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RESUMO

Cnidoscolus phyllacanthus (Euphorbiaceae), popularmente conhecida como “favela”, € uma
planta encontrada na caatinga. E utilizada como alimentos para animais, entretanto pode
causar intoxicacdo ap6s a ingestdo da planta fresca. Este trabalho descreve o estudo
fitoquimico da espécie Cnidoscolus phyllacanthus, visando o isolamento e identificacdo de
substancias com atividade citotoxica e antioxidante. O estudo fitoquimico realizado com o
extrato hexanico e etanolico da casca do caule da espécie levou ao isolamento e a
caracterizagcdo de quatro constituintes e duas misturas: A mistura de esteroides sitosterol e
estigmasterol, o triterpeno lupeol, o éster de triterpeno nonanoato de lupeol, uma mistura de
triterpenos, identificadas como cinamato de lupeol com diidrocinamato de lupeol, alem de
dois compostos triciclico benzociclo-hepteno, os bis-nor-diterpenos deoxofavelina e favelina
metil éter. A determinacéo estrutural das substancias isoladas foi realizada através de técnicas
espectroscopicas como: infravermelho (1V), espectrometria de massas (EM) e ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13 (RMN C), incluindo as
técnicas bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC) e comparacdo com dados registrados na
literatura. Analisou-se ainda o 6leo fixo da casca do caule e sua atividade antioxidante,
usando o método do sequestro de radicais, que foi realizada com os extratos e fracoes
observando-se pequena ou nenhuma atividade. Os compostos foram testados ainda quanto a
sua atividade citotoxica sobre as linhagens celulares HL60 (leucemia promielocitica humana),
NCI-H292 (carcinoma de pulmé&o humano) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano).
Deoxofavelina foi 0 composto mais ativo entre todos os compostos testados, com valores de

Cls variando de 2,7 a 8,9 ug/mL.

Palavras-chave: Euphorbiaceae. Cnidoscolus phyllacanthus. Atividade Citotdxica.

Triterpeno. Bis-nor-diterpeno.



ABSTRACT

Cnidoscolus phyllacanthus (Euphorbiaceae), popularly known as favela, is usually a common
thorny plant in the savanna. It is used as food for animals and can cause poisoning after eating
the fresh plant. This paper describes the phytochemical study species belonging to the family
Euphorbiaceae, seeking the isolation and structural elucidation of organic compounds.
Chemical studies conducted with the hexane and ethanolic extract from the stem bark of the
species allowed the isolation and characterization of four components: the misture of steroid
sitosterol and stigmasterol, the triterpene Lupeol, ester triterpene lupeol nonanoate, a mixture
of triterpenes which were identified as lupeol cinnamate with lupeol dihydrocinamate and two
benzocycloheptene tricyclic compounds, the bis-nor-diterpenes deoxofaveline and methyl-
éterfaveline. The structural assignment of the compounds was performed by spectroscopic
techniques such as infrared (IR), mass spectrometry (MS) and hydrogen nuclear magnetic
resonance (*H NMR) and carbon -13 (**C- NMR) techniques including two dimensional
(COSY, HSQC and HMBC and comparison with data reported in the literature. It also
analyzes the compositions of fixed oil from the stem bark. Extracts and fractions were tested
for scavening radical using DPPH (1,1-diphenyl-2-picril-hydrazil) method and showed weak
or no activity. The compounds were tested for their cytotoxic activity against the cell lines
HL60 (humab pro-myelocytic leukemia), NCI-H292 (human lung carcinoma) and MCF-7
(human breast adenocarcinoma). Dexofaveline compound was the most active among all, with

ICs values ranging from 2.7 to 8.9 ug/mL.

Keywords: Euphorbiaceae. Cnidoscolus phyllacanthus. Cytotoxic activity. Triterpeno. Bis-

nor-diterpenes.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo fontes inesgotaveis de substancias potencialmente ativas
apresentando diferentes propriedades biolégicas (HAMBURGUER; HOSTETTMANN,
1991). Uma das praticas mais antigas no tratamento e na cura das enfermidades é sem davida
nenhuma, 0 uso dos produtos naturais, especialmente, os de origem vegetal. Nesse contexto,
as plantas foram um dos primeiros recursos terapéuticos utilizados pela humanidade
(TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).

Levando em consideracdo a biodiversidade vegetal que existe no planeta (cerca de
250.000 especies) e que somente cerca de 5 a 15% foi investigada do ponto de vista
fitoquimico e/ou farmacoldgico, as pesquisas com plantas superiores apresentam-se como
uma fonte extremamente promissora para a descoberta de novas substancias que possam ser
utilizadas no tratamento de varias doengas (ROJAS et al., 2003).

Cnidoscolus phyllacanthus (Euphorbiaceae), conhecida popularmentecomo “favela ou
faveleira”, € uma planta normalmente espinhosa comum na caatinga. A intoxicagdo
espontanea por esta planta é relatada por fazendeiros quando animais tém acesso a plantas ou
ramos recentemente cortados. Diferentes partes da planta moidas e secas, diluidas em &agua,
sdo utilizadas por cacadores para matar passaros. (OLIVEIRA et al., 2008).

Seus espinhos causam dor intensa e feridas que cicatrizam com dificuldade. Suas
folhas secas e cascas sdo usadas como forragem para 0s burros e porcos e as sementes, como
racao para frango durante periodos de falta de chuva (LEMOS et al., 1991).

A faveleira possui sementes que produzem 06leo comestivel e farinha, rica em minerais
e proteinas. E uma das forrageiras de fundamental importancia na regido do semiarido por
apresentar alta resisténcia as adversidades do ambiente e constituir importante fonte alimentar
para a fauna, sendo utilizada como alternativa na suplementacdo alimentar para caprinos e
ovinos (SOUZA; BATISTA; OLIVEIRA, 2012).

A faveleira se destaca no meio das outras plantas da caatinga pela sua extraordinaria
resisténcia a seca. Além da queda das folhas, diminui¢do da superficie foliar, protecdo dos
estdmatos com pélos contra o0 excesso de evaporagédo e abundancia de suber, ha, ainda, outro
meio mais eficaz da faveleira conviver com a seca: € o armazenamento de reserva alimenticia,
no caule e nas raizes, para a sua sobrevivéncia no periodo seco, permitindo o aparecimento de
novas folhas, flores e frutos (CANDIDO, 2011).
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Até o momento, as descri¢des boténicas inerentes a faveleira tém constatado a
existéncia de uma Unica variedade, dotada de espinhos. No entanto, alguns estudos ja relatam
a existéncia de uma “mutante”, que ¢ a faveleira sem espinho. A ocorréncia dessa variedade
foi registrada pela primeira vez no municipio de Independéncia, no Ceara (CANDIDO, 2011).

Estudos quimicos realizados anteriormente com esta espécie relatam a presenca de
varios tipos de substancias, destacando-se os terpenoides (LEMOS et al., 1991) Tetraciclico
propano, triciclico benzocicloheptenos (LORENZI; MATOS, 2002, dentre eles um bis-nor-
diterpeno, filacantona. 3-p-O-cinamoil-lupeol e 3-B-O-dihidrocinamoil-lupeol (LEMOS et al.,
1991).

Estimativas da Organizacdo Mundial de Saude demonstram que anualmente surgem
mais de 10 milhdes de novos casos de cancer com cerca de 8 milhdes de mortes, tornando-se,
em paises desenvolvidos, a segunda causa de morte, sendo superada apenas pelas doengas
cardiovasculares (SIT10, 2014). Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes
da Silva (2014), no Brasil, a estimativa para 0 ano de 2014 aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer.

A partir do exposto, o presente trabalho relata uma reinvestigacéo desta espécie e o
isolamento e a determinacdo estrutural dos metabdlicos secundarios do extrato hexanico e
etanolico da casca do caule de Cnidoscolus phyllacanthus. Analisa ainda a obtengédo dos 6leos
fixos da casca do caule e a capacidade antioxidante dos extratos da casca do caule da
Cnidoscolus phyllacanthus frente ao radical DPPH e verifica a citotoxicidade in vitro de
substancias puras em 3 linhagens de células tumorais. Essa analise faz parte de um screening
inicial para determinacdo do potencial antitumoral destas amostras.

A prospeccdo quimica realizada com os extratos da casca do caule da espécie
possibilitou o isolamento e a caracterizacdo de quatro constituintes e duas misturas: a mistura
de esteroides sitosterol e estigmasterol, o triterpeno lupeol, o éster de triterpeno nonanoato de
lupeol, uma mistura de triterpenos, as quais foram identificadas como cinamato de lupeol e
diidrocinamato de lupeol e dois compostos triciclico benzociclohepteno, os bis-nor-diterpenos
deoxofavelina e favelina metil éter.

No isolamento das substancias foram utilizados métodos cromatogréaficos tradicionais,
como cromatografia gravitacional sobre gel de silica.

A determinacdo estrutural das substancias foi realizada através do uso de técnicas

espectrométricas como: infravermelho (1V), espectrometria de massas (EM) e ressonancia
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magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13 (RMN *3C), incluindo as
técnicas bidimensionais como COSY, HSQC e HMBC.

Este trabalho é apresentado em seis capitulos seguido das referéncias. Os capitulos
estdo dispostos da seguinte forma: Capitulo 1 — Introducdo; Capitulo 2 - ConsideracGes
Boténicas; Capitulo 3 — Levantamento Bibliografico; Capitulo 4 - Resultados e discusséo;
Capitulo 5 — Parte Experimental e Capitulo 6 — Conclusbes. Todas as referéncias
bibliograficas utilizadas estdo dispostas no final do trabalho e foram citadas conforme as

normas da UFC.
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 Consideracdes sobre a familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 307 géneros e 6.900 espécies distribuidas
principalmente nos tropicos e subtropicos. Sdo plantas de habito bastante variado, desde
ervas, subarbustos, arvores, até trepadeiras, algumas vezes suculentas, com folhas inteiras ou
partidas, em geral com estipulas, latescentes ou ndao (OLIVERIA; GIMENEZ; GODOY,;
2007).

No Brasil, ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies difundidas em todos os tipos de
vegetacdo (CONEGERO et al., 2003).

Dentre os géneros brasileiros mais importantes estdo o amazénico Hevea Aubl., e 0s mais
amplamentes distribuidos sdo Croton L., Acalypha L., Cnidoscolus Pohl., Dalechampia L.,
Jatropha L., e Manihot Mill (CARUZO, 2010).

Segundo SATIRO; ROQUE (2008) a familia Euphorbiaceae é descrita como:

“Arvores, arbustos, subarbustos, ervas, trepadeiras ou lianas, latescentes ou néo,
monoicas ou dioicas, com varios tipos de estruturas secretoras e tricomas tectores.
Folhas alternas, raro opostas ou verticiladas, simples, raro compostas, inteiras a
serreadas; estipulas presentes ou ndo. Inflorescéncias racemosas ou cimosas, as vezes
altamente modificadas, formando pseudantos, terminais ou axilares. Flores diclinas,
actinomorfas, aclamideas, monoclamideas ou diclamideas, pétalas e sépalas unidas ou
livres; disco nectarifero frequentemente presente, segmentado ou inteiro. Androceu
com 1 a muitos estames, livres ou unidos de diversas formas; anteras bitecas, rimosas,
filetes curtos ou longos, livres ou variadamente concrescidos; pistilodio as vezes
presente nas flores masculinas. Gineceu sincarpico, geralmente 3-carpelar, 3-locular,
1-2 évulos por I6culo; ovario stpero, placentagdo axilar; estiletes geralmente 3, livres
ou variadamente concrescidos. Fruto capsula tricoca, raramente drupa, baga ou

samara. Sementes com endosperma, carunculadas ou néo.”

2.2 Consideracdes sobre o género Cnidoscolus

O género Cnidoscolus inclui cerca de 50-75 espécies exclusivas da América Tropical,
dentre as quais 18 sdo encontradas no Brasil. A Regido Nordeste é considerada um dos
centros de diversidade do género, com 11 espécies (SATIRO; ROQUE, 2008).

Uma das caracteristicas identificadas no género Cnidoscolus é a presenga de tricomas

urticantes em quase toda as suas partes vegetativas e florais, os quais, quando tocados,
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provocam fortes dores localizadas, urticarias e até, em raros casos, desmaios (ARAUJO;
LEAL; QUIRINO, 2012).
Segundo MELO; SALES (2008) género Cnidoscolus Pohl é descrito como:

“Arvores, arbustos, subarbustos ou mais raramente ervas, monoicos, latescentes e
com tricomas urticantes. Estipulas usualmente presentes. Peciolo frequentemente
longo, com ou sem glandulas. Folhas alternas, palmatilobadas, pinatilobadas ou
inteiras, raramente palmatifidas e palmatinérvias. Inflorescéncia terminal (as vezes,
pseudo-axilar), dicasial. Flores monoclamideas, unissexuais, as estaminadas nas
ramificacdes distais e eixos terminais da inflorescéncia, tubulosas; as pistiladas nas
terminacBes proximais, com segmentos do perianto livres ou parcialmente unidos.
Estames 4-30, livres ou unidos em 2-6 verticilos heterodinamos, com diferentes graus
de unido, muitas vezes formando uma coluna conspicua; estaminddios 0-5, filiformes;
grdos de polen esferoidais ou oblato-esferoidais, pantoporados ou 3-zonocolpados,
com exina de padrdo croton. Ovério 3(-5) carpelar, 6vulos 1 por léculo, estiletes
bifidos ou multifidos, livres ou parcialmente unidos. Fruto capsula loculicida e
septicida, raramente drupaceo. Sementes carunculadas, raramente ndo carunculadas,

com endosperma conspicuo; embrido estreito, cotilédone largo e maior que a radicula”

2.3 Considerac0es sobre a espécie Cnidoscolus phyllacanthus

A faveleira [Cnidoscolus phyllacanthus (Muell. Arg.) Pax et K. Hoffman], pertencente
a familia das Euforbiaceas, é uma arvore tipicamente xerofila, podendo atingir até 4,0 m de
altura, irregularmente esgalhada, lactescente; floresce durante um longo periodo do ano; suas
folhas séo longas, grossas, lanceoladas, recortadas, com pequenos aculeos no limbo, dotada
ou ndo de espinhos urticantes (SOUZA, BATISTA, OLIVEIRA, 2012).Com nome popular de
favela, é uma planta normalmente espinhosa comum na caatinga (OLIVEIRA et al, 2008).
Devido a presenca de espinhos urticantes em suas folhas e ao seu potencial toxico por conta
da presenca do acido cianidrico (HCN), a espécie deve ser manuseada de forma cuidadosa e
manejada de modo a eliminar sua toxicidade antes de ser fornecida aos animais (SOUZA,
BATISTA, OLIVEIRA, 2012).

Suas folhas secas e cascas sdo usadas como forragem para 0s burros e porcos e as
sementes, como racdo para frango durante os periodos de falta de chuva (LEMOS et al.,
1991).

A espeécie apresenta potencial para exploragdo comercial, principalmente como planta

forrageira. Tentativas de torna-la uma planta cultivada em maior escala estdo sendo



20

implementadas, sendo desejavel a auséncia de espinhos nas folhas (BATISTA et al., 2007). A

Figura 1 apresenta foto da espécie Cnidoscolus phyllacanthus.

Figura 1 - Fotografia de um espécime Cnidoscolus phyllacanthus.

