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RESUMO

Plectranthus ornatus Codd (Lamiaceae), popularmente conhecida como boldo-gamba ou
boldinho, é uma planta medicinal utilizada na forma de ch& das folhas ou parte aérea para o
tratamento de problemas gastrointestinais. Apesar de sua importancia na medicina popular,
sdo poucos os trabalhos em quimica e farmacologia relatados sobre a espécie. Deste modo, o
objetivo do presente trabalho foi investigar a composicdo quimica da fragdo metandlica obtida
a partir do decocto da parte aérea de P. ornatus, cultivada no Horto de Plantas Medicinais
Francisco José de Abreu Matos da Universidade Federal do Ceard — UFC. Sucessivos
fracionamentos cromatogréaficos, incluindo Sephadex LH-20, cartucho C18 e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), resultou no isolamento de treze constituintes quimicos,
entre os quais dois novos diterpenos (&cido 19-p-D-glicopiranosil-labda-7,13-dieno-15,16-
didico e 16-desacetil-coleon L) e dois flavonoides glicosilados (3’-f-D-glicoropiranosil-5,4’-
diidroxi-7-metoxi-flavona e 4’-p-D-glicoropiranosil-5,3’-diidroxi-7-metoxi-flavona). Vale
ressaltar que ja ha relato do flavonoide 4’-f5-D-glicoropiranosil-5-hidroxi-7-metoxi-flavona na
literatura, entretanto os dados de RMN H e *C do composto estdo sendo apresentados pela
primeira vez. Adicionalmente, foi realizado uma comparagdo qualitativa dos compostos
isolados da fragdo metanolica do decocto de P. ornatus nas fragcdes obtidas dos decoctos da
parte aérea de espécimes de trés outras espécies de Plectranthus (P. barbatus, P. amboinicus e
P. grandis) comuns no Estado do Ceard, tambem cultivadas no Horto de Plantas Medicinais.
O éacido rosmarinico foi o componente majoritario em todos os decoctos. Importante frisar a
presenga de compostos altamente hidroxilados e glicosilados. A determinacdo estrutural de
todos os compostos foi realizada através da interpretacdo de espectros obtidos de métodos
espectrométricos como EMAR, RMN de 'H e C e comparagido com dados da literatura.
Adicionalmente, uma proposta de rota biosintética para os diterpenos isolados do cha de P.
ornatus foi sucedida. Além disso, 0s chas das espécies em estudo foram submetidos a teste de
inibicdo enzimatica da a-glicosidase e de viabilidade celular com células de adenocarcinoma
gastrico humana. Nenhum dos chas estudados apresentou inibicdo da a-glicosidase.
Interessantemente, todos os chas apresentaram acdo proliferativa celular, podendo ser um
indicativo para o uso popular medicinal. Entretanto, mais testes precisam ser realizados a fim

de comprovar esse efeito profilatico frente as células gastricas humanas.

Palavras-chave: Plectranthus ornatus. Diterpenos. Flavonoides. Inibicdo enzimatica.

Viabilidade celular.



ABSTRACT

Plectranthus ornatus Codd (Lamiaceae), popularly known as “boldo-gamba” and “boldinho”,
is a medicinal plant whose leaf or aerial part decoction is used to treat gastrointestinal
problems. Despite of its importance in the popular medicinal, there are few chemical and
pharmacological reports on the species. Thus, the aim of this study was to investigate the
chemical composition of the MeOH soluble fraction from the decoction of the aerial part of P.
ornatus, cultivated at the Medicinal Plants Garden Francisco José de Abreu Matos at the
Universidade Federal do Cear4d — UFC. Successive chromatography procedures, including
Sephadex LH-20, C18 cartridge, and HPLC resulted in the isolation of thirteen chemical
constituents including two new diterpene derivatives (19-5-D-glucopyranosyl-labda-7,13-
diene-15,16-dioic acid and 16-desacetyl-coleon L) and two new flavonoids (3'-f-D-
glucuropyranosyl-5,4'-dihydroxy-7-methoxy-flavone acid and 4'-5-D-glucuropyranosyl-5,3'-
dihydroxy-7-methoxy-flavone acid). It is noteworthy that the flavonoid 4'-5-D-
glucuropyranosyl-5-hydroxy-7-methoxy-flavone is already reported in the literature, however
the *H and *C NMR data of this compound are being presented for the first time.
Addicionally, a qualitative comparison of the main isolated compounds from the methanol
soluble fraction of P. ornatus with the MeOH fractions from the aerial part decoctions of
specimens of three other Plectranthus species (P. barbatus, P. amboinicus, and P. grandis)
common in Ceard State was performed. Rosmarinic acid was the main compound in all
decoctions. It is worth mentioning the presence of highly hydroxylated and glycosylated
compounds. The structural determination of all compounds was performed by interpretation
of HRMS and *H and *C NMR spectra, and comparison with the literature data. In addition,
the biosynthetic route for the isolated diterpenes was suggested. Moreover, the decoctions of
the investigated species were assayed for a-glycosidase enzymatic inhibition, and cell
viability on human gastric adenocarcinoma cells. None of the studied decoctions showed
inhibition of the a-glucosidase enzime. Interestingly, all decoctions showed cell proliferative
action and may be indicative for medicinal popular use. However, further tests need to be

performed to prove this prophylactic effect against human gastric cells.

Keywords: Plectranthus ornatus. Diterpenes. Flavonoids. Enzymatic inhibition. Cell viability.
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1 INTRODUCAO

Os organismos vivos, em seus processos vitais, produzem diversas substancias as
quais sdo classificadas em metabdlitos primarios e secundarios. Os metabolitos primérios
(material de estudo da Bioquimica) sdo 0s compostos comuns a todos 0S seres Vivos:
carboidratos, proteinas e lipidios; enquanto que os metabdlitos secundarios (material de
estudo da Quimica de Produtos Naturais) sdo caracteristicos de alguns organismos vivos. Os
metabolitos primarios participam de funcGes essenciais para a vida celular, ja os metabolitos
secundarios sdo responsaveis por caracteristicas especificas como cor, aroma, defesa contra
herbivoros e doencas etc. Exemplos de metabdlitos secundarios seriam: alcaloides, terpenos,
taninos, flavonoides entre outros (BRAZ-FILHO, 2010; MATQOS, 1997).

A quimica de Produtos Naturais (PN) tem como principal objetivo de estudo o
isolamento e caracterizagdo estrutural de metabdlitos secundarios a partir de organismos vivos.
Assim, uma das principais aplicacbes esta nas ciéncias farmacéuticas, onde se busca por
novos compostos bioativos com a finalidade de se descobrir novos medicamentos (BRAZ-
FILHO, 2010). A busca por novos medicamentos de origem natural tem crescido,
principalmente, devido aumento da resisténcia de determinados microrganismos frente aos
antibidticos atualmente comercializados. A relevancia dos estudos de PN pode ser
comprovada através das constantes revisdes de Newman & Cragg (2016) que mostram que
mais da metade dos medicamentos aprovados pelo FDA no periodo de 1981-2014 sao
derivados diretamente ou indiretamente de metabdlitos secundarios (GALVAO RODRIGUES
et al., 2013; NEWMAN e CRAGG, 2016).

Além das plantas, os estudos de PN utilizam também como material de
investigacdo esponjas marinhas, bactérias, fungos entre outros seres, mas o0s que utilizam
plantas levam vantagem por ser um material mais acessivel e barato. A grande biodiversidade
brasileira abriga mais de que 45.000 espécies de plantas, além disso detém uma valiosa
riqueza étnica-cultural, abrigando imenso conhecimento popular que faz uso de plantas com
finalidades medicinais (DUTRA et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018). Assim, o estudo
quimico/bioldgico/farmacoldgico de plantas medicinais € de grande relevancia pois valida a
eficécia e seguranca de seu uso popular.

Plantas do género Plectranthus sdo amplamente encontradas nas regides tropicais
do globo sendo utilizadas para o tratamento de diversas doencas como dor no estdmago,
nausea, alergia de pele, problemas respiratorios, febre, hemorragia, entre outras ( LUKHOBA,
SIMMONDS e PATON, 2006). Os estudos fitoquimicos sobre o género tém relatado o
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isolamento e caracterizacdo de compostos fenolicos e de natureza terpénica, especialmente de
diterpenos. Os diterpenos sdo moléculas formadas por vinte (20) atomos de carbono, oriundos
de quatro unidades de isopreno (moléculas com 5 atomos de carbonos). Os diterpenos
isolados de espécimes de Plectranthus (FIGURA 1), frequentemente, sdo aqueles de
esqueletos do tipo labdano, abietano e caurano (ABDEL-MOGIB, ALBAR e BATTERIJEE,
2002; LUKHOBA,; SIMMONDS e PATON, 2006).

Figura 1 — Esqueletos representativos de diterpenos isolados do género
Plectranthus

W o o o

Labdano Clerodano Abietano Caurano

Fonte: elaborada pelo autor.

Em 2006, o Governo Federal Brasileiro aprovou a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos que visa a melhoria da qualidade de vida da populacdo, do uso
sustentavel da biodiversidade e da valorizacdo e preservacdo do conhecimento tradicional
associado das comunidades tradicionais e indigenas. Entre as diretrizes, o decreto visa
implementar a Politica no &mbito do Sistema Unico de Satde — SUS (BRASIL, 2007). Em
2009, o Ministério da Saude lancou a Relagdo de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS), onde, entre as 71 espécies vegetais listadas, encontra-se Plectranthus barbatus
(FIGUEREDO, GURGEL e JUNIOR, 2014). Esta espécie, conhecida popularmente como
malva-santa ou boldo-nacional, é usada na medicina popular no tratamento de problemas
gastrointestinais, atividade esta que ja foi comprovada cientificamente. O efeito positivo no
tratamento de Ulceras gastricas e antissecretdrio de acido gastrico apresentado por P. barbatus,
foi associada a presenca do diterpeno abietano denominado de plectrinona A (SCHULTZ et al.,
2007).

Folhas ou partes aéreas de espécimes da espécie P. ornatus, popularmente
conhecida como atroveran, boldinho ou boldo-gamba, sdo utilizadas na preparacao de chas ou
lambedor na medicina popular, em substituicdo a P. barbatus, para o tratamento de problemas
gastricos. P. ornatus também é utilizada para aliviar célicas e dores em geral, porém seu uso
popular ainda ndo foi comprovado (ALBUQUERQUE et al., 2007; MATOS, 2007).

InvestigacBes quimicas sobre esta espécie, sugerem que os diterpenos do tipo clerodano
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(FIGURA 1) sdo marcadores taxondmicos da mesma, visto que moléculas com esse tipo de
esqueleto ndo foram isoladas em outras espécies do género Plectranthus (AVILA et al., 2017).

Em levantamento (16.07.19) na plataforma de busca SciFinder, utilizando
“Plectranthus ornatus” como palavra-chave, foram encontrados 21 trabalhos publicados,
enquanto que utilizando o termo “Plectranthus ”, 1855. A busca também foi realizada com a
sinonimia da espécie (Coleus comosus) e nenhum trabalho foi encontrado. Esse fato reforca a
importancia de se estudar P. ornatus visto que, € uma planta utilizada na medicina popular,
com pouco conhecimento cientifico associado e nenhum estudo que comprove, seu Uso
popular. Além do mais, até entdo ndo ha relato de investigacdo fitoquimica do cha dessa

espécie, apenas de extratos organicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a composicdo quimica do cha das partes aéreas de espécimes de
Plectranthus ornatus cultivadas no Horto de Plantas Medicinais Francisco José de Abreu

Matos da Universidade Federal do Ceara.

2.2 Objetivos especificos

« Investigar a composicdo quimica (isolar/caracterizar o0s metabolitos
secundarios) da fracdo metanolica obtida do cha de P. ornatus;

» Realizar um estudo quimico comparativo qualitativo, por CLAE, das fracdes
metandlicos dos chas liofilizados de P. ornatus, P. grandis, P. amboinicus e P. barbatus;

« Submeter a testes farmacoldgicos (teste de inibi¢do enzimatica e de viabilidade
celular), os chas liofilizados das partes aéreas de espécimes das espécies citadas acima.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

3.1 Consideracdes sobre a familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae (Labiatae) inclui ervas, arbustos, e algumas arvores
geralmente com aroma e ramos quadrangulares. E representada por cerca de 300 géneros e
7500 especies distribuidas ao redor do mundo (LORENZI e SOUZA, 2012). No Brasil, esta
familia abrange 46 géneros e cerca de 525 espécies (MONTEIRO; PASTORE e MELO, 2018).
Estudos sobre algumas espécies da familia reportam a acumulacdo de 6leo essencial devido a
presenca de tricomas glandulares, principalmente nas folhas, achado este que justifica o
amplo emprego em preparagdes farmacéuticas, na perfumaria e em cosméticos (ASCENSAOQ;
MOTA e CASTRO, 1999). Dentre algumas das ervas arométicas da familia introduzidas no
pais encontram-se a lavanda (Lavandula angustifolia), a horteld (Mentha spp.), a erva-cidreira
(Melissa officinalis), o orégano (Origanum vulgare) e o boldo-brasileiro (Plectranthus
barbatus) (LORENZI e SOUZA, 2012), espécies amplamente difundidas no Brasil e de

reputado valor econémico.

3.2 Consideracdes sobre o género Plectranthus

O género Plectranthus € um dos mais importantes da familia, contendo
aproximadamente 300 espécies distribuidas, principalmente, em regides tropicais do planeta.
Dentre estas, 62 espécies apresentam propriedades medicinais, alimenticias, ornamentais entre
outras (BANDEIRA et al., 2011). Sdo plantas de facil cultivo, uma vez que ndo exigem muita
luminosidade e se adaptam as atmosferas quente e secas. Algumas espécies tém de 1 a 2
metros de altura, com pequenas flores de cor azul a roxo (RICE et al., 2011). Estudos
filogénicos do género subdividem algumas espécies em dois grupos majoritarios: Clade 1-
Coleus e Clade 2- Plectranthus. As espécies da Clade 1 sdo maiores em ndmero, em
diversidade de uso e sdo geograficamente mais distribuidas pelo planeta. Exemplos de
espécies da Clade 1 sdo P. amboinicus (Coleus amboinicus) e P. barbatus (Coleus barbatus)
(LUKHOBA, SIMMONDS e PATON, 2006).

Inimeras espécies do género tém aplicacdo na horticultura e floricultura,
entretanto 85% do seu uso documentado é como medicinal. As espécies mais citadas para
finalidades medicinais sdo P. amboinicus e P. barbatus, que representam 68% de todo 0 uso

tradicional do género. Diversas propriedades farmacologicas como bactericida, antifungica,
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antitumoral e antiplasmodial, sdo atribuidas aos compostos isolados de plantas de
Plectranthus, sendo mais comuns o0s terpenodides e compostos fenolicos. Desta forma,
enfatiza-se a importancia de investigar a quimica das espécies desse género, visto que muitas
ndo tém estudos que comprovem o uso popular (LUKHOBA, SIMMONDS e PATON, 2006;
RICE et al., 2011).

3.3 Consideracdes sobre a espécie Plectranthus ornatus Codd

P. ornatus Codd (syn.: Coleus comosus Hochst. ex Guerke) é uma erva perene
com folhas suculentas. A classificacdo taxonémica desta espécie segundo a Global
Biodiversity Information Facility é apresentada na Figura 2. As vezes confundida com P.
neochilus Schltr, P. ornatus apresenta flor na coloracdo roxa em forma de espigdo, florando
somente em regides de clima serrano (www.hear.org/org/). Popularmente conhecida como
boldinho ou boldo-gamba (devido ao odor de suas flores) na medicina popular, esta espécie é
consumida na forma de cha para o tratamento de colicas e dores em geral, podendo inclusive,
ser usada em substituicdo a P. barbatus (MATQOS, 2007). Testes histoquimicos das secrecdes
das folhas da P. ornatus apresentaram resultado positivo para a presenca de polissacarideos,
lipideos, terpenos, flavonoides e flavondides glicosilados, e apresentou resultado negativo
para alcaloides. Estas secrec@es podem estar envolvidas no sistema de defesa da planta
(ASCENSAO; MOTA e CASTRO, 1999).

Figura 2 — Fotografia digital de um espécime de Plectranthus ornatus Codd
em estagio de floracéo
o T

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Género: Plectranthus

Espécie: P. ornatus Codd

Fonte: Prof. Edilberto Rocha Silveira.
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4 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

A relevancia do género Plectranthus pode ser avaliada pelo nimero de trabalhos
encontrados na literatura, concentrados nas grandes areas de Quimica, Farmacologia, Biologia
e Agronomia. O género é nativo da Africa, Asia e Australia, e provavelmente, chegou ao
Brasil através do trafico negreiro. Algumas espécies possuem relevante importancia
econbmica, sendo mundialmente reconhecidas, a principio, pelas propriedades medicinais de
P. barbatus (RIJO et al., 2011). Seus 06leos essenciais, ricos em mono- e sesquiterpenos, sdo
intensamente investigados (MOTA et al., 2014). Entretanto, os principais constituintes
quimicos isolados de extratos organicos de espécimes do género sao os diterpenoides e 0s
compostos fendlicos. Entre os fendlicos, o acido rosmarinico (AR) se destaca como composto
majoritario tanto no extrato aquoso de P. ornatus, quanto de P. zuluensis, P. verticillatus
“Barberton”, P. venteri, P. verticillatus “Ubombo”, P. neochilus, P. madagascariensis “Lynne”,
P. lanuginosus, P. grandidentatus, P. ernstii e P. barbatus (BRITO et al., 2018; MEDRADO et
al., 2017). Este metabdlito secundario, comumente encontrado em espécies de plantas das
familias Boraginaceae e Lamiaceae, foi isolado pela primeira vez em 1958 da Rosmarinus
officinalis (SCARPATI e ORIENTE, 1958). O AR é de grande interesse cientifico em virtude
de suas diversas atividades bioldgicas e farmacol6gicas como anti-inflamatdria, antioxidante,
antiangiogénica, antimicrobiana e citotoxica frente a algumas linhas de células tumorais (KIM
et al., 2015; MEDRADO et al., 2017).

Como ja mencionado, as plantas do género produzem os diterpenos como
principal classe de metabdlitos secundarios. Estes metabolitos sdo moléculas formadas por
vinte atomos de carbono, provenientes de quatro unidades de isoprenos (moléculas com 5
atomos de carbonos). Os diterpenos isolados de Plectranthus pertencem as classes abietano,
caurano e labdano (FIGURA 1) (ABDEL-MOGIB, ALBAR E BATTERJEE, 2002;
LUKHOBA, SIMMONDS e PATON, 2006). Entretanto, foram isolados de P. ornatus
(AVILA et al., 2017), diterpenos do tipo clerodano, os quais podem ser considerados
marcadodores quimiotaxondmicos para a espécie, haja vista que compostos deste esqueleto
ndo foram isolados em nenhuma outra espécie de Plectranthus.

Pesquisa realizada na plataforma SciFinder (16.07.2019) utilizando o termo
Plectranthus apresentou 1855 resultados, muitos dos quais envolvem os chas, forma
geralmente empregada na medicina popular. Esta pesquisa, quando refinada para Plectranthus
ornatus, mostrou 21 artigos pertencentes as grandes areas Quimica-Farmacologia-Biologia-

Agronomia, 14 do quais foram publicados nos ultimos 10 anos (2009-2019). Isso mostra um
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crescente interesse do meio cientifico em conhecer e validar a espécie como medicinal. Vale
ressaltar que, dos 21 artigos encontrados, apenas 5 sdo de isolamento e caracterizacdo de
metabolitos secundarios, e nenhum destes esté relacionado ao cha de P. ornatus, motivando a
realizacdo deste trabalho. Os outros 16 artigos sdo, em sua maioria, de testes farmacol6gicos
com extratos organicos, compostos previamente isolados de espécimes da espécie ou artigos
sobre a parte botanica de P. ornatus.

Com base nos trabalhos de fitoquimica de P. ornatus, constatou-se o isolamento e
caracterizacdo da mistura de pf-sitosterol e stigmasterol, 2 triterpenos, 15 diterpenos
clerodanos e 8 diterpenos abietanos, corroborando com a literatura ao apontar os diterpenos
como compostos majoritarios do género (TABELA 1).

Apesar do uso medicinal popular de P. ornatus, verificou-se que poucos dos seus
metabdlitos secundérios exibem atividades farmacoldgicas/bioldgicas comprovadas na
literatura (TABELA 1). Entretanto, a forscolina (21), um diterpeno do esqueleto labdano
muito usado atualmente no tratamento de inflamagdo associada a obesidade, exibiu uma
potente acdo estimulante da enzima adenilato ciclase. A ativacdo desta enzima promove a
reducdo no nivel de mediadores inflamatérios (TNF-a e 1L-10) dentro das células, sendo esta
atividade associada ao tratamento de asma, hipertensdo, problemas cardiovasculares, entre
outros (ALASBAHI e MELZIG, 2010; ASADA et al., 2012). Na busca por compostos com
capacidade de ativacdo da mesma enzima, trabalhos de sintese foram realizados, entretanto,
nenhum dos derivados apresentou atividade superior a forscolina (ASADA et al., 2012;
BHAT et al., 1983; SEAMON et al., 1983).
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Tabela 1 — Metabolitos secundérios isolados de Plectranthus ornatus e suas atividades

farmacologicas

Substancia - FM

Extrato de origem - Atividade

Plectrornatina A
C23H3405 (1)

COOH

Acido 11-acetoxi-2-
oxo-neocleroda-3,13E-
dien-15-6ico
C22H3205 (2)

COOH

Acido 2-oxo-kolavénico
Ca0H3003 (3)

Ester metilico do &cido
2-oxo-kolavénico
Co1H3203 (4)

Diterpenos clerodano
- Extrato hexanico e acetona de P. ornatus;

- Atividade: Antifungico frente a cepas de Candida: Candida albicans, C. tropicalis,
C. glabrata, C. krusei, e C. guilliermondii, antibacteriano frente a Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (RIJO et al., 2002).

Obs.: Composto foi testado frente as linhagens de células tumorais HCT-116, HL-60,
OVCAR-8 e SF-295, porém ndo mostrou citotoxidade (AVILA et al., 2017).

- Extrato hexanico das partes aéreas de P. ornatus (OLIVEIRA et al., 2005).

Obs.: Composto ndo foi citotoxico frente as linhagens de células tumorais HCT-116,
HL-60, OVCAR-8 e SF-295 (AVILA et al., 2017).

