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RESUMO

Este trabalho descreve a reinvestigacdo fitoquimica dos constituintes fixos
presentes nas raizes e no caule da espécie Capraria biflora, pertencente a
familia Scrophulariaceae, bem como a investigacdo da composi¢cdo quimica do
6leo essencial extraido das folhas e avaliagdo da atividade larvicida contra
larvas do Aedes aegypti. O estudo do 6leo essencial resultou na identificacéo
de sete constituintes dentre 0s quais, seis sdo compostos sesquiterpénicos. O
6leo essencial foi submetido ao teste de atividade larvicida e apresentou uma
atividade moderada, com CLso=73,390. Estudos cromatograficos em gel de
silica, do extrato éter de petréleo das raizes e etanolico do caule, permitiram o
isolamento e caracterizacdo de quatro compostos: a naftoquinona biflorina, o
sesquiterpeno caprariolideo B, o acucar manitol e o iridoide miopoclorin, inédito
na espécie. A elucidacdo estrutural das substancias foi realizada atraves de
técnicas espectrométricas: infravermelho (IV), espectrometria de massa (EM) e
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e de carbono-13 (RMN
3C), incluindo as técnicas bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC) e

comparacao com dados registrados na literatura.
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Capitulcll 1
INTRODUGAO
1- INTRODUCAO

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tdo antigo
guanto a espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do mundo e até
mesmo nas grandes cidades, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras
livres, mercados populares e cultivadas em pequenos hortos residenciais
[MACIEL et al., 2002].

O conhecimento popular sobre o uso de plantas medicinais contribui de
forma relevante para a divulgacéo de suas propriedades terapéuticas. Este tipo
de cultura medicinal chamada de conhecimento ETNOFARMACOLOGICO
desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo &reas
multidisciplinares, como por exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica, que
juntas enriqguecem o0s conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal
natural: a flora mundial, contribuindo para o conhecimento de nossa
biodiversidade [MACIEL et al., 2002].

O Brasil é o principal dentre aqueles de megabiodiversidade, detendo
em seu territorio entre 15 e 20% do numero total de espécies do planeta.
Apresenta a mais diversa flora do mundo, niamero superior a 55 mil espécies
descritas (22% do total mundial), bem como alguns dos ecossistemas mais
ricos em namero de espécies vegetais - a Amazobnia, a Mata Atlantica e o
Cerrado. A Floresta Amazonica brasileira, com mais de 30 mil espécies
vegetais, compreende cerca de 26% das florestas tropicais remanescentes no
planeta.

Cerca de 40% dos medicamentos produzidos no Brasil possuem
principios ativos retirados das plantas. Ainda assim, somente em 8% do
namero de espécies encontradas na flora brasileira foram estudadas sob o
ponto de vista quimico e bioldgico que comprovam a acao terapéutica dessas
plantas. Esses fatores demonstram a importancia da pesquisa cientifica
envolvendo produtos naturais na descoberta de novas moléculas com
propriedades farmacolégicas como também na comprovacdo da acédo
terapéutica das substancias ja existentes e conhecidas no mercado
farmacéutico. Além disto ha um grande interesse na busca de substancias que
apresentem menos toxicidade e efeitos colaterais que as atuais [AQUINO,
2003].



Capitulcll 2
INTRODUGAO

A espécie Capraria biflora € utilizada popularmente como auxiliar no
tratamento de dor, febre, gripe, vomitos, hemorréidas, reumatismo e tumores.
Estudos farmacoldgicos realizados também demonstraram potencial citotéxico,
analgésico, antiinflamatério e antibiético desta planta [VASCONCELOS et al.,
2007].

Diversas classes de substancias ja foram isoladas e identificadas nesta
espécie, destacando-se: naftoquinonas, sesquitepenos e iridoides [FONSECA,
2003].

Dentre os nomes populares, € conhecida no Brasil como “cha-da-terra”,

” “* ” “*

“cha-do-méxico”, “cha-da-martinica”, “cha-de-goteira

, “cha-de-pé-da-calcada”,
“ch&a-do-rio”, “cha-da-américa”, “cha-das-antilhas”, “cha-de-lima”, “cha-de-
marajo”, “cha-da-balsaminha”, “cha-do-maranhao”, “cha-bravo” e “cha-de-
preto” [AQUINO et al., 2006].

Por se tratar de uma planta invasora, € encontrada em terrenos baldios,
preferindo locais umidos, préximos ao litoral, riachos ou lagoas [MATOS, 1988].
No Brasil, C. biflora é encontrada principalmente em Goias, Minas Gerais e na
faixa litoranea que se estende desde o Piaui ate o Espirito Santo [AQUINO et

al., 2006].
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2- CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1- Consideragdes Botanicas sobre a familia Scrophulariaceae

A familia Scrophulariaceae apresenta distribuicdo cosmopolita, incluindo
cerca de 270 géneros e aproximadamente 5100 espécies [MABBERLEY,
1997].

Sao caracterizadas por possuirem ervas na forma de subarbustos ou
arbustos. Suas folhas podem ser: simples, opostas, alternas ou vesiculadas,
glabras, pilosas ou gladulosas, suas flores sdo andrdginas, diclamideas e
frequentemente zigomorfas. O calice persistente, gamo ou diassépalo,
geralmente pentamero, com sépalas iguais ou desiguais entre si. A corola pode
ser tubo longo ou curto, além de ser curvo e o limbo tem bordo truncado. O
androceu esta constituido, geralmente de quatro a dois estames, sO raramente
sdo cinco estames. As anteras podem ser bitecas, com tecas paralelas ou
divergentes, ou monotecas, com deicéncia rimosa vertical ou horizontal.
Gineceu formado de dois carpelos, constituindo um ovario supero, bilocular,
com loculos multiovulados; o estilete € terminal, bilobado ou bifido. O fruto é
capsula bivalvular. As sementes pequenas e numerosas apresentam a testa
com estrutura diversa [FONSECA, 2003].

2.2- Consideracdes Botanicas sobre o género Capraria

Ervas a arbustos, glabros a pubescentes. Folhas alternas, sésseis a
subsésseis, geralmente lineares ou lanceoladas a oblanceoladas, margem
geralmente serreada. Flores axilares, solitarias a fasciculadas; calice
pentamero, dialisépalo, com sépalas iguais entre si; corola alva, pentamera,
rothcea a campanulada; estames 4 ou 5, inclusos ou exsertos, inseridos no
tubo da corola, anteras com tecas paralelas; ovario pluriovulado. Fruto capsula
septicida. Sementes trigonais, com testa reticulada [SOUZA; GIULIETTI, 2009].

O género Capraria apresenta cinco espécies endémicas, com
distribuicdo neotropical e centro de diversidade na América Central, sendo
C.biflora L. a espécie de mais ampla distribuicdo geografica e a Unica do
género que ocorre no Brasil. A separacdo das espécies de Capraria baseia-se
principalmente no comprimento relativo da corola e do célice, formato do tubo e

dos lacinios da corola e indumento do pedicelo e célice [SPRAGUE, 1921].
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2.3- Consideracdes Botanicas sobre a espécie Capraria biflora

E uma planta que atinge até 150 cm de altura. Possui caule ramoso,
ereto, com ramos alternos, cilindricos, pubescentes e hirsutos. Suas folhas sao
alternas, chegando até 8 cm de comprimento, oblongo-lanceoladas-agudas,
serradas irregularmente, inteiras na base, cuneadas e estreitando-se para o
peciolo. As folhas sdo peninervadas, com nervura media saliente na pagina
inferior. Suas flores séo pequenas, brancas, pediceladas, geminadas, axilares
e campanuladas. Possui segmentos linear-lanceolados, agudos e ligeiramente
ciliado-cerrados. Os frutos possuem formato de uma capsula ovado-oblonga,
glabra, contendo sementes rugosas, escuras e oblongo-cuneadas. Suas raizes
sdo numerosas e longas, tortuosas, apresentando cor parda escura
[FONSECA, 2003]. Fotografias da espécie e detalhes sdo apresentados na

figura 1 (pag. 5).
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FOTO: Luciana Gregorio
T 3

FOTO:http://www.flickr.com/photos

Figura 1- Fotografias da espécie C. biflora, com detalhes para folhas e flor. Horto de

plantas medicinais, Campus do Pici, UFC.



Capitulo 3

LEVANTAMENTO
BIBLIOGRAFICO




Capl"Equ3 6
LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO
3.1 Iridéides de Scrophulariaceae registrados na literatura

Iridoides s&o substancias monoterpenoidicas formadas nas plantas
através de uma ciclizacao alternativa do pirofosfato de geranila. A estrutura
quimica dessas substancias é baseada no esqueleto ciclopentano-[c]-pirano.
Sao formados por dez, nove, ou oito &tomos de carbono (Fig. 2-a). A clivagem
oxidativa da ligacdo 7,8 do anel ciclopentano dos iriddides fornece os
compostos chamados de secoiriddides (Fig. 2-b), enquanto que clivagem do
anel pirano produz os derivados de iridéides (Fig. 2-c) [SANTOS, 2001].

Figura 2- Estrutura quimica e sistema de numeracédo dos iridoides

Em Quimiossistematica, os iridéides representam um marcador
importante em classificacdo vegetal, filogenia e evolucdo. Sado usados como
marcadores de género em diversas familias de plantas diferentes, tais como,
as substancias, “aucubina” que esta presente em espécies do género Plantago
(Plantaginaceae), “Asperulosideo” presente em espécies do género Galium
(Rubiaceae) e a “harpagida” que é encontrada em espécies do género
Scrophularia (Scrophulariaceae).

Estdo presentes em um grande numero de plantas me-
dicinais, sendo usados popularmente como tbnicos amargos, sedativos,
antitérmicos, medicamentos para tosse, remédios para ferimentos, doencas de
pele e como hipotensivos. Estudo intensivo das atividades dos iridéides
revelaram que eles apresentam uma ampla gama de atividades
farmacoldgicas, dentre elas estdo: atividade cardiovascular, anti-hepatotoéxica,
antiinflamatéria, hipoglicemiante, antiespasmadica, antitumoral,

imunomoduladora, antiviral e atividades purgativas [DINDA et al., 2007].
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A pesquisa do carater inédito de um iridéide isolado da espécie C. biflora

motivou a realizacdo de levantamento bibliografico (no periodo de 1994 a 2009)

de iridéides isolados de espécies da familia Scrophulariaceae, na qual pode-se

notar que foram isolados noventa e cinco iridéides em quarenta e seis espécies

vegetais. As estruturas quimicas e referéncias encontram-se dispostas nas
tabelas 1 e 2 (pag. 8, 13).
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Tabela 1- Estruturas dos iridéides isolados de espécies da familia

Scrophulariaceae

Qi
T
w

OGlic

1 2 3. R;=B-CH,0H; R,=p-OMe
4. R1=a-CH,0OH; R,=a-OMe

5. R;=a-CH,0H; R,=p-OMe

Ry
" HO
o
HO
o o)
H He? 2 H
OR, OH 0Glic
HO
6. R1=a-CH,OH; R,=Me 9

10. R;=0Ac; R,=0H; R3=Glic

7. Ri1=a-CH,OH; R,=H 11. R;=0OH; R,=0H; R3=Glic-6-O-p-hidroxibenzoil

8. R]_:B'CHzOH; R,=Me

0OGlic OH 0OGlic

OGlic

o COO-Glic

HO

o
o

HO

Zunnn
@
<
©

OGlic o

17 18




Capitulo3 | 9
LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

o 0
HO, HO (¢} H
Me Me 0
o Y COOMe  OH QW=
z EL
0 19 Me OGlic 20 Me 0Glic
o)
R10
Ryt
Me
0 E
o 21 Me OGlic OR3

22. Ri=vaniloil; R,=Cl; Rs=Glic
23. Ri=H; R,=0O-vaniloil; R3=Glic-6-O-cinamoil
24. R1=H; R,=0OH; R3=Glic-6-O-cinamaoil

25. R1=H; R,=0-cinamoil; R3=Glic-6-O-cinamoil

HO

OEt HO— OEt

26 27. R= B-OEt 29

28. R= a-OFEt

32. R=B-OMe

33. R=a-OMe




Capitulo 3 | 10
LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

e
% o

1,
1,
1,
1,
'’

I

OH

ulu,,,,/

HO

CHO

COOMe

Me

OGilic(1 3 i
ie(1>2) Glic O-Glic (14 Xil

CHO

OGlic OGilic-2-O-foliamentoil

44. R=foliamentoil-8-O-foliamentoil 45

COOMe

OGlic OGlic

46 a7 48




Capitulo 3 | 11
LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

¢HO CHO

49. R=Glic
50. R=Glic-2-O-p-cumaroil

vaniloil-O

HOmmnm

OGlic HO OGlic

53. R=m-MeOH-benzail 54 55. R= Glic-6-0-(E)-p-OH-cinamoil

HO

HO
OMe

/-

HO— OR HO

. . X R,0 E H
O-Glic-6-O-cinamoil R, Rs
56. R=Glic-6-O-vaniloil 58 59. Ri=H; R,=Me; Ry=Glic-6-O-(E)-p-OMe-cinamoil
57. R=Glic-6-O-p-cumaroil 60. R,=H; R,=Me; R3=Glic-6-O-(Z)-p-OMe-cinamoil
61. R;=(E)-p-OMe-cinamoil; R,=Me; R3=0Glic
62. R1=(Z2)-p-OMe-cinamoil; R,=Me; R;=0Glic
OH
HO
3,4-di-MeO-cinamoil fo)
Me HO
o
RO E H
HO— 0Glic Me oGl
63 64 65. R;=(E)-feruloll

66. R;=0-OH-cinamaoil




Capitulo 3 | 12
LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

a-gal-O

68. R;=H; R,=Me; R3=0Glic-6-O-cafeoil
69. R1=H; R,=Me; R3;=0Glic-6-O-feruloil
70. R;=0O-cinamoil; R,=Me; R;=0Glic-6-O-Glic

cinamoil-O

OGlic
67
OAC OAc
RO R
R.O 73. Ry=p-cumaroil; R,=H
p-MeO-cinamoil-O ! o] 74. R.=p- il —
Me o . Ry=p-cumaroil; R,=H
o M 75. Ri=p-MeO-cinamoil; R,=p-MeO-cinamoil
¢ 76. R;=H; R,=(Z)-p-MeO-cinamoil
77. Ri=Ac; R,=(2Z)-p-MeO-cinamail
78. R1=(Z2)-p-MeO-cinamaoil; R,=Ac
N © . 79. R;=isoferuloil; R,=Ac
o™ 3 z
HO— OGlic HO— OGlic
71. R=cinamoil
72. R=Ac
COOH
p-MeO-cinamoil-O
HO— OGlic HO OGlic
80 81. R=Ram-3-0O-Ac-2-O-cinamoil 82. R=Xil-4-O-p-cumaroil

COOH

R,0

5
5
3

H
oGlic HO OGlic M OR,
83. R=Ram-2-O-cinamoil 84. R=Ram-2-O-feruloil 87. R1=H, R,=GClic-6-O-benzoil
85. R=Ram-3-0O-(E)-3,4-di-OMe-cinamoil 88. R;=H, R,=Glic-6-O-p-OH-benzoil
86. R=Ram-3-0-(E)-p-OMe-cinamoil




Capitulo 3 | 13
LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

COOH

COOH

COOCH

_ _ M
OGlic-6-O-benzoil

O-Glic-6-mentiafoloil
89

AcO

91

MeO

HO

OGlic

OGlic

cinamoil-O

OH

OH X

OGlic OGlic
HO
94 95

* Substituintes

o

o

o
o
@A\J\ /@A\)‘\ Me"w “°:©/\J\
cinamoil  +o p-cumaroil o feruloil  weo isoferuloil

o

x
o

o
HO]@A\)‘\ MQOD)‘\ ‘
o cafeoil Ho vaniloil C benzoil ° foliamentoil

mentiafoloil



Capitulo 3 | 14
LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Tabela 2- Iriddides isolados listados por espécie vegetal.

ESPECIES ESTRUTURAS REFERENCIAS
Angelonia integerrima 1 [POSER et al., 1997]
Cymbalaria muralis ssp. pilosa 2 [BIANCO et al., 1997a]
Cymbaria mongolica 3-8 [DAI et al., 2002]
Euphrasia pectinata 9 [ERSOZ et al., 2000]
Kickxia abhaica 10-11 [AL-REHAILY et al., 2006]
Kickxia elatine
Kickxia commutata 12-13 [HANDJIEVA et al., 1995]
Kickxia spuria
[BIANCO et al., 1996]
Linaria arcusangeli 14-16
[BIANCO et al., 1997h]
Linaria flava 15 [BIANCO et al., 1996]
Linaria flava ssp. sardoa 14 [BIANCO et al., 1996]
Linaria genestifolia 17 [AHMAD et al., 2006]
[OTSUKA, 1995]
Linaria japonica 18-21
[OTSUKA, 1994]
Neopicrorhiza scrophulariiflora 22-25 [KIM et al., 2006]
26-29 [WANG et al., 2006]
Pedicularis artselaeri 30-33 [SU et al., 1998]
Pedicularis chinensis 34-37 [LI et al., 1995]
Pedicularis grayi
38 [SCHNEIDER et al., 1997]
Pedicularis procera syn
Pedicularis kansuensis f. albiflora 39-40 [YUAN et al., 2003]




Capitulo 3 | 15
LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Pedicularis plicata 41-42 [JIA et al., 1994]
Penstemon acuminatus 43 [VESPER, 1994]
Penstemon newberryi 44 [STERMITZ et al., 1994a]
Penstemon barrettiae 45 [STERMITZ et al., 1994b]
Penstemon grandiflorus 46 [FRANZYK et al., 1998]
Penstemon mucronatus 47-48 [KRULL et al., 1998a]
Penstemon parryi 49-51 [STERMITZ et al., 1994b]
Penstemon secundiflorus 46 [KRULL et al., 1998Db]
Penstemon secundiflorus ssp.
46 [FRANZYK et al., 1998]
Lavendulus
Picrorhiza kurroa [MANDAL; MUKHOPADHYAY 2004]
53-54
[JIA et al., 1999]
[LI et al., 1998]
Picrorhiza scrophulariiflora
55-58 [HUANG et al., 2006]
[WANG et al., 2006]
Scrophularia buergeriana 59-62 [KIM et al., 2002]
Scrophularia lepidota 63-64 [TASDEMIR et al., 2005]
[LI etal., 1999]
Scrophularia ningpoensis
65-71 [CHEN et al., 2008]
[NGUYEN et al., 2005]
Scrophularia auriculata ssp.
72 [GINER et al., 1998]
pseudoauriculata
Scrophularia nodosa [MIYASE; MIMATSU,1999]
72-80

[STEVENSON et al., 2002]
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Scrophularia scorodonia 81 [FERNANDEZ et al., 1995]
Verbascum phlomoides 82 [KLIMEK, 1996]
Verbascum spinosum 83 [KALPOUTZAKIS et al., 1999]
Verbascum undulatum 84-86 [SKALTSOUNIS et al., 1996]
Veronica anagallis-aquatica 87-89 [HARPUT et al., 2004]
Veronica bellidioides 90 [TASKOVA et al., 1998]
Veronica cymbalaria 91 [TASKOVA et al., 1999]
Veronica hederifolia 92 [HARPUT et al., 2002]
Veronica pectinata var. glandulosa 93 [HARPUT et al., 2003]
Waulfenia carinthiaca 94 [ARNOLD et al., 2002]
Zaluzianskya capensis 95 [DAMTOFT, 1994]




Capitulo 4

CONSTITUINTES
YOLATEIS




Capitulo 4
CONSTITUINTES VOLATEIS

4- CONSTITUINTES VOLATEIS
4.1- Identificac8o dos componentes voléateis das folhas de C. biflora

A identificacdo dos constituintes quimicos volateis de C. biflora foi
realizado a partir do 6leo essencial obtido das folhas da espécie, coletada no
municipio de Itapiuna-CE em marcgo de 2011.

O oOleo essencial foi extraido pelo processo de hidrodestilacdo em
aparelho doseador tipo Cleavenger. Foram utilizados 654 g de material,
levando a obtencdo de 387 mg (0,059% de rendimento) de um O6leo de
coloracdo amarelada e forte odor. A composicdo quimica do Oleo foi
determinada através de andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa (CG-EM). A identificacdo dos componentes do 6leo
foi realizada através dos indices de Kovats e comparagdo com espectros de
massa de substancias presentes na literatura [ADAMS, 2007].

A analise por CG-EM revelou a presenca de sete constituintes quimicos
(Fig 3 , pag. 18), dos quais todos eles foram identificados. Os constituintes
apresentaram-se predominantemente como compostos sesquiterpénicos, com
excecdo do fitol, que apresenta vinte atomos de carbono, um composto
diterpénico (Fig. 10, pag. 20).

Os constituintes majoritarios do 6leo de C. biflora foram identificados
como o B-Cariofileno (30,6 %) e o Germacreno-D (46,83 %), correspondendo a

77,43 % da composicéo total do 6leo (Tab. 3).

Tabela 3- Constituintes volateis das folhas de C. biflora

COMPONENTES T.R. I.K. %
B-Elemeno 23,07 1390 7,6
B-Cariofileno 23,91 1419 30,6
a-Humuleno 24,90 1455 5,8
Germacreno-D 25,73 1485 46,8
y-Cadineno 26,96 1513 2,8
Oxido de Cariofileno | 28,41 1583 5,3
Fitol 38,54 1943 1,0
TOTAL 100
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Figura 4- Espectro de massa do B-Elemeno
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5- DETERMINACAO ESTRUTURAL

5.1- Determinagéo estrutural de CBR-1

Obtido a partir do extrato éter de petréleo das raizes, CBR-1 apresentou-
se na forma de cristais em forma de agulha com coloragdo vermelho-escuro
com ponto de fuséo 154-158 °C, solGivel em cloroférmio.

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho (Fig. 12, pag. 24) em
2921 cm™ referente & deformacdo axial de grupos C-H de alcanos, absor¢éo
em 1684 cm™ referente & deformacéo axial de carbonila de cetona, em 1592 e
1438 cm™ referente & deformacdo axial das ligacdes C=C de grupos
aromaticos, em torno de 1236 a 1023 cm™, referente a deformagdes angulares
no plano de grupos aromaticos.

O espectro RMN !H (Fig. 13, pag. 24) apresentou quatro sinais
caracteristicos de hidrogénios metilicos, todos singletos, em &4 2,70; 1,98; 1,72
e 1,59, dois sinais de grupos metilénicos em &y 2,53 (2H, t, J=7,3 Hz, H-10) e
em 2,29 (2H, q, J=7,3 Hz, H-11), e grupos metinicos em &4 7,52 (1H, d, J=8,1
Hz, H-4) e 7.39 (1H, d, J=8,1 Hz, H-5) referente a hidrogénios aromaticos com
relagcéo orto, e &4 5,16 (1H, s, H-12) caracteristico de hidrogénio olefinico (Tab.
5, pag. 23).

O espectro RMN *3C-BB (Fig. 14, pag. 25) de CBR-1 revelou sinais
correspondentes a vinte atomos de carbono. A analise comparativa entre os
espectros RMN ' C-BB e DEPT 135° (Fig. 15, pag 25), permitiu reconhecer o
padrdao de hidrogenacédo correspondente a cada atomo de carbono. Foram
observados quatro sinais para carbonos metinicos, dois metilénicos e quatro
metilicos &¢ 22,6 (C-16), 18,0 (C-14), 25,1 (C-15) e 7,8 (C-17), bem como a
existéncia de dez sinais de carbono nao hidrogenados, sendo 2 carbonilicos &¢
178,0 (C-8) e 182,0 (C-7) e dois carbonos sp® oxigenados d¢ 140,2 (C-2) e
161,8 (C-9a) (Tab. 5, pag. 23).
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Tabela 4- Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de CBR-1 com padr&o de

hidrogenacdo (RMN **C-BB e DEPT 135°).

(4] C

CH

CH>

CHs

Total

182,0
178,0
113,5
161,8
129,0
146,7
126,6
124,2
116,1
133,6

127,8
135,9
140,2
121,9

26,7
26,6

18,0
25,1
22,6
7,8

C7
C-O

2(C=0)

C4H4

CoH4

CaH12

C20H2003

A analise do espectro de massa de CBR-1 (Fig. 16, pag. 26) revelou o

pico do ion molecular em m/z 308 daltons, confirmando a féormula molecular

C20H2003, com IDH igual a 11.

A partir dos dados obtidos, RMN *H, *C-BB e DEPT 135° foi possivel

propor para este composto a estrutura da biflorina, 6,9-dimetil-3-(4-metil-pent-3-

enil)nafto[1,8-bc]-piran-7,8-diona (Fig. 11), uma orto-naftoquinona ja isolada

anteriormente da espécie C. biflora. A comprovacdo da estrutura foi possivel

através de comparacéo dos dados espectroscépicos com os da literatura (Tab.

5, pag. 23) [FONSECA et al, 2002].

Figura 11- Estrutura de CBR-1.
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Tabela 5- Andlise comparativa dos dados de RMN *H (500 MHz, CDCls) e *3C-
BB (125 MHz, CDCl;) de CBR-1 com dados da literatura, RMN *H (500 MHz,
CDCls) e *C-BB (125 MHz, CDCls), para a biflorina [FONSECA et al, 2002].

CBR-1 Literatura [FONSECA et al,
2002]

C dc OH dc SH
2 140,2 7,07 (s) 141,2 7,07(s)
3 116,21 116,3
3a 129,0 129,3
4 127,8 7,52 (d; 8,1) 128,7 7,55 (d; 8,3)
5 135,9 7,39 (d, 8,1) 136,8 7.43(d; 8,3)
6 146,7 147,0
6a 126,6 127,0
7 182,0 182,4
8 178,0 178,4
9 113,5 113,9
9a 161,8 162,1
9b 124,2 124,5
10 26,7 2,53 (t; 7,3) 27,7 2,56 (t; 7;4)
11 26,6 2,29 (9;7,3) 27,6 2,31 (1)
12 121,9 5,16 (s) 122,9 5,18 (t)
13 133,6 133,9
14 18,0 1,59 (s) 18,3 1,62 (s)
15 25,1 1,72 () 26,1 1,74 ()
16 22,6 2,70 () 23,6 2,74 ()
17 7.8 1,98 (s) 8,1 2,01 ()
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Figura 12- Espectro na regiao do infravermelho de CBR-1 (KBr).

Figura 13- Espectro de RMN *H [500 MHz, CDCls] de CBR-1.
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Figura 14- Espectro de RMN **C-BB [125 MHz, CDCl;] de CBR-1.

Figura 15- Espectro de RMN **C-DEPT 135° [125 MHz, CDCl;] de CBR-1.
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5.2- Determinagéo estrutural de CBR-2

A substancia CBR-2 foi obtida a partir do extrato éter de petréleo, das
raizes e apresentou-se com um aspecto viscoso de cor amarelo escuro, soluvel
em cloroférmio com rotac&o 6ptica [a]p?° -31° (c 0,001; CHCls). Literatura: [a]p®
-38° (c 1,08; CHCIs).

O espectro de absor¢cdo na regido do infravermelho (Fig. 19, pag. 33)
revelou absorcdo em 2922 cm™ referente a deformacao axial de ligacdes C-H
de carbono sp?, absorcéo em 1760 cm™ caracteristicos de deformacao axial de
carbonila (C=0), em 1454 cm™ correspondente a deformacdo angular no
plano, da ligagdo C-H de alcenos, além de absorgéo em 1214 cm™ referente a
deformacéo axial de ligacdo C-O de ésteres e em 763 cm™ de deformacdo
angular fora do plano da ligagéo C-H.

O espectro de RMN'H (Fig. 20, pag. 33) mostrou quatro sinais de
hidrogénios ligados a carbonos olefinicos sendo dois desses carbonos
oxigenados, revelando sinais de hidrogénio em &y 7,40 ( 1H, s, H-12) e 7,43
(1H, s, H-13), sugerindo a estrutura de um anel furanico na molécula, e revelou
também a presenca de dois sinais de hidrogénios ligados a carbonos metilicos
em oy 1,16 (3H, d, J=6,0; H-14) e 1,32 (3H, d, J=7,1; H-15), dois sinais de
hidrogénios de carbono metinico em &4 2,21 (1H, m, H-5) e 2,94 (1H, m, H-8) e
seis sinais de hidrogénios heterotépicos de carbono metilénico em &y 2,74 (1H,
m, H-4a) e 2,21 (1H, m, H-4b), 1,98 (1H, dd, J=12,0; 5,6; H-6a) e 1,88 (1H, m,
H-6b), 2,56 (dd, J=12,5; 9,2; H-7a) e 1,89 (1H, m, H-7b) (Tab. 7, pag. 29).

Andlise do espectro de RMN **C-BB (Fig. 22, pag. 34) permitiu identificar
a presenca de sinais referentes a quinze atomos de carbono, sugerindo uma
estrutura sesquiterpénica. Comparacédo entre os espectros de RMN **C-BB e
DEPT 135° (Fig. 23, pag. 35) possibilitou o reconhecimento do padrdo de
hidrogenacédo correspondente a cada atomo de carbono. Foram observados
guatro sinais para carbonos quaternarios, sendo um deles oxigenado, em &
89,9 (C-1), um carbonilico em 8. 179,7 (C-9) e dois olefinicos em &, 144,6 (C-3)
e 122,7 (C-10), seis carbonos metinicos, sendo dois olefinicos em 6.111,9 (C-
2) e 110,2 (C-11), dois olefinicos oxigenados em 6. 143,5 (C-12) e 6. 141,1 (C-
13) e dois sp® em & 29,0 (C-5) e 34,3 (C-8), trés carbonos metilénicos em &
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37,5 (C-4),47,5 (C-6) e 42,9 (C-7), e dois metilicos em d. 20,5 (C-14) e 15,7 (C-
15) (Tab. 7, pag. 29).

Tabela 6- Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de CBR-2 com padrdo de
hidrogenacdo (RMN **C-BB e DEPT 135°).

6 C CH CH; CHs Total
89,9 29,0 37,5 15,7
122,7 34,3 42,9 20,5
144.6 110,2 47,5
179,7 111,9 -
141,1
143,5
2C CsHs CsHe CzHe
C-O HC-O
C=0 C15H1803

A analise do espectro de massas de CBR-2 revelou o pico do ion

molecular em m/z 246 daltons, confirmando a formula molecular C1sH1503, com

IDH igual a 7, referente a presenca de ciclos e ligacdes duplas em sua

estrut

ura.
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Tabela 7- Correlagéo Heteronuclear *H, **C — HSQC (500 X 125 MHz, CDCls)

de CBR-2.
HSQC
© On oc
1 - 89,9
2 6,11 (s) 111,9
3 - 144.6
2,74 (m)
4 37,5
2,21 (m)
5 2,21 (m) 29,0
1,98 (dd; 12,0; 5,6)
6 47,5
1,88 (m)
2,56 (dd; 12,5; 9,2)
7 42,9
1,89 (m)
8 2,94 (m) 34,3
9 - 179,7
10 - 122,7
11 6,45 (s) 110,2
12 7,40 (s) 143,5
13 7,43 (s) 1411
14 1,16 (d; 6,0) 20,5
15 1,32 (d; 7,1) 15,7

A literatura registra a presenca de quatro sesquiterpenos isolados de C.

biflora, caprariolideos A, B, C e D (Fig. 18, pag. 32). Andlise detalhada dos

espectros de RMN *3C dos quatro esta exposta na tabela 8. Comparacdo dos

dados de CBR-2 e os caprariolideos permitiu identificar CBR-2 como sendo o
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(1R, 5S, 8R) 3-(furan-3'-il)-5,8-dimetil-1-oxaspiro[4.5]non-2-en-9-ona
(caprariolideo B) (Fig. 17), j& isolado anteriormente das partes aéreas da
espécie C. biflora [COLLINS et al, 2000], e que esta sendo reportado pela

primeira vez das raizes da planta.

Figura 17- Estrutura de CBR-2
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Tabela 8- Anélise comparativa dos dados de RMN **C-BB (125 MHz, CDCl;) de CBR-
2 com dados da literatura para os caprariolideos A-D (125 MHz, CDCl3) [COLLINS et

al, 2000].

CBR-2 A B C D
C dc dc dc dc dc
1 89.9 903 898 923 92.1
2 1119 1143 111,9 1164 1143
3 144.6 143,9 143,5 143,1 14,5
4 375 384 375 393 39.3
5 29.0 305 29.0 312 31.0
6 47,5 45,2 473 47,9 49,1
7 42,9 445 42,9 40,7 39,5
8 343 356 343 362 363
9 179,7 179,2 179,8 178,9 179,2
10 1227 122.9 122.6 123.1 1227
11 1102 110.2 110.2 110.4 110.4
12 1435 143,0 143,0 143,1 143,1
13 1411 1411 141.9 1415 141.4
14 205 19.0 20,6 19.7 20.2
15 15,7 15,1 15,7 15,3 15,5
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14w

14 W

Figura 18- Estruturas dos Caprariolideos A-D [COLLINS et al, 2000]
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Figura 21- Expanséo do espectro de RMN *H [0,7 a 3 ppm, 500 MHz, CDClj]
de CBR-2.

Figura 22- Espectro de RMN **C-BB [125 MHz, CDCls] de CBR-2.
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5.3- Determinagéo estrutural de CBC-1

O composto denominado CBC-1, foi obtido do extrato metandlico do
caule, apresentando-se como um sélido amorfo, com ponto de fusdo 160-162
°C, soluvel em agua e piridina.

O espectro de absorcdo de IV (Fig. 25, pag. 37) apresentou uma banda
larga em 3293 cm™ caracteristica de deformacado axial de grupos hidroxila (O-
H), absorcdo em 2939 cm™ de deformacéo axial de ligacdes C-H de carbono
sp® e absorcées em 1083 e 1020 cm™ caracteristicos de deformacdo axial
correspondente a ligacbes C-O (alcoois primarios e secundarios).

O composto apresentou dados de RMN "H: &y 3,74; 3,84 e 3,92 todos
em regido de hidrogénios alifaticos, e RMN **C: ¢ 63,9; 70,0 e 71,6 mostrando
apenas um sinal de carbono metilénico (Tab. 9, pag. 37). A andlise destes
dados permitiu identifica-los como um composto poli-hidroxilado. Analise dos
dados obtidos em comparacao com os dados da literatura permitiu identifica-lo
como D-manitol (Fig. 24), ja identificado anteriormente nesta espécie
[FONSECA, 2003].

1'CH,OH
”
HO————H
3
HO————H
3
H————OH
2
H————OH
1 CH,OH

Figura 24- Estrutura de CBC-1.
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Tabela 9- Analise comparativa dos dados de RMN **C-BB (125 MHz, D,0) de
CBC-1 com dados da literatura, RMN **C-BB (75 MHz, D,0), para o D-manitol

[FONSECA, 2003].

CBC-1 D-manitol [FONSECA,
2003]
C Oc
1,1 63,9 65,9
2,2 70,0 72,0
3,3 71,6 73,6
T
42:
| It
38 _ WM w / :! [J
36 I \\W f l p
| 1 . (i f
l\ :‘f 1( %% 4 /\ | i/ f \ - f
32 | I‘.‘ \% | ’ | ,w [\/
304 Hl .‘IJ Ij \ ﬂ!H / E\ | N'; | Ml
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224 f foF i 0 I R
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Figura 25- Espectro na regiao do infravermelho de CBC-1 (KBr).
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Figura 27- Espectro de RMN **C-BB [125 MHz, D,0] de CBC-1
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Figura 28- Espectro de RMN *C-DEPT 135° [125 MHz, D,0] de CBC-1.
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5.4- Determinagéo estrutural de CBC-2

A substancia denominada CBC-2, foi obtida através do fracionamento
cromatografico do extrato metandlico do caule, apresentando um aspecto
viscoso de coloracdo marrom, sollvel em acetona com rotacdo especifica,
[a]p?° +38° (c 0,0006; (CH3)>CO).

A analise do espectro de absorcao na regido do infravermelho (Fig. 32,
pag. 47) permitiu observar uma banda larga em 3411 cm™, caracteristica de
deformacéo axial da ligagdo O-H, bandas em torno de 2929 cm™ relativas a
deformacédo axial de grupos C-H de alcanos, banda em torno 1242 cm™
caracteristica de deformacédo angular de grupos CH,, além de bandas entre
1149 e 1033 cm™ atribuidas a deformacées axiais da ligacdo C-O.

O espectro RMN *H (Fig. 33, pag. 47) apresentou sinal de hidrogénio
metinico ligado a carbono carbindlico em &4 3,76 (1H, d, J=11,0; H-6), quatro
sinais de hidrogénios metilénicos ligados a carbonos oxigenados em &y 3,70
(1H, dt, J=13,7; 3,7; H-3a), 3,61 (1H, ddd, J=13,7; 5,0; 3,7; H-3b), 4,39 (1H, d,
J=9,0; H-10a) e 3,40 (1H, dd, J=9,0; 1,5; H-10b) e um sinal de hidrogénio
ligado a carbono acetalico em &4 5,39 (1H, d, J=5,0) (Tab. 11, pag. 43).

Andlise do espectro de RMN **C-BB (Fig. 37, pag. 49) permitiu identificar
a presenca de sinais referentes a nove atomos de carbono. Comparacéo entre
os espectros de RMN **C-BB e DEPT 135° (Fig. 38, pag. 50) possibilitou o
reconhecimento do padrdo de hidrogenacédo correspondente a cada atomo de
carbono. Foram observados quatro sinais para carbonos metinicos, sendo um
deles oxigenado em &¢ 76,4 (C-6) e o outro clorado, em &¢ 73,0 (C-7), além de
um duplamente oxigenado (carbono acetalico) em &¢ 110,7 (C-1), trés sinais
para carbonos metilénicos, sendo dois oxigenados em &6¢ 57,9 (C-3) e 71,8 (C-
10) e dois sinais para carbonos quaternarios oxigenados em &¢c 72,8 (C-5) e
84,0 (C-8) (Tab. 11, pag. 43).

O espectro de massa de alta resolu¢cdo com ionizac&o por electrospray
(EM-IES) (Fig. 46, pag 55), no modo negativo, foram obtidos picos do ion
molecular [M+CI]’, em m/z 271,0231, m/z 273,0110 (calculado) e m/z 275,0081
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(calculado), em uma intensidade relativa de 9:6:1 correspondendo aos picos
[M], [M+2] e [M+4], possibilitando assim a confirmacdo da presenca de um
cloro na molécula e a determinacdo da massa molar exata de CBC-2, bem
como a confirmacao da formula molecular CgH1305Cl com IDH igual a 3.

A localizacdo do cloro na substancia CBC-2 foi verificada através de
uma reacao de acetilacdo, na qual foram obtidos dois produtos acetilados.
Através dos dados espectroscopicos destes produtos foi possivel determinar a
localizacdo do cloro no carbono C-7. A determinagéo estrutural e os dados
espectroscopicos dos derivados acetilados encontram-se nas paginas 56-71.

Os fragmentos que justificam os principais picos observados no espectro
de massa de CBC-2 encontram-se ilustrados na figura 47 (pag 55).

Tabela 10- Deslocamentos quimicos de RMN **C-BB de CBC-2 com padr&o de
hidrogenacdo (RMN **C-BB e RMN “*DEPT).

o) C CH CH, CHs; Total

72,8 101,7 57,9
84,0 76,5 31,9
73,0 71,8
55,2 - -

2(C-OH) CH CsHe
HC-ClI
0-HC-O - CoH1305Cl
HC-OH

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear HSQC (Fig. 39,
pag. 50) permitiu correlacionar, a uma ligacdo, os sinais de cada hidrogénio ao
seu respectivo carbono (Tab. 11, pag. 43).

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear de carbono e

hidrogénio via duas ligacdes (*Jch) e trés ligagbes (*Jcr), HMBC (Fig. 41, pag.
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51) foi utilizado para atribuicdo inequivoca dos deslocamentos quimicos dos

atomos de carbonos nao hidrogenados e confirmacao da correlagéo, de sinais
de carbonos, com hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos.

A correlacdo entre os hidrogénios H-10a e H-10b (dn 4,39 e 3,40), H-3a

e H-3b (643,70 e 3,61) e H-9 (61 2,19) com o carbono C-1 (&¢ 101,0) mostrou a

presenca de um sistema de trés ciclos no esqueleto do iridéide, através da

formacgao de um acetal (Fig. 29).

Figura 29- Correlacdes a longa distancia evidenciando a formacdo de um

acetal.

Foram observados também no espectro HMBC (Fig. 41, pag. 51)
acoplamentos de hidrogénios e carbonos que possibilitaram justificar a
localizacdo das hidroxilas, nos carbonos C-5, C-6, e C-8 e do cloro em C-7
(Fig. 30).
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Figura 30- Correlacdes a longa distancia evidenciando a localizagdo das
hidroxilas e do cloro nos carbonos C-5, C-6, C-8 e C-7, respectivamente.
Tabela 11- Correlacdo Heteronuclear *H, **C — HSQC e HMBC (500 X 125
MHz, (CD3),CO) de CBC-2.
HSQC HMBC
C OH Oc 2JcH 3JcH
1 5,39 (d: 5,0) 101,7 H-9 2H-3, 2H-10
3 3,70 (dt; 13,7; 3,7)
57,9 H-4b H-1
3,61 (ddd; 13,7; 5,0; 3,7)
4 1,84 (dl; 15,0)
31,9 2H-3 H-6
1,58 (dt; 15,0; 5,0)
> ] 728 | 2H-4,H-6,H-9 H-1, 2H-3
6 3,76 (d: 11,0) 76,5 H-7 2H-4, H-9
! 4,55 (dd; 11,0; 1,5) 73,0 H-6 2H-10, H-9
8 - 84.0 H-7, H-9, 2H-10 -
9 2,19 (d; 5,0) 55,2 H-1 2H-4, 2H-10
10 4,39 (d; 9,0)
71,8 - H-7
3,40 (dd; 9,0; 1,5) W com 7

Estudo detalhado dos dados espectrais de CBC-2 possibilitou propor a
estrutura de um iridéide. Busca na literatura permitiu encontrar dois iridoides
com semelhancas, que foram utilizados para confirmacéo da estrutura de CBC-
2 (Fig. 31, pag. 46). Semelhancas significativas foram observadas no carbono
C-5 que trata-se de um carbono tetra-substituido, com deslocamento quimico
de carbono sp® em 3¢ 72.8 e C-7 com deslocamento em 8¢ 73.0, semelhantes
ao Mo-2 (Fig. 31, pag. 46).

Com os dados da literatura foi possivel montar uma tabela comparativa
com os dados espectroscopicos destas substancias (Tab. 12, pag. 45) e sugerir

para CBC-2 uma estrutura semelhante ao Mo-2, com um cloro na posicao 7.
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Desta forma CBC-2 foi identificado como um iridoide clorado elucidado
como o 7-cloro-8-(hidroxi-metil)octa-hidrociclopentajc]piran-1,10-oxira-5,6,8-
triol, que ja possui registro na literatura, mas esta sendo reportado pela
primeira vez na espécie C. biflora [RANEMOTO et al, 2008].
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Tabela 12- Anélise comparativa dos dados de RMN *H (500 MHz, (CD3),CO) e *C-BB (125 MHz, (CD3),CO) de CBC-2 com
dados da literatura Mo-1[WANG et al, 2006] e Mo-2 [KANEMOTO et al, 2008].

CBC-2 Mo-1 Mo-2
C o oc OH dc OH dc
1 5,39 (d; 5,0) 101,7 5,29 (d; 5,9) 101,9 5,41 (d; 6,0) 102,3
3,70 (dt; 13,7; 3,7) 3,92 (dd; 11,8; 2,7) 3,74 (ddd; 13,0; 13,0; 2,0)
3 57,9 56,4 58,5
3,61 (ddd; 13,7; 5,0; 3,7) 3,51 (ddd; 11,8; 5,1; 2,1) 3,66 (ddd; 13,6; 2,0)
1,84 (dl; 15,0) 1,78 (m) 1,87 (ddd; 13,2; 2,0)
4 31,9 22,3 32,0
1,58 (dt, 15,0; 5,0) 1,62 (br dd; 14,1; 2,0) 1,62 (ddd; 13,0; 13,0; 6,0)
5 - 72,8 2,45 (m) 37,1 - 73,1
6 3,76 (d; 11,0) 76,5 3,95 (dd; 8,5; 3,7) 74,1 3,71 (d; 11,0) 76,8
7 4,55 (dd; 11,0; 1,5) 73,0 3,70 (d; 3,7) 79,4 4,53 (dd; 11,0; 2,0) 72,4
8 - 84,0 - 85,8 - 84,3
9 2,19 (d; 5,0) 55,1 2,18 (dd; 10,3; 1,9) 46,8 2,15 (d; 6,0) 55,7
4,39 (d; 9,0) 3,78 (d; 10,1) 4,46 (d; 10,0)
10 71,8 75,4 72,2
3,40 (dd; 9,0; 1,5) W com 7 3,62 (d; 10,1) 3,40 (dd; 10,0; 2,0)
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Figura 31- Estruturas dos iridoides CBC-2, Mo-1 e Mo-2.
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Figura 32- Espectro na regiao do infravermelho de CBC-2 (KBr).
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Figura 33- Espectro de RMN *H [500 MHz, (CD3),CO] de CBC-2.
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Figura 35- Expansdo do espectro de RMN *H [500 MHz, (CDs),CO] de CBC-2.
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Figura 36- Expansdo do espectro de RMN *H [500 MHz, (CD5),CO] de CBC-2.

- oo @
R S vom® —
& e

Figura 37- Espectro de RMN **C-BB [125 MHz, (CDs),CO] de CBC-2.
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Figura 38- Espectro de RMN *C-DEPT 135° [125 MHz, (CD3),CO] de CBC-2.
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Figura 39- Espectro de RMN *H, *C - HSQC [500 MHz, (CD3)>,CO] de CBC-2.
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Figura 40- Expansdo do espectro de RMN *H, *C - HSQC [500 MHz,

(CD3),CO] de CBC-2.
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Figura 41- Espectro de RMN *H, *C - HMBC [500 MHz, (CD5),CO] de CBC-2
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Figura 42- Expansdo (0,5 a 6 ppm para *H e 15 a 120 ppm para *3C) do
espectro de RMN *H, **C — HMBC [500 MHz, (CD3),CO] de CBC-2.
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Figura 43- Expansdo (3,2 a 4,8 ppm para 'H e 50 a 105 ppm para *3C) do
espectro de RMN *H, **C — HMBC [500 MHz, (CD3),CO] de CBC-2.
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Figura 45- Espectro de massa de alta resolucdo EM-IES (modo negativo) de

CBC-2.
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Figura 46- Proposta mecanistica para 0s principais

espectro de massa de CBC-2.
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5.5- Determinacédo estrutural dos derivados acetilados CBC-2Acl e CBC-
2Ac?2.

Tendo como objetivo a confirmagéo da estrutura de CBC-2, foi realizada
uma reacao de acetilagdo obtendo-se assim os produtos denominados CBC-
2Acl e CBC-2Ac2, com rendimentos de 35,4 e 24,5% respectivamente. CBC-
2Acl apresentou-se na forma de cristais de coloragdo rosada com ponto de
fusdo 167,3-168,4°C e rotacdo especifica [a]p?® +90,6° (c 0,00075; CHCls)
solubilidade em cloroférmio e CBC-2Ac2, apresentou um aspecto sdlido
viscoso de coloracdo amarelo escuro com rotacdo especifica [a]p?® +91° (c
0,00055; CHCls).

A analise dos espectros de absorcdo na regido do infravermelho (Fig.
51-52, pag. 63) dos dois produtos permitiu observar bandas em 1737 cm™ e em
1750 cm™relativas & deformac&o axial da ligacdo C=0 de ésteres, compativel
com a acetilacao de grupos OH.

O espectro RMN *H em ambos (Fig. 53-54, pag. 64) apresentou sinais
referentes a hidrogénios de grupos metilicos ligados a grupos acetilas (Tab. 14,
pag. 61).

Andlise dos espectros de RMN *3C-BB dos dois produtos (Fig. 55-56,
pag. 65) permitiu identificar a presenca de sinais referentes a quinze atomos de
carbono em CBC-2AC1 e doze atomos de carbono em CBC-2Ac2.
Comparacéo entre os espectros de RMN **C-BB e DEPT 135° (Fig. 57, pag.
66) de CBC-2Acl mostrou a presenca de seis sinais adicionais
correspondentes a carbonos metilicos em &¢ 22,5; 21,7 e 20,6; e trés carbonilas
em oc 170,4; 170,1 e 169,7 referentes aos grupos acetilas, evidenciando a
acetilacdo de trés hidroxilas, enquanto que em CBC-2Ac2 (Fig 58, pag. 66)
observou-se a presenca de quatro sinais adicionais em ¢ 170,3; 171,1; 219 e
20,8 referentes aos carbonos de dois grupos acetilas (Tab 14, pag. 61).

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear de carbono e
hidrogénio via duas, trés e quatro ligacdes, (*Jcr), (CJcr), (*Jen), HMBC de
CBC-2Ac1 (Fig. 59-60, pag. 67), foi utilizado para atribuicdo inequivoca dos
deslocamentos quimicos.

A correlagéo de H-12 (64 2,06) com C-5 (6¢ 81,6), H-16 (64 2,15) com C-8
(6c 88,1) e H-14 (dn 2,10) com C-6 (6¢c 74,0), via quatro ligacdes, além de H-6
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com C-13 (d¢c 170.1), via trés ligacOes, permitiu a correta localizagdo dos

grupos acetatos nos carbonos C-5, C-6 e C-8 em CBC-2Acl (Fig. 47).

Figura 47- Correlagfes a longa distancia confirmando a localizagdo dos grupos

funcionais ésteres e CBC-2Acl.

O efeito y, de protecéo, observado no sinal de C-4 (Adc.4= 6¢ 26,8 — 30,9
=-3,13 ppm) de CBC-2Acl (Tab. 14 pag. 60), justifica a acetilacdo do carbono
C-5 neste produto, enquanto que no produto CBC-2Ac2 este efeito ndo ocorre,
sugerindo que a hidroxila do carbono C-5 néo sofreu acetilacao.

Os espectros de massa de alta resolucao dos produtos (Fig. 61-65, pag.
68-70) forneceram a confirmagdo das férmulas moleculares dos produtos
acetilados. As proposicdes mecanisticas para os fragmentos dos principais
picos que ocorrem no espectro sao ilustradas nas figuras 62, 64 e 66 (pag. 68-
70).

A configuracdo relativa inferida para os grupos hidroxilas e acetilas
existentes nas moléculas CBC-2, CBC-2Acl e CBC-2Ac2 foram deduzidas
através do espectro NOE por diferenca de espectro de RMN*H (Fig. 67-69 pag.
71-72) obtido a partir de CBC-2Ac2, o qual revelou interacfes espaciais entre
os hidrogénios H-6 (64 5,35) com os hidrogénios H-10a (o 4,72) e H-3a (dn
4,03), do hidrogénio H-7 (dn 5,12) com o hidrogénio H-9 (dy 2,78) e H-1 (dn
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5,62) com os hidrogénios H-3b (64 3,82) e H-9 (64 2,78) (Tab. 13, pag. 59).
Estas interagbes sugerem uma configuragéo (3 para a hidroxila no carbono C-5

e 0 grupo acetila no carbono C-8 (Fig. 48).

@4 6
OOCCH,

Figura 48- Interacdes espaciais justificando a posi¢ao da hidroxila e do grupo
acetila.

A configuracdo relativa dos centros estereogénicos (Fig. 49) foi
determinada com base nas intera¢des entre o hidrogénio H-1 (o4 5,62) com 0s
hidrogénios H-3b (64 3,82), H-10b (64 3,80) e H-9 (64 2,78), do hidrogénio H-6
(64 5,35) com os hidrogénios H-10a (6 4,72), e H-3a (64 4,03) e do hidrogénio
H-7 (84 5,12) com o hidrogénio H-9 (64 2,78) (Tab. 13, pag. 59).

Figura 49- Interacdes espaciais entre os hidrogénios determinando a

configuracéo relativa.

A reacdo de acetilacdo de CBC-2 permitiu a confirmacdo da proposta
estrutural para a referida substancia com sua respectiva estereoquimica, que
foi denominada como a (1R,5S,6S,7R,8S,9S)-7-cloro-8-(hidroxi-metil)octa-

hidrociclopenta[c]piran-1,10-oxira-5,6,8-triol (miopoclorin), inédita na espécie C.

58
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biflora, além de produzir os dois compostos tri e diacetilado, que séo relatados
pela primeira vez na literatura (Fig. 50, pag 60).

Tabela 13- Dados obtidos através de NOE por diferenca de espectro de
RMN'H.

RMN 'H NOE
H 5n H Bn
5,62 (d; 5,6) 3b 3,82 (ddd; 12,5; 5,2; 2,0)
10b 3,80 (dd; 10,5; 1,5)
9 2,78 (d; 5,6)
6 5,35 (d; 11,2) 10a 4,72 (d, 10,5)
3a 4,03 (dt; 12,5; 2,5)
7 5,12 (d; 10,5) 9 2,78 (d, 5,6)
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Figura 50- Estruturas de CBC-2, CBC-2Ac1 e CBC-2Ac2.
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1

Tabela 14- Correlagéo Heteronuclear *H, **C — HSQC e HMBC (500 X 125 MHz, CDCls) dos derivados acetilados.

HSQC (CBC-2Ac1)

HMBC (CBC-2Ac1)

HSQC (CBC-2Ac2)

C On Oc 2JcH 3JcH “Jen OH Oc
1 5,63 (d; 6,0) 100,9 H-9 2H-3; 2H-10 i 5,62 (d: 5.6) 100,5
401 (dt, 12,5, 2,0) 4,03 (dt, 12,5, 2.5)

3 57,6 H-4a H-1 - 57,7

3,75 (ddd) 3,82 (ddd: 12,5: 5,2; 2,0)

2,46 (m) 1,81 (dt; 13,0; 5,2)
4 26,8 2H-3 H-6 - 30,9

1,86 (d; 14,0) 1,72 (dd: 11,7: 2,0)
5 - 81,6 2H-4; H-6 H-1; 2H-3 H-12 - 75,0
6 5,35 (d; 11,5) 74,0 H-7 2H-4;: H-9 H-14 5,35 (d; 11,2) 73,2
7 5,11 (dd; 11,5; 1,0) 63,5 H-6 2H-10 - 5,12 (dd; 11,5; 1,5) 64,5
8 - 88,1 H-9; 2H-10 H-7 H-16 - 88,5
9 3,49 (d: 6,0) 47,4 H-1 H-4b, 2H-10 i 278 (d: 5,6) 51,4

4,61 (d; 10,5) 472 (d; 10,5)

10 68,7 - H-7: H-9 - 68,0

3,73 (dd; 10,5; 1,5) 3,80 (dd: 10,5: 1,5)

11 (OCOCHzy) - 169,7 H-12 - - -
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12 (OCOCHs) 2,06 (s) 21,7 - - -

13 (OCOCHj) - 170,1 H-14 H-6 - 170,3
14 (OCOCHy) 2,10 (s) 22,5 - - 2,18 (s) 21,9
15 (OCOCHj) - 170,4 H-16 - - 171,1
16 (OCOCHx) 2,15 (s) 20,6 - - 2,25 (s) 20,8
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Figura 51- Espectro na regiao do infravermelho de CBC-2Ac1 (KBr).
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Figura 52- Espectro na regido do infravermelho de CBC-2Ac2 (KBr).
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Figura 53- Espectro de RMN *H [500 MHz, CDCls] de CBC-2Acl.
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Figura 54- Espectro de RMN *H [500 MHz, CDCls] de CBC-2Ac2.
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Figura 55- Espectro de RMN **C-BB [125 MHz, CDCl;] de CBC-2Ac1.

Figura 56- Espectro de RMN **C-BB [125 MHz, CDCls] de CBC-2Ac2
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Figura 57- Espectro de RMN *C-DEPT 135° [125 MHz, CDCl;] de CBC-2Ac1.
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Figura 58- Espectro de RMN **C-DEPT 135° [125 MHz, CDCl3] de CBC-2Ac2.
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Figura 59- Expansdo (1,3 a 2,9 para ‘H e 15 a 90 para **C) do espectro de
RMN *H, *C - HMBC [500 MHz, CDCls] de CBC-2Acl1.
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Figura 60- Expansdo (2,0 a 5,5 para 'H e 156 a 182 para *C) do espectro de
RMN *H, *3C — HMBC [500 MHz, CDCl;] de CBC-2Ac1.
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Figura 61- Espectro de massa de alta resolucdo (modo negativo) de CBC-
2Acl.

Ci5H19Cl[35]Os C1sH19Cl[37]Os
calc. m/z 362,0768 calc. m/z 364,0739
Na+ Na+

CisH 19C|[35]N&Os C15H19C|[37]N3-08
m/z 385,0671 calc. m/z 387,0637
calc. m/z 385,0666

ScIrfer

C15H190s
m/z 327,1064
calc. m/z 327,1079

Figura 62- Proposicdo mecanistica para a fragmentacao de CBC-2Acl.
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MSMS: Precursor m/z -—- /+ Base Peak 343.06(16048222)

3

300000005 343.0353

2()000000
10000000
21871
; 07,0779 413.2690
210.1431 22404491 243,0328I 2622324 2011958 | 3192280 332.0596 | . 359.0287 3930667 383-37&‘ 3993071 i 437374,
T Ty ? Tirdsy - T I e e i I A e I .‘f’ T

250 275 300 325 350 37s 400 425

274.[2728

miz

Figura 63- Espectro de massa de alta resolucao (modo positivo) de CBC-2Ac2.
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Ci13H17Cl[35]NaO~ Ci3Hi1eNaO7 Ci3H17Cl[37]NaO~
m/z 343,0533 m/z 307,0779 calc. m/z 345,0531
calc. m/z 343,0560 calc. m/z 307,0794

Figura 64- Proposi¢do mecanistica para a fragmentacdo de CBC-2Ac2.
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Figura 65- Espectro de massa de alta resolucdo (modo negativo) de CBC-
2Ac2.
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C13H17C|[35]207 ClSH17C|[35]CI[37]O7 C13H17C|[37]207
m/z 355,0317 calc. m/z 357,0317 calc. m/z 359,0292
calc. m/7z 355.0351

CH,=C=0 CH,=C=0 \_, CH,=C=0

C11H15C|[35]205 C11H15C|[35]C|[37]05 C11H15C|[37]206
m/z 313,0241 calc. m/z 315,0216 calc. m/z 317,0187
calc. m/z 313,0246

Figura 66- Proposicdo mecanistica para a fragmentacao de CBC-2Ac2.
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Figura 67- Espectro NOE [5,68 ppm, CDCl;3] de CBC-2Ac2.
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Figura 68- Espectro NOE [5,36 ppm, CDCl3] de CBC-2Ac2.
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Figura 69- Espectro de NOE [5,12 ppm, CDCI;3] de CBC-2Ac2.
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6- DETERMINAQAO DA ATIVIDADE LARVICIDA CONTRA O Aedes aegypti

O dengue é uma infeccdo reemergente que vem preocupando as
autoridades sanitarias de todo o mundo em virtude de sua circulagéo nos cinco
continentes e grande potencial para assumir formas graves e letais.

Com o surgimento de formas resistentes do mosquito aos inseticidas
convencionais utilizados, tem crescido a procura por extratos vegetais e
substancias naturais que sejam efetivas no combate ao mosquito adulto e/ou a
larva do Aedes aegypti e que sejam isentas de toxicidade para o0 meio
ambiente. Resisténcia a inseticidas convencionais é um dos principais
obstaculos ao controle de insetos, pestes de importancia na agricultura e na
medicina. A resisténcia resulta no aumento da frequéncia de aplicacdo de
inseticida, dosagens crescentes, rendimentos diminuidos, danos ambientais e
surgimento de doencas, quando os vetores ndo podem ser controlados [SIMAS
et al.,2004].

FOTO:http://edsonmelosintonia.blogspot.com FOTO:www.conasems.org.br

Figura 70- Fotografias das larvas do Aedes aegypti e mosquito na fase adulta.

Plantas, como organismos que co-evoluem com insetos e outros
microorganismos, sao fontes naturais de substancias inseticidas e
antimicrobianas, ja que as mesmas sao produzidas pelo vegetal em resposta a
um ataque patogénico. InUmeras substancias acumulam-se no vegetal para
sua defesa contra microorganismos, algumas delas sendo denominadas de
fitoalexinas. As plantas sintetizam e emitem inidmeros compostos volateis
(&cidos, aldeidos e terpenos) para atrair polinizadores e se defender de
herbivoros [SIMAS et al.,2004].



3 Capitulo 6 | 74
DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE LARVICIDA CONTRA O Aedes aegypti

Terpenos e fenilpropandides volateis sintetizados por espécies vegetais
podem ter, dependendo do inseto em analise, propriedades atrativas
(alimentagéo, polinizacéo) e/ou inseticidas. Nos ultimos anos, 6leos essenciais
obtidos de plantas tém sido considerados fontes em potencial de substancias
biologicamente ativas. Enfase tem sido dada as propriedades antimicrobiana,
antitumoral e inseticida de compostos volateis, além de sua agdo sobre o
sistema nervoso central [SIMAS et al.,2004].

Foram realizados testes com o 6leo essencial e com o hidrolato obtido
das folhas de C. biflora. Amostras com valores de ClLsp < 100 ppm sé&o
consideradas ativas e constituem-se em fortes candidatas ao combate do
mosquito [NUNES, 2010].

O oleo essencial das folhas de C. biflora apresentou CLs=73,39,
demonstrando uma atividade inseticida moderada, podendo desta forma, ser
utilizado no combate as larvas do mosquito Aedes aegypti. O hidrolato n&o

apresentou atividade larvicida.
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7- PARTE EXPERIMENTAL

7.1- Material

O material botanico (raizes e folhas) foi coletado no municipio de
Itapiina-CE. Duas exsicatas encontram-se depositadas no Herbario Prisco
Bezerra do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard com
0s numeros 30.848 e 30.849.

7.2- Métodos de analise

7.2.1- Métodos cromatograficos

Nas colunas cromatograficas foi utilizado gel de silica 60 (@ 63 — 200
pm) da VETEC como fase estacionaria. O comprimento e diametro das colunas
variaram de acordo com as massas das amostras, bem como as quantidades
de silica a serem utilizadas. Para cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizou-s gel de silica 60 (@ 2 — 25 uym) sobre placas de vidro da marca VETEC
e sobre aluminio da Merck com indicador de fluorescéncia na faixa de 254 nm.

A revelacdo das substancias nas cromatoplacas foi realizada pela
pulverizacdo com solucao (1:1) de vanilina a 1% em etanol com solucao de
acido perclorico a 5% em agua destilada.

Como eluentes, foram utilizados os solventes: hexano, acetato de etila e

metanol, em ordem crescente de polaridade.

7.2.2- Métodos espectroscopicos

Espectrometria na Regido do Infravermelho (IV)
Os espectros de absorcdo na regido do Infravermelho (V) foram obtidos
em espectrometro Perkin Elmer FT-IR Spectrum 1000, com transformada de

Fourier, instalado na central analitica do DQOI da UFC.
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Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN*H)
e carbono-13 (RMN™C) foram obtidos em espectrémetro Brucker, modelo
DRX- 500 do Centro Nordestino de Aplicacao e Uso de Ressonéancia Magnética
Nuclear (CENAUREM), operando na frequéncia do hidrogénio a 500,13 MHz e
a frequéncia do carbono a 125,75 MHz.

Os solventes utilizados nas dissolu¢gdes das amostras para obtencéo dos
espectros foram a acetona [(CD3).CO)], cloroférmio [CDCls] e agua (D20)
deuterados, comercializadas pela Merck e Aldrich.

Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em parte por milh&o
(ppm) e referenciados, no caso dos espectros de hidrogénio, pelos picos dos
hidrogénios pertencentes as moléculas residuais do solventes deuterados
utilizados: acetona (6 2,04 ppm) cloroférmio (dn 7,26 ppm) e agua (o4 4,83)
ppm. Nos espectros de carbono o0s deslocamentos quimicos foram
referenciados pelos picos centrais dos carbonos dos solventes deuterados:

acetona (6¢ 30,0 e 206,7 ppm) e cloroférmio (6¢c 77,2 ppm).

Espectrometria de massa

Os espectros de massa de baixa resolucdo foram registrados num
espectrometro Shimadzu, modelo QP 5000/DI-50, através de impacto
eletrénico a 70 eV, pertencente a Central Analitica do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

Os espectros de massa de alta resolucdo foram obtidos em
espectrometro Shimadzu, modelo LCMS-IT-TOF, equipado com fonte de

ionizacao por eletronspray.
7.3- Métodos fisicos

7.3.1- Determinacao de ponto de fusao (PF)
Os pontos de fusdo foram determinados em equipamentos de micro
determinacdo METTLER provido de placa aquecedora FP-52 e unidade de

controle FP-5.
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7.3.2- Rotagao Especifica
A determinagéo da rotacdo oOtica foi realizada em espectrometro digital
341 da Perkin Elmer instalado na central analitica do DQOI da UFC.

7.4- Estudo dos constituintes volateis de C. biflora

7.4.1- Obtencéo do 6leo essencial das folhas C. biflora

A extracdo de 6leo essencial das folhas de C. biflora foi realizada pelo
método de hidrodestilacéo, utilizando doseador tipo Cleavenger.

654,0 g das folhas frescas de C. biflora foram acondicionadas em baléao
de 5,0 L, juntamente com 1,5 L de agua destilada. O material foi mantido em
ebulicdo por 2 h. Decorrido este periodo, a mistura agua/éleo presente no
doseador foi particionada com diclorometano em funil de separacdo. A fase
organica foi tratada com sulfato de sédio anidro e concentrada sob presséo
reduzida, obtendo-se 387,0 mg (0,059 % de rendimento) de um Oleo de
coloracdo amarelada. A fase aquosa (hidrolato) foi reservada para posterior
analise de atividade larvicida.

O dleo essencial obtido das folhas de C. biflora foi analisado por CG-EM.
A identificacdo dos constituintes volateis do 6leo essencial foi efetuada atravées
de pesquisa em espectroteca e comparacdo com os dados da literatura
[ADAMS, 2007]. Os resultados da identificacdo destes constituintes encontram-
se na tabela 3 (pag. 17). O fluxograma 1 (pag. 78) mostra as etapas de

extracdo do Oleo essencial.
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Fluxograma 1- Método de extracdo do Oleo essencial das folhas de C. biflora

Folhas (654 g)

Extracdo por
Hidrodestilagéo

Oleo/Agua

1. CH.Cl,
2. Separagdo

Fase aquosa
Hidrolato

Fase organica

Fase aquosa

1. Na,SO,
2. Filtracdo
3. Evaporacado

Oleo essencial
(387 mq) :>

Identificacdo dos constituintes

U

Determinacéo de atividade Larvicida

1. Andlise por CG-EM
2. Determinacéo de atividade Larvicida
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7.5- Estudo dos constituintes fixos de C. biflora

7.5.1- Obtencéo do Extrato Eter de Petroleo das Raizes (EEPR)

As raizes secas e moidas (700 g) foram extraidas com éter de petréleo a
temperatura ambiente e com auséncia de luminosidade, durante trés dias.
Concentracdo do solvente a pressao reduzida forneceu 1,67 g de um material
de cor vermelho intenso com um rendimento de 0,24%, que foi denominado
EEPR.

7.5.2- Fracionamento cromatografico de EEPR - Isolamento de CBR-1

1 g de EEPR foi cromatografado (Tab. 15) em uma coluna (CC) de gel
de silica, cujo diametro variou com a quantidade de material usado. A coluna
apos empacotada com 20 g de gel de silica foi eluida com solventes: hexano,
AcOEt e MeOH. Foram coletadas 14 fragcbes com volume médio de 200 mL,
gue foram analisadas em CCD e reunidas de acordo com suas similaridades.
As fracdes 8-10 apresentaram-se homogéneas em CCD e foram reunidas,
obtendo-se assim a substancia denominada CBR-1 (58 mg). As fracdes 2 a 5
mostraram-se idénticas em CCD, e foram reunidas para posterior

fracionamento cromatografico.

Tabela 15- Dados referentes ao fracionamento de EEPR.

ELUENTE FRACOES

Hex F1
Hex /AcOEt 2% F1
Hex /AcOEt 5% F 2-3
Hex /AcOEt 10% F 4-5

Hex /AcOEt 20% F 5-10
Hex /AcOEt 40% F 11
Hex /AcOEt 50% F 12
AcOEt F 13
MeOH F 14
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7.5.3- Fracionamento cromatografico de F 2-5
A fragdo 2-5 (600 mg) foi adsorvida em gel de silica e acondicionada em
uma coluna, cujo diametro variou com a quantidade de material usado,
previamente empacotada com gel de silica. Utilizou-se para a eluicdo o0s
solventes hexano, AcOEt e MeOH. Foram coletadas 72 fracdes, de
aproximadamente 10 mL que foram analisadas em CCD e reunidas de acordo
com suas similaridades. As fragdes 10 a 33 mostraram-se idénticas em CCD, e

foram reunidas para posterior fracionamento cromatografico.

7.5.4- Fracionamento cromatografico de F 2-5 (10-33) - Isolamento de
CBR-2

180 mg da fracdo 2-5 (10-33) foi adsorvida em gel de silica e
acondicionada em uma coluna, cujo diametro variou com a quantidade de
material usado, previamente empacotada com gel de silica. Utilizou-se para a
eluicdo os solventes hexano, CHCIl,, AcCOEt e MeOH. Foram coletadas 50
fragcOes, de aproximadamente 10 mL que foram analisadas por CCD e reunidas
de acordo com suas, similaridades (Tab. 16, pag. 81). As fracbes 7 a 9
mostraram-se idénticas em CCD, e foram reunidas levando ao isolamento de
CBR-2 (21 mg).
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Tabela 16- Dados referentes ao fracionamento cromatografico de F 2-5(10-33).

ELUENTE FRACOES
Hex /CH2Cl, 20% 1
Hex /CH2Cl, 30% 2-4
Hex /CH2Cl, 35% 5-6
Hex /CH2Cl, 40% 7-10
Hex /CH,Cl, 50% 11-15
Hex /CH,Cl, 70% 16-21

CHxCl> 22-24
CHCl, /AcOEt 20% 25-31
CH.Cl, /AcOEt 40% 32-35
CH,Cl, /AcOEt 60% 35-37

AcOEt 38-40

MeOH 41-50
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Fluxograma 2- Rota esquemética do isolamento das substancias CBR-1 e

CBR-2, obtida a partir de EEPR.

Raizes
700 g

Eter de petroleo

Extrato etéreo EEPR(1 Q)

1. Hexano
2. AcOEt
2 MeOH

Coluna cromatografica

Fracédo 8-10

600

Fracéo 2-5

mg

CCD

CBR-1
58 mg

Coluna cromatogréfica
1. Hexano

2. CHCI,

2. AcOEt

3. MeOH

180

F 2-5 (10-33)

mg

21

CBR-2

mg




Capitulo 7 | 83
PARTE EXPERIMENTAL
7.5.5- Fracionamento do extrato etandlico do caule (EEC) - Isolamento de
CBC-1
60 g de EEC, foi cromatografado em uma coluna (CC) filtrante a vacuo
de gel de silica, usando-se como eluentes os solventes: hexano, AcOEt e
MeOH, obtendo-se assim as fra¢cées denominados, FHC (3,59 ), FAC(8,0g) e
FMC (46,7 g ). Na fragcdo FMC observou-se a presenca de um precipitado que
foi filtrado a vacuo e lavado com metanol, fornecendo o composto CBC-1, (410

mg).

7.5.6- Fracionamento cromatografico de FAC

50 g da fracdo FAC, obtida do fracionamento de EEC, foi
cromatografado em uma coluna (CC) filtrante a vacuo de gel de silica, usando-
se como eluentes os solventes: hexano, AcCOEt e MeOH, obtendo-se cinco
fracOes (Tabela 17).

Tabela 17- Dados referentes ao fracionamento de FAC.

ELUENTE FRAC@ES MASSA
Hex FAC-H 734,3 mg
Hex /AcOEt 50% FAC-HA 2,579
AcOEt FAC-A 810 mg
AcOEt /MeOH 50% FAC-AM 512 mg
MeOH FAC-M 208 mg

7.5.7- Fracionamento cromatografico de FAC-A

A fracdo FAC-A (810 mg) foi solubilizada em MeOH e submetida a uma
coluna cromatografica, utilizando Sephadex LH 20 como fase estacionaria e
MeOH como eluente. Foram obtidas 25 fracdes de aproximadamente 1 mL,
gue foram analisadas em CCD e reunidas de acordo com o grau de
similaridade. As fracbes 17 a 20 mostraram-se idénticas em CCD, e foram

reunidas para posterior fracionamento cromatografico.
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7.5.8- Fracionamento cromatografico de FAC-A 17-20 — Isolamento de
CBC-2
A fracdo FAC-A 17-20 (360 mg) foi adsorvida em gel de silica e
acondicionada em uma coluna cujo diametro variou com a quantidade de
material usado, previamente empacotada 14 g de gel de silica. Utilizou-se
para a eluicdo os solventes CH,Cl,, AcCOEt e MeOH. Foram coletadas 125
fracOes, de aproximadamente 10 mL que foram analisadas em CCD e reunidas
de acordo com suas similaridades. As fracbes 36-43 mostraram-se idénticas

em CCD e resultaram no isolamento de CBC-2 (Tabela 18).

Tabela 18- Dados referentes ao fracionamento de FAC-A 17-20.

ELUENTE FRACOES
AcOEt /CH,Cl, 80% F1-3
ACOEt /CH,Cl, 70% F 4-17
ACOEt /CH,Cl, 60% F 13-25
ACOEt /CH,Cl, 50% F 26-36
ACOEt /CH,Cl, 30% F 37-47
ACOEt /CH,Cl, 20% F 48-63

AcOEt F 64-69
AcOEt /MeOH 10% F 70-91
AcOEt /MeOH 20% F 92-103
AcOEt /MeOH 30% F 104-115
AcOEt /MeOH 50% F116-121

MeOH F 122-125

7.5.9- Reacéo de acetilacdo de CBC-2
Uma fracdo contendo CBC-2 impuro (80 mg) foi dissolvida em 1 mL de

piridina e 2 mL de anidrido acético e adicionado uma pequena quantidade de
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DMAP. A mistura reacional foi mantida sob agitacado por 24 horas. Decorrido 0
tempo, foi adicionada & mistura reacional solucéo saturada de sulfato de cobre
(10 mL) e separada, a fase organica da fase aquosa, em funil de separagao. A
fase orgéanica foi lavada varias vezes com agua e em seguida tratada com
Na,SO, anidro e evaporado sob presséo reduzida. O derivado reacional (61
mg) foi submetido a coluna cromatografica, fornecendo dois produtos
acetilados CBC-2Acl (28 mg) e CBC-2Ac2 (19,6 mg).

7.6- Avaliacdo da atividade larvicida (contra o Aedes aegypti) do 6leo

essencial e hidrolato de C. biflora

As amostras, em diferentes quantidades, foram dissolvidas em 0,3 mL
de dimetilsulfoxido (DMSO) e transferidas para um béquer de 50 mL.
Posteriormente, foram adicionadas 50 larvas, no terceiro estagio de vida,
juntamente com 19,7 mL de agua [GADELHA; TODA, 1985] Paralelamente,
foram feitos testes em branco, utlizando-se agua e DMSO a 1,5 %. Apos 24
horas, foi realizada a contagem das larvas exterminadas e calculada a CLsg
[OLIVEIRA et al., 2002].
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Fluxograma 3- Rota esquemética do isolamento das substéncias CBC-1 e

CBC-2, e obtencéo dos derivados reacionais.

Extrato etandlico do caule
EEC (60 g)

1. Hexano
2. AcOEt
3. MeOH

Coluna cromatografica

Fracdo hexanica (FHC) Fracdo AcOEt (FAC) Fracdo MeOH (FMC)
3,529 80g¢g 46,79
FAC(5g)
1. Hexano
2. AcOEt
3. MeOH Precipitado Fase solavel
FAC-H FAC-HA FAC-A FAC-AM FAC-M
(734 mg) (2,57 mg) (810 mg) (512 mg) (208 mg) CBC-1
410,0 mg
Sephadex
FAC-A 17-20
(360 mg)

1. Hexano

2. AcOEt

3. MeOH

CBC-2 CBC-2 impuro
30,0 mg 80,0 mg
Acetilacdo Ac,O/ Pr
CcC
CBC-2Ac1 CBC-2Ac?2
28,3 mg 19,6 mg




Capitulo 8

CONCLUSAO




Capitulo 8 | 87
CONCLUSAO

8- CONCLUSAO

O Estudo do Oleo essencial das folhas de C. biflora (0,059% de
rendimento) possibilitou a identificacdo de 7 constituintes, no qual foi possivel
observar a presenca majoritaria de sesquiterpenos, dentre os quais o0 B-
Cariofileno (30,6%) e o Germacreno-D (46,83%), que apresentaram-se em
maior propogéo, correspondendo a 77,43% da composicao total do 6leo.

O estudo fitoquimico do extrato éter de petrdleo das raizes de C. biflora
resultou no isolamento e caracterizacdo da naftoquinona, 6,9-dimetil-3-(4-metil-
pent-3-enil)nafto[1,8-bc]-piran-7,8-diona (biflorina) e do sesquiterpeno, (1R, 5S,
8R) 3-(furan-3™-il)-5,8-dimetil-1-oxaspiro[4.5]non-2-en-9-ona (caprariolideo B). O
estudo do extrato etandlico do caule possibilitou o isolamento e identificacdo do
acucar D-manitol e do iriddéide, (1R,5S,6S,7R,8S,9S)-7-cloro-8-(hidroxi-
metil)octa-hidrociclopentalc]piran-1,10-oxira-5,6,8-triol (miopoclorin), inédito na
espécie C. biflora.

Para confirmacdo da estrutura do iridéide foi realizada uma reacao de
acetilacdo, obtendo-se um composto triacetilado e um diacetilado, que
apresentaram rendimento de 35,4% e 24,5%, respectivamente.

Os testes de atividade larvicida contra o Aedes Aegypti, para o Oleo
essencial apresentou atividade moderada com CL5,=73,39, sendo considerado
apto para tal finalidade.

Os resultados apresentados neste trabalho permitram mostrar a
importancia do estudo fitoquimico na busca de novas substancias que possam
constituir novos farmacos, e motivam a continuacdo do estudo fitoquimico
desta espécie na busca de novos compostos com atividade farmacoldgica,
visto que os compostos isolados apresentam grande variedade de atividades

biologicas.
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9- CONSTANTES FISICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS

CBR-1

Aspecto: cristais agulha vermelho-escuro

P.F.: 154-158 °C

Solubilidade: cloroférmio.

F. M.: C20H2003

M.M. (g/mol): 308

Espectrometria na regisio do IV (KBr, cm™): 1684; 2921; 1592 e 1438; 1236;
1023.

Espectrometria de RMN H (Tab. 5, pag. 23).

Espectrometria de RMN *C (Tab. 5, pag. 23).

6,9-dimetil-3-(4-metil-pent-3-enil)nafto[1,8-bc]-piran-7,8-diona (biflorina)
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CBR-2

Aspecto: viscoso amarelo escuro

Rotacdo especifica: [a]p?° -31° (c 0,001; CHCls)

Solubilidade: cloroférmio.

F. M.: C15H1503

M.M. (g/mol): 246

Espectrometria na regiao do IV (KBr, cm'l): 2922; 1760; 1454; 1214; 763.
Espectrometria de RMN *H (Tab. 7, pag. 29).

Espectrometria de RMN *C (Tab. 7, pag. 29).

(1R, 5S, 8R) 3-(furan-3™il)-5,8-dimetil-1-oxaspiro[4.5]non-2-en-9-ona
(caprariolideo B)
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CBC-1

Aspecto: solido amorfo

P.F.: 160-162 °C

Solubilidade: agua e piridina

F. M.: CeH1405

M.M. (g/mol): 182

Espectrometria na regido do IV (KBr, cm™): 3293; 2939; 1083; 1020.
Espectrometria de RMN *H (Tab. 9, pag. 37).

Espectrometria de RMN *C (Tab. 9, pag. 37).

1'CH,OH
”
HO H
3
HO————H
3
H—————OH
2
H————OH
1 CH,0OH

D-manitol
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CBC-2

Aspecto: viscoso marrom

Rotacdo especifica: [a]p®° +38° (c 0,0006; (CH3)>CO).

Solubilidade: acetona

F. M.: CgH1305CI

M.M. (g/mol): 271

Espectrometria na regido do IV (KBr, cm™): 3411; 2929; 1242; 1149; 1033.
Espectrometria de RMN tH (Tab. 11, pag. 43).

Espectrometria de RMN °C (Tab. 11, pag. 43).

(1R,5S,6S,7R,8S,9S)-7-cloro-8-(hidroxi-metil)octa-hidrociclopenta[c]piran-1,10-

oxira-5,6,8-triol (miopoclorin)
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CBC-2Ac1

Aspecto: cristais de cor résea

Rotacdo especifica: [a]p?° +90,6° (c 0,00075; CHCl5)

P.F.: 167,3-168,4°C

Solubilidade: cloroférmio

F. M.: C15H19CIOg

M.M. (g/mol): 362

Espectrometria na regido do IV (KBr, cm™): 3440; 3000; 1737; 1371; 1203;
1056.

Espectrometria de RMN *H (Tab 14, pag. 61).

Espectrometria de RMN *C (Tab 14, pag. 61).

Derivado triacetilado
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CBC-2Ac2

Aspecto: viscoso amarelo

Rotacdo especifica: [a]p?° +91° (c 0,00055; CHCls).

Solubilidade: cloroférmio

F. M.: Cy3H;17CIO7

M.M. (g/mol): 320

Espectrometria na regido do IV (KBr, cm™): 3465; 2931; 1750; 1379; 1230;
1046.

Espectrometria de RMN *H (Tab 14, pag. 61).

Espectrometria de RMN *C (Tab 14, pag. 61).

Derivado diacetilado
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