH3 30,1 1,13;s 29,8 1,14;s 0,2
15 CHs 11,8 1,01;s 11,6 0,99; s 0,2

Fonte: prépria autora.
*Wang et al., 2007
#A& (ppm) — Diferenga de &c CT4 com & Lit.13,45,7 3, 11-tetrahidroxieudesmano
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Figura 28 - Espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCl3) de CT4 com expansio
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Figura 29 - Espectro de RMN 'H x "TH-COSY em CDCI; de CT4
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Fonte: prépria autora.

Figura 30 — Espectro de RMN 'H, '3C-HSQC em CDClI; de CT4
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Figura 31 - Espectro de RMN 'H, "*C-HMBC em CDCI; de CT4
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6.1.5 Determinacgao estrutural de CTS5

Sucessivos tratamentos cromatograficos da fracdo diclorometano da
particdo liquido-liquido do extrato etandlico do cerne permitiu o isolamento do
composto denominado CT5 (6,3 mg). O procedimento esta descrito no item 5.4.15
(pag. 44). O composto tem aspecto de resina amarelada e é soluvel em CHCls.

O espectro de RMN 'H (Figura 34, pag. 75) de CT5 de modo semelhante
ao de alguns compostos descritos anteriormente, revelou um sinalem &4 3,78 (dd, J =
11,5; 4,1 Hz, H-1), correspondente a um hidrogénio metinico ligado a carbono
oxigenado e sinais para grupos metila em &4 1,33 (s, H-12/H-13), 1,39 (s, H-14) e 1,45
(s, H-15) (Pavia et al., 2015), diferindo dos compostos ja mencionados por apresentar
o sinal em ¢4 1,33 com integracéo para seis hidrogénios.

A andlise do espectro de RMN '3C (Figura 35, pag. 75) apresentou 15 linhas
espectrais caracteristicas de esqueleto sesquiterpénico. Este espectro exibiu trés
sinais de carbonos oxigenados em &c 72,0 (C-11), 72,1 (C-4) e 80,0 (C-1), de forma
semelhante aos sinais dos compostos CT2 e CT3, mas, se tratando de um composto
diferente devido as diferengas significativas nos valores de alguns deslocamentos
qguimicos. Em CT5, observou o deslocamento em oc 59,0 (C-5) referente a tenséo
anelar, conforme descrito na Tabela 26 (pag. 74).

Diferindo dos compostos CT2 e CT3, os espectros bidimensionais
revelaram acoplamentos que foram essenciais na elucidacao estrutural de CT5, sendo
observadas no HSQC (Figura 36, pag. 76) correlacdes para dois sinais de hidrogénio
em oy 2,23 (dl, H-7) e 1,54 (m, H-7) com & 50,7, sinalizando um carbono metilénico
em C-7, bem como, deve ser mencionado o sistema de acoplamento dos sinais de
hidrogénios H-5em &4 1,09 (d; J= 10,7 Hz) com H-6 em &y 2,45 e deste com os sinais
de H-7 e H-8, observados no experimento 'H-'H COSY (Figura 37, pag. 76).

No experimento HMBC (Figura 38, pag. 77) ainda foram observadas
correlagdes dos hidrogénios metilénicos (2H-7) com o sinal do carbono em &¢c 72,0 (C-
11) (Figura 36B), permitindo propor um sistema 8(7—6)-abeo-eudesmano para
estrutura de CT5 (Figura 32, pag. 73).
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Figura 32 - Estruturas mostrando algumas das principais correlagbes
observadas no COSY (A) e HMBC (B), respectivamente, para CT5

(A) (B)

Fonte: prépria autora.

Com base nas informacdes fornecidas pelos espectros de RMN (Tabela 26,
pag. 74) e, em consonéancia com os dados previamente relatados na literatura (Wang
et al., 2007), foi possivel sugerir que CT5 pertecente a classe dos sesquiterpenos de
esqueleto opositano (Figura 33), sendo, portanto, denominado 14,4 ,11- opositano ou
14,4 5,11-trihidroxi-8(7—6)-abeo-eudesmano.

Esse composto foi isolado anteriormente do cerne de Cordia trichotoma
(Menezes, 2005), de Homalonema occulta (Wang et al., 2007; Hu et al., 2008; Xie et
al., 2012), dos rizomas de Homalonema pendula (Nguyen et al., 2022) e das partes
aéreas de Schisandra plena (Li et al., 2005). Na literatura sao relatadas a atividade
antibacteriana deste composto sobre Mycobacterium tuberculosis (Wang et al., 2007),
bem como o efeito estimulante na proliferacdo e diferenciacdo de cultura de

osteoblasto in vitro (Nguyen et al., 2023).

