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RESUMO

Tephrosia toxicaria Pers. (sin. Tephrosia sinapou (Buc’hoz) A. Chev), Fabaceae, é uma
planta tropical ictiotoxica, popularmente conhecida como “timbd” e utilizada como defensivo
agricola natural. Stemodia maritima Linn. (Scrophulariaceae) é conhecida no Nordeste
brasileiro como “melosa” e também encontrada nas ilhas do Caribe onde ¢ usada para tratar
varios tipos de doengas. O estudo quimico das raizes de T. toxicaria permitiu o isolamento da
flavanona obovatina que sofreu reacdo de hidrogenacéo para gerar um derivado hidrogenado
TTR-1H. O estudo quimico das folhas de S. maritima forneceu dois diterpenos do tipo
estemodanos, sendo eles a estemodina e estemodinol, além da flavona jaceidina. O extrato
etandlico das folhas de S. maritima apresentou atividade antioxidante compardvel a da
vitamina C. A obovatina reduziu o infiltrado inflamatorio e a hiperalgesia facial em
articulacdo temporomandibular de ratos nas concentracbes de 1 e 10 mg/Kg, exercendo
atividades anti-inflamatoria e analgésica em um modelo experimental de artrite induzida por
zymosan. A estemodina, o extrato SMFE e obovatina foram submetidos a ensaios de atividade
antibacteriana e demonstraram acdo moderada frente a cepas de Staphylococcus aureus
(12692), Staphylococcus aureus (358), Bacillus cereus (33018), Pseudomonas aeruginosa
(15442) e Escherichia coli (27). As substancias isoladas foram identificadas por métodos
espectrométricos e espectroscopicos (IV, EM, RMN *H e RMN *3C), incluindo RMN
bidimensional (HMBC, HSQC, NOESY e COSY) e por comparacdo com dados da literatura.

Palavras-chave: Tephrosia toxicaria. Stemodia maritima. Diterpeno. Flavonoide.



ABSTRACT

Tephrosia toxicaria Pers. (Tephrosia sinapou (Buc’hoz) A. Chev), Fabaceae, is a tropical
fish-poisoning plant, popularly known as “timbo” and used as pesticide natural. Stemodia
maritima Linn. (Scrophulariaceae) is know in nordheastern Brazil as “melosa” and also found
on the the Caribbean islands, this plant is used to treat various types of diseases. The chemical
study of roots of T. toxicaria allowed the isolation of flavanone obovatina suffered
hydrogenation reaction to produce a hydrogenated derivative TTR-1H. The chemical study of
S. maritima leaves provided two type diterpenes estemodanos, and they estemodina and
estemodinol, beyond flavone jaceidina. The ethanol extract of its leaves showed antioxidant
activity comparable to that of vitamin C. The obovatin reduced the inflammatory infiltrate and
facial hyperalgesy in the rat temporomandibular joint in concentrations of 1 and 10 mg/Kg,
showing antiinflamatory and analgesic activities in a experimental model of zymosan-induced
arthritis. Tests of antibacterial activity demonstrated that stemodin, the extract SMFE and
obovatin exibited moderate bacterial activity against the Staphylococcus aureus (12692),
Staphylococcus aureus (358), Bacillus cereus (33018), Pseudomonas aeruginosa (15442) and
Escherichia coli (27) strains. The substances isolated were identified by spectroscopic and
spectrometric methods (IR, ME, H* NMR and C** NMR), including two-dimensional NMR
(HMBC, HSQC, NOESY and COSY) and by comparison with literature data.

Keywords: Tephrosia toxicaria. Stemodia maritima. Diterpene. Flavonoid.
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1 INTRODUCAO

Durante séculos, as fontes de medicamentos eram inteiramente de origem natural,
preparados, principalmente, a partir de ervas e plantas medicinais, constituindo a fonte mais
antiga para o tratamento e a cura de doencas. Atualmente, com técnicas de separacao e de
identificacdo mais modernas, estes constituintes quimicos sdo isolados, caracterizados,
podendo ser muitas vezes modificados estruturalmente para alterar ou potencializar suas
atividades biologicas (BRAZ-FILHO 2010; GOTTLIEB; BORIN, 2012).

Cresce a cada dia o interesse em descobrir novos produtos naturais
biologicamente ativos, sejam eles de plantas, microorganismos ou animais, na busca de novos
medicamentos ou substancias alternativas para os produtos quimicos sintéticos. A maioria dos
constituintes fitoquimicos bioativos relatados séo alcaloides, taninos, flavonoides e compostos
fendlicos (RAO et al., 2011).

Neste contexto, Tephrosia € um extenso género distribuido em regibes tropicais e
subtropicais do mundo, tendo sido relatadas cerca de 679 espécies. Plantas desse género tém
sido usadas em preparacOes fitoterapicas, inseticidas, veneno para ratos e peixes por varios
povos indigenas, possui baixa toxicidade em mamiferos e o valor de sua DLso em ratos, é de
132 mg/Kg (ZIPCODEZOO, 2012; TARUS et al., 2002; YU, 2008).

Em nosso grupo de pesquisa, Tephrosia toxicaria Pers. (sinonimia Tephrosia
sinapou, MARTINEZ et al., 2012) ja havia sido objeto de estudo e mostrou ser uma rica fonte
de rotenoides. Vasconcelos et al. (2012), demonstrou que 0s extratos dessa planta e rotenoides
isolados (Fig. 01, p. 18), mostraram atividade larvicida sobre Aedes aegypti, justificando o
uso de suas raizes como defensivo agricola. Além disso, 0s extratos também apresentaram
atividade antioxidante, reforcando a presenca de substancias flavonoidicas (VASCONCELOS
et al., 2009).

Espécies do género Stemodia tem sido usadas na medicina tradicional no
tratamento de doencas. A literatura relata o uso de Stemodia durantifolia para o tratamento de
infertilidade e Stemodia maritima para o tratamento de doencas venéreas (ALLEN et al.,
2006; CHAMY et al., 1991). Embora metabdlitos secundarios, tais como, cucurbitacinas,
derivados do &cido estearico e flavonoides tenham sido isolados, os diterpenos contendo um

esqueleto tetraciclico incomum, conhecido como estemodano (IV) (Fig. 02, p. 18), sdo o0s
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compostos que caracterizam quimicamente as plantas desse género (SILVA et al., 2009). Os
estemodanos tem atraido interesse, principalmente por apresentarem uma estreita semelhanca
com a aphidicolina (V) (Fig. 02), um conhecido agente citotoxico e antiviral isolado de
culturas do fungo Cephalosporium aphidicola e por esta razdo, tem sido submetidos a
inimeras biotransformagfes (CHAMY et al., 1991). A Estemodina (Fig. 29, p. 51), diterpeno
estemodano mais relatado de S. maritima, possui varios analogos hidroxilados obtidos por
biotranformagdes microbianas, e alguns tém apresentado atividade antiviral (HANSON et al.,
1994; BUCHANAN; REESE, 2001; CHEN et al., 2005).

Figura 01 — Alguns rotenoides isolados de T. toxicaria com atividade larvicida. (1) Deguelina; (1) Tephrosina e
(1) 12a-hidroxi-a-toxicarol.

OCHs OCHj OCHg

U] (m (11)

Figura 02 — Estrutura do esqueleto estemodano (1V) e aphidicolina (V).

(1V) V)
Este trabalho teve como objetivo dar continuidade ao estudo quimico de
T. toxicaria e S. maritima, utilizando técnicas cromatogréaficas para o isolamento e purificacdo
dos metabdlitos secundarios, bem como, a identificacdo e caracterizacdo estrutural das
substancias isoladas, através de técnicas espectrométricas e espectroscopicas. Investigou-se a
acdo bioldgica de alguns extratos e substancias isoladas destas plantas, como a avaliacdo das
atividades antioxidante, analgésica, anti-inflamatoria e antibacteriana. Além disso, um

derivado hidrogenado da obovatina, isolada de T. toxicaria, também foi obtido.
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 Tephrosia toxicaria Pers.

2.1.1 Consideragdes sobre a familia Fabaceae

Fabaceae é também conhecida por familia das leguminosas, em funcédo dos frutos
do tipo legume presente na maioria das espécies. E a terceira maior do mundo e um grupo
economicamente importante, com cerca de 730 géneros e mais de 19.400 espécies.
Os maiores géneros sdo Astragalus (mais de 2.400 espécies), Acacia (mais de 950 espécies),
Indigofera (cerca de 700 espécies), Crotalaria (cerca de 700 espécies) e Mimosa (cerca de
500 especies) (ZIPCODEZOO, 2012).

Nesta familia ha pelo menos trés subfamilias importantes: Mimosoideae,
Caesalpinioideae e Papilionoideae, sendo que esta ultima inclui a espécie Tephrosia toxicaria
Pers. (JOLY, 1993).

2.1.2 Consideracdes sobre a subfamilia Papilionoideae

Esta subfamilia compreende cerca de 400 géneros, sendo portanto, a maior entre
as leguminosas. Possui folhas trifolioladas, sendo raras com um ou mais de trés foliolos,
possuem flores zigomorfas com uma grande pétala. A flor é pentdmara, diclamidea,
hermafrodita, com calice gamossepalo, em geral com dois dentes. O fruto € em geral legume,
raramente indeiscente (JOLY, 1993)

Pertencem a esta subfamilia todos os legumes, a maioria constituida por plantas
cultivadas, tais como os géneros, Phaseolus (feijao), Pisum (ervilha), Lens (lentilha), Vicia

(fava), Cicer (grdo-de-bico), Glycine (soja), Arachis (amendoim) dentre outros (JOLY, 1993).

2.1.3 Consideracdes sobre o género Tephrosia

O género Tephrosia é constituido por cerca de 679 espécies, subespécies e

variedades. O nome genérico é derivado da palavra grega tephros, que significa



Consideracbes Botanicas 21

"cor-de-cinzas", referindo-se a tonalidade acinzentada dada as folhas por seus tricomas densos
(ZIPCODEZOO, 2012).

As espécies do género sdo distribuidas por todas as regides quentes de ambos 0s
hemisférios, principalmente na América, Africa, Australia e Asia, onde cerca de vinte e quatro
espécies sdo registradas na india. Muitas dessas sdo venenosas, especialmente para os peixes,
por sua alta concentragdo de rotenona (Fig. 03) (JANG et al., 2003; RAJARAM; KUMAR,
2011; ZIPCODEZOO, 2012).

Figura 03 — Estrutura da Rotenona

2.1.4 Consideracdes sobre a espécie Tephrosia toxicaria Pers.

Tephrosia toxicaria Pers. (Fig. 04, p. 22) pertence a familia Fabaceae e a
subfamilia Papilionoideae, € uma planta tropical ictiotxica e bem conhecida como uma fonte
de rotenoides (JANG et al., 2003). Apresenta-se como arbusto com folhas imparipinadas,
foliolos de dez a vinte jugos, peciolados, oblongos e sericeos. Suas flores sdo brancas ou
amareladas com a base lilds e dispostas em racemos axilares ou terminais. Seu fruto

apresenta-se na forma de vagem, curva ou reta (CORREA, 1974).

E cultivada na localidade de Guaraciaba do Norte - CE, onde foi feita a coleta do
espécime estudado neste trabalho; e 0 extrato aquoso de suas raizes maceradas é utilizado

como defensivo agricola natural.
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Figura 04 — Foto de cultivo de Tephrosia toxicaria em Guaraciaba do Norte — CE e desenho técnico de ramo
com flor.

Fonte: (JOLY, 1993)
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2.2 Stemodia maritima Linn.

2.2.1 Consideragdes sobre a familia Scrophulariaceae

Esta familia compreende 200 géneros com aproximadamente 3.000 espécies,
distribuidas principalmente nas regifes temperadas do hemisfério norte, sendo relativamente
rara na nossa flora. As espécies possuem porte herbaceo, sdo acaules ou com caules aéreos
eretos, folhas simples, curto-pecioladas. Flores em geral vistosas, diclamideas, hermafroditas,
pentdmeras e de simetria zigomorfa. Produzem frutos secos do tipo céapsula. (JOLY, 1993;
MOREIRA; BRAGANCA, 2011).

2.2.2 Consideracdes sobre o género Stemodia

O género Stemodia € representado por cerca de 40 espécies distribuidas na Asia,
Africa, Australia e América. E um género de plantas de florescéncia, perenes com folhas
dentadas e racemos de flores coloridas, que sdo geralmente, em tom roxo. Este género é por
vezes, colocado na familia Plantaginaceae (CHAMY et al., 1991; ZIPCODEZQOO, 2012).

2.2.3 Consideracdes sobre a espécie Stemodia maritima Linn.

Stemodia maritima Linn. (Fig. 05, p. 24) é encontrada na parte norte da América
do Sul e na maioria das ilhas do Caribe, onde ¢ conhecida como “a for¢a do homem pobre”,
por ser usada como remédio para tratar varios tipos de doengas do corpo, como dor de
estdbmago, edema e inchaco (HUFFORD et al.,, 1991; MARTIN; REYNOLDS; REESE,
2004a).