Fonte: <http://www.cnip.org.br/banco_img/Faveleiro/cnidoscolusphyllacanthusmllargpaxkhoffm3.html


http://www.cnip.org.br/banco_img/Faveleiro/cnidoscolusphyllacanthusmllargpaxkhoffm3.html
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

A faveleira, espécie endémica do Brasil, faz parte do ecossistema da caatinga. Sua
estrutura vegetal se constitui de diversos compostos quimicos. Estudos anteriores (Tabela 1 e
2) realizados com esta espécie relatam a presenca de varios tipos de substancias, destacando-
se os terpenoides, bis-nor-diterpeno, (nor = afixo usado para denotar a eliminagdo de um
carbono) derivados do triciclico benzociclohepteno favelina metil éter, favelina,
deoxofavelina (ENDO; OHTA; NOZOE, 1991a), tetraciclico ciclopropano favelanona
(ENDO; OHTA; NOZOE, 1991b), tetraciclico ciclobuteno neofavelanona (ENDO; OHTA,;
NOZOE, 1992), triciclico benzocicloheptenona favelol, isofavelol, favelona (OHTA et al.,
1994a), faveloxido (OHTA et al., 1994b), além do triterpenos com esqueleto lupano lupeol
(MELO et al., 2012), cinamato de lupeol, diiidrocinamato de lupeol (LEMOS et al., 1991).
Todos os compostos bis-nor-diterpeno foram avaliados quanto as atividades bioldgicas e
constataram que possuem atividades citotoxicas, exceto os compostos favelol, isofavelol e
favelona (ENDO; OHTA; NOZOE, 1991a). Neste estudo os compostos foram testados contra
ceélulas tumorais.

A ocorréncia de nonanoato de lupeol, cinamato de lupeol e diidrocinamato de lupeol
em C. phyllacanthus, juntamente com a presenca de cinamato de lupeol, 3-B-O-acetil-lupeol e
3-B-O-fenilpropanoil-lupeol em Cnidoscolus elasticus,(CABALLERO et al., 1984;
DOMINGUEZ et al., 1982) de cinamato de lupeol e diidrocinamato de lupeol, 3-3-O-acetil-
lupeol e 3-B-O-hexanoil-lupeol em Cnidoscolus vitifolius (BRUM et al., 1998) e de 3-B-O-
acetil-lupeol em Cnidoscolus urens (BHATTACHARYYA; BARROS, 1986) sugerem que
estes derivados acilados do lupeol podem ser usados como marcadores quimiotaxdémicos deste
género.

A espécie apresenta também como atividade biologica propriedades desinfetantes e
cicatrizantes. A cataplasma da entrecasca € o medicamento usado para cicatrizacdo de
ferimentos e contra infec¢des ovarianas e gerais, sendo o latex utilizado contra inflamag6es no
ovario e gerais, e utilizado contra as dermatoses e na cicatrizacdo de verrugas (CANDIDO,
2011).

Possui indicagdes terapéuticas para hemorroidas, problemas renais, doengas
oftalmoldgicas, sopro, lesbes, fraturas, verrugas, problemas de pele, a limpeza dos olhos,
infeccdo urinaria, inflamacdo do utero, ovario, da prostata, inflamacbes em geral
(ALBUQUERQUE et al, 2007).
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Os extratos de Cnidoscolus phyllacanthus séo eficazes contra larvas e pupas do Aedes
Aegypti (CANDIDO, 2013).

A literatura reporta algumas patentes de alguns derivados como a sintese de
benzocicloheptenos substituidos por oxigénio como valiosos produtos intermediarios para a
preparacdo de estrogénios seletivos em tecidos. A presente invengdo refere-se a produtos
intermediarios e a um nNovo processo para a preparacdo do benzociclohepteno. O processo de
acordo com a invencdo para a preparacdo desses novos produtos intermediarios parte de
materiais de partida com preco favoravel, fornece as etapas intermediarias em altos
rendimentos e alta pureza, sem etapas de purificacdo cromatogréaficas e permite a preparacéo
em grande escala técnica (SCHERING, 2004). Os novos compostos dispdem de eficacia
estrogénica seletiva no 0sso e sdo adequados para a preparacdo de medicamentos,

especialmente para a profilaxia e terapia da osteoporose (SCHERING, 2001).
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Tabela 1- Estruturas das substancias isoladas de Cnidoscolus

H,C

R,

(1) R=H

(2) R= C¢HsCH=CHCO (6) R=CH; ®)
(3) R= CsHs(CH,),CO (7) R=H

(4) R =CH;(CH,)4CO-

(5) R=AcO

(15) 22,23 diidro, R = CH; (18) R=OH,R;=R,=CH;,R;=H (22)
(16) 22,23 diidro, R=H (19) R=0H,R;=R;=CH3,R,=H
(17) A** R =CH; (20) R=AcO,R;=R;=CH3, R;=H

(21) R=AcO,R;=R;=CH;3;, R, =H
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(32) R=OH,R;=H (35) R=AcO

29) R=0Me,R;=OH,R;=H
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(43) 2,3 diidro, R=H, R; = OH, R, = Rz= COCH=CHCsH4OH
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Tabela 2- Substéncias isoladas de Cnidoscolus.
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Substancia Estrutura Referéncias
Lupeo' 1 MELO et al, 2012
YUAN et al., 2007
' BRUM et al., 1998
Cinamato de lupeol 2 CABALLERO et al., 1984
LEMOS et al, 1991
. ] BRUM et al., 1998
Diidrocinamato de lupeol 3 CABALLERO et al., 1984
LEMOS et al, 1991
Hexanoato de lupeol 4 BRUM etal., 1998
BRUM et al., 1998
CABALLERO et al., 1984
Acetato de lupeol S DELGADO et al., 1994
DOMINGUEZ et al., 1992
YUAN et al., 2007
) o, ENDO ; OHTA; NOZOE,
Favelina metil éter 6
1991a
. ENDO ; OHTA; NOZOE,
Favelina 7
19912
. ENDO ; OHTA; NOZOE,
Deoxofavelina 8
19912
ENDO ; OHTA; NOZOE,
Favelanona 9
1991b
ENDO ; OHTA; NOZOE,
Neofavelanona 10
1992
Favelol 11 OHTA et al, 19942
Isofavelol 12 OHTA et al, 1994a
Favelona 13 OHTA et al, 1994a
Faveloxido 14 OHTA et al, 1994b
DELGADO et al., 1994
Sitosterol 15 RAMIREZ-GONZALLEZ;
VILLALOBOS, 2008
Campesterol 16 BRUM et al., 1998
Estigmasterol 17 BRUM et al., 1998
. RAMIREZ-GONZALLEZ;
a-amirina 18
VILLALOBOS, 2008
. RAMIREZ-GONZALLEZ;
[-amirina 19
VILLALOBOS, 2008
. RAMIREZ-GONZALLEZ;
Acetato de a-amirina 20

VILLALOBOS, 2008
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RAMIREZ-GONZALLEZ,

Acetato de S-amirina 21
VILLALOBOS, 2008
Taraxerona 2 RAMIREZ-GONZALLEZ;
VILLALOBOS, 2008
Xochitlolona 23 DOMINGUEZ et al., 1992
Isoxochitlolona 24 DOMINGUEZ et al., 1992
Xochitloldiona 25 DOMINGUEZ et al., 1992
Acido 3-acetilaleuritocélico 26 BRUM et al., 1998
Histamina 27 CORDEIOR; ARAGAOQ;
MORHY, 1983
Escopoletina 28 YUAN et al., 2007
Isoescopoletina 29 YUAN et al., 2007
Fraxinol 30 YUAN et al., 2007
Acido 4-etoxicinamico 31 YUAN et al., 2007
Acido 4-hidroxicinamico 32 YUAN et al., 2007
Acido ferdlico 33 YUAN et al., 2007
Germanicol 34 YUAN et al., 2007
Acetato de germanicol 35 YUAN et al., 2007
Rutina 36 YUAN et al., 2007
Daucosterol 37 YUAN et al., 2007
Anisofolina 38 YUAN et al., 2007
4H-1-Benzopiran-4-one, 5-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-
7-[[6-O-[(2E)-3-(4-hidroxifenil)-1-ox0-2-propen-1-il]- 39 YUAN et al., 2007
B-D-glicopiranosil]oxi]-
Naringenina 7-O-(6"-E-p-coumaroil-B-D-
40 YUAN et al., 2007

glicopiranosideo)

4H-1-Benzopiran-4-ona, 7-[[3,6-bis-O-[(2E)-3-(4-
hidroxifenil)-1-oxo-2-propen-1-il]-B-D-glicopiranosil] 41 YUAN et al., 2007
oxi]-2,3-diidro-5-hidroxi-2

4H-1-Benzopiran-4-ona, 7-[[3,6-bis-O-[(2E)-3-(4-
hidroxyfenil)-1-oxo-2-propen-1-il]-p-D-
glicopiranosil]oxi]-2,3-diidro-3,5-dihidroxi-2-(4-
hidroxifenil)-, (2R,3R)

42 YUAN et al., 2007

4H-1-Benzopiran-4-ona, 7-[[4,6-bis-O-[(2E)-3-(4- 43 YUAN et al., 2007
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hidroxifenil)-1-oxo-2-propenil]-p-D-glicopiranosil]
oxi]-5-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)

4H-1-Benzopiran-4-ona, 2,3-diidro-3,5-diidroxi-2-(4-

hidroxifenil)-7-[[4-O-[(2E)-3-(4-hidroxifenil)-1-oxo- 44 YUAN et al., 2007
2-propen-1-il]-p-D-glucopiranosil]oxi]-, (2R,3R)-

Quercetina 3-neohesperidosideo 45 YUAN et al., 2007
Canferol 3-neohesperidosideo 46 YUAN et al., 2007
Quercetina-3-O-(2-ramnosil) rutinosideo 47 YUAN et al., 2007
4H-1-Benzopiran-4-ona,  2,3-diiidro-5-hidroxi-2-(4-
hidroxifenil)-7-[[4-O-[(2Z)-3-(4-hidroxifenil)-1-oxo- 48 YUAN et al., 2007
2-propen-1-il]-p-D-glicopiranosil]oxi]-, (2S)-

Canferol 49 KUTI, KONURU, 2004
Quercetina 50 KUTI, KONURU, 2004
Astragalina 51 KUTI, KONURU, 2004
Quercitrina 53 KUTI, KONURU, 2004
Afzelina 52 KUTI, KONURU, 2004
Trifolina 54 KUTI, KONURU, 2004
Canferol 3-ramnosilglicosideo 55 KUTI, KONURU, 2004
Quercetina -3-O-ramnosilglicosideo 56 KUTI, KONURU, 2004
Flavona, 3,4'5,7-tetrahidroxi-, 7-glicosideo 3-(O-

ramnosilglicosideo) (7CI) > T, RONURG, 2004
4H-1-Benzopiran-4-ona, 7-[(6-deoxi-a-L
mannopiranosil)oxi]-3-[[O-(6-deoxi-a-L- - <UTI, KONURU, 2004

mannopiranosil)-p-D-galactopiranosil]oxi]-5-hidroxi-2-
(4-hidroxifenil)- (9CI)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo estrutural dos metabdlitos secundarios isolados de Cnidoscolus
phyllacanthus

4.1.1 Determinacao estrutural de CCF-1

Na saponificacdo, onde o extrato hexanico da casca dp caule passou por um processo
de hidrolise bésica, foram geradas as fracdes saponificaveis e insaponificaveis.

O tratamento cromatogréafico da fracdo insaponificavel (208,5 g), obtidos no processo
de saponificacdo do extrato hexanico da casca do caule de Cnidoscolus phyllacanthus
forneceu 160,8 mg de um solido branco amorfo, solivel em diclorometano, com ponto de
fuséo na faixa de 210-212 °C, que foi denominado CCF-1 (Fig. 3, p. 28).

No espectro de absorgdo na regido do infravermelho (Fig. 4, p. 30), utilizando-se KBr,
vmax M}, observou-se a presenca de absorco caracteristica de hidroxila em 3393 cm™; 1038
cm™ de C-O; 1640 cm™ de C=C.

O espectro de RMN **C-BB [125MHz, CDCl5] (Fig. 6, p. 31) mostrou 30 atomos de
carbono, sendo o sinal ¢ 79,2 referente a um carbono carbindlico e dois sinais em d¢ 151,1 e
dc 109,5 referentes a carbonos olefinicos. Apds analise comparativa entre os espectros de
RMN *3C-BB e DEPT 135° (Fig. 7, p. 31), verificou-se a presenca de seis carbonos metinicos
(CH), onze carbonos metilénicos (CHy), sete carbonos metilicos (CHs) e seis carbonos nao
hidrogenados (C).

O espectro de RMN *H (Fig. 5, p. 30) revelou sete sinais de hidrogénios metilicos em
oy 1,68, oy 1,03, 8y 0,96, o4 0,94, 64 0,83, oy 0,79, 64 0,76, ainda observa-se um duplo
dubleto em &y 3,20 (dd, J = 4,8 Hz e J = 11,25 Hz) referente ao hidrogénio carbindlico,
apresentou também sinal em 6y 4,69 (sl) e 6y 4,57 (sl) atribuidos aos dois hidrogénios da
dupla terminal ¢ sinal em &y 2,37 (M, J = 5,6 Hz) de hidrogénio ligado a carbono alilico.

Com base nos dados obtidos e comparacdo com dados espectrais registrados na
literatura (ALBUQUERQUE et al., 2007) (Tabela 3, p. 29), concluiu-se que a substancia
CCEF-1 trata-se de um triterpeno conhecido como lupeol (Lup-20(29)-en-3-ol ou 3B-Hidroxilup-

20(29)- eno) (Figura 3), ja isolado anteriormente da espécie Cnidoscolus phyllacanthus.
Figura 3 — Estrutura de CCF-1




Tabela 3- Deslocamentos quimicos (5) de RMN *3C e *H (CDCls) de CCF-1
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CCF-1 Literatura*
C 3¢ On dc On
4 39,1 - 39,1 -
8 41,1 - 41,05 -
10 37,4 - 37,4 -
14 43,1 - 43,05 -
17 43.2 - 43,2 -
20 151,2 - 151,1 -
CH
3,20 (dd, J=4,8 Hz,
3 92 211,25 Hz) 92 320
5 55,5 - 55,5 -
9 50,7 - 50,7 -
13 38,3 - 38,2 -
18 48,5 - 48,5 -
19 48,2 2,37 (m, J=5,6 Hz) 48,2 2,37 (J=5,4 Hz)
CH,
1 38,9 - 38,9 -
2 27,6 - 27,6 -
6 18,5 - 18,5 -
7 34,5 - 34,4 -
11 21,2 - 21,1 -
12 25,4 - 25,3 -
15 217 : 276 -
16 358 - 3538 -
21 30,1 - 30,05 -
22 10.2 - 40,2 -
29 109,5 4,68 (s), 4,56 (S) 1095 4,69 (s), 4,57 ()
CH;,
23 28,2 1,03 (s) 28,2 1,03
24 15,6 0,83 (s) 156 0,83
25 16,3 0,76 (s) 16,3 0,76
2 16,2 0,94 (s) 16,2 0,95
27 14,8 0,96 (s) 147 0,97
28 18,2 0,79 (s) 18,2 0,79
30 19,5 1,68 (s) 19,5 1,58

*ALBUQUERQUE (2007)
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Dados espectroscopicos da substancia CCF-1

Figura 4 - Espectro na regido do infravermelho de CCF-1
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Figura 6 - Espectro de RMN **C-BB [125 MHz, CDCl5] de CCF-1
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4.1.2 Determinacao Estrutural CCF-2

O fracionamento cromatografico da fracdo hexano (EHCCFH) do extrato hexéanico da
casca do caule de Cnidoscolus phyllacanthus forneceu 98 mg de um sélido branco, soltivel em
diclorometano, com ponto de fusdo na faixa de 131-133 °C que foi denominado CCF-2
(Figura 10, p. 33).