Figura 33 - Estrutura sugerida para CT5
HO
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14,4 5,11-trihidroxiopositano
Fonte: prépria autora.
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Tabela 26 - Dados dos deslocamentos quimicos de RMN "3C e 'H de CT5 comparados
com os dados descritos na literatura para 14,4 ,11-opositano com desvios quimicos,
ambos em CDCl;

CTS Lit* - 15,46,11-trihidroxiopositano
C Tipo & On (mult., Jem Hz) & on(mult.,, Jem Hz)  #Aéc (ppm)

1 CH 80,0 3,78;dd (11,5;4,1) 794 3,73;dd (11,3;4,0) 0,6
£2,32m B2,45m

2 CHx 281 1,87 m 27,3 1,95 m 08
a1,79; m a1,87; m

3 CH2 412 £1,54; m 40,5 £1,56; m 0,7

4 C 72,1 - 71,5 - 0,6

5 CH 59,0 1,09; d (10,7) 58,5 1,11; d (10,6) 0,5

6 CH 320 2,45, m 32,6 2,80; m -0,6

7 CH2 50,7 £2,23;dl (13,2) 50,4 £2,38; dl (13,8) 0,3

a1,54; m a 1,56; m

8 CHx 328 2,27; m 33,3 2,32;m -0,5

9 CH2 39,0 £1,75; m 40,2 £1,98; m 1,2
a1,53; m a 1,52; m

10 C 471 - 46,7 - 0,4

11 C 72,0 - 71,5 - 0,8

12 CHs 281 1,33;s 28,6 1,43; s -0,5

13 CHs 30,0 1,33; s 30,7 1,33; s -0,7

14 CHs 31,7 1,39; s 31,1 1,56;s 0,7

15 CHs 145 1,45; s 13,9 1,60;s 0,7

Fonte: prépria autora.
*Wang et al., 2007
#Ac (ppm) — Diferenga de &c CT5 com & Lit.13,45,11-trihidroxiopositano
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Figura 34 - Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCIl3) de CT5 com expanséo
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Figura 35 - Espectro de RMN "3C (125 MHz, CDCI; de CT5
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Figura 36 - Espectro de RMN 'H, *C-HSQC em CDClI; de CT5
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Figura 37 - Espectro de RMN 'H x 'H-COSY em CDCl; de CT5
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Figura 38 — Espectro de RMN 'H, '3C-HMBC em CDCl; de CT5
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6.1.6 Determinacgdao estrutural de CT6

Sucessivos tratamentos cromatograficos em gel silica da fragdo CTCEHH,
descritos no item 5.4.11 (pag. 40) resultaram no isolamento de CT6 (6,7 mg), que se
apresentou na forma de uma resina incolor, soluvel em cloroférmio.

O espectro de RMN 'H (Figura 41, pag. 81) de CT6 mostrou quatro
singletos, sendo dois em o6u 1,64 (H-15) e 1,75 (H-14) caracteristicos de hidrogénios
de grupos metila ligados a carbonos olefinicos e os dois restantes em ou 1,23 (H-12) e
1,29 (H-13) caracteristicos de hidrogénios de grupos metila ligados a carbono
oxigenado. Foram observados ainda um dupleto em ou 4,04 ( J = 4,6; H-8) referente
a hidrogénio oximetinico (Pavia et al., 2015) e um sinal em 6u 5,19 (s, H-4)
corresponde a um hidrogénio ligado a carbono insaturado sp?.

O espectro de RMN '3C-BB (Figura 42, pag. 81) de CT6 exibiu 15 linhas
espectrais correspondentes a um sesquiterpeno e a comparacao deste com o espectro
3C-DEPT 135° (Figura 42, pag. 81) permitiu deduzir o padrao de hidrogenagéo dos
carbonos, tornando possivel identificar quatro carbonos metilicos em oc 17,0 (C-14),
23,3 (C-15), 26,1 (C-13) e 30,6 (C-12); trés carbonos metilénicos em &c 26,7 (C-1),
32,0 (C-7) e 32,9 (C-2); trés carbonos metinicos em ¢ 41,9 (C-5) e 48,2 (C-6), sendo
um oxigenado em & 78,6 (C-8), um carbono olefinico hidrogenado em ¢ 126,6 (C-4).
A diferenca entre as duas técnicas revelou a existéncia de quatro sinais de carbonos
nao hidrogenados, sendo trés sp?em & 128,7 (C-9), 130,9 (C-10) e 135,6 (C-3) e um
outro carbono do tipo sp® oxigenado em & 82,5 (C-11), levando a propor a férmula
molecular (C1sH220) para CT6, tomando por base os valores de deslocamentos
quimicos de compostos estruturalmente semelhantes ja descritos na literatura
(Tissandié et al., 2017), pode-se inferir que em CT6 existe um anel epdxido entre C-
8 e C11 (C8-0-C11).

No espectro de RMN 'H, "*C-HMBC (Figura 45, pag. 83) foram observadas
correlagdes relevantes na elucidacao estrutural do composto CT6, conforme mostrado
na Figura 39A e além destas, o sinal do hidrogénio oximetinico em ou 4,04 (H-8)
mostrou correlagdes com os carbonos em oc 128,7 (C- 9) e 17,0 (C-14), e
especialmente, em & 82,5 (C-11) e 48,2 (C-6), confirmando o epoxido formado em
C8-0O-C11 (Tabela 27, pag. 80) (Figura 39B). Desta forma, a estrutura de CT6 foi
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elucidada e trata-se de um sesquiterpeno de esqueleto cadineno e recebeu a

denominacéo de 8,11-epoxi-cadi-3,9-eno (Figura 40), um composto inédito .