- Extrato acetonico de toda a P. ornatus (RI1JO et al., 2002), metandlico das folhas de
Detarium microcarpum (LAJIDE, ESCOUBAS e MIZUTANI, 1995), metandlico da
casca do caule de Macaranga monandra (L) Muell. et Arg (SALAH et al., 2003),
extrato aquoso das folhas da Tectona grandis (MACIAS et al., 2010) e da mistura dos
extratos de hexano e de acetato de etila da casca de Xylopia aethiopica A. Rich
(DIDEROT et al., 2005)

- Atividade: Forte efeito dissuasor alimentar de cupins Reticulitermes speratus
(LAJIDE; ESCOUBAS e MIZUTANI, 1995), antiflngico frente a Phomopsis
viticola, P. obscurans e Botrytis cinerea (SALAH et al., 2003), inibicdo da enzima
PEP (Propyl endopeptidase) (DIDEROT et al., 2005), efeito fitotoxicico no bioensaio
de coledptilo de trigo elioletado, na germinagéo de Lactuca sativa (alface), no
crescimento da raiz de Allium cepa (cebola) e do Lycopersicum esculentum (tomate)
(MACIAS et al., 2010).

Obs.: Composto ndo apresentou significante atividade antifngica frente a
Colletotrichum acutatum, C. gloeospioides, C. fragariea e Fusarium oxysporum
(SALAH et al., 2003), ndo inibiu a enzima Thrombina (DIDEROT et al., 2005) e nédo
apresentou fitotoxicidade na germinacgéo ou crescimento e nem no broto da Lepidium
sativum L. (agrido), do Lycopersicum esculentum (tomate) e de Allium cepa (cebola)
(MACIAS et al., 2010).

- Extrato acetonico de toda a P. ornatus (RIJO et al., 2002), EtOH/H20 (9:1) da casca
da Amoora ouangliensis (YANG; WU e LIU, 2010) e etandlico das folhas e galhos da
Dysoxylum gotadhora (JIANG et al., 2015).

- Atividade: Anti-inflamatdria frente a producéo de éxido nitrico induzido por
lipopolissacarideo (JIANG et al., 2015).

Obs.: Composto ndo apresentou citotoxicidade frente as linhagens de células tumorais
AGZY 83-a, SMMC-7721 (YANG; WU e LIU, 2010) e nem a frente de células
macréfagos RAW 264,7 (JIANG et al., 2015).
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Tabela 1 — Continuacéo

Substancia - FM Extrato de origem - Atividade

foon - Extrato hexanico das partes aéreas da P. ornatus (OLIVEIRA et al., 2005).

Acido 11-
acetoxineocleroda-
3,13E-dien-15-0ico

C22H3404 (5)

GOOMe - Extrato hexanico da parte aérea da P. ornatus (AVILA et al., 2017).

Obs.: Composto ndo citotoxico frente as linhagens de células tumorais HCT-116, HL-
60, OVCAR-8 e SF-295 (AVILA et al., 2017).

Ornatina A
Co3Hzs04 (6)

BOEH - Extrato hexanico da parte aérea da P. ornatus (AVILA et al., 2017).

Obs.: Composto ndo citotoxico frente as linhagens de celulas tumorais HCT-116, HL-
60, OVCAR-8 e SF-295 (AVILA et al., 2017).

Ornatina E
C22H3204 (7)

GOOH - Extrato hexanico das partes aéreas da P. ornatus (OLIVEIRA et al., 2005).

Obs.: Composto ndo citotoxico frente as linhagens de células tumorais HCT-116, HL-
60, OVCAR-8 e SF-295 (AVILA et al., 2017).

Acido 11-acetoxi-3-
hidroxineocleroda-
4(18),13E-dien-15-6ico
C22H3405 (8)

FooH - Extrato hexanico das partes aéreas da P. ornatus (AVILA et al., 2017).

Obs.: Composto ndo citotoxico frente as linhagens de células tumorais HCT-116, HL-
60, OVCAR-8 e SF-295 (AVILA et al., 2017).

Acido ent-3a-
hidroxicleroda-4(18),
13E-dien-15-6ico
C20H3203 (9)
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Tabela 1 — Continuacéo

Substancia — FM

Extrato de origem - Atividade

COOH

hd: ”
Ornatina C
szHseOe (10)

Acido labd-13-en- 8p-
hidroxi-15-0ico
C21H3603 (11)

COOH

Acido rinocerotindico
Ca0H3003 (12)

Acido 11R*-
acetoxihalima-5,13E-
dien-15-6ico
C22H3404 (13)

COOH

HO %é
Ornatina B
Ca2H3407 (14)

- Extrato hexénico da parte aérea P. ornatus (AVILA et al., 2017).

Obs.: Composto ndo citotoxico frente as linhagens de células tumorais HCT-116, HL-
60, OVCAR-8 e SF-295 (AVILA et al., 2017).

Diterpenos labdano
- Extrato hexanico da parte aérea da P. ornatus (AVILA et al., 2017).

Obs.: Composto ndo citotoxico frente as linhagens de células tumorais HCT-116, HL-
60, OVCAR-8 e SF-295 (AVILAet al., 2017).

- Extrato acetonico de toda a P. ornatus (RIJO et al., 2007), aquoso das folhas de
Tectona grandis (MACIAS et al., 2010) e da Elytropappus rhinocerotis (TRAN,
WONG e CHAI, 2017).

- Atividade: Composto apresentou inibi¢do no bioensaio de coledptilo de trigo
elioletado, fitotoxidade em relacdo a germinag&do da Lactuca sativa (alface)
(MACIAS et al., 2010) e anti-inflamat6ria em edemas induzidos por carragenina em
ratos (TRAN, WONG e CHAI, 2017).

Obs.: Composto ndo apresentou atividade bactericida frente as cepas de
Mycobacterium tuberculosis Hz;Rv e MDR (RIJO et al., 2010), nem fitotoxidade na
germinacdo ou crescimento, broto ou raiz da Lepidium sativum L. (agrido),
Lycopersicum esculentum (tomate) e da Allium cepa (cebola), nem na raiz nem no
broto da Lactuca sativa (alface) (MACIAS et al., 2010), assim como também néo
apresentou atividade antiartritica (TRAN; WONG; CHAI e 2017).

- Extrato acetdnico de toda a P. ornatus (RIJO et al., 2007).

- Atividade: Bactericida frente a Enterococcus faecalis, E. faecium, E. flavescens,
Staphylococcus aureus e Mycobacterium smegmatis (R1JO et al., 2011).

Obs.: Composto ndo apresentou citotoxidade frente as linhagens de células tumorais
HL-60, U937, Molt-3, MCF-7 e SK-MEL-1 (BURMISTROVA et al., 2013).

- Extrato hexanico da parte aérea da P. ornatus (AVILA et al., 2017).

Obs.: Composto ndo citotoxico frente as linhagens de células tumorais HCT-116, HL-
60, OVCAR-8 e SF-295 (AVILAet al., 2017).
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Tabela 1 — Continuacéo

Substancia — FM

Extrato de origem - Atividade

Ornatina D
C22H320s5 (15)

:= ; OAc
Plectrornatina B
C22H340s5 (16)

2: i OAc
Plectrornatina C
C24H3606 (17)

= OAc
10,6pB,7B-triacetoxi-
8,13R*-epoxi-14-
labden-11-ona
C26H350s (18)

1,6-di-O-
acetilforscolina
Ca26H3809 (19)

6-O-acetilforscolina
Ca24H3605 (20)

- Extrato hexénico da parte aérea da P. ornatus (AVILA et al., 2017).

Obs.: Composto ndo apresentou citotoxidade frente as linhagens de células tumorais
HCT-116, HL-60, OVCAR-8 e SF-295 (AVILAet al., 2017).

- Extrato com acetona de toda a P. ornatus (RIJO et al., 2002).

- Atividade: Bactericida frente a Staphylococcus aureus (RI1JO et al., 2002).

- Extrato hexanico das partes aéreas (OLIVEIRA et al., 2005), acetona de toda a P.
ornatus (RIJO et al., 2002) e metandlico da raiz da P. barbatus (ASADA et al., 2012).

- Atividade: Antifangica frente a cepas de Candida: Candida albicans, C. tropicalis,
C. glabrata, C. krusei, e C. guilliermondii, bactericida frente a Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (RIJO et al., 2002).

Obs.: Composto ndo apresentou efeito no teste de forca contratil do tecido ventricular
do miocardio de camundongos (ASADA et al., 2012).

- Extrato hexanico das partes aéreas (OLIVEIRA et al., 2005) e acetona de toda P.
ornatus (R1JO et al., 2005).

- Atividade: Néo ha relato de testes farmacoldgicos/biolégicos com o composto.

- Extrato hexanico das partes aéreas (OLIVEIRA et al., 2005) e acetona de toda P.
ornatus (RIJO et al., 2005).

Obs.: Composto ndo apresentou efeito ativador do adenilato cliclase do cortex
cerebral de ratos (SEAMON et al., 1983).

- Extrato acetonico de toda P. ornatus (R1JO et al., 2005).

- Atividade: Composto apresentou diminuicdo na pressdo arterial comparavel a
forscolina (BHAT et al., 1983).
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Tabela 1 — Continuacéo

Substancia — FM

Extrato de origem - Atividade

OH
Forscolina
Ca2H3407 (21)

LA OH
9-Deoxiforscolina
Ca2H3406 (22)

AcO

4\H OAc
Coleon R
C26H3409 (23)

Friedelina
C3oHs20 (24)

3p-Acetil-a-amirina
C31H5002 (25)

Mistura de f-sitosterol
e estigmasterol
(26)

- Extrato acetonico de toda P. ornatus (R1JO et al., 2005).

- Atividade: Ativador do adenilato ciclase cardiaco, atividade hipotensora devido a
vasodilatacdo periférica, antiespasmaédica ligada a capacidade de relaxar a
musculatura lisa, ativador do adenilato cliclase do cortex cerebral de ratos (SEAMON
et al., 1983), diminui a pressdo sanguinea (BHAT et al., 1983), anti-inflamatério,
potente estimulador da producéo de cAMP intracelular, inibe proteinas de transporte
de membrana de mamiferos e bactérias, aumenta a for¢a de contracdo do miocardio
de ratos roedores e apresenta efeito positivo dose-dependente na forca contratil do
tecido ventricular do miocérdio de camundongos (ASADA et al., 2012).

- Extrato acetona de toda P. ornatus (RIJO et al., 2005) e metandlico das raizes de P.
barbatus (ASADA et al, 2012).

Obs.: Néo apresentou efeito ativador do adenilato cliclase do cortex cerebral de ratos
(SEAMON et al., 1983) nem no teste de forca contrétil do tecido ventricular do
miocardio de camundongos (ASADA et al, 2012).

Diterpeno abietano

- Extrato hexanico das partes aéreas de P. ornatus (Avila et al., 2017).

Obs.: Composto ndo citotoxico frente as linhagens de células tumorais HCT-116, HL-
60, OVCAR-8 e SF-295 (Avila et al., 2017).

Triterpenos

- Extrato hexanico das partes aéreas de P. ornatus (OLIVEIRA et al., 2005) e das
folhas de Maytenus ilicifolia (ALVES et al., 2018).

- Atividade: Anti-inflamatéria e propriedade gastroprotetora (ALVES et al., 2018).

- Extrato hexanico das partes aéreas de P. ornatus (OLIVEIRA et al., 2005).

- Extrato hexanico das partes aéreas de P. ornatus (OLIVEIRA et al., 2005).

Fonte: elaborada pelo autor.

Nas plantas,

a maioria dos diterpenos participam do crescimento e

desenvolvimento, sendo sua producdo e acumulo associados as condicGes de estresse

ambiental. Uma das principais fun¢des dos diterpenos é como agente natural de defesa contra
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herbivoros (MAZID; KHAN e MOHAMMAD, 2011). Na inddstria, alguns deles e derivados
tém grande aplicacdo nas areas farmacéutica, cosméticos e alimenticia (ZERBE e
BOHLMANN, 2015). Como exemplo, tém-se o taxol (27) (farmacéutica), isolado das cascas
da Taxus brevifolia Nutt (Taxaceae), o qual é indicado como agente anticAncer contra diversos
canceres, mas principalmente no tratamento de cancer de ovario e de mama (KHAZIR et al.,
2014). Na industria de fragrancia, o esclareol (28), isolado de Salvia sclarea (Lamiaceae),
Cistus creticus (Cistaceae), Nicotiana glutinosa (Solanaceae), e Cleome spinosa
(Brassicaceae), é amplamente utilizado na sintese de Ambrox® (produto sintético que
substitui o ambar cinza) e na fixacdo dos odores (CANIARD et al., 2012), enquanto na &rea
alimenticia tém-se o esteviosideo (29), um adocante natural ndo calérico encontrado na Stevia
rebaudiana (Bertoni) (PHILIPPE et al., 2014).

HO,

HHooﬁ ° oH
0 00" oy
OH

"~ H HO
oL o
] OH
HO

Esteviosideo

(28) (29)

Esclareol

Com base no exposto, P. ornatus € um produtor em potencial de compostos
bioativos justificando seu uso medicinal popular. Assim, o estudo do cha ndo sé contribui para
o conhecimento etnofarmacol6gico da espécie como também para pesquisas em diversas areas
de conhecimento, visto que é uma espécie é rica em diterpenos, uma classe de metabdlitos que
apresenta crescente interesse industrial (ZERBE e BOHLMANN, 2015).
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Métodos cromatograficos

Através dos métodos cromatograficos € possivel analisar e separar uma
determinada mistura em seus componentes. Desta forma, a partir das diferentes propriedades
das substéncias a serem separadas, como a polaridade, escolhe-se qual tipo de cromatografia
sera aplicada.

Um sistema cromatografico € composto, basicamente, por 3 partes (MATOS,
1997):

1. Mistura a ser analisada: material que contém os compostos a serem separados;

2. Fase fixa ou fase estacionaria: meio constituido ou suportado por um soélido

poroso, cuja funcéo é reter os solutos;

3. Fase movel ou eluente: solvente que flui constantemente pela fase fixa

deslocando os solutos.

Devido a diferenca de propriedades dos compostos e competi¢cdo pelos mesmos
entre a fase fixa e fase movel, os componentes da mistura apresentardo diferentes velocidades

de migracéo possibilitando sua separacdo. Matos completa (1997, p. 79):

Em principio, qualquer propriedade que permita o estabelecimento de equilibrio de
concentra¢do dos componentes da mistura nas duas fases, em grau distinto para cada
um deles, pode ser utilizada como propriedade cromatografica separativa, isto €, em

funcdo dela os varios componentes da mistura migrardo com velocidades diferentes

através da fase fixa do sistema.

5.1.1 Cromatografia por adsor¢édo em gel de silica

Na cromatografia por adsorcao, utiliza-se a diferenca de polaridade dos compostos
de um material para separa-los. No processo, 0s componentes da mistura ficam adsorvidos na
superficie da fase fixa devido a interacdo entre 0 suporte e as substancias pertencentes a
mistura, e desta forma, quanto mais forte for essa interagdo, mais lento sera o deslocamento
desse composto através da fase estacionaria (SIMOES et al., 2003, p. 240).

A fase estacionaria utilizada para esse tipo de cromatografia foi gel de silica 60 da

Merck ou da Vetec g 230-400 um. A escolha do comprimento ¢ didmetro da coluna baseou-se
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na quantidade e perfil cromatografico do material. Os eluentes acetato de etila e metanol, de
qualidade PA da marca Synth, foram utilizados puros ou em proporcdes binarias.

Para as cromatografias em camada delgada (CCD) utilizou-se cromatoplacas de
aluminio pré-revestidas com gel de silica (20 x 20 cm) da marca Silicycle UltraPure Silica
Gels (Modelo TLA-R10011B-323). As placas foram reveladas através de aspersdo com
solucdo alcodlica &cida de vanilina seguido por aquecimento por exposi¢cdo ao ar quente pelo
uso de soprador termico DWT (Modelo HLP15-500).

° Solucéo alcodlica acida de vanilina

Revelador utilizado para terpenos, com o qual, apds aquecimento, 0s compostos
revelam-se na forma de spots em diferentes cores. Para 200 mL de solucéo,
solubiliza-se 5 g de vanilina (CgHsO3) em 100 mL de alcool etilico. Em seguida,
acrescenta-se a solucéo de vanilina, 100 mL de solucéo 0,75 M de &cido perclérico
(HCIO.).

5.1.2 Cromatografia por exclusdo molecular em Sephadex LH-20

A cromatografia por exclusdo utiliza-se da dimensdo molecular como base de
separacdo. Também conhecida como peneira molecular, a separacdo se da pela diferenca de
tamanho molecular dos compostos onde as moléculas maiores por ndo conseguirem entrar nos
poros da fase estaciondria, s@o deslocadas pela fase movel. Consequentemente, as moléculas
menores tendem a sair por Gltimo durante o processo de eluicdo do solvente (SIMOES et al.,
2003, p. 240).

Para este tipo de cromatografia utilizou-se como fase estacionaria gel de dextrana,
Sephadex LH-20, da marca Pharmacia Fine Chemicals e metanol de qualidade PA da marca

Synth como fase movel.

5.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC — High Performance
Liquid Chromatography) tambeém se baseia na interagdo do soluto com a fase estacionéria e a
fase movel, porém se diferencia na sua fase fixa que é formada de particulas extremamente
finas (3 a 10 um), homogéneas ¢ densamente compactadas, o que oferece resisténcia para o
fluxo do solvente. Desta forma requer alta pressao e fluxo continuo, para que a fase movel

flua a uma velocidade razoadvel. Separacfes onde o solvente € apolar e a fase fixa polar séo
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denominadas separacdes em fase normal. Entretanto, se a fase fixa for apolar e a fase moével
polar ela é denominada separacdo cromatografica em fase reversa (SIMOES et al., 2003, p.
241).

O material foi analisado em dois cromatdgrafos distintos: um SHIMADZU,
modelo UFLC, equipado com detector UV-Vis com arranjo de diodos (SPD-M20A) e sistema
de bombas ternario e o outro Waters, modelo Waters-1525, equipado com detector PDA
Waters-2996 e sistema de bomba binéria de alta pressdo. Utilizou-se colunas de fase reversa
constituidas de gel de silica substituida por cadeias organicas alifaticas de dezoito carbonos
(C18) da marca Phenomenex® (analitica: 2,5 x 250 mm, 5 um; semi-preparativa: 4,6 x 250
mm, 5 um) mantida em forno termostatico a 35 °C.

Os solventes utilizados foram H>O-Milli-Q (levemente acidificada com &cido
trifluoracético — TFA a 0,1%) e metanol grau HPLC, adequadamente filtrado em membrana
de nylon com poros de 0,45 um (Millipore). As amostras foram dissolvidas em metanol e

filtradas em membranas de PTFE (politetrafluoretileno) com poros de 0,45 pm (Whatman).

5.1.4 Extracéo em fase solida

Mais conhecida como SPE (Solid Phase Extraction), a Extracdo em Fase Solida
(EFS) é uma técnica muito difundida para a preparacdo de amostras, com o objetivo de extrair
e/ou concentrar analitos em amostras complexas, permitindo que analitos de baixa
concentracdo sejam detectados em técnicas como CLAE (JARDIM, 2010).

Foram utilizados cartuchos de fase reversa (C18) de 1g da marca Strata da
Phenomenex. Neste fracionamento a fase movel empregada foi agua Milli-Q e metanol PA da
marca Synth. O uso dos cartuchos foi precedido por ativacdo do adsorvente (fase estacionaria)
com metanol, seguida de acondicionamento em agua Milli-Q, utilizando aliquotas

equivalentes a trés vezes o volume do cartucho.

5.1.5 Extracdo em fase aquosa

A utilizacdo de plantas na medicina popular ocorre de varias formas dependendo
do tratamento e de que parte da planta (folha, casca, fruto) esta sendo usada. Os chas, por
exemplo, podem ser preparados por infusdo ou decocg¢do. Segundo Matos (2007), uma das

maneiras de preparar cha (p. 38):
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Por decocgdo ou cozimento: colocar a planta na 4gua fria e levar a fervura. O tempo
de fervura pode variar de 10 a 20 minutos, dependendo da consisténcia da parte da
planta. ApGs o cozimento, deixar em repouso de 10 a 15 minutos e coar em seguida.
Este método é indicado quando se utilizam partes duras como cascas, raizes e
sementes.

No caso do trabalho, realizou-se decoccdo da parte aérea (caule e folhas) dos
espécimes em estudo, visto que é a forma de preparo dos chas de espécimes de Plectranthus

spp. no conhecimento popular.

5.2 Métodos espectrométricos

5.2.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear baseia-se na absorcdo de
radiacdo eletromagnética, na regido de radiofrequéncia, por determinados nucleos de uma
molécula. Onde, (SILVERSTEIN; WEBSTER e KIEMLE, 2010):

Sob condi¢Bes apropriadas em um campo magnético, uma amostra pode absorver
radiacdo eletromagnética na regido de radiofrequéncias em uma frequéncia regida
pelas caracteristicas estruturais da amostra. A absorcdo é funcdo de determinados
nlcleos da molécula. Um espectro de RMN €é um registro grafico das frequéncias

dos picos de absorcdo contra suas intensidades (p. 123).

A frequéncia, ou deslocamento quimico, que cada nucleo apresenta €
caracteristico do ambiente quimico que ele se encontra na molécula. Os nucleos analisados
foram 'H e 13C.

Alguns dos espectros de RMN de 'H e **C, uni e bidimensionais, foram obtidos
em espectrémetros Bruker, modelo Avance DRX-500 e DPX-300 operando na frequéncia do
prétio a 500 e 300 MHz e na frequéncia do carbono a 125 e 75 MHz, pertencentes ao Centro
Nordestino de Aplicagdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal
do Ceara (CENAUREMN-UFC). Outros espectros foram obtidos em espectrdmetro Agilent
DD2 operando na frequéncia do hidrogénio a 600 MHz e na frequéncia do carbono a 150
MHz, pertencente ao Laboratorio Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais da Empresa

Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA).
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Para obtencdo dos espectros, as amostras foram dissolvidas em solventes
deuterados: metanol (CD3OD) ou piridina (CsDsN). Os deslocamentos quimicos (o) dos
hidrogénios pertencentes as moléculas residuais nao-deuteradas dos solventes deuterados
utilizados nos espectros de RMN de tH foram expressos em partes por milhdo (ppm): éx 3,31
(metanol), 5n8,74; 7,58; 7,22 (piridina) e 614,80 (Agua). Nos espectros de RMN de 3C, os
picos referentes aos solventes foram dc 49,15 (metanol) e dc 150,35; 135,91; 123,87 (piridina).

As multiplicidades dos sinais de protios no espectro de RMN de H foram
indicadas segundo a convencdo: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo
dupleto), ddd (duplo dupleto de dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).

A técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) com
angulo de 135¢ foi utilizada para a determinacdo do padrao de hidrogenacgédo dos carbonos. Em
comparagio do espectro do mesmo com o espectro de RMN de *C-BB, foi possivel distinguir
os carbonos, sendo descritos segundo a convengdo: C (carbono ndo hidrogenado), CH

(carbono metinico), CH: (carbono metilénico) e CHs (carbono metilico).