No Nordeste brasileiro ¢ conhecida popularmente como “mastruz-bravo, melosa”
e ocorre principalmente em &reas salinizadas. E uma planta herbacea perene, apresenta caule
ramificado desde a base, ramos eretos e decumbentes, quadraticos e revestidos por intensa
pilosidade branca. Folhas simples, opostas cruzadas, sésseis, pouco anisofilas entre os pares,
as folhas inserem-se de forma obliqua em relacdo ao ramo. Fruto seco do tipo capsular. Pode
ser identificada em campo pelo porte ereto e pelas folhas piloso-glandulosas de margens

ondulado-serreadas. As flores de S. maritima sdo axilares e suas sementes sd0 numerosas e
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muito pequenas, a propagacdo é feita por meio de sementes (SILVA et al., 2006; MOREIRA,
BRAGANCA, 2011).

Figura 05 — Foto de Stemodia maritima.

Fonte: MOREIRA; BRAGANCA, 2011.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Género Stemodia

O género Stemodia € representado por cerca de 40 espécies distribuidas na Asia,
Africa, Australia e Américas. Destas espécies, apenas oito tem sido previamente estudadas
(Fig. 06): S. chilensis, S. durantifolia, S. foliosa, S. grossa, S. kingii, S. maritima, S. trifoliata
e S. viscosa (CHAMY et al., 1991; SILVA et al., 2009).

O levantamento bibliografico realizado utilizou como ferramenta de pesquisa o
SciFinder® Scholar™ (American Chemical Society) e o site de busca Science direct,
observando a ocorréncia de publicacGes para 0 género entre 0s anos de 1973 e 2013. O estudo
quimico destas espécies tem apresentado diversas classes de metabolitos secundarios, como
flavonoides, triterpenos esteroidais e curcubitacinas, geralmente glicosilados, e como
predominancia de diterpenos com esqueletos estemodano, labdano, abietano e bisepdxido
(RODRIGUES et al., 2010; RAMESH; NAIR; SUBRAMANIAN, 1979; ALLEN et al., 2006;
SILVA; SILVEIRA; PESSOA, 2010; SILVA et al., 2008; MARTIN; REINOLDS; REESE,
2004a; MANCHAND; BLOUNT, 1976).

Figura 06 — Grafico das publicacGes encontradas para espécies do género Stemodia no periodo de 1973 a 2013.
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Silva, F. R. L.
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O estudo quimico de S. maritima resultou no isolamento de diterpenos com
esqueleto do tipo estemodano. Este fato motivou a realizacdo de um levantamento
bibliografico sobre a ocorréncia destes metabdlitos secundarios em espécies do género
Stemodia. Como resultados foram encontrados vinte e quatro diterpenos isolados de quatro

espécies do género.

3.2 Diterpenos

Os diterpenos foram os compostos encontrados com maior frequéncia no género
Stemodia, indicando que esta classe possa ser de importancia quimiotaxonémica para 0
género. Segundo o levantamento realizado para os diterpenos, foram catalogadas vinte e
quatro estruturas diferentes, sendo 13 com esqueleto estemodano; 6 labdano; 3 bisepdxido;
1 estemarano e 1 abietano.

Figura 07 — Estrutura dos esqueletos estemodano (1V), estemarano (VI), labdano (VII), bisepoxido (VIII) e
abietano (1X).

(V1) (1X)

Os diterpenos estemodanos foram predominantes nas espécies S. maritima e
S. chilensis e apresentaram como caracteristica um esqueleto com o C-13 a-oxigenado,

apresentando como substituinte, geralmente, uma hidroxila ou um aclcar, podendo ser:

Silva, F. R. L.




Revisdo Bibliografica 28

L-arabinopiranose, D-glicopiranose ou L-arabinofuranose. Os compostos com esqueleto
labdano foram derivados do Oxido de manoila, sendo substituidos no C-6 em posi¢do a, ¢

foram encontrados apenas nas espécies S. trifoliata e S. foliosa.

A Tabela 01 (p. 29) apresenta os diterpenos do género Stemodia e as respectivas
espécies das quais foram isolados, enquanto a Figura 08 (p. 30) contém as estruturas desses
compostos, dispostos pela semelhanca entre suas estruturas. De acordo com a literatura, a
determinagdo estrutural desses compostos é realizada utilizando-se principalmente, RMN *3C,
0 que motivou a busca de dados de **C na literatura para respaudar a determinacéo estrutural
dos compostos isolados. A Tabela 02 (p. 33) contém os dados de RMN **C para os compostos
da Figura 08, identificando o solvente deuterado, utilizado na obtencdo dos espectros.

Silva, F. R. L.
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Tabela 01 — Diterpenos isolados de espécies do género Stemodia e referéncias.

SUBST.

NOME

ESPECIE

REFERENCIA

01

Estemodina

S

. maritima

MANCHAND; WHITE; CLARDY, 1973.
HUFFORD, 1988*.
HUFFORD; OGUNTIMEIN;
MUHAMMAD, 1992.
BUCHANAN; REESE, 2001.
RODRIGUES et al., 2010.
CHEN; REESE, 2002.
MARTIN; REYNOLDS; REESE, 2004a.
MARTIN; REYNOLDS; REESE, 2004b.
CHEN et al., 2005.

MARTIN; REYNOLDS; REESE, 2005.
LAMM; REYNOLDS; REESE, 2006.

.02

Estemarina

. maritima

MANCHAND; BLOUNT, 1975.
BUCHANAN; REESE, 2001*.
CHEN; REESE, 2002.
MARTIN; REYNOLDS; REESE, 2004a.
CHEN et al., 2005.

LAMM; REYNOLDS; REESE, 2006.

03

Maritimol

. maritima

HUFFORD, 1988*.

04

Estemodinona

. maritima

MANCHAND; WHITE; CLARDY, 1973.
HUFFORD, 1988*.

05

Maristeminol

. maritima

HUFFORD; OGUNTIMEIN;
MUHAMMAD, 1992*.

06

Estemodinosideo A

. maritima

HUFFORD; OGUNTIMEIN;
MUHAMMAD, 1992*.
MARTIN; REYNOLDS; REESE, 2004a.

07

Estemodinosideo B

. maritima

HUFFORD; OGUNTIMEIN;
MUHAMMAD, 1992*.
MARTIN; REYNOLDS; REESE, 2004a.

08

Estemodinosideo C

. maritima

HUFFORD; OGUNTIMEIN;
MUHAMMAD, 1992*.

09

Estemodina-a-L-
arabinofuranosideo

. maritima

MARTIN; REYNOLDS; REESE,
2004a*.

10

2-desoxi-
estemodinona

. maritima

. chilensis

KELLY etal., 1983.
CHAMY etal., 1991*.

11

19-acetiloxi-
estemodan-13a-ol

. chilensis

CHAMY et al., 1991*.

12

17-acetiloxi-
estemodan-13a-ol

S

. chilensis

CHAMY et al., 1991*.

* Referéncia onde foram encontrados os dados de RMN *°C descritos na Tabela 02 (p. 33).

Silva, F. R. L.
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Tabela 01 — Diterpenos isolados de espécies do género Stemodia e referéncias (continuacéo).

SUBST. NOME ESPECIE REFERENCIA
13 Eﬁ?ﬂ?ﬁg?gl S. chilensis CHAMY et al., 1991*.
14 Estemodan-13a, S. chilensis CHAMY et al., 1991*.
17-diol
6a-ester etil-
15 maloniloxi-6xido S. trifoliata SILVA; SILVEIRA; PESSOA, 2010*.
de manoila
bis-60-
16 dioximalonato S. trifoliata SILVA; SILVEIRA; PESSOA, 2010*.
de maoila
17 6a-acetoxi-oxido S. trifoliata SILVA et al., 2008
de manoila S. foliosa SILVA et al., 2009*.
18 6“'(;‘;‘1;%);'&?');"10 S. trifoliata SILVA et al., 2009*.
19 Oemelomloxtoxido s foliosa SILVA et al., 2008*
6a-maloniloxi-6xido
20 n-butil ester de S. foliosa SILVA et al., 2008*.
manoila
(55*,85*,9R*,10S*)-
11B,12B-epdxi-9a-
21 hidroxi-19(4 —»3) S. maritima RODRIGUES et al., 2010*.
abeo-abieta-3,13-
dieno-19,18-olideo
. . MANCHAND;
22 Estemolideo S. maritima BLOUNT, 1976*.
MANCHAND;
23 Triptolideo S. maritima BLOUNT, 1976*.
SHEN; HE, 2010*.
MANCHAND;
24 Tripdiolideo S. maritima BLOUNT, 1976*.

ZHOU et al., 2011*.

* Referéncia onde foram encontrados os dados de RMN **C descritos na Tabela 02 (p. 33).

Silva, F. R. L.
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Figura 08 — Diterpenos isolados de espécies do género Stemodia, agrupados de acordo com seus esqueletos
bésicos.

RO .
12 =
R R R
H H OH
OH H H
H H =
OH H OH
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Figura 08 — Diterpenos isolados de espécies do género Stemodia, agrupados de acordo com seus esqueletos
bésicos (continuacéo).

R R1 R>
(10) Me Me H
(11) CH,OAc Me H
(12) Me CH,OAc H
(13) Me Me OH
(14) Me CH,OH H

R R
(15) CH,CHs (17)  OAc
(16)  CaoHas0 (18)  OH
(19) H

(20)  C4Ho

Silva, F. R. L.
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Tabela 02: Dados de RMN *3C de diterpenos isolados de espécies do género Stemodia. Dados obtidos em
CDCls;, exceto quando especificado o contrario.
C 1! 2 3t 4* 5t gt 7! g! 9 10 11 12
1 46,5 31,8 28,1 515 436 464 464 470 456 36,3 362 364
2 64,1 183 34,7 2104 683 64,1 64,1 64,1 655 189 186 189
3 515 353 71,2 557 836 519 518 520 509 420 363 421
4 34,7 380 394 38,7 397 348 348 348 348 335 372 333
5 470 409 474 471 469 470 46,9 47,0 46,7 474 489 475
6 224 223 225 226 225 224 225 225 221 224 224 224
7 368 308 371 360 370 368 368 368 365 367 37,0 367
8 374 389 376 375 374 377 378 379 373 374 374 375
9 50,5 516 505 502 506 501 502 501 499 504 504 508
10 40,2 386 386 446 39,7 403 40,3 404 40,3 386 385 387
11 28,3 294 282 282 283 283 282 282 279 278 280 284
12 333 479 333 330 334 313 319 310 312 330 331 272
13 71,0 739 712 706 71,0 79,2 792 794 797 725 725 732
14 46,9 399 46,8 465 474 448 445 451 439 464 464 41,3
15 383 294 382 382 382 381 381 380 37,7 382 382 376
16 304 26,7 30,2 305 305 300 299 299 303 301 302 296
17 286 274 286 283 287 251 253 251 242 282 282 70,2
18 348 181 30,0 340 304 349 348 348 347 346 283 34,7
19 238 708 17,2 23,7 199 239 239 239 238 229 676 229
20 198 169 190 18,7 183 199 199 199 196 189 21,0 189
r 994 99,0 99,9 1035
2’ 72,7 754 748 795
3 74,8 79,0 78,7 78,6
4 69,3 722 718 872
5’ 66,5 77,9 752 62,3
6’ 63,3 64,8
COMe 20,9 20,4 20,9
COMe 170,8 1714 171,2
' - CsDsN

Silva, F. R. L.
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Tabela 02: Dados de RMN *C de diterpenos isolados de espécies do género Stemodia. Dados obtidos em

CDCls, exceto quando especificado o contrario (continuagao).

C 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
1 363 363 389 389 390 392 387 387 284 276 297 57,4
2 188 188 183 183 184 185 180 183 177 320 567 59,3
3 419 420 435 432 436 438 433 437 1253 1243 1255 1269
4 333 332 334 334 335 339 332 330 1620 1620 1598 1620
5 475 47,3 589 589 591 619 586 586 442 443 357 359
6 223 223 727 726 711 694 724 724 227 176 236 381
7 372 366 497 498 501 548 492 495 329 276 600 600
8 379 374 741 742 743 745 743 739 346 343 607 608
9 51,7 508 544 543 543 544 540 547 679 661 657 657
10 386 386 381 381 381 379 37,9 378 370 370 281 282
11 27,7 282 156 156 157 157 154 156 597 49,7 545 545
12 341 27,3 348 349 348 349 346 346 666 544 404 408
13 751 743 737 737 737 733 735 734 1401 57,1 662 66,3
14 834 406 1477 147,7 1478 147,9 1475 1474 1218 231 734 734
15 449 37,4 1106 1106 1107 1106 1109 1103 286 316 170 233
16 375 297 293 293 294 295 293 294 229 171 135 153
17 230 681 271 271 271 273 259 270 209 183 168 168
18 345 345 361 362 362 366 362 361 1739 1735 1731 1727
19 228 228 221 222 222 221 227 221 704 702 699 701
20 182 187 166 166 166 167 165 166 140 137 176 177
21 166,5 165,7

22 42,6 435

23 1659 -

24 61,6 -

25 142 -

r 173,9 166,9

Y 436 42,5

3 171,1 1656

17 65,6

2” 36,1

3 19,9

4 13,8
COMe 22,1
COMe 170,3

Silva, F. R. L.
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4 DETERMINACAO ESTRUTURAL
4.1 Determinacéo estrutural de TTR-1

O fracionamento cromatogréafico do extrato etandlico das raizes de T. toxicaria
(item 5.4.2.1, p. 85) conduziu & obtencdo de um solido amarelo de aspecto cristalino, com
faixa de fusdo de 119,8-121,2 °C e [0]*°5 —105,06 (c. 0,05, CHCIs), [a]*5 — 40 (c. 0,09,
MeOH), (PERALTA et al., 2011) denominado TTR-1. Seu espectro de massa obtido por
impacto eletrénico (EM-IE), mostrou pico do ion molecular com m/z de 322 Da.