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho (Fig. 11, p. 35) revelou bandas de
absorcoes de deformacio axial de ligagdo C-H de alifatico entre 2919 a 2850 cm™, uma banda de
absorcéo em 1734 cm™ relacionada & deformacéo axial de ligagdo C=0 de carbonila de éster,
absorcdes referentes a deformacdo axial de ligagdo C=C de olefinico em 1639 cm™, assim
como absorco de deformagéo axial de ligacdo C—O em 1009 cm™.

O espectro de RMN C-BB [125 MHz, CDCl5] (Fig. 14, p. 36) registrou um total de
39 linhas espectrais, sendo dois sinais em éc 151,1 e ¢ 109,5 referentes a carbonos olefinicos,
semelhantes aos sinais do lupeol (CCF-1). Os sinais em 8¢ 80,3 e ¢ 173,8 foram atribuidos a
carbono sp® oxigenado e a carbonila de éster. Apds anélise e comparag&o com 0s espectros de
RMN C-BB e DEPT 135° (Fig. 15, p. 37), verificou-se a presenca de 6 carbonos metinicos
(CH), 18 carbonos metilénicos (CH), 8 carbonos metilicos (CH3) e 7 carbonos nao
hidrogenados (C). Os dados de RMN **C para CCF-2, interpretados na Tabela 4 (p. 34),
confirmam tratar-se de um éster do lupeol.

O espectro de massa de alta resolucdo de CCF-2 obtido através da ionizacdo por
eletrospray (ESI) no modo no modo negativo (Fig. 12, p. 35) forneceu o pico correspondente
ao ion molecular em m/z 565,4162 [M-H] confirmando a férmula molecular do composto
C3gHes02 (CCF-2).

A analise do espectro de RMN *H (Fig. 13, p. 36) permitiu identificar sinais de
hidrogénios de metila em &y 0,79 (S); 64 0,84 (s); 61 0,85 (S); o1 0,86 (S); o1 0,89 (S); on 0,95
(S); 0 1,04 (s) e 6 1,69 (sl), referentes as metilas ligadas a dupla ligagdo, um dubleto em 64
4,69 (J= 2,1 Hz) e um em torno de dy 4,57, atribuido a hidrogénios de um grupo vinilico (H-
29a e H-29b, respectivamente) semelhantes aos sinais do lupeol (CCF-1). Um duplo dubleto
em oy 4,47 (J = 10,7 e 55 Hz) indica a presenga de um éster. Os sinais em oy 1,25
correspondente aos hidrogénios de varios grupos CH,, em &y 0,89 correspondente a
hidrogénio um grupo metila e em 6y 2,29 (t, J=6,7 Hz) correspondente a hidrogénios
metilénicos de carbono ligado a carbonila do éster caracterizam a presenca de um éster

alifatico ligado ao C-3.
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O espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H — *H COSY (Fig.16, p. 37) de
CCF-2 mostrou acoplamento vicinal (Fig. 8) entre os atomos de hidrogénios metilénicos em
dn 2,29 (t, J=6,7 Hz, H-2") com 3 1,66 (H-3).

Figura 8 - Subestrutura 1 de CCF-2

Para determinar a estrutura final do triterpeno isolado, analisou-se o espectro de RMN
bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, *C a mais de uma ligacdo, com deteccdo no
canal do hidrogénio (HMBC) (Fig. 17, p. 38) onde ficaram evidenciados os acoplamentos a
distancia ({Jc.u e 2Jc.) (Fig. 9) entre hidrogénios e carbonos (Tabela 4, p. 34). A verificacdo
de que a hidroxila da posicdo 3 do triterpeno lupeol esta na forma de um éster foi confirmada
pelas correlagdes do hidrogénio em oy 4,47 (dd, J=10,8 Hz, J=5,6 Hz) (H-3) com os carbonos
em oc 173,8 (C-1°), dc 16,6 (C-24) e oJc 28,14 (C-23). (Fig. 9).

Figura 9 — Subestrutura 2 de CCF-2
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Baseando-se em todas as informacdes espectrais obtidas (Tabela 4, p. 34), verificou-se

que CCF-2 trata-se de um éster do lupeol que foi identificado como nonanoato de lupeol (Fig.

10) e que esta sendo relatado pela primeira vez na espécie Cnidoscolus phyllacanthus.
Figura 10 — Estrutura de CCF-2
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Tabela 4 - Dados espectrais de RMN *H (300 MHz) e **C (75 MHz) de CCF-2, incluindo-se resultados
fornecidos pelas experiéncias 2D HSQC e HMBC, em CDCl;. Deslocamentos quimicos dos atomos de
hidrogénio (Jy) e de carbono-13 (8c) em ppm e constantes de acoplamento (J entre parénteses) em Hz.

HSQC HMBC HL*
8¢ ‘ SH dcH ‘ e &¢c
C
4 38,1 - 3H-23; 3H-24 37,8
8 411 - 3H-26 3H-27 40,8
10 37,3 - 3H-25 37,1
14 43,1 - 3H-27 H-18; 3H-26 42,8
17 43,7 - 3H-28 43,0
20 151,1 - H-19; 3H-30 H-18 151,0
1’ 173,8 2H-2’ H-3; 2H-3° 173,7
CH
3 80,8 4,47 (dd, 10,8, 5,6) 3H-23; 3H-24 80,6
5 55,5 0,90 3H-23; 3H-24; 3H-25 55,3
9 50,4 1,30 3H-25; 3H-26 50,3
13 38,1 1,68 3H-27 38,0
18 48,4 1,37 H-19 3H-28 48,3
19 48,1 2,79 (m) H-18 2H-29; 3H-30 48,0
CH,
1 38,5 1,65, 1,20 3H-25 38,3
2 23,8 1,60 23,4
6 18,3 1,50 18,2
7 34,3 1,42, 1,35 3H-26 34,2
11 21,0 1,96 20,9
12 24,9 1,60, 1,06 25,1
15 27,5 1,69, 1,05 3H-27 27,4
16 34,9 1,47,1,38 3H-28 35,5
21 29,9 1,92,1,28 29,8
22 40,1 1,40, 1,20 H-19, 3H-28 40,0
20 1094 4,69 (d), 4,57 (d) H-19; 3H-30 10932
2 357 229 (t, 6,7) 34,8
3’ 25,2 1,66 2H-2’ 24.8
4 29,9 1,25 2H-4° 31,3
5’ 29,9 1,25 22,3
6’ 29,9 1,25 13,9
7’ 31,4 1,30 2H-2’; 2H-9’ -
8’ 22,4 0,43 2H-7° 3H-9° -
CH,
23 28,1 0,85 (s) 3H-24 27,9
24 16,6 0,84 (s) H-3, 3H-23 16,6
25 16,2 0,86 (s) 16,2
26 16,1 1,04 (5) 15,9
27 14,6 0,95 (s) 14,5
28 18,1 0,79 (s) 18,0
30 195 1,69 (s) H-19, 2H-29 193
o 14,2 0,89 (m) -

*HL=Hexanoato de lupeol ( BRUM et al., 1997).
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Dados espectroscopicos da substancia CCF-2

Figura 11 - Espectro na regido do infravermelho de CCF-2
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Figura 12 - Espectro de massa (EM-ESI (-)) de CCF-2
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Figura 13 - Espectro de RMN *H [500 MHz, CDCls] de CCF-2
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Figura 15 - Espectro de RMN **C-DEPT 135° [125 MHz, CDCls] de CCF-2

Figura 16 - Espectro de RMN *H,*H — 1H COSY [500 MHz, CDCls] de CCF-2
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Figura 17 - Espectro de RMN *H, *C — HMBC [500 e 125 MHz, CDCl;] de CCF-2
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4.1.3 Determinacao Estrutural CCF-3

Apobs o tratamento cromatogréfico da fracdo hexano (EHCCFH) do extrato hexanico
da casca do caule de Cnidoscolus phyllacanthus permitiu o isolamento de 119 mg de um
solido branco, soltuvel em diclorometano, que foi denominado CCF-3 (Figura 21, p. 40).

O espectro de absor¢éo na regido do infravermelho (Fig. 22, p. 42) apresentou bandas
de absorcdes de deformagdo axial de ligacdo C-H de alifatico entre 2938 a 2864 cm™, uma banda
em 1706 cm™ relacionada & deformacdo axial de ligacio C=O de carbonila de éster
conjugada, absorcdo em 1450 referente a deformacéo axial de ligacdo C=C de anel aromatico,
absorcdes em 1641 cm™ referentes a deformacdo axial de ligagdo C=C de olefinico, além de
absorcéo de deformacéo axial de ligagdo C—O em 1007 cm™.

O espectro de RMN **C-BB [125 MHz, CDCl3] (Fig. 25, p. 43) exibiu uma série de
sinais caracteristicos de um éster do lupeol, muitos dos quais apareceram em duplicata,
levando a crer que CCF-3 tratava-se de uma mistura de compostos. Havia a presenga de sinais
com absor¢des entre 6¢ 126,2 a d¢ 140,7 que caracterizavam a presenca de anel aromético na

mistura e sinais em 6c 119,1 e d¢c 144,4 referentes a carbono olefinico presente em uma das
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substancias dessa mistura. A confirmacdo dos carbonos foi feita a partir de uma analise
comparativa entre os espectros de RMN **C-BB e DEPT 135° (Fig. 26, p. 44).

O espectro de massa de alta resolucdo de CCF-3 obtido através da ionizagcdo por
eletrospray (ESI) (Fig. 23, p. 42) no modo positivo forneceu o pico correspondente ao ion
molecular em m/z 579,4203 [M+Na]*, confirmando a férmula molecular do composto
C39Hs560, (CCF-3 A) e forneceu também o pico correspondente ao ion molecular em m/z
581,4349 [M+Na]", confirmando a férmula molecular do composto C3sHsgO, (CCF-3 B).

O espectro de RMN *H (Fig. 24, p. 43) revelou absorcdes semelhantes as de CCF-2,
apresentando sinais em dy 4,63 e oy 4,49 referentes a hidrogénio ligado a carbono carbindlico
de CCF-3 A e CCF-3 B, respectivamente, sinais multiplos na regido éy 7,20 a dy 7,54 de
hidrogénios ligados a anel aromatico, e ainda dois dubletos em oy 6,45 e oy 7,67
caracteristicos de hidrogénio de dupla ligacdo conjugada com carbonila referentes a CCF-3 A.
De acordo com os dados apresentados pelos espectros, foi possivel identificar que a
substancia isolada trata-se da mistura dos triterpenos cinamato de lupeol (CCF-3 A) e
dihidrocinamato de lupeol (CCF-3 B) e na proporcao de 48,2 % e 51,8% (referentes ao H-3),
respectivamente. As percentagens aproximadas dos dois componentes da mistura foram
calculadas através da integracdo dos sinais de hidrogénios.

O espectro bidimensional de correlacido homonuclear *H — *H COSY (Fig. 27, p. 44)
de CCF-3 mostrou acoplamento vicinal entre os atomos de hidrogénios metinicos em éy 7,67
(d, J = 16 Hz, H-8") com &y 6,45 (d, J = 16 Hz, H-7’) referente a um fragmento de CCF-3 A
(Figura 18), diferente do acoplamento vicinal entre os &tomos de hidrogénios metilénicos em
on 2,96 (t, J = 7,1 Hz, H-8’) com oy 2,64 (t, J = 7,1 Hz, H-7"), referente a um fragmento de

CCF-3 B (Fig. 19) confirmando, assim, a presenca de uma mistura.

Figura 18 - Subestrutura de CCF-3 A Figura 19 - Subestrutura de CCF-3 B

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, *C a uma ligagdo,

com deteccdo no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 28, p. 45) possibilitou a correlacdo de



42

cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono como observado na Tabela 5, (p.
41).

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HMBC (Fig. 30, p. 46)
possibilitou correlacionar os sinais de hidrogénios e carbonos a duas (3Jcn) € a trés ligacdes
(Jen) (Figura 20) e também determinar a estrutura final do triterpeno. A estrutura CCF-3 A
foi confirmada pelas correlacbes do hidrogénio em oy 7,67 (d, J=16 Hz) (H-8’) com os
carbonos em oc 119,1 (C-7") e oc 167 (C-9”) e do hidrogénio em Jy 6,45 (d, J=16 Hz) (H-77)
com os carbonos em oc 143,7 (C-1°) e dc 167 (C-9°). (Fig. 20). A estrutura CCF-3 B foi
confirmada pelas correlac6es do hidrogénio em oy 2,64 (t, J=7,1 Hz) (H-8’) com os carbonos
em oc 140,7 (C-17), oc 31,3 (C-7") e 6c 172,8 (C-9”). (Fig.20). Os dados obtidos encontram-se
listados na Tabela 5 (p. 41).

Figura 20 - Subestruturas de CCF-3 A e CCF-3 B

oy

Com base na discussdo exposta e através da analise comparativa com dados descritos
na literatura (BRUM et al., 1997), chegou-se a conclusdo que CCF-3 trata-se de uma mistura
de éster de triterpeno com esqueleto lupano cinamato de lupeol (CCF-3 A) e dihidrocinamato
de lupeol (CCF-3 B) (Figura 21), nas proporcdes de 51,8% e 48,2% (referentes ao H-3),
respectivamente. As percentagens aproximadas dos dois componentes da mistura foram

calculadas através da integracdo dos sinais de hidrogénios.

Figura 21 - Estrutura de CCF-3 Ae CCF-3B
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Tabela 5 - Dados espectrais de RMN *H (300 MHz) e *C (75 MHz) de CCF-3 A e CCF-3 B, incluindo-se
resultados fornecidos pelas experiéncias 2D HSQC e HMBC, em CDCl;. Deslocamentos quimicos dos atomos
de hidrogénio (Jy) e de carbono-13 (8¢c) em ppm e constantes de acoplamento (J entre parénteses) em Hz.