5.2.2 Espectrometria de massa (EM)

A espectrometria de massa fornece dados que permitem determinar a férmula
molecular dos compostos, contribuindo na elucidacdo estrutural através dos padrdes de
fragmentacéo inerente as diferentes funcbes organicas. O espectro de massa € um grafico que
apresenta picos que representam a relagdo massa/carga (m/z). A intensidade dos picos depende
da capacidade de ionizacao da molécula, onde quanto mais estavel o ion formado mais intenso
sera 0 pico. O espectro é obtido quando a molécula na fase gasosa e ionizada, passa por um
analisador e chega ao detector gerando o espectro (SILVERSTEIN; WEBSTER e KIEMLE,
2010, p. 1).

Os espectros de massa de alta resolucdo foram obtidos em espectrometro Waters,
modelo Acquity UPLC, acoplado a um sistema Quadrupolo/ Tempo de Voo (QtoF)
pertencente ao Laboratorio Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais da EMBRAPA. As
corridas cromatograficas foram realizadas em coluna Waters Acquity UPLC BEH C18 (150
mm x 2,1 mm, 1,7 pum) equipado uma fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI) operando tanto

no modo positivo quanto no negativo.
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5.3 Determinacao da rotacao Optica

A interacdo de um composto organico com a luz plano-polarizada é chamada
atividade Optica. A rotagdo Optica é medida por um polarimetro. Quando a luz plano-
polarizada passa através de uma amostra com um ou mais centros estereogénicos, o plano de
polarizacdo da luz incidente sofre desvio de um certo angulo que pode ser no sentido horario
[dextrorrotatdrio (+)] ou anti-horario [levorrotatério (-)].

A rotacdo Optica especifica dos compostos isolados foi obtida em polarimetro
digital Jasco modelo P-2000 pertencente a Central Analitica do Laboratorio de Analise
Fitoquimica de Plantas Medicinais Il da UFC (LAFIPLAM-UFC). O equipamento opera com
lampada de tungsténio, em comprimento de onda de 589 mm, temperatura variando de 20 a
23°C e cubeta com 2,5 mm de diametro por 10 mm de caminho déptico. As amostras foram
analisadas na concentracdo 1mg/mL em solvente com grau de pureza HPLC, e as medicdes

feitas em triplicata.

5.4 Andlise fitoquimica das partes aéreas de espécimes do género Plectranthus

5.4.1 Material vegetal

Os materiais botanicos foram coletados no Horto de Plantas Medicinais Professor
Francisco José de Abreu Matos da Universidade Federal do Ceara, campus do Pici, no periodo
de maio-setembro de 2017 entre 13h:30-14h:30. Esse horério foi escolhido de forma aleatoria.
As exsicatas, numeros 56806 (P. ornatus), 54737 (P. barbatus), 54739 (P. amboinicus) e

54738 (P. grandis) encontram-se depositadas no Herbario Prisco Bezerra da UFC.

5.4.2 Preparacéao dos decoctos das partes aéreas de quatro espécimes representativas do

género Plectranthus: P. ornatus, P. barbatus, P. amboinicus e P. grandis

As partes aéreas de varios espécimes representativas de cada espécie em estudo
foi lavada em &gua corrente (2x), colocado em béckers (2000 mL) e acrescentado agua
destilada (30 g/ 100 mL). Em seguida, o material foi aquecido, em chapa aquecedora (Marca:
Fisatom, Modelo: 752A), e permanecido por 15 min a 90 °C. Esperou-se esfriar e apos esse

intervalo de tempo, o decocto foi filtrado em funil comum com algoddo e liofilizado
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[liofilizador da marca: Christ, Modelo: Alpha 1-2/ LD plus], fornecendo os materiais da
Tabela 2.

5.4.3 Preparacao das frages metandlicas dos decoctos (FMDPX)

Ao liofilizado de P. ornatus (38,16 g), foi adicionado 180 mL de MeOH, agitado e
deixado em repouso por 5 min (6 extracbes com 180 mL). Apds esse tempo, as fracdes
metanolicas foram combinados e evaporados a pressao reduzida.

Seguindo 0 mesmo procedimento, foram preparados os chas das partes aéreas de
espécimes representativas das outras espécies cultivadas no Horto de Plantas Medicinais
DQOI-UFC. Vale ressaltar que, ao contrario de P. ornatus onde todo o material foi extraido,
das demais espécies foi utilizado apenas 1 g de material para extracdo com MeOH. Ao
material foi adicionado 10 mL de MeOH e realizado o mesmo procedimento que o da P.
ornatus. Os dados da preparacao das fracdes metandlicas dos chas estdo compilados na Tabela
2.

Tabela 2 — Dados referentes a preparacao das fracdes metanolicas dos decoctos

Espécie de Material Decocto Material Fracéo Rendim. Cédigo
Plectranthus coletado gerado (g)  fracionado  metandlica %

Estudada (kg) (9) ()]

P. ornatus 2,250 38,16 38,16 13,43 35% FMDPO

P. grandis 0,950 22,97 1,03 0,65 65% FMDPG
P. amboinicus 1,050 18,93 1,06 0,29 29% FMDPA

P. barbatus 0,625 13,28 1,00 0,55 55% FMDPB

Fonte: Dados da pesquisa.

5.4.4 Fracionamento da fracdo metanolica do decocto de P. ornatus (FMDPO)

Foi utilizado da fracdo metandlica de P. ornatus, FMDPO (13,43 g), quatro
porgdes de 1,20 g, e solubilizado em 2 mL de MeOH/H20 na proporcdo de 1:1 e, em seguida,
submetido a extracdo em fase sélida em cartucho de fase reversa. O solvente foi removido do
material coletado sob pressdo reduzida, e os dados do fracionamento estdo compilados no
Fluxograma 1 mostrando as massas de material trabalhado, da fragdo metandlica do cha as
fracdes obtidas.

Todas as fracBes do extrato metandlico foram analisadas por CLAE nas seguintes
condigdes: coluna analitica C18, gradiente H.O (0,1% TFA)/MeOH 10-100% em 30 min +

MeOH 100% em 10 min, temperatura do forno a 35 °C, fluxo de 1,0 mL/min e volume de
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injecdo de 25 pL. A partir dos perfis cromatograficos observados, foram escolhidas as frages
que seriam dadas continuacdo no fracionamento cromatografico. Apesar da fracdo H.O/
MeOH 20% possuir maior quantidade de material, seu cromatograma ndo apresentou picos
que foram observados no cromatograma da fracdo metandlica do cha. A fragdo H.O/ MeOH
40% apresentou em seu cromatograma um pico majoritério. Ja as fragdes H.O/ MeOH 60% e
80% foram reunidas, duas aliquotas (FMDPO A: 0,62 g e FMDPO B: 1,91 g) foram retiradas
e fracionadas resultando no isolamento de 13 compostos, como mostra o Fluxograma 2 e o
Fluxograma 3. Os 9 primeiros compostos foram isolados da aliquota A, porém foi observado
gue nenhum destes compostos apresentava 0s tempos de reten¢do dos picos representativos no
cromatograma do cha. Na busca por esses Gltimos compostos, utilizou-se a aliquota B com

outra metodologia de fracionamento, iniciando com silica gel.

Fluxograma 1 — Fracionamento cromatografico das fracbes metandlicas do cha
das partes aéreas de P. ornatus

P ornatus [‘

Decocto
38,16 g W
| Fracao -
MeOH -
1343¢g

SPE

H,0/MeOH  |H,0/MeOH| |H,0/MeOH  |H,0/MeOH MeOH
20% 40% | 60% 80% 100%
7.70 g 129g] 183¢g] 106 g

Fonte: Dados da pesquisa.
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Fluxograma 2 — Fracionamento cromatografico da fragdo H.O/MeOH 60% reunida com
a 80%- A da fracdo metanolica do decocto das partes aéreas de P. ornatus

FMDFO A

Sephadex LHE-20
| I— | I— | -
A3 A4 Ab
64,0 mg 2719 mg 45,8 mg
SPE Sephadex LH-20 HPLC

| | 1
433
At4 A4S Ad6 DPD-8| \_I‘JFG-9|
168 mg |
— L 58 mg] L 67 mg]
cc HPLC HPLC

D DP0-3| | DPO-4 |DPO-5| |DPO-6| | DPO-7

SME ] L [360mg| L 41mg | 18mg | H{ 28mg|L] 3.4mg]

Fonte: Dados da pesquisa.

il
g
]

5.4.4.1 Fracionamento da FMDPO- H,O/ MeOH 40%: Isolamento de DPO-1

Uma aliquota da fragdo FMDPO - H,O/ MeOH 40% (0,37 g) foi submetida a
fracionamento por exclusdo molecular (Sephadex LH-20/ altura - 29 cm/ largura - 2,7 cm)
utilizando MeOH como fase mével. Apos analise por CCD, utilizando a mistura DCM/MeOH
20% e o revelador vanilina, foram obtidas 4 fractes: C1 (87,4 mg), C2 (55,1 mg), C3 (114,4
mg) e C4 (16,6 mg). A fracdo C3 apresentou-se como um solido amorfo alaranjado sendo

codificado como DPO-1, cuja determinacéo estrutural encontra-se no item 6.1.1.

5.4.4.2 Fracionamento da FMDPO- A: Isolamento de DPO-2

FMDPO H>O/MeOH 60% + 80% - A (620,7 mg) foi submetida & fracionamento
por exclusdo molecular (Sephadex LH-20/ altura - 39 cm/ largura - 3,7 cm) utilizando MeOH
como fase mdvel, resultando em 7 frages: Al (21,4 mg), A2 (89,9 mg), A3 (64,0 mg), A4
(271,9 mg), A5 (101,2 mg), A6 (46,8 mg) e A7 (16,0 mg), apds monitoramento por CCD. A
fracdo A3 (64,0 mg) foi submetida a fracionamento em SPE com H2O/MeOH iniciando com
100% H>O e aumentando a porcentagem de MeOH (20%, 40%, 60%, 80% e 100%)
resultando em 4 subfragdes: A3.1 (3,4 mg), A3.2 (20,4 mg), A3.3 (16,8 mg) e A3.4 (11,2 mg).
Afragéo A3.3 (16,8 mg) foi purificada no HPLC (FIGURA 3) resultando numa resina marrom,
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sendo codificada como DPO-2 (6,6 mg), cuja determinagdo estrutural encontra-se no item
6.1.2.

Figura 3 — Cromatograma HPLC-UV (210-400 nm)
referente ao isolamento da substancia DPO-2
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5.4.4.3 Fracionamento da FMDPO- A: Isolamento de DPO-3

A fragdo A4 (271,9 mg) foi submetida & fracionamento em Sephadex LH-20
(altura - 43 cm/ largura - 2,7 cm) utilizando MeOH como fase mével. A analise através de
CCD, e reunido das fragdes semelhantes, resultou em 7 subfra¢Ges: A4.1 (8,6 mg), A4.2 (21,4
mg), A4.3 (15,3 mg), A4.4 (140,4 mg), A4.5 (52,0 mg), A4.6 (7,6 mg) e A4.7 (1,5 mg). A
subfracdo A4.4 (140,4 mg) foi submetida a fracionamento sobre 4,9 g de gel de silica e eluida
com acetato de etila e metanol puros ou misturados (100%/ 5%/ 10%/ 20%/ 30%/ 50%/ 100%)
em ordem crescente de polaridade, obtendo-se 55 fragdes. As fracOes 23-25 apresentaram um
solido amorfo, que apds lavagem com acetona, foi codificado como DPO-3 (36,0 mg), cuja

determinacéo estrutural encontra-se no item 6.1.3.

5.4.4.4 Fracionamento da FMDPO- A: Isolamento de DPO-4 e DPO-5

A fragdo A4.5 (52,0 mg) foi analisada por CLAE coluna semipreparativa de fase
reversa empregado em gradiente H>O (0,1% TFA)/ MeOH (50-100%) por 25 minutos, com
fluxo 4,0 mL/min e volume de inje¢ao 100 uL (FIGURA 4). A analise foi realizada sob faixa
de comprimentos de onda de 210-400 nm e resultou no isolamento de duas substancias que
deram origem aos picos observados nos tempos de retencdo: Tr= 9,12 min e Tr= 12,34 min).
Os outros picos em destaque também foram coletados, porém ndo foi possivel realizar a

caracterizacdo estrutural ou pela quantidade de material ou por se apresentarem na forma de
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mistura complexa. As duas substancias mencionadas anteriormente foram codificadas,
respectivamente, como DPO-4 (4,1 mg) e DPO-5 (1,8 mg). As determinacdes estruturais dos

compostos DPO-4 e DPO-5 encontram-se nos itens 6.1.4 e 6.1.5, respectivamente.

Figura 4 — Cromatograma HPLC-UV (210-400 nm)
referente ao isolamento das substancias DPO-4 e DPO-5
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5.4.4.5 Fracionamento da FMDPO- A: Isolamento de DPO-6 e DPO-7

A fragcdo A4.6 (7,6 mg) foi analisada por CLAE coluna semipreparativa de fase
reversa empregado em gradiente H.O (0,1% TFA)/ MeOH (50-100%) por 25 minutos, com
fluxo 4,0 mL/min e volume de injegdo 100 uL (FIGURA 5). A analise foi realizada sob faixa
de comprimentos de onda de 210-400 nm e resultou no isolamento de duas substancias que
deram origem aos picos observados nos tempos de retencdo: Tr= 12,39 min e Tr= 12,90 min).
As mesmas foram codificadas, respectivamente, como DPO-6 (2,6 mg) e DPO-7 (3,4 mg). As
determinacdes estruturais dos compostos DPO-6 e DPO-7 encontram-se nos itens 6.1.6 e
6.1.7, respectivamente.

Figura 5 — Cromatograma HPLC-UV (210-400 nm)
referente ao isolamento das substancias DPO-6 e DPO-7
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5.4.4.6 Fracionamento da FMDPO- A: Isolamento de DPO-8 e DPO-9

A fracdo A6 (46,8 mg) analisada por CLAE coluna semipreparativa de fase
reversa empregado em gradiente H.O (0,1% TFA)/ MeOH (50-100%) por 25 minutos, com
fluxo 4,0 mL/min e volume de injecdo 100 uL (FIGURA 6). A analise foi realizada sob faixa
de comprimentos de onda de 210-400 nm e resultou no isolamento de duas substancias que
deram origem aos picos observados nos tempos de retencédo: Tr= 10,08 min e Tr= 12,84 min).
As mesmas foram codificadas, respectivamente, como DPO-8 (5,8 mg) e DPO-9 (6,7 mg). As
determinacOes estruturais dos compostos DPO-8 e DPO-9 encontram-se nos itens 6.1.8 e

6.1.9, respectivamente.

Figura 6 — Cromatograma HPLC-UV (210-400 nm)
referente ao isolamento das substancias DPO-8 e DPO-9
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5.4.4.7 Fracionamento da FMDPO- B: Isolamento de DPO-10, DPO-11, DPO-12 e DPO-13

Os compostos isolados até entdo (DPO-1 a DPO-9) foram analisados por CLAE
[Coluna analitica C-18, gradiente: H20 (0,1% TFA)/MeOH, 10-100% em 30 min + 10 min em
100% MeOH, Fluxo 1,0 mL/ min, Injecdo 25 pL] e comparados com o cromatograma em
mesmo método da fracdo metandlica do cha de P. ornatus. Foi verificado que, os compostos
majoritarios, depois de DPO-1, ndo haviam sido isolados, entdo optou-se por trabalhar com
outra aliquota do material, s6 que comecando o fracionamento com silica gel. Portanto, a
fracdo H.O/ MeOH 60% reunida com a 80% - B (1,91 g) foi submetida a fracionamento em
silica gel (4,9 g) utilizando diclorometano e metanol misturados como fase movel em ordem
crescente de polaridade (10%, 15%, 20%, 30%, 40% e 50%). A analise através de CCD, e
reunido das fragcdes semelhantes, resultou em 12 subfragdes: B1 (53,6 mg), B2 (93,0 mg), B3
(112,3 mg), B4 (169,7 mg), B5 (95,7 mg), B6 (245,8 mg), B7 (86,6 mg), B8 (91,8 mg), B9
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(117,5 mg), B10 (115,2 mg), B11 (151,0 mg) e B12 (180,4 mg). Estes dados estdo melhor
apresentados no Fluxograma 3.

As subfracbes B1 (FIGURA 7), B2 (FIGURA 8) e B3 (FIGURA 9) foram
analisadas por CLAE coluna semipreparativa de fenil-hexil empregado em método isocréatico
H.O (0,1% TFA)/ MeOH (72,5 %) por 25 minutos, com fluxo 4,0 mL/min e volume de
injecdo 100 pL. As andlises foram realizadas sob faixa de comprimentos de onda de 210-400
nm e resultou no isolamento de quatro substancias que deram origem aos picos observados
nos tempos de retengdo: Tr= 13,59 min, Tr= 6,20 min, Tr= 9,92 min e Tr= 12,15 min. As
mesmas foram codificadas, respectivamente, como DPO-10 (9,8 mg), DPO-11 (10,2 mg),
DPO-12 (9,2 mg) e DPO-13 (4,8 mg). As determinagfes estruturais dos compostos DPO-10,
DPO-11, DPO-12 e DPO-13 encontram-se nos itens 6.1.10, 6.1.11, 6.1.12 e 6.1.13,

respectivamente.

Figura 7 — Cromatograma HPLC-UV (210-400 nm)
referente ao isolamento da substancia DPO-10
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Figura 8 - Cromatograma HPLC-UV (210-400 nm)
referente ao isolamento da substancia DPO-11
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Figura 9 - Cromatograma HPLC-UV (210-400 nm)
referente ao isolamento das substancias DPO-12 e DPO-13
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Fluxograma 3 — Fracionamento cromatografico da fracdo
H>O/MeOH 60% reunida com a 80%- B da fracdo metandlica do
decocto das partes aéreas de P. ornatus

FMDPO - B
| 191g |
cc
| —1 —1
B1 ‘ B2 B3
Gre) [oem]
HPLC HPLC HPIC

DFO-10 DPO-11 DPOD-1 DPOD-13
'9 8 mg 1EI 2 mg 9, 2 mg| 48 mg

Fonte: Dados da pesquisa.

5.5 Testes biologicos dos decoctos de Plectranthus: P. ornatus, P. barbatus, P. amboinicus

e P. grandis

O primeiro teste realizado, inibicdo da a-glicosidase, foi escolhido em funcdo da
composi¢do dos decoctos dos espécimes em estudo, visto que se trata de um material rico em
compostos glicosilados e o farmaco utilizado, a acarbose (FIGURA 10), € um produto natural
glicosilado. Ja o segundo teste realizado, viabilidade celular, foi direcionado para células de

origem gastrica afim de correlacionar os chés estudados com o uso popular.

5.5.1 Ensaio de inibicdo da enzima a-glicosidase

O ensaio de inibi¢do da enzima a-glicosidase, com os decoctos dos espécimes das
espécies de Plectranthus estudadas, foi realizado no Laboratério de Produtos Naturais e
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Biotecnologia da Universidade Federal do Ceara (UFC), sob supervisdo da professora Maria

Teresa Salles Trevisan.

5.5.1.1 Principio do teste

A anélise colorimétrica verifica a conversdo de p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo
(pPNPG) em p-nitrofenol (pNP) a partir da enzima a-glicosidase. A conversdo de pNPG em
PNP, na presenca da enzima a-glicosidase, gera uma solucdo amarela. Quando ha inibi¢do da
enzima pela presenca de alguma substancia na solugdo, a intensidade da cor da solucdo
diminui. E essa variacdo de intensidade € medida em um espectrofotdmetro.

No organismo, a enzima a-glicosidase participa da conversdo de carboidratos em
monossacarideo (moléculas menores que os carboidratos), o que aumenta a concentracdo de
glicose no sangue. Logo, a inibicdo da enzima a-glicosidase indicaria uma diminuigdo da
concentracdo de glicose no sangue (SHINDE et al., 2008). Desta forma, o material testado

com essa atividade poderia vir a ser um agente redutor de glicemia.

5.5.1.2 Procedimento experimental

Em eppendorfs de 1,5 mL, 20 uL. da amostra foi pré-incubada em tampéo fosfato
50 mM (pH 6,8) com 10 pL da enzima a-glicosidase durante 5 minutos a 25° C. A reacdo foi
iniciada pela adigdo de 40 pL da solugdo p-NPG. A reacédo foi incubada a 37° C, durante 30
minutos, em um agitador (Thermomixer comfort da Eppendorf, Alemanha). Apds incubacdo,
a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 100 pL de bicarbonato de sodio (NaHCO3) a 10%.
Por ultimo, 100 pL de cada amostra foi transferido para microplacas de 96 pogos e a
absorbancia lida a 405 nm em leitora de Elisa Thermoplate (Leitor de microplacas - TP-
READER Thermo Plate).

Foram utilizadas amostras contendo o extrato vegetal e p-NPG, com e sem enzima,
visando eliminar variacOes relacionadas a coloracdo caracteristica do extrato vegetal e
possiveis variagdes relacionadas a absorbancia da coloracdo do p-NPG. Para branco, foi usado
o tampéo fosfato com a enzima. Como controle positivo foi utilizado a acarbose (Glucobay®)
100 mg /mL. A acarbose (30) é um farmaco utilizado como redutor de glicemia. As demais
solugbes foram preparadas de modo que a concentragdo final foi de 1,0 mg.mL. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata.
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Figura 10 - Representagéo estrutural da Acarbose
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5.5.2 Ensaio de viabilidade celular

O teste de viabilidade celular, com os decoctos dos espécimes de Plectranthus
estudadas, foi realizado no Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal do
Ceara (UFC), sob supervisao da professora Flavia Almeida Santos.

5.5.2.1 Principio do teste

Ensaios de viabilidade celular sdo frequentemente realizados colocando o material
direta ou indiretamente em contato com celulas isoladas, permitindo a avaliagdo da
citotoxicidade por diferentes parametros, com alteracdes na integridade da membrana celular,
inibicdo enzimatica e alteracdes na atividade metabdlica da célula, baseados na absorcédo
Optica e analise da diminuicdo da funcdo celular através de produtos enzimaticos que
determinam atividades vitais. A avaliacdo da toxicidade do dos decoctos de Plectranthus foi
realizada com o intuido de avaliar a seguranca das preparagoes.

O teste de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5- difeniltetrazolio) € um
método colorimétrico utilizado para determinar a viabilidade celular, realizado pela analise da
atividade de uma enzima mitocondrial, a succinato desidrogenase. O MTT (sal de coloragéo
amarela e hidrossolivel), quando em contato com células viaveis, é reduzido pelo sistema
enzimatico succinato-tetrazol redutase que compde a cadeia respiratoria da mitocéndria, a um
sal de cor purpura (Formazan). A analise colorimétrica verifica a conversdo do MTT em
formazan (FIGURA 11), a partir de enzimas mitocondriais presentes somente em células
metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983). Deste modo, o teste permite definir a

citotoxicidade do material em questdo, mas ndo o0 mecanismo de agéo.
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Figura 11 — Esquema de conversdo de MTT em Formazan
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5.5.2.2 Procedimento experimental

Células AGS — ATCC CRL1739 (adenocarcinoma gastrico humano) foram
cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - DMEM (Gibco Invitrogen, CA,
EUA), suplementado com 10% de soro bovino fetal, 100 unidades/mL de penicilina e 100
pg/mL de estreptomicina e mantidas a 37 °C em atmosfera com 5% de CO2 e 95% de
humidade relativa.