Figura 39 - Estruturas A e B mostrando as principais
correlacdes observadas no HMBC

(14A (A) 14;3 (B)
Lo L
A C/QB 6 1211
Fonte: prépria autora.

Figura 40 - Proposta estrutural para CT6
14

80
17

12

8,11-epoxi-cadi-3,9-eno
Fonte: prépria autora.
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Tabela 27 — Dados dos deslocamentos quimicos (5) de RMN '3C e 'H de CT6 em CDCl;

CTé6
C Tipo & &4 (mult., J em Hz) HMBC (*3JcH)
1 CH2 26,7 211:m/1,73; m
2 CHe 32,9 2,19;m/2,00; m
3 C 135,6 - H-15
4 CH 126,6 519;s H-15
5 CH 41,9 2,97; sl
6 CH 48,2 1,96; m H-8; H-12
7 CHz 32,0 2,03;m/1,73; m
8 CH 78,6 4,04; d (4,65) H-14
9 C 128,7 - H-8; H-14
10 C 130,9 - H-14
11 C 82,5 - H-12; H-13; H-8
12 CHs 30,6 1,23, s
13 CHs 26,1 1,29; s
14 CHs 17,0 1,75; s H-8
15 CHs 23,3 1,64;s

Fonte: prépria autora.



81

Figura 41 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) com expansées de CT6

/771
657 T
107 T
/50T
b6/ T
60T
ba0s T
7261
11567
606 T
D636 T
/F00'7
1007
1750

9P
woom,m%

IR el
PS060'E

VP00

oE3T 5—

EE% L —

|

LA

Fonte: prépria autora.

966 T~
L6007
16077
07~
apenzd

oL~
ZorET

£S5 T~
20857~

L1E6T—

PSE6E~
P00

BEBT'S—

Figura 42 - Espectros de RMN '3C-BB e DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de CT6

S04T—
&6
ooy
090E
leee/

06—

£18—

mm..@n./.

0

3 30 25 20 15

60 S5 S0 45 40

mv_mi__,
sl
g’ 78

19921
g8zl
960£1/
POGET

9 S0 85 80 75 70 65

135 125 115 100

Fonte: prépria autora.

145




Figura 43 - Espectro de RMN 'H x 'TH-COSY em CDCl; de CT6
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Figura 44 - Espectro de RMN 'H, "*C-HSQC em CDCI; de CT6
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Figura 45 - Espectro de RMN 'H, *C-HMBC em CDCI; de CT6
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6.1.7 Determinacgdo estrutural de CT7

CT7 (4,7 mq) foi isolado a partir da fracao resultante da juncédo do extrato
hexanico do cerne e da fragao hexanica da particao liquido-liquido do extrato etandlico
do cerne, de acordo com o item 5.4.7 (pag. 37). Este composto apresentou-se como

uma resina amarela, solivel em CHCls.

A anadlise do espectro de RMN 'H (Figura 48, pag. 89) de CT7,
diferentemente dos compostos descritos anteriomente, mostrou trés sinais referentes
de hidrogénios metilicos em ou 1,14; 0,98 e 0,84. Vale salientar que os dupletos em
010,98 (J=6,5;H-13)eem u 0,84 (J = 6,5; H-12), juntamente, com o sinal em 61 2,23

(m, H-11) indicam um grupamento isopropila. Além destes, foram observados um sinal

em ou 6,85 (H-4) caracteristico de hidrogénio ligado a carbono sp2 e um outro sinal
em o1 9,44 (s, H-15) tipico de hidrogénio ligado a carbonila de aldeido. Os demais

sinais indicam a caracteristica alifatica de CT7.

O espectro de RMN c-BB (Figura 49, pag. 89) de CT7 apresentou quinze
sinais, com destaque para o sinalem 5¢194,8, caracteristico de carbonila de aldeido. Os
dados espectroscopicos de CT7 mostraram-se semelhantes aos de CT1 (Tabela 28,
pag. 87), diferindo apenas pela presenga do sinal de carbono caracteristico de
carbonila de aldeido, sugerindo, portanto, a formula molecular de CT7 como C15H2402.
Para confirmar as dedugdes observadas, foram obtidos os graficos de similiralidade e
regressao linear dos compostos 15-oxo-a-cadinol (A), canangaterpene Il (B), 15-oxo-
t-muurolol (C) e 15-oxo-t-cadinol (D), descritos na literatura (Figura 47, pag. 86)
(Tabela 29, pag. 88). Desta forma, os resultados dos graficos sinalizaram que CT7
apresenta estereoquimica e dados de RMN semelhantes aos do composto 15-0x0-o.-
cadinol (A) (Figura 46, pag. 85).