CCF-3A CCF-3B
HSQC HMBC HSQC HMBC *CL/DL
8c | 81 e | Pden | 8¢ | B on | *Jen 8c
C
4 378 ; 379 ; 3“‘223;3'*' 37,9
8 419 - 41,9 - 3H-26 3H-27 40,9
10 37,2 - 37,3 - 3H-27 3H-26 37,1
14 432 - 43,1 - 3H-25 42,3
17 43,0 - 43,0 - 3H-28 43,0
20 151,1 - 151,1 - H-19; 3H-30 H-18 150,9
1’ 1347 - H-8> H-3’/5° 140,7 - 2H-8’ 2H-7’ 134,6/140,6
9" 167,0 - H-72  H-8 1728 - 2H-7’ 2H-8’ 166,8/172,7
CH
4,63 (dd, 10,6, 4,49 (dd, 10,6, _
3 811 5.2) 81,1 56) 3H-23; 3H-24 81,0
5 555 0,86 55,5 0,86 3H-23; 3;5"24’ 3H- 55,4/55,5
9 504 1,30 50,4 1,30 3H-25; 3H-26 50,4
13 381 1,65 38,1 1,65 3H-27 38,1
18 433 1,38 433 1,38 H-19 3H-28 48,3
19 481 2,73 (m) 48,1 2,73 (m) -3H-30 48,0
70 1190 6,45 (d, 16) - - 144,3/31,1
8 1444 7,67 (d, 16) H-7° - - 118,9/36,2
2°/6" 128,1 7,94 (m) 126,2 7,20 (m) 128,3/128,0
3°/5> 128,9 7,36 () 1285  7,28(t, 7,4) 128,5/128,9
4 1309 7,36 (m) H-2°/6° 128,3 7,22 (m) 130,1/126,2
CH,
1 385 1,76, 1,05 38,4 1,76, 1,05 3H-25 38,4
2 239 1,60; 1,55 23,7 1,60; 1,55 23,7/23,9
6 183 1,50, 1,30 18,1 1,50, 1,30 18,2
7 342 1,45 34,4 1,45 3H-26 34,0
11 21,0 1,40, 1,25 21,0 1,40,1,25 20,9
12 252 1,62, 1,10 25,2 1,62,1,10 25,1
15 27,6 1,63, 1,02 27,6 1,63, 1,02 3H-27 27,5
16 357 1,50, 1,43 35,3 1,50, 1,43 3H-28 35,6
21 299 1,92(m), 1,30 29,9 1,92 (m), 1,30 29,9
22 40,1 1,40, 1,20 40,1 1,40, 1,20 3H-28 40,0
29 1095 4,70 (s), 4,58 (S) 109,5 4,70 (s), 4,58 (s) H-19: 3H-30 109,4
7 - - 31,2 2,64(t,7,1) 2H-8’ 144,3/31,1
g - - 36,4 2,96 (t, 7,1) 2H-7’ 118,9/36,2
CH,
23 28,1 0,79 () 27,9 0,91 (s) 3H-24 27,9/28,1
24 16,7 0,94 (s) 16,8 0,82 (s) 3H-23 16,5/16,7
25 16,3 0,90 (s) 16,2 0,85 (s) 16,2
26 16,0 1,04 (s) 16,0 1,06 (s) 16,0
27 1472 0,95 (s) 14,6 0,97 () 2H-15 14,5
28 18,1 0,99 (s0 18,1 0,80 (s) 18,0
30 19,4 1,70 (s) 19,4 1,69 (s) H-19; 2H-29 19,3

*CL/DL = Cinamato de lupeol/Diidrocinamato de lupeol (BRUM et al., 1997)
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Dados espectroscopicos da substancia CCF-3

Figura 22 — Espectro na regido do infravermelho de CCF-3
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Figura 23 - Espectro de massas (EM-ESI (+)) de CCF-3
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Figura 24 - Espectro de RMN *H [500 MHz, CDCl3] de CCF-3
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Figura 26 - Espectro de RMN *C-DEPT 135° [125 MHz, CDCls] de CCF-3

Figura 27 - Espectro de RMN *H,'H — *H COSY [500 MHz, CDCls] de CCF-3
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Figura 28 - Espectro de RMN *H, *C — HSQC [500 e 125 MHz, CDCls] de CCF-3
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Figura 29 - Expansdo do espectro de RMN *H, *C — HSQC [500 e 125 MHz, CDCls] de
CCF-3
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Figura 30 - Espectro de RMN *H, **C — HMBC [500 e 125 MHz, CDCl;] de CCF-3

Figura 31 - Expansdo do espectro de RMN *H, *C — HMBC [500 e 125 MHz, CDCl;] de
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4.1.4 Determinacao Estrutural CCF-4

Do fracionamento cromatografico da fracdo diclorometano (EHCCFD) do extrato
hexéanico da casca do caule de Cnidoscolus phyllacanthus foi possivel isolar 10 mg de um
solido branco, em forma de agulha, solivel em cloroférmio, com ponto de fusdo na faixa de
132-134 °C que foi denominado CCF-4 (Fig. 32).

A partir da analise do espectro de RMN **C-BB (Fig. 34, p. 48) e do espectro de RMN
13C DEPT 135° (Fig. 35, p. 49) observou-se, na regido de carbonos olefinicos, a presenca de
um carbono ndo-hidrogenado em oJc 140,9 e trés carbonos metinicos dc 121,9; 6c138,5 e
0c129,5, assim como uma absorcéo em d¢ 72,0, caracteristica de carbono metinico oxigenado.

O espectro de RMN *H (Fig. 33, p. 48) indicava sinais caracteristicos de esteroides
onde revelou os sinais em oy 5,36; oy 5,17; oy 5,03 relativos a atomos de hidrogénios
olefinicos, sinal em Jy 3,54 referente ao hidrogénio carbindlico e o acumulo de sinais na
regido de oy 0,60 a Jy 2,40 referente aos varios grupos de hidrogénios metilicos, metilénicos e
metinicos.

Com base na discussao exposta e através da analise comparativa com dados descritos
na literatura (KROGH, 2001), chegou-se a conclusdo que CCF-4 trata-se de uma mistura dos
esteroides sitosterol (CCF-4 A) (Fig. 32) com o estigmasterol (CCF-4 B) (Fig. 32).

Figura 32 - Estrutura de CCF-4 Ae CCF-4 B

A 2223 dihidro  Sitosterol
B — A% Estigmasterol




50
Dados espectroscopicos da substancia CCF-4

Figura 33 - Espectro de RMN *H [500 MHz, CDCl;] de CCF-4
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Figura 35 - Espectro de RMN **C-DEPT 135° [125 MHz, CDCls] de CCF-4
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4.1.5 Determinacao Estrutural CCF-5

O fracionamento cromatografico da fracdo diclorometano (EECCFD) do extrato
etandlico da casca do caule de Cnidoscolus phyllacanthus forneceu 90 mg de um sélido
branco, solivel em diclorometano, com ponto de fusdo na faixa de 149-151 °C que foi
denominado CCF-5 (Fig. 38, p. 51).

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho (Fig. 39, p. 52) revelou bandas de
absorcoes de deformacio axial de ligacdo C-H de alifatico entre 2925 a 2863 cm™, absorcdo de
deformacéo axial de ligagdo O-H em 3378 cm™ assim como absorgdes de 8¢ 1618, ¢ 1583 e
dc 1439 que caracterizavam a presenga de anel aromatico.

O espectro de RMN *C-BB [75 MHz, CDCl5] (Fig. 42, p. 54) registrou um total de 18
linhas espectrais, sendo dois sinais em dc¢ 1249 ¢ dc 145,2 referentes a carbonos olefinicos, a
presenca de absor¢des em d¢ 151,7 referente a carbono sz oxigenado e sinais entre ¢ 116,9 e
d¢c 151,7 que caracterizam a presenca de anel aromatico. Apés analise e comparagdo com 0s
espectros de RMN C-BB e DEPT 135° (Fig. 43, p. 54), verificou-se a presenca de 4

carbonos metinicos (CH), 5 carbonos metilénicos (CH,), 3 carbonos metilicos (CH3) e 6
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carbonos ndo hidrogenados (C). Os dados de RMN **C para CCF-5, est&o interpretados na
Tabela 6 (p. 52).

O espectro de massas (Fig. 40, p. 53) obtido apresentou o pico do ion molecular com
m/z 256 Daltons, possibilitando confirmacao da formula molecular do composto C1gH240.

A anélise do espectro de RMN *H (Fig. 42, p. 53) permitiu identificar sinais de
hidrogénios de metila em &y 0,72 (S); 61 1,00 (S) e 6 2,21. Um singleto em &y 6,26 atribuido
a hidrogénio de um grupo vinilico (H-11) e outros dois em oy 6,8 ¢ oy 6,6 referente a
hidrogénio de anel aromatico. Sinais em &y 2,27 (m) e oy 2,38 (m) caracteristicos de
hidrogénio ligado a carbono alilico.

O espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H — *H COSY (Fig. 44, p. 55)
de CCF-5 mostrou acoplamento vicinal entre os atomos de hidrogénio metilénicos em &y 2,59
(m, H-7) com &y 1,48 (m, H-8), outro acoplamento vicinal entre os &tomos de hidrogénios
metilénicos em &y 1,48 (m, H-8) com atomos de hidrogénios metinicos em 6y 2,27 (M, H-9) e
acoplamento vicinal entre os &tomos de hidrogénios metilénicos em &y 1,64 (m, H-13) com oy
1,40 (m, H-14).

Figura 36 - Estrutura 1 de CCF-5

O espectro de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear *H, *C a uma ligagdo,
com deteccdo no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 45, p. 55) possibilitou a correlagdo de
cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono como observado na Tabela 6, (p.
52).
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O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HMBC (Fig. 46, p. 56)
possibilitou correlacionar os sinais de hidrogénios e carbonos a duas (“Jcn) € a trés ligacdes
(Jen) (Figura 37) e também determinar a estrutura final do bis-nor-diterpeno isolado. A
estrutura CCF-5 foi confirmada pelas correlagdes do hidrogénio em Jy 6,78 (s) (H-1) com os
carbonos em J¢ 151,7 (C-3), oc 153,4 (C-6), oc 32,8 (C-7) e o¢c 15,4 (C-18), do oy 6,56 (s) (H-
4) com os carbonos em J¢c 121,1 (C-2), oc 151,7 (C-3) e oc 124,9 (C-11), do oy 6,26 (s) (H-
11) com os carbonos em d¢c 116,8 (C-4), oc 55,1 (C-9) e dc 41,3 (C-12) e do dy 2,59 (m) (H-7)
com os carbonos em dc 30,4 (C-8) e oc 55,1 (C-9) (Fig. 37). Os dados obtidos encontram-se
listados na Tabela 6 (p. 52).

Figura 37 - Estrutura 2 de CCF-5

Baseando-se em todas as informacdes espectrais obtidas (Tabela 6, p. 52), verificou-se
gue CCF-5 trata-se de um bis-nor-diterpeno que foi identificado como deoxofavelina, (Fig.
38) ja relatado na espécie Cnidoscolus phyllacanthus (ENDO; OHTA; NOZOE, 1991a).

Figura 38 - Estrutura de CCF-5
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Tabela 6 - Dados espectrais de RMN 'H (300 MHz) e *C (75 MHz) de CCF-5, incluindo-se resultados
fornecidos pelas experiéncias 2D HSQC e HMBC, em CDCl;. Deslocamentos quimicos dos atomos de
hidrogénio (Jy) e de carbono-13 (8¢) em ppm e constantes de acoplamento (J entre parénteses) em Hz.

HSQC HMBC DF*
6c SH 2JCH ‘ 3\]CH 8(;
C
2 1211 - 3H-18 1H-4 120,9
3 151,7 - 1H-4 1H-1;3H-18 151,6
5 135,6 - - - 135,4
6 1354 - - - 135,6
10 145,2 - 1H-9 2H-13 145,1
15 36,9 3H-16; 3H-17 - 36,7
CH
1 130,5 6,78 (S) - 3H-18 130,4
4 116,8 6,56 (S) - 1H-11 116,6
9 55,1 2,27 (m) 1H-11 2H-7; 2H-14; 3H-16; H-17 54,9
11 124,9 6,26 (s) - 1H-4 124,7
CH,
7 32,8 2,59 (m) 1H-1 - 32,7
8 30,4 1,48 (m) 2H-7 - 30,4
12 41,3 2,38 (m) - 1H-11 41,2
13 24,6 1,64 (m) - - 24,5
14 42,5 1,40 (m) - 3H-16; 3H-17 42,4
CH;
16 20,5 0,72 (s) - 2H-14; 3H-17 20,4
17 30,5 1,00 (s) - 2H-14; 3H-16 30,4
18 15,4 2,21 (s) - 1H-1 15,4

*DF = Deoxofavelina (ENDO; OHTA; NOZOE, 1991a).

Dados espectroscopicos da substancia CCF-5

Figura 39 — Espectro na regido do infravermelho de CCF-5
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Figura 40 - Espectro de massas (EM-IE) de CCF-5
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Figura 42 - Espectro de RMN **C-BB [75 MHz, CDCls] de CCF-5
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Figura 44 - Espectro de RMN *H,*H — *H COSY [300 MHz, CDCl;] de CCF-5
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Figura 46 - Espectro de RMN *H, *C — HMBC [300 e 75 MHz, CDCls] de CCF-5

4.1.6 Determinacao Estrutural CCF-6

O fracionamento cromatografico da fracdo diclorometano (EECCFD) do extrato
etanolico da casca do caule de Cnidoscolus phyllacanthus forneceu 10 mg de um soélido
branco, soltvel em diclorometano, com ponto de fusdo na faixa de 135-136 °C que foi
denominado CCF-6 (Figura 48, p. 58).

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho (Fig. 49, p. 59) revelou bandas de
absorcdes de deformacdo axial de ligagdo C-H de alifatico entre 2922 a 2853 cm™, uma banda de
absorcdo em 1670 cm™ relacionada & deformacéo axial de ligagdo C=0 de carbonila de cetona
conjugada, absorcdes de 1602 cm™ e 1462 cm™ que caracterizavam a presenca de anel
aromético assim como absorcao de deformacdo axial de ligagdo C—O em 1058 cm™.

O espectro de RMN *C-BB [75 MHz, CDCl5] (Fig. 52, p. 60) registrou um total de 19
linhas espectrais, sendo dois sinais em dc¢ 125,7 ¢ d¢ 147,8 referentes a carbonos olefinicos, a
presenca de absor¢des em 8¢ 160,9 referente a carbono sp? oxigenado e em 8¢ 201,4 para
carbonila de cetona conjugada e sinais entre 6c 113,1 e ¢ 136,4 que caracterizam a presenca

de anel aromatico. Apds analise e comparacdo com 0s espectros de RMN 3C-BB e DEPT
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135° (Fig. 53, p. 61), verificou-se a presenca de 4 carbonos metinicos (CH), 4 carbonos
metilénicos (CH.), 4 carbonos metilicos (CHs) e 7 carbonos nao hidrogenados (C). Os dados
de RMN *3C para CCF-6, estéo interpretados na Tabela 7 (p. 58).

O espectro de massas (Fig. 50, p. 59) obtido apresentou o pico do ion molecular com
m/z 284 Daltons. Este dado possibilitou confirmar a férmula molecular do composto
C19H240o.

A analise do espectro de RMN H (Fig. 41, p. 53) permitiu identificar sinais de
hidrogénios de metila em 8y 0,76 (S); on 1,13 (S); 6n 2,19 e o4 3,88 (S), sendo este ultimo
referente a hidrogénio ligado a carbono sp® oxigenado. Um singleto em &y 6,30 atribuido a
hidrogénio de um grupo vinilico (H-11) e outros dois em &y 6,59 ¢ oy 7,63 referente a
hidrogénio de anel aromatico. Um dubleto em 6y 3,02 (d, J=5,6 Hz) correspondente a
hidrogénios metilénicos de carbono ligado a carbonila do éster conjugado e sinais em oy 2,31
(d, J=5,3 Hz) e 64 2,37 (d, J = 5,6 Hz) caracteristicos de hidrogénio ligado a carbono alilico.

O espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H, *C a uma ligacéo,
com deteccdo no canal de hidrogénio (HSQC) (Fig. 55, p. 62) possibilitou a correlacdo de
cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo sinal de carbono como observado na Tabela 7, (p.
58).

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear HMBC (Fig. 56, p. 62)
possibilitou correlacionar os sinais de hidrogénios e carbonos a duas (2Jcw) € a trés ligacdes
(Jen) (Figura 47) e também determinar a estrutura final do bis-nor-diterpeno isolado. A
estrutura CCF-6 foi confirmada pelas correlagdes do hidrogénio em Jy 6,59(s) (H-4) com os
carbonos em d¢ 124,9 (C-2), oc 160,9 (C-3), oc 129,9 (C-6) e dc 125,7 (C-11), do dy 3,03 (d,
5,6 Hz) (H-8) com os carbonos em oc 129,9 (C-6), oc 51,4 (C-9), oc 147,8 (C-10) e oc 38,5
(C-15), do oy 2,19 (s) (H-18) com os carbonos em o¢c 131,4 (C-1), oc 124,9 (C-2) e Jc 160,9
(C-3) e do oy 1,13 (s) (H-17) com os carbonos em dc 51,4 (C-9), oc 43,2 (C-14), J¢c 38,5 (C-
15) e ¢ 20,9 (C-16) (Fig. 47). Os dados obtidos encontram-se listados na Tabela 7 (p. 58).