Células AGS foram distribuidas em placas de 96 pogos na concentragéo de 2 x 10°
células/pogo e incubadas a 37 °C por 24 h. As células foram pré-tratadas com diferentes
concentracfes dos extratos em estudo (3-800 mg/mL), DMSO 1% (controle — veiculo) ou
Triton X-100 (0,2% - controle positivo) por 24 h e depois adicionou-se MTT (1 mg/mL) a
cada pogo. Apds 4 h, o meio foi removido e adicionou-se DMSO (100 pL). A absorbancia foi
detectada a 570 nm utilizando um leitor de microplacas (Asys UVM 340, Biochrom, USA). A

inibicdo do crescimento celular foi calculada como descrito:
Inibigéo (%) =100 x (ODsampIe - ODbIank) / (ODcontrol - ODbIank)-

Os compostos foram diluidos em 1% de DMSO. Os valores de ICso foram
calculados a partir das curvas concentracdo-resposta e trés experimentos independentes foram
realizadas em triplicata. Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrdo (DP). As
diferencas nos valores médios entre os grupos foram analisadas por uma anélise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida do teste de Tukey utilizando o programa GraphPad Prism
(GraphPad Prism versdo 5.01 para Windows, San Diego, CA, EUA). As diferencas foram
consideradas significativas para *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.



58

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Determinacao estrutural

A interpretacdo das informagdes fornecidas pela espectroscopia de RMN (uni e
bidimensional) e espectrometria de massa (EM), ferramentas usadas para a elucidacdo
estrutural de substancias organicas, sdo essenciais para a quimica de PN. A elucidacdo das
estruturas de todos os compostos isolados neste trabalho se deu pelo uso destas técnicas, cujas
informac0Oes obtidas serdo descritas a seguir. O estudo do cha da parte aérea de P. ornatus
resultou no isolamento de treze compostos: trés compostos fendlicos (DPO-1, DPO-8 e DPO-
9), um diterpeno labdano glicosilado (DPO-2), um dissacarideo (DPO-3), quatro flavonoides
glicosilados (DPO-4, DPO-5, DPO-6 e DPO-7), trés diterpenos abietanos (DPO-10, DPO-11 e
DPO-12) e um diterpeno clerodano (DPO-13).

6.1.1 Determinacao estrutural de DPO-1

Apo6s o fracionamento cromatografico da fragdo H.O/MeOH 40% em Sephadex
LH-20 (item 5.4.4.1) obteve-se um sélido alaranjado codificado como DPO-1 (114,4 mg).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 14) apresentou sinais de hidrogénios na
regido de aromaticos caracteristicos de dois sistemas aromaticos de spin ABX um em Jn 7,02
(d, J=1,9 Hz, H-2), 6,76 (d, J= 8,2 Hz, H-5) e 6,91 (dd, J=1,9; 8,2 Hz, H-6) e 0 outro sistema
em o1 6,77 (sl, H-2"), 6,68 (d, J= 8,1 Hz, H-5") ¢ 6,63 (dd, J=1,9; 8,0 Hz, H-6). Constante de
acoplamento na faixa 6-10 Hz em um sistema aromatico sugere posi¢do orto dos hidrogénios
(SILVERSTEIN; WEBSTER e KIEMLE, 2010). Logo, se supde que hidrogénios com esta
mesma constante de acoplamento estejam nesta disposi¢cdo na molécula. Os deslocamentos
quimicos em dn 7,50 (d, H-7) e em Jn 6,26 (d, H-8) apresentam constante de acoplamento de
J= 15,9 Hz, o que sugere que eles facam parte de uma dupla ligacdo em posicdo trans. Além
disso, foram observados os sinais em Jn 5,09 (1H, dd, J= 3,4; 9,5 Hz, H-8’), correspondente &
um hidrogénio oximetinico, e dois sinais em Jn 2,94 (1H, dd, J= 9,7; 14,3 Hz, H-7°B) e JH
3,10 (1H, dd, J= 3,5; 14,3 Hz, H-7’a) correspondentes a hidrogénios diastereotopicos. Estes
sinais mostraram correlagdo entre si no espectro COSY (FIGURA 16) mostrando
contiguidades desses hidrogénios.

O espectro de RMN de C (FIGURA 15) apresentou linhas espectrais
correspondente a 18 atomos de carbono cujo padrdo de hidrogenacdo foi determinado pelo



59

espectro de carbono-13 APT (FIGURA 17), sendo possivel definir a existéncia de um carbono
metilénico, nove carbonos metinicos (1 sp® e 8 sp?) e oito carbonos ndo hidrogenados. Os
carbonos néo hidrogenados em dc 177,7 (C-9°) e 169,3 (C-9) sdo caracteristicos de carbonila,
sendo o mais protegido inferido & um ester enquanto o outro foi associado a um &cido
carboxilico.

O espectro de RMN 2D *H,*3C — HSQC (FIGURA 18) foi importante para
diferenciar os hidrogénios dos sistemas ABX, sendo assim possivel atribuir cada hidrogénio a
seu respectivo carbono, conforme mostrado na Tabela 3.

A completa elucidacdo da estrutura DPO-1 foi realizada com as correlagGes a
longa distancia observadas no espectro de RMN 2D H,**C - HMBC
(FIGURA 19). O sinal de hidrogénio em oJn 7,50 apresentou
correlagdes com o carbono de dupla ligacdo C-8 (dc 115,7) e com 0s
carbonos aromaticos C-1 (dc 128,1) e C-6 (oc 122,9), justificando um

sistema aromatico «,f-conjugado com a carbonila de éster. O outro R,
hidrogénio olefinico (d1 6,26) também apresentou correlagdo com C- Subestrutura 1a
1 (oc 128,1), C-9 (6c 169,3) e com C-7 (dc 146,8), confirmando a Subestrutura 1a.
Através das correlacbes a longa distancia observadas para os hidrogénios
benzilicos diasterotopicos (2H-7") com os carbonos C-8’ (6c 77,8), C-2’ (6c 117,6), C-6’ (dc

121,8), C-1’ (oc 131,3) e com a carbonila em R

éc 177,7, foi possivel sugerir a Subestrutura o 0 Ri
1b. A unido das subestruturas la e 1b foi E%H:)
realizada através das correlagBes  d0  upestrutura 1 SUbaa s 1o

hidrogénio oximetinico em on 5,09 com a carbonila do éster em Jc 169,3 (Subestrutura 1c).
Através dos dados acima discutidos chegou-se a estrutura planar de DPO-1
(FIGURA 13). Comparando os dados com os de Kuhnt et al. (1994), chegou-se ao composto
conhecido como acido rosmarinico. Entretanto, vale ressaltar que na referéncia houve
inversdo de valores de deslocamento quimicos de H-7 e H-8 no artigo apresentado. De fato,
quando comparado a dados em outros solventes, como DMSO e acetona, os valores de
deslocamento de hidrogénio apresentado neste trabalho estdo de acordo com a literatura
(ELMASTAS et al., 2018; WANG et al., 1998). Esta constatacdo pode ser justificada por
analogia ao conceito de que “hidrogénios na posi¢do £ a uma carbonila «,f-insaturada estdo
desblindados por ressonancia” (SILVERSTEIN; WEBSTER e KIEMLE, 2010, FIGURA 12).

Assim, o H-7 apresentara maior deslocamento quimico que o H-8.
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Figura 12 — Estruturas de ressonancia de hidrogénio § a
uma carbonila a,f-insaturada

O acido rosmarinico (DPO-1 — FIGURA 13) é amplamente encontrado em
espécies de plantas da familia das Lamiaceae. Além se estar presente nos extratos organicos
de outras espécies de Plectranthus, no cha ele aparece como composto majoritario em varias
espécies do género em questdo (BRITO et al., 2018). O &cido rosmarinico é de amplo
interesse pois apresenta diversas atividades farmacolégicas como anti-inflamatoria,

antioxidante, citotoxica e bactericida (KIM et al., 2015).

Figura 13 — Representacdo estrutural do composto DPO-1
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Tabela 3 — Dados de RMN 'H e *C (300 x 125 MHz, MeOD, J em Hz) de DPO-1
comparados com valores da literatura (400 x 100 MHz, MeOD) (KUHNT; RIMPLER e

HEINRICH, 1994)

# 8 oclLit. o 23 3 31 Lit.
1 1281 127,9 - H-7  H-5H- -
8
2 1153 1156 7,02 (1H, d, J=1,9) H-7H- 7,03 (1H, d, J=2,3)
6
3 1494 1494 - H-2  H-5 -
4 1468 1467 - H-5 H-2H- -
6
5 1166 116,5 6,76 (1H, d, J=8,2) 6,76 (1H, d, J=8,3)
6 1229 1229 6,91 (1H, dd, J=1,9; 8,2) H-2H- 6,92 (LH, dd, J=2,3; 8,3)
7
7 1468 1467 7,50 (1H, d, J=15,9) H-2H- 6,25 (1H, d, J= 15,8)
6
8 1157 1156 6,26 (LH, d, J= 15,9) H-7 7,50 (1H, d, J=15,8)
9 1693 1691 - H-8 H-7H- -
8,
I’ 1313 1311 - H-7" H-§ -
2 1176 1175 6,77 (1H, sl) H-7° 6,77 (1H, d, J= 2,3)
H-6’
3 1460 1459 - H2 H-5 -
& 1448 1448 - H-5" H-2 -
H-6’
5 1163 1162 6,68 (1H, d, J=8,1) 6,67 (1H, d, J= 8,3)
¢ 1218 1218 6,63 (1H,dd, J=19; 8,0) H-2° 6,62 (1H, dd, J=2,3; 8,3)
H-7°
7 389 388 3,10 (lH,dd,J=35;14,3) H-8  H-2’ 3,10 (1H, dd, J= 3;
2,94 (1H, dd, J=9,7; 14,3) H-6’ 14,3)
B 2,93 (1H, dd, J= 9,8;
14,3)
8 778 776 509 (lH,dd J=34;95)  H-7 5,09 (1H, dd, J=3,0; 9,8)
9 1777 1779 - H-8  H-7 -
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Figura 14 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, MeOD) de DPO-1
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Figura 15 — Espectro de RMN de 3C (75 MHz, MeOD) de DPO-1
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Figura 16 - Espectro de RMN 2D !H, 'H COSY (300 MHz, MeOD) de DPO-1
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Figura 18 - Espectro de RMN 2D H, **C HSQC (300 x 75 MHz, MeOD) de DPO-1
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Figura 19 - Espectro de RMN 2D H, *3C HMBC (300 x 75 MHz, MeOD) de DPO-1
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6.1.2 Determinagao estrutural de DPO-2

O composto designado DPO-2 (6,6 mg), uma resina marrom com rotacio [ald' -
47,67° (c 0.11; MeOH), foi obtido da fragdo H.O/MeOH 60% + 80% (FLUXOGRAMA 2)
apos fracionamento em Sephadex LH-20 e SPE (item 5.4.4.2).

O espectro de RMN *H (FIGURA 23) apresentou um sinal na regio de olefina em
on 5,27 (m, H-7), indicando uma dupla ligag&o trisubstituida. Um conjunto de sinais na faixa
de o 4,76-3,95 foi compativel com uma unidade de glicose. Além disso, revelou sinais para
uma série de hidrogénios metilénicos, incluindo dois pares de hidrogénios diastereotdpicos
ligados a carbono oxigenado em on 3,10; 3,90 (d, 2H-19) e em 6w 4,40; 4,57 (dd, 2H-6").
Adicionalmente, apresentou sinais para trés grupos metilas em 610,72 (Me-20), 610,82 (Me-
18) e 01 1,73 (Me-17). Dentre os sinais na regido de alifaticos, foi verificado que os sinais em
on 1,11 e em o1 2,90 sdo caracteristicos de impureza de solvente, referente a trietilamina
(SILVERSTEIN; WEBSTER e KIEMLE, 2010).

Através do espectro H,®C — HSQC (FIGURA 24), verificou-se sinais para
dezenove atomos de carbono classificados como metinicos (8), metilénicos (8) e metilicos (3)
(TABELA 4). Enquanto que, quatro carbonos ndo hidrogenados foram deduzidos pelas
correlagdes observadas no espectro de HMBC (FIGURA 25).

O espectro de massa de alta resolucdo de DPO-2 (FIGURA 26) apresentou, no
modo positivo, um pico referente a molécula de aduto [M + Na]* em m/z 535,2512, e aquele
referente & molécula protonada [M + H]* em m/z 513,2700 (FIGURA 21), compativeis com a
férmula molecular C26H40010 a qual apresenta indice de deficiéncia de hidrogénio igual a sete.

Para nossa surpresa, esta formula ndo foi compativel com o numero de carbonos
apresentados pelos espectros de HSQC e HMBC. Desta forma, foram obtidos espectros em
metanol. No espectro de RMN 'H (FIGURA 28), foi observado dois sinais na regido de

olefina em oJn 5,44 (H-7) e em Jn 6,03 (H-14), indicando duas duplas

OH trisubstituidas ao invés de uma como observado no espectro realizado em

’ N . piridina. No espectro HSQC (FIGURA 29), o sinal em on 6,03 mostrou
BN correlagdo com um sinal em dc 123,85 e no espectro HMBC (FIGURA 30),
esse mesmo sinal, mostrou correlagdo com os carbonos em Jc 38,86 e

171,77. Entretanto, ndo foi possivel atribuir valores para C-13 e C-15.
Curiosamente, tanto o sinal em Jn 6,03 como os sinais de carbono em oc 123, 85 e 6c 171,77

ndo apareceram no espectro com piridina.
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Uma analise dos deslocamentos quimicos dos RMN de *3C, levou-nos a sugerir
para DPO-2, um diterpeno glicosilado, com o esqueleto de um labdano,
comum no género Plectranthus (LUKHOBA; SIMMONDS e PATON,
2006). O esqueleto basico e a posicdo da molécula de glicose foram
confirmados pelas correlagbes de HMBC (FIGURA 25). Onde, Me-20
apresentou correlacdo com C-1, C-5, C-9 e C-10, Me-18 com C-3, C-4,

C-5 e C-19. Além das correlagbes observadas no espectro de COSY (L"c
(FIGURA 27). A dupla ligacdo foi posicionada pelas correlagbes TR —_—
apresentadas pela Me-17, assim também como foi atribuido o valor do deslocamento de C-8.

\erificou-se na literatura o isolamento do composto

O
majoritario denominado como neoandrografolida, de uma planta NN
medicinal, Andrographis paniculata Nees (Acanthaceae), que é da
mesma ordem (Lamiales) que a P. ornatus. Desse composto, foi
realizado reacdo de oxidacdo, onde obteve-se, como produto, 0
composto com parte da estrutura como apresentado na Figura 14, HO&&/O
Subestrutura 2. Onde, a partir da proposta do mecanismo de reacéo, "o on
explicar-se-ia  a auséncia dos sinais pela interconversdo Neoandrografolida

intramolecular (FIGURA 20). E desta forma, justifica a dificuldade em se observar os valores
de deslocamento quimico desta parte da estrutura, pois se trata de uma regido instavel da
estrutura. O produto da reacdo € similar a estrutura de DPO-2 e solivel em &gua, ja
neoandrografolida € hidrofébico (KAMDEM; SANG e HO, 2002). O produto da reacéo foi
utilizado para comparacdo dos dados de RMN. A diferenca entre ele e o composto isolado de
P. ornatus estd na posi¢do da dupla em C-8, visto que em DPO-2 a dupla é endociclica. O
padrdo de fragmentacdo (FIGURA 21) foi crucial para a confirmacdo da estrutura. E desta
forma, a estrutura de DPO-2 (FIGURA 22) esta sendo relatada pela primeira vez na literatura

sendo nomeado como &cido 19-4-D-glicopiranosil-labda-7,13-dieno-15,16-didico.

Figura 20 — Proposta de interconversédo intramolecular de DPO-2
Oy 0
0 bH

N
O H,O0 (6]

2

1 2
Fonte: Adaptado de KAMDEM et al., 2002
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Compostos terpénicos do tipo labdano possuem diversas atividades bioldgicas
como citotoxica, anti-inflamatéria e bactericida (DEMETZOS e DIMAS, 2001). O labdano
mais representativo isolado da P. ornatus é a forscolina (RIJO; SIMOES e RODRIGUEZ,
2005), pois é ativador da adenilato ciclase que estd envolvida em uma variedade de
propriedades farmacoldgicas como efeitos no trato gastrointestinal e cardiovasculares
(ALASBAHI e MELZIG, 2010).

Figura 21— Proposta de fragmentagéo de DPO-2

HO. _OH $
OH HOs—o0
NS o N 0
H,0

C6H1OO5 HO m/z 333,2177 m/z 315,1998

OH m/z 351,2177

m/z 513,2700 [M+H]*
m/z 535,2512 [M+Na]"

Figura 22 — Representacdo
estrutural do composto DPO-2
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Tabela 4 — Dados de RMN H e BC (300 x 75 MHz, CD30D, J em Hz) de DPO-2
comparados com valores da literatura (600 x 150 MHz, CDs0OD) (KAMDEM; SANG e HO,

2002)
# oc O0cmeor  Oc Lit. OH Piridina O 2) 3 on Lit.
Piridina MeOH
1 3835 3987 41,0 0,84 (m) 1,06 H-20 ;
1.78 (m) 1.90
2 1835 1921 213 1,34 (m) : i
1.45 (m)
3 36,04 38,34 36,6 1,80 (m) - -
1,37 (m)
4 37,25 37,79 420 - -
5 43,34 44,62 58,3 1,72 (m) 1,68 H-18 -
H-20
6 2361 2469 27,0 1,76 (m) . Hs5 i
2,01 (m)
7 122,25 123,85 38,4 5,27 (m) 5,44 H-17 -
8 134,87 135,94 155,3 - H-17 -
9 54,32 55,57 58,9 1,54 (m) 1,69 H-20 -
10 36,49 37,18 40,6 - - H-20 -
11 27,06 2744 246 1,55 (m) : i
1.81 (m)
12 38,85 38,86 40,8 2,43 (m) 2,31 H-14 -
2.85 (M) 2,68
13 - - 122,1 - - -
14 - 123,85 152,7 - 6,03 5,56 (1H, s)
15 - - 1774 i : i
16 - 171,77 181,7 - - H-14 -
17 22,11 22,55 108,7 1,73 (3H, s) 1,75 4,85 (1H, sl, 17a)
4,63 (1H, s,
17h)
18 17,81 18,29 29,7 0,82 (3H, s) 0,93 1,06 (3H, s)
19 78,87 80,02 76,4 3,10 (1H, d, 2,99 4,13 (1H, d,
J=9,7) 3,70 J=19,6, 19a)
3,90 (1H, d,
J=9,7)
20 1403 1447 176 0,72(3H,s) 085 0,74 (3H, 5)
1° 105,57 105,24 106,3 4,76 (1H, d, 4,22 4,20 (1H, d,
1=178) 1=78)
2> 75,03 75,32 76,1 4,00 (m) -
3 7830 7837 786 3,95 (m) : i
4 7147 71,73 72,5 4,21 (m) -
5 78,30 78,01 78,6 4,22 (m) - -
6> 62,62 63,05 63,5 4,40 (1H, dd, 3,72
J=53:11,4)
4,57 (1H, dd,

J=2,2;114)




Figura 23- Espectro de RMN de H (600 MHz, CsDsN) de DPO-2
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Figura 24 - Espectro de RMN 2D H, $3C HSQC (600 x 150 MHz, CsDsN) de DPO-2
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Figura 25 - Espectro de RMN 2D H, 3C HMBC (600 x 150 MHz, CsDsN) de DPO-2
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Figura 26 - Espectro de massas de DPO-2
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Figura 27- Espectro de RMN 2D *H, *H COSY (600 MHz, CsDsN) de DPO-2

O

f1 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T
70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 3.8

f2 (ppm)

T T T T T T T T
3.6 34 32 3.0 28 26 24 22

o} foul >~ oYM
8 2 Rz
Q hE Qo w
w0 n — OO

| I [

18 20
14
7
1
T iy T ST LT e e s ) vl
iy o Q O o ol Q Q O N
o — ~— o o~ o ~— — — N M T — N M
64 62 60 58 56 54 52 5.0 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 06 0.

fi (ppm)



Figura 29 - Espectro de RMN 2D H, *3C HSQC (300 x 75 MHz, MeOD) de DPO-2
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6.1.3 Determinacéo estrutural de DPO-3

O composto denominado DPO-3 (36,0 mg) foi isolado ap0s sucessivos
fracionamentos a partir da fracdo H.O/MeOH 60% + 80% do extrato metandlico do decocto
da P. ornatus (item 5.4.4.3, FLUXOGRAMA 2). DPO-3 se trata de um s6lido amorfo branco.

O espectro de RMN de H (FIGURA 34) apresentou sinais na regido de olefinas
em Ju 5,86 (1H, ddd, J=6,7; 10,4; 17,3 Hz, H-2), 5,22 (1H, ddd, J=1,4; 2,6; 17,3 Hz, H-1b) e
em 510 (1H, ddd, J= 1,4; 2,6; 10,4 Hz, H-1a) compativeis com uma unidade vinilica.
Adicionalmente, uma série de sinais para hidrogénios metinicos oxigenados (on 3,13 - 4,34)
foram observados. Sinais correspondentes a dois pares de hidrogénios oximetilénicos em oJn
4,34 (1H, d, J= 6,1 Hz, H-1") ¢ 4,31 (1H, d, J= 6,4 Hz, H-1"), ambos correlacionados com 0s
carbonos oc 1054 e 103,4, respectivamente, no espectro HSQC (FIGURA 38). Estas
informacbes foram sugestivas da presenca dos acucares glicose e xilose (COXON e
JOHNSON, 1971; UTILLE e VOTTERO, 1980). Ainda, foram observados sinais em dx 4,13
(1H, dd, J=6,7; 12,9 Hz, H-3), na faixa de hidrogénios metilénicos em 611,74 — 1,25, e um
sinal caracteristico de metila em 060,89 (3H, t, J= 6,7 Hz). Pela analise das constantes de
acoplamento, pode-se sugerir a subestrutura 3a, onde J= 17 Hz, observado para on 5,86 € 5,22,

é caracteristico de hidrogénios em posicdo trans; J= 10 Hz, s 586

para o 5,86 e 5,10, e caracteristico de hidrogénios em H 510
posicdo cis; J= 1,4 Hz, visto para on 5,22 e 5,10, é 7 5 N
observado em hidrogénios em posi¢do geminal de uma O}J Lo

Subestrutura 3a

dupla ligacdo, e J= 6,7 Hz apresentados em Jn 5,86 4,13, é
caracteristico de hidrogénio olefinico vicinal a um CH (SILVERSTEIN; WEBSTER e
KIEMLE, 2010).

O espectro de RMN de *C - BB (FIGURA 35) revelou 19 linhas espectrais, que
juntamente com o espectro de RMN de 2*C — JMOD (FIGURA 36) foi possivel definir o
padrdo de hidrogenacdo dos carbonos como sendo um carbono metilico [oc 14,5 (C-8)], sete
carbonos metilénicos, dentre eles um metiledénico (C-1) [oc 23,7 (C-7), 25,7 (C-5), 33,1 (C-
4), 35,8 (C-6), 66,9 (C-5”), 69,5 (C-6’) e 116,3 (C-1)], oito carbonos oximetinicos [oc 71,3
(C-4), 71,5 (C-4), 74,9 (C-27), 75,3 (C-2%), 77,1 (C-3”), 77,7 (C-5"), 78,1 (C-3) e 82,8 (C-
3)], dois carbonos dioximetinicos [dc 103,4 (C-17) e 105,4 (C-1")] e um carbono metinico [dc
140,9 (C-2)]. Vale ressaltar que os deslocamentos quimicos em Jc 116,35 e 140,99 sdo
caracteristicos de carbonos de dupla ligacdo. Ja aqueles entre Jc 1054 e 71,3 sdo

caracteristicas de carbonos oxigenados, visto que a eletronegatividade do oxigénio diminui a
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densidade eletrénica ao redor do carbono, gerando assim uma desprotecdo do mesmo frente
ao campo magnético aplicado sendo observado um maior deslocamento quimico.

Através do espectro de RMN 2D 'H-*C — HSQC (FIGURA 38), foi possivel
correlacionar cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo carbono. Assim, também foi possivel
correlacionar os sinais de hidrogénios que estavam sobrepostos no espectro de RMN de 'H e
assim distinguir seus deslocamentos, conforme mostrado na Tabela 5.

O espectro de RMN 2D *H-H — COSY (FIGURA 37) apresentou acoplamento do
hidrogénio oximetinico em J1 4,13 com os hidrogénios metilénicos em on 1,53 e 1,67, e com
o0 sinal em on 5,86 do grupo vinila, confirmando assim a Subestrutura 3a (FIGURA 31).

Figura 31 — Algumas correlagcdes observadas no espectro
de RMN 2D H-3C - HMBC e COSY de DPO-3

T : NG
Y
0

"

Atraves das correlacBes a longa distancia, no espectro HMBC (FIGURA 39),
apresentadas pelos sinais dos hidrogénios 3H-8 (o1 0,89), 2H-6 (0w 1,31), 2H-4 (on 1,67 €
1,53), H-2 (01 5,86) e 2H-1 (015,22 e 5,10) foi possivel confirmar a subestrutura 3a (FIGURA
31, Subestrutura ). De maneira semelhante, as correlagdes entre o sinal em 614,13 (H-3) com
o sinal de carbono anomérico em oJc 103,4 (C-1°) e vinila em 140,9 (C-2) e 116,3 (C-3)
revelaram a conectividade entre esses grupos (FIGURA 31, Subestrutura Il), sendo possivel
assim posicionar a molécula de glicose. Com as correlagdes entre os sinais em 6+ 4,34 (H-17)
e dc 69,6 (C-6’) foi possivel inferir que a unidade de xilose estava ligada ao carbono
oximetilénico da glicose (FIGURA 31, Subestrutura I11).

A férmula molecular C19H34010 foi determinada através do espectro de massas de
alta resolucdo (FIGURA 40) pelos picos em m/z 445,2050 [M + Na]™ e m/z 423,2238 [M +



75

H]*, representando assim, 3 deficiéncias de hidrogénio. Neste mesmo espectro, foram
observados picos em m/z 295,1009 e m/z 163,0602 correspondentes a deteccdo das unidades

de carboidratos (A e B), conforme Figura 32.

Figura 32 — Proposta de fragmentacdo de DPO-3
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Os dados mencionados foram compativeis com o composto representado pela
Figura 33, um composto previamente isolado da espécie Mentha spicata, também pertencente
a familia das Lamiaceae, denominado como 3-O-/f-D-Xylopyranosyl-(1-6)-5-p-
glucopyranosyl] (3R)-1-octen-3-ol (YAMAMURA et al.,, 1998). Porém os valores de
deslocamentos quimicos de C-1 e C-2 foram apresentados invertidos no artigo. Este fato pode
ser comprovado tanto pela analise no HSQC, tanto pela caracteristica dos carbonos em
questdo sendo um =CH; e o outro =CH. Assim, espera-se que C-2 (CH) possua maior
deslocamento quimico que C-1 (CH2). Além da presenca do oxigénio, que protege carbonos
em posi¢do y por efeito de compressdo estérica ¢ do efeito de desprotegdo da posic¢do S, onde
carbonos com mais substituintes na posicdo S sdo mais desprotegidos (SHOULDERS e
WELCH, 1987). Outros dados que aparentam estar trocados no artigo sao os deslocamentos
dos C-4 e C-6. Esse fato também pode ser explicado pelo efeito de desprotecdo de carbonos
na posicao g, onde C-4 tem trés substituintes em posicdo £ sendo um oxigénio, enquanto que

C-6 s6 apresenta dois substituintes em posicéo f.
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Figura 33 — Representacdo estrutural do composto DPO-3

LI ¢ :
o O
H OH

Tabela 5 — Dados de RMN H e BC (300 x 75 MHz, CD30D, J em Hz) de DPO-3
comparados com valores da literatura (400 x 100 MHz, CD30D) (YAMAMURA et al., 1998)

# dc dc Lit. OH on Lit.
1 116,3 1409 5,10 (1H, ddd, J=1,4; 2,6; 10,4) 5,10 (ddd, J=1,2; 1,7; 17,3)
5,22 (1H, ddd, J=1,4; 2,6; 17,3) 5,21 (ddd, J=1,2; 1,7; 10,5)
2 140,9 116,2 5,86 (1H, ddd, J=6,7; 10,4; 17,3) 5,86 (ddd, J = 6,8; 10,5; 17,3)
3 82,8 82,7 4,13 (1H, dd, J=6,7; 12,9) 4,13 (dd, J =6,8; 12,8)
4 35,8 33,0 1,53 (m) 1,31 (m)
1,67 (m) 1,52 (m)
5 25,7 25,7 1,41 (m) 1,66 (m)
6 33,1 35,7 1,31 (m) 1,66 (m)
7 23,7 23,6 1,34 (m) 1,66 (m)
8 14,5 14,4 0,89 (3H,t,J=16,7) 0,89 (t, J=6,8)
Glic 1034 1033 4,31 (1H, d, J=6,4) 4,33 (d, J=7,3)
2’ 75,3 75,3 3,22-3,13 (m) -
3 78,1 78,1 3,37-3,26 (m) -
4 71,2 71,2 3,48 (m) -
5 77,6 77,6 3,37-3,26 (m) -
6’ 69,5 69,5 4,01 (1H, dd, J=1,7; 11,6) -
3,72 (1H, dd, J=4,7; 11,6)
Xil 1054 1053 4,34 (1H, d, J=6,1) 4,31 (d, J=17,8)
2” 74,9 74,9 3,18 (m) -
3” 77,0 77,0 3,37-3,26 (m) -
47 71,5 71,5 3,34 (m) -
5”7 66,9 66,8 3,83 (1H, dd, J=5,3; 11,4) -

3,15 (m)
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Figura 34 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, MeOD) de DPO-3
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Figura 35 - Espectro de RMN de ‘3C (75 MHz, MeOD) de DPO-3
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Figura 36 - Espectro de RMN *C JMOD (75 MHz, MeOD) de DPO-3
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Figura 37 - Espectro de RMN 2D *H, 'H COSY (300 MHz, MeOD) de DPO-3
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Figura 38 - Espectro de RMN 2D H, **C HSQC (300 x 75 MHz, MeOD) de DPO-3
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Figura 39 - Espectro de RMN 2D H, $3C HMBC (300 x 75 MHz, MeOD) de DPO-3
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Figura 40 - Espectro de massas de DPO-3
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6.1.4 Determinacao estrutural de DPO-4

Cromatografias em Sephadex LH-20 e CLAE (item 5.4.4.4) da fracdo H.O/MeOH
60% + 80% (FLUXOGRAMA 2) permitiram o isolamento de uma resina amarelada
denominada DPO-4 (4,1 mg).

O espectro de RMN H (FIGURA 44) mostrou dupletos em 6y 7,87 (2H, J= 7,6
Hz) e 7,18 (2H, J= 7,6 Hz) referentes a um anel benzénico para-dissubstituido, que foi
confirmado pelo espectro COSY (FIGURA 47). Sinais em Jn 6,71 (1H, sl) e 6,62 (1H, sl)
foram atribuidos a hidrogénios de anel aromatico meta-posicionados. Também foi observado
um hidrogénio anomerico em oJn 5,16 (1H, s), que apresentou correlagdo no espectro de
COSY com 0 Ju 3,57, e no espectro de HSQC (FIGURA 48) com carbono em oJc 101,6.
Assim como uma sequéncia de hidrogénios oximetinicos caracteristicos de carboidrato
monomeérico na faixa de on 3,57-4,09 e duas metoxilas em on 3,93 e 3,82 (3H, s) também
foram observadas.

O espectro de RMN *C (FIGURA 45) apresentou 19 linhas espectrais, sendo duas
linhas para dois carbonos, totalizando 21 carbonos. Com o auxilio do espectro de **C - DEPT
135° (FIGURA 46), os carbonos foram identificados como sendo dois carbonos CHz e onze
carbonos CH. Com a andlise do espectro de HSQC, foi possivel atribuir cada hidrogénio a seu
respectivo carbono (TABELA 6). Da subtracio dos espectros de RMN *C e DEPT 135°,
resultaram nove sinais relacionados a carbonos néo hidrogenados.

Na andlise do HMBC (FIGURA 49), foi possivel verificar uma correlagdo do
hidrogénio em ox 4,09 (H-5”) com um carbono em oJc 172,2 (FIGURA 41). Este
deslocamento aponta a existéncia de uma carbonila que ndo foi evidenciada pelo espectro de

RMN C, sugerindo assim, uma carboxila na molécula de glicose.

Figura 41 — Correlagdes observadas no espectro de
RMN 2D !H-1C - HMBC e COSY de DPO-4
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O espectro de massa de alta resolugdo (FIGURA 50) apresentou um pico em m/z
315,0821 referente a aglicona e outro em m/z 491,1165 [M + H]* referente a molécula
protonada, sugerindo assim, 13 deficiéncias de hidrogénio compativel a formula molecular
C23H22012 (FIGURA 42).

Figura 42 — Proposta de fragmentacdo de DPO-4

m/z 491,1165 [M+H]" m/z 315,0821

Apo6s andlise dos espectros e busca na literatura, foi possivel identificar o
composto DPO-4 (FIGURA 43) como sendo 7--D-glicuropiranosil-5-hidroxi-3,4’-dimetoxi-
flavona, um composto anteriormente isolado de outra planta medicinal também pertencente a
familia das Lamiaceae, a Clerodendrum phlomidis. Este € o segundo relato de isolamento e
caracterizagdo deste composto que, em 2015, foi nomeado de acido 3,4,5-tri-hidroxi-6-[5-
hidroxi-3-metoxi-2-(4-metoxi-fenil)-4-oxo-4H-cromen-7-iloxi]-tetra-hidro-pirano-2-
carboxilico (BHARITKAR et al., 2015).

Figura 43 — Representacdao estrutural do composto DPO-4
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Tabela 6 — Dados de RMN 'H e C (500 x 125 MHz, CDsOD, J em Hz) de DPO-4
comparados com valores da literatura (600 x 150 MHz, DMSO - d¢) (BHARITKAR et al.,

2015)

# 8 ocLit 3 2 3] 3 Lit.
2 1657 1635 - -

3 1338  132,2 - H-3a -
3a 613 59,9 3,82 (3H, s) 3,74
4 1842  182,0 - -

5 161,8  152,2 - -

6 923 937 6,71 (1H, sl) 7,05
7 1657 1557 - -

8 1048  103,0 6,62 (1H, sl) 6,92

8a 154,8 151,8 = =
4a 106,8 105,6 - -

r 1264 1224 - H-3°/5’ -
2,6 1294 1280 7,87 (2H, d, J=7,6) 8,03
3,5 1181 1143 7,18 (2H, d, J=7,6) 7,11

4 160,7 1621 - H-4"a -

4’a 572 552 3,93 (3H, sl) 3,84

1” 101,6 99,1 5,16 (1H, s) 5,29

27 774 756 3,57 (m) H-3” 3,35

3” 730 709 3,66 (m) 3,35

4 746 725 3,57 (m) H-2” 3,35

5” 766 750 4,09 (1H, d, J= 9,6) H-4” 4,01

6” 172,2 169,9 = H-5” =
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Figura 44 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, MeOD) de DPO-4
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Figura 45 - Espectro de RMN de *3C (125 MHz, MeOD) de DPO-4

CEQT' L5 —
XKETTI9—

8950°€L
TN
bSTL0l~
zeovee”

ZS9P'T6—

c069'10T—
EETE 0T~
€2C8'90T—

9691'81T—

090£'9217"
88rE'62T
LIZBEET~

PPBI'EST~
6628'¥ST”

TE€PL'09T—

85287917
1LbL'59T—

SSECPBT—

.
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50
f1 (ppm)

190



Figura 46 - Espectro de RMN C DEPT 135° (125 MHz, MeOD) de DPO-4
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Figura 47 - Espectro de RMN 2D H, 'H COSY (500 MHz, MeOD) de DPO-4
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Figura 48 - Espectro de RMN 2D H, *3C HSQC (500 x 125 MHz, MeOD) de DPO-4

WL_AMM

D C4'a: 57,2
3 T c3a 61,3 |

|

Ca* 73,0 [
Ca¥:745] 75
C2*-77,4

L

€5 76,6 >

. C1*-101,6

= C8 1048 105

S

L

=110
115
— (€ 5) C¥ECs:1181 420
Li25

@ C2 ECE: 1294 [ 130

135

Jll

a2 80 RE A6 74 T2 R0 BS BE B4 B2 B0 53 56 54 52 50 48 46 44 42 40 36 36 34 52
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Figura 50 - Espectro de massas de DPO-4
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6.1.5 Determinagao estrutural de DPO-5

O composto denominado DPO-5 (2,4 mg), uma resina marrom com rotagio [a]3!
-139,23° (¢ 0.10; MeOH), foi isolado da fracdo H.O/MeOH 60% reunida com 80%
(FLUXOGRAMA 2) do ché apds fracionamento em Sephadex LH-20 e CLAE (item 5.4.4.4).

O espectro de RMN 'H (FIGURA 56) de DPO-5 se mostrou semelhante ao
composto DPO-4. O mesmo também apresentou dois dupletos em o 7,84 (2H, J= 8,9 Hz) e
7,44 (2H, J= 8,7 Hz) referentes a um anel benzénico para-dissubstituido, que foi confirmado
pelas constantes de acoplamento e pelo espectro COSY (FIGURA 57). Também foram
observados dupletos em on 6,60 e 6,70 (J= 2,2 Hz) atribuidos a hidrogénios meta-
posicionados e um hidrogénio anomerico em Jn 5,90 (1H, d, J= 6,6 Hz). Assim como uma
sequéncia de hidrogénios oximetinicos na faixa de Jn 4,47-4,88, que apresentaram COSY
entre si, caracteristicos de um carboidrato monomérico. Diferentemente do espectro de RMN
'H de DPO-4, no espectro de DPO-5 apareceu um hidrogénio olefinico em du 6,87 (s), apenas
uma metoxila em on 3,77 (S), e como feito em solvente diferente, apareceu o sinal da hidroxila
em on 13,52 (sl). Logo, podemos sugerir que o composto DPO-5 faz parte da mesma classe de
compostos que DPO-4, flavonoide glicosilado com o mesmo sistema de substituicdo do anel

A e do anel B uma molécula de carboidrato monomérico (FIGURA 51).

Figura 51 — Esqueleto basico de DPO-5 e uma
unidade de carboidrato

Através da andlise do espectro de HSQC (FIGURA 58), foi possivel atribuir cada
hidrogénio ao seu respectivo carbono. Onde o hidrogénio em Jn 6,87 (s) foi confirmado em
C-3 também pelas correlacdes a longa distancia do espectro
HMBC (FIGURA 59). Estas observagdes ratificam um
flavonoide como esqueleto basico. A molécula de carboidrato
monomérico foi confirmada através da analise dos espectros de
COSY e HMBC (FIGURA 52). Neste altimo espectro, onde




89

verifica-se correlagbes *H-C a duas ou mais ligac@es, foi possivel confirmar a presenca de

uma carboxila na unidade de carboidrato.

Figura 52 — Correlagbes de HMBC e
COSY da molécula de carboidrato
monomérico

COSY

HMQC

Com auxilio do espectro de HMBC (FIGURA 59), foi possivel atribuir os
deslocamentos aos carbonos ndo hidrogenados (TABELA 7). Outra informagdo muito
importante que pdde ser obtida através da analise do mesmo, foi a posicdo da metoxila (o
3,77) em C-7 através das correlacGes dos hidrogénios H-7a, H-6 e H-8 com C-7. Desta forma,

a molécula de carboidrato oxidada foi locada em C-4’ do esqueleto basico (FIGURA 53).

Figura 53 — Correlacbes de HMBC e COSY do composto DPO-5

e

HMBC COSY

A estrutura de DPO-5 foi confirmada através analise do espectro de massas de alta
resolucdo (FIGURA 60) que apresentou um pico em m/z 283,0549 referente a aglicona e em
m/z 459,0929 [M - H] a molécula desprotonada (FIGURA 54), compativel com a formula
molecular Cz2 Hao O11, apresentando assim 13 deficiéncias de hidrogénio e confirmando a

estrutura apresentada pela Figura 53.
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Figura 54 — Proposta de fragmentacdo de DPO-5

m/z 459,0929 [M-H] m/z 283,0549

A aglicona foi confirmada através de comparacdo com dados da literatura
(TALZHANOV et al., 2005). Nado ha dados de ressonancia do composto DPO-5 na literatura.
Entretanto, o mesmo foi proposto por analise de dados de UV da glicuronacédo de flavonoides
(SINGH et al., 2010) onde o UV apresentado no detector do HPLC manteve o padrdo da
literatura (267; 326 nm; Lit.: 267,7; 324,6 nm). Assim, esta é a primeira vez que dados de
ressonancia magnética e rotacdo estdo sendo apresentados para 0 composto nomeado como
acido 4’-f-D-glicuropiranosil-5-hidroxi-7-metdxi-flavona (FIGURA 55).

Figura 55 — Representacdo estrutural do composto DPO-5
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Tabela 7 — Dados de RMN 'H e *C (600 x 150 MHz, CsDsN, J em Hz) de DPO-5
comparados com valores da literatura (500 x 125 MHz, DMSO — de) (TALZHANOQV et al.,

2005)
# dc  dclit. o 23 3 3 Lit.
2 163,75 163,95 - H-3 H- -
2°/6’
3 10476 102,89 6,87 (1H, s) 6,80 (1H, s)
4 18257 181,73 - H-3 -
4a 105,65 104,54 - H-6 -
H-8
H-3
5 162,48 157,09 13,52 (1H, sl) H-6 12,93 (1H, sl)
6 9844 97,78 6,60 (1H, d, J=2,2) H-8 6,36 (1H, d, J=2,2)
7 16583 1650 - H-6  H-7a -
H-8
7a 5592 5586 3,77 (3H, s) 3,87 (3H, s)
8 92,62 9252 6,70 (1H, d, J= 2,2) H-6 6,74 (lH,d, J=22)
ga 157,71 161,08 - H-8 -
I’ 12474 120,95 - H-3 -
H-
3/5°
2,6° 12835 12835 7,84 (2H,d, J=8,8) H-6"/ 7,94 (2H, d, J=8,8)
5
3,5 117,03 11583 7,44 (2H, d, J=8,8) H-5°/ 6,94 (2H, d, J=8,8)
-
4 160,96 161,15 - H- H- 10,27 (1H, sl)
35 206
1” 101,55 - 590 (1H,d, J=6,6)  H-=2” -
2 77,75 - 4,47 (m) H-3” -
3 7453 - 4,47 (m) H-2” -
4 7304 - 4,71 (m) -
5 7750 - 4,88 (1H, d, J= 9,5) -
6” 172,23 - - H-5” -
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Figura 56 - Espectro de RMN de *H (600 MHz, CsDsN) DPO-5
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Figura 58 - Espectro de RMN 2D H, *3C HSQC (600 x 150 MHz, CsDsN) de DPO-5
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Figura 59 - Espectro de RMN 2D H, 3C HMBC (600 x 150 MHz, CsDsN) de DPO-5
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Figura 60 - Espectro de massas de DPO-5
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6.1.6 Determinacéo estrutural de DPO-6 a partir da mistura com DPO-5

Uma resina marrom codificada como DPO-6 foi obtida da fracdo H.O/MeOH
60% reunida com 80 % (FLUXOGRAMA 2).

Pelo tempo de retengdo no cromatograma (FIGURA 5, item 5.4.4.5) e perfil do
ultravioleta, esperava-se que o material fosse o composto codificado como DPO-5. Entretanto,
ao obter-se o espectro de RMN H (FIGURA
66) da resina para confirmagdo, foi
verificado que DPO-6 apresentou mais sinais
do que os apresentados no espectro de RMN
'H obtido de DPO-5. A diferenca

encontrava-se principalmente na faixa de

hidrogénios on 6,00- 9,00 ppm. Além disso,
foram observados dois sinais de hidrogénios anoméricos (on 5,86 e 5,91), sugerindo duas
unidades de acUcar, e sinais de hidrogénios caracteristicos de metoxila (o 3,75 e 3,77).

Com o espectro de RMN 2D !H,*C — HSQC (FIGURA 68) foi possivel atribuir
cada hidrogénio a seu respectivo carbono (TABELA 8). Através das correlagfes observadas
no espectro de RMN 2D H,**C — HMBC (FIGURA 69) e RMN 2D H,'H -COSY (FIGURA
67), foi possivel confirmar a presenca de DPO-5, principalmente pelas correlacBes dos dois
dupletos em 61 7,84 e 7,45 do anel B para-substituido (FIGURA 61). Assim também, como
foi possivel sugerir a presenca de outro composto através dos sinais que nao foram

compativeis com DPO-5, onde a diferenca entre os compostos estaria no anel B do flavonoide.

Figura 61 — Correlagbes de HMBC e COSY do composto DPO-5

Os hidrogénios on 7,69 e 7,44 apresentaram correlacdo no espectro de COSY
compativel com a posi¢do orto no anel B. Entretanto, o sinal em Jn 7,87 apenas apresentou

correlagBes no espectro de HMBC com C-6" ¢ C-3’. Tanto H-2’, H-5" ¢ H-1" apresentaram
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correlagdo C-3’, o que sugere a posi¢ao da unidade de agticar (FIGURA 62). O hidrogénio em
OH 7,44 apresentou correlagbes com C-2° e C-4°, assim, somando todas as informagdes

podemos sugerir um anel trissubstituido.

Figura 62 — Correlagbes de HMBC e COSY do composto DPO-6

— R
OH O COSY HMBC: J2 e J?

Devido a ressonancia apresentada na estrutura base
de uma flavona, que desprotege as posigdes de 2°, 4’ e 6’ do
anel B, espera-se que C-4’ apresente maior valor de
deslocamento quimico do &omo de carbono que C-3’. Fato

confirmado através da andlise dos dados apresentados na Tabela

9. Os deslocamentos quimicos de carbono foram utilizados para

Flavona

discussdo pois 0s mesmos sdo observados numa faixa muito
maior (0 a 220 ppm) que os valores de hidrogénio (0 a 12 ppm), e com isso carbonos néo
equivalentes possuem deslocamentos distintos, que raramente se sobrepdem e sofrem efeito
de solvente relativamente insignificante (UEJI; SUGIURA e TAKAO, 1980). Desta forma,
apesar dos valores de hidrogénio de H-5" e H-6" ndo seguirem o padrdo esperado (H-5’ mais
protegido que H-6"), as posi¢des dos mesmos foram atribuidas com base nas correlagdes de
HMBC e deslocamento quimico dos 4&tomos de carbono C-5’ e C-6.

Outra informacdo que foi observada através da analise da Tabela 9, é que, em
flavonoides glicosilados, a hidroxila na posi¢dio 4’
desprotege mais o carbono do que a unidade de agucar na
mesma posicdo, ou seja, gera maiores valores de

deslocamento quimico. Isso se deve ao fato que a unidade

de acUcar protege o carbono ao qual ele esta ligado pelo

efeito y protetor, além de outros fendmenos de efeito protetor menos significante como

hiperconjugacéo e anisotropia. (SHOULDERS e WELCH, 1987).
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Ambos compostos da mistura apresentaram H-3 e metoxila em C-7 com as
mesmas correlacdes a 2 ou mais ligacdes. Os dados de RMN *H e °C apresentados na Tabela
8 referem-se apenas ao segundo composto da mistura o qual sera identificado como DPO-6.

A mistura foi confirmada pelo espectro de massa de alta resolucdo. No
cromatograma da mistura obtido no UPLC-QToF (FIGURA 63) foi possivel verificar sinais
de intensidades semelhantes [5,204 (A) e 5,312 (B) min] e posteriormente, identificar a massa
de cada composto. Para DPO-5 foi observado pico em m/z 283,0578 referente a aglicona e em
m/z 459,0922 [M-H]" a molécula desprotonada (FIGURA 71). Contudo, para DPO-6 foi
observado o pico em m/z 299,0532 referente a aglicona e pico em m/z 475,0877 [M-H] a
molécula desprotonada (FIGURA 70), compativel com 13 deficiéncias de hidrogénio
sugerindo a formula molecular C22H20012 (FIGURA 64).

Figura 63 — Cromatograma UPLC-QToF da mistura de DPO-5 com DPO-6
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DPO-6, 3’-p-D-glicuropiranosil-5,4’-dihidroxi-7-metoxi-flavona (FIGURA 65),
estd sendo relatado pela primeira vez na literatura. Entretanto, foi verificado que ha relatos de

um flavonoide glicosilado similar, o luteolino 3’-O-f-D-glicuronopiranosideo. Os dados de
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RMN H e 13C serdo comparados com este composto, que ja foi isolado de espécies da familia
das Lamiaceae (LU e FOO, 2000; OKAMURA et al., 1994; PATORA e KLIMEK, 2002).

Figura 65 — Representacdo estrutural do composto DPO-6

Tabela 8 — Dados de RMN 'H e *C (600 x 150 MHz, CsDsN, J em Hz) de DPO-6
comparados com valores da literatura (500 x 125 MHz, DMSO - ds) (PATORA e KLIMEK,

2002)

# dc dc Lit. dn 2] 3 31 Lit.
2 164,04 163,32 - H3 H2 -
3 10508 103,29 6,95 (3) 6,73 ()
4 18264 18183 - H-3
4a 10567 103,75 - H-3

H-6

H-8
5 16234 161,43 13,52 (3) H-6
6 9849 98,88 6,58 (d, J=2,1) H-8 6,20 (d, J=2,0)
7 16568 164,22 - H-6 H-7a

H-8

7a 5573 - 3,75 ()
8 9252 94,12 6,60 (M) H-6 6,49 (d, J=2,1)
8a 157,81 157,35 - H-8
1’ 12657 121,93 - H-3

H-5’
2 11533 11378 7,87 (sl) H-6’ 7,68 (d, J=2,0)
3 14946 145,15 - H2"  H-5

H-1”
4 16081 150,76 - H-6’
5 11809 116,64 7,69 (m) 6,98 (d, J=8,5)
6 11856 121,60 7,44 (m) H-2° 7,64 (dd, J=2,0; 8,6)
1” 10323 100,62 5,86 (d, J=7.8) 5,21 (d, J=7,0)
27 74,32 71,38 4,31 (m) 3,38- 3,47
3 7762 72,97 4,44 (m) 3,38- 3,47
47 72,95 75,42 4,62 (m) 3,38- 3,47
57 7755 75,42 4,89 (d, J=9,8) 4,05 (d, J= 9,5)
6 17213 170,18 - H-5”




Tabela 9 — Dados de RMN *H e 13C referentes ao Anel B do Luteolina e seus derivados

Composto/ Codigo/ Solvente/ #2 #3° #4° #5 #6’
Referéncia

Luteolin (31) 1129 1452 149,1 115,7 1188
DMSO (OKAMURA et al., 1994) 7,40 6,90 7,41
Luteolin 3’-O-glucoside (32) 1159 146,0 1516 1170 1222
CDsOD (MOITEIRO et al., 2008) 7,91 7,01 7,63
Luteolin-3°-0-B-glucopyranoside (32) 1148 1459 1509 1168 122,1
DMSO (AKDEMIR et al., 2003) 7,79 6,98 7,64
Luteolin-4’-O-B-glucopyranoside (33) 1149 1486 1499 1179 1198
CDs0D (KRENN et al., 2003) 7,45 7,32 7,46
Luteolin 3’-O-a-D-glucopyranoside (32) 7,74 6,97 7,56
DMSO (BERTRAND et al., 2006)
Luteolin 4’-O-a-D-glucopyranoside (33) 1140 1479 148,7 117,2 1190
DMSO (BERTRAND et al., 2006) 7,50 7,35 7,52
Luteolin 3°-O-B-D-glucuronide (34) 115,2 1455 151,7 116,6 1205
DMSO (OKAMURA et al., 1994) 7,74 6,91 7,60
Luteolin 3’-O-glucuronide (34) 116,3 146,2 152,3 117,1 122,53
DMSO (LU e FOO, 2000) 7,82 6,93 7,60
Luteolin 3’-O-B-D-glucuronopyranoside ~ 113,7 1451 150,7 1166 121,6
(34) DMSO (PATORA e KLIMEK, 2002) 7,68 6,98 7,64
Luteolin-3’-O-B-glucopyranoside (32) 7,80 6,98 7,67
DMSO (YOSHIZAKI et al., 1987)
Luteolin 4’-O-B-D-glucopyranoside (33) 116,21 147,12 148,68 118,60 124,90
DMSO (YOSHIZAKI et al., 1987) 7,49 7,24 7,53

99
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Figura 66 - Espectro de RMN de *H (600 MHz, CsDsN) da mistura DPO-5 e DPO-6
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Figura 67 - Espectro de RMN 2D H, *H COSY (600 MHz, CsDsN) da mistura DPO-5 e
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Figura 68 - Espectro de RMN 2D H, 3C HSQC (600 x 150 MHz, CsDsN) da mistura DPO-5
e DPO-6
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Figura 69 - Espectro de RMN 2D H, $3C HMBC (600 x150 MHz, CsDsN) da mistura DPO-5

e DPO-6
70
b
- =
&N
Foo
=
e.° 100
-
@ oo o o
k110
o
o (=]
H20
-]
- ou L3 °n° §
= H30 =
] L
- F140
e o Q. o 150
6 o
[-3 - - 160
-] (-2 -] o e é
- L1170
BE:
[}
; . : : : ‘ ; : ;
3.0 7.5 7.0 6.5 6. 55 5.0 45 4.0

0
f2 (ppm)



Figura 70 - Espectro de massas de DPO-6
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Figura 71 - Espectro de massas de DPO-5
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6.1.7 Determinagao estrutural de DPO-7

O composto codificado como DPO-7 (3,4 mg) foi isolado por CLAE como uma
resina marrom da fracdo H.O/MeOH 60% +80% (FLUXOGRAMA 2) do cha seguido de
fracionamento em Sephadex LH-20 (item 5.4.4.5).

O espectro de RMN !H (FIGURA 75) de DPO-7 se apresentou semelhante aos
dos compostos DPO-4 e DPO-5, sugerindo que o composto pertence a mesma classe:
flavonoide glicosilado. Também foi verificado a existéncia de sinais referentes a trietilamina e
a uma metoxila. Na regido de deslocamento quimico de Jn 6,00- 8,00 ppm, h& 5 sinais
referentes a 6 prétons, logo podemos sugerir as seguintes subestruturas de acordo com 0s
possiveis locais de substituicdo no esqueleto basico (FIGURA 72), onde R1, Rz e Rz podem
ser substituidos por uma metoxila, uma hidroxila ou por uma unidade de aglcar. Dentre 0s
possiveis padrdes de substituicdo, a representada pela subestrutura Il ndo é compativel porque
0 espectro ndo apresenta um tripleto que seria o proton 5°. A subestrutura I também pode ser
confirmada pelo espectro de RMN 2D !H, 'H — COSY (FIGURA 76) que apresenta o
acoplamento entre dois sinais de hidrogénios, que pela constante de acoplamento, confirma a
posicao orto desses dois hidrogénios [on 7,60 (sl) e 6,99 (d, J= 7,8 Hz)].

Figura 72 — Possiveis esqueletos basicos para DPO-7

Os dados de *C foram obtidos pela anélise dos espectros bidimensionais *H,**C
de HSQC (FIGURA 77) e HMBC (FIGURA 78), e assim a Tabela 10 foi elaborada. Como o
hidrogénio em Jn 6,99 (H-5") apresenta correlacdo no espectro de COSY com on 7,60 (H-6°),
ambos fazem parte do anel B, visto que ndo ha hidrogénios vicinais nem no anel A e nem no
anel C (FIGURA 73). No espectro de HMBC, o hidrogénio em on 6,99 (H-5") apresenta
correlagdo com oc 124,45 (C-1°) e oc 147,77 (C-3”), assim como o singleto em on 7,88
também apresenta correlagdo com dc 124,37, logo o préton em on 7,88 é 0 H-2’. Como a

metoxila e H-8 correlacionam com 8¢ 168,34, logo a metoxila esta no anel A. Por ultimo, falta
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alocar a molécula de agucar no esqueleto basico do flavonoide, podendo ser em C-3’ ou C-4°.
DPO-6 e DPO-7 foram obtidos da mesma analise por CLAE de uma mesma subfracéo, e
apesar de seus espectros de ressonancia serem obtidos em solventes diferentes, C-4” de DPO-
7 apresenta-se mais protegido que C-4> de DPO-6, 0 que sugere a posi¢cdo da unidade de

acucar em C-4’.

Figura 73 — Correlagdes de HMBC e COSY do composto DPO-7
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Deste modo, DPO-7, 4’-p-D-glicuropiranosil-5,3’-dihidroxi-7-metdxi-flavona
(FIGURA 74), esta sendo relatado pela primeira vez na literatura. Entretanto, foi verificado
que ha relatos de um flavonoide glicosilado similar, a luteolina 4’-O-B-D-glicopiranosideo,
isolado das folhas de Trichosanthes kirilowii (Cucurbitaceae), uma espécie caracteristica do
Japdo (YOSHIZAKI et al., 1987). Os dados de ressonancia do mesmo foram utilizados como

referéncia para a elaboracao da Tabela 10.

Figura 74 — Representacdo estrutural do composto DPO-7
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Tabela 10 — Dados de RMN 'H e *C (500 x 125 MHz, CD3OD, J em Hz) de DPO-7
comparados com valores da literatura (200 x 50.3 MHz, DMSO - de) (YOSHIZAKI et al.,

1987)
# dc dc Lit. o 23 3 31 Lit.
2 - 164,45 -
3 10470 104,10 6,64 (s) 6,83 (s)
4 - 181,93 -
4a 106,89 103,91 - H-6
5 16380 161,62 - H-6
6 9975 99,02 6,30 (s) 6,20 (d, J= 2,0)
7 167,66 163,37 - H-6  H-7a
7a 56,50 - 3,90 (s)
8 9353 94,09 6,67 (sl) H-6 6,50 (d, J= 2,0)
8a - 157,52 -
I’ 12445 124,90 - H2" H-5
2 117,13 116,21 7,88 (s) 7,49 (d, J=1,9)
3 147,77 147,12 - H-5’
4 153,88 148,68 - H-2’
5 118,11 118,60 6,99 (d, J=7,8) 7,24 (d, J=8,8)
6 12416 124,90 7,60 (sl) 7,53 (dd, J=1,9; 8,8)
1”7 103,23 101,37 4,99 (sl)
27 7412 73,29 3,59 (m)
3 7310 75,93 3,69 (m)
4 7688 69,87 3,59 (m)
57 76,88 75,42 4,09 (m)

60,79
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Figura 75 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, MeOD) de DPO-7
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Figura 76 - Espectro de RMN 2D H, 'H COSY (500 MHz, MeOD) de DPO-7
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Figura 77 - Espectro de RMN 2D H, 3C HSQC (500 x 125 MHz, MeOD) de DPO-7
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Figura 78 - Espectro de RMN 2D H, $3C HMBC (500 x 125 MHz, MeOD) de DPO-7
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6.1.8 Determinagao estrutural de DPO-8

O composto codificado como DPO-8 (5,8 mg), uma resina amarela, foi purificado
por CLAE a partir da fragcdo H.O/MeOH 60% + 80% (item 5.4.4.6).

O espectro de RMN 'H (FIGURA 82) de DPO-8 apresentou trés sinais de
hidrogénios na faixa de on 6,00 - 9,00 ppm, caracteristicos de um sistema de spin ABX: JH
6,68 (1H, d, J= 2,2 Hz, H-2), 7,13 (1H, d, J= 8,2 Hz, H-5) e 6,63 (1H, dd, J=8,2; 2,2 Hz, H-
6), cujas constantes de acoplamentos permitiram sugerir um anel benzénico trisubstituido.
Também foram observados sinais na regido de olefinas em on 5,92 (1H, ddt, J=6,7; 10,1; 16,7
Hz, H-8) e 5,03 (2H, m, H-9), as quais mostram correlacdo entre si no espectro de RMN 2D
'H,'H — COSY (FIGURA 84); uma série de sinais para hidrogénios metinicos oxigenados,
assim como dois sinais tipicos de hidrogénios oximetilénicos em dn 4,70 (1H, d, J= 7,2 Hz,
H-1’) e 4,33 (1H, d, J= 7,3 Hz, H-17), ambos correlacionados com carbonos anoméricos em
dc 104,7 e 105,5, respectivamente, no espectro de RMN 2D H-*C HSQC (FIGURA 86),
sugerindo assim, a presenca de duas unidades de agticares. No espectro de RMN 2D 'H-3C —
HMBC (FIGURA 87) foi verificado correlagdo entre sinais das unidades de acUcares
(FIGURA 79), sugerindo assim que se tratava do mesmo dissacarideo presente em DPO-3
(FIGURA 33).

Figura 79 — Correlagbes de HMBC e COSY do composto DPO-8

HMBC do H-6 COSY HMBC

O espectro de RMN C (FIGURA 83) apresentou 20 linhas espectrais cujo padrio
de hidrogenacdo foi definido por analise do espectro de DEPT 135° (FIGURA 85) e por
comparacdo destes averiguou-se a quantidade de carbonos ndo hidrogenados. Assim, 0s
carbonos foram definidos como quatro carbonos metilénicos (2 sp® oxigenados, 1 sp® alilicoe
1 sp? terminal), treze carbonos metinicos (9 sp® oxigenados, 3 sp? aromaticos e 1 sp? olefinico)

e trés carbonos benzénicos nao hidrogenados, dos quais 2 sdo oxigenados.
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A analise destes dados permitiu sugerir 3 subunidades (FIGURA 80), da qual 3
posicdes de substituicdo sdo possiveis (Subestruturas 9a: 1, Il e 111). Entretanto, a subunidade
9a-1 foi descartada com base nos deslocamentos quimicos dos carbonos ndo hidrogenados
oxigenados em oJc 148,2 e 145,2, haja vista que 0s mesmos se encontram mais protegidos em

relacéo a carbonos benzénicos que ndo se encontram nessa situagdo de vizinhanga.

Figura 80 — Subunidades sugeridas para a estrutura de DPO-8
R HO: : R
2 11 2 m
Subestruturas 9a

HO Q o
OHHO~— rd NS

Subestrutura 9b Subestrutura 9¢

Através do espectro de RMN 2D H-¥C — HSQC (FIGURA 86), foi possivel
correlacionar cada sinal de hidrogénio ao seu respectivo carbono (TABELA 11). Sinais que
estavam sobrepostos como os deslocamentos quimico dos hidrogénios metilénicos H-7 (dn
3,26/ oc 40,7) e do sinal pertencente a unidade de aclcar (on 3,22/ Jc 75,1) foram
discriminados.

O espectro de RMN 2D 'H-*C — HMBC (FIGURA 87) foi fundamental para
definir a Subestrutura 9a-111 (FIGURA 80) em funcéo das correlagdes apresentadas pelo H-6
com C-7 (oc 40,7) e C-4 (145,2) (FIGURA 79). Vale ressaltar que o deslocamento quimico do
carbono ao qual esta ligado a unidade de acUcar é mais protegido do qual esta ligado o -OH
em fungdo dos efeitos y protetor (SHOULDERS e WELCH, 1987). Com a compilacdo dos
dados, chegou-se ao alilbenzeno glicosilado conhecido como forsythenside L (FIGURA 81).
Um composto previamente isolado da Forsythia suspensa (Oleaceae), uma erva medicinal da
China (LI et al., 2014).



Figura 81 — Representacdo estrutural do composto DPO-8
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Tabela 11 — Dados de RMN H e *C (500 x 125 MHz, CDsOD, J em Hz) de DPO-8
comparados com valores da literatura (300 x 75 MHz, CDz0D) (LI et al., 2014)

#  oc ecLit o 3 Lit.

1 1374 1373 - -

2 1175 1173 6,68 (1H, d, J=2,2) 6,68 (1H, d, J=2,1)

3 1482 1482 - -

4 1452 1450 - -

5 1194 119,2 7,13 (1H, d, J=8,2) 7,13 (1H, d, J=8,2)

6 1213 1212 6,63 (1H, dd, J=8,2; 2,2) 6,63 (1H, dd, J=2,1; 8,2)

7 407 406 3,26 (M) 3,24 (M)

8 1392 1390 5,92 (IH,ddt J=6,7;6,9;10,1;16,7) 5,93 (LH, ddt, J=6,7; 10,1; 16,9)

9 1159 1157 5,03 (m) 5,03 (M)

I’ 1047 1045 4,70 (1H, d, J=7,2) 4,70 (1H, d, J=7,5)

2 749 748 3,46 (M) 3,45 (M)

3 717 716 3,31 (m) 3,27 (M)

£ 715 714 3,41 (M) 3,40 (M)

s 776 773 3,59 (m) 3,57 (M)

6 699 698 4,12 (1H, dd, J=2,3; 11,5) 4,12 (1H, dd, J=2,0; 11,5)
3,78 (m) 3,76 (M)

1” 1055 1054 4,33 (1H, d, J=7,3) 4,33 (1H, d, J=7,3)

27 751 750 3,22 (m) 3,20 (M)

3 77,5 774 3,46 (m) 3,43 (M)

4 713 712 3,46 (m) 3,47 (m)

57 669 669 3,85 (M) 3,84 (m)
3,16 (M) 3,16 (M)
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Figura 82 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, MeOD) de DPO-8
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Figura 83 - Espectro de RMN de ‘3C (75 MHz, MeOD) de DPO-8
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Figura 84 - Espectro de RMN 2D !H, 'H COSY (500 MHz, MeOD) de DPO-8
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Figura 85 - Espectro de RMN C DEPT 135° (75 MHz, MeOD) de DPO-8
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Figura 86 - Espectro de RMN 2D H, *3C HSQC (500 x 125 MHz, MeOD) de DPO-8
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Figura 87 - Espectro de RMN 2D H, *3C HMBC (300 x 75 MHz, MeOD) de DPO-8
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6.1.9 Determinagao estrutural de DPO-9

DPO-9, uma resina marrom, foi isolado da mesma fracéo, e pelo mesmo método
que se obteve DPO-8 a partir da fragdo H.O/MeOH 60% + 80% (item 5.4.4.6).

O espectro de RMN H (FIGURA 90) de DPO-9 se apresentou similar ao DPO-8
com excecdo dos sinais caracteristicos das unidades de acUcares, assim como, a auséncia dos
sinais de hidrogénios caracteristicos de carbonos anomericos. No mesmo é possivel observar
os trés sinais de hidrogénios na regido de anel aromatico (Jn 6,60- 6,67 ppm), sinais da regido
de olefinas (o 4,97- 5,91 ppm) e um sinal caracteristico de hidrogénios metilénicos,
confirmado pelo de RMN 2D *H,3C — HSQC (FIGUURA 94).

O espectro de RMN de *C - BB (FIGURA 91) revelou 6 linhas espectrais, que
juntamente com o espectro de RMN de *C — DEPT 135° (FIGURA 93) possibilitou a
definicdo do padrdo de hidrogenacdo dos carbonos como sendo dois carbonos metilénicos [dc
40,8 (C-7) e 115,4 (C-9)] e quatro carbonos metinicos [oc 116,4 (C-5), 116,8 (C-2), 121,0 (C-
6) e 139,7 (C-8)].

Através da analise do espectro de RMN 2D !H,'H — COSY (FIGURA 92) foi
possivel verificar a posicdo vicinal dos hidrogénios em 6 3,21 (2H, d, J= 6,7 Hz, H-7) € 5,91
(1H, ddt, J=6,8; 10,2; 16,9 Hz, H-8), e deste ultimo com Jn 4,97 (1H, m, J= 10,2 Hz, H-9a) e
5,01 (1H, m, J=1,9; 2,9; 17,3 Hz, H-9b), confirmando a porcédo alilica presente em DPO-8
(FIGURA 81). Os hidrogénios em ¢4 6,48 (1H, dd, J= 2,5; 9,6 Hz, H-6) e 6,67 (1H, d, J=9,6
Hz, H-5) também apresentaram correlacdo (FIGURA 88). E desta forma, com base nos dados
apresentados e correlacionando com DPO-8, o anel aromatico trisubstituido e uma cadeia

lateral com hidrogénios metilénicos e de olefina sdo sugeridos.

Figura 88 — Correlagbes observadas no espectro de
RMN 2D !H,**C - HMBC e COSY de DPO-9

Com base nos espectros de RMN 2D *H,**C — HSQC (FIGURA 94) e HMBC
(FIGURA 95), foi possivel atribuir cada hidrogénio a seu respectivo carbono (TABELA 12),
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como também, identificar os carbonos ndo hidrogenados [dc 139,5 (C-1), 144,37 (C-3) e
145,89 (C-4)]. Portanto, DPO-9 (FIGURA 89), nomeado como 3,4-dihidroxialilbenzeno, ¢é a
aglicona de DPO-8. Este fenol ja é reportado na literatura como produto de sintese
(POUYSEGU et al., 2010; SHIMONI et al., 2003) e como metabélito secundario de uma
planta medicinal da India, a Piper betel (Piperaceae) (RATHEE et al., 2006).

Figura 89 — Representacdo estrutural do composto DPO-9

Tabela 12 — Dados de RMN *H e *C (500 x 125 MHz, CDs0D, J em Hz) de DPO-9
comparados com valores da literatura (200 x 50 MHz, CDCl3) (RATHEE et al., 2006)

# dc dc Lit. o 2] 3J 3 Lit.
1 13309 1312 - H6 H-5 -
H-7
2 116,84 1182 6,60 (1H, d, J=2,5) H-6 6,59-6,79 (m)
H-7
3 14685 1451 - H-5 5,36 (2H, sl)
4 14456 1397 - H-2 5,36 (2H, sl)
H-6
5 11647 CH 6,67 (1H,d, J=96) H-6 6,59-6,79 (m)
6 121,02 1224 6,48 (1H, dd, J=25; - 6,59-6,79 (M)

H-2
9,6) H-7
7 40,83 38,2 3,21 (2H, d, J=6,7) H-8 H-2 3,28 (2H, d, J=6,5)
H-6
H-9

8 13974 1325 5091 (IH,ddt J=68; H-7 5,80-6,01 (m)
10,2; 16,9)
9 11536 1146 4,97 (m, J= 10,2) H-7 4,99-5,08 (M)

5,01 (m, J=1,9; 2,9;
17,3)
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Figura 90 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, MeOD) de DPO-9
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Figura 92 - Espectro de RMN 2D !H, *H COSY (500 MHz, MeOD) de DPO-9
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Figura 93 - Espectro de RMN 3C DEPT 135° (125 MHz, MeOD) de DPO-9
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Figura 94 - Espectro de RMN 2D H, *3C HSQC (500 x 125 MHz, MeOD) de DPO-9
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6.1.10 Determinacéo estrutural de DPO-10

Uma aliquota da fracdo H.O/MeOH 60% reunida com a 80% foi submetida a
fracionamento em silica e cromatografia liquida de alta eficiéncia (FLUXOGRAMA 3),
culminando no isolamento de uma resina marrom codificado como DPO-10 (9,8 mg).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 99) apresentou quatro sinais referentes a
hidrogénios oximetinicos: 6w 6,02 (t, J= 3,4 Hz, H-6); 5,32 (s, H-12); 5,28 (d, J= 1,9 Hz, H-7);
4,93 (dd, J= 7,3; 2,2 Hz, H-3). Foram observados trés simpletos
intensos caracteristicos de metilas de grupos acetoxila em don 2,05
(3H-127), 2,01 (3H-6") e 1,98 (3H-3"). Além disso, revelou trés
simpletos de metilas em on 1,99 (3H-20), 1,24 (3H-19) e 1,15 (3H-
18), e um metila dupleto em 811,02 (3H-17). Metilas (3H-20, 3H-19
e 3H-18) essas que mostraram correlagdo no espectro de RMN 2D

Esqueleto Basico de um

IH,3C-HMBC (FIGURA 105) com C-3, C-4 e C-5, sugerindo assim, Abietano

se tratar de um diterpeno do tipo abietano, comum no género e na espécie (ABDEL-MOGIB;
ALBAR e BATTERJEE, 2002; OLIVEIRA et al., 2005; RIJO et al., 2002). Com auxilio do
espectro de COSY (FIGURA 101), foi verificado quais hidrogénios sdo vicinais. Foi
verificada a correlacdo do hidrogénio de carbono oximetinico (61 4,93) com hidrogénios do
carbono metilénico C-2, assim também como do hidrogénio em &1 6,02 com 5,28 (FIGURA

96), confirmando assim os dois primeiros anéis do esqueleto abietano.

Figura 96 — Correlagdes de HMBC e COSY do composto DPO-10

Com o uso dos espectros bidimensionais *H,**C - HSQC (FIGURA 104) e HMBC
(FIGURA 105) foi elaborado a Tabela 13. As posicOes dos ésteres metilicos foram sugeridas
com as correlagbes de HMBC (FIGURA 96), assim também como um anel
espirociclopropéanico foi posicionado em C-13 principalmente pelas correlacdes da metila
dupleto (C-17) com C-13, C-15 e C-16.
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O espectro de RMN de *C (FIGURA 100) apresentou 26 linhas espectrais, que
em comparacdo com o DEPT 135° (FIGURA 103) foi possivel definir o

Vv
0 % padrdo de hidrogenacdo de cada carbono como sendo: 7 metilicos, 3
metilénicos, 6 metinicos e 10 carbonos ndo hidrogenados. Destes ltimos, 5
< O sdo caracteristicos de carbonila, sendo 2 (6c 195,9 e 195,8) associadas a
Si;::ma cetonas em um sistema o/f-conjugado e 3 (d¢c 170,8; 170,6 e 170,6)

a/f-conjugado  compativeis com ésteres metilicos. Esse sistema é comum nos diterpenos
abietanos do género (ABDEL-MOGIB; ALBAR e BATTERJEE, 2002). Também foram
observadas 4 linhas espectrais associadas a carbonos oximetinicos.

A estereoquimica relativa de DPO-10 foi deduzida através da analise do espectro
de correlacdo espacial *H,'H-NOESY (FIGURA 102). Entretanto, H-12 e H-17 mostraram
correlacdo entre si, mas ndo foi possivel atribuir suas orientacdes em relagdo a estrutura como
um todo (FIGURA 97).

Figura 97 — Correlagdes espaciais de NOESY observadas para DPO-10

A partir dos dados compilados, foi possivel sugerir a estrutura de DPO-10
(FIGURA 98) como sendo a coleona R. Um diterpeno abietano, pertencente a subclasse
espirocoleona, previamente isolado de outra espécie de Plectranthus e da P. ornatus
(ARIHARA; RUEDI e EUGSTER, 1975; AVILA et al., 2017).

Figura 98 — Representacao estrutural do composto DPO-10

OAc
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Tabela 13 — Dados de RMN H e BC (500 x 125 MHz, CsDsN, J em Hz) de DPO-10
comparados com valores da literatura (100 MHz, CDClz) (ARIHARA; RUEDI e EUGSTER,

1975) e (300 x 75 MHz, CDCl3) (AVILA et al., 2017)

# dc Oc Lit. OH Piridina 2J 3] OH Lit. 1975 OH Lit. 2017
Piridina 2017
1 358 353 1,64 (m) - 1,12 (m)
2,36 (M) 2,07 (m)
2 247 239 1,94 (m) - 1,80 (m)
3 80,0 796 4,93 (1H,dd, J=73;2,22) H-18 4,72 (m) 4,56 (s)
H-19
4 389 385 - H-5 H-6 - -
H-18
H-19
5 469 471 2,43 (1H, s) H-7 1,93 (m) 1,67 (s)
H-18
H-19
H-20
6 722 709 6,02 (1H, t, J=3,4) H-7 5,43 (dd) 5,49 (s)
7 642 651 5,28 (1H, d, J=1,9) H-6 4,49 (d) 4,51 (s)
8 1432 1408 - H-7 H-6 - -
9 1543 1551 - H-12 : 5
H-20
10 394 383 - H-5 - -
H-20
11 1958 1944 - H-12 - -
12 791 783 5,32 (1H, 9) 4,88 (9) 4,88 (s)
13 351 349 - H-12 H-17 ; §
14 1959 196,2 - H-12 - -
15 221 214 2,16 (m) H-17 2,20 (9) 2,17 (dd)
16 263 268 1,21 (1H, dd, J=9,0; 4,0) H-17 1,36 (dd) 1,34 (d)
1,07 (m) 1,10 (m) 1,31 (d)
17 131 130 1,02 (3H, d, J=6,5) 1,15 (d) 1,12 (d)
18 287 183 1,15 (3H, s) H-3 1,02 (s) 1,06 (s)
H-19
19 188 280 1,24 (3H, s) H-5 1,13 (s) 1,08 (s)
H-18
20 214 220 1,99 (3H, s) 1,71 (s) 1,71 (s)
3» 1706 1701 - § -
6> 1708 1709 - H-6 - -
12° 1706 1699 - H-12 - -
3» 208 215 1,98 (3H, s) 2,02 (s) 2,15 (s)
6” 201 209 2,01 (3H, s) 2,05 (s) 2,20 (s)
127 209 215 2,05 (3H, 9) 2,09 (s) 2,17 (s)
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Figura 99 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, CsDsN) de DPO-10

aviu b

pEZ0'T £900°€T
/990'T r P0C8 81 /
€959 ONW

89/0'T L€
££80'T Jes ¢ SZEE'TT
i #al PEOS T2

6

11601 =

065117 & —= I | w0z
o1z9ze
&Epohe \«

18

15021 - og
6212’ 3 _
6222’1 £906'9¢
B60EZ'T - F
PEPT'T S Fot

E€E9'T ot
9LE9'T i 0€
£569'7 ) = 0. L
SE59'T mm
6659'T

259974 81
Z816'7T - - rst L
zb26'1 T
zvE6'T] L
8%6'T | ,

obvET
21561
9886'71
8v66'T
96007
02502
51T
58512
52912
/912
LHTT
1912
16812
T98€T
EE9ET
E0LET
BISE T
£685°C
S96E'T
8%zb'T-
0916t
9626’
ObES'
986

geses O
LTS
TES

€88

\.o:.mmx
0556'SE

16: 14 1.2 10 08

18

LpS88E
LPTEBE
re'or

20
6"
12"
15

1ELT'PO—

€LY TL—

vozei~N O
2008~

f1 (ppm)

8 T'EPT—

&1 ZTSTPST—

0009041
evC8'0LT

6',3",12'

Figura 100 - Espectro de RMN de 3C (125 MHz, CsDsN) de DPO-10

£220'9
180 >
5620'9 8264'S6T V.
2e06'S61

»4 6.2 6.0 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

200




Figura 101 - Espectro de RMN 2D H, *H COSY (500 MHz, CsDsN) de DPO-10
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Figura 102 - Espectro de RMN 2D H, *H NOESY (500 MHz, CsDsN) de DPO-10
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Figura 103 - Espectro de RMN *3C DEPT 135° (125 MHz, CsDsN) de DPO-10
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Figura 104 - Espectro de RMN 2D H, *3C HSQC (500 x 125 MHz, CsDsN) de DPO-10
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Figura 105 - Espectro de RMN 2D H, *3C HMBC (500 x 125 MHz, CsDsN) de DPO-10
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6.1.11 Determinacéo estrutural de DPO-11

Da fragdo H.O/MeOH 60% reunida com a 80%, apds fracionamento em silica de
gel C-18 e purificacdo em CLAE, foi isolado uma resina marrom codificada como DPO-11
(9,5 mg) (FLUXOGRAMA 3).

O espectro de RMN *H (FIGURA 109) apresentou perfil semelhante a de um
composto diterpénico abietano, onde é verificado a presenca de 4 hidrogénios caracteristicos
de carbonos oximetinicos [6H 6,13 (sl, H-6); 5,34 (m, H-12); 5,30 (m, H-7) e 3,60 (m, H-3)],
além das 4 metilas sendo uma dupleto [6H 2,02 (s, 3H-20); 1,47 (s, 3H-18); 1,34 (s, 3H-19) e
1,03 (d, J= 6,4 Hz, 3H-17]. Também foram observadas 2 metilas caracteristicas de ésteres
metilicos [0n 2,01 (S, 3H-6") e 2,11 (s, 3H-12")]. Diterpenos isolados do género Plectranthus
com a metila-17 dupleto geralmente séo da subclasse das espirocoleonas ou da roileanonas
(FIGURA 106) com substituinte no carbono-16 (ABDEL-MOGIB; ALBAR e BATTERJEE,
2002).

Figura 106 — Esqueleto béasico de diterpenos das
subclasses espirocoleonas e roileanonas
OH ¢
0) 15
17
o)
Espirocoleonas Roileanonas

Através da analise do espectro de RMN *C — BB (FIGURA 110) combinado com
o DEPT 135° (FIGURA 113), foi verificado a presenca de: 6 carbonos metilicos, 3
metilénicos, 5 metinicos e 9 carbonos nédo hidrogenados. Dois dos carbonos nao hidrogenados
(6c 195,9 e 196,0) apresentam deslocamento de carbonila pertencentes a um sistema o/f-
conjugado, o que confirma uma das subclasses de diterpenos anteriormente mencionadas.

Através das correlacbes (FIGURA 107) observadas nos espectros de RMN 2D:
'H-'H — COSY (FIGURA 111), H-BC — HSQC (FIGURA 114), 'H-3C — HMBC (FIGURA
115) foi possivel elaborar a Tabela 14. A partir das correlacGes no espectro HMBC de H-6 e
H-12 foi possivel sugerir a posicdo dos grupos-acetil. E das correla¢cBes encontradas no

mesmo espectro referentes a metila-17, foi possivel sugerir que DPO-11 se trata de um
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diterpeno espirocoleonano. A esteroquimica relativa do composto ndo p6de ser confirmada
visto que o espectro de *H-'H — NOESY (FIGURA 112) ndo apresentou correlagdes cruciais,
além de H-6 com H-18 e de H-12 com H-17.

Figura 107 — Correlagtes de HMBC e COSY de DPO-11

—
COSY HMBC

Os dados de RMN compilados, permitiram elucidar DPO-11 (FIGURA 108) como
sendo 3p-hidroxi-3-deoxobarbatusina, um composto ja isolado do género (ZELNIK et al.,
1977) e da espécie (ALBUQUERQUE, 2004).

Figura 108 — Representacéo estrutural do composto DPO-11
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Tabela 14 — Dados de RMN *H e *C (300 x 75 MHz, CsDsN, J em Hz) de DPO-11
comparados com valores da literatura (100 MHz, CDCl3) (ARIHARA et al., 1975)

# oc oc Lit. OH Piridina 2] 3] oy Lit.
Piridina
1 36,6 35,7 1,61 (m) H-5 1,06 (dd, J=11,5; 3,4)
2,41 (m) H-20 2,02 (m)
2 28,6 27,6 2,13 (m) H-3 1,24 (dd, J=16,5; 3,5)
1,78 (dd, J=16,5; 3,5)
3 77,9 78,5 3,60 (m) H-18 3,29 (dd, J=16,5; 7,8)
H-19
4 40,3 39,4 - H-5 H-6 -
H-18
H-19
5 473 47,2 2,33 (1H, sl) H-7 1,57 (sl)
H-18
H-19
H-20
6 728 714 6,13 (1H, s); H-7 5,49 (sl)
7 64,3 65,3 5,30 (M); H-6 4,52 (sl)
8 1434 1409 - H-7 H-6 -
9 1548 1557 - H-5 -
H-7
H-12
H-20
10 395 38,8 - H-20 -
11 1959 1946 - H-12 -
12 794 785 5,34 (m) 5,30 (s)
13 351 351 - H-12  H-17 -
14 196,0 1962 - H-12 -
15 220 21,8 1,75 (m) H-17 2,16 (m)
16 269 270 1,08 (m) H-17 1,05 (dd, J=15,2; 2,8)
1,25 (m) 1,34 (dd, J=15,2; 2,8)
17 131 13,3 1,03 (3H, d, J=6,4) 1,14 (d, J=7,1)
18 288 282 1,47 (3H, s) H-3 1,17 (s)
H-5
H-19
19 183 174 1,34 (3H, s) H-3 0,99 (s)
H-5
H-18
20 227 22,2 2,02 (3H, s) H-5 1,68 (s)
6 1705 1706 - H-6>  H-6 -
12 1705 1702 - H-12”  H-12 -
6 216 210 2,01 (3H, 9) 2,03 (s)
122 208 218 2,11 (3H, s) 2,05 (s)




129

Figura 109 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CsDsN) de DPO-11
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Figura 110 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CsDsN) de DPO-11
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Figura 111 - Espectro de RMN 2D *H, *H COSY (300 MHz, CsDsN) de DPO-11
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Figura 112 - Espectro de RMN 2D H, *H NOESY (300 MHz, CsDsN) de DPO-11
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Figura 113 - Espectro de RMN *C DEPT 135° (75 MHz, CsDsN) de DPO-11
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Figura 114 - Espectro de RMN 2D *H, *C HSQC (300 x 75 MHz, CsDsN) de DPO-11
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Figura 115 - Espectro de RMN 2D *H, *C HMBC (300 x 75 MHz, CsDsN) de DPO-11
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6.1.12 Determinacéo estrutural de DPO-12

Uma aliquota da fracdo H.O/MeOH 60% + 80% foi submetida a fracionamento
em silica e cromatografia liquida de alta eficiéncia, culminando no isolamento de uma resina
marrom codificada como DPO-12 (9,2 mg).

O espectro de RMN de 'H (FIGURA 119) se mostrou muito semelhante aos dos
diterpenos abietanos ja relatados na espécie. Foi observado um sinal referente a um
hidrogénio caracteristico de hidroxila quelada em 6n 14,14 (1H-6"),
cinco sinais referentes a hidrogénios ligados a carbonos oxigenados:
dn 5,15 (m, 1H-3); 4,67 (m, 2H-16/17); 4,53 (m, 2H-16/17), um
simpleto intenso caracteristico de metila de grupo acetoxila em JdH
2,15 (3H-37) e trés simpletos de metilas em on 2,10 (3H-20), 1,84
(3H-19) e 1,69 (3H-18). Além disso, sinais em 4,56 (m, 1H-15); 3,71
(m, 1H-1) e 2,22 (m, 1H-1) foram observados. As metilas mostraram
correlagdo no espectro de RMN 2D *H,**C-HMBC (FIGURA 125) com C-3, C-4 e C-5,
confirmando assim, o esqueleto de um diterpeno do tipo abietano, comum no género e na
espécie (ABDEL-MOGIB; ALBAR e BATTERJEE, 2002; OLIVEIRA et al., 2005; RIJO et
al., 2002). Com auxilio do espectro de COSY (FIGURA 121), foi verificado correlagdo dos
hidrogénios presentes em C-1 e C-2 (FIGURA 116).

Com o uso dos espectros bidimensionais *H,*3C HSQC (FIGURA 124) e HMBC
(FIGURA 125) foi elaborada a Tabela 15. A posicdo da acetoxila foi sugerida com as

Esqueleto Basico de um
Abietano

correlagcbes de HMBC (FIGURA 116), assim também como o grupo substituinte em C-13
principalmente pelas correlacbes dos hidrogénios metilénicos (C-16/17) com C-13 e C-15. Foi
sugerido que C-16 e C-17 se tratavam de dois CH2 com mesmo valor de carbono e hidrogénio,
visto que ambos se encontram no mesmo ambiente quimico e pelo fato da integracdo estar

para 2 hidrogénios no mesmo deslocamento.

Figura 116 — Correlacbes de HMBC e COSY do composto DPO-12

N
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O espectro de RMN de *C (FIGURA 120) apresentou 20 linhas espectrais, que

b em comparagdo com o DEPT 135° (FIGURA 123) foi possivel definir o

2 padrdo de hidrogenacdo de cada carbono como sendo: 4 metilicos, 3

o o metilénicos, 2 metinicos e 11 carbonos ndo hidrogenados. Destes Gltimos, 1

.y (6c 183,9) € caracteristico de carbonila associada a cetonas em um sistema
a/ﬂs;i::;']}luagado a/B-conjugado e 1 (8¢ 170,8) compativeis com éster metilico.

A estereoquimica relativa de DPO-12 foi deduzida através da

analise do espectro de correlacio espacial H,'*H-NOESY (FIGURA 122). E, diferentemente

de DPO-10 e DPO-11, a substituicdo em C-3 foi sugerida esta para tras da molécula (FIGURA

117).

Figura 117 — Correlagdes espaciais de NOESY observadas para DPO-12

O espectro de massa de alta resolugdo apresentou pico em m/z 435,1648 [M-H]
correspondente a formula molecular C22H2309, compativel com 9 deficiéncias de hidrogénio
(FIGURA 126). Com a compilacdo dados, foi possivel sugerir a estrutura de DPO-12
(FIGURA 118) como sendo de um novo diterpeno abietano nomeado como 16-desacetil-
Coleon L, onde Coleon L ja foi isolado P. ornatus (MESQUITA, 2015). Os dados de

ressonancia de *H dos mesmos foram comparados na Tabela 15.

Figura 118 — Representacao estrutural do composto DPO-12
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Tabela 15 - Dados de RMN *H e 3C (500 x 125 MHz, CsDsN, J em Hz) de DPO-12
comparados com valores da literatura (300 x 75 MHz, CDCI3) (MESQUITA, 2015).

# dc  dclLit. B4 piridina 2 3] S Lit.
Piridina
1 308 297 2,19 (m) H-20 1,90 (m)
3,67 (m) 3,14 (m)
2 247 241 1,94 (m) 1,93 (m)
3 789 785 5,12 (1H, m) H-18 4,77 (m)
H-19
4 412 408 - H-18 )
H-19
5 141,6 1414 - H-18 -
H-19
H-20
6 1448 1428 - -
7 1839 1826 - -
8 1245  109,9 - -
9 1376 1357 - H-20 -
10 422 416 - H-20 -
11 1376 1359 - -
12 1548 1556 - -
13 114,1  150,9 - H-15 H- -
16/17
14 157,2 1414 - ]
15 413 367 4,50 (1H, m) H- 4,01 (m)
16/17
16 615 62,0 4,47 (2H, m) H-17 3,99 (m)
4,62 (2H, m)
17 615 616 4,47 (2H, m) H-16 3,99 (m)
4,62 (2H, m) 4,78 (m)
18 285 280 1,79 (3H, s) H-3 1,41 (s)
H-19
19 229 225 1,65 (3H, s) H-3 1,52 (s)
H-18
20 298 290 2,06 (3H, 9) 1,72 (d, 3= 1,74)
3 1709 1709 - H-3 -
3” 214 211 2,10 (3H, s) 2,13 (5)
17’ - 1737 - -
17? - 21,5 - 2,16 (d, J= 2,19)
OH-6 - - - 7,17 (sl)
OH-14 - - - 13,04 (5)
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Figura 119 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CsDsN) de DPO-12
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Figura 121 - Espectro de RMN 2D *H, 'H COSY (300 MHz, CsDsN) de DPO-12
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Figura 122 - Espectro de RMN 2D *H, *H NOESY (300 MHz, CsDsN) de DPO-12
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Figura 123 - Espectro de RMN C DEPT 135° (75 MHz, CsDsN) de DPO

[
[HEN
N

< 00w W — 0 W M

¥ 00 W LW [ve} ~Nunm o v > 1Y TOoONMOW
N Y ¥ 0 — w0 0w o Vo) o ~ O owmnes
O OwnN ~ w Mo oM [0} (Yo M O
S oo o 5 0 0| 0 © ¥ NMONT O
ns v YT m N NN 0 o o OO0 YT NO
— o — — ~ O o Moo
PRCGHR I < | I I N\7

(VI [
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura 124 - Espectro de RMN 2D *H, *3C HSQC (300 x 75 MHz, CsDsN) de DPO-12
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Figura 125 - Espectro de RMN 2D H, *3C HMBC (300 x 75 MHz, CsDsN) de DPO-12
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Figura 126 - Espectro de massas de DPO-12
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6.1.13 Determinacéo estrutural de DPO-13

O espectro de RMN de *H (FIGURA 129) de DPO-13, uma resina marrom (4,8
mg), se apresentou semelhante aos compostos diterpénicos composto por hidrogénios
metilicos, metinénicos e oximetinicos. Foram observados sinais caracteristicos de hidrogénios
oximetinicos em dn 6,15 (s, H-14), 5,86 (s, H-3) e 5,62 (d, J= 10,6 Hz, H-11) e sinais de
hidrogénios metilicos em 6w 2,46 (s, H-16), 1,74 (s, H-18), 1,05 (d, J= 6,6 Hz, H-17), 1,03 (s,
H-19) e 0,88 (s, H-20), sendo um deles tipicos de grupo acetoxila {dn 2,02 (s, H-117)}.

A partir da analise do espectro de RMN de *C (FIGURA 130), foi observado a
presenca de uma linha espectral associada a um carbono de uma cetona a/f-insaturada (dc
198,5), linhas caracteristicas de carbonilas de ésteres metilicos (6¢c 170,9 e 169,1) e de duplas
ligagdes (6¢c 155,3, 126,0 e 121,1). No total, foram observadas 22 linhas espectrais.

Com o auxilio dos espectros de RMN 2D !H,13C — HSQC
(FIGURA 133) e de HMBC (FIGURA 134), foi possivel elaborar a
Tabela 16. E, a partir das correlacbes apresentadas pelas metilas no
espectro de HMBC (FIGURA 127), foi verificado que néo se tratava de
um composto com esqueleto de diterpeno abietano. As correlacGes
apresentadas pela metila-17 com carbonos vistos pela metila-20 (C-8 e C-
9), assim como carbonos vistos pela metila-19 (C-7), sugeriram se tratar
de um diterpeno do tipo clerodano. Os espectros de COSY (FIGURA 131)

Clerodano

e NOESY (FIGURA 132) para este composto foram obtidos, entretanto os mesmos néo

contribuiram para a determinacéo estrutural de DPO-13.

Figura 127 — Correlagdes de HMBC de DPO-13

A compilacdo dos dados permitiu a elucidacdo da estrutura como sendo um
diterpeno clerodano conhecido como &cido 11R-acetoxi-2-oxo-neocleroda-3,13E-dien-15-6ico
(FIGURA 128). Este composto ja foi isolado da espécie (AVILA et al., 2017; OLIVEIRA et
al., 2005).
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Figura 128 — Representacéo estrutural do composto DPO-13
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Tabela 16 — Dados de RMN *H e *C (300 x 75 MHz, CsDsN, J em Hz) de DPO-13
comparados com valores da literatura (100 MHz, CDCI3) (OLIVEIRA et al., 2005)

# éc  dclLit. BH piridina 2) 3 dn Lit.
Piridina
1 36,8 35,9 2,86 (m) H-3 £ 2,60 (dd, J=17,5; 3,6)
a 2,50 (dd, J= 17,5; 13,5)
2 1985 1992 - H-1 -
3 1261 1255 5,86 (1H, s) H-18 5,75 (br s)
4 1719 17272 - H-18  H-19 -
5 40,7 401 - H-6  H-3 -
H-19 H-18
6 35,9 355 1,65 (m) H-19 £ 1,38 (ddd, J=13,0; 12,1;
4,1)
o 1,33 (m)
7 28,1 27,6 1,36 (m) H-6  H-17 1,51 (m)
1,79 (m)
36,5 36,2 2,66 (m) H-17  H-20 1,54 (m)
43,9 43,4 - H-20 H-17 -
10 466 46,0 2,08 (m) H-20 1,98 (dd, J=13,5; 3,6)
1 755 744 561 (1H,d, J=10,6) H-20 5,29 (dd, J=9,9; 2,6)
12 421 420 2,52 (m) H-14 237 (dd, J=132;2,6)
2,39 (m) H-16 a 2,30 (dd, J=13,2; 9,9)
13 1552 1586 - H-12  H-17 s
H-16
14 121,10 1183 6,15 (1H, s) H-12 5,66 (brs)
H-16
15 169,01 1704 - -
16 189 19,0 2,46 (3H, s) H-14 2,14 (d, J=13)
17 187 17,6 1,04 (3H, d, J=6,7) H-8 1,01 (d, J=5,7)
18 19,1 19,1 1,74 (3H, 9) H-3 1,90 (d, J=1,1)
19 183 18,7 1,02 (3H, s) 1,16 (s)
20 125 12,2 0,88 (3H, s) 0,87 (s)
11’ 1709 1707 - H-117 -
11”7 209 20,7 2,02 (3H, s) 2,01 ()
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Figura 129 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CsDsN) de DPO-13
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Figura 131 - Espectro de RMN 2D H, *H COSY (300 MHz, CsDsN) de DPO-13
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Figura 132 - Espectro de RMN 2D H, *H NOESY (300 MHz, CsDsN) de DPO-13
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Figura 133 - Espectro de RMN 2D H, **C HSQC (300 x 75 MHz, CsDsN) de DPO-13
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Figura 134 - Espectro de RMN 2D H, *3C HMBC (300 x 75 MHz, CsDsN) de DPO-13
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6.2 Rota biossintética dos diterpenos isolados de P. ornatus

O nome terpeno é oriundo da turpentina (lat. Balsamum terebinthinae), uma
resina aromatica produzida pela arvore terebinto (Pistacia terebinthus). Os terpenos
constituem uma das maiores e mais variadas classes estruturais de compostos organicos. O

grupo é formado por uma combinacao de isoprenos, sendo assim classificados em:

Hemiterpenos (Cs) Sesterpenos (Czs)
)\/ Monoterpenos (Cio) | Triterpenos (Cso)
Isopreno Sesquiterpenos (Cis) | Tetraterpenos (Cao)

Diterpenos (C20) Politerpenos ((Cs)n)

Fonte: Adaptado de Torssell, 1983.

Os diterpenos podem ser encontrados nas formas ciclicas e aciclicas. Diterpenos

aciclicos e monociclicos ndo sdo facilmente encontrados

na natureza. Como exemplo de diterpenos aciclicos tém- )\/\)\/\)\/\/K/\OH

. . P Fitol
se o fitol, enquanto entre os diterpenos monociclicos o

retinol (vitamina A) é o principal representante (ZERBE WCH?CH
e BOHLMANN, 2015). Por outro lado, os diterpenos Retnel
biciclicos e triciclicos sdo abundantes na natureza.

A rota biosintética dos diterpenos em geral se inicia com a condensacgéo do acetil-
CoA e acetoacetil-CoA para formar o 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), o qual
origina o acido meval6nico. Este, ap6s reacdo de desidratacdo e descarboxilacdo, forma o
difosfato de dimetil-alilo (PPDMA) o qual condensa-se com 3 unidades de difosfato de
isopentenilo (PPI) levando a formacdo de difosfato de geranilgeranila (PPGG) (DEWICK,
2002). Em seguida, uma série de reacdes de ciclizacdo e de rearranjo leva a formacdo do
pirofosfato de labdadienila, o qual d& origem aos cétions abietanos, clerodanos e labdanos,
tipos esqueletais de diterpenos isolados de P. ornatus (FIGURA 135).

Vale ressaltar, que, na formacdo dos diterpenos biciclicos labdanos, o controle
estereoletrénico e fechamento concertado do anel gera os enantibmeros intermediarios 1-1 e I-
2 (FIGURA 136) os quais levam a formagdo de uma grande variedade de compostos
diterpénicos (DEWICK, 2009; GEISSMAN e CROUT, 1969). No género Plectranthus ha

relato de diterpenos oriundos das duas configuracdes, sendo a configuragédo trans do atomo de
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hidrogénio em C-9 e da metila em C-10 (FIGURA 136 — I-1) a mais comum, e até entdo, a
Unica configuracdo que origina os diterpenos labdanos de P. ornatus. como mostrado na
Tabela 1 (ABDEL-MOGIB; ALBAR e BATTERIJEE, 2002; GASPAR-MARQUES; SIMOES
e RODRIGUEZ, 2003, 2004).

Figura 135 — Biossintese dos diterpenos de esqueleto abietano, labdano e clerodano
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Fonte: Adaptado de Dewick, 2009.



148

Figura 136 — Formacao dos enantibmeros intermediarios
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Neste trabalho, foi investigado a composi¢do quimica do cha da parte aérea de P.
ornatus tendo culminado no isolamento de diterpenos abietanos, labdanos e clerodanos.
Partindo dos seus correspondentes cations, foi proposto as rotas biossintéticas para o
diterpeno labdano DPO-2 (FIGURA 137), para os diterpenos abietanos DPO-10-12 (FIGURA
138), bem como para o diterpeno clerodano DPO-13 (FIGURA 139). Conforme pode ser
observado nas propostas biosintéticas, reacfes classicas de reducdo, oxidacdo, acilagdo,

lactonizacdo e glicolisacdo foram sugeridas para a formacdo dos compostos obtidos de P.
ornatus.

Figura 137 — Proposta biossintética do composto DPO-2 da classe dos labdanos
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 138 — Proposta biossintética dos compostos DPO-10 — 12 da classe dos
abietanos isolados do cha de P. ornatus
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Figura 139 — Proposta biossintética do composto DPO-13 da classe dos clerodanos
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6.3 Estudo comparativo dos decoctos de espécimes de especies de Plectranthus

Conforme descrito no item 5.4.2, foram obtidos os chas das partes aéreas de
espécimes de quatro espécies de Plectranthus: P. ornatus, P. barbatus, P. amboinicus e P.
grandis. Todas cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal do Ceara.
A ideia foi estudar a composicdo quimica de P. ornatus e a partir dos resultados, comparar
com os estes chas.

6.3.1 Analise cromatografica

Apds fracionamento da fracdo metandlica do decocto da P. ornatus (item 5.4.4),
foi verificado que o composto majoritario do extrato era o acido rosmarinico (item 6.1.1), um
composto fendlico de grande interesse farmacoldgico por apresentar diversas atividades como:
anti-inflamatdria, antioxidante, antitumoral, antimicrobiana e antiviral (KIM et al., 2015).

De forma semelhante ao procedimento realizado com decocto de P. ornatus, o
decocto dos espécimes das outras espécies de Plectranthus foi extraido com MeOH e
posteriormente, analisado por CLAE [Coluna analitica C-18, gradiente: H.O (0,1%
TFA)/MeOH, 10-100% em 30 min + 10 min em 100% MeOH, Fluxo 1,0 mL/ min, Injecédo 25
uL]. A comparacdo foi realizada através da andlise do tempo de retencdo e do perfil no
ultravioleta do &cido rosmarinico. Conforme pode ser observado a partir dos cromatogramas
(FIGURA 140), este metabdlito secundario foi majoritario nos extratos de todas as espécies.
Esse mesmo resultado também foi verificado por Brito e colaboradores (2018) utilizando P.
barbatus além de 8 outras espécies de Plectranthus. O &cido rosmarinico € um metabdlito
secundario comumente encontrado ndo s6 género Plectranthus como também na familia
Lamiaceae (ZORIC et al., 2016).
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metandlicos dos chas das quatro espécies

analise dos extratos

em estudo, empregando 0 método

mencionado acima, porém, utilizando
coluna fenil-hexil apresentou uma melhor
resolucdo (FIGURA 141), e com isso foi
escolhido, também, para analise dos
compostos isolados do cha de P. ornatus.
Deste modo, com exce¢cdo do composto
DPO-7,
analisados por CLAE [coluna analitica
fenil-hexil, H.O  (0,1%
TFA)/MeOH, 10-100% em 30 min + 10 min

em 100% MeOH, Fluxo 1,0 mL/min,

0s compostos isolados foram

gradiente:

Injecdo 25 ulL], permitindo elaborar a
Tabela 17, a qual mostra 0s compostos
isolados P. ornatus, o tempo de retencdo de
cada composto no método anteriormente
detalhado e seus respectivos UVs. Essas
informagfes foram utilizadas para tentar
rastrear 0s compostos nas  fragdes
metandlicas dos chas dos espécimes das
espécies em estudo.

Vale ressaltar, que devido ao
alto teor e absorcdo do acido rosmarinico,
aliado a complexidade quimica da fracdo
metanolica do cha de P. ornatus, ndo foi
possivel identificar pelo tempo de retencdo e
dados de ultravioleta os demais compostos
isolados nem na fracdo metandlica do cha

de P. ornatus nem das outras espécies.
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Figura 140 — Cromatrogramas obtidos por
CLAE ilustrando o &cido rosmarinico (A)
com destaque para UV e decoctos de P.
ornatus (B), P. barbatus (C), P. amboinicus
(D) e P. grandis (E)
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Figura 141 — Cromatrogramas obtidos por CLAE com
coluna fenil-hexil dos decoctos de P. ornatus (A), P.
amboinicus (B), P. barbatus (C) e P. grandis (D)
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Tabela 17 — Compostos isolados da fracdo metandlica do cha de P. ornatus, tempo de

retencdo e UV

Composto (Tempo de retencdo em minutos) UV PDA
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Tabela 17 — Continuacéo
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Composto (Tempo de retencdo em minutos) UV PDA
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Tabela 17 — Continuacéo
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Composto (Tempo de retengdo em minutos) UV PDA
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Dentre os compostos minoritarios isolados do cha de P. ornatus, ha relatos apenas
de DPO-10 (coleona R) e DPO-11 (34- hidroxi- 3- deoxobarbatusina) a partir de outras
espécies de Plectranthus. DPO-10 foi isolado do extrato hexanico de P. ornatus (AVILA et al.,
2017) e do extrato obtido com éter etilico de P. caninus (ARIHARA; RUEDI e EUGSTER,
1975), enquanto DPO-11 foi isolado do extrato em acetona de P. barbatus (ZELNIK et al.,
1977), bem como do extrato hexanico de P. grandis (ARAUJO et al., 2010). Adicionalmente,
DPO-11 foi quantificado nas espécies em estudo sendo encontrado em maior quantidade em P.

grandis e menor quantidade em P. ornatus (SILVA et al., 2017).

6.3.2 Teste de inibicdo enzimatica

Diabetes é uma doenca caracterizada, basicamente, por hiperglicemia crénica
ocasionando no paciente diversas complicacdes como catarata e problemas renais. E projetado
que, em 2030, cerca de 366 milhdes de pessoas de varias idades no mundo tenham esta
doenca (HA et al., 2012). Assim, diversos estudos sdo realizados na busca de diminuir a
glicose do sangue de diabéticos.

Sotnikova e colaboradores (2013) verificaram que a diabete induzida por
administracdo de estreptozocina em ratos desencadeia hiperglicemia, reducdo do peso
corporal, aumento do consumo de &gua e producdo didria de urina. Assim como induz a
diminuigéo da frequéncia cardiaca, mas ndo afeta a pressdo arterial. A administracéo oral do
acido rosmarinico (AR) ndo afetou nenhum desses sintomas com exce¢do do consumo diario
de agua. Além disso, a diabetes desencadeia processos inflamatdrios através de estresse
oxidativo no endotélio da aorta. O uso do AR amenizou a disfuncdo vascular na aorta dos
ratos, efeito que foi atribuido as atividades antioxidante e anti-inflamatoria do mesmo
(SOTNIKOVA et al., 2013).

Entretanto, o0 AR nédo apresentou efeito inibitorio frente & enzima a-glicosidase,
mas mostrou efeito inibitério (ICso = 11,2 uM) frente a aldose redutase, outra enzima
relacionada a diabete cronica, onde o composto usado como controle positivo (quercetina)
forneceu I1Cso = 1,9 uM (HA et al., 2012). Baseado na atividade inibitoria do acido
rosmarinico frente a aldose redutase, Kang e colaboradores (2016) sintetizaram derivados
deste composto para verificar a relacdo estrutura-atividade. Foi observado que compostos
glicosilados amenizaram a inibicdo da enzima. Assim também como a dupla ligagéo da cetona
a,f-insaturada nos derivados do AR € importante para a inibicdo da aldose redutase (KANG et

al., 2016). Desta forma, este resultado pode ser um indicativo que espécies de Plectranthus,
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por apresentarem 0 AR como componente majoritario, possam apresentar atividade
antidiabética frente a aldose redutase.

Contudo, apesar do AR ndo apresentar efeito inibitério frente a enzima o-
glicosidase, questionou-se se a presenca de diversos compostos glicosilados nos chés de
Plectranthus ndo afetaria no resultado. Mas, como pode ser observado na Tabela 18, nenhum
dos chas das espécies de Plectranthus se mostrou antidiabético frente a enzima a-glicosidase,

corroborando com a literatura.

Tabela 18 — Valores de inibi¢do da enzima

Amostras % Inibicao
Cha da P. ornatus N&o houve inibicdo
Ché& da P. grandis N&o houve inibigdo
Ché da P. amboinicus N&o houve inibicao
Ché da P. barbatus N&o houve inibicao
Acarbose* 92,70

*Controle positivo. Fonte: Dados da pesquisa.

6.3.3 Teste de viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT (MOSMANN, 1983)
utilizando células de adenocarcinoma gastrico (AGS) com a finalidade de estabelecer as doses
ndo citotdxicas que serdo utilizadas em experimentos de cicatrizacdo in vitro com células
AGS. O direcionamento do estudo para células de origem gastrica se deve pela necessidade de
estabelecer uma correlagdo com o uso popular da planta.

O decocto de P. ornatus (DPO) ndo apresentou citotoxicidade nas concentragoes
utilizadas (FIGURA 142), diferentemente do observado no extrato etandlico da mesma planta
(EEPO, ICso 138 pg/mL), podendo-se sugerir que a presenca dos compostos mais polares
como constituintes glicosilados tém papel importante no tratamento de problemas
gastrointestinais. Os decoctos de P. amboinicus (DPA), P. grandis (DPG) e P. barbatus (DPB)
apresentaram toxicidade nas concentragfes mais altas, sendo de 800 pg/mL para DPA e DPB,
assim como a partir de 400 pg/mL para DPG.

Apesar do ensaio de MTT ser utilizado para determinar a viabilidade celular, uma
acao proliferativa foi observada no decocto de P. ornatus na concentragdo de 800 pug/mL, na
faixa de concentracdo de 25 — 400 pg/mL nos decoctos de P. amboinicus e de P. barbatus, e

na faixa de concentracdo de 25 — 200 pg/mL para o decocto de P. grandis em relagdo ao grupo
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I em outros extratos. Deste modo, testes com inibidores da

, 0 que ndo é norma

lo

Ve

velcu

proliferacdo celular precisam ser realizados para comprovar o potencial proliferatorio dos

chas frente a essa linhagem celular.

Figura 142 — Efeitos de DPO, EEPO, DPA, DPG e DPB
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7 CONCLUSAO

A investigacdo quimica da fracdo solivel em metanol, obtida do decocto de
Plectranthus ornatus, resultou no isolamento e caracterizacdo de treze metabdlitos
secundarios, sendo o acido rosmarinico o constituinte majoritario. Entre 0s compostos
isolados, dois diterpenos (DPO-2 e DPO-12) e dois flavonoides (DPO-6 e DPO-7) ainda nao
haviam sido relatados na literatura. Ressalte-se, que sete dos compostos isolados, entre
diterpenos e fenolicos possuem em sua estrutura, uma ou duas unidades glicosidicas (xilose e
glicose), algumas das quais oxidadas.

Através de analise qualitativa comparativa dos cromatogramas, obtidos por CLAE,
das fracbes metanolicas dos chas de P. ornatus, P. amboinicus, P. barbatus e P. grandis, foi
verificado que o &cido rosmarinico era o composto majoritario em todos os chés. Vale
ressaltar, que em estudos prévios, envolvendo outras espécies de Plectranthus, este composto
também foi 0 componente majoritario. Além disso, compostos como flavonoides glicosilados
e diterpenos também ja haviam sido identificados nos chas de outras espécies do género.

Infelizmente, a tentativa de detectar os compostos isolados guiados pelo tempo de
retencdo e dados de UV nos extratos brutos das quatros espécies investigadas, foi infrutifera.
Talvez pela quantidade significativa de &cido rosmarinico e sua alta absorcdo nas faixas de
UV investigadas.

Verificou-se que para as analises dos chas de Plectranthus, a coluna fenil-hexil se
apresentou mais eficiente que a coluna C18. Fato plausivel visto que coluna fenil-hexil
aprimora interagdes Pi-Pi com aromaticos, tendo sua seletividade para compostos aromaticos
e moderadamente polares.

Das espécies em estudo, a fracdo metandlica do decocto de P. grandis apresentou
maior rendimento, enquanto, P. amboinicus apresentou menor rendimento.

Nenhum dos chas apresentou inibigdo enzimatica da a-glicosidase, resultado que
pode ser explicado pelo fato do composto majoritario dos chas, o acido rosmarinico, nédo
apresentar essa propriedade.

A viabilidade celular dos chas (decoctos), verificada através do teste de MTT
frente a células de adenocarcinoma gastrico humano, mostrou em altas concentragfes, acao
proliferativa, o que pode ser um indicativo para o uso popular. Entretanto, o extrato etandlico
da parte aérea de P. ornatus, quando em altas concentraces, apresenta efeito toxico,
sugerindo que a presenca de compostos polares, capazes de serem extraidos com a agua, se

facam necessarios para as propriedades terapéuticas gastricas. Diferentemente do cha de P.
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ornatus, os chas de P. amboinicus, P. grandis e P. barbatus apresentaram acdo proliferativa
em uma faixa de concentracdo, em concentracdes muito altas ambos apresentam efeito toxico.
Entretanto, mais testes precisam ser realizados a fim de comprovar esse efeito proliferativo

celular.
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