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho IV (Fig. 16, p. 40) apresentou
uma banda em 2923 cm™ relacionada a deformacdo axial de ligagdo C—H; uma banda de
absorcdo em 3740 cm™ para deformagéo axial de ligacdo O—H; uma banda de absorcéo forte
em 1630 cm™, associada & deformacdo axial de ligagdo C=O, sugerindo a presenca de
carbonila o,B-insaturada; uma banda em 1590 cm™ referente & deformacdo axial de ligacio
C=C de anel aromatico; uma absorcdo em 1375 cm™ associada & absorcdo de deformacéo
angular caracteristica de CHs; e em 1160 e 1110 cm™ bandas caracteristicas de deformagéo
axial de ligagdo C-O, uma absorcéo em 690 cm™ de deformacdo angular de ligacdo C—H

caracteriza um anel aromatico monossubstituido.

O espectro de RMN *C — BBD, obtido em CDCl; (Fig. 18, p. 41), apresentou
dezoito sinais espectrais. O sinal em ¢ 195,84 confirmou a presenca da carbonila sugerida no
espectro de IV. De acordo com a teoria do deslocamento quimico os sinais em ¢ 156,97 (C-9);
162,53 (C-7) e 164,02 (C-5) puderam ser atribuidos a carbonos sp” oxigenados. Observaram-
se ainda nove sinais em ¢ 97,88 (C-6); 102,20 (C-8); 103,11 (C-10); 115,80 (C-4"); 126,20
(C-2°, C-6°); 126,71 (C-57); 128,96 (C-4°); 129,04 (C-3°, C-5") e 138,76 (C-1") relacionados a
carbonos sp® ndo oxigenados. O sinal em & 43,55 (C-3) foi observado no espectro de
RMN C — DEPT 135° com amplitude negativa. Portanto, podendo ser atribuido a um

carbono metilénico.

O espectro de RMN *H (Fig. 17, p. 41) mostrou sinais em J 1,44 e 1,46 (3H, s), 0s
quais foram atribuidos a grupos metila geminais; observou-se também sinais caracteristicos de
um sistema ABX em ¢ 2,84 (1H, dd, J = 17,0 e 3,0 Hz), 3,07 (1H, dd, J = 17,0 e 13,0 Hz) e
5,45 (1H, dd, J = 13,0 e 3,0 Hz); sinais em ¢ 5,48 (1H, d, J = 10,1 Hz) ¢ 6,56 (1H, d, J = 10,1
Hz), cujos acoplamentos foram confirmados pelo espectro bidimensional de correlacdo

homonuclear *H x 'H — COSY (Fig. 20, p. 42). Evidenciou-se também um sinal em & 6,02
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(1H, s). Sinais multiplos integrados para cinco hidrogénios, compativeis com a ocorréncia de
anel aroméatico monossubstituido, foram observados entre 6 7,40 e & 7,48. O espectro de RMN
'H mostrou ainda, em regido desblindada, um sinal em ¢ 12,10 (1H, s), atribuido & hidroxila
fendlica quelatogénica.

A anélise do espectro de RMN de 'H x *C — HSQC (Fig.18, p. 43), permitiu
associar os sinais de carbonos em ¢ 28,49 (C-7") e 28,73 (C-8”) aos sinais dos hidrogénios em
0 1,44 e 1,46 (3H, s), respectivamente. Foram observadas também correlagdes dos sinais de
hidrogénio em ¢ 2,84 (1H, dd, J = 17,0 e 3,0 Hz), 3,07 (1H, dd, J = 17,0 € 13,0 Hz) com o
carbono em ¢ 43,55 (C-3) sugerindo tratar-se de hidrogénios diastereotdpicos, confirmando o
padrédo de hidrogenacdo sugerido anteriormente para este carbono. Observou-se ainda a
correlacdo do hidrogénio em 6 6,02 (s) com o carbono em ¢ 97,88 (C-6).

Sinais em J 28,49 (C-77); 28,73 (C-8”);  Figura 09 - Sistema 67,6 -dimetilcromeno
78,37 (C-67); 126,71 (C-5") e 115,80 (C-4”) vistos no ’
espectro de RMN *C, associados s observagdes feitas no
espectro de RMN *H, permitiram sugerir na estrutura de
TTR-1, a presenca do esqueleto 6”,6”-dimetilcromeno

(Fig. 09), como substituinte prenilico, frequentemente,

encontrado em compostos flavonoidicos que ocorrem em
plantas do género Tephrosia (TARUS et al., 2002).

O espectro de RMN de 'H x *C — HSQC permitiu associar os &tomos de
hidrogénios olefinicos em ¢ 5,48 (1H, d, J = 10,1 Hz) e 6,56 (1H, d, J = 10,1 Hz) com os
atomos de carbonos em ¢ 126,71 (C-5") ¢ 115,80 (C-4”), respectivamente, confirmando a
presenca do sistema 6”,6”-dimetilcromeno. Todos os dados até aqui descritos permitiram
sugerir duas estruturas isoméricas para TTR-1, onde o substituinte prenilico estaria em

posicdo angular ou linear (Fig. 10, p. 37).

A determinacdo inequivoca da estrutura de TTR-1 foi feita através da analise do
espectro de RMN de *H x **C — HMBC (Fig. 19, p. 43), no qual foram observadas correlacées
a trés ligacdes (3J) do hidrogénio da hidroxila fenélica (6 12,10) com os carbonos em & 97,88
(C-6) e 103,11 (C-10), conforme é apresentado na Figura 10 (p. 38). Estas correlacfes

apontam para a estrutura angular de TTR-1.
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Figura 10 — Acoplamento da hidroxila fenélica nas estruturas angular e linear.

O

s

H Acoplamento

. nao observado
Angular Linear

. Figura 11 — Unidade estrutural 1 de TTR-1
Também foram observados no mesmo

espectro correlacdes a duas ligacdes (°J) entre o sinal em 6 6,02 MTW
(1H, s) com os carbonos em ¢ 162,55 (C-7) e 164,02 (C-5); e a O
trés ligacdes (*J) com os carbonos em § 103,11 (C-10) e 102,20
(C-8), permitindo sugerir a seguinte unidade estrutural (Fig. 11).

O mesmo experimento mostrou correlagoes Figura 12 — Unidade estrutural 2 de TTR-1
entre o sinal em 6 5,48 (1H, d, J = 10,1 Hz) com o
carbono em 6 78,37 (C-6”) a duas ligagdes (°J) e com o carbono
em J 102,20 (C-8) a trés ligaces (*J). Também correlagdes (*J)
entre o sinal em ¢ 6,56 (1H, d, J = 10,1 Hz) e os carbonos em ¢
78,37 (C-6"); 162,53 (C-7) e 152,97 (C-9); o mesmo hidrogénio

correlaciona (%J) com o sinal em ¢ 102,20 (C-8), conforme é

apresentado na unidade estrutural da Figura 12.

As correlacdes observadas no experimento HMBC corroboraram para a estrutura
de uma flavanona, que de acordo com os dados obtidos e em comparacdo com 0s descritos na
literatura (ARRIAGA, et al., 2009), foi possivel identificar TTR-1 como (-)-(2S)-5-hidroxi-
6”,6”-dimetilcromeno-(7,8:2”,3”)-flavanona (obovatina) (Fig. 13, p. 39), cujos dados de RMN
'H e 3C sdo apresentados na Tabela 03 (p. 40). Esta substancia foi isolada anteriormente

também de outras espécies do género Tephrosia, como T. procumbens
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(VENKATARATNAM; RAO; VILAIN, 1987), T. pentaphylla (DAGNE; YENESEW,;
WATERMAN, 1989), T. tunicata (ANDREI et al., 2000) e T. elata (MUIVA et al., 2009) e
no género Dalea, na espécie Dalea boliviana (PERALTA et al., 2011).

Figura 13 — Estrutura de TTR-1 (obovatina)

A confirmacdo da estereoquimica do carbono C-2 pode ser obtida através dos
valores das constantes de acoplamento (J) observadas entre o hidrogénio deste carbono e 0s
hidrogénios do carbono C-3. A multiplicidade do sinal para o H-2 indicou valores de J de
13,0 Hz, para o acoplamento com o H-3a, e J igual a 3,0 Hz para o acoplamento com o H-3p,
sugerindo que o H-2 esteja localizado em uma posicdo pseudoaxial, ou acima do plano, diante
disso, o grupo fenila deve estar em posicdo pseudoequatorial, ou abaixo do plano, conforme é

mostrado na Figura 14 abaixo.

Figura 14 — Representacdo conformacional de TTR-1.

H-3«
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Tabela 03 — Dados espectroscépicos de RMN *H e **C de TTR-1 comparados com dados da literatura

(ARRIAGA et al., 2009).

Silva, F. R. L.

TTR-1° HMBC LIT.?
C o'H(mult,JHz) é°C “Jeh *Jen o 'H o °C
2 545(dd; 13,0;3,00 79,31 H-30 H-2-6> 544 (dd; 13,0;3,0) 79,2

3,07 (Ha; dd; 17,0; 3,06 (dd; 7,1;

13,0) 13,0; Ha)
3 osamp dd:17,0; 43O 285 (dd: 17,1; 43

3,0) 3,0; HB)

H-3a;

4 - 195,84 H-3p - 195,8

5 OH - 12,10 (s) 164,02 OH-5; H-6 OH - 12,09 (s) 164,0

6 6,02 (s) 97,88 OH-5 6,02 (s) 97,8

7 - 162,53 H-6 H-4” - 162,5

8 - 102,20 H-4” H-57; H-6 - 102,1

9 - 156,97 H-4” - 156,9

10 - 103,11 OH-5; H-6 - 103,1

, H-3a;

1 - 138,76 Hoaooo - 138,7
2°,6° 7,40 - 7,48 (m) 126,20 H-2 7,40 - 7,48 (m) 126,2
3.5  7,40-7,48 (m) 129,04 7,40 - 7,48 (m) 129,0

4 7,40 - 7,48 (m) 128,96 7,40 - 7,48 (m) 129,0

47 6,56 (d; 10,1) 115,80 6,56 (d; 10,0) 115,8

5” 5,48 (d; 10,1) 126,71 HHZg 5,48 (d; 10,0) 126,7

» H-5”; H- »

6 - 837 . Hg H-4 - 78,3

7 1,44 (3H, 9) 28,49 H-8” 1,44 (3H, s) 28,4

8” 1,46 (3H, 9) 28,73 H-7” 1,46 (3H, s) 28,7

8 _CDCls
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Figura 15 — Espectro de massa IE (70 eV) de TTR-1
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Figura 17 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCl,) de TTR-1
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Figura 19 — Espectro de RMN *C — DEPT 135° (125 MHz, CDCl;) de TTR-1
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Figura 20 — Espectro de RMN *H x *H — COSY de TTR-1
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Figura 21 — Espectro de RMN *H x **C - HSQC de TTR-1
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Figura 23 — Expansio do espectro de RMN *H x *C — HMBC de TTR-1

ppn

100

105
F11o
F115
b
F120

o 125

130

T
2.5 2.0 1.5 ppm

Silva, F. R. L.

45




Determinacgéo Estrutural 46

4.2 Determinacédo estrutural de TTR-1H

A reacdo de hidrogenacdo do composto TTR-1 (item 5.4.2.2, p. 86) forneceu um
produto sélido branco, de aspecto cristalino com ponto de fusdo de 113,6 °C e [0]*°5 — 65,86
(c. 0,05, CHCI3) denominado TTR-1H.

O espectro de RMN *3C — BBD, obtido em CDClI; (Fig. 26, p. 48), apresentou
dezoito sinais espectrais. O sinal em ¢ 195,80 indicou a presenca de carbonila. Trés sinais em
5 159,96 (C-9); 161,68 (C-7) e 163,30 (C-5) foram atribuidos a carbonos sp? oxigenados.
Observaram-se ainda sete sinais para ¢ 97,79 (C-6); 101,07 (C-8); 102,86 (C-10); 126,12
(C-2’, C-6); 128,86 (C-4); 129,02 (C-3°, C-5") e 139,06 (C-1") relacionados a carbonos sz
ndo oxigenados. O sinal em ¢ 43,54 (C-3) foi atribuido a um carbono metilénico. Nao foram
observados os sinais para os carbonos olefinicos em ¢ 115,80 (C-4”) e 126,71 (C-5),
presentes no espectro de TTR-1 (item 4.1, Fig. 13, p. 39), indicando que a dupla ligacdo do
anel cromeno foi hidrogenada. Portanto, os sinais observados no espectro de RMN **C —
DEPT 135° (Fig. 27, p. 49) em ¢ 32,11 e 16,52 foram atribuidos a dois carbonos metilénicos,

C-5” ¢ C-4”, respectivamente.

O espectro de RMN *H 500 MHz (Fig. 25, p. 48) mostrou sinais em J 1,35 e ¢
1,36 (3H, s), os quais foram atribuidos a grupos metila geminais; apresentou também sinais
caracteristicos de um sistema ABX em ¢ 2,86 (1H, dd, J = 17,0 e 3,0 Hz), 3,04 (1H, dd, J =
17,0 e 13,0 Hz) e 5,47 (1H, dd, J = 13,0 e 3,0 Hz); observaram-se dois multipletos em ¢ 2,61
(2H, m) e 1,76 (2H, m) correspondentes a hidrogénios metilénicos, confirmando a auséncia da
insaturag¢@o entre os carbonos 5” e 4”. Evidenciou-se também um sinal em ¢ 5,99 (1H, s).
Sinais multiplos integrados para cinco hidrogénios, compativeis com a ocorréncia de anel
aromético monossubstituido foram observados entre ¢ 7,40 e 7,48. O espectro de RMN *H
mostrou ainda, em regido desblindada, um sinal em ¢ 11,76 (1H, s), atribuido a hidroxila

fendlica quelatogénica.

Apbs a comparagdo dos dados espectroscopicos de RMN *H e *C de TTR-1H
com TTR-1, Tabela 04 (p. 47), foi possivel caracterizar TTR-1H como sendo o composto XI
(Fig. 24). Na literatura este composto encontra-se descrito por Bholmann e Abraham (1979)
como sendo um derivado obtido a partir de 5,7-dihidroxi-8-(3°,3’-dimetilalil)-flavanona
(composto XII, Fig. 21) isolado de Helichrysum hypocephalum pela reacdo com é&cido

p-toluenossulfénico (ac. PTS).
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Figura 24 — Estruturas de TTR-1 (X), TTR-1H (XI) e de 5,7-dihidroxi-8-(3’,3’-dimetilalil)-flavanona (XII).

|
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ac. PTS
AB/enzenoOH

X1l
XI
Tabela 04 — Dados espectroscopicos de RMN *H e **C (CHCI;) de TTR-1H comparados com os dados de
TTR-1.
TTR-1H TTR-1
C 6 H (mult.; J/Hz) 0°C 6 H (mult.; J/Hz) 6 °C
2 5,47 (dd; 13,0; 3,0) 79,12 5,45 (dd; 13,0; 3,0) 79,31
3,07 (Ha; dd; 17,0; 13,0) 3,07 (Ha; dd; 17,05 13,0)
3 2,86 (HP; dd; 17,0; 3,0) 43,54 2,84 (HP ;dd; 17,0; 3,0) 43,95
4 - 195,80 - 195,84
5 OH - 11,76 (s) 163,30 OH - 12,10 (s) 164,02
6 5,99 (s) 97,79 6,02 (S) 97,88
7 - 161,68 - 162,53
8 - 101,07 - 102,20
9 - 159,96 - 156,97
10 - 102,86 - 103,11
I’ - 139,06 - 138,76
2,6’ 7,40 - 7,48 (m) 126,12 7,40 - 7,48 (m) 126,20
3,5 7,40 - 7,48 (m) 129,02 7,40 - 7,48 (m) 129,04
4’ 7,40 - 7,48 (m) 128,86 7,40 - 7,48 (m) 128,96
4» 1,76 (2H, m) 16,52 6,56 (d; 10,1) 115,80
5” 2,61 (2H, m) 32,11 5,48 (d; 10,1) 126,71
6” - 76,38 - 78,37
7’ 1,35 (3H, s) 26,63 1,44 (3H, s) 28,49
8” 1,36 (3H, s) 27,32 1,46 (3H, s) 28,73
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Figura 25 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de TTR-1H
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Figura 27 — Espectro de RMN **C — DEPT 135° (125 MHz, CDCls) de TTR-1H
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4.3 Determinacéo estrutural de SMF-1

O fracionamento cromatogréfico de SMFED de S. maritima (item 5.5.3, p. 87)
conduziu a obtencdo de um solido branco cristalino, com faixa de fuséo de 189,9-192,4 °C e
[]*> 5,33 (c. 0,10, CHCl), [o]o —2,6 (c. 1,07, CsHsN), (MANCHAND; WHITE;
CLARDY, 1973), denominado SMF-1. Seu espectro de massa (Fig. 33, p. 54) obtido por
ionizagédo por electrospray (EM-IES) no modo positivo, mostrou um pico referente ao aduto
de sodio da molécula [M+Na]* com m/z de 329,2447 Da.

Seu espectro de absor¢do na regido do infravermelho IV (Fig. 34, p. 54)
apresentou uma banda em 3313 cm™ relacionada & deformagdo axial de ligacdo O-H,
sugerindo a presenca de hidroxila; apresentou também uma absorcio em 2953 cm™
relacionada a deformacdo axial de ligacdo C—H de carbonos saturados sp®; o espectro
mostrou ainda bandas em 1465 e 1365 cm™ referentes a deformacdes angulares de CH, e
CHs, respectivamente; uma absorcdo em 1033 cm™ associada a deformacéo axial de ligacdo
C-O.

O espectro de RMN **C — BBD, obtido em piridina-ds (Fig. 37, p. 56), apresentou
vinte linhas espectrais. Observaram-se dois sinais em ¢ 71,43 (C-13) e 64,47 (C-2) atribuidos
a carbonos sp® oxigenados. A comparacéo com o espectro de RMN *3C — DEPT 135° (Fig. 38,
p. 56), possibilitou atribuir os sinais em ¢ 71,43 (C-13); 51,00 (C-9); 40,69 (C-10) e 35,13 (C-
4) a carbonos ndo hidrogenados; o espectro permitiu identificar quatro carbonos metinicos em
0 64,47 (C-2); 47,40 (C-5); 47,29 (C-14) e 37,78 (C-8); foram observados também oito sinais
com amplitude negativa no espectro DEPT 135° para os carbonos em ¢ 52,17 (C-3); 47,15 (C-
1); 38,76 (C-15); 37,20 (C-7); 33,80 (C-12); 30,79 (C-16); 28,73 (C-11) e 22,85 (C-6). O
experimento também permitiu verificar a presenca de quatro carbonos metilicos em ¢ 35,21
(C-18); 29,12 (C-17); 24,26 (C-19) e 20,32 (C-20).

A analise dos resultados gerou a férmula molecular CyH340, com indice de
deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a quatro. Como ndo foram observados sinais para
carbonos sp?, os graus de insaturacdo foram atribuidos a anéis, sugerindo uma estrutura
tetraciclica para SMF-1. A presenca de vinte carbonos sp®, dois dos quais sdo oxigenados,

também sugeriu que SMF-1 tratava-se de um diterpeno dihidroxilado.

O espectro de RMN *H de SMF-1 (Fig. 35, p. 55) apresentou quatro singletos em

0 0,95; 0,99; 1,02 e 1,31 integrados cada um para trés hidrogénios, caracteristicos de
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grupamentos metila. O espectro mostrou também um tripleto em 6 4,06 (1H), atribuido a um

hidrogénio metinico carbinolico.

A analise do espectro de RMN *H x *C — HSQC (Fig. 42, p. 58) permitiu
relacionar, de forma inequivoca, cada sinal de hidrogénio ao seu carbono Tabela 05 (p. 53).

No espectro de RMN *H x *H — COSY Figura 28 — Unidade estrutural 1 de SMF-1
(Fig. 39, p. 57), o hidrogénio em ¢ 4,06 (1H, t), o

% 401
qual mostrou correlagdo com o carbono em ¢ 64,47 (C-2) H b 536
no espectro HSQC, acopla com os hidrogénios em ¢ 2,36 447
(1H, td, J = 12,0 Hz) e 1,67 (1H, m), ambos ligados ao HO 115
carbono em ¢ 47,15 (C-1), e também com os hidrogénios A0 SE17 H
em o 2,03 (1H, m) e 1,46 (1H, m) conectados ao carbono H 167

. 146
em ¢ 52,17 (C-3), sugerindo que o carbono em ¢ 64,47

(C-2) esta conectado a dois carbonos metilénicos, conforme apresentado na Figura 28. A
atribuicdo dos hidrogénios axiais e equatoriais foi realizada pelas correlagcdes observadas no
espectro de RMN *H x *H — NOESY (Fig. 40, p. 57).

O espectro de RMN *H x *C — HMBC
(Fig. 43, p. 59) mostrou correlacbes a duas ligacdes
(%J), entre os hidrogénios em ¢ 1,67 e 2,36 (2H-1) com o
carbono oxigenado em J 64,47 (C-2), e a trés ligacdes (*J) com
0 carbono em ¢ 52,17 (C-3); os hidrogénios em ¢ 1,46 e 2,03

(2H-3), também correlacionam (2J) com o carbono em J 64,47

Figura 29 — Unidades estruturais de SMF-1

(C-2). Observaram-se correlacdes (3J) dos hidrogénios metilicos
em o 0,95 (3H-19) e 0,99 (3H-18) com os carbonos em
052,17 (C-3) e 47,40 (C-5) (Fig. 29).

Os hidrogénios metilicos em ¢ 1,02 (3H-20) HD‘
correlacionam a duas ligacdes (°J) com o carbono em & 40,69
(C-10) e a trés ligacdes (*J) com os carbonos em & 47,15
(C-1) e 51,00 (C-9), confirmando a localizacdo do grupo
metila (C-20). Estas correlacbes sugerem as posicdes dos

substituintes no anel A do diterpeno, conforme ilustrado na Figura 29.
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@) mesmo experimento MOsStrou  Figura 30 — Unidade estrutural 2 de SMF-1

correlacdes (*J) dos hidrogénios em & 1,79 e 2,43 31
(2H-16) e a %J com os hidrogénios em ¢ 1,31 (3H-20) e 2,17 CH3
(H-14) com o carbono oxigenado em ¢ 71,43 (C-13), T OH
permitindo sugerir a posicdo para a segunda hidroxila Ir \ ‘_E
(Fig. 30). O A =

Os dados obtidos, aliados a comparagdo com a
literatura (HUFFORD, 1988), permitiram sugerir para SMF-
1 a estrutura do diterpeno estemodina
(Fig. 31), j4 isolada anteriormente de Figura 31 — Estrutura de SMF-1 (1E?stemodina)
S. maritima (LAMM; REYNOLDS; REESE, 2006;
MARTIN; REYNOLDS; REESE, 2004;
BUCHANAN; REESE, 2001; CHEN et al., 2005).
Os dados espectroscopicos de SMF-1 e da literatura

s&o apresentados na Tabela 05 (p. 53). HO™

A determinacdo da estereoquimica
relativa do composto foi obtida a partir da analise do 19 18
espectro de RMN *H x *H — NOESY (Fig. 40, p. 57). Observaram-se interacdes espaciais
entre o hidrogénio em ¢ 4,06 (H-2) com os hidrogénios metilicos em ¢ 0,95 (3H-19) e 1,02
(3H-20), assim como entre o sinal em ¢ 0,95 (3H-19) com os hidrogénios metilicos em ¢ 1,31
(3H-17), estas interagdes sugerem que os hidrogénios dos grupos metila encontram-se no
mesmo plano no espaco. Também foi observada a correlagdo entre os hidrogénios em
0 0,99 (3H-18) e o hidrogénio em ¢ 1,36 (H-5), posicionados abaixo do plano da molécula
(Fig. 32).

Figura 32 — Interagdes espaciais entre 0s a&tomos de hidrogénio em SMF-1

3H-19
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Tabela 05 — Dados espectroscopicos de RMN *H e *C de SMF-1 comparados com a literatura (HUFFORD,

1998).
SMF-1° HMBC LIT.2
C oJoH(mult,JHz) o°C ?Jen *Jen o H(mult., JJHz) 6 °C
1,67 (m); e AL 1,60 (m); 2,35
1 236 (d120) 4118 2H-3; 3H-20 (ddd) 46,5
2 4,06 (m) 64,47 2H-1;2H-3 4,05 (m) 64,1
3 146 (m);2,03(m) 5217 AL SIS 135 (m);200(m) 515
2H-3; H-5;
4 ' 3513 3118 3H-19 ' 347
2H-7; 3H-18;
5 1,36 (M) 47,40 2H-6 3H-19: 3H-20 1,40 (m) 47,0
6 1,14(m);1,38(m) 22,85 2H-7 1,20 (m); 1,40 (m) 22,4
7  111(m);1,90 (m) 37,20 2H-15 1,10 (m); 1,90 (m) 36,8
8 1,73 (m) 37,78  2H-7;2H-15  H-14;2H-16 1,75 (m) 37,4
H-7; 2H-12;
9 - 51,00 2H-11;2H-16  H-14; 2H-15; - 50,5
3H-20
2H-1; H-5;
10 - 40,69 3H.20 2H-6 - 40,2
11 1,42 (m); 2,05(m) 28,73 2H-12 H-8;2H-16 1,40 (m); 2,00 (m) 28,3
12 1,63 (m) 33,80 2H-11 H-14; 3H-17 1,60 (m) 33,3
13 - 71,43 - 71,1
14 2,17 (m) 4729 2H-15;2H-16  2H-12; 3H-17 2,16 (dd) 46,9
15 1,24 (m);1,75(m) 38,76 2H-7 1,20 (m); 1,70 (m) 38,3
1,79 (m); H-8; 2H-11; :
16 2,43 (d; 115) 30,79 1 1,75 (m); 2,41 (d) 30,4
17 1,31 (s) 29,12 H-14 1,30 (s) 28,6
18 0,99 (s) 35,21 2H-3; 3H-19 0,98 (s) 34,8
19 0,95 (s) 24,26 2H-3; 3H-18 0,94 (s) 23,8
20 1,02 (s) 20,32 2H-1; H-5 1,02 (s) 19,8
& _ piridina-ds
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Figura 33 — Espectro de massa IES de SMF-1
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Figura 34 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de SMF-1 (KBr)
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Figura 35 — Espectro de RMN *H (300 MHz, piridina-ds) de SMF-1
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Figura 36 — Expansio do espectro de RMN *H (300 MHz, piridina-ds) de SMF-1

- emy LEE® K XTE8 ERSEE —GB-—S-—fs=8 o - @ =
2% % Z88 EBE £ 2322 FrP8Ecic8c-3zf g g3 T £oEgzEs B3 & s 5
F =Aa & == 588 5 5E%g EREEE LEERLHAGES § ¥R 5 SRHZIZI = 22 8 7 =
S8 3 Sra 9455 2 EE2RE BEEBRRLEERRANRSE 5 A8 5 88HZ== = 2 23 % 2

ot Y it -

Wﬁf e WWWF WWWW; W*:flﬁﬁﬁgﬁ HEE

s s L4 12 11 1.0 0.9 ppm

2.5 2.,] 22 2 1

Silva, F. R. L.




Determinagéo Estrutural 56

Figura 37 — Espectro de RMN **C (75 MHz, piridina-ds) de SMF-1
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Figura 38 — Espectro de RMN *C — DEPT 135° (75 MHz, piridina-ds) de SMF-1
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Figura 39 — Espectro de RMN *H x *H COSY- de SMF-1
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Figura 41 — Expansio do espectro de RMN *H x *H — NOESY de SMF-1
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Figura 42 — Espectro de RMN *H x *C — HSQC de SMF-1
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Figura 43 — Espectro de RMN *H x *C — HMBC (500 MHz, piridina-ds) de SMF-1
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4.4 Determinacéo estrutural de SMF-2

O fracionamento cromatografico de SMFED de S. maritima (item 5.5.3.1, p. 88)
conduziu a obtencdo de um sélido branco amorfo, com ponto de fusdo de 171,1 °C e
[a]?b + 32,08 (c. 0,10, CHCI;) denominado SMF-2. Seu espectro de massa obtido por
ionizacdo por electrospray (EM-IES) mostrou pico para o ion [M+H]" com m/z de
307,1910 Da.

Seu espectro de absor¢do na regido do infravermelho IV (Fig. 49, p. 64)
apresentou uma banda em 3370 cm™ relacionada & deformagdo axial de ligacdo O-H,
sugerindo a presenca de hidroxila; apresentou também uma absorcio em 2932 cm™
relacionada a deformacdo axial de ligacdo C—H de carbonos saturados sp; o espectro
mostrou ainda bandas em 1463 e 1379 cm™ referentes a deformacdes angulares de CH, e
CHs, respectivamente; uma absorcdo em 1045 cm™ associada a deformacéo axial de ligacdo
C-O.

O espectro de RMN **C — BBD, obtido em piridina-ds (Fig. 53, p. 66), apresentou
vinte linhas espectrais. Observaram-se dois sinais em ¢ 72,59 (C-13) e 71,94 (C-18) atribuidos
a carbonos sp® oxigenados. A comparacdo com o espectro de RMN '*C — DEPT 135°
(Fig. 54, p. 66), possibilitou atribuir os sinais em ¢ 72,59 (C-13); 52,51 (C-9); 39,36 (C-10) e
38,88 (C-4) a carbonos ndo hidrogenados; o espectro permitiu identificar trés carbonos
metinicos em ¢ 49,64 (C-14); 42,74 (C-5) e 39,95 (C-8); foram observados também dez sinais
com amplitude negativa no espectro DEPT 135° para os carbonos em ¢ 71,94 (C-18); 40,45
(C-12); 36,82 (C-3); 32,69 (C-1); 31,37 (C-7); 30,46 (C-15); 28,15 (C-16); 27,40 (C-11);
23,40 (C-6) e 19,32 (C-2). O experimento também permitiu verificar a presenca de trés
carbonos metilicos em ¢ 30,34 (C-17); 18,89 (C-19) e 17,72 (C-20).

Este resultado gerou a formula molecular C,oH340, com indice de deficiéncia de
hidrogénio (IDH) igual a quatro. Como ndo foram observados sinais para carbonos sp®, o0s
graus de insaturacdo foram atribuidos a anéis e analisando os dados discutidos até aqui, nota-
se que existe grande semelhanca com SMF-1, também sugerindo uma estrutura para SMF-2

de um diterpeno tetraciclico dihidroxilado.

O espectro de RMN *H de SMF-2 (Fig. 50, p. 64) apresentou trés singletos em &

1,31; 1,02 e 0,87 integrados cada um para trés hidrogénios, caracteristicos de grupos metila. O
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espectro mostrou também dois duplos dubletos centrados em ¢ 3,66 e 3,32 (dd, J =12,0e 3,0
Hz), que de acordo com o espectro de RMN *H x *H COSY (Fig. 55, p. 67), estdo acoplados
entre si caracterizando dois hidrogénios metilénicos de carbono oxigenado.

A analise do espectro de RMN *H x *C — HSQC (Fig. 57, p. 68) permitiu
relacionar, de forma inequivoca, cada sinal de hidrogénio ao seu carbono Tabela 06 (p. 63).

O espectro de RMN *H x "*C — HMBC Figura 44 — Unidade estrutural de SMF-2
(Fig. 59, p. 69) mostrou correlacbes a duas ligagdes
(%J), entre os hidrogénios metilicos em & 1,02
(3H-20) e o carbono em ¢ 39,36 (C-10), e a trés
ligacdes (*J) com os carbonos em § 32,69 (C-1);
42,74 (C-5) e 52,51 (C-9). Os hidrogénios metilicos 3622
em & 0,87 (3H-19) correlacionam (*J) com os -
carbonos em & 36,82 (C-3) e 71,94 (C-18) e a duas [ & ;;3(: ",

0,27

ligacdes (°J) com o carbono em & 38,88 (C-4),

permitindo sugerir a localizacdo dos carbonos
metilicos em ¢ 17,72 (C-20) e 18,89 (C-19) conforme Figura 44.

O mesmo experimento mostrou correlacdes a trés ligacdes (%J) entre os
hidrogénios metilénicos em ¢ 3,66 e 3,32 (dd, J = 12,0 e 3,0 Hz) com os carbonos em ¢ 18,89
(C-19); 36,82 (C-3) e 42,74 (C-5). Também observaram-se correlacdes entre o sinal para os
hidrogénios em 6 1,31 (3H-17) com os carbonos em & 40,45 (C-12) e 49,64 (C-14) a ®J e com
o carbono em & 72,59 (C-13) a 2J (Fig. 45).

Figura 45 — Unidades estruturais de SMF-2
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As correlagBes observadas no experimento HMBC e os dados até aqui obtidos,
permitem sugerir para SMF-2 a estrutura do diterpeno estemodinol (composto XIlllI, Fig. 46).
Este composto foi sintetizado por Kelly et al. (1982) e sua estrutura confirmada através de
reacdes cujo produto mostrou-se idéntico ao composto XV por meio dos dados de 1V, EM,
RMN 'H e CCD em silica gel (Fig. 46). Portanto, SMF-2 esta sendo pela primeira vez obtido
de fontes naturais, bem como os seus dados espectroscopicos relatados neste trabalho
(Tab. 06, p. 63).

Figura 46 — Esquema reacional de estemodinol / SMF-2 (XII1), seu respectivo tosilato (XIV) e
2-desoxiestemodinona (XV) (KELLY, et al., 1982).

(XI11) (XIV) (XV)

No espectro de RMN 'H x 'H — NOESY (Fig. 56, p. 67), observaram-se
interacdes espaciais entre o sinal para os hidrogénios em ¢ 0,87 (3H-19) com os hidrogénios
metilicos em ¢ 1,02 (3H-20), e estes com os hidrogénios metilicos em ¢ 1,31 (3H-17) e o
hidrogénio em ¢ 1,75 (H-8), indicando que os grupos metila encontram-se no mesmo lado do

plano no espaco (Fig. 47)

Figura 47 — Interacdes espaciais entre os &tomos de hidrogénios em SMF-2
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Tabela 06 — Dados espectroscépicos de RMN *H e *C de SMF-2 em piridina-ds.

SMFE-2 HMBC
C 0 H (mult., J/Hz) 0 3C ?Jen *Jen
1 1,43 (m) 32,69 H-2 3H-20
2 1,72 (m); 1,56 (m) 19,32 2H-1
3 1,84 (m); 1,45 (m) 36,82 2H-18; 3H-19
4 - 38,88 H-3; H-5; 3H-19
H-3; H-7;
5 2,05 (m) 42,74 H-6 2H-18; 3H-19;
3H-20
6 1,73 (m); 1,34 (m) 23,40 H-5; H-7
7 2,62 (m); 1,54 (m) 31,37 2H-6; H-8 H-15
8 1,75 (m) 39,95 2H-7; 2H-15 2H-16
H-5; 2H-7;
9 - 52,51 H-8; 2H-16 H-14; 2H-15;
3H-20
10 - 39,36 3H-20
11 1,58 (m); 1,49 (m) 27,40 H-16
12 1,67 (m); 1,38 (m) 40,45 H-14; 3H-17
13 - 72,59 H-14; 3H-17 H-11; 2H-16
14 2,16 (m) 49,64 2H-16 3H-17
15 1,17 (m); 1,69 (m) 30,46 H-14 2H-16
16 2,75 (m); 1,42 (m) 28,15 H-8; 2H-15
17 1,31 (s) 30,34
3,66 (dd; 12,0 e 3,0); . .
18 3,32 (dd: 12,0 e 3,0) 71,94 H-3; H-5; 3H-19
2H-3; H-5;
19 0,87 (s) 18,89 oH-18
20 1,02 (s) 17,72 2H-1; H-5
Figura 48 — Espectro de massa IES de SMF-2
30000000
20000000
] 2892522
10000000
s 01| FE|[~ Isn.'...:a:n 30171 M0 e OIS a93n0sinn s JﬁT'f*ﬁF‘I 4853450
275 300 325 350 375 400 423 450 475

Silva, F. R. L.

mz




Determinacgéo Estrutural 64

Figura 49 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de SMF-2 (KBr).
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Figura 51 — Expanso - 1 do espectro de RMN *H (300 MHz, piridina-ds) de SMF-2
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Figura 52 — Expansio - 2 do espectro de RMN *H (300 MHz, piridina-ds) de SMF-2
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Figura 53 — Espectro de RMN **C (75 MHz, piridina-ds) de SMF-2

eLL)
688l —
2eB6L —

or'ee

or'Le
gl'8¢

PE0E —__
9’0 ——
L1 —

69°CC

28'9E

sa'ge
9866 —=
S6'6E
Sroy —

vier ——

ro'Er

1§26 ——

¥8'LL
65 L —

15 ppm

T
20
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Figura 55 — Espectro de RMN *H x *H COSY- de SMF-2
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Figura 56 — Espectro de RMN *H x *H — NOESY (500 MHz, piridina-ds) de SMF-2
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Figura 57 — Espectro de RMN *H x **C — HSQC de SMF-2
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Figura 59 — Espectro de RMN *H x **C - HMBC de SMF-2
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Figura 61 — Expansio - 2 do espectro de RMN *H x *C — HMBC de SMF-2
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4.5 Determinacéo estrutural de SMF-3

O fracionamento cromatografico de SMFED de S. maritima (item 5.5.3.2, p. 89)
conduziu a obtencdo de um solido amarelo de aspecto amorfo, com faixa de fusdo de
92-93 °C (ARITOMI; KAWASAKI, 1984) denominado SMF-3. Seu espectro de massa
obtido por ionizagéo por electrospray (EM-IES) mostrou pico ion molecular [M]* com m/z de
360,0865 Da.

Seu espectro de absor¢do na regido do infravermelho IV (Fig. 68, p. 75)
apresentou uma banda em 3420 cm™ relacionada & deformagdo axial de ligacdo O-H,
evidenciando a presenca de hidroxila; uma banda de absorcdo em 1660 cm™, associada a
deformacdo axial da ligacdo C=0, sugerindo a presenca de carbonila o,p-insaturada, a baixa
intensidade do sinal € devido a alta conjugacdo da carbonila, aumentanto o seu carater de
ligacdo simples C-O; o espectro mostrou ainda bandas em 1598, 1515 e 1465 cm™ referentes
a deformacéo axial de ligacdo C=C de anel aromatico; uma banda em 1364 cm™ associada a
absorcdo de deformacdo angular de CH3; e em 1280 e 1210 cm™ bandas caracteristicas de

deformacdo axial de ligagdo C-O.

O espectro de RMN **C — BBD, obtido em acetona-ds (Fig. 71, p. 76), apresentou
dezoito linhas espectrais. Um sinal em ¢ 179,90 indicou a presenca de carbonila de cetona
duplamente conjugada, ja sugerida pelo espectro V. Observaram-se oito sinais em ¢ 132,50
(C-6); 139,18 (C-3); 148,53 (C-3"); 151,00 (C-4’); 153,00 (C-9); 153,85 (C-5); 157,00 (C-2) e
158,00 (C-7) atribuidos a carbonos sp? oxigenados; seis sinais em & 94,76 (C-8); 106,47
(C-10); 112,83 (C-27); 116,32 (C-57); 122,97 (C-17) e 123,55 (C-6’) relacionados a carbonos
sp? ndo oxigenados; e trés absorcées em & 56,60; 60,44 e 60,89 que foram atribuidos a

carbonos sp® oxigenados de grupos metoxila.

A comparacdo do espectro de RMN **C com o de RMN **C — DEPT 135°
(Fig. 72, p. 77) possibilitou a atribuicdo dos carbonos em 6 94,76 (C-8); 112,83 (C-2); 116,32
(C-5") e 123,55 (C-6) a carbonos metinicos aromaticos. A analise do espectro de RMN de
'H x B¥C — HSQC (Fig. 73, p. 77) permitiu relacionar, de forma inequivoca, cada sinal de

hidrogénio a seu carbono Tabela 07 (p. 74).

O espectro de RMN 'H de SMF-3 (Fig. 69, p.75) mostrou sinais em & 7,00
(1H, d, J = 8,45 Hz); 6 7,68 (1H, dd, J = 8,45 e 1,95 Hz) e 6 7,77 (1H, d, J = 1,95 H2)

evidenciando um sistema aromatico trissubstituido; um sinal simples em 6 6,59 (1H, s); e
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apresentou ainda singletos em ¢ 3,86; 3,88 e 3,94 integrados, cada um, para trés hidrogénios,
atribuidos a grupos metilicos pertencentes & metoxilas aromaticas. O espectro também
apresentou um sinal em ¢ 12,96, confirmando a presenca do hidrogénio do grupo hidroxila
(C-5), envolvido em ligagéo intramolecular com a carbonila em C-4.

A existéncia de quinze sinais na regido de Figura 63 — Esqueleto bésico de uma

carbonos sp® é compativel com a unidade Cg-C3-C Flavona

caracteristica de flavonoides, o que, aliado a presenca do sinal 0

em ¢ 179,9 indicativo de carbonila de cetona duplamente

conjugada, sugerem um esqueleto do tipo flavona (Fig. 63). ¢ |
O espectro de RMN de 'H x *C - HMBC O

(Fig. 74, p. 78) mostrou correlacdes a trés ligacdes (3J), entre o sinal em & 3,86 (3H, s) com o
sinal de carbono em ¢ 132,50 (C-6); o sinal em ¢ 3,88 (3H, s) com o carbono em ¢ 139,18
(C-3) e entre o sinal em ¢ 3,94 (3H, s) com o carbono em ¢ 148,53 (C-3°) permitindo
confirmar as posicdes dos carbonos ligados aos grupos metoxila. Observaram-se correlacoes
entre o sinal em ¢ 6,59 (1H, s) com os sinais de carbonos em ¢ 158,00 (C-7) e 153,00 (C-9) a
duas ligacdes (2J) e a trés ligagdes (3J) com os carbonos em & 132,50 (C-6) e 106,47 (C-10),
mostrou ainda uma correlagdo em w com o carbono em & 179,90 (*J), permitindo sugerir a

unidade estrutural (Fig. 64) para o anel A da flavona

Figura 64 — Unidade estrutural de SMF-3
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O mesmo experimento mostrou correlacdes entre o sinal em 6 7,77 (1H, d,
J = 1,95 Hz) com o carbono em 6 148,53 (C-3°) a duas liga¢des (2J) e com os carbonos em
5 157,00 (C-2); 151,00 (C-4’) e 123,55 (C-6’) a trés ligacdes (3J). Foram evidenciadas
também correlagdes (*J) entre o sinal em 6 7,68 (1H, dd, J = 8,45 e 1,95 Hz) e os carbonos em
0 112,83 (C-2); 151,00 (C-4’) e 157,00 (C-2). O hidrogénio em ¢ 7,00 (1H, d, J = 8,45 Hz)
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mostrou correlagdes com os carbonos em ¢ 151,00 (C-4’) a duas ligacdes (2J) e em & 122,97
(C-1°) e 148,53 (C-3’) a trés ligacdes (3J), conforme sugerido nas unidades estruturais da
Figura 65 abaixo:

Figura 65 — Unidades estruturais de SMF-3

Os dados obtidos, aliados a comparacdo com os dados da literatura (ROITMAN;
JAMES, 1985; LONG et al., 2003) permitiram sugerir para SMF-3 a estrutura da flavona
jaceidina (Fig. 66). Os dados espectroscépicos de SMF-3 e literatura sdo apresentados na
Tabela 07 (p. 74). Jaceidina foi isolada de espécies do género Centaurea (FARKAS et al.,
1964; CHRISTENSEN; LAM, 1991; FLAMINI; ANTOGNOLI; MORELLLI, 2001; SEGUIRI

et al., 2009) e é pela primeira vez relatada em uma espécie do género Stemodia.

Figura 66 — Estrutura de SMF-3 (5,7,4’-trihidroxi-3,6,3’-trimetoxi-flavona / Jaceidina)

OCH.
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Tabela 07 — Dados espectroscopicos de RMN *H e **C de SMF-3 comparados com a literatura (ROITMAN;

JAMES, 1985).

SMF-3? HMBC LIT.

C oH(mult, JJHz) o65C  2Jcy *Jen Jen  oH (mult, JJHz) o5C°

2 - 157,00 H-2’; H-6’ - 155,3

3 - 139,18 OCHs-3 - 137,3

4 - 179,90 H-8 - 178,0

5 OH - 12,96 (s) 153,85 OH-5 OH - 12,98 (s) 152,2

6 - 132,50 H-8; OH-5; - 1311

OCHjs-6

7 - 158,00 H-8 - 157,8

8 6,59 (s) 94,76 6,62 (S) 94,1

9 - 153,00 H-8 - 1515

10 - 106,47 H-8; OH-5 - 104,3

1’ - 122,97 H-5’ - 120,8

2’ 7,77 (d; 1,95) 112,83 H-6’ 7,80 (d; 2,0) 112,0

3 - 148,53 H-2’ H-57; - 147,4

OCHjs-3’
4’ - 151,00 H-5° H-2’; H-6 - 149,7
5 7,00 (d; 8,45) 116,32 7,02 (d; 8,5) 115,6
; 7,68 ; . q k-

6 (dd: 8.45; 1,95) 123,55 H-2 7,71 (dd; 8,5;2,0) 122,1
OCH3-3 3,88 (s) 60,44 3,88 (s) 59,6
OCH3-6 3,86 (s) 60,89 3,89 (s) 59,9
OCH3-3° 3,94 (s) 56,60 3,95 (s) 55,7

@ _acetona-ds, ° — CD30D, ¢ — DMSO-ds.

Figura 67 — Espectro de massa IES de SMF-3
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Figura 68 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho de SMF-3 (KBr)
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Figura 69 — Espectro de RMN *H (500 MHz, acetona-ds) de SMF-3
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Figura 70 — Expanséo do espectro de RMN *H (500 MHz, acetona-ds) de SMF-3
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Figura 71 — Espectro de RMN **C (125 MHz, acetona-ds) de SMF-3
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Figura 72 — Espectro de RMN **C — DEPT 135° (125 MHz, acetona-ds) de SMF-3
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Figura 73 — Espectro de RMN *H x **C — HSQC de SMF-3
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Figura 74 — Espectro de RMN *H x **C - HMBC de SMF-3
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Figura 75 — Expanséo do espectro de RMN *H x **C — HMBC de SMF-3
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material botanico

5.1.1 Tephrosia toxicaria Pers.

As raizes de Tephrosia toxicaria Pers. foram coletadas no municipio de
Guaraciaba do Norte — CE, em 09 de maio de 2008, pela Professora Angela Martha Campos
Arriaga do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do
Ceara (DQOI/UFC).

A espécie estudada foi identificada pelo Professor Edson P. Nunes do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. Sua exsicata encontra-se
depositada no Herbario Prisco Bezerra do mesmo Departamento, sob o nimero de registro
32.139.

5.1.2 Stemodia maritima Linn.

As folhas de Stemodia maritima Linn. foram coletadas no municipio de Flexeiras
— CE, em 14 de janeiro de 2006, pela Professora Angela Martha Campos Arriaga, do

Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica, da Universidade Federal do Ceara.

A identificacdo boténica desta espécie foi realizada pelo Professor Edson P.
Nunes do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard. Sua exsicata
encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra do mesmo Departamento, sob o nimero de
registro de 38.483.
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5.2 Métodos cromatograficos

5.2.1 Cromatografia de adsorcao

Para cromatografia de adsor¢do em coluna (CAC) foram empregados gel de silica
60 (® 0,063 — 0,200 mm) da VETEC®; e silica 60 para cromatografia flash (® 0,040 — 0,063
mm) da MERCK®. Os tamanhos das colunas (altura e diametro) variaram de acordo com a
massa das amostras que foram cromatografadas. As colunas utilizadas na cromatografia sob
pressao média (cromatografia flash) continham bulbos de volume variavel no &pice, para
armazenamento do solvente. Nesta técnica foi empregada bomba de ar comprimido modelo
Inalatec Plus (Ref.: 6600) da NEVONI®.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se gel de silica 60 para
cromatografia em camada fina da VETEC®; e cromatoplacas de plastico e/ou de aluminio de
gel de silica 60 Foss, da MERCK®.

As revelacdes das substéncias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas
atraves da exposicdo a irradiacdo ultravioleta (UV) em dois comprimentos de onda (254 e 365
nm), emitidos por lampada modelo VL-4.LC da VILBER LOURMAT® e/ou por imersdo em
solucdo de vanilina (CgHgO3) 59 / 100 mL de acido perclorico (HCIO,) 0,75 M/100 mL de
etanol, seguido de aquecimento em soprador térmico HL-500, da STEINEL® &

aproximadamente 150 °C por alguns segundos.

Os solventes utilizados nas eluicdes foram n-hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol, de qualidade PA (SYNTH®) puros ou em misturas binarias em ordem

crescente de polaridade.

5.2.2 Cromatografia de exclusdo
Os fracionamentos realizados por cromatografia de exclusdo molecular foram

realizados em gel de Sephadex LH-20 da PHARMACIA FINE CHEMICALS®, utilizando-se

metanol como fase mével.
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5.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A fragdo reacional de T. toxicaria foi analisada em aparelho de CLAE, constituido
de uma bomba ternaria SHIMADZU® LC-20AT e um detector SHIMADZU® SPD-M20A. As
separagdes foram realizadas em uma coluna Luna 5u Silica 100 A (150 x 10 mm).

As eluicdes foram realizadas empregando solventes com grau de pureza
recomendado para CLAE e foram adequadamente filtrados em membranas de nylon com
poros de 0,45 um e degaseificados por sonicagdo a vacuo durante 5 min. A amostra foi
dissolvida na fase mével empregada e filtrada através de membrana de teflon com poros de
0,45 um.

5.3 Métodos Fisicos de Analises
5.3.1 Espectroscopia de absor¢ao na regido do Infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em Espectrometro
PERKIN ELMER®, modelo FT-IR Espectrum 1000 da Central Analitica do DQOI/UFC,

utilizando pastilhas de brometo de potassio (KBr) para analise das amostras.
5.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e
carbono - 13 (RMN *C) uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro Bruker®,
modelo DRX - 500, operando nas frequéncias de 500 e 300 MHz para hidrogénio-1 e 125 e
75 MHz para carbono-13.

Foram utilizados solventes deuterados (CDCls, CsDsN e (CD3),CO) na dissolugéo
das amostras e seus deslocamentos quimicos () foram expressos em partes por milhdo (ppm),
os espectros de RMN 'H foram referenciados pelos picos dos hidrogénios pertencentes as
moléculas residuais ndo-deuteradas dos solventes deuterados utilizados: cloroférmio (6 7,27),
piridina (J 8,74; 7,58; 7,22) e acetona (6 2,05). Nos espectros de RMN *3C, os deslocamentos
quimicos foram referenciados pelos picos centrais dos carbonos-13 dos solventes: cloroférmio
(0 77,23), piridina (¢ 150,35; 135,91; 123,87) e acetona (¢ 206,68).
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As multiplicidades das absorc¢des foram indicadas segundo a convengéo: singleto
(S), dubleto (d), duplo dubleto (dd) e multipleto (m).

O padréo de hidrogenacao dos carbonos foi determinado através da utilizacdo da
técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com angulo de nutacéo
de 135° (CH e CHsz; com amplitude positiva e CH; com negativa). Os carbonos néo-
hidrogenados foram caracterizados pela subtragdo dos sinais espectrais observados no
espectro BBD / 'H (Broadband Decoupled).

Os espectros de Ressonadncia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos em
aparelhos do Centro Nordestino de Aplicacdo de Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da
Universidade Federal do Ceara (CENAUREMN — UFC).

5.3.3 Espectrometria de massa (EM)

Os espectros de massa de baixa resolucio (EM-IE) foram obtidos em
espectrdmetro de massa SHIMADZU®, modelo QP 5000, DI-50, por impacto eletronico a
70 eV. Enquanto os espectros de alta resolucdo foram obtidos em espectrémetro de massa
modelo LCMS-IT-TOF (225-07100-34) - SHIMADZU®, com ionizacdo por electrospray
(EM-IES), pertencente ao Laboratorio de Espectrometria de Massa do Nordeste (LEMANOR
— DQOI/UFC).

5.3.4 Ponto de fuséo (pf)

Os pontos de fusdo foram determinados em equipamento de Microquimica®
modelo MQAPF, a uma taxa de aquecimento de 3°C/mim, e em aparelho digital METTLER-
TOLEDO modelo FP62, também a uma taxa de aquecimento de 3°C/mim.

5.3.5 Rotacao Optica

As rotacdes dpticas especificas [0]?° foram realizadas em Polarimetro digital da
PERKIN ELMER® modelo P-2000.
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5.4 Estudo quimico de Tephrosia toxicaria Pers.

5.4.1 Obtenc¢do do extrato etandlico das raizes de T. toxicaria

As raizes (710 g) de T. toxicaria foram trituradas, secas e submetidas a extracéo
com etanol a temperatura ambiente. A solugdo obtida foi filtrada e evaporada a pressdo
reduzida em rota-evaporador, resultando no extrato denominado TTRE (78,9 g) com 11,11%

de rendimento.

5.4.2 Fracionamento cromatogréafico de TTRE

TTRE (22,01 g), um material s6lido de coloragdo marrom, foi adsorvido em gel
de silica e pulverizado em gral de porcelana, posteriormente foi submetido a cromatografia
em gel de silica comum, em coluna cromatografica (L =7 cme ® = 6 cm). A série de eluentes

utilizada e suas respectivas fracdes sdo apresentadas na Tabela 08.

Tabela 08 — Dados do fracionamento cromatografico de TTRE.

ELUENTE FRACOES V/ mL
Hexano 1-2 50
Hexano / diclorometano 50% 3-8 50
Diclorometano 9-16 50
Diclorometano / acetato de etila 50% 17 125
Acetato de etila 18 - 19 125
Metanol 20 - 27 125

Apos andlise por CCD as fracbes foram reunidas de acordo com seu perfil

cromatografico, resultando em onze novas fragdes, como mostrado na Tabela 09 (p. 85).

Tabela 09 — Frag@es resultantes do fracionamento cromatografico de TTRE.

FRACOES MASSA / mg FRACOES MASSA / mg
3 194,5 13-16 1.053
4 4935 17 81,1
5 1.530 18 555,4
6 731,4 19 275,1
7-9 1.143 20 493,0
10 — 12 2.637 2127 -
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5.4.2.1 Fracionamento cromatogréafico de TTRE (4) e isolamento de TTR-1

A fracdo TTRE - 4 (493,5 mg) foi cromatografada em gel de silica comum
(L=17 cm e ® = 3 cm). O fracionamento cromatografico foi realizado com a série de
eluentes e respectivas fragdes descritas na Tabela 10, onde foram coletadas fracbes de

aproximadamete 10 mL.

Tabela 10 — Dados do fracionamento cromatografico de TTRE (4)

ELUENTE FRACOES
Hexano / diclorometano 5% 1-14
Hexano / diclorometano 10% 15-39
Hexano / diclorometano 15% 40-71
Hexano / diclorometano 20% 72 77
Hexano / diclorometano 30% 78 — 88
Hexano / diclorometano 40% 89 - 93
Hexano / diclorometano 50% 94 - 101
Hexano / diclorometano 60% 102 - 112
Hexano / diclorometano 80% 113 -120
Diclorometano 121 -126
Diclorometano / acetato de etila 50% 127 - 135

ApoOs analise das fragdes por CCD e reunido de acordo com seu perfil
cromatogréfico, a fracdo 84-94 (136,7 mg), continha um sdlido amarelo de aspecto cristalino,

solavel em cloroférmio, denominado TTR-1.
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5.4.2.2 Reacao de hidrogenacéo de TTR-1

hidrogenacéo.
1 ‘ | '

dissolvido em cloroférmio (30 mL) e em seguida adicionado

10,0 mg do catalisador de palddio adsorvido em carvdo ativo
(Pd/C). Gés H, foi borbulhado na solucdo e em seguida uma
bexiga de borracha contendo o gas foi conectado ao baldo da

mistura reacional, conforme mostrado na Figura 76. A solucéo

permaneceu sob agitacdo magnética por 45 horas, sendo a reagdo
monitorada por CCD (fase movel: hexano/diclorometano 60%).
Apobs decorrido este periodo, a solugdo resultante foi filtrada e
concentrada a temperatura ambiente.

O solido obtido (83,0 mg) continha o material de
partida e um produto de hidrogenagdo. A mistura foi analisada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em coluna de fase normal de Silica 100 A
e hexano/cloroférmio 30% como fase mdvel.

O material foi dissolvido em cerca de 4 mL da fase mdvel e as injecdes realizadas
em aliquotas de 200 uL de solugdo previamente filtrada. A detec¢do foi realizada na regiao de
260 — 400 nm, a um fluxo de 3,0 mL/min onde foram coletados dois picos: o pico 1
identificado como o composto TTR-1 (36,5 mg), material de partida da reacédo, e o pico 2
denominado TTR-1H (18,5 mg), identificado como o produto da reacdo de hidrogenacao,

conforme o cromatograma na Figura 77.
Figura 77 — Cromatograma de CLAE da mistura reacional de TTR-1.
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5.5 Estudo quimico de Stemodia maritima Linn.

5.5.1 Obtenc¢do do extrato etandlico das folhas de S. maritima

As folhas (830 g) de S. maritima foram trituradas, secas e submetidas a extracdo
com etanol a temperatura ambiente. A solugdo obtida foi filtrada e evaporada a pressdo
reduzida em rota-evaporador, resultando no extrato denominado SMFE (65,4 g) com 7,88%

de rendimento.

5.5.2 Obtencdo das fracbes hexano, diclorometano e acetato de etila das folhas de S.

maritima

O extrato SMFE (59,6 g) foi solubilizado em uma solugcdo metanol/agua (4:1)
sendo submetido a particdo liquido-liquido com hexano (3x100 mL), diclorometano
(3x100 mL) e acetato de etila (3x100 mL), a fim de extrair os metabolitos secundarios com
maior afinidade aos solventes selecionados. As fases organicas foram evaporadas a presséo

reduzida, dando origem as fracOes relacionadas na Tabela 11.

Tabela 11 — Dados referentes ao fracionamento de SMFE por parti¢do liquido-liquido.

ELUENTE FRACAO MASSA /g
Hexano SMFEH 7,59
Diclorometano SMFED* 10,02
Acetato de etila SMFEA 0,31

5.5.3 Fracionamento cromatografico de SMFED e isolamento de SMF-1

SMFED (9,914 g), um material solido de coloracdo esverdeada, foi adsorvido em
gel de silica e pulverizado em gral de porcelana, posteriormente foi submetido a
cromatografia em gel de silica comum, em coluna cromatografica (L = 14 cm e ® = 4,5 cm).
Foram utilizados hexano, diclorometano e acetato de etila em misturas binarias e em gradiente
de polaridade, tendo sido coletadas duzentas (200) fracGes com cerca de 10 mL cada.

Posterior andlise das fracGes por CCD permitiu verificar os seus perfis
cromatograficos e reuni-las, resultando em 06 novas fracGes, conforme apresentado na
Tabela 12. A fracdo 148-173 (758,4 mg) foi lavada repetidas vezes com acetona, gerando um

precipitado branco cristalino (128,2 mg) e soluvel em metanol, denominado SMF-1.
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Tabela 12 — Fragdes resultantes do fracionamento cromatogréafico de SMFED.

FRACOES MASSA / mg
79— 98 79,3
99 - 125 3844
126 — 147 681,1
148 — 173 758,4
174 — 181 90,8
182 — 200 312,4

5.5.3.1 Fracionamento cromatografico de SMFED (126-147) e isolamento de SMF-2

A fracdo 126-147 (681,1 mg) foi cromatografada em gel de silica comum
(L=28 cme ® =2,5 cm). A série de eluentes utilizada no fracionamento e as fragdes obtidas

séo apresentadas na Tabela 13.

Tabela 13 — Dados do fracionamento cromatografico de SMFED (126-147).

ELUENTE FRAC@ES V/ mL

Hexano/acetato de etila 5% 1-9 10
Hexano/acetato de etila 10% 10 - 22 10
Hexano/acetato de etila 15% 23 - 36 10
Hexano/acetato de etila 20% 37-51 10
Hexano/acetato de etila 25% 52 — 66 10
Hexano/acetato de etila 30% 67 — 81 10
Hexano/acetato de etila 40% 82 - 103 10
Hexano/acetato de etila 60% 104 - 114 10
Hexano/acetato de etila 80% 115 -125 10

Acetato de etila 126 - 132 10

ApoOs analisar as fracbes por CCD e reuni-las de acordo com seu perfil
cromatografico, a fracdo 37-51 (123,0 mg) ao ser solubilizada em acetona, forneceu um
precipitado branco que foi purificado apds sucessivas lavagens. O solido assim obtido

(12,9 mg), de aspecto amorfo e solivel em metanol foi denominado SMF-2.

5.5.3.2 Fracionamento cromatografico de SMFED (99-125) e isolamento de SMF-3

A fracdo 99-125 (384,4 mg) foi submetida ao fracionamento por exclusdo
molecular em Sephadex LH-20 numa coluna cromatografica (L = 22 cm e @ = 2,5 cm),

utilizando metanol como eluente, sendo coletadas setenta (70) fragdes com 10 mL cada.
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Apds andlise por CCD foi possivel verificar o perfil cromatogréafico das fragdes

obtidas e reuni-las em 03 novas fracOes, apresentadas na Tabela abaixo:

Tabela 14 — Fragdes resultantes do fracionamento cromatogréafico de SMFED (99-125).

FRACOES MASSA / mg
20 — 40 210,9
4149 9,2
50 — 70 161,8

A fracdo 50-70 (161,8 mg) foi parcialmente solubilizada em diclorometano, dando
origem a um precipitado amarelo que foi removido ap0s varias lavagens com esse solvente. O
solido resultante (140,8 mg), solivel em metanol, foi cromatografado em Sephadex LH-20
numa coluna (L = 18,5 cm e ® = 1,5 cm), utilizando metanol como eluente. Das fragdes
obtidas, a fracdo 10-20 (16 mg) apresentou um sélido amarelo de aspecto amorfo, solivel em

metanol e denominado SMF-3.
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5.7 Estudos bioldgicos

5.7.1 Teste de atividade antioxidante

Os testes de atividade antioxidante foram realizados no Laboratério de
Biotransformacdes e Produtos Naturais (LBPN) da Universidade Federal do Ceara. Extrato e
substéncias isoladas de S. maritima foram avaliados por testes utilizando o DPPH (1,1-difenil-
2-picril-hidrazila). Adicionou-se em uma cubeta 1 mL de DPPH previamente preparado na
concentra¢do de 60 pmol/L, 1 mL de metanol e realizou-se a leitura em espectrofotdmetro UV
com absorbancia de 520 nm. Em seguida, foi feita uma leitura utilizando as amostras em
diferentes concentracdes, bem como, com os padrdes Trolox® e vitamina C, compostos ja
descritos com propriedades antioxidantes. Os resultados descritos em valores de Clsg

(mg/mL) sdo apresentados na Tabela 15 (p. 93).

5.7.2 Teste de atividade analgeésica e anti-inflamatoria

As atividades analgésica e anti-inflamatdria da obovatina (TTR-1, Fig. 10, p. 38)
foram realizadas em modelo experimental de inducdo de artrite por zymosan na articulacédo
temporomandibular (ATM) de ratos. Foram utilizados ratos Wistar machos com massa
corporea entre 170 a 220 g provenientes do Biotério Central do Campus do Pici e do Biotério
Setorial do Curso de Medicina — UFC — Campus de Sobral. Os animais foram anestesiados
com tribromo 1% por via intraperitoneal (0,1 mL/100 g) para proceder a injecdo intra-
articular na ATM de 2 mg de Zymosan (40 pL) dissolvido em solugéo salina.

Esse grupo de animais nomeados como grupo Zymosan, ainda recebeu salina por
via oral (1 mL/200 g de peso). O grupo controle de animais, nomeado como grupo Sham,
recebeu 40 pL de solucdo salina por injecdo intra-articular e ainda salina por via oral (1
mL/200 g de peso). Outros dois grupos de animais receberam sessenta minutos antes da
injecdo intra-articular de Zymosan, obovatina nas doses 1 e 10 mg/Kg por via oral, nomeados
respectivamente, obovatina 1 mg/Kg e obovatina 10 mg/Kg. Outro grupo de animais recebeu
uma dose de 5 mg/Kg de indometacina por via sub-cutanea, sendo este grupo usado como

controle positivo. A intensidade de hiperalgesia (grau de sensibilidade ao estimulo mecanico)
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foi medida antes e quatro horas ap6s a injecdo de 2 mg de Zymosan, os resultados sdo
apresentados na Figura 78 (p. 95).

A eutanasia dos animais foi realizada sob anestesia com hidrato de cloral 10%,
seis horas apos a injecdo de 2 mg de Zymosan. Os tecidos superficiais foram dissecados até
atingir a ATM que em seguida foi lavada para coleta do liquido sinovial com 0,05 mL de uma
solucdo de EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) e PBS (tampéo fosfato salinico), este
procedimento foi realizado duas vezes. Deste lavado foi retirada uma aliquota de 10 pL para
contagem do niimero de leucdcitos totais, conforme é apresentado na Figura 77 (p. 94).

5.7.3 Teste de atividade antibacteriana

Os testes de atividade antibacteriana foram realizados no Laboratorio de Pesquisa
de Produtos Naturais (LPPN) da Universidade Regional do Cariri. Foram avaliados o extrato
SMFE e substancias isoladas através do método de microdiluicdo, com base no documento
M7-A6 (NCCLS, 2003). Previamente aos testes, as cepas bacterianas foram ativadas em meio
Brain Haer Infusion Broth (BHI, 3,8 %) para o crescimento bacteriano durante 24 h a 35 +
2°C. As seguintes linhagens de microorganismos foram testadas: Staphylococcus aureus
(ATCC-12692), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-15442), Staphylococcus aureus (358),
Bacillus cereus (ATCC-33018), Escherichia coli (27) e Escherichia coli (ATCC-25922).

As amostras foram inicialmente solubilizadas em dimetilsufoxido (DMSO) e agua
destilada de forma a se obter uma solucdo a uma concentracdo de 1024 pg/mL. Outras
diluicbes foram realizadas através da adicdo de caldo BHI 3,8 % para alcancar uma
concentracdo final no intervalo de 512 a 8 pg/mL. Todos os experimentos foram realizados
em triplicata e as placas de microdiluicdo foram incubadas a 35 £ 2 °C durante 24 h. Como

revelador foi utilizado 25 L de solucéo de resazurina (0,01 %).

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentragéo
capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano, conforme indicado pela coloracao de
resazurina. Os resultados descritos em valores de CIM (ug/mL) sdo apresentados na Tabela
16 (p. 96).
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6 ENSAIOS BIOLOGICOS

6.1 Teste de atividade antioxidante

Antioxidantes sdo moléculas capazes de desacelerar ou prevenir a oxidacao de
outras moléculas através da inibicdo da iniciagdo/propagacdo de reacBes de oxidacdo em
cadeia. Antioxidantes encerram estas reagdes por remocao dos radicais livres intermediarios, e
inibem outras reacdes de oxidacao por serem elas mesmas oxidadas. Como um resultado, sdo
frequentemente agentes redutores, tais como, acido arcorbico e polifenois (PATEL et al.,
2010).

Os processos metabdlicos do corpo humano ou do sistema de alimentacdo podem
produzir radicais livres altamente reativos, especialmente radicais derivados de oxigénio,
quando um excesso dessas espécies é formado pode resultar em morte celular e danos nos
tecidos, que implicam em vérias doencas, incluindo céancer, diabetes, doencas
cardiovasculares e envelhecimento (SHAH et al., 2010; XIN-BAO et al., 2012).

Muitas plantas contém substancias antioxidantes e estes compostos protegem as
células contra os efeitos nocivos de espécies reativas de oxigénio, como oxigénio singleto,

superdxido, os radicais peroxila e hidroxila (SHAH et al., 2010).

O crescente interesse pelos antioxidantes de extratos de plantas é devido a sua
baixa toxicidade em relacdo aos antioxidantes sintéticos. Dessa forma, nosso objetivo é buscar
novas fontes de substancias e extratos com potencial antioxidante oriundos de plantas do

Nordeste.

Uma amostra do extrato etandlico das folhas de S. maritima (SMFE) e os
compostos SMF-1 e SMF-2 foram testados e a capacidade antioxidante foi determinada pela
reducdo do radical estavel DPPH. Embora 0s compostos ndo tenham apresentado atividade, o
extrato SMFE mostrou-se ativo com valor de Clsy proximo ao da vitamina C, utilizada como
padrdo (Tab. 15, p. 94). O resultado obtido sugere S. maritima como uma potencial fonte de

agentes antioxidantes.
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Figura 78 — Estruturas do Trolox®, DPPH e vitamina C.
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Tabela 15 — Resultados do teste antioxidante utilizando DPPH.

Amostra Clso (mg/mL)
SMFE 6,47.10°£2,1.10°
SMF-1 Né&o apresentou atividade
SMF-2 N&o apresentou atividade
Trolox® 2,60.10°+2,3.10"

Vitamina C 430.10%+1,9.10?

6.2 Teste de atividade analgésica e anti-inflamatéria

O zymosan é um polissacarideo extraido de paredes celulares de leveduras,
Saccharomyces cerevisiae, é largamente utilizado em estudos farmacoldgicos como um agudo
e subagudo agente flogistico em varias espécies como ratos, camundongos e coelhos. Quando
injetado na articulacdo induz a inflamacdo, tipicamente uma infiltracdo de células
mononucleares em resposta a degranulacdo dos mastécitos (GEGOUT et al.,, 1994).
Administracdo intra-articular de zymosan em ratos promove parametros inflamatorios
semelhantes aqueles em artrite reumatoide, doenca inflamatéria caracterizada por sinovite
crbnica e erosiva das articulacdes periféricas (PAIVA et al., 2011).

Os modelos de artrite experimental sdo formas de investigar alternativas
terapéuticas, uma vez que a remissao completa da doenca raramente é alcancada. Um dos
tratamentos consiste no uso de anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINE), farmacos que tem a
capacidade de promover uma rapida supressao dos sintomas inflamatorios, tais como, a dor e
a rigidez matinal. A terapéutica da artrite reumatoide limita-se praticamente a minimizar os
sintomas flogisticos articulares (ALBERS et al., 2001; XAVIER, 2005).
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Os AINEs sdo largamente indicados, apesar do reconhecimento do potencial
associado com toxicidade cardiaca, renal e vascular (GOODMAN; PAGET, 2012). Os
produtos de origem natural poderiam representar uma alternativa para o tratamento dessa

patologia.

Foi investigada a acdo da obovatina em doses de 1 e 10 mg/Kg em um modelo
experimental de artrite induzida por zymosan na articulacdo temporomandibular (ATM) de
ratos. O grupo (Sham) representa animais que receberam salina intra-articular, o grupo (Zy)
representa animais que receberam apenas zymosan e ndo foram tratados, os grupos (Indo), (1)
e (10) representam animais que receberam zymosan e foram tratados com indometacina (5

mg/Kg) e obovatina nas concentragdes 1 e 10 mg/Kg, respectivamente (Fig. 79).

A injecéo intra-articular de Zymosan (2 mg/40 pL de solugdo salina) na ATM de
ratos produziu aumento significante no namero de leucdcitos no lavado sinovial em relagéo ao
grupo controle Sham, também observou-se a redu¢do no nimero de leucocitos entre 0s grupos
tratados com indometacina e obovatina, tendo a obovatina na dosagem de 10 mg/Kg

apresentado melhor resposta em relagdo a dosagem inferior.

Figura 79 — Numero de leucécitos totais no lavado sinovial de ratos submetidos a inducdo de artrite por

Zymosan.
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O zymosan induziu ao aumento da sensibilidade a dor nos animais, com reducéo
do limiar de hiperalgesia (Fig. 80, p. 96). O tratamento com obovatina nas doses 1 e 10

mg/Kg diminuiu significativamente essa sensibilidade.

Desta forma, a obovatina apresentou atividade analgésica e anti-inflamatéria,

reduzindo a hiperalgesia facial e o infiltrado celular inflamatério, ndo sendo diferente
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estatisticamente (p>0,05) da Indometacina, droga anti-inflamatoria usada na dose de 5 mg/kg

como controle positivo.

Figura 80 — Efeito da inducdo de zymosan no limiar de hiperalgesia facial.
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6.3 Teste de atividade antibacteriana

Em recentes anos, a emergéncia de bactérias resistentes a antibioticos, tais como a
infeccdo nosocomial por bactéria Staphylococcus aureus resistente a meticilina, tem sido um
problema grave e investigacdes de novas classes de antibidticos tornaram-se cada vez mais
importantes (SAKUNPAK; PANICHAYUPAKARANANT, 2012).

A resisténcia pode ser considerada um fenémeno ecoldgico que ocorre como
resposta da bactéria frente ao amplo uso de antibidticos e sua presenca no meio ambiente. As
bactérias multiplicam-se rapidamente, sofrem mutacdo, podendo trocar material genético
entre linhagens de mesma espécie ou de espécies diferentes. S8o considerados micro-
organismos de alta capacidade de adaptacéo a diversos fatores, como a exposicao a agentes
quimicos potentes (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Nas ultimas décadas, as plantas medicinais tem sido objeto de intensos estudos
farmacoldgicos, podendo se tornar uma nova fonte para o desenvolvimento de drogas. As
plantas possuem uma vasta variedade de metabdlitos secundarios, compostos organicos na

maioria inexplorados como fonte de produtos farmacéuticos (RAO et al., 2012).

Os compostos TTR-1, SMF-1 e o extrato SMFE foram avaliados para atividade
antibacteriana frente a seis linhagens de bactérias: Staphylococcus aureus (ATCC 12692), S.
aureus (358), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Bacillus cereus (ATCC-33018),
Escherichia coli (ATCC-25922) e E. coli (27).
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A substancia TTR-1 e o extrato SMFE apresentaram atividade moderada do ponto

de vista clinico (CIM < 1024 pg/mL) para quatro linhagens e o composto SMF-1 mostrou

atividade para cinco linhagens avaliadas. Os resultados moderados apontam S. maritima e T.

toxicaria como fontes de agentes bactericidas.

Tabela 16 — Resultados do teste antibacteriano em valores de concentracéo inibitéria minima (CIM) das

substancias TTR-1, SMF-1 e do extrato SMFE.

Valores de CIM (ug/mL)

Bacterias TTR-1 SMF-1 SMFE
Staphylococcus aureus
(ATCC-12692) °12 >12 >12
Staphylococcus aureus
(358) 512 512 512
Pseudomonas aeruginosa
(ATCC.15442) 512 512 > 1024
Bacillus cereus
(ATCC-33018) > 1024 512 > 1024
Escherichia coli (27) 512 512 512
Escherichia coli > 1024 > 1004 512

(ATCC-25922)
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7 CONCLUSAO

O estudo quimico de Tephrosia toxicaria Pers., permitiu o isolamento da
flavanona obovatina (TTR-1) a partir da qual foi obtido o derivado hidrogenado (TTR-1H).

O estudo quimico de Stemodia maritima Linn., permitiu a confirmacéo do perfil
quimiotaxondmico ja observado no género Stemodia, pelo isolamento de dois diterpenos,
estemodina (SMF-1) e estemodinol (SMF-2) e uma flavona, jaceidina (SMF-3), relatada pela
primeira vez no género. O diterpeno estemodinol (SMF-2), embora j& relatado como sintético,
estd sendo pela primeira vez obtido de fontes naturais, bem como os seus dados
espectroscopicos.

No teste de atividade antioxidante, o extrato etandlico das folhas de S. maritima
(SMFE) apresentou valor de Clso proximo ao da vitamina C utilizada como padréo, enquanto
as substancias SMF-1 e SMF-2 isoladas desse extrato ndo apresentaram atividade, sugerindo a

presenca de outros constituintes com potencial antioxidante no extrato.

A obovatina (TTR-1) mostrou atividades analgésica e anti-inflamatdria, em
modelo experimental de artrite induzida por zymosan na articulacdo temporomandibular
(ATM) de ratos, tendo reduzido o infiltrado celular inflamatorio nas concentracfes de 1 e 10
mg/Kg. A obovatina também reduziu em todas as doses a hiperalgesia facial, exercendo acéo
analgésica superior a indometacina, droga anti-inflamatoria utilizada como padréo positivo. O
produto obtido da reacdo de hidrogenacao (TTR-1H) podera ser submetido a essas atividades

e o efeito da relagéo estrutura/atividade da obovatina sera avaliado.

Nos ensaios de atividade antibacteriana, obovatina (TTR-1) e o extrato SMFE
apresentaram uma atividade moderada do ponto de vista clinico, para quatro linhagens de
bactérias e a estemodina (SMF-1) mostrou atividade para cinco linhagens avaliadas. Os

resultados apontam T. toxicaria e S. maritima como fonte de agentes bactericidas.
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