Figura 47 - Estrutura 1 de CCF-6
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Baseando-se em todas as informagdes espectrais obtidas (Tabela 7, p. 58), verificou-se

que CCF-6 trata-se de um bis-nor-diterpeno que foi identificado como favelina metil éter (Fig.

48), ja isolado na espécie Cnidoscolus phyllacanthus.
Figura 48 - Estrutura de CCF-6

Dado a importéncia significativa dos bis-nor-diterpenos, elaborou-se uma proposta
para sua biossintese (Figura 2). Esta proposta inicia-se com o diterpeno labdadienil PP que é
entdo transformado no cation pimarandienil com perda do pirofosfato OPP. O céation
pimarandienil perde um préton (H*) formando entdo o pimaradieno. Este, apés formado e
apos varias etapas, é entdo convertido em nimbiol, um diterpeno contendo um anel aromaético.
Este diterpeno, apds varios processos biosintéticos é convertido no devadarool, que apos

perda de dois carbonos forma entéo o esqueleto basico dos bis-nor-diterpenos.

Figura 49 — Rota Biogenética para a formacéo de derivados do triciclico benzociclohepteno

16

H+

Labdadienil PP Cation pimarandienil

Devadarool

(7) R=R;=R,=H
(8) R:Me; R1:R2=O
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A numeracdo dos carbonos de deoxofavelina e favelina metil éter respeita as suas
origens biossintéticas, como observado em outras referéncias (ARA et al., 1988) sendo CH-14
substituido por CH-17, diferente da utilizada por Yuichi e coautores (ENDO ; OHTA;
NOZOE, 1991a) Tal numeragéo, diferente das demais registradas na literatura, foi também
usada para incluir a Tabela 6 e 7 novamente neste artigo.

Tabela 7 - Dados espectrais comparativos de RMN 1H (300 MHz) e 13C (75 MHz) de CCF-5
e CCF-6, incluindo-se resultados fornecidos pelas experiéncias 2D HSQC e HMBC, em
CDCI3. Deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio (6H) e de carbono-13 (3C) em
ppm e constantes de acoplamento (J entre parénteses) em Hz

CCF5 CCF6
HSQC HMBC HSQC HMBC
Sc On 2Jen *Jen 8¢ Sy e 2w

C

2 1211 - 3H-18 1H-4 124,9 - 3H-18 H-4

3 1517 - 1H-4 1H-1;3H-18 160,9 - H-4 3H-19; 3H-18

5 1356 - - - 136,4 - - -

6 1354 - - - 1299 - - H-4; 2H-8

7 - - - - 201,4 - - -

10 1452 - 1H-9 2H-13 147,8 - - 2H-8

15 36,9 3H-16; 3H-17 - 38,5 3H-16; 2H-8

3H-17

CH

1 1305 678(s) - 3H-18 1314 7,63(5) - 3H-18

4 1168 6,56 (s) ; 1H-11 1131 6,59 (s) - -

55,1 2,27 (m) 1H-11 2H-7;2H-14;3H-16 51,4 2,37 (d, 5,6) 2H-8 3H-16; 3H-17

11 1249 626 (s) - 1H-4 1257 6,3(3) - H-4
CH,

7 328 259 (m) 1H-1 - - - - -

8 304 148(m) 2H-7 - 427 3,02(d,56) - -

12 413 238(m) ; 1H-11 403 231(d,5,3) - -

13 246 164(m) - - 252 1,67 (m) - -

14 425 1,40 (m) - 3H-16; 3H-17 43,2 1,46 (m) - 3H-17; 3H-17
CH;,

16 205 0,72(s) - 2H-14;3H-17 209 0,76 (5) - 3H-17

17 305 1,00 (s) - 2H-14;3H-16 291 1,13 (s) - 3H-16

18 154 221(s) ; 1H-1 157 2,19 (s) - -
MeO - : : . 555 3,88 (s) . -
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Dados espectroscopicos da substancia CCF-6

Figura 50 — Espectro na regido do infravermelho de CCF-6

Figura 51 - Espectro de massas (EM-IE) de CCF-6
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Figura 52 - Espectro de RMN *H [300 MHz, CDCls] de CCF-6
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Figura 54 - Espectro invertido de RMN *C-DEPT 135° [75 MHz, CDCl;] de CCF-6
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Figura 56 - Espectro de RMN *H, **C — HSQC [300 e 75 MHz, CDCl;] de CCF-6
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4.2 Atividade antioxidante

Os extratos hexanicos, etandlico da casca do caule de C. phyllacanthus e suas
respectivas fragdes foram submetidos ao teste de atividade antioxidante utilizando o método
do sequestro do radical DPPH (HEGAZI et al, 2002). Através dessa metodologia foi
observada uma pequena atividade, menor que os padrées, na concentracdo de 1 mg/mL para a
fracdo AcOEt e CH,CI, do extrato etandlico (EHCCF), com inibi¢do de radicais de 91,9%
e 88,9%, respectivamente. A Tabela 8 mostra os resultados obtidos no ensaio antioxidante,
juntamente com os valores de ICsy. Os dados mostram que dentre os extratos testados, o que
se revelou mais ativo foi a fracdo AcOEt com ICs, de 9,20 x 10 mg/mL, atividade esta

inferior ao padrdo Trolox e vitamina C.

Tabela 8- Resultado do teste da atividade antioxidante

Concentragao (mg/mL)

Substancias 1,0 0,1 1Cs0 (Mg/mL)
EECCF 82,4% 23,2% 0,53 +5,8 x 107
EECCFM 71,6 14,0% 0,68 + 4,2 x 10
EECCFA 91,9% 53,4% 9,20x 10%+3,0x 10°
EECCFD 88,9% 25,7% 0,19+2,7 x 10°
EECCFH 61,3% 10,6% 0,81+2,38x 10™
EHCCF NA
EHCCFH NA
EHCCFD NA
EHCCFA NA
EHCCFM NA
Trolox 99,9% 99,8% 2,6 x10°+2,3x10™
Vitamina-C 99,8% 92,8% 43x10%+1,9x 107

NA — ndo apresentou atividade
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4.3 Atividade citotoxica

Os compostos CCF-2, CCF-5, CCF-6 e a mistura de CCF-3 A e CCF-3 B foram
submetidos ao ensaio com MTT (MOSMAM, 1983) para avaliacdo dos seus efeitos
citotoxicos em linhagens celulares HL-60 (leucemia pro-mielocitica humana), MCF-7
(adenocarcinona de mama humano) e NCI-H292 (carcinoma de pulmédo humano) (Tabela 9).
O composto CCF-5 foi 0 mais ativo entre todos 0s compostos testados, com valores de Clsg
variando de 2,7 a 8,9 ug/mL. E vélido acrescentar que o bis-nor-diterpeno (CCF-2) foi
seletivo para células de leucemia (Clsp 1,6 pg/mL), uma vez que mostrou uma atividade fraca
nas células de diferentes origens histoldgicas. O resultado destes testes corroboram com 0s
resultados obtidos previamente por Endo e colaboradores (1991a) que relataram atividade
citotoxica dos bis-nor-diterpenoides CCF-5 e CCF-6 em linhagens celulares de leucemia em
murinos (P-388).

Tabela 9. Concentracéo inibitdria em 50% (Cls0%) e intervalo de confianca (IC) das amostras

em trés linhagens tumorais

Compostos HL-60° MCF-7° NCI-H292°

Clso (ng/mL)
(Intervalo de Confianca)

CCF-2 15,6 >25 >25

(10,9 -22,3)
CCF-3 A/B >25 >25 >25
CCF-5 2,7 8,9 3,1

(1,6 —4,5) (6,3-12,6) (2,2-4,3)
CCF-6 1,6 >25 10,5

(1,3-2,1) (7,2-15,2)
Doxorubicina 0,02 0,3 0,2

(0,01 -0,02) (0,2-0,5) (0,1-0,5)

3_eucemia pro-mielocitica humana, *Adenocarcinona de mama humano e “Carcinoma de pulm&o humano
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4.4 Estudo dos ésteres metilicos

Ap0s obtengdo dos ésteres metilicos (Fluxograma 1, p. 70) do extrato hexanico da
casca do caule de C. phyllacanthus (EMCCF), através de reacBes de saponificacdo e
metilacdo, os mesmos foram submetidos a técnicas de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM). Com a andlise do respectivo cromatograma e dos
espectros de massas obtidos, comparados com espectros padrdo contidos em banco de dados
existente no proprio equipamento bem como dados, da literatura, foi possivel a identificacéo
da composicao quimica dos 6leos fixos (tabela 10) da amostra estudada.

A andlise de CG/EM permitiu a identificacdo de 14 ésteres metilicos, tendo o

hexadecanoato de metila, correspondendo a 22,31%, como o majoritario.

Tabela 10 - Composicao quimica do 0leo fixo de Cnidoscolus phyllacanthus

Composto TR (min) PM % Total
Tetradecanoato de metila 19,47 242 1,88
Pentadecanoato de metila 21,42 256 1,07
Hexadecanoato de metila 22,97 270 22,31

Isoheptadecanoato de metila 23,78 284 5,73
14-metil-Hexadecanoato de metila 23,90 284 7,96
Heptadecanoato de metila 24,23 284 2,75
Cis-9-Octadecenoato de metila 25,08 296 8,74
Octadecanoato de metila 25,36 298 13,25
Nonadecanoato de metila 26,01 312 2,24
Docosanoato de metila 28,99 354 2,53
Tricosanoato de metila 29,77 368 1,31
Tetracosanoato de metila 30,52 382 5,64
Pentacosanoato de metila 31,23 396 2,64
Hexacosanoato de metila 31,92 410 4,60
Total 82,65

T.R. = tempo de retencdo; P. M. = peso molecular
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material vegetal e linhagens tumorais

O trabalho de pesquisa realizado teve como objetivo o estudo quimico da espécie
vegetal Cnidoscolus phyllacanthus, onde as amostras da casca do caule da usadas para estudo
foram coletadas no municipio de Apodi-RN.

As exsicatas encontram-se depositadas no Herbario Prisco Bezerra do Departamento
de Biologia (UFC), onde foram identificadas pelo professor Afranio Gomes Fernandes e
registrada sob o numero 14923.

As linhagens tumorais utilizadas, HL60 (leucemia pro-mielocitica), NCI-
H292 (cancer de pulmédo) e MCF-7 (cancer de mama) foram obtidas do Banco de células do

Rio de Janeiro.

5.2 Métodos Cromatogréficos

5.2.1 Cromatografia em coluna (CC)

As cromatografias de adsor¢do em coluna foram executadas utilizando gel de silica 60,
com granulometria de 70-230 mesh, da marca VETEC (cromatografia gravitacional). O
comprimento e o diametro das colunas variaram de acordo com as quantidades das amostras a
serem cromatografadas e com a quantidade de gel de silica empregada.

Os solventes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram: hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias em proporcdes

crescente de polaridade. Os solventes utilizados nos procedimentos eram de qualidade P.A.

5.2.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Nas cromatografias em camada delgada (CCD), foram usadas placas de vidro com
dimensdes de 10 x 5 cm, revestidas em uma das faces por gel de silica 60 G da marca
VETEC, codigo 1094, e cromatoplacas de gel de silica 60, 2-25 um, com indicador de
fluorescéncia na faixa de 254 nm (Merck).

As revelagdes das substancias nas cromatoplacas foram realizadas pela pulverizacao
com solugdo de vanilina (CgHgO3) e acido perclorico (HCIO4) em etanol (C,H¢O), seguido de

aquecimento com soprador térmico.
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Os extratos e as fracOes resultantes das colunas cromatogréficas foram concentrados

sob pressédo reduzida em evaporador rotativo Fisaton — modelo 801.

5.3 Métodos espectroscopicos

Os espectros apresentados neste trabalho foram obtidos em equipamentos da Central
Analitica do Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica da Universidade Federal do
Ceard, e do Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonadncia Magnética Nuclear
(CENAUREMN/UFC).

5.3.1 Espectrometria no Infravermelho (1V)

Os espectros de absorcao na regido do infravermelho foram obtidos em espectrometro
Perkin-Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000, utilizando pastilhas de brometo de potéssio

(KBr) e filme de cloreto de sodio (NaCl) para analise das amostras.

5.3.2 Espectrometria de Massas (EM)

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram obtidos em espectrémetro de massa
Shimadzu, modelo 17-A, acoplado a cromatdgrafo de gas-liquido Shimadzu, modelo GC-MS
— QP5050A. Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em espectrémetro de
massa equipado com fonte de ionizacdo por electronspray (EM-IES), modelo LCMS-IT-TOF
(225-07100-34) da SHIMADZU.

5.3.3 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e carbono-13
(RMN *3C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrdmetro Bruker, modelo DRX-500
e DPX-300, operando na frequéncia de 500 e 300 MHz para hidrogénio e 125 e 75 MHz para
carbono-13.

O solvente deuterado utilizados na dissolucdo das amostras e obtencdo dos espectros
foi o cloroformio (CDCls).

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados nos espectros de RMN *H pelo pico de hidrogénio pertencente & fragdo no
deuterada do solvente cloroformio (3, 7,27) e para os espectros de RMN *3C pelos picos de

carbono-13 do solvente cloroformio (8¢, 77,23).
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As multiplicidades dos sinais de hidrogénio foram indicadas segundo a convengao: s
(singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), dl (dubleto largo), dt (dubleto triplo), t (tripleto) e
m (multipleto).

O padrdo de hidrogenagdo dos carbonos foi determinado através da utilizacdo da
técnica DEPT 135° (CH e CH3; com amplitudes em oposi¢do aos CH,). Os carbonos nédo
hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo dos sinais do espectro da técnica DEPT
135° pelos sinais do espectro da técnica BB. Segundo a convencdo: C (carbono néo

hidrogenado), CH (carbono metinico), CH, (carbono metilénico) e CHj3 (carbono metilico).
5.4 Métodos fisicos

5.4.1 Ponto de Fusdo

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram determinados em equipamento da
Mettler Toledo, modelo FP62. As determinacfes foram realizadas a uma velocidade de

aquecimento de 2 °C/min.

5.5 Atividade antioxidante: método de sequestro do radical DPPH

A metodologia utilizada no teste de atividade antioxidante foi a do sequestro de
radicais livres, semelhante a descrita por Hegazi et al., (2002), onde o radical utilizado foi o
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) (Fig. 13) na concentracdo de 60 pumol.L™. Amostras nas
concentracdes de 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1 e 1,0 mg/mL foram dissolvidas em metanol e
1,0mL de cada amostra foi adicionada a uma solucdo metandlica de DPPH (1,0 mL), na
concentracdo de 60 umol.L™. Foram realizadas medidas de absorbancia na faixa de 520 nm
em espectrofotbmetro de UV, apds 30 min. A percentagem de inibicdo foi obtida por
comparacdo da absorcdo da solugdo contendo amostra, em relagdo a uma solucéo controle de
DPPH sem amostra. Os resultados mostrados na Tabela 8 (pag. 63) representam a média
aritmética de 3 leituras. Como padr@es positivos de referéncia (Fig. 57) utilizaram-se Trolox
(&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) e Vitamica-C (&cido ascorbico).

Figura 58 - Estruturas do DPPH, Trolox e Vitamina-C

HO o
Trolox
N

‘ oH
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5.6 Identificacdo dos 0leos fixos da casca do caule de Cnidoscolus phyllacanthus
5.6.1 Obtencao dos extratos

A amostra da Cnidoscolus phyllacanthus (2,098 kg da casca do caule), obtida no
municipio de Apodi-RN, foi extraida exaustivamente com hexano e em seguida etanol. As
solucdes obtidas foram concentradas em rota evaporador, sob pressao reduzida a temperatura
média de 60 °C, para obtencdo, ap6s evaporacdo do solvente, fornecendo os respectivos
extratos (Tabela 11).