O 15-oxo-a-cadinol foi isolado dos frutos de Schisandra chinesis e
apresentou atividades inibitérias sobre a-glicosidase e sobre a producdo de 6xido
nitrico (NO) induzida por lipopolissacarideo (LPS) em macrofagos RAW264.7
murinos (Sun et al., 2023). Este composto também foi isolado dos galhos e folhas
de llicium merrilianum apresentando, portanto, atividade promotora de crescimento
de neuritos (Tian et al., 2016).



Figura 46 - Estrutura sugerida para CT7
14 OH

15-ox0-a-cadinol
Fonte: prépria autora.
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Figura 47 - Representacao estrutural, analise de regressao e desvio quimico individual
dos dados de RMN '3C de CT7 versus os descritos na literatura para 15-oxo-a-cadinol
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Tabela 28 - Dados dos deslocamentos quimicos de RMN °C e 'H de CT7
comparados com os dados descritos na literatura para 15-oxo-a-cadinol, ambos em

CDCl;
CT7 Lit* - 15-oxo-a-cadinol
C & Tipo oH(mult.,, JemHz) &  ou(mult.,, Jem Hz)
1 CH> a2,22; m a2,18; m
215 51.23:m 21,4 £1,22:m
a2,06; m a 2,08, m
2 CHq2 22,4 £2,46; m 22,2 $2,48; m
141,7 - 141,8 -
3 C
4 C 151,8 6,85; s 151,6 6,86; sl
5 CH 41,5 2,03; m 41,4 2,02; m
6 CH 459 1,23; m 45,6 1,22; m
7 CH: 22,2 a1,71; m 22,1 al1,71; m
£1,23;m £1,22; m
8 CH: 41,9 1,46; m 41,9 1,46; m
9 C 72,1 - 72,1 -
10 CH 49,8 1,34; m 49,7 1,35, m
11 CH 26,4 2,23; m 26,2 2,24; m
12 CHs 15,4 0,84; d (6,9) 15,2 0,86; d (7,0)
13 CHs 21,5 0,98; d (6,9) 21,4 0,99; d (7,0)
14 CHs 20,7 1,14; s 20,6 1,15; s
15 CH 194,8 9,44; s 194,5 9,45; s

Fonte: prépria autora.

*lijima, Yaoita, Kikuchi , 2003
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Tabela 29 — Dados de RMN "3C e desvios quimicos de CT7 comparados com os dados
descritos na literatura para os compostos A - D, todos em CDCl3

C |&CT7 |&litA*| A% |s1itBe| A% |sLitcy A% & LitD* | A%
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1

21,5 21,4 0,1 19,6 11,8 21,5 0,0 21,2 0,3

2 224 22,2 0,2 22,5 0,2 22,2 0,2 26,4 -3,7
3 1417 1418 -01 140,7 1,0 141,4 0,3 134,3 7,4
4 1518 1516 0,2 154,8 -3,0 153,0 -1,2 142,4 9,4
5 415 41,4 0,1 35,9 5,6 39,6 1,9 33,9 7,6
6 459 45,6 0,3 43,8 2,1 45,9 0,0 45.5 0,4
7 222 22,1 0,1 19,6 2,6 26,7 -4,7 28,2 -6,0
8 419 41,9 0,0 34,5 7,4 40,3 1,6 38,6 3,3
9 721 72,1 0,2 71,9 0,2 70,7 1,4 70,6 1,5
10 498 49,7 0,1 45,8 3,0 47,9 -1,9 48,0 1,8
11 26,4 26,2 0,2 27,3 -0,9 28,8 -2,4 28,5 -2,1
12 215 15,2 0,2 21,4 0,1 21,5 0,0 19,7 1,8
13 154 21,4 0,1 15,6 0,2 15,5 -0,1 15,7 -0,3
14 20,7 20,6 0,1 20,5 0,2 20,2 0,5 16,0 5,7

15 1948 1945 0,3 194,5 0,3 194,7 0,1 194,7 0,1

Fonte: prépria autora.

*Lit.A - D Wu et al., 2005

@A (ppm) — Diferenga de & CT7 com & Lit.15-0x0-a-cadinol;
A& (ppm) — Diferenga de & CT7 com & Lit.canangaterpene lIl;
¢Aéc (ppm) - Diferenga de & CT7 com & Lit.15-oxo-7cadinol;
dA& (ppm) - Diferenga de & CT7 com & Lit.15-0x0-7 muurolol.
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Figura 48 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) com expansdes de CT7
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Figura 49 - Espectros de RMN '3C (125 MHz, CDCI3) de CT7 com expansio
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6.1.8 Determinacgdao estrutural de CT8

O tratamento cromatografico da fracdo resultante da juncdo do extrato
hexanico do cerne e da fragao hexanica da particao liquido-liquido do extrato etandlico
do cerne permitiu o isolamento de CT8 (item 5.4.7, pag. 37). Este composto
apresentou-se como uma resina amarela, soluvel em CHCIs.

Os espectros de RMN 'H e '3C de CT8 (Figuras 52 e 53, pag. 94)
mostraram-se bastante semelhantes aos de CT7 permitindo deduzir que ambos os
compostos tem a mesma férmula molecular (C15sH2402), sendo, portanto, isbmeros.
Conforme pode ser observado na Tabela 30 (pag. 92) e na Tabela 31 (pag. 93), os
valores dos deslocamentos quimicos de hidrogénio (éH) e de carbono (dc) na posigéao
C-1 apresentam diferencas consideraveis.

Uma analise detalhada na literatura revelou a presencga dos esqueletos a-
cadinol com fuséo frans e y»murulol com fusdo cis. Vale salientar que a analise dos
dados espectroscopicos de CT8, comparados aos registrados na literatura para os
compostos A — D (Wu et al., 2005), bem como através dos graficos de similiralidade e
regressao linear mostrados na Figura 51 (pag. 91) foi possivel deduzir que CT8 (Figura
50) trata-se do composto canangaterpene Ill (Matsumoto et al., 2014), o qual esta
sendo descrito pela primeira vez na espécie em estudo.

Canangaterpene |ll ja foi isolado dos frutos de Cananga odorata
(Matsumoto et al., 2014) e das partes aéreas de Solidago canadensi, apresentando

atividade antifungica contra Candida albicans (Liu et al., 2021).

Figura 50 - Estrutura sugerida para CT8
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Fonte: prépria autora.
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Figura 51- Representacao estrutural, analise de regressao e desvio quimico individual
dos dados de RMN "3C de CT8 versus os dados descritos na literatura para
canangaterpene lll (A) e oxo-a-cadinol (B), 15-oxo-zmuurolol (C) e 15-oxo-zcadinol
(D), respectivamente
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Tabela 30 - Dados dos deslocamentos quimicos de RMN "3C e 'H de CT8 comparados
com os dados descritos na literatura para canangaterpene lll, ambos em CDCl3

CT8 Lit* - canangaterpene lll

C Tipo oc SH(mult., J em Hz) oc SH(mult., J em Hz)

1 CH: 19,6 a1,50; m 19,9 a1,52:m
£1,46; m £1,46; m

a2,12; dd (15,5;3,3) a2,13;dd (17,6;3,7)

2 CH: 22,8 £2,43; dd (5,5; 5,3) 22,5 £2,43;dd (17,6;5,7)

3 C 140,7 - 140,9 -

4 C 154.,8 6,96; d (5,5) 154,7 6,96; d (5,7)

5 CH 35,9 2,76; m 36,2 2,76; m

6 CH 43,8 1,38: m 440 1,39; m

7 CH: 19,6 a 1,50; m 19,8 a1,52;m
£1,46; m £1,46; m
a 1,50; m a1,51; m

8 CH: 34,5 £1,62; m 34,7 £1,63; m

9 C 71,9 - 72,1 -

10 CH 46,1 1,72: m 45 8 1,75; m

1 CH 27,5 1.94:m 27,3 1.96; m

12 CHs 21,5 0,91; d (6,5) 21,4 0,91;d (6,7)

13 CHs 15,9 0,94; d (6,5) 15,6 0,95; d (6,7)

14 CHs; 29,7 1,25; s 29,5 1,25; s

15 CH 194.6 9,43; s 194.,5 9,43: s

Fonte: prépria autora.
*Matsumoto et al., 2014
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Tabela 31 — Dados de RMN '3C e desvios quimicos de CT8 comparados com o0s
dados descritos na literatura para os compostos A — E, todos em CDCl3

C |xCT8 |sLitA* | 4% |sitB* | 4% |sLit.c* | 4% |sLit.D* | 4%

(Ppm)? (ppm)° (Ppm)° (ppm)¢
T 199 196 03 214 45 212 13 215 16
2 28 225 03 222 04 264 36 222 06
3 1409 1407 02 1418 09 1343 66 1414 -05
4 1547 1548 -01 1516 31 1424 123 1530 1,7
5 362 359 03 414 52 339 23 396 -34
6 440 438 02 456 16 455 15 459  -19
7 198 19,6 02 221 23 282 -84 267 -89
8 347 345 02 419 72 386 -39 403 -56
9 721 719 02 721 00 706 15 707 1.4
10 46,1 458 03 497 -36 480 1,9 479 18
11 275 27,3 02 262 11 285 -10 288 -13
12 215 21,4 o1 152 63 197 18 215 00
13 159 15,6 03 214 55 157 02 155 04
14 297 29,5 02 206 91 160 137 202 95
15 1946 1945 01 1945 01 1947 -01 1947 0,1

Fonte: prépria autora.
*Lit. A - D (Wu et al., 2005)

aAéc (ppm) - Diferenga de &c CT8 com & Lit. canangaterpene lii;

bA& (ppm) - Diferencga de & CT8 com & Lit. 15-oxo-a-cadinol;
°Aéc (ppm) - Diferenga de &c CT8 com & Lit. 15-0xo-7 muurolol;
dA& (ppm) - Diferencga de & CT8 com & Lit. 15-oxo-z cadinol.
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Figura 52 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCI3) com expansdes de CT8
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6.1.9 Determinacgdao estrutural de CT9 e CT10

Sucessivos tratamentos cromatogaficos da fracdo diclorometano da
particdo liquido-liquido resultaram no isolamento de CT9 (7,6 mg) e CT10 (5,7 mg),
conforme a metodologia descrita no item 5.4.13 (pag. 42). Ambos se apresentaram na
forma de uma resina incolor, solivel em CHCls.

Os espectros de RMN 'H (Figura 55, pag. 98) e (Figura 57, pag. 99) dos
compostos exibiram dois tripletos em u 2,87 (J = 7,5; 2H-3) e 2,62 (J = 7,5; 2H-2)
compativeis com hidrogénios de dois grupos metilénicos adjacentes e dois simpletos
em ou6,73 e 6,50 atribuidos a presenga de dois hidrogénios ligados anéis aromaticos
tetrasubstituidos. Além destes, foram observados sinais na regido de grupos metoxilas
em ou 3,65 - 3,87. Os compostos CT9 e CT10, diferem no numero de metoxilas,
evidenciados pela presencga de trés singletos em CT9 e quatro em CT10. O acréscimo
de um singleto em u 3,65 para o composto CT10, sugere a presenca de um éster
metilico.

Os espectros de RMN '3C de CT9 e CT10 (Figuras 56 e 58, pag. 98 e 99)
mostraram semelhangas nos sinais correspondentes as trés metoxilas, aos dois
atomos de carbonos metilénicos, aos seis carbonos de anel aromatico, assim como,
nos sinais de carbono de carbonila em &c 177,9 e &c 174,0, respectivamente. O espectro de
CT10 difere do correspondente espectro de CT9 pela presenga de um sinal em ¢&c 50,1
atribuido ao carbono do éster metilico.

Com base nas informagdes apresentadas nas Tabelas 32 e 33 (pag. 96 e
pag. 97) e por comparagao com os dados relatados na literatura, foi possivel concluir
que CT9 e CT10 tratam-se do acido 3-(2',4’,5-trimetoxifenil)-propandico (Menezes,
2005) e 3-(2,4’,5-trimetoxifenil)-propanocato de metila (losetet al., 2000),
respectivamente (Figura 54, pag. 96).

O &cido 3-(2',4’,5'-trimetoxifenil)-propandico foi isolado anteriomente do
cerne de Cordia trichotoma (Menezes, 2005), enquanto 3-(2’,4’,5'-trimetoxifenil)-
propanoato de metila foi isolado das raizes de Cordia alliodora e exibiu atividades
contra o fungo fitopatogénico Cladosporium cucumerinum e larvicida sobre Aedes

aegypti (loset et al., 2000).
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Figura 54 - Estruturas sugeridas para CT9 e CT10
OCH; O

OCHj

CT9 -R=0H
CT10 -R = OCH3s
Fonte: prépria autora.

Tabela 32 — Dados de deslocamentos quimicos de RMN '3C e 'H de CT9 em CDCl;
comparados com os dados descritos na literatura para o acido 3-(2’,4’,5’-trimetoxifenil)-
propandico em CD30D

CT9 Lit*-Acido 3-(2’,4’,5'-trimetoxifenil)-propanéico

C Tipo oc ou(mult., JemHz) & ov (mult., Jem Hz) Adc (ppm)

1 C 177,9 - 177,3 - 0,6
2 CH; 344  2,62;t(7,5) 35,6 2,49;t(7,9) 1,2
3 CH 255  2,87;t(7,5) 26,7 2,79;1(7,9) 1,2
17 C 120,2 - 122,0 - 1,8
2 C 151,6 - 153,5 - 1,9
3 CH 97,7 6,50; s 99,4 6,60; s 1,7
4 C 148,2 - 149,9 - 1,7
5 C 142,8 - 144,2 - 2,0
6 CH 1145  6,73;s 116,6 6,77; s 2,1

2-OCHs 56,2 3,82; s 56,7 3,78; s -0,5

4-OCHs 56,3 3,87;s 56,9 3,80; s -0,6

5-OCH; 56,7 3,80; s 57,7 3,73;s 1,0

Fonte: prépria autora.
*Menezes, 2005
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Tabela 33 - Dados de deslocamentos quimicos de RMN 3C e 'H de CT10 em CDCl;
comparados com os dados descritos na literatura para 3-(2°,4’,5-trimetoxifenil)-
propanoato de metila em CD30D

CT10 Lit*-3-(2’,4’,5’-trimetoxifenil)-propanoato de metila

C Tipo oc A (mult., Jem Hz) oc M (mult.,, Jem Hz) Adc (ppm)

1 C 1740 - 173,7 - 0,3
2 CH, 342 2,62;t(7,5) 34,9 2,49: t(7.,9) 0,7
3 CH. 206 2,87;t(7,5) 26,1 2,79;t(7,9) 55
1  C 1247 - 120,9 - 3,8
2 C 1527 - 152,6 - 0,1
33 CH 988 6,50; s 99,3 6,60; s 0,5
&4 C 1511 - 149,8 - 1,2
5 C 1434 - 144,0 - -0,6
& CH 1149  673;s 116,3 6,77; s 1,4
1-OCH3; 50,1 3,65; s 51,5 3,61;s 1,4
2-OCH3; 56,3 3,81;s 56,5 3,78;s 0,2
4-OCHs; 56,2 3,86; s 56,4 3,80; s -0,2
5-0OCH; 56,7 3,79; s 57,1 3,73;s -0,6

Fonte: prépria autora.
*loset et al., 2000
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Figura 55 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de CT9

"
; S
» ;
=
e
o
M :
=
L1092 < n
9919 | Y e [ W
(297~ i >Sle
09587~ — g7
o1 2
69887
"
-
BL6LE M Juls
mﬁ:w.mw = uus.m
g - =]
9048'€ u;/ (08 | 2
0
<
| 2
=5
"
s
=]
]
51059 — \ULAS L3
99249 — —— =001
R
&
2092 L — _—
7.
] s
S
@
5
@
=
o

Fonte: prépria autora.

Figura 56 - Espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCl;) de CT9
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Figura 57 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de CT10
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Figura 58- Espectros de RMN '3C (125 MHz, CDCl;) de CT10
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7 ENSAIOS BIOLOGICOS

7.1 Atividade larvicida sobre Aedes aegypti

Nos bioensaios com larvas de Aedes aegypti, os extratos de C. trichotoma
foram testados em diferentes concentragdes (500, 250, 100, 50 e 25 pg/mL), conforme
descrito na metodologia do item 5.3.1 (pag. 32). Dentre os extratos avaliados, o extrato
hexanico do cerne (CTCH) apresentou atividade significativa com valor de CLs igual a
68,3 = 1,3 ug/mL (Tabela 34), visto que amostras que exibim valores de CLsg < 100
pg/mL séo considerados ativas (Cheng et al., 2003). Vale ressaltar que a maioria dos
metabdlitos seundarios isolados dos extratos do cerne de C. trichotoma pertencem a
classe dos sesquiterpenos e, geralmente, sesquiterpenos exibem atividade larvicida
(Magalhaes et al., 2010).

Nestes bioensaios Temephos®, um inseticida organofosforado, foi utilizado
como controle positivo, e este composto apresentou valor de CLsg igual a 1,4 £ 0,2
ug/mL. Dessa forma, o valor de CLsy de CTCH demonstrou que a amostra tem

potencial como agente larvicida natural.

Tabela 34 - Valores de CLsp (ug/mL) das amostras

Amostras CLso (ng/mL)
CTAH? -
CTAE® 501,9+1,0
CTCAHEe -
CTCAE¢ -
CTCHs® 68,3+*1,3
CTCEf 317,2+0,8
CTRH¢® -
CTRE" 3940 £1,0
CTCEHH! 2231 £6,6
*Temephos® 14 +0,2

Fonte: prépria autora.

*Padréo; 2Extrato hexanico do alburno; PExtrato etanodlico do alburno; °Extrato hexanico da casca;
dExtrato etandlico da casca; ®Extrato hexanico do cerne; ‘Extrato etandlico do cerne; 9Extrato hexanico
da raiz; "Extrato etanolico da raiz; °Fragéo hexanica da parti¢éo liquido-liquido do extrato etandlico do
cerne
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7.2 Atividade citotoxica frente a linhagens de células tumorais

Todos os extratos de Cordia trichotoma foram avaliadas quanto a
citotoxicidade sobre as linhagens tumorais humanas HCT 116 (carcinoma colorretal),
NCI-H1299 (cancer de pulméo de células ndo pequenas) e K562 (leucemia mieldide
cronica), de acordo com a metodologia descrita item 5.3.2 (pag. 32), no entanto, os
extratos ndao apresentaram resultados significativos.

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o efeito citotéxico das
amostras testadas. Conforme com a variacao da inibicdo de crescimento celular, em
concentragdo unica, as amostras foram classificadas da seguinte maneira: sem
atividade, com pouca atividade (variacao de 1 a 50%), com atividade moderada
(variagao de 50 a 75%) e com muita atividade (variagdo de 75 a 100%) (Gallo et al.,
2007). Vale salientar que os valores de Clso somente serdo calculados para as
amostras que apresentarem percentuais de inibigado superiores a 75%. A Tabela 35
mostra que somente o extrato hexanico do cerne (CTCH) apresentou potencial
citotoxico moderado sobre a linhagem tumoral NCI-H1299 (céancer de pulmao de

células nao pequenas).

Tabela 35 - Percentual de inibicdo em concentracao unica (50 ug/mL) do crescimento
celular das amostras em trés linhagens tumorais e seu desvio padrao (SD)
Amostras Inibicao  *(SD) Inibicdo * SD) Inibigao *+ (SD)

HCT11 NCI-H1299 K (56)
(%) (%) (%)

CTAH? 0 0 26 21 13,7 0
CTAE? 1,2 0 0 0 0,5 0,3
CTCAHP 12,1 7,5 8,8 5,7 6,9 4,5
CTCAEP 7,9 5,1 17,1 10,0 0 0
CTCH® 13,0 8,0 45,8 17,5 34,9 16,1
CTCE® 21,9 12,1 0 0 0 0
CTRH¢ 6,6 4,9 3,6 2,5 0 0
CTRE® 0 0 25,8 13,5 74 4,9

DOX* 91,1 37,8 80,6 1,3 94,5 53

Fonte: prépria autora.
*Padréo; 2Extrato do alburno; PExtrato da casca; °Extrato do cerne; YExtrato da raiz; °Fragdo parti¢éo.
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7.3 Avaliagao da atividade inibitéria da enzima acetilcolinesterase

O extrato hexanico do cerne (CTCH), o extrato etandlico do cerne (CTCE),
a fracdo hexanica da partigéo liquido-liquido do extrato etandlico do cerne (CTCEH) a
fracdo em diclorometano da particado liquido-liquido do extrato etandlico do cerne
(CTCED), a fragao em acetato de etila da particao liquido-liquido do extrato etandlico
do cerne (CTCEA), juntamente com os metabdlitos secundarios isolados a-cadinol
(CT1); 154p7-tri-hidroxieudesmano (CT2); 144p.6a-trihidroxieudesmano (CT3);
15,40,70,11-tretra-hidroxieudesmano (CT4); 144p,11a-trihidroxiopositano (CT5) e
8,11-epoxi-cadi-3-9-eno (CT6) foram avaliados quanto a sua capacidade inibitoria da
enzima acetilcolinesterase, conforme metodologia descita no item 5.3.3 (pag. 34).
Dentre as amostras testadas, CTCH, CTCE, CTCED, CTCED e CTCEA foram ativas,
mostrando halos de inibigdo com didmetros semelhantes ao controle positivo
(eserina), conforme mostrados na Tabela 36 (pag. 103).

Os compostos isolados ndo apresentaram atividade na concentragao
testada (1 mg/mL), uma vez que diferentes mecanismos bioquimicos, moleculares e
genéticos estdo envolvidos no desenvolvimento e progressao da atividade inibitoria
da acetilcolinesterase, permitindo inferir assim, sobre a importancia do sinergismo
entre 0os compostos quimicos presentes nos extratos que agem em conjunto
potencializando a agéao inibitéria. Como proposto por alguns autores, conceito de
sinergismo ja é descrito na literatura cientifica e apresenta efeito positivo nas
propriedades antioxidantes e farmacoldgicas de espécies vegetais e pode afetar o
efeito final sobre a enzima acetilcolinesterase (Miyazawa et al., 1998; Savelev et al.,
2003).
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Tabela 36 — Dados referentes a avaliagao da inibicdo da enzima acetilcolinesterase

Amostras Resposta Diametro de halo (mm)
CTCE® + 8
CTCHP + 8

CTCEA° + 7
CTCED® + 8
CTCEH® + 8
CT2d - -
CT3d - -
CT4d - -
CT5¢ - -
CTe¢ - -
Metanol - -
Eserina* + 9

Fonte: prépria autora.
*Padréo; 2Extrato etandlico cerne; "Extrato hexanico do cerne; °Fragdes parti¢éo liquido-liquido;
dCompostos isolados
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo quimico do extrato hexénico do cerne (CTCH) e do extrato
etandlico do cerne (CTCE) de C. trichotoma resultou no isolamento de dez
metabdiltios secundarios, dentre eles, oito sdo sesquiterpenos e dois sao
fenilpropanoides. A fracdo diclorometano, obtida por particdo liquido-liquido do
extrato etandlico do cerne (CTCED) permitiu o isolamento dos compostos CT2, CT3,
CT4, CT5, CT9 e CT10. A reunido da fracdo hexanica obtida por particao liquido-
liquido (CTCEH) com o extrato hexanico do cerne (CTCH) proporcionaram o
isolamento de CT1, CT6, CT7 e CT8. Dentre os metabdlitos secundarios isolados,
8,11-epoxi-cadi-3-9-eno (CT6) esta sendo relatado pela primeira vez na literatura,
enquanto, CT4, CT7 e CT8 foram isolados pela primeira vez no género Cordia.

Dentre os extratos avaliados sobre larvas de Aedes aegypti, o extrato
hexanico do cerne (CTCH) apresentou atividade significativa com valor de CLs igual a
68,3 + 1,34 pg/mL.

Nos testes de inibicao da acetilcolinesterase os extratos hexanico (CTCH),
etandlico do cerne (CTCE) e as fragdes da partigao liquido-liquido (CTCEH, CTCED,
CTCE) mostraram resultados satisfatérios, no entanto, os metabdlitos secundarios
isolados CT1,CT2, CT3, CT4, CT5 CT6 avaliados ndo apresentaram atividade. Desta
forma, a atividade observada para os extratos e fragbes pode ser atibuida ao
sinergismo que pode ocorrer entre os diferentes constituintes quimicos dos extratos
e/ou fracgoes.

Dessa foma, o estudo quimico e biolégico de C. trichotoma estimula a
continuagao da investigagcao da espécie e, constitui um passo importante para a busca

de compostos que possam ser promissores agentes bioativos.
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