Tabela 11 - Dados referentes aos extratos obtidos de Cnidoscolus phyllacanthus

Extrato Sigla Peso (9) Rendimento (%)
Hexanico EHCCF 409 1,3
Etandlico EECCF 609 2,9

5.6.2 Obtencédo dos acidos graxos livres da Cnidoscolus phyllacanthus

Do extrato hexénico de EHCCF, obtido anteriormente, foram pesados
aproximadamente 2 g que foram parcialmente dissolvidos em 30 mL de MeOH e adicionados
2,0 g de hidroxido de potassio (KOH). A mistura foi mantida sob refluxo durante 1 h e, apos
esse periodo, a mesma foi resfriada a temperatura ambiente e concentrada. Em seguida foram
adicionados 50 mL de &gua destilada e a solugdo obtida foi extraida 3 vezes com 50 mL de
hexano.

Apbs extracdo, a fracdo organica foi seca utilizando Na,SO, anidro, concentrada e
pesada obtendo-se 229,4 mg de material insaponificavel. A fracdo aquosa foi acidificada com
HCI concentrado até aproximadamente pH 3 e em seguida extraida 3 vezes com 50 mL de
AcOEt. A esta fracdo organica foi adicionado Na,SO, anidro e a mesma foi concentrada

fornecendo 925 mg de acidos graxos livres.

5.6.3 Obtencao dos ésteres metilicos da Cnidoscolus phyllacanthus

O material obtido da saponificagdo (&cidos graxos livres das amostras da casca do
caule da Cnidoscolus phyllacanthus) foi parcialmente dissolvido em 20 mL de alcool metilico
e foi adicionado 1 mL de acido cloridrico (HCI) concentrado e a mistura foi mantida sob

refluxo durante 1 h. Apds resfriamento do material, 0 mesmo foi concentrado e adicionado 25
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mL de agua destilada e a solugdo aquosa foi extraida 3 vezes com 30 mL de AcOEt obtendo-
se assim 208,5 mg de ésteres metilicos dos respectivos acidos graxos livres.

Os ésteres metilicos obtidos (Fluxograma 1) foram submetidos a coluna
cromatogréafica em gel de silica utilizando-se como eluentes misturas binarias de Hex:CHClI;
em ordem crescente de polaridade. O material obtido foi denominado EMCCEF e analisado em

CG/MS.

Fluxograma 1 - Obtencdo e caracterizacdo dos esteres metilicos da casca do caule da
Cnidoscolus phyllacanthus a partir de seu extrato hexanico.

Casca do caule
(2.1 ka)

1. Ext. com Hexano

EHCCF
(2 a)

1. KOH/MeOH
2. H,O/Hexano

\ 4

[ Fase Aquosa jﬂ Fase Organica
Insaponificavel
1. HCl conc. (229,4 mg)
2. AcOEt
I ' )
‘ Fase Organica ] [ Fase Aquosa ]
1. Na,SO, anidro Desprezada

2. Evaporacéo

\ 4

[ Acidos Graxos J

Livres (925 mq)

1. MeOH/HCI conc.
2. H,0O/ AcOEt

\4

A A
| Fase Organica ’ [ Fase ]

1. Na,SO, anidro Desprezada
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5.7 Obtencdo dos metabolitos secundarios de Cnidoscolus phyllacanthus
5.7.1 Fracionamento cromatografico de EHCCF e EECCF

Uma parte dos extratos EHCCF (10g) e EECCF (12 g) foram adsorvidos em gel de
silica, pulverizado em gral de porcelana e submetido & coluna filtrante, utilizando como
eluentes: hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH, puros, em ordem crescente de polaridade. As
fragcdes coletadas foram concentradas sob pressdo reduzida e os pesos obtidos estdo descritos
na Tabela 12.

Tabela 12-Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHCCF e EECCF

Eluente Fracao Peso (Q) Fracdo Peso
Hexano EHCCFH 4329 EECCFH 837 mg
Diclorometano EHCCFD 1,419 EECCFD 6,259
Acetato de etila EHCCFA 2,01¢ EECCFA 1,64 ¢
Metanol EHCCFM 675,70 mg EECCFM 2,05¢g
Total 8,4157 g 10,777 g

5.7.2 Estudo cromatografico dos insaponificaveis e isolamento da substancia CCF - 1

O material insaponificavel (229,4 g), obtidos no processo de saponificacdo, foi
adsorvida em gel de silica, pulverizada em gral de porcelana e devidamente acondicionada
sobre gel de silica em coluna cromatografica. A eluicdo foi realizada empregando o0s
solventes: hexano, AcCOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de
polaridade. A fracdo 43-49 (79 mg), eluida com Hex:AcOEt (6:4), quando submetida a nova
cromatografia em coluna de gel de silica, utilizando hex, AcOEt e MeOH, em gradiente
crescente de polaridade, forneceu na fragdo 19, eluida com Hex:AcOEt (9:1). Desta maneira
foi possivel isolar um composto organico apresentado como um solido branco e sollvel em
cloroférmio na quantidade de 160,8 mg, codificado como CCF-1. E importante ressaltar que o
metabolito codificado como CCF-1 também foi obtido a partir da cromatografia em coluna de
algumas fragOes derivadas dos extratos brutos. Assim, a quantidade total obtida desse
metabolito foi consideravelmente maior que 160,8 mg. Comparacdo desta substancia com
outras isoladas desta espécie em estudo anterior permitiu identificacdo de CCF - 1 como
sendo o lupeol. Dados espectroscopicos incluindo RMN *H e *C, IV (infra-vermelho)
confirmou a estrutura proposta.

A comparagdo com dados da literatura ajudou na identificacdo desses compostos.
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5.7.3 Fracionamento cromatografico da fracdo EHCCFH e isolamento da substancia CCF-
2,CCF-3e CCF-4

Parte da fragdo hexano do extrato hexanico EHCCFH (2,1 g), obtida do fracionamento
cromatografico do extrato hexanico EHCCF, foi adsorvida em gel de silica, pulverizada em
gral de porcelana e devidamente acondicionada sobre gel de silica em coluna cromatogréfica.
A eluicéo foi realizada empregando os solventes: hexano, CH,Cl, AcOEt e MeOH, puros ou
em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade. A fracdo 22-25 (25 mg) foi eluida
com Hex:CHCl; (6:4) e a fracdo 29 (30 mg), eluida com Hex:CH,Cl, 4:6). Esse processo
permitiu o isolamento dos compostos codificados como CCF-2 e CCF-3 (Fluxograma 2), nas
quantidades de 98 mg e 119 mg, respectivamente. E importante ressaltar que os metabolitos
codificados como CCF-2 e CCF-3 também foram obtidos a partir da cromatografia em coluna
da fracdo diclorometano EHCCFD.

Parte da fracdo diclorometano do extrato hexanico EHCCFD (1,0 g), obtida do
fracionamento cromatogréfico do extrato hexanico EHCCF, foi adsorvida em gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana e devidamente acondicionada sobre gel de silica em coluna
cromatografica. A eluicdo foi realizada empregando os solventes: hexano, CH,Cl, AcOEt e
MeOH, puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade. O tratamento
cromatografico da fracdo 50-61 (144,5 mg), eluida com Hex:AcOEt (7:3), em coluna de gel
de silica, utilizando hexano, AcOEt e MeOH em gradiente crescente de polaridade, resultou
na obtencdo da fracdo 19-22, eluida com Hex:AcOEt (8:2). Esse processo permitiu o
isolamento dos compostos codificados como CCF-4 (Fluxograma 2), na quantidades de 10

mg.
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Fluxograma 2 - Fluxograma do isolamento da substancia CCF-2, CCF-3 e CCF-4 obtida a
partir do extrato hexanico da casca do caule de Cnidoscolus phyllacanthus.

A

Material Vegetal
(Casca do caule)
(2,1 Kg)

1. Secagem e trituragdo
2. Extracdo com hexano
3. Evaporacéo do solvente

[ Extrato Hexanico (EHCCF)

(109)
Desprezada y
Cromatografia Filtrante
Hexano CH.Cl, AcOEt MeOH
EHCCFH EHCCFD EHCCFA EHCCFM
(4,329) (1419) (2019) (675,70 mg)
EHCCFH EHCCFD
21lg) (1g)
CCF-2 CCF-3 CCF-4 (AeB)
(98mq) (119mg) (10 mg)

5.7.4 Fracionamento cromatografico da fragdo EHCCFD e isolamento da substancia CCF-
5e CCF-6.

Parte da fracdo diclorometano do extrato etandélico EECCFD (6,03 g), obtida do
fracionamento cromatografico do extrato etandlico EECCF, foi adsorvida em gel de silica,
pulverizada em gral de porcelana e devidamente acondicionada sobre gel de silica em coluna
cromatografica. A eluicdo foi realizada empregando os solventes: hexano, CH,Cl, AcOEt e
MeOH, puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade (1:1), resultando
nas fragdes Hex (31 mg); Hex: CH.Cl; (1,3 g); CH.Cl; (898 mg); CH,Cl,:AcOEt (2,96 g);
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AcOEt (413 mg); AcOEt:MeOH (1,34 g) e MeOH (72 mg). Uma parte da fragdo Hex: CH,Cl,
(1,10 g) foi adsorvida em gel de silica, submetida a varias colunas filtrantes e eluidas com
misturas de hexano, AcOEt e MeOH, em ordem crescente de polaridade, obtendo-se um total
de 97 fracOes de 10 mL. As fracdes obtidas foram reunidas de acordo com suas semelhancas
observadas por CCD. A fracdo 40-41 (90 mg), eluida com Hex:AcOEt (7:3) e a fracdo 24-35
(850 mg), eluida com Hex:AcOEt (9:1), foi submetida a novo tratamento cromatografico em
gel de silica, utilizando hexano, AcOEt e MeOH, puros ou em mistura binarias em ordem
crescente de polaridade, obtendo-se na fragéo 49, eluida com Hex:AcOEt (7:3). Esse processo
permitiu o isolamento dos compostos codificados como CCF-5 (Fluxograma 3), na

quantidades de 90 mg e de CCF-6 (Fluxograma 3) na quantidade de 10 mg.

Fluxograma 3 - Fluxograma do isolamento da substancia CCF-5 e CCF-6, obtida a partir do
extrato etanolico da casca do caule de Cnidoscolus phyllacanthus.

7
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5.8 Ensaios de Citotoxicidade in vitro

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas neste trabalho foram HL60
(leucemia pro-mielocitica), MCF-7 (carcinoma da mama) e NCIH292 (cancer de pulmao)
foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (RJ, Brasil). As células cancerigenas
foram mantidas em meio RPMI 1640 ou DMEN, suplementados com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibi6ticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,.
Analisou-se a citotoxicidade dos compostos contra todas as trés linhagens celulares tumorais,
utilizando 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-brometo de tetrazolio (MTT) (Sigma
Aldrich Co., St. Louis). A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro de placa a 595nm (DTX
880 multimodo, Beckman Coulter, Inc., Fullerton).

As linhagens NCI-H292 (cancer de pulmdo) e MCF-7 (cancer de mama) foram
plaqueadas na concentragdo de 1 x 10° células/mL e a de HL60 (leucemia pro-mielocitica) foi
plaqueada na concentracéo de 0,3 x 10°.

Os compostos CCF-2, CCF-5, CCF-6 e a mistura de CCF-3 A e CCF-3 B foram
previamente dissolvidos em DMSO estéril foram diluidas em série no meio RPMI para
obtencdo das concentracdes finais e adicionadas em placa de 96 poc¢os. As placas foram
incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Em seguida, foram adicionados 25 uL
da solucdo de MTT (sal de tetrazdlio), e as placas foram incubadas por 3 h. Decorrido este
periodo, a absorbancia foi lida ap6s dissolu¢cdo do precipitado com DMSO puro em
espectrofotdbmetro de placa a 595 nm. Os valores de Clsyo e seus respectivos intervalos de
intervalos de confianca foram obtidos por regressdo ndo linear usando o programa Graphpad
Prism, versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, Estados
Unidos). Cada amostra foi testada em duplicata. Doxorrubicina foi utilizada como controle

positivo.
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6 CONCLUSOES

O estudo fitoquimico do extrato hexanico e etanolico da casca do caule de
Cnidoscolus phyllacanthus possibilitou o isolamento e a caracterizacdo de quatro constituintes
e duas misturas (Fig. 58, p. 76) o triterpeno Lupeol (CCF-1), um éster do lupeol identificado
como nonanoato de lupeol (CCF-2), uma mistura identificada como cinamato de lupeol
(CCF-3 A) com diidrocinamato de lupeol (CCF-3 B), uma mistura identificada como
esteroide sitosterol (CCF-4 A) e estigmasterol (CCF-4 B) e dois bis-nor-diterpeno, sendo o
(CCF-5) identificado como deoxofavelina e o (CCF-6) identificado como favelina metil éter.

O derivado isolado como nonanoato do lupeol (CCF-2) foi citado pela primeira vez
nesta espécie. O isolamento de derivados acilados do lupeol em espécies de Cnidoscolus
reforca a importancia deste tipo de compostos como possiveis quimiomarcardores para 0
género.

Ap0s obtencdo dos ésteres metilicos das amostras do extrato hexanico da casca do
caule através de reacdes de saponificacdo e metilacdo, a andlise de CG/EM permitiu a
identificacdo de 14 ésteres metilicos, (82,65% da composicdo total do Oleo) tendo o
hexadecanoato de metila, correspondendo a 22,31%, como o majoritario.

Os extratos da casca do caule da Cnidoscolus phyllacanthus e suas fracOes
apresentaram pouca ou nenhuma atividade antioxidante frente ao radical livre DPPH. Das
substancias testadas, a que se revelou mais ativa foi a fragdo EHCCFA, com ICso de 9,2 X 10
mg/mL, sendo este valor inferior aos padrBes trolox e vitamina C, demostrando que a
Cnidoscolus phyllacanthus possui baixa caracteristica antioxidante.

Foi possivel observar um significativo potencial citotoxico dos dois bis-nor-diterpenos
CCF-5 e CCF-6 para as 3 linhagens de células tumorais e do composto derivado do lupeol
CCF-2 apenas para a linhagem HL-60 referente a leucemia pro-mielocitica A atividade
citotoxica observada, principalmente, pelo bis-nor-diterpeno CCF-5 pode levar ao
desenvolvimento de novos agentes anti-cancer.

Os resultados apresentados neste trabalho motivam a continuagdo do estudo
fitoquimico de Cnidoscolus phyllacanthus, na busca de novos compostos com atividade

farmacologica.
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Figura 58 - Constituintes quimicos isolados de Cnidoscolus phyllacanthus

Lupeol
R = CgHsCH=CHCO-  Cinamato de Lupeol
28 R= CeHs(CH,),CO- Diidrocinamato de lupeol
R = CHj3(CH,);CO- Nonanoato de lupeol

A — 22,23 diidro Sitosterol
B - A%% Estigmasterol

R=R;=R,=H Deoxofavelina
R=Me; R{,R,=0 Favelina metil éter
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APENDICE A - ARTIGO SUBMETIDO A REVISTA VIRTUAL DE QUIMICA

Constituintes Quimicos e Atividade Citotoxica de Cnidoscolus phyllacanthus

Paula, A. C.; Melo, K. M.; da Silva, A. M.; Ferreira, D. A.; Monte, F. J. Q.; Santiago, G.
M. P.; Lemos, T. L. G.*; Braz-Filho, R.; Militdo, G. C. G.; da Silva, P. B. N.; da Silva, T.
G.

Chemical Constituents and Cytotoxic Activity of Cnidoscolus phyllacanthus

Abstract: The chemical reinvestigation of the hexanic extract of the stem bark of Cnidoscolus
phyllacanthus allowed the isolation of 3B-O-nanoyl lupeol (1), the mixture of 3-B-O-
cinnamoy! lupeol (2) and 3-B-O-dihydrocinnamoyl lupeol (3), lupeol (4), the mixture of
steroids sitosterol (5) and stigmasterol (6), deoxofaveline (7) and faveline methyl ether (8).
The structures of compounds were identified on the basis of their spectral data and by
comparison of these data with values of literature. This is the first report involving the
isolation of 33-O-nanoyl lupeol (1) from this species. Compounds 1, 7, 8 and the mixture of 2
and 3 were tested for their cytotoxic activity against the cell lines HL-60 (human pro-
myelocytic leukemia), NCI-H292 (human lung carcinoma) and MCF-7 (human breast
adenocarcinoma). Compound 7 was the most active among all, with 1Csq values ranging from
2.7 t0 8.9 ug/mL.
Keywords: Cnidoscolus phyllacanthus; Euphorbiaceae; terpenoids; Cytotoxic activity.

Resumo

A reinvestigacdo quimica do extrato hexanico da casca do caule de Cnidoscolus phyllacanthus
permitiu o isolamento de 33-O-nanoil-lupeol (1), a mistura de 3-B-O-cinamoil-lupeol (2) e 3-B-O-
diidrocinamoil-lupeol (3), lupeol (4), a mistura de sitosterol (5) e estigmasterol (6), deoxofavelina (7)
e favelina metil éter (8). As estruturas dos compostos foram identificadas com base nos seus dados
espectrais e por comparagdo com a literatura. Este é o primeiro relato de identificagdo de 33-O-nanoil-
lupeol (1) nesta espécie. Os compostos 1, 7, 8 e a mistura de 2 e 3 foram testados quanto a sua
atividade citotoxica contra as linhagens celulares HL-60 (leucemia promielocitica humana), NCI-H292
(carcinoma de pulmédo humano) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano). O composto 7 foi o
mais ativo entre todos os compostos testados, com valores de Cls, variando de 2,7 a 8,9 ug/mL.
Palavras-chave: Cnidoscolus phyllacanthus; Euphorbiaceae; terpenoides; Atividade
citotoxica.
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1. Introducéo

O género Cnidoscolus (Euphorbiaceae) compreende cerca de 50 a 75 espécies,
distribuidas exclusivamente na América Tropical e concentradas, principalmente, no México
e Nordeste do Brasil.*

Cnidoscolus phyllacanthus (Mull. Arg.) Fern. Casas, conhecida popularmente como
“favela”, “faveleiro”, “faveleira” ou “queimadeira”, ¢ uma espécie nativa da caatinga do
Nordeste brasileiro.” Suas folhas secas, cascas e ramos sd0 muito usados na alimentacdo de
caprinos, ovinos e asininos, e suas sementes fornecem um oleo fixo e uma farinha com
elevado teor proteico e mineral® e sem toxicidade.* Casos de intoxicacio espontanea tém sido
relatados em animais que comem essa planta, especialmente ramos recentemente cortados.’
Todas as suas partes sao empregadas na medicina popular contra inflamacGes, dermatoses e
para remover verrugas.? Estudos fitoquimicos desta espécie descreveram a ocorréncia de
aminoécidos® e terpendides.”*

Estimativas da Organizagdo Mundial de Saude demonstraram que anualmente surgem
mais de 10 milhdes de novos casos de cancer com cerca de 8 milhdes de mortes, tornando-se,
em paises desenvolvidos, a segunda causa de morte, sendo superada apenas pelas doencas
cardiovasculares.* No Brasil, a estimativa para o ano de 2014 aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer.™

Do total de 175 novos farmacos anticancer utilizados na terapéutica no periodo de
1981 a 2010, 80% revelaram-se como produtos naturais ou como compostos sintéticos ou
semissintéticos baseados em produtos naturais.'® Desta forma, a busca por novas terapias para
esta enfermidade torna-se indispensavel, sendo as plantas fontes ricas de novos farmacos para
o0 tratamento e prevencao do cancer.

Este trabalho descreve os resultados obtidos da reinvestigacdo fitoquimica da casca do
caule de Cnidoscolus phyllacanthus, bem como a avaliacdo da atividade citotdxica de 3p-O-
nanoil-lupeol (1), deoxofavelina (7), favelina metil éter (8) e a mistura de 3-pB-O-cinamoil-

lupeol (2) e 3-B-O-diidrocinamoil-lupeol (3).
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2. Material e Métodos
2.1. Procedimentos experimentais gerais

Os pontos de fusdo foram determinados em equipamento da Mettler Toledo, modelo
FP62, e ndo foram corrigidos. Os espectros na regido do IV foram obtidos em espectrometro
Perkin-Elmer, modelo FT-IR Spectrum 1000, em pastilha de KBr. Os espectros de RMN *H e
RMN *3C, uni- 1D) e bidimensionais (2D), foram obtidos em espectrometros Bruker, modelos
DRX-500 e DPX-300, operando nas frequéncias de 500 e 300 MHz para hidrogénio e 125 e
75 MHz para carbono-13, respectivamente. Os espectros de massas de baixa resolucdo foram
obtidos em espectrdmetro de massa Shimadzu, modelo 17-A, acoplado a cromatografo de
gas-liquido Shimadzu, modelo GC-MS — QP5050A. Os espectros de massas de alta resolucao
foram registrados em espectrdmetro modelo LCMS-IT-TOF, equipado com fonte de
ionizacdo por electrospray nos modos positivo e negativo. Nas cromatografias de adsor¢éao
em coluna (CC) utilizou-se gel de silica 60 como fase estacionaria. Na elui¢cdo cromatogréfica
usou-se 0s solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas
binarias em gradiente de crescente polaridade. As analises cromatograficas em camada
delgada (CCD) foram efetuadas em cromatoplacas de gel de silica 60 F,s4 sobre poliéster. A
visualizacdo dos compostos em CCD foi realizada por irradiacdo com luz ultravioleta em Amax
254 e 365 nm, utilizando lampada, e/ou pela aspersdo com solucdo de vanilina seguida de

aquecimento.
2.2 Material vegetal

As cascas do caule de Cnidoscolus phyllacanthus foram coletadas no municipio de
Apodi-RN. A identificacdo botanica desta espécie foi realizada pelo Professor Afranio Gomes
Fernandes. A exsicata encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra do Departamento de

Biologia da Universidade Federal do Ceara sob o0 nimero 14923.
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2.3. Extracéo e isolamento dos constituintes

As cascas do caule (2,098 Kg) foram secas a temperatura ambiente, trituradas e
extraidas com hexano e, em seguida, com etanol, obtendo-se, apds concentragdo 40 g e 60 g,
respectivamente. O extrato hexanico foi fracionado em coluna filtrante de gel de silica sob
vacuo, obtendo-se quatro fracdes eluidas com hexano (4,32 g), CH,Cl, (1,41 g), AcOEt (2,01
g) e MeOH (675 mg).

A fracdo CH,CI, (1,4 g) do extrato hexanico foi adsorvida em gel de silica, submetida
a coluna filtrante eluindo-se com hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH, puros ou em mistura
binarias em ordem crescente de polaridade, obtendo-se um total de 121 fracdes de 10 mL
cada. As fracdes obtidas foram reunidas de acordo com suas semelhancas observadas por
CCD. A fragdo 22-25 (25 mg), eluida com Hex:CH,CI, (6:4), foi identificada como o
triterpeno 3B-O-nanoil-lupeol (1). "*"*® A fragdo 29 (30 mg), eluida com Hex:CH,Cl, 4:6),
foi caracterizada como a mistura dos triterpenos 3-B-O-cinamoil-lupeol (2)" e 3-B-O-
diidrocinamoil-lupeol (3).” A fracdo 43-49 (79 mg), eluida com Hex:AcOEt (6:4), quando
submetida a nova cromatografia em coluna de gel de silica, utilizando hex, AcOEt e MeOH,
em gradiente crescente de polaridade, forneceu na fracdo 19, eluida com Hex:AcOEt (9:1), 10
mg de um sélido que foi identificado como o triterpeno lupeol (4).* O tratamento
cromatografico da fracdo 50-61 (144,5 mg), eluida com Hex:AcOEt (7:3), em coluna de gel
de silica, utilizando hexano, AcOEt e MeOH em gradiente crescente de polaridade, resultou
na obtencao da fracdo 19-22, eluida com Hex:AcOEt (8:2), constituida de 10 mg de um sélido
que foi caracterizada como a mistura dos esterdides sitosterol (5) e estigmasterol (6).2°

A fracdo CH,CI, (6,03 g) do extrato etandlico foi adsorvida em gel de silica,
submetida a coluna filtrante, eluindo-se com hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH, puros e em
misturas crescentes de polaridades (1:1), resultando nas fracdes Hex (31,3 mg); Hex: CH,Cl,
(1,3 g); CH,Cl, (898 mg); CH.Cl,:AcOEt (2,96 g); AcOEt (413 mg); AcOEt:MeOH (1,34 g)
e MeOH (72,2 mg). Uma aliquota da fracdo Hex: CH,Cl, (1,10 g) foi adsorvida em gel de
silica, submetida a coluna filtrante eluindo-se com misturas de hexano, ACOEt e MeOH,
puros ou em mistura binarias em ordem crescente de polaridade, obtendo-se um total de 97
fragdes de 10 mL. As fracOes obtidas foram reunidas de acordo com suas semelhangas
observadas por CCD. A fracdo 40-41 (90 mg), eluida com Hex:AcOEt (7:3), foi identificada
como um composto triciclico benzociclohepteno, o bis-nor-diterpeno deoxofavelina (7).2 A
fracdo 24-35 (850 mg), eluida com Hex:AcOEt (9:1), foi submetida a novo tratamento
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cromatografico em gel de silica, utilizando hexano, AcOEt e MeOH, puros ou em mistura
binarias em ordem crescente de polaridade, obtendo-se na fracéo 49, eluida com Hex:AcOEt
(7:3), 10 mg do composto identificado como o triciclico benzociclohepteno, o bis-nor-

diterpeno favelina metil éter (8).”®
2.4. Dados fisicos dos metabdlitos secundarios isolados

3B-0O-nanoil-lupeol (1) Sélido branco; p.f.: 131-133 °C; IV (KBr, cm™): vmax 2850; 2919;
1734; 1639; 1009; RMN *C (125 MHz, CDCls) &: 14,2 (CH3-9°); 14,6 (CH3-27); 16,1 (CHs-
26); 16,2 (CH;-25); 16,6 (CH3-24); 18,1 (CH3-28); 18,3 (CH,-6); 19,5 (CH3-30); 21,0 (CH,-
11); 22,4 (CH2-8"); 23,8 (CH2-2); 24,9 (CH,-12); 25,2 (CH, 3°); 27,5 (CH,-15); 28,1 (CHs-
23); 29,9 (CH2-21); 29,9 (CH2-4%); 29,9 (CH2-5%); 29,9 (CH2-6"); 31,4 (CH,-7"); 34,3 (CH,-
7); 34,9 (CH,-16); 35,7 (CH, 2°), 37,3 (C-10); 38,1 (CH-13); 38,5 (CH,-1); 38,1 (C-4); 40,1
(CH,-22); 41,1 (C-8); 43,1 (C-14); 43,7 (C-17); 48,1 (CH-19); 48,4 (CH-18); 50,4 (CH-9);
55,5 (CH-5); 80,8 (CH-3); 109,4 (CH>-29); 151,1 (C-20); 173,8 (C-1"); EM-ESI m/z 565,4162
[M-H] (C39Hes0, calc m/z 565,4984)

3-B-O-cinamoil-lupeol (2) Sélido branco; p.f.: 196-199 °C; IV (KBr, cm™): vimax 2938; 2864;
1706; 1600; 1450; 1641; 1000; RMN *3C (125 MHz, CDCls) &: 14,2 (CH,-27); 16,0 (CH,-
26); 16,3 (CH2-25); 16,7 (CH2-24); 18,1 (CH»-28):; 18,3 (CH-6); 19,4 (CH2-30); 21,0 (CH,-
11); 23,9 (CHy-2); 25,2 (CH2-12); 27,6 (CH2-15); 28,1 (CH3-23); 29,9 (CH,-21); 34,2 (CH,-
7); 35,7 (CH2-16); 37,2 (C-10); 37,8 (C-4); 38,1 (CH-13); 38,5 (CH.-1); 40,1 (CH,-22); 41,9
(C-8); 43,2 (C-14); 43,0 (C-17); 43,3 (CH-18); 48,1 (CH-19); 50,4 (CH-9); 55,5 (CH-5); 81,1
(CH-3); 109,5 (CH,-29); 119,0 (C-8°); 128,1 (CH 2°/CH-6%); 128,9 (CH 3’/CH-5"); 130,9
(CH-4%); 134,7 (C-17); 151,1 (C-20); 144,4 (C-7); 1670 (C-9’); EM-ESI m/z 579,4203
[M+Na]" (CsoHssNaO,, calc m/z 579,4178)

3-B-O-diidrocinamoil-lupeol (3) Sélido branco; p.f.: 196-199 °C; IV (KBr, cm™): vinax 2938;
2864; 1706; 1600; 1450; 1641; 1000; RMN **C (125 MHz, CDCls) 6: 14,6 (CH3-27); 16,0
(CH3-26); 16,2 (CH3-25); 16,8 (CH3-24); 18,1 (CH3-28); 18,1 (CH,-6); 19,4 (CH3-30); 21,0
(CH2-11); 23,7 (CH,-2); 25,2 (CH»-12); 27,6 (CH,-15); 27,9 (CH3-23); 29,9 (CH,-21); 31,2
(CH2-7); 34,4 (CH,-7); 35,3 (CH,-16); 36,4 (CH,-8"); 37,3 (C-10); 37,9 (C-4); 38,1 (C-13);
38,4 (CH,-1); 40,1 (CH»-22); 41,9 (C-8); 43,1 (C-14); 43,0 (C-17); 43,3 (CH-18); 48,1 (CH-
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19); 50,4 (CH-9); 55,5 (CH-5); 81,1 (CH-3); 109,5 (CH»-29); 126,2 (C 2’/CH-6"); 126,2 (C-
4%); 128,3 (C-4%); 128,5 (CH-3°/CH-5"); 140,7 (C-17); 151,1 (C-20); 172,8 (C-9’); EM-ESI
m/z 581,4349 [M+Na]" (C3gHsgNaO,, calc m/z 581,4334)

Lupeol (4) Sélido branco amorfo; p.f.: 210-212 °C; IV (KBr, cm™): vmax 3393; 2922; 2852;
1038; 1640; RMN *C (125 MHz, CDCls) &: 14,8 (CH3-27); 15,6 (CH3-24); 16,2 (CH3-26);
16,3 (CHs-25); 18,2 (CH3-28); 18,5 (CH,-6); 19,5 (CH3-30); 21,2 (CH,-11); 25,4 (CH,12);
27,6 (CH2-2); 27,7 (CH,-15); 28,2 (CH3-23); 30,1 (CH3-21); 34,5 (CH,-7); 35,8 (CH,-16);
37,4 (C-10); 38,3 (C-13); 38,9 (CH,-1); 39,1 (C-4); 40,2 (CH2-22); 41,1 (C-8); 43,1 (C-14);
43,2 (C-17); 48,2 (CH-19); 48,5 (CH-18); 50,7 (CH-9); 55,5 (CH-5); 79,2 (CH-3); 109,5
(CH,-29); 151,2 (C-20).

Deoxofavelina (1H-Dibenzo[a,d]ciclohepten-7-ol, 2,3,4,10,11,11a-hexaidro-1,1,8-
trimetila (7). Sélido branco; p.f.: 149-151 °C; IV (KBr, cm™): vimax 2925; 2863; 1650; 3378;
EM-IE m/z 256 ([M]*); RMN™C (75 MHz, CDCls, Tabela 1).

Favelina metil éter (10H-Dibenzo[a,d]ciclohepten-10-ona, 1,2,3,4,11,11a-hexaidro-7-
metoxi-1,1,8-trimetil (8). Sélido branco; p.f.: 135-136 °C; IV (KBr, cm™): vimax 2922; 2853;
1670; 1602; 1462; 1058; EM-IE m/z 284 ([M]*); RMN™C (75 MHz, CDCls, Tabela 1).

2.5. Ensaios de Citotoxicidade in vitro

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas neste trabalho foram HL60
(leucemia pro-mielocitica), MCF-7 (carcinoma da mama) e NCIH292 (cancer de pulméo)
foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (RJ, Brasil). As células cancerigenas
foram mantidas em meio RPMI 1640 ou DMEN, suplementados com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibi6ticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,.
Analisou-se a citotoxicidade dos compostos contra todas as trés linhagens celulares tumorais,
utilizando 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-brometo de tetrazélio (MTT) (Sigma
Aldrich Co., St. Louis). A absorbéncia foi lida em espectrofotdmetro de placa a 595nm (DTX

880 multimodo, Beckman Coulter, Inc., Fullerton).
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As linhagens NCI-H292 (céncer de pulméo) e MCF-7 (cancer de mama) foram
plaqueadas na concentracdo de 1 x 10° células/mL e a de HL60 (leucemia pro-mielocitica) foi
plaqueada na concentracéo de 0,3 x 10°.

Os compostos 1, 7, 8 e a mistura de 2 e 3 foram previamente dissolvidos em DMSO
estéril foram diluidas em série no meio RPMI para obtencdo das concentracdes finais e
adicionadas em placa de 96 pocos. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de
CO,a 37°C. Em seguida, foram adicionados 25 pL da solugdo de MTT (sal de tetrazélio), e as
placas foram incubadas por 3 h. Decorrido este periodo, a absorbancia foi lida apos dissolucéo
do precipitado com DMSO puro em espectrofotometro de placa a 595 nm. Os valores de Cls
e seus respectivos intervalos de intervalos de confianca foram obtidos por regressao nao linear
usando o programa Graphpad Prism, versdo 5.0 para Windows (GraphPad Software, San
Diego, California, Estados Unidos). Cada amostra foi testada em duplicata. Doxorrubicina foi

utilizada como controle positivo.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A reinvestigacdo fitoquimica do extrato hexanico da casca do caule de Cnidoscolus

7,17-18

phyllacanthus resultou no isolamento e identificacdo de 3B-O-nanoil-lupeol (1), na

mistura dos triterpenos 3-B-O-cinamoil-lupeol (2)" e 3-B-O-diidrocinamoil-lupeol (3),” lupeol
(4)* e na mistura dos esterdides sitosterol (5) e estigmasterol (6).”> Do extrato etandlico da
casca do caule foram isolados e identificados os bis-nor-diterpenos deoxofavelina (7)% e
favelina metil éter (8)"® (Figura 1). As estruturas destes metabélitos foram elucidadas através
da anélise dos dados espectrais 1D de RMN *H, RMN**C ({*H}- e DEPT 135°) e 2D ‘H-'H-
COSY e interacdo heteronuclear de atomos de hidrogénio e carbono HSQC (*Jch) e HMBC
("Jch, n=2 e 3) envolvendo comparagdo com dados da literatura.

O espectro de massa de alta resolucdo de 1, obtido através da ionizacao por eletrospray
(ESI) no modo no modo negativo forneceu o pico correspondente ao ion molecular em m/z
565,4162 [M-H]  compativel com a férmula molecular CzgHgsO2 (CagHesO2, calc m/z
565,4984) O espectro de RMN *3C exibiu os mesmos sinais da unidade triterpénica de
derivados acilados do lupeol.”*"*® Sinais adicionais foram observados em 8¢ 173,8 atribuido
a presenca de carbono de carbonila de éster (C-1), que foi confirmada pela banda de absor¢éo
em vmax 1734 cm™ no infravermelho; em 8¢ 22,4 (CH»-8), 25,2 (CH»-3%), 29,9 (CH,-4’,
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CH,-5" e CH-6"), 31,4 (CH,-7) e 35,7 (CH,-2"), atribuidos a &tomos de carbono metilénicos,

e em d¢ 14,2 a carbono metilico.

(5) 22,23 diidro

6) AZZ (7) R=R:=R=H

(8) R=Me; R;=R,=0

OPP

Labdadienil PP Caétion pimarandienil Pimaradieno Nimbiol

Figura 1. Metabolitos secundarios isolados de Cnidoscolus phyllacanthus e cogitacdo de

rota biogenética para formacédo de 7 e 8.

A numeracdo dos carbonos 7 e 8 respeita as suas origens biossintéticas, como observado
em outras referéncias,?* sendo CH-14 substituido por CH-17, diferente da utilizada por Yuichi
e coautores.® Tal numeracdo,? diferente das demais registradas na literatura, foi também usada

para incluir a Tabela 1 novamente neste artigo.
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O espectro de RMN *H mostrou um tripleto em 8y 2,29 (J = 6,7 Hz) referente aos
atomos de hidrogénio ligados ao carbono metilénico CH,-2’ o ao grupo carbonila. Estas
deducdes, juntamente com a andlise dos espectros 2D HSQC e HMBC permitiram identificar
a substancia 1 como 3B-O-nanoil-lupeol (1), previamente reportada em Plumeria rubra.?

A anélise dos dados espectrais de RMN *H e de **C dos componentes de uma mistura
de 2 e 3, juntamente com a comparagdo com dados registrados na literatura’ permitiram
identificar estes compostos como 3-B-O-cinamoil-lupeol (2) e 3-B-O-diidrocinamoil-lupeol
(3), mistura ja isolada desta espécie.” A ocorréncia de 1, 2 e 3 em C. phyllacanthus,
juntamente com a presenga de 2, 3-fB-O-acetil-lupeol e 3-B-O-fenilpropanoil-lupeol) em

Cnidoscolus elasticus,'”?®

de 2, 3, 3-B-O-acetil-lupeol e 3-B-O-hexanoil-lupeol em
Cnidoscolus vitifolius'® e de 3-B-O-acetil-lupeol em Cnidoscolus urens®* sugerem que estes
derivados acilados do lupeol podem ser usados marcadores quimiotaxdmicos deste género.

O triterpeno lupeol (4) e a mistura dos esteroides sitosterol (5) e estigmasterol (6)
foram identificados através da anélise de dados fornecidos por métodos espectroscopicos e
comparagdo com a literatura.'®?°

O composto (7) mostrou o pico do ion molecular em m/z 256 [M]" no espectro EM-IE,
que em combinagdo com os dados de RMN *H e *C permitiu a deducéo da férmula molecular
C18H240. O espectro na regido do infravermelho de 7 apresentou banda em vnx3378 e em
1550 cm™ compativeis com a presenca de hidroxila fendlica e anel aromatico,
respectivamente. A presenca de dois singletos em 6y 6,56 (H-11) e 6,78 (H-17) no espectro de
RMN *H do composto (7) sugeriu a presenca de atomos de hidrogénios em posicdo para em
anel aromatico tetrassubstituido. Os singletos em &y 0,72 (3H-19)/8¢ 15.4 (CH3-19), 1,00
(3H-18)/6¢ 30,5 (CH3-18) e 2,21 (3H-16)/6¢ 20,5 (CH3-16) foram atribuidos a trés grupos
metila, sendo dois grupos ligados a 4&tomos de carbono sp* quaternérios e um ligado a carbono
sp®; enquanto o sinal em &y 6,26 (s)/5c 124,9 sugeriu a presenca de hidrogénio ligado a
carbono olefinico. A anélise dos espectros de RMN '*C (Tabela 1), revelou 18 linhas
espectrais: seis carbonos ndo hidrogenados (um sp® e cinco sp® incluindo um ligado a 4tomo
de oxigénio em ¢ 151.7 (C-12), quatro metinicos (um sp® e trés sp?), cinco metilénicos (todos
sp®) e trés metilicos = (C)s(C-O)(CH)4(CH,)s(CHs)s = C1gH230 + H de OH = CigH240, de
acordo com a férmula molecular deduzida com base no espectro de massas, correspondendo a
sete graus de insuficiéncia (quatro de um anel aromatico, uma ligacdo dupla e dois ciclos).
Assim, os dados discutidos, juntamente com a analise dos dados de RMN 2D HSQC e HMBC

(Tabela 1) e comparagdo com valores descritos na literatura® permitiram caracterizar a
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estrutura como o bis-nor-diterpeno deoxofavelina (7), metabdlito secundario ja isolado desta
espécie.”®

O espectro na regido do infravermelho de 8 apresentou bandas caracteristicas de
carbonila em sistema a.,B-insaturado. O espectro de massas EM-IE apresentou o pico do ion
molecular em m/z 284 compativel com a férmula molecular C19H240,. O espectro de RMN *H
de 8 apresentou além dos singletos, que foram atribuidos aos hidrogénios ligados aos atomos
de carbono aromaticos (6y 6,59/8¢ 113,1, CH-11, e 7,63/8¢ 131,4, CH-17, maior 8y revelando
efeito anisotropico do grupo carbonila em posi¢do orto), aos &tomos de hidrogénio dos grupos
metila (6y 0,76/0¢ 20,9, 1,13/5¢ 29,1 e 2,19/6¢ 15,7, correspondentes aos CH3-19, CH3-18 e
CHs-16, respectivamente) e do hidrogénio ligado ao carbono olefinico (84 6,30); sinais
adicionais em dy 3,88 (s, MeO) e em 6y 3,02 (d, J = 5,6 Hz, MeO) que foram atribuidos aos
atomos de hidrogénio de uma metoxila e de atomos de hidrogénio ligados ao carbono
metilénico o ao grupo carbonila conjugado, respectivamente. A estrutura de 8 foi
inequivocamente confirmada através da analise dos espectros HMQC e HMBC (Tabela 1). A
comparagéo desses dados com valores de RMN *H e 3C registrados na literatura permitiram
identificar a metil-O-deoxofavelina (8), um bis-nor-diterpeno também ja identificado nesta
espécie.”®

Postulacdo de rota biossintética para a bioproducao dos diterpenos 7 e 8 pode envolver
a sequéncia sumarizada na Figura 1, justificando-se a formacdo do anel de sete membros
através de anel ciclopropanico formado do grupo 20 e os carbonos 9 .e 10 como verificado no

devadarool (Figura 1), e a eliminacéo dos atomos de carbono CH;,-14 e CH,-15.
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Tabela 1. Dados espectrais de RMN *H (300 MHz) e *C (75 MHz) de 7 e 8, incluindo-se
resultados fornecidos pelas experiéncias 2D HSQC e HMBC, em CDClIs;. Deslocamentos
quimicos dos atomos de hidrogénio (dy) e de carbono-13 (5c) em ppm e constantes de
acoplamento (J entre parénteses) em Hz.”

HSQC ! HMBC HSQC ° HMBC
Sc B Jon o 8¢ By e “Jon

c

4 369 - 3H-16; 3H-17 38,5 - 3H-16; 3H-17 2H-8

7 - - - 201,4 -

8 1354 - 129,9 - H-4; 2H-8

9 1356 - - 136,4 -

10 145.2 - 1H-9 2H-13 147,8 - 2H-8

12 1517 - 1H-4 1H-1;3H-18 160,9 - H-4 3H-19; 3H-18

13 1211 - 3H-18 1H-4 124,9 - 3H-18 H-4

CH

5 551 227(m) 1H-11 2H-7;2H-14;3H-16 51,4 2,37 (d, 5,6) 2H-8 3H-16; 3H-17

11 1168 6,56 (s) 1H-11 1131 6,59 (s)

17 1305 6,78(s) 3H-18 1314 7,63 (s) 3H-18

20 1249 6,26 (s) 1H-4 125,7 6,3 (s) H-4
CH,

1 413 2,38(m) 1H-11 40,3 2,31(d,5.3)

2 246 1,64 (m) 25,2 1,67 (m)

3 425 1,40 (m) 3H-16; 3H-17 43,2 1,46 (m) 3H-17; 3H-17

6 304 1,48(m) 2H-7 42,7 3,02(d,5,6)

7 328 259 (m) 1H-1 - - - -
CHjs

16 154 221(s) 1H-1 157  2,19(s)

18 305 1,00(s) - 2H-14; 3H-16 29,1 1,13 (s) - 3H-16

19 205 0,72(s) 2H-14; 3H-17 20,9 0,76 (s) 3H-17
MeO - - - - 555 3,88 (s) - -

Andlise comparativa dos espectros {1H}- e DEPT 135°. RMN™C foi usada para reconhecer os sinais de C, CH,

CH, e CHj. O espectro 2D H-'H-COSY foi também nas atribuicdes dos sinanis de hidrogénio

Os compostos 1, 7, 8 e a mistura de 2 e 3 foram submetidos ao ensaio com MTT® para
avaliacdo dos seus efeitos citotoxicos em linhagens celulares HL-60 (leucemia pro-mielocitica
humana), MCF-7 (adenocarcinona de mama humano) e NCI-H292 (carcinoma de pulméo
humano) (Tabela 2). O composto 7 foi 0 mais ativo entre todos os compostos testados, com
valores de Clso variando de 2,7 a 8,9 pg/mL. E vélido acrescentar que o bis-nor-diterpeno (8)

foi seletivo para células de leucemia (Clso 1,6 pg/mL), uma vez que mostrou uma atividade
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fraca nas células de diferentes origens histoldgicas. O resultado destes testes corroboram com
os resultados obtidos previamente por Endo e colaboradores® que relataram atividade
citotoxica dos bis-nor-diterpenoides 7 e 8 em linhagens celulares de leucemia em murinos (P-
388).

Tabela 2. Concentracdo inibitoria em 50% (Cls%) e intervalo de confianca (IC) das

amostras em trés linhagens tumorais

Compostos HL-60° MCF-7° NCI-H292°

Clso (ng/mL)
(Intervalo de Confianca)

1 15,6 >25 >25
(10,9 -22,3)
2/3 >25 >25 >25
7 2,7 8,9 3,1
(1,6 —4,5) (6,3-12,6) (2,2-4,3)
8 1,6 >25 10,5
(1,3-2,1) (7,2-15,2)
Doxorubicina 0,02 0,3 0,2
(0,01 -0,02) (0,2-0,5) (0,1-0,5)

%_eucemia pro-mielocitica humana, "Adenocarcinona de mama humano e Carcinoma de pulmao humano

CONCLUSAO

Da casca do caule de C. phyllacanthus foram isolados quatro triterpenos, a mistura de
dois esterides e dois bis-nor-diterpenos. Dentre os triterpenos isolados pode-se destacar o 3f3-
O-nanoil-lupeol (1), cujo isolamento est4 sendo descrito pela primeira vez nesta espécie. O
isolamento de derivados acilados do lupeol em espécies de Cnidoscolus reforca a importancia
deste tipo de compostos como possiveis quimiomarcardores para 0 género. A atividade
citotoxica observada, principalmente, pelo bis-nor-diterpeno 7 pode levar ao desenvolvimento

de novos agentes anti-cancer